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RESUMO 

 

A mielina é essencial para o funcionamento adequado do sistema nervoso central (SNC) 

de mamíferos, garantindo a condução adequada dos impulsos elétricos. Alterações em sua 

estrutura podem levar a doenças incapacitantes como a Esclerose Múltipla (EM). A EM pode 

levar à epilepsia, sugerindo que lesões desmielinizantes podem se relacionar à excitabilidade 

anormal e convulsões, associadas à diminuição da função cognitiva e rápida incapacidade 

dos pacientes. Poucas pesquisas existem investigando a patogênese dessa relação e como 

impedir o aumento da excitabilidade. Este trabalho visa investigar o efeito do pranlucaste ou 

fingolimode na proteção contra desmielinização e hiperexcitabilidade cerebral em um 

modelo animal de EM. Para isso, camundongos suíço adultos jovens foram tratados por 

cinco semanas com dieta em pó que continha ou não cuprizona (CPZ) 0,2% e com injeções 

intraperitoneais diárias com pranlucaste (0,1 mg/kg), fingolimode (1mg/kg) ou veículo. O 

tratamento com pranlucaste não mostrou ter um efeito robusto na preservação da mielina, já 

que não protegeu contra a perda de lipídeos da mielina, de oligodendrócitos maduros, do 

número de fibras mielínicas ou do número de fibras com a razão-g na faixa ideal no corpo 

caloso (CC), diferentemente da proteção/remielinização observada após tratamento com 

fingolimode. Entretanto, assim como o fingolimode, o pranlucaste preservou parcialmente a 

função sensitiva no teste de sensibilidade tátil, além de diminuir significativamente o tempo 

de duração das convulsões na fase 6 da escala de Racine modificada, sugerindo recuperação 

sensitiva e proteção contra a hiperexcitabilidade cerebral. Ambos os tratamentos diminuíram 

a concentração de potássio extracelular, o que pode estar relacionado à redução de descargas 

neuronais anormais. A melhora funcional e de excitabilidade promovida pelo fingolimode 

ocorre concomitante à preservação da mielina. Além disso, a proteção contra a perda dos 

canais Nav1.6 aponta para preservação da característica de nodos de Ranvier de fibras 

nervosas saudáveis. Já em relação ao tratamento com pranlucaste essa melhora parece estar 

associada a outros mecanismos não investigados no presente estudo. Em suma, este trabalho 

permitiu investigar os efeitos do pranlucaste, ainda não usado na EM, e do fingolimode, já 

aplicado como opção de tratamento da EM, na mielinização e na probabilidade de 

convulsões, oferecendo subsídios para uma melhor escolha clínica do tratamento de 

pacientes que apresentem diferentes aspectos patológicos da doença. 

 

Palavras-chave: Mielina, desmielinização, excitabilidade cerebral, Esclerose Múltipla, 

Pranlucaste, Fingolimode.
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ABSTRACT 

 

Myelin is essential for the proper functioning of the central nervous system (CNS) in 

mammals, ensuring the appropriate conduction of electrical impulses. Alterations in its 

structure can lead to disabling diseases such as Multiple Sclerosis (MS). MS can lead to 

epilepsy, suggesting that demyelinating lesions may be related to abnormal excitability and 

seizures, associated with decreased cognitive function and rapid disability in patients. Few 

studies have investigated the pathogenesis of this relationship and how to prevent the increase 

in excitability. This study aims to investigate the effect of pranlukast or fingolimod on 

protection against demyelination and cerebral hyperexcitability in an animal model of MS. For 

this purpose, young adult Swiss mice were treated for five weeks with a powdered diet 

containing or not containing 0.2% cuprizone (CPZ) and with daily intraperitoneal injections of 

pranlukast (0.1 mg/kg), fingolimod (1 mg/kg), or vehicle. Pranlukast treatment did not show a 

robust effect on myelin preservation, as it did not protect against the loss of myelin lipids, 

mature oligodendrocytes, the number of myelinated fibers, or the number of fibers with the g-

ratio in the optimal range in the corpus callosum (CC), unlike the protection/remyelination 

observed after fingolimod treatment. However, like fingolimod, pranlukast partially preserved 

sensory function in the tactile sensitivity test and significantly reduced seizure duration in phase 

6 of the modified Racine scale, suggesting sensory recovery and protection against cerebral 

hyperexcitability. Both treatments decreased extracellular potassium concentration, which may 

be related to the reduction of abnormal neuronal discharges. The functional and excitability 

improvements promoted by fingolimod occur concomitant with myelin preservation, and 

additionally, the protection against the loss of Nav1.6 channels points to the preservation of the 

nodal characteristics of healthy nerve fibers. In relation to pranlukast treatment, this 

improvement seems to be associated with other mechanisms not investigated in the present 

study. In summary, this work allowed for the investigation of the effects of pranlukast, not yet 

used in MS, and fingolimod, already applied as a treatment option for MS, on myelination and 

seizure likelihood, providing insights for better clinical treatment choices for patients 

presenting different pathological aspects of the disease. 

 

Keywords: Myelin, demyelination, brain excitability, Multiple Sclerosis, Pranlukast, 

Fingolimod. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Mielina 

 

 A mielina do sistema nervoso central (SNC) é uma membrana celular alterada de 

oligodendrócitos (OLs) que envolvem o axônio, formando uma bainha multilamelar (KISTER 

e KISTER, 2023 para revisão). Assim como todas as membranas celulares, a bainha de mielina 

é constituída por três componentes principais: água, lipídios e proteína (figura 1). Entretanto, a 

proporção desses componentes na mielina é diferente da presente nas outras membranas 

celulares (STADELMANN et al., 2019; KISTER e KISTER, 2023). A bainha de mielina seca 

é formada por uma alta proporção de lipídeos (70 - 85%) e uma baixa proporção de proteínas (15 

– 30%), diferente do que ocorre com outras membranas celulares que possuem uma quantidade 

de lipídeos (50%) e proteínas (50%) aproximadamente igual (POITELON, KOPEC e BELIN, 

2020). Quanto aos mais abundantes componentes lipídicos da estrutura da bainha de mielina, 

observa-se uma distribuição de 40% de colesterol, 40% de fosfolipídios e 20% de glicolipídios. 

Esta proporção contrasta com a maioria das membranas biológicas, onde a distribuição é mais 

próxima de 25%:65%:10%, respectivamente (POITELON, KOPEC e BELIN, 2020). Pequenas 

alterações na composição lipídica da mielina são capazes de causar uma destruição das estruturas 

da mielina, culminando em doenças neurológicas graves (CHRAST et al., 2011; LAMARI et al., 

2013). 

 

O colesterol é importante para reduzir a penetração de água, gases (por exemplo, 

oxigênio) e pequenas moléculas neutras (por exemplo, glicose) através da membrana 

(SHINODA, 2016; OLŻYŃSKA et al., 2020), além de ser determinante para a fluidez da 

membrana (KISTER e KISTER, 2023 para revisão) e ter relação com o processo de reparo da 

mielina, já que este é mais eficiente quando a taxa de síntese de colesterol é aumentada 

(BERGHOFF et al., 2021). 

 

Quanto aos fosfolipídios, duas das principais classes de fosfolipídios de membrana - 

esfingomielina e fosfatidilcolina - constituem mais de 50% dos fosfolipídios de membrana. Eles 

são importantes para diminuir a fluidez da associação lipídica e para fornecer uma barreira 

menos permeável para íons, permitindo um melhor isolamento dos axônios (CHRAST et al., 

2011; MONTANI, 2021) 
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Os glicolipídios interagem com fosfolipídios e colesterol para induzir a compactação 

densa na bicamada da membrana da mielina. A disposição assimétrica de fosfolipídios e 

glicolipídios é observada na membrana, com predominância de fosfolipídios na folha interna 

da bicamada lipídica e de glicolipídios na folha externa (STOFFEL e BOSIO, 1997). A 

deficiência de glicolipídeos prejudica o empacotamento da bicamada lipídica, aumenta a 

permeabilidade da membrana e causa a interrupção da condutância dos axônios mielinizados. 

Devido à importância dos glicolipídeos para a função adequada da mielina, há um aumento de 

duas vezes na proporção de glicolipídios na mielina em comparação com as outras 

biomembranas (KISTER e KISTER, 2023). 

 

A mielina contém domínios lipídicos dinâmicos no folheto externo da membrana 

plasmática chamados balsas lipídicas (GIELEN et al., 2006; DUPREE e POMICTER, 2010), 

com altos níveis de colesterol, galactosilceramida (ou galactocerebrosídeo) e baixos níveis de 

fosfatidilcolina, sendo importantes na formação e estabilização da mielina (SIMONS et al., 2000; 

DECKER e FFRENCH-CONSTANT, 2004). 

 

A composição lipídica entre a mielina do SNC e do Sistema Nervoso Periférico (SNP) 

é notavelmente semelhante, com exceção dos níveis de fosfatidilcolina e esfingomielina, que 

são relativamente abundantes na bainha de mielina periférica em comparação com a bainha de 

mielina central (POITELON, KOPEC e BELIN, 2020 para revisão). 

 

A mielina contém uma quantidade relativamente pequena de proteínas, porém elas 

formam um grupo altamente diverso (JAHN et al., 2020). Essas proteínas se diferenciam quanto 

às sequências, funções e estruturas, mas compartilham algumas características comuns: são 

tipicamente pequenas, têm meias-vidas longas e são multifuncionais (KISTER e KISTER, 

2023).  

 

A proteína proteolipídica (PLP) é a proteína de mielina mais abundante no SNC, 

constituindo 38% da massa proteica total da mielina (JAHN et al., 2020). Um alto nível de PLP 

na mielina é necessário para preservar a integridade da mielina. A PLP atua na compactação da 

multicamada de mielina, aproximando as membranas de mielina umas das outras. Uma redução 

no conteúdo de PLP em 50% causa alteração da ultraestrutura da mielina e patologia axonal 

(LÜDERS et al., 2019).  
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A proteína básica de mielina (MBP) é a segunda proteína mais abundante do SNC, 

contribuindo para cerca de 30% da massa proteica total da mielina (JAHN et al., 2020). Ela 

interage com outras proteínas associadas à membrana e relacionadas à expressão proteica, 

desempenhando um papel regulatório na mielinogênese (SMIRNOVA et al., 2021), e com 

lipídios – um teor de colesterol de 44% na mielina permite uma interação termodinamicamente 

mais favorável com a MBP, sendo ideal para compactação da membrana e estabilidade 

termodinâmica (TRÄGER et al., 2020). A MBP é importante na participação da transmissão 

do sinal extracelular para as junções de oclusão e para o citoesqueleto (BOGGS, 2006), além 

de um papel crítico na compactação da bainha de mielina (MOSCARELLO, 1997). Várias 

pesquisas têm sido realizadas para investigar o papel da MBP como fonte de epítopos 

autoantigênicos na EM (MARTINSEN e KURSULA, 2022). Foi visto que há mudanças na 

composição e na estrutura da MBP, bem como na mielina compacta, durante a patogênese da 

EM (WOOD et al., 1996; BENIAC et al., 1999; BOGGS et al., 1999). Outro epítopo antigênico 

conhecido da EM é a Proteína Básica Oligodendrocítica Associada à Mielina (MOBP) (HOLZ 

et al., 2000) que tem função pouco compreendida (MONTAGUE et al., 2006). 

