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Resumo

A desmielinizacdo é um processo patoldgico caracterizado pela perda da bainha de mielina, essencial
para a conducédo eficiente dos impulsos nervosos, resultando em déficits neuroldgicos e doencas
progressivas, como a esclerose multipla (EM). Este estudo visa analisar as diferenc¢as histoldgicas entre
fatias organotipicas de cérebro sadio e desmielinizado de camundongo in vitro. Utilizando cultura de
fatias cerebrais e exposi¢do a lisolecitina para induzir a desmielinizacdo, foram comparadas as
alteragfes histolégicas entre o controle e o tecido desmielinizado. Os resultados mostraram uma
distingdo clara entre substéncia cinzenta e branca no controle, enquanto a fatia desmielinizada
apresentou desorganizacdo e microcavitacdes. A conclusdo sugere que a desmielinizacdo induzida
provocou alterag6es cerebrais importantes, destacando a importancia de compreender os mecanismos
das doencas desmielinizantes, como a EM, para desenvolver estratégias terapéuticas mais eficazes.
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Introducéo

A desmielinizagdo constitui um processo patoldgico no qual ha perda da bainha de mielina que
envolve os ax6nios, comprometendo a conducao eficiente dos impulsos nervosos. Esse processo é
caracterizado pela degradacdo da mielina, resultando em altera¢gdes funcionais e estruturais nos nervos
afetados, podendo levar a déficits neurolégicos e doencas progressivas (Stadelmann et al., 2019).

A esclerose multipla (EM) é uma doenga autoimune e inflamatéria do sistema nervoso central (SNC),
caracterizada patologicamente por desmielinizacdo e subsequente degeneracdo neuronal, sendo
considerada como o principal distarbio desmielinizante de humanos (Mendes; S&, 2011).

Com o envelhecimento, numerosas alteracdes fisiologicas subjacentes ocorrem, e o risco de
doencas cronicas e degenerativas aumenta, assim como a EM (Mattson, 2007). Entretanto, atualmente
sabe-se que a EM é uma doencga cuja maior prevaléncia ocorre entre pessoas no estagio altamente
produtivo da vida, quando as pessoas estao planejando familias e construindo carreiras, impactando
significativamente os individuos afetados, suas familias e a sociedade (Walton et al., 2020).

Dada a relevancia da EM para individuos de todas as idades, especialmente para os mais jovens
em fase produtiva da vida (Walton et al., 2020), o desenvolvimento de estratégias terapéuticas eficazes
no tratamento das altera¢g8es desmielinizantes resultantes da doenca é de suma importancia. Para isso,
€ necesséria a aplicagdo de modelos experimentais que se assemelhem a condi¢&o in vivo, como 0
modelo experimental de fatias organotipicas, na qual fatias de cérebro podem ser cultivadas em
condic¢des in vitro (Shen; Yuen, 2020), bem como ferramentas de andlise dos resultados, como a
Histologia, que permite detectar alteracdes em comparagédo com o cérebro normal.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho é analisar as diferengas histolégicas entre fatias
organotipicas sadias e desmielinizadas experimentalmente em condicGes in vitro, permitindo
caracterizar como se apresenta histologicamente um tecido nervoso desmielinizado.

Metodologia
Para a cultura das fatias organotipicas, inicialmente foi preparado o meio de cultura MEM (Meio

Essencial Minimo) suplementado com 25% de soro fetal bovino, 25% de sais de Earle, 2,6 mg/mL de
glicose 45%, 1% de glutamina, 1% de antibiético (penicilina e estreptomicina).
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Para arealizacédo do presente trabalho, procedeu-se com a eutanasia de um camundongo C57BL/6,
mediante aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), sob o nimero de protocolo
A3CEUA/2023. O animal foi posteriormente decapitado para que em seguida seu cérebro fosse
removido. Apés a remocéao do cérebro, os hemisférios foram separados e o cOrtex cerebral foi isolado
do hipocampo (hipocampo foi utilizado para outros experimentos). O cortex foi cortado em fatias de 350
pM utilizando um fatiador de tecidos apropriado para a obtencao de fatias organotipicas.

Ap6s o corte, uma das fatias foi imediatamente colocada em um cassete histoldgico e imersa em
formol 10% tamponado por 24 horas para posterior processamento histoldgico. Esta fatia corresponde
ao controle sadio (sem desmielinizagdo). Outra fatia foi posicionada sobre o inserto de membrana para
ser mantida em cultura em estufa a 37° C e 7,5% de CO2. Antes de ser levada para a estufa, foi
adicionado no poco da placa contendo a fatia 1 ml de MEM suplementado contendo um agente
desmielinizante, a lisolecitina, a uma concentracao de 0,5 %. Por meio do sistema de interface entre a
fatia e o inserto de membrana, a lisolecitina foi gradualmente absorvida pelo tecido promovendo o
processo de desmielinizagéo.

A placa contendo a fatia organotipica a ser desmielinizada foi levada para a estufa, onde
permaneceu por 18 horas para que fosse concluido o processo de desmielinizacdo. Apos 18 horas, a
fatia organotipica foi removida do inserto de membrana e transferida para um cassete histologico para
posterior processamento histolégico.