 

A CNPase (2,'3'-cyclic nucleotide 3'-phosphodiesterase) é uma proteína específica de 

OLs previamente implicada na manutenção da integridade axonal (LAPPE-SIEFKE et al., 

2003). Foi visto que ela antagoniza a atividade da MBP, evitando a compactação excessiva da 

mielina, associando-se e organizando o citoesqueleto dentro das regiões citoplasmáticas da 

bainha de mielina, mantendo os folhetos citoplasmáticos adjacentes separados (SNAIDERO et 

al., 2017). É provável que a manutenção desses espaços citoplasmáticos abertos permita uma 

difusão mais eficiente de metabólitos e moléculas através da bainha de mielina para o axônio 

(SNAIDERO et al., 2017). 

 

A glicoproteína da mielina de oligodendrócitos (MOG) é menos abundante que as 

proteínas citadas anteriormente, mas tem grande relevância clínica e para a pesquisa, já que a 

injeção de peptídeos MOG e adjuvantes em animais de laboratório foi capaz de gerar 

desmielinização característica do modelo experimental de EM denominada encefalite 

autoimune experimental (EAE) (LONGBRAKE, 2022).  

 

A glicoproteína associada à mielina (MAG) compreende uma pequena porcentagem (< 

1%) de todas as proteínas que compõe a mielina (TRAPP, 1990). Essa proteína posiciona-se na 

face interna da bainha de mielina, sendo restrita à membrana adjacente ao espaço adaxonal e 
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permitindo a ligação da bainha de mielina a seus receptores GD1a e GT1b (LAULE; MOORE, 

2018) (Figura 1). Ela é importante para manutenção axonal já que experimentos com 

camundongos com deleção genética de MAG desenvolveram perda axonal no SNC e SNP. 

(YIN et al., 1998; PAN et al., 2005). 

 

Atualmente é evidente que, além de funcionar como membrana inerte e isolante, a 

mielina é metabolicamente ativa, proporcionando suporte ao axônio subjacente 

(FÜNFSCHILLING et al., 2012; LEE et al., 2012; SAAB et al., 2016). Além disso, observou-

se o crescimento da mielina em resposta à atividade neuronal, o que pode influenciar o 

processamento de informações ao modular a velocidade e a sincronicidade dos impulsos 

nervosos (CHANG, REDMOND e CHAN, 2016). 

 

1.2 Organização e morfologia das fibras mielínicas 

 

Além do conhecimento sobre a composição da bainha de mielina, o estudo sobre a 

morfologia das fibras mielínicas é importante para a investigação realizada neste trabalho e 

fundamental no estudo de doenças neurodegenerativas, como a EM, e da remielinização que estão 

diretamente relacionadas com alterações na estrutura da mielina (PÉRIER e GRÉGOIRE, 1965). 

 

Desde a década de 1950, a microscopia eletrônica (ME) é uma ferramenta essencial para 

os neuropatologistas, possibilitando o estudo da ultraestrutura da mielina (BUNGE, BUNGE e 

PAPPAS, 1962; BUNGE, BUNGE e PETERSON, 1965; BUNGE et al., 1967;  MRAK, 2002; 

HIRANO, 2005; BERCURY e MACKLIN, 2015). Os primeiros estudos de ME mostraram que 

a mielinização resultava do giro interno da bainha membranosa do OL estendendo-se em um 

movimento concêntrico e lateral pelo axônio (ver BERCURY e MACKLIN, 2015 para revisão). 

Esse processo de mielinização envolve uma sequência complexa de eventos que se inicia pela 

migração de células progenitoras de oligodendrócitos (OPCs) da zona ventricular / subventricular 

do encéfalo para a substância branca em desenvolvimento para formarem redes, uniformemente 

espaçadas, de células com vários prolongamentos. Enquanto ocorre a migração para o 

estabelecimento da posição final, as OPCs continuamente expandem e retraem seus numerosos 

prolongamentos exploratórios (KIRBY et al., 2006;  HUGHES et al., 2013). Ao chegarem ao seu 

destino final, uma parte das OPCs permanecem em estado de precursor e a outra parte se 

diferencia em OLs formadores de mielina (ver SIMONS e NAVE, 2016 para revisão) 
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A morfologia das fibras mielínicas na ME pode ser visualizada como várias camadas 

alternadas de elétrons densos e leves, formando a linha densa principal e a linha intraperiódica 

(STADELMANN et al., 2019b). A linha densa principal indica as superfícies citoplasmáticas de 

OLs que estão estreitamente condensadas, ao passo que a linha intraperiódica é composta pelas 

membranas externas que estão firmemente sobrepostas (AGGARWAL, YURLOVA e SIMONS, 

2011), conferindo à mielina sua aparência ultraestrutural característica (Figura 1).  

 

 

Figura 1. Ultraestrutura de uma fibra mielínica e representação esquemática de componentes lipídicos e proteicos da 

mielina. Micrografia eletrônica mostrando a ultraestrutura de uma fibra mielínica do SNC à esquerda com alta 

ampliação visualizada na imagem central que mostra as linhas densas principais, as linhas intraperiódicas, o espaço 

adaxonal, o axolema e o axoplasma. A imagem esquemática à direita mostra a organização dos componentes da 

mielina como a MBP, a PLP, a CNPase, a MOG e a MAG (imagem retirada e modificada de LAULE; MOORE, 

2018). 

 

Apesar da mielina ter sido considerada por muito tempo como uma estrutura isolante 

inerte, conforme já descrito, evidências mais recentes demonstram que a mielina é uma estrutura 

metabolicamente ativa. Isso é possível principalmente pela comunicação entre glia e axônio 

permitida pelos canais mielínicos ou incisuras de Schmidt-Lanterman que consistem na porção 

não compacta (Figura 5) do prolongamento celular do OL que permite o movimento de 

macromoléculas para o espaço periaxonal. (VELUMIAN, SAMOILOVA e FEHLINGS, 2011; 

SIMONS e NAVE, 2016; STASSART et al., 2018). Existem também outras porções de mielina 
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não compactada que caracterizam as línguas internas e externas de mielina (Figura 7A) e as alças 

paranodais (Figura 5)  (AGGARWAL, YURLOVA e SIMONS, 2011). Os OLs se conectam com 

astrócitos ou entre si por meio de junções comunicantes, formando uma rede funcional na 

substância branca que é semelhante a um sincício glial (SIMONS; NAVE, 2016). 

 

Além dos internodos, porção mielinizada dos axônios descrita anteriormente, as fibras 

mielínicas têm regiões especializadas distintas que são fundamentais para a propagação eficiente 

do potencial de ação (PA): nodos de Ranvier, paranodos e justaparanodos (ISHIBASHI e BABA, 

2022) (Figura 2). 

 

Os nodos de Ranvier correspondem a regiões axonais curtas não mielinizadas que servem 

para a geração de potenciais de ação; morfologicamente, correspondem a uma lacuna flanqueada 

pelos internodos. Os nodos de Ranvier geralmente têm aproximadamente 1 μm de comprimento 

e são ricos em canais de sódio dependentes de voltagem, como os canais de sódio dependentes 

de voltagem do tipo 1.6 (Nav1.6) (DUMÉNIEU et al., 2017 para revisão; STASSART et al., 

2018). Esses canais de sódio se ligam à anquirina G que se conecta ao citoesqueleto via espectrina 

βIV. Outras proteínas presentes na membrana axonal dos nodos de Ranvier incluem as ATPases 

Na+/K+, NrCAM e neurofascina  (LEMAILLET; WALKER; LAMBERT, 2003; DENISENKO‐

NEHRBASS et al., 2003; COMAN et al., 2006). 

 

Os paranodos correspondem às regiões em cada extremidade do internodo em que as alças 

paranodais não compactadas da bainha de mielina se ancoram ao axônio, ricas em moléculas de 

adesão celular como CASPR1/paranodina e contactina 1 que ficam ancoradas ao citoesqueleto 

de actina via proteína 4.1B (DENISENKO‐NEHRBASS et al., 2003; ARANCIBIA-

CARCAMO; ATTWELL, 2014). Essas junções adesivas paranodais formam uma barreira ao 

fluxo de correntes iônicas entre os canais de sódio dependentes de voltagem abundantes nos 

nodos e os canais de potássio retificadores tardios abundantes na região justaparanodal, 

possibilitando uma organização fundamental para a despolarização e repolarização celular. Além 

disso, as junções paranodais atuam como barreiras, impedindo a entrada de moléculas no espaço 

peri-axonal, e servem como locais de comunicação entre os OLs e os axônios. (WOLSWIJK, 

2003).  

 

Os justaparanodos são as regiões mais próximas dos paranodos, que abrigam canais de 

potássio dependentes de voltagem (Kv) em grande abundância, como Kv1.1 e Kv1.2, assim como 
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moléculas de adesão celular como a CASPR2 (DUMÉNIEU et al., 2017 para revisão; 

STASSART et al., 2018). Esta é uma proteína transmembrana presente na região justaparanodal, 

pertencente à superfamília das neurexinas, que medeia as interações celulares. A CASPR2 está 

precisamente colocalizada com canais de potássio no justaparanodo e se associa a esses canais 

(Kv1.1 e Kv1.2) por meio de sua sequência C-terminal (POLIAK et al., 1999). Assim, a CASPR2 

tem um papel crítico em concentrar e posicionar corretamente os canais de potássio dependentes 

de voltagem na região justaparanodal dos axônios mielinizados (ZOU et al., 2017).  

 

O acúmulo de canais de Kv1 na região justaparanodal depende da presença de Caspr2 

neste local, bem como da presença de Caspr1 na junção paranodal adjacente, o que foi mostrado 

com a exclusão simultânea de Caspr1 e Caspr2 interrompendo a organização internodal de Kv1.2 

(GORDON et al., 2014).  

 

Na extremidade proximal dos axônios mielinizados encontra-se uma estrutura 

especializada e não mielinizada denominada segmento inicial do axônio (AIS), que é 

responsável por gerar e moldar o PA antes que ele seja propagado ao longo do axônio 

(LETERRIER, 2018). 

 

A excitabilidade dos neurônios é fortemente influenciada pela estrutura e posição do 

AIS, que se ajustam em resposta às mudanças nas condições fisiológicas e ao processo de 

desenvolvimento (LETERRIER, 2018). Assim, o AIS é densamente povoado por canais 

iônicos, como os canais de sódio dependentes de voltagem e os canais de potássio KCNQ, 

possuindo um arcabouço semelhante ao dos nodos de Ranvier (DUMÉNIEU et al., 2017 para 

revisão). 

 

Diante do arcabouço estrutural das fibras mielínicas, observa-se que a presença da 

integridade da mielina, com preservação das regiões de paranodo e justaparanodo, é crucial 

para a geração e propagação de PA de forma adequada (WOLSWIJK, 2003).  

 

Em modelos experimentais de desmielinização, sabe-se que os canais iônicos 

dependentes de voltagem nos nodos e justaparanodos difundem-se lateralmente e podem se 

estender para as regiões internodais anteriormente mielinizadas. Acredita-se que essas 

reorganizações dos canais iônicos dependentes de voltagem ajudam a compensar, parcialmente, 

a perda da condução saltatória e a redução na velocidade de propagação do PA nos axônios da 
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substância branca, entretanto, podem estar relacionados à hiperexcitabilidade (HAMADA; 

KOLE, 2015).  

 

 

Figura 2. Ilustração esquemática do nodo de Ranvier, paranodo e justaparanodo. Observe que cada região possui 

canais iônicos e proteínas de ancoramento específicas de cada domínio, formando um arcabouço estrutural 

característico (imagem retirada e modificada de ARANCIBIA-CARCAMO; ATTWELL, 2014). 

 

1.2.1 Variações morfológicas e suas relações com a funcionalidade das fibras mielínicas 

 

 A mielinização pode impactar significativamente tanto na estrutura quanto na fisiologia 

de um axônio e seu tecido circundante, pois à medida que mais mielina é adicionada a um 

axônio, a bainha se torna mais espessa e passa a ocupar uma proporção maior do volume ao 

redor do axônio, alterando as propriedades biofísicas que determinam a função axonal, por 

exemplo facilitando o fluxo iônico longitudinal pelo axônio, ao afastar o campo elétrico dos 

íons extracelulares (CHOMIAK; HU, 2009; FRANSSEN, 2019). Além disso, as propriedades 

de condução do PA também são influenciadas pelo calibre do axônio, comprimento internodal 

e estrutura molecular dos nodos de Ranvier (PERROT et al., 2007; ALCAMI, EL HADY, 

2019). Portanto, a análise dessas alterações e assim como as da mielina auxiliam na 

compreensão da excitabilidade cerebral. 

 

 As fibras mielínicas desenvolvem relações estereotipadas entre o calibre do axônio, a 
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espessura da mielina e as distâncias internodais. Com o aumento dos calibres dos axônios, as 

bainhas de mielina são proporcionalmente mais espessas e longas (PERROT et al., 2007), o que 

é decisivo para a determinação da velocidade de condução do impulso elétrico. Estudos 

mostraram que os axônios do SNC possuem diversas velocidades de condução e que a 

mielinização influencia nessa variedade. Assim, os axônios podem utilizar a mielinização como 

mecanismo adaptativo para garantir uma transmissão do PA de forma mais eficiente e 

energeticamente favorável. Porém, com a hipermielinização de determinadas fibras em alguns 

contextos há uma expansão espacial que influencia o sistema como um todo, uma vez que os 

demais elementos celulares são estimulados a mudarem suas propriedades morfológicas para 

se adaptarem a um menor espaço disponível. O equilíbrio organizacional se dá por meio de 

propriedades elétricas e bioquímicas intrínsecas do próprio axônio e pela comunicação axo-

glial (CHKLOVSKII, SCHIKORSKI, STEVENS, 2002; CHOMIAK, HU, 2009). 

 

 Uma forma de analisar o equilíbrio e a otimização da organização estrutural e funcional 

das fibras mielínicas se dá por meio da razão-g, definida pela razão entre o diâmetro da fibra e 

o diâmetro do axônio isolado, que é sempre menor que 1. Ela é um parâmetro altamente 

confiável para avaliar a mielinização do axônio e é calculada medindo-se a circunferência da 

fibra e do axônio em cortes transversais e convertendo áreas em diâmetros, assumindo que são 

circulares (STASSART et al., 2018). 

 

 Acredita-se que a razão-g de um axônio mielinizado é ajustada para atingir a máxima 

eficiência e otimização fisiológica. Este conceito é corroborado por observações de que, durante 

a recuperação de doenças desmielinizantes, os axônios centrais passam por um período inicial 

de hiperremielinização e aumento de diâmetros que, eventualmente, retornam à razão-g normal. 

(CHOMIAK; HU, 2009). 

 

 A faixa da razão-g mostrada como ideal em corpo caloso (CC) de roedores  é 0.75 – 0.81 

(CHOMIAK; HU, 2009). Em estudo com tecidos de nervo óptico de portadores de EM foi 

encontrada valores de razão-g menores na região de substância branca aparentemente normal 

em comparação com os indivíduos controles. Como não foi encontrada diferença no calibre do 

axônio, área da língua interna ou espaço periaxonal entre EM e controles, é provável que a 

razão-g alterada na EM seja devido às mudanças na própria mielina, como a redução da 

densidade de mielina devido à sua menor compactação (VAN DEN BOSCH et al., 2023). Essa 

menor compactação pode ser justificada pela redução de esfingolipídios e um aumento de 
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fosfolipídios, o que leva a um aumento da energia repulsiva na linha intraperiódica capaz de 

desestabilizar a mielina (WHEELER et al., 2008). Já na região cortical de pacientes com EM 

analisada em outro estudo, foi visto um aumento da razão-g como evidência quantitativa da 

remielinização (ALBERT et al., 2007). Logo, espera-se uma razão-g menor em situações de 

mielina descompactada e uma razão-g maior em situações de remielinização.  

 

1.3 Células Progenitoras de Oligodendrócitos e Oligodendrócitos 

 

A regeneração tecidual após lesão ou doença é um objetivo há muito procurado, 

particularmente no sistema nervoso (SN) adulto. A oligodendroglia representa um dos poucos 

tipos celulares que mantêm a capacidade de regeneração e reparação após danos ao SNC adulto. 

As OPCs foram consideradas como um quarto tipo de célula da glia (PETERS, 2004), também 

conhecidas como células NG2 (antígeno glial neuronal 2) positivas e, apesar de representarem a 

minoria da população celular total do encéfalo, são fundamentais no processo de reparo tecidual 

(LÓPEZ-MUGURUZA; MATUTE, 2023). 

 

Durante o processo de desenvolvimento, as OPCs são fundamentais para a formação de 

OLs completamente maduros e capazes de produzir mielina. Esses progenitores foram descritos 

como um tipo celular com caráter ambíguo compartilhando com os OLs o tamanho e a forma do 

soma, mas diferindo deles pelo número e características de seus prolongamentos: muito 

numerosos e não muito longos. Além disso, as OPCs são caracterizadas por altos níveis de 

expressão de marcadores específicos, como o marcador NG2, que é o motivo pelo qual também 

são chamadas de células NG2 positivas (PÉREZ-CERDÁ; SÁNCHEZ-GÓMEZ; MATUTE, 

2015). 

 

Apesar de sua capacidade de se proliferar rapidamente, as OPCs representam apenas uma 

pequena porcentagem de todas as células presentes no cérebro, sendo menos abundantes na 

substância cinzenta (BEITER et al., 2022). Elas surgem a partir de células-tronco neurais durante 

o estágio de desenvolvimento embrionário e persistem até a idade adulta, contribuindo para a 

manutenção da mielinização, além de impulsionar a "mielinização adaptativa" durante a 

aprendizagem e a memória (SPAAS et al., 2021 para revisão). 

 

As OPCs são capazes de explorar ativamente seu ambiente e iniciar rapidamente os 

processos de reparo após a desmielinização. Durante a remielinização, as OPCs migram em 
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direção ao local da lesão, diferenciam-se em OLs maduros e envolvem axônios sobreviventes, 

com o objetivo de proteger os axônios desnudos da degeneração e restaurar a condução neuronal 

normal (MOYON et al., 2015; FRANKLIN e FFRENCH-CONSTANT, 2017). 

 

Dessa forma, quando ocorre perda de OLs, a diferenciação das OPCs é fundamental para 

gerar novas células mielinizantes. No entanto, a modulação da mielina também pode ser assumida 

pelos OLs sobreviventes às lesões, o que seria possível por algum aumento de potencial 

remielinizante (YEUNG et al., 2014; DUNCAN et al., 2018; BACMEISTER et al., 2020). Ducan 

e colaboradores (2018) observaram a presença de OLs gerando bainha de mielina espessa e 

bainha de mielina fina remielinizada, concluindo que tais células sobreviventes mantiveram um 

ou mais internodo original, enquanto reestendiam seus prolongamentos para remielinizar axônios 

desmielinizados adjacentes, sendo que nessas regiões remielinizadas a mielina se mostrava mais 

fina e os internodos eram mais curtos (Figura 3). Entretanto, discute-se que essa variação de 

mielina espessa e fina também poderia ocorrer pelo desenvolvimento assincrônico de bainhas de 

mielina durante a remielinização por OLs recém-gerados (DUNCAN et al., 2018). Assim, a 

restauração da bainha de mielina em situações de lesão ocorre pela diferenciação das OPCs em 

células mielinizantes, mas a remielinização por OLs maduros preexistentes é possível, servindo 

como outro alvo para intervenções terapêuticas.  

 

 

Figura 3. Representação da proposta de remielinização a partir de oligodendrócitos preexistentes à lesão. Na figura é 

possível observar uma perda parcial de internodos com retração de seus prolongamentos, seguido de reextensão e 

remielinização, gerando internodos mais finos e mais curtos (imagem retirada de DUNCAN et al., 2018). 

 

Os OLs maduros funcionalmente ligados ao compartimento axonal mantém a mielina 

metabolicamente ativa (SNAIDERO, N. et al., 2017). Além disso, eles também possuem 

mecanismos de modulação da excitabilidade neuronal. Os OLs são portadores de canais de 

potássio retificador interno Kir4.1 que, juntamente com os astrócitos (AS), participam da 

captação dos íons K+ em excesso no meio extracelular que ocorre, principalmente, durante o PA 

(Figura 4). Os OLs também são capazes de regular a liberação e o metabolismo de 

neurotransmissores através da expressão de glutamina sintase e da liberação de moléculas como 
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glutamina e fator neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF). Além disso, os OLs e a mielina 

podem regular a plasticidade estrutural das sinapses através do Nogo-A. (XIN; CHAN, 2020) 

 

 

Figura 4. Ilustração esquemática mostrando o clearance de íons K+. Este é realizado pelos OLs e AS (à esquerda) e 

o prejuízo da homeostase do K+ em situações de injúria aos canais Kir4.1 presentes nessas células, levando à 

hiperexcitabilidade neuronal (à direita) (imagem retirada e modificada de KAPELL et al., 2023). 

 

 A regulação da atividade dos circuitos neuronais de forma independente da mielina 

também está relacionada às OPCs, como exemplo através da clivagem e secreção do 

proteoglicano de sulfato de condroitina NG2. Experimentos com camundongos com deleção de 

NG2, que é altamente expresso nas OPCs, mostraram que houve, no córtex somatossensorial, um 

comprometimento da potencialização de longo prazo dependente do receptor N-metil-D-

aspartato (NMDAR). Além disso, observou-se redução das correntes pós-sinápticas 

glutamatérgicas (SAKRY et al., 2014). 

 

 É possível observar que tanto os OLs quanto as OPCs estão relacionados ao processo de 

mielinização, remielinização e à excitabilidade neuronal. Entender as alterações de excitabilidade 

provocadas por mecanismos não sinápticos, como as provocadas pelo aumento do potássio 

extracelular, podem contribuir com o aumento de opções de tratamento com fármacos 

anticonvulsivantes que não atuem por um mecanismo sináptico.  