Resultados

Ap6s a cultura da fatia organotipica desmielinizada, procedeu-se com o processamento histolégico
das fatias (desmielinizada e controle sadio), e posterior coloracdo com Hematoxilina e Eosina. A partir
da observacéo das laminas no microscopio 6ptico, foi possivel observar diferengas histolégicas entre a
fatia organotipica reservada para controle sadio e a fatia organotipica desmielinizada.

Na fatia organotipica controle sadio, é possivel observar boa distin¢éo entre a substancia cinzenta,
na qual evidenciam-se as camadas que comp&em o cortex cerebral, e a substancia branca, na qual
encontram-se 0s axbnios mielinizados. A observacdo desta distingdo indica preservacdo do
parénquima cerebral normal. Tal distingéo é possivel visualizar na Figura 1 (A, B C e D).

Figura 1 — Distingdo entre substancia cinzenta e substancia branca. A cabeca de seta esta indicando as
areas de substancia cinzenta e o asterisco indica as area de substancia branca. Aumento: 4x (A); 10x (C e D); e
40x (B).

“

Fonte: Autores'(2024).

Ainda no controle sadio, visualizam-se estruturas tipicas presentes nas camadas que compde a
substancia cinzenta. Partindo da camada mais externa para a mais interna, na camada molecular é
possivel visualizar axdnios horizontais e poucos neurdnios (Figura 2A); as células granulosas (Figura
2B), presentes na camada granular; e neur6nios piramidais presentes na camada de células piramidais
(Figura 3A).
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Figura 2 — Estruturas tipicas das camadas que compdem a substancia cinzenta. Pelas cabecas de seta estédo
indicados um axénio horizontalizado (A); as células granulosas (B); e os neurdnios piramidais (C). Al 0: 40x.
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Fonte: Autores(2024).

Ademais, no controle sadio ainda é possivel visualizar a substancia branca preservada, com os
axbnios evidenciados em cortes longitudinais (Figura 3A) e transversais (Figura 3B). No axénio em
corte transversal na Figura 3B, visualiza-se a bainha de mielina que foi dissolvida na preparacéo
histolégica e aparece como um espaco em branco, envolvendo o axénio que aparece internamente.

Figura 3 — Substancia branca com um axdénio em corte longitudinal indicado pela cabega de seta na Figura A;
e em corte transversal indicado pela cabeca de seta na Figura B. Aumento: 40x.

bdidr i3, oo GO
Fonte: Autores (2024).
Em contrapartida, na fatia organotipica desmielinizada, observa-se um parénquima cerebral mais
desorganizado, com areas de desmielinizac@o evidenciadas pela presenca de intensa desfiguragao
principalmente da substancia branca (Figura 4).

Figura 4 — Imagens gerais da fatia organotipica desmielinizada, evidenciando areas de intensa
desmielinizacdo. Aumento: 4x (A) e 10x (B).

Fonte: Autores (2024).

Em maior aumento (40 vezes), visualiza-se com maior destaque as areas de desmielinizagdo da
substancia branca, caracterizada pela presenca de microcavitagdes nos locais onde havia axdnios

XXVIII Encontro Latino Americano de Iniciacdo Cientifica, XXIV Encontro Latino Americano de Pés-Graduacdo e 3
X1V Encontro de Iniciagdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2024



Kvine (flVema  XliNcs. 1V,

mielinizados (Figura 5). Ademais, ainda é possivel visualizar a presenca de areas com substancia
cinzenta preservada intercalando-se com areas de desmielinizacéo da substancia branca (Figura 6).

Figura 5 — Imagens evidenciando as mlcrocawtagoes na substéncia branca desmielinizada. Aumento 40x.
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Fonte: Autores (2024).

Figura 6 — Area de substancia cinzenta preservada (cabeca de seta) e substancia branca desmielinizada
(astensco) Aumento 10x

Fonte: Autores (2024).
Discusséo

A mielina, material isolante composto principalmente por lipidios e proteinas, € uma estrutura
membranosa que tem por fungdes estabilizar, proteger e isolar eletricamente os axénios neuronais,
aumentando, assim, a velocidade de transmissao de impulsos nervosos (Sosa; Forsthuber, 2011).

Diversos eventos patoldgicos, tais como intoxicacBes, desordens metabdlicas e funcionais,
infeccdes, lesbes mecanicas e inflamacéo, tém como resultado a desmielinizagcdo. Embora a etiologia
da desmielinizacdo presente na EM seja ainda desconhecida, evidéncias sugerem que 0 processo
ocorre de forma secundaria a inflamacéo gerada no interior do parénquima nervoso (Batoulis et al.,
2011), por intermédio da resposta de linfécitos T autorreativos, ativados inapropriadamente contra os
componentes da bainha de mielina. Estudos in vitro e in vivo sugerem que os linfécitos Thl, e
principalmente os linfécitos Th17 CD4+ sdo os subtipos de linfécitos mais importantes que levam a
inflamac&o do SNC e desmielinizacdo (Orsini et al., 2014).

Diferentes modelos experimentais podem ser utilizados para o estudo da EM, visto que sé&o
elementos essenciais para avancar no conhecimento das doengas e na busca de terapias especificas
e eficazes. O modelo de fatias organotipicas € uma alternativa aos modelos in vivo, pois tenta replicar
as condic8es naturais do cérebro, mantendo a citoarquitetura de tecido tridimensional e a maioria dos
principais tipos de células presentes no sistema (Hill et al., 2014). O tecido € inicialmente cortado em
fatias de 200 a 500 ym usando um fatiador de tecidos, que sdo mantidas em cultivo posteriormente em
insercbes de membrana porosa de 0,4 ym feita de politetrafluoretileno (PTFE), que permitem interface
ar-liquido. As inser¢cdes de membranas de PTFE permitem que moléculas, agentes terapéuticos, ou
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ainda, agentes desmielinizantes, como a lisolecitina, possam ser adicionados ao meio para promover
desmielinizacao experimental (Birgbauer; Rao; Webb, 2004; Sezikar; Williams, 2019).

A partir da andlise histoldgica da fatia organotipica de cortex cerebral de camundongo, promovida
com lisolecitina, foram evidenciadas alteracdes significativas na estrutura da substancia branca em
contraste com a fatia controle sadio. A substancia branca contém células da glia e ax6nios mielinizados.
A mielina é formada por processos dos oligodendrécitos que envolvem axdnios de maior calibre,
facilitando a conducéo saltatéria do potencial de acdo e aumentando a velocidade de transmissédo em
pelo menos 50 vezes em relacéo a fibras ndo mielinizadas de didmetro similar (MATUTE; RANSOM,
2012). A partir da analise histolégica da fatia controle sadio, evidenciou-se varias fibras nervosas
cortadas transversalmente. Nestas, é possivel visualizar a auséncia da mielina que foi dissolvida
durante a feitura do preparado histolégico e no interior do espaco claro em que havia mielina se
observam estruturas escuras que sdo os ax0nios seccionados transversalmente (Sullivan et al., 2021).

Na fatia controle sadio, o tecido cerebral preserva uma melhor organizacao entre suas camadas,
sendo possivel distinguir a substéncia cinzenta da substancia branca. Na substancia cinzenta,
observam-se as camadas moleculares, granular e piramidal, com a camada molecular apresentando
axobnios horizontalizados e poucos neurdnios, a camada granular rica em pequenas células granulosas,
e a camada piramidal contendo grandes neurénios piramidais, conforme descrito por Machado (2013).
Esta organizacdo estratificada reflete a integridade funcional do tecido cerebral normal, na qual a
mielina esté presente ao redor dos axénios, facilitando a conducéo eficiente dos impulsos nervosos.

Em contraste, a fatia desmielinizada apresenta um parénquima cerebral desorganizado, no qual a
perda da mielina resulta em uma substancia branca irregular e com microcavitagbes, conforme foi
descrito por Orsini et al. (2007), ao demonstrar a presenca de degeneracao do tecido nervoso de cées
com cinomose, caracterizada pela presenca de microcavita¢des teciduais.

A distincdo entre a substancia cinzenta e a substancia branca torna-se menos evidente, com a
substancia branca apresentando areas de intensa desmielinizacéo, caracterizadas pela degradacéo da
mielina (Stadelmann et al., 2019) e a subsequente formacéo de cavidades onde antes existiam axdnios
mielinizados (Orsini et al., 2007). As camadas molecular, granular e piramidal também exibem uma
diminuicdo na organizacéo e na defini¢éo, refletindo o impacto da desmielinizagdo sobre a arquitetura
cerebral. Entretanto, ndo foi observada a presenca de infiltrados inflamatérios, achado comum em
processos desmielinizantes autoimunes (Khulmann; Lassmann; Bruck, 2008), pois a desmielinizagédo
no presente trabalho foi procedida in vitro.

Essas diferencas histoldgicas entre a fatia controle sadio e a fatia desmielinizada sao indicativas
das profundas altera¢des estruturais que ocorrem como resultado da perda de mielina. Enquanto o
tecido sadio mantém uma organizacao coerente e funcional, a desmielinizagdo provoca uma quebra na
integridade tecidual e perda do dominio axonal (Thaxton; Bhat, 2009), comprometendo ndo apenas a
estrutura, mas também a fungéo neural.

A observacao dessas mudancgas possibilitada por meio da andlise histolégica sublinha a importancia
de estudos que investiguem intervencgdes terapéuticas capazes de restaurar a organizagdo normal do
tecido, promovendo a remielinizagdo e a recuperagédo das fungfes neuroldgicas comprometidas.

Conclusao

Conclui-se que a desmielinizacdo induzida pela lisolecitina em fatias organotipicas de cortex
cerebral resultou em alteracBes histolégicas significativas na substancia branca, como as
microcavitacdes, evidenciando a degradacdo da mielina e desorganizacdo do parénquima cerebral.
Esses achados reforcam a importancia de entender os mecanismos subjacentes as doencas
desmielinizantes, como a EM, permitindo compreender sua fisiopatogenia, a fim de auxiliar no
desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes para a doenca.
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