 

1.4 Desmielinização e anormalidades de mielina 
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 Johnson e Ludwin (1981) mostraram pela primeira vez que a desmielinização ocorrida 

no modelo de dieta com CPZ vem acompanhada por uma gliopatia no SNC devido à 

incapacidade de manutenção dos processos metabólicos pelos OLs, ocorrendo um 

comprometimento das porções distais dos prolongamentos dessas células. Esse mecanismo de 

degeneração retrógrada já havia sido descrito nos neurônios. No caso dos OLs, a porção que 

inicialmente sofre alteração é a língua interna localizada entre a bainha de mielina compactada 

e o axônio, devido a distúrbios metabólicos causados pela longa distância do corpo celular e 

alta demanda energética que deixam essas regiões mais vulneráveis. Essas alterações 

começaram a ser vistas a partir da 3 ou 4ª semana de dieta com CPZ 0,6% e morfologicamente 

apareciam como alargamento da língua interna com perda de características citoplasmáticas 

reconhecíveis como microtúbulos, formação de corpos densos, vacúolos e acúmulo de 

organelas (Figura 6). Weil (2016) observou o aparecimento de separações das lamelas de 

mielina na 2ª semana, de vacuolização da mielina na 3ª semana e de axônios desnudos na 4ª 

semana de exposição à CPZ. 
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Figura 5. Ilustração esquemática mostrando um oligodendrócito mielinizando vários axônios, formando as regiões 

internodais em situações fisiológicas. A bainha de mielina é mostrada em seu estado desenrolado, composta por 

porções compactadas (verde) mais centrais e não compactadas (laranja) em sua borda que formam os loops 

paranodais (imagem em ultraestrutura, acima do desenho esquemático, de corte longitudinal, mostrando região 

paranodal) (imagem retirada e modificada de AGGARWAL; YURLOVA; SIMONS, 2011).  

 



37 

 

 

 

Figura 6. Alterações em língua interna. Imagem de tecido retirado da região do pedúnculo cerebelar superior de 

animais submetidos à dieta com CPZ, mostrando fibra mielínica com acúmulo de corpos densos, vacúolos e debris 

na língua interna (imagem retirada de JOHNSON; LUDWIN, 1981). 

  

 Em material proveniente de biópsias de pacientes portadores de EM também foi 

visualizado na ultraestrutura a presença de alargamento, degeneração e acúmulo de organelas 

na língua interna. Essas alterações, embora infrequentes na ME, estavam presentes na maioria 

das amostras de biópsia dos pacientes. (RODRIGUEZ et al., 1993) 

 

 Nas primeiras duas semanas do processo de desmielinização induzida por CPZ, a 

vacuolização de algumas fibras mielinizadas é observada, diminuindo em quatro semanas 

quando as anormalidades da língua interna são mais frequentes e extensas e as bainhas de 

mielina mostram sinais de desintegração. (BLAKEMORE, 1972) Esta pode ser explicada pela 

redução da ligação da MBP à membrana, passando para um estado de moléculas solúveis 

individuais, conforme ocorram alterações no ambiente lipídico ou na homeostase iônica. Uma 

vez que a rede de MBP é prejudicada ocorre uma diminuição na adesão das lamelas com 

consequente formação de vesículas (MARIE-THERES WEIL, 2016). Essas observações 

sugerem que a desmielinização por CPZ começa com vacuolização das fibras e evolui para 

desintegração da mielina devido à possível redução de componentes responsáveis pela 

compactação da mielina. 

  

 Em vários modelos de doenças desmielinizantes viu-se que o padrão de fragmentação da 

mielina era semelhante e envolvia, inicialmente, o alargamento do espaço adaxonal da bainha 

de mielina seguido pela vesiculação da língua interna que progride até que todas as camadas 

previamente compactadas sejam afetadas e a mielina completamente fragmentada (Figura 7) 
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(MARIE-THERES WEIL, 2016). 

 

 

Figura 7. Ilustração esquemática mostrando a fragmentação da mielina nos estágios iniciais da desmielinização. A.) 

Seção transversal de um axônio mielinizado com mielina compactada (verde) e com regiões de língua interna e 

externa caracterizadas por citoplasma abundante (laranja). Inicialmente, a língua interna torna-se aumentada (B) e 

em seguida colapsa-se em pequenas vesículas no espaço adaxonal (C). A vesiculação progride ao longo do tempo 

(D) até que todas as lamelas de mielina se degenerem (E) (imagem retirada e modificada de (MARIE-THERES 

WEIL, 2016). 

 

 A retirada da bainha de mielina se dá por diferentes formas como a remoção das lamelas 

de mielina pela microglia, fagocitose de vacúolos de mielina, translocação total da bainha de 

mielina para um lado do axônio deixando-o desnudo, translocação parcial da bainha de mielina 

para um lado do axônio permanecendo em continuidade com um pequeno número de lamelas 

o envolvendo, desintegração da mielina ao redor do axônio em grandes arranjos lamelares 

desordenados ou pequenos arranjos vesiculares, invasão do espaço periaxonal ou envolvimento 

da bainha de mielina pelo citoplasma de uma célula fagocítica (BLAKEMORE, 1972; 

BLAKEMORE, 1973) 

 

1.5 Potencial de ação na desmielinização  

 

 As fibras mielínicas saudáveis são essenciais para que a condução do impulso nervoso 

seja realizada de forma saltatória, podendo atingir velocidades superiores a 100 m/s e 

frequências 100 vezes mais rápidas do que a condução de impulsos em axônios não 

mielinizados (WADDELL; LAWSON, 1990). A presença da mielina em uma espessura 

adequada é fundamental para permitir o maior afastamento e, consequentemente, a redução da 

interação das cargas intra e extra-axonais, garantindo assim o aumento da velocidade do fluxo 

da corrente longitudinal (FRANSSEN, 2019). No entanto, a mielina pode ser comprometida 

em várias doenças neurológicas, como a EM, levando a disfunções sensoriais e motoras.  
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 As mudanças na voltagem da membrana, mediadas por fluxos iônicos através de canais 

regulados por voltagem e transmissores, são fundamentais para a atividade neural, 

determinando a direção e a força motriz dos íons e, consequentemente, as propriedades da 

transmissão sináptica e propagação do sinal. Gradientes de concentração de íons, mantidos por 

diversos mecanismos, inclusive proteínas transportadoras especializadas, podem ser alterados 

durante atividades neurais elevadas, influenciando o fluxo iônico em potenciais sinápticos e 

potenciais de ação. Esses fenômenos são observados em processos fisiológicos e patológicos, 

como crises convulsivas, que resultam em significativas mudanças nas concentrações iônicas 

intra e extracelulares (RAIMONDO et al., 2015).  

 

 A sinalização eletroquímica no SN é mediada pelo movimento de íons conforme seus 

gradientes eletroquímicos transmembranares, gerando correntes iônicas. Os gradientes iônicos 

são estabelecidos por mecanismos ativos e passivos, sendo que a maior parte do metabolismo 

cerebral é dedicada a mecanismos ativos, especialmente à bomba Na+/K+ ATPase, que utiliza 

ATP para manter gradientes opostos e eletrogênicos de Na+ e K+. Esses gradientes são 

utilizados por diversos canais para modular o potencial elétrico neuronal, com canais de 

vazamento de K+ contribuindo majoritariamente para o potencial de repouso e canais de Na+ e 

K+ regulados por voltagem sustentando potenciais de ação (RAIMONDO et al., 2015). 

 

 Em situação fisiológica, o PA ocorre quando a despolarização da membrana provoca a 

abertura rápida dos canais de Na+ dependentes de voltagem (Nav), resultando em um aumento 

na condutância desse íon com influxo de Na+ para o meio intracelular, gerando uma corrente 

iônica interna de sódio e uma corrente capacitiva externa em uma parte adjacente do axolema 

ou mais distante, no nodo que precisa ser ativado (FRANSSEN, 2019). Esse fluxo de corrente 

de Na+ gera uma despolarização adicional, abrindo mais canais Nav e intensificando ainda mais 

o influxo de corrente na célula, caracterizando a fase ascendente do PA. Gradualmente, os 

canais Nav se inativam, diminuindo a condutância da membrana a esse íon, enquanto os canais 

de K+ dependentes de voltagem (Kv) se abrem com retardo, aumentando a condutância da 

membrana ao K+ e promovendo a repolarização da membrana com o efluxo desse íon do meio 

intracelular (KANDEL, 2013). A saída de íons K+ ocorre, pois, a força motriz química externa 

– gerada pela maior concentração de potássio no meio intracelular – excede a força motriz 

elétrica interna – gerada pela atração eletrostática para o meio intracelular. Assim, a corrente 

iônica de K+ para fora da célula gera uma corrente capacitiva interna, resultando na acumulação 
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de cargas positivas no exterior do axolema (FRANSSEN, 2019).   

 

 O PA é seguido por um pós-potencial hiperpolarizante, uma mudança temporária do 

potencial de membrana para valores mais negativos que o potencial de repouso. Essas 

alterações breves ocorrem porque os canais de K+ que se abrem durante a repolarização do PA 

permanecem abertos por um período após o retorno do potencial de membrana ao seu valor de 

repouso. Demora alguns milissegundos até que todos os canais Kv se fechem, deixando o 

potencial de membrana ligeiramente mais negativo que o valor normal do potencial de repouso. 

Esse é o período refratário absoluto, um curto intervalo que segue o PA, durante o qual é 

impossível gerar outro PA. À medida que os canais Kv começam a se fechar e alguns canais 

Nav se recuperam do estado de inativação, a membrana entra no período refratário relativo, 

quando é possível gerar um PA, mas apenas se for aplicado um estímulo mais forte do que o 

necessário para atingir o limiar em condições normais (KANDEL, 2013). 

 

 Para que o PA seja gerado e conduzido de forma eficiente é fundamental uma 

organização molecular dos segmentos iniciais de axônio e nodos de Ranvier em fibras 

mielinizadas. Essa organização consiste em uma abundância de canais Nav na região nodal, o 

que é necessário para a ativação rápida desses canais e para geração de corrente elétrica 

suficiente para despolarizar o próximo nodo de Ranvier ao longo do axônio durante a geração 

e propagação do PA, respectivamente. Quaisquer canais que estejam localizados de forma 

errada em regiões internodais, onde estão cobertos por múltiplas camadas de mielina, 

experimentarão uma mudança de voltagem menor e se ativarão menos e mais lentamente. Além 

disso, uma diminuição do número de canais de sódio funcionais pode causar falha na 

propagação (ARANCIBIA-CARCAMO e ATTWELL, 2014).  

  

 Sabe-se que os canais Nav são críticos para a bioeletrogênese e foram identificadas várias 

isoformas desses canais. Os canais de sódio dependentes de voltagem do tipo 1.2 (Nav1.2) 

encontra-se em neurônios do SNC pré-mielinizados e nos nodos de Ranvier imaturos, já a 

expressão de Nav1.6 ocorre nos nodos maduros. A presença de cada isoforma se relaciona com 

a função de determinada fibra nervosa. Por exemplo, os Nav1.6 estão associados com correntes 

elétricas persistentes maiores que poderiam iniciar um fluxo de íons danoso, contribuindo para 

a degeneração axonal em axônios desmielinizados; além de estarem relacionados a disparos 

rápidos e em rajadas e terem um início relativamente rápido de inativação. Já os canais Nav1.2 

estão associados a correntes persistentes menores e são propensos a gerar frequências de 
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disparos mais baixos   (RUSH; DIB‐HAJJ; WAXMAN, 2005).  

 

 Foi observada uma dispersão difusa dos canais Nav ao longo do axônio desnudado e 

desmielinizado em modelos experimentais de desmielinização e em lesões de EM (COMAN et 

al., 2006), além da mudança na expressão dos canais Nav de uma isoforma madura (Nav1.6) 

para uma isoforma imatura (Nav1.2), sugerindo que a desmielinização pode promover 

alterações na expressão de determinados canais iônicos, assim como nas suas distribuições ao 

longo da região nodal (CRANER, 2004). Essa dispersão dos componentes dos nodos de Ranvier 

ao longo dos axônios juntamente com a inibição da transição de canais Nav1.2 para Nav1.6 se 

relacionam com mutações genéticas que geram a deficiência de CASPR1 (ZOU et al., 2017), 

mostrando que a presença de CASPR é fundamental para a organização e expressão dos canais 

de sódio.  

 

 A maioria dos canais Kv do tipo 1 está localizada na região justaparanodal (RASBAND 

et al., 1999), embora os canais Kv3.1b e os canais KCNQ de ativação lenta (também conhecidos 

como canais Kv7) estejam presentes no próprio nodo de Ranvier (ARANCIBIA-CARCAMO; 

ATTWELL, 2014). Além disso, canais de vazamento de potássio como K2P de subtipos TREK-

1 e TRAAK também estão localizados na região nodal (KANDA et al., 2019). Durante a 

desmielinização de camundongos tratados com CPZ, viu-se que a maioria dos justaparanodos 

estavam alongados devido à disseminação e aparência ectópica de canais Kv1.1 e Kv1.2 nos 

internodos, sendo os Kv1.1 mais numerosos (BAGCHI et al., 2014). 

 

 A cinética de funcionamento de todos esses canais juntamente com a organização da 

mielina é fundamental para a geração de voltagem e das correntes elétricas. As junções adesivas 

entre os prolongamentos de OLs e o axônio são fundamentais para reduzir o fluxo de corrente 

sob a mielina, diminuindo a capacitância efetiva da membrana axonal (ARANCIBIA-

CARCAMO; ATTWELL, 2014). Assim, a desmielinização paranodal resulta no vazamento e 

na dispersão da corrente de condução sobre a área que compreende o antigo nodo de Ranvier e 

o axolema paranodal desnudado. Como essa área terá uma capacidade elétrica maior do que o 

nodo normal, haverá um aumento no tempo ou bloqueio da condução internodal. Quando a 

desmielinização atinge o justaparanodo, há exposição dos canais Kv1 ou dispersão destes para 

os antigos nodos. Esses canais expostos podem ser ativados pela corrente de condução, o que 

poderá encurtar ou bloquear o PA. Portanto, o tempo prolongado do período refratário em 

axônios desmielinizados se deve ao aumento da capacitância elétrica da membrana, à fuga da 
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corrente de condução e à redistribuição dos canais nos nodos e áreas adjacentes, resultando em 

um tempo maior necessário para despolarizar. (FRANSSEN, 2019). 

 

1.5.1 Potássio extracelular e sua relação com a hiperexcitabilidade cerebral 

  

  Os neurônios ficam imersos em um fluido extracelular com alta concentração de íons 

Na+ e baixa concentração de íons K+. Dentro das células neuronais em repouso ocorre o inverso, 

ou seja, há alta concentração de íons K+ e baixa concentração de íons Na+. Isso permite a 

formação de gradientes eletro-químicos através da membrana celular que são essenciais para 

formação do PA que envolve a entrada de Na+ e a saída de K+ discutido anteriormente 

(KOFUJI; NEWMAN, 2004)  

 

 Durante as convulsões, a concentração extracelular de íons K+ aumenta 

significativamente em relação a estados fisiológicos, e retorna ao nível normal após a cessação 

da crise. A elevação de íons K+ no meio extracelular em níveis fisiologicamente mais altos (6 

– 9 mM) gera efeitos excitantes, mas viu-se também que concentrações acima de 9 mM foram 

capazes de inibir as atividades ictais em tecidos epilépticos (WANG et al., 2016). O aumento 

de fluxos iônicos extracelulares através de um axônio desmielinizado pode influenciar a 

excitabilidade dos axônios vizinhos por interações efápticas que acoplam eletricamente as 

fibras nervosas como resultado de campos elétricos locais (DE CURTIS; GARBELLI; UVA, 

2021). Isso foi mostrado com a indução de potenciais de ação ectópicos por meio da aplicação 

de solução com alta concentração de K+ na proximidade de internodos desmielinizados por CPZ 

(HAMADA; KOLE, 2015). Logo, o excesso de íons K+ liberado durante a despolarização 

celular excessiva pode ser capaz de gerar excitabilidade na rede celular.  

 

 Existem duas formas de fenômenos comunicacionais intercelular: transmissão por 

“fiação” e por “volume” (figura 8). A transmissão por “fiação” está associada à comunicação 

celular por meio de uma estrutura de conexão bem definida, como ocorre na transmissão 

sináptica e nas comunicações por junções comunicantes. Já a comunicação por “volume” se dá 

pela transmissão do sinal por meio da difusão pelo espaço extracelular (AGNATI et al., 1995; 

NICHOLSON, 2000). 

  

 A comunicação por fiação possui sua eficácia modulada pelas mudanças na taxa de 

liberação ou degradação do sinal e estas podem fazer com que a comunicação por volume 
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apareça ou desapareça completamente. Ou seja, na transmissão por volume, uma célula-alvo 

pode ou não ser alcançada pelo sinal. As características do percurso tomado pela transmissão 

por volume podem ser facilmente modificadas por mudanças químicas no meio extracelular ou 

por mudanças na geometria das estruturas celulares. (AGNATI et al., 1995) 

 

 

Figura 8. Ilustração esquemática mostrando os principais tipos de comunicação intercelular no SNC: transmissão por 

fiação (à direita) e por volume (à esquerda) (imagem retirada de AGNATI et al., 1995). 

 

 No espaço extracelular do encéfalo,  as membranas celulares representam obstáculos 

fazendo com que as moléculas/íons em difusão colidam com estes em seus movimentos 

aleatórios, o que afeta a distribuição das suas concentrações. O nível de obstáculos pode ser 

mensurado por meio da variável tortuosidade, e viu-se que esta pode variar em determinadas 

condições, como em algumas doenças neurológicas. Observou-se em modelo animal de EM 

por meio do EAE uma diminuição da tortuosidade, o que se relaciona a alterações na 

distribuição iônica no meio extracelular desses animais (NICHOLSON, 2000). 

 

 Com a degradação da bainha de mielina na região do paranodo e justaparanodo, ocorre 
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perda de NF155 e sobreposição dos canais Nav com a CASPR1 (proteína paranodal), além 

disso, os canais Kv1 que antes eram cobertos pela mielina na região do justaparanodo, são 

capazes de gerar um efluxo de potássio para o meio extracelular que antes era majotariamente 

capturado pelos prolongamentos dos OLs envolvendo o axônio (ARANCIBIA-CARCAMO; 

ATTWELL, 2014; XIA et al., 2020; DE CURTIS; GARBELLI; UVA, 2021). Assim, ocorre o 

vazamento de correntes iônicas e capacitivas na área de descontinuidade de mielina, podendo 

encurtar ou bloquear o PA (FRANSSEN, 2019). Isso foi confirmado ao observar uma duração 

mais prolongada do impulso nervoso com o bloqueio dos canais de potássio com a Fampridina 

ou 4-aminopiridina, além da predisposição ao surgimento de convulsões como efeito adverso 

dessa substância quando usada em algumas situações de tratamento para EM  (RASBAND et 

al., 1999; JUDGE; BEVER, 2006). Entretanto, o aumento na concentração de potássio pode se 

difundir mais facilmente nos tecidos desmielinizados, devido à menor tortuosidade 

(NICHOLSON, 2000). Isso pode gerar uma comunicação celular via transmissão por volume e 

induzir a despolarização de fibras nervosas adjacentes.  

 

 Para manter os íons K+ em concentração fisiológica e equilibrar a excitabilidade do 

tecido cerebral, diferentes mecanismos são acionados para tamponar os íons K+ liberados no 

espaço extracelular durante a atividade neuronal. A remoção de íons K+ extracelulares é 

realizada principalmente pela bomba Na+/K+-ATPase em axônios e células gliais, e pelos canais 

Kir4.1 presentes em OLs e ASs. Esses canais são expressos na língua interna de fibras 

mielínicas e em locais de conexão entre OLs e ASs. Logo, a perda de OLs leva à diminuição 

do tamponamento de íons K+ e no seu acúmulo extracelular (XIA et al., 2020; DE CURTIS; 

GARBELLI; UVA, 2021). Além disso, a exclusão dos canais Kir4.1 na glia de camundongos 

está associada a um tamponamento lento de K+ e aumento da suscetibilidade a crises 

convulsivas (CHEVER et al., 2010). 

  

 Entender como ocorre a modulação neuronal não sináptica e os mecanismos envolvidos 

no clearance do potássio extracelular ajudará na busca por novos fármacos para tratamento de 

doenças desmielinizantes associadas à ocorrência de convulsões refratárias aos medicamentos 

anticonvulsivantes disponíveis. 

 

1.6 Doenças desmielinizantes e distúrbios de excitabilidade 

 

Existem diferentes mecanismos patogênicos de dano à mielina e aos OLs: (BRADL e 
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LASSMANN, 2010) 

 

a) Destruição simultânea de OLs e mielina: Quando a lesão inicial atinge tanto a mielina 

quanto os OLs simultaneamente, são formadas placas de desmielinização primárias claramente 

delimitadas (STORCH et al., 1998).  As bainhas de mielina são completamente perdidas, alguns 

OLs sofrem necrose durante o processo de lesão aguda e outros, com preservação parcial de 

seus corpos celulares, sofrem apoptose, sendo removidos lentamente do tecido lesionado 

(WOLSWIJK, 2000). 

 

b) Lesão primária de OLs: Caracterizada pela falta de impacto direto à mielina e por 

lesão inicial decorrente de um distúrbio metabólico nos OLs, levando a morte dessas células 

tanto por apoptose quanto por necrose. Nesse cenário, a desmielinização frequentemente ocorre 

de maneira incompleta (MURAYAMA e SAITO, 2007; BRADL e LASSMANN, 2010). Danos 

tóxicos aos OLs, como os provocados pela CPZ, também resultam em padrões semelhantes de 

desmielinização (TORKILDSEN et al., 2008). 

 

c) Desmielinização e dano aos OLs induzidos por lesão mitocondrial e/ou deficiência 

energética: A deficiência energética na substância branca afeta gravemente os OLs, levando à 

chamada "distal/dying back oligodendrogliopathy", caracterizada por gerar áreas de 

desmielinização incompleta com perda seletiva de proteínas.  Nas lesões iniciais, as partes mais 

gravemente danificadas das células são os prolongamentos mais distais (periaxonais) dos OLs 

(ITOYAMA et al., 1980; ABOUL-ENEIN et al., 2003). As lesões também mostram 

condensação nuclear nos OLs e destruição preferencial de axônios menores, com preservação 

ao redor de vasos sanguíneos mais calibrosos. Essas alterações são características de lesões 

isquêmicas iniciais na substância branca, mas também podem ocorrer em casos de doenças 

inflamatórias graves, como em algumas formas de EM ou infecções virais (ABOUL-ENEIN et 

al., 2003). A progressão da deficiência energética está associada a danos mitocondriais 

profundos, que podem ser induzidos por distúrbios da cadeia respiratória mitocondrial através 

de espécies reativas de oxigênio (ROS) (MAHAD et al., 2008). 

 

O resultado de todas as lesões descritas acima é a formação de áreas focais ou difusas 

de desmielinização na substância branca (BRADL; LASSMANN, 2010).  

 

Os pacientes com EM possuem uma produção reduzida de ATP, potencialmente 
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resultante da diminuição das atividades dos complexos da cadeia de transporte de elétrons 

mitocondriais (BARCELOS; TROXELL; GRAVES, 2019). Além da alteração na 

bioenergética, a disfunção mitocondrial está fortemente associada ao metabolismo do oxigênio 

e à geração de ROS no SNC (ADIELE; ADIELE, 2019). Como as ROS e seus produtos reativos 

atacam todas as classes de biomoléculas, incluindo lipídios, o SNC, que compreende 

membranas com níveis elevados de ácidos graxos, tem alta vulnerabilidade aos danos causados 

pelos efeitos adversos destas espécies reativas (BUTLER; BRADFORD; RODGERS, 2022). 

Um foco especial é dado para as OPCs devido aos seus mecanismos de defesa antioxidante 

limitados. Como resultado, as OPCs são incapazes de sofrer maturação em OLs formadores de 

mielina, o que proporciona prejuízos na produção e manutenção da mielina no contexto da EM 

(SPAAS et al., 2021b). Dessa forma, a disfunção mitocondrial em pacientes com EM pode levar 

danos celulares que culminam em prejuízos na transmissão de impulsos elétricos e no transporte 

axonal e iônico (LÓPEZ-MUGURUZA; MATUTE, 2023). 

 

1.6.1 Esclerose Múltipla e hiperexcitabilidade cerebral 

 

A EM é uma doença crônica neurodegenerativa e inflamatória que acomete o SNC, 

caracterizada por lesões desmielinizantes que levam a uma grande variedade de sintomas 

experimentada pelos pacientes, como envolvimento dos sistemas motores, sensoriais e 

autonômicos de acordo com o sítio acometido pela doença, podendo gerar desequilíbrios da 

excitabilidade e convulsões (COMPSTON et al., 2008; DI FILIPPO et al., 2015; YONG et al., 

2017).  

 

A doença acomete principalmente adultos jovens, entre 20 e 40 anos, em idade 

produtiva da vida, tendo um grande impacto pessoal e social. As opções terapêuticas 

disponíveis atualmente são capazes de reduzir ou retardar a incapacidade, oferecendo maior 

conforto aos portadores, entretanto, a cura ainda não foi estabelecida, assim como suas causas 

ainda não são completamente compreendidas (WALTON et al., 2020).  

 

Allen e colaboradores (2013) mostraram que a EM e a epilepsia ocorrem juntas mais 

frequentemente do que por acaso. Uma justificativa é que uma lesão desmielinizante pode atuar 

como um foco epileptogênico e é importante o conhecimento do risco de convulsões nesses 

pacientes para melhor definição do manejo terapêutico. Além disso, essa associação entre EM 

e epilepsia estimula o desenvolvimento de hipóteses sobre os mecanismos subjacentes às duas 
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condições (ALLEN; SEMINOG; GOLDACRE, 2013). 

 

A maioria dos pacientes com EM inicia a doença com uma fase remitente-recorrente 

(EM remitente-recorrente) que após alguns anos evolui para uma fase progressiva secundária 

(EM progressiva secundária). Entretanto, em alguns pacientes não há uma fase remitente-

recorrente e a doença possui uma forma progressiva desde o início dos sintomas (EM 

progressiva primária). Seu tratamento medicamentoso inclui antinflamatórios, 

imunomoduladores ou imunossupressores. Entretanto, como as características patológicas das 

diferentes fases da doença diferem, o tratamento que é parcialmente efetivo em uma forma 

clínica da EM pode não se mostrar eficiente em outras (LASSMANN et al., 2007; COMPSTON 

et al., 2008; LASSMANN et al., 2013).  

 

A EM é definida por lesões desmielinizantes inflamatórias no SNC (NOSEWORTHY 

et al., 2000; LASSMANN et al., 2007), caracterizadas pela formação de placas de 

desmielinização na substância branca e cinzenta. O processo de formação dessas lesões é 

caracterizado pela morte de OLs e degradação da bainha de mielina na fase aguda (EM 

remitente-recorrente), enquanto os axônios e os corpos celulares neuronais são preservados em 

parte nesse momento. Entretanto, com a progressão da doença e das lesões, ocorre uma perda 

substancial de axônios (LASSMANN et al., 2013). Essa injúria à bainha de mielina resulta em 

axônios mal mielinizados ou desnudos que deixam de ser capazes de transmitir PAs 

eficientemente. Esse prejuízo ou bloqueio na condução de potenciais de ação resulta nos 

diversos sintomas neurológicos da doença. Esses segmentos axonais expostos podem ser 

suscetíveis a outras lesões, coordenadas por citocinas pró-inflamatórias, proteínas do sistema 

complemento e proteases, resultando em lesão axonal irreversível (NOSEWORTHY et al., 

2000).  

 

Há vários mecanismos possíveis de reparo da mielina ou compensação para permitir a 

propagação dos PAs, como a resolução da resposta inflamatória seguida de aumento de canais 

de sódio dependentes de voltagem nos nodos de Ranvier para cobrir os segmentos axonais 

desnudos e restaurar a condução, bem como por remielinização resultante da proliferação, 

migração e diferenciação de OPCs (NOSEWORTHY et al., 2000). Apesar dessa tentativa de 

reparo, a bainha de mielina característica da remielinização é mais fina e com internodos mais 

espaçados entre si. Entretanto, a perda axonal nessas áreas é mais baixa do que nas áreas 

desnudas, mostrando que a remielinização pode proteger os axônios da degeneração 
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(LASSMANN et al., 2007; LASSMANN et al., 2013).  

 

Nas áreas de lesão observa-se inflamação difusa, ativação da microglia, cicatrizes 

astrocíticas e lesão axonal difusa (LASSMANN et al., 2007). A microglia se relaciona à 

secreção de várias citocinas pró-inflamatórias, realização de fagocitose de fragmentos de 

mielina e recrutamento de leucócitos para o sítio de injúria no SNC. Sabe-se que a ativação da 

microglia / macrófagos está associada à desmielinização e à neurodegeneração, porém ainda 

não está claro se sua ativação é o gatilho primário para a formação da lesão ou se é ativada 

pelos linfócitos autorreativos contra proteínas da mielina provenientes de órgãos linfoides 

periféricos (ELAINE O’LOUGHLIN et al., 2018). Independentemente do mecanismo de 

geração da lesão, ela se caracteriza por processo inflamatório que danifica a bainha de mielina, 

levando à falha de condução do impulso nervoso, com eventual morte de OLs e neurônios.  

 

A compreensão de mecanismos que possam proteger contra a desmielinização e morte 

das células neurais, bem como estimular a remielinização e normalização da atividade elétrica 

dos axônios pode permitir a identificação de novos alvos terapêuticos e tratamentos para 

diferentes aspectos de doenças desmielinizantes do SNC como a EM. 

 

1.6.2 Cuprizona como modelo de desmielinização no SNC 

 

Existem dois modelos animais muito utilizados para estudar a EM: o modelo da 

Encefalomielite experimental autoimune (EAE) e modelo de dieta com CPZ (KIPP et al., 2016). 

 

No modelo EAE, os animais são imunizados com um antígeno relacionado à mielina do 

SNC administrado com adjuvante e toxina pertussis, que permeabiliza a barreira 

hematoencefálica (BBB). Após a imunização, os antígenos do SNC são fagocitados por células 

apresentadoras de antígenos que são dirigidas para nódulos linfáticos locais ou baço e interagem 

com linfócitos T autorreativos. Essas células T deixam os órgãos linfoides periféricos e 

invadem o SNC via BBB danificada, induzindo inflamação na medula espinhal, cerebelo, nervo 

óptico e encéfalo. Esse modelo permite a investigação da fase remitente-recorrente da EM uma 

vez que os animais imunizados enfrentam ondas de desmielinização / remielinização (KIPP et 

al., 2016).  

 

No modelo de intoxicação por CPZ, diferentemente do EAE, as células T e a quebra da 
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BBB não são necessárias para a desmielinização. A CPZ é um quelante de cobre e é conhecida 

por possuir propriedades neurotóxicas, servindo como uma ferramenta farmacológica valiosa 

para induzir a desmielinização em animais de laboratório. Sua ação consiste em inibir enzimas 

da cadeia respiratória mitocondrial de OLs (ver MESSORI et al., 2007 para revisão). Isso gera 

estresse oxidativo, levando essas células à apoptose com concomitante ativação da microglia e 

de ASs. Assim, a desmielinização induzida por CPZ é caracterizada por degeneração de OLs e 

não por um ataque direto à mielina. O primeiro sinal de apoptose de OLs pode ser visto dois 

dias após se iniciar a dieta com CPZ, paralelamente a uma maciça redução de RNAm 

específicos de OLs. A CPZ atinge específica e diretamente os OLs do SNC, sem afetar as 

células de Schwann do SNP (KIPP et al., 2009; WANG et al., 2013; KIPP et al., 2016). 

 

A CPZ causa desmielinização de forma heterogênea no SN, além de ocorrer com curso 

temporal distinto (GUDI et al., 2009). A desmielinização do CC está completa após 4-5 

semanas de intoxicação com CPZ, paralelamente à massiva microgliose, astrocitose e dano 

axonal. Já a desmielinização do córtex se mostrou atrasada em comparação à do corpo caloso, 

e só se mostrou significativa após a 6ª semana de dieta com CPZ (GUDI et al., 2009). A 

remielinização ocorre caso a dieta com CPZ seja interrompida e os animais voltem a ingerir a 

dieta original. Devido a isso, o modelo da CPZ pode ser utilizado para estudar os mecanismos 

que ocorrem durante a remielinização quando a dieta é interrompida, ou da forma progressiva 

primária ou secundárias da doença, quando a dieta com CPZ não é interrompida (WANG et al., 

2013; KIPP et al., 2016).  

 

Estudos prévios da nossa equipe mostraram que, após cinco semanas de intoxicação por 

CPZ, o CC é quase completamente desmielinizado, assim como uma pequena desmielinização 

do trato óptico e manutenção da mielina do nervo óptico (ARAÚJO et al., 2017). A 

desmielinização também ocorre no núcleo geniculado lateral na substância cinzenta, com 

concomitante ativação microglial e astrocitária e elevados níveis de citocinas pró-inflamatórias, 

alterando as propriedades excitáveis do circuito retinogeniculado, com alteração do equilíbrio 

excitação / inibição (ARAÚJO et al., 2017). Isso mostra um ambiente inflamatório gerado pelo 

modelo de dieta com CPZ que se relaciona com alterações na excitabilidade nervosa. 

 

Dessa forma, o conhecimento dos processos fisiopatológicos do modelo da dieta com 

CPZ nos permitirá investigar se as formas progressivas de EM interferem na excitabilidade 

cerebral, através dos danos causados na bainha de mielina. 
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1.7 Tratamento na Esclerose Múltipla 

 

 O tratamento da EM pode ser dividido em tratamentos modificadores de doença (DMTs) 

que são usados para reduzir a atividade da doença inflamatória e suas consequências clínicas a 

longo prazo, e fármacos sintomáticos, como corticoides, usados para melhora a curto prazo dos 

sintomas da EM que ocorrem nos momentos de surtos. Vários DMTs estão disponíveis para o 

tratamento da EM como o acetato de glatirâmer, teriflunomida, fumarato de dimetila, 

natalizumabe, alentuzumabe, azatioprina e fingolimode (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2018). 

 

 O crescente número de DMTs aprovados melhora a possibilidade de adaptar a terapia 

individualmente ao paciente em relação à eficácia, aspectos de segurança e preferências. 

(FILIPI et al., 2018). Apesar das opções existentes no mercado farmacêutico, há ainda situações 

de falhas terapêuticas, revelando a necessidade da continuidade de buscas de novos alvos 

farmacológicos, bem como o entendimento dos mecanismos fisiopatológicos dos fármacos 

atualmente disponíveis. 

 

 Sabe-se que a ocorrência de convulsões em pessoas com EM têm sido relatadas desde a 

mais antiga definição de EM. Até 2% de todos os casos desenvolvem epilepsia dentro de 10 

anos após o diagnóstico da doença. A epilepsia é uma condição neurológica comum que 

apresenta significativa comorbidade psiquiátrica e sistêmica, e evidências recentes indicam 

uma frequente coexistência de distúrbios autoimunes sistêmicos com essa doença. (PITSCH et 

al., 2018; AMANAT et al., 2019) 

 

 No manejo terapêutico da epilepsia presente em alguns pacientes portadores de EM, há 

muitos fármacos antiepilépticos, mas ainda há a necessidade de outros que sejam mais eficazes 

e seguros. A esfingosina 1-fosfato (S1P) e seus receptores podem representar um novo alvo 

adequado devido ao seu envolvimento na neuroinflamação, um processo bem conhecido 

subjacente às convulsões e à epileptogênese. (LEO et al, 2016). O Fingolimode é um análogo 

estrutural da esfingosina-1-fosfato (S1P) (BRINKMANN; CYSTER; HLA, 2004) e pouco se 

sabe sobre os seus mecanismos de ação quanto à redução da excitabilidade cerebral, e não há 

estudos na literatura sobre esse medicamento e sua associação com a excitabilidade em modelos 

de desmielinização cerebral, em especial o modelo da CPZ. 
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 O fingolimode (FTY720) é uma molécula derivada da miriocina, planta medicinal 

chinesa, que possui propriedades imunossupressoras, mas é tóxica, necessitando de 

modificações estruturais que levaram à síntese do fingolimode, que tem melhor perfil de 

segurança (CUSACK; STOFFEL, 2010). Ele foi o primeiro medicamento modificador de 

doença com administração por via oral aprovado para o tratamento da EM (LEO et al., 2017). 

Após a sua administração ele é fosforilado pela esfingosina quinase tipo 2 transformando-se 

em fosfato de fingolimode (fingolimod-P), que é o metabólito lipofílico ativo que atua como 

agonista no receptor S1P. Isto gera a dessensibilização e internalização do receptor S1P, 

indicando que o fingolimode tem um efeito antagonista funcional desse receptor (BORDET et 

al., 2020). Dessa forma, o fingolimode é um modulador não seletivo do receptor de S1P que 

regula o tráfego de linfócitos que expressam esses receptores, retendo-os dentro dos órgãos 

linfoides secundários.  

 

 Os receptores S1P também são expressos em células gliais e o fingolimode também pode 

ter uma função de neuroproteção e remielinização independentemente de sua função em 

linfócitos periféricos. Dessa forma, esse fármaco previne que células T saiam de órgãos 

linfoides e atravessem a BBB, mas também, devido ao seu caráter lipofílico, é capaz de 

atravessar a BBB e atingir o parênquima do SNC, podendo controlar vários tipos celulares 

cerebrais intrínsecos que possuem receptores S1P, como OLs, neurônios e ASs e, assim, regular 

a morfologia, migração, crescimento, diferenciação, sobrevivência e apoptose celular (KIPP et 

al., 2012; ALME et al., 2015).  

 

 Os resultados referentes ao tratamento com fingolimode no modelo da CPZ se mostraram 

conflitantes. Este fármaco não se mostrou capaz de promover remielinização no corpo caloso 

ou no córtex cerebelar de camundongos após desmielinização experimentalmente induzida 

(ALME et al., 2015), enquanto foi evidenciado um efeito de proteção contra desmielinização, 

com aumento de proliferação de OPCs no corpo caloso. Adicionalmente, foi observado que o 

fingolimode diminuiu o número de axônios agudamente danificados (KIM et al., 2011; HU et 

al., 2011). Entender esses efeitos auxiliaria na elucidação dos mecanismos pelos quais o 

fingolimode reduz a desmielinização e previne a progressão das incapacidades associadas à 

EM, além de identificar os processos fisiopatológicos que o fármaco pode modular (SLOWIK 

et al., 2015).  

 

 Por outro lado, estudos recentes concluíram que o GPR17, um receptor acoplado à 
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proteína G tem um importante papel regulador no desenvolvimento e maturação dos OLs 

(NYAMOYA et al., 2018). O GPR17 pode ser ativado por mediadores inflamatórios como os 

leucotrienos cisteínicos LTC4, LTD4 e LTE4 (FUMAGALLI; LECCA; ABBRACCHIO, 

2016). Os leucotrienos (LTs) estão relacionados com a asma, sendo que os LTs contendo 

cisteína (cisteinil-LTs, ou seja, LTC4, LTD4 e LTE4) são broncoconstritores muito potentes. 

Portanto, os antagonistas dos receptores de cisteinil-LT (LTRAs), como montelucaste e 

pranlucaste, são utilizados no tratamento de pacientes portadores de asma (NICOSIA, 1999). 

Foi visto que a inibição farmacológica de GPR17 com pranlucaste promoveu remielinização 

(OU et al., 2016) e que camundongos transgênicos com hiperexpressão de GPR17 em OLs 

falharam no processo de mielinização, com inibição da diferenciação e maturação dos OLs 

(NYAMOYA et al., 2018).  

 

 A hiperativação de GPR17 inibe a sobrevivência dos OLs ao reduzir o nível de cAMP 

intracelular e ao induzir a expressão do gene pró-apoptótico Xaf1. Além disso, a superativação 

de GPR17 inibe a via de sinalização da proteína quinase A e a expressão do fator de transcrição 

c-Fos. Já a antagonização do GPR17 é capaz de aumentar a sobrevivência de OLs e promover 

a diferenciação de OLs imaturos, o que pode significar um importante avanço para pacientes 

com doenças neurodegenerativas (FUMAGALLI et al., 2017). Além desses efeitos na 

mielinização, os LTRAs podem ter um efeito na redução da incidência e severidade de crises 

convulsivas (ERBAS, 2015; FLECK et al., 2016). Estudos experimentais e clínicos têm 

mostrado que as convulsões induzem inflamação cerebral e as convulsões recorrentes 

sustentam a inflamação crônica (TESFAYE et al., 2021). Dessa forma, intervir no processo 

inflamatório, com fármacos como pranlucaste, pode ser uma estratégia de tratamento da 

hiperexcitabilidade cerebral, podendo servir como terapia adjuvante para pacientes com 

epilepsia intratável, o que pode ser bastante benéfico visto o menor efeito colateral em relação 

aos fármacos antiepilépticos frequentemente utilizados (TAKAHASHI et al., 2013). 

  

 O fingolimode é um medicamento já estabelecido e amplamente utilizado no tratamento 

da EM, por outro lado, o pranlucaste ainda não faz parte do arsenal terapêutico dessa doença. 

Entretanto, diante dos seus efeitos pelo antagonismo do GPR17 relatados acima, o pranlucaste 

revela um grande potencial terapêutico que vai além do tratamento de doenças respiratórias, 

podendo abranger doenças neurológicas desmielinizantes relacionadas a distúrbios de 

excitabilidade. Além disso, mais estudos são necessários para entender os mecanismos desses 

fármacos na redução da hiperexcitabilidade cerebral, principalmente em modelos de EM. 
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1.8 Justificativa 

 

A EM é uma doença crônica e neurodegenerativa caracterizada pela desmielinização e 

degeneração axonal, resultando em uma série de déficits neurológicos que acometem 

principalmente indivíduos em idade produtiva da vida, tendo um grande impacto pessoal e 

social (WALTON et al., 2020). Muitos estudos têm sugerido que crises convulsivas são mais 

comuns em indivíduos com EM do que o esperado para a população geral (MARRIE et al., 

2015; LAPATO et al., 2017), o que sugere uma conexão entre desmielinização e 

hiperexcitabilidade cerebral. Além disso, a presença de convulsões em pacientes com EM está 

associada à diminuição da função cognitiva, curso mais agressivo da doença e aceleração do 

tempo de incapacidade (LAPATO et al., 2017). No entanto, apesar da reconhecida prevalência 

de convulsões em pacientes com EM, a patogênese dessas crises ainda é pouco compreendida 

e pouco explorada na literatura. Estudos que investigam a relação entre desmielinização e 

hiperexcitabilidade cerebral são necessários para elucidar os mecanismos subjacentes e 

desenvolver estratégias terapêuticas eficazes. 

 

Sabe-se que o CC, uma estrutura crítica para a transferência e integração de informações 

entre os hemisférios cerebrais, é frequentemente afetado pela desmielinização na EM (GEAN-

MARTON et al., 1991), podendo culminar em generalização de crises convulsivas, que 

inicialmente são focais, para crises mais amplas (UNTERBERGER et al., 2016). Modelos 

experimentais utilizando a dieta com CPZ são amplamente empregados para induzir 

desmielinização no SNC (KIPP et al., 2009; WANG et al., 2013; KIPP et al., 2016), facilitando 

o estudo da patogênese e das possíveis intervenções terapêuticas. 

 

Terapias medicamentosas que buscam preservar a bainha de mielina e reduzir a 

hiperexcitabilidade cerebral mostram-se promissoras para o tratamento da EM. Enquanto o 

fingolimode já é utilizado no tratamento da EM, o pranlucaste ainda não é empregado para essa 

condição. Realizar estudos que explorem o potencial do pranlucaste para tratar doenças 

desmielinizantes, comparando-o com o fingolimode, que já demonstrou grande eficácia no 

tratamento da EM, pode ser valioso para estabelecer novas opções terapêuticas para os diversos 

aspectos patológicos da doença. Além disso, não existem estudos na literatura que avaliem a 

proteção contra a hiperexcitabilidade cerebral utilizando esses fármacos em um modelo animal 

de EM com dieta contendo CPZ. 
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2. OBJETIVO GERAL 

 

Verificar o efeito do tratamento com Pranlucaste ou Fingolimode na proteção contra 

desmielinização e hiperexcitabilidade cerebral em um modelo animal de EM.  

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

I. Acompanhar o ganho de peso através da análise da variação ponderal dos animais ao 

longo do tratamento com pranlucaste ou fingolimode frente à exposição à CPZ. 

 

II. Analisar a proteção contra a desmielinização do CC através da quantificação da 

densidade de lipídeos por meio da coloração com Sudan Black e Fluoromielina, da 

quantificação da densidade de proteína básica de mielina por meio de imuno-

histoquímica para MBP, e da quantificação das fíbras mielínicas a partir de cortes 

semifinos corados com azul de toluidina e ultrafinos após MET ao final do tratamento 

com pranlucaste ou fingolimode frente à exposição à CPZ. 

 

III. Analisar as anormalidades de mielina associadas ao processo de desmielinização a 

partir de cortes ultrafinos após MET ao final do tratamento com pranlucaste ou 

fingolimode frente à exposição à CPZ. 

 

IV. Analisar a funcionalidade das fibras mielínicas por meio da histomorfometria do 

corpo caloso, através da razão-g ao final do tratamento com pranlucaste ou 

fingolimode frente à exposição à CPZ. 

 

V. Analisar a função sensitiva ao final do tratamento com pranlucaste ou fingolimode 

frente à exposição à CPZ. 

 

VI. Analisar o perfil celular, associado à formação e preservação de mielina, através de 

imuno-histoquímica para CC1 (marcador de OLs) e NG2 (marcador de progenitor de 

OL) no corpo caloso, e por meio da coloração com hematoxilina e eosina (HE) ao 

final do tratamento com pranlucaste ou fingolimode frente à exposição à CPZ. 

 

VII. Analisar a predisposição a convulsões por meio da injeção intraperitoneal de 

pentilenotetrazol (PTZ) ao final do tratamento com pranlucaste ou fingolimode frente 
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à exposição à CPZ. 

 

VIII. Avaliar a concentração de íons de potássio, por método potenciométrico de análise 

química, liberados pelas células neuronais para o meio extracelular em fatias de 

tecido submetidas à cultura organotípica ao final do tratamento com pranlucaste ou 

fingolimode frente à exposição à CPZ. 

 

IX. Analisar os segmentos excitáveis de axônios através de imunofluorescência anti-

Nav1.6 ao final do tratamento com pranlucaste ou fingolimode frente à exposição à 

CPZ. 

 

X. Analisar o peso e a área de polpa branca dos baços através da coloração por 

hematoxilina e eosina ao final do tratamento com pranlucaste ou fingolimode frente 

à exposição à CPZ. 



56 

 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

 

Camundongos suíços, machos e fêmeas, de peso 25-30 gramas, foram mantidos no 

biotério experimental do Instituto Macaé de Ciência e Tecnologia, da Universidade Federal do 

Rio de Janeiro, com controle de ciclo claro/escuro, sob ambiente ventilado e climatizado 

durante todo o período de experimentação. Todos os procedimentos experimentais obedecem 

às normas de utilização de animais de laboratório do COBEA (Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal) e às normas internacionais de experimentação animal. O projeto foi 

aprovado pela Comissão de Ética de Uso de Animais da Universidade Federal do Rio de 

Janeiro, sob o número de referência MAC072. 

 

3.2 Dieta com cuprizona 

 

A dieta com CPZ (bis(cicloexanona)oxaldihidrazona; Sigma-Aldrich) foi realizada 

conforme realizado em trabalho publicado pela nossa equipe (ARAÚJO et al., 2017). Grupos 

de camundongos (Controle N=20; Cuprizona N=20; Pranlucaste N=17; Fingolimode N=13) 

selecionados para o tratamento foram submetidos à dieta com ou sem CPZ e pesados 

diariamente. Uma parte da ração triturada a pó (sem adição de CPZ) foi reservada, para 

tratamento do grupo controle, e a outra parte foi misturada com CPZ 0,2% para tratamento do 

restante dos grupos. O estoque de ração moída foi armazenado na geladeira e a dieta foi 

oferecida diariamente, em livre demanda, aos camundongos a partir de seis semanas de vida e 

foi mantida por cinco semanas.  

 

3.3. Tratamento com Pranlucaste ou Fingolimode 

 

Os camundongos foram pesados em balança eletrônica e seus pesos foram anotados 

diariamente. Após a pesagem, os animais receberam injeções intraperitoneais com pranlucaste 

(0,1 mg/kg; Cayman chemical) ou fingolimode (1mg/kg; Cayman chemical) diluídos em 

solução salina 0,9% durante todo o período de dieta com CPZ. Animais do grupo controle e 

CPZ, receberam as injeções apenas com veículo no mesmo período. A representação do modelo 

experimental está detalhada no esquema 1. 
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Esquema 1: Desenho do modelo experimental. 

 

 

3.4. Teste funcional 

 

No final da quarta semana de tratamento, os animais foram submetidos a teste funcional 

de sensibilidade que foi realizado após cegamento dos grupos por outro pesquisador do 

laboratório que desconhecia o significado de cada grupo experimental. 

 

O teste de pressão crescente na pata foi realizado conforme estudo previamente 

publicado pela equipe executora da proposta (PESTANA et al., 2018). Esse teste é utilizado 

para avaliar a sensibilidade tecidual ao estímulo mecânico tátil. O analgesímetro digital (Von 

Frey eletrônico) consiste em um transdutor de pressão conectado a um contador digital de força 

expressa em gramas (g). A precisão do aparelho é de 0,1 g e foi calibrado para registrar uma 

força máxima de 150 g, mantendo a precisão de 0,1 g até a força de 80 g. O contato do transdutor 

de pressão com a pata dos animais foi realizado através de ponteira descartável de polipropileno 

com 0.5 mm de diâmetro. Os camundongos foram colocados em caixas de acrílico com 

assoalho em rede de malha igual a 5 mm2 constituída de arame não maleável de 1 mm de 

espessura, durante 15 minutos antes do experimento para adaptação ao ambiente. Espelhos 

foram posicionados 25 cm abaixo das caixas de experimentação para facilitar a visualização 

das plantas das patas dos animais. Foi aplicada, por entre as malhas da rede, uma pressão 
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linearmente crescente no centro da planta da pata do camundongo até que o animal produzisse 

uma resposta caracterizada como sacudida da pata estimulada. O valor expresso no aparelho no 

momento da retirada da pata foi observado e anotado. 

 

3.5 Verificação da predisposição a convulsões 

 

No final da quinta semana do tratamento, as convulsões foram induzidas por injeção 

intraperitoneal de PTZ (Cayman chemical), em dose convulsiva e compatível com a vida (50 

mg/kg), diluído em salina 0.9% e avolumada com 200 µL de água destilada. Os animais foram 

colocados em arenas de campo aberto e filmados por um período de 0 a 10 minutos após 

administração do PTZ para análise posterior quanto à duração em cada fase comportamental.  

 

A quantificação da intensidade das crises foi realizada a partir da Escala de Racine 

modificada. Esta consiste em comportamentos específicos para cada fase (Figura 9): 1 - 

Aprisionamento de olhar; 2 - Espasmos orofaciais; 3 - Arranco de pescoço; 4 - Convulsão 

clônica bilateral; 5 - Convulsão clônica unilateral; 6 - Convulsão tônica com manutenção 

postural; 7 - Convulsão tônica com perda postural; 8 - Convulsão tônica-clônica generalizada / 

salto selvagem (LÜTTJOHANN A et al., 2009; ERUM J. V. et al., 2019). 

 

 

Figura 9. Fases da Escala de Racine modificada observada nos animais. (A) Fase 1 - Aprisionamento de olhar; (B) 

Fase 3 - Arranco de pescoço; (C) Fase 4 - Convulsão clônica bilateral; (D) Fase 5 - Convulsão clônica unilateral; (E) 

Fase 6 - Convulsão tônica com manutenção postural; (F) Fase 7 - Convulsão tônica com perda postural; (G) Fase 8 - 

Convulsão tônica-clônica generalizada / salto selvagem.  

 

3.6 Imuno-histoquímica para marcadores específicos 
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As imuno-histoquímicas foram realizadas conforme trabalho previamente publicado 

pelo grupo (GOULART et al., 2018). Ao final das cinco semanas de tratamento, imediatamente 

após o teste de predisposição a convulsões, os animais foram profundamente anestesiados por 

injeção intraperitoneal de quetamina (100 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) e perfundidos por via 

intracardíaca com solução fixadora de paraformaldeído (PFA) 4%. Os animais foram 

dissecados e seus encéfalos e baços foram recolhidos e mantidos em PFA 4%. Posteriormente, 

os encéfalos foram crioprotegidos em soluções de sacarose de concentrações crescentes de 20% 

e 30% (por 24 a 48 horas em cada uma), congelados em dióxido de carbono sólido (gelo seco) 

sob imersão por 20 minutos, e cortes histológicos coronais de 12 µm foram obtidos em criostato 

(Leica CM 1850) e coletados em lâminas previamente gelatinizadas e armazenados em freezer 

a -20°C. Então, os seguintes passos foram realizados: lavagem das lâminas em PBS (salina 

tamponada com fosfato), com pH = 7,4; Bloqueio da ligação a sítios inespecíficos com PBS 

contendo triton X-100 (0,3%) e 10% de soro normal de cabra; incubação por um pernoite com 

anticorpo primário anti-MBP (1:200), diluído em solução de bloqueio, exceto para os controles 

negativos; Lavagem com PBS e incubação com anticorpo secundário biotinilado contra a 

espécie em que o primário foi produzido (diluído em solução de bloqueio); Bloqueio da 

atividade da Peroxidase endógena com incubação de 15 minutos em 0,3% de Peróxido de 

hidrogênio em Metanol; Lavagem em PBS e incubação com Kit ABC (Vector); Lavagem em 

PBS e revelação com Diaminobenzidina + Peróxido de hidrogênio; Desidratação em 

concentrações crescentes de Etanol, clarificação em Xilol e montagem das lâminas com 

entellan. As imagens foram capturadas no microscópio Olympus BX51 (campo claro), com a 

objetiva de 20x, associado à câmera fotográfica digital. As imagens digitalizadas foram 

analisadas utilizando-se o software ImageJ. O plug-in “Mean gray value” foi aplicado em cada 

imagem, a partir do qual foi obtida a densidade óptica que foi quantificada a partir da 

intensidade média de cada foto. 

 

Para as imunofluorescências, as lâminas contendo as fatias foram lavadas em PBS (pH 

7,4) por cinco minutos. Para a recuperação antigênica do tecido, as lâminas foram incubadas 

com solução SDS 1% (Sulfato dodecil de sódio) por cinco minutos, em seguida lavadas duas 

vezes em PBS. Para o bloqueio de ligação a sítios inespecíficos, foi utilizada uma solução de 

PBS contento triton X-100 a 0,3%, e soro normal de burro/cabra (NDS, do inglês, normal 

donkey serum, e NGS, do inglês, normal goat serum, respectivamente) a 2,5%, por uma hora 

em temperatura ambiente. Em seguida, exceto para os controles negativos, os tecidos foram 
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incubados por um pernoite com anticorpo primário (anti-CC1, anti-NG2 e anti-Nav1.6) na 

solução de bloqueio e em temperatura ambiente. As lâminas foram lavadas em PBS três vezes 

por cinco minutos cada e, então, incubadas com anticorpo secundário por duas horas em 

temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas em PBS quatro vezes por cinco minutos 

cada, e foi incubado o marcador nuclear 4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI, 20mg/mL, sigma) 

por cinco minutos. Ao final, as lâminas foram lavadas em PBS uma vez por cinco minutos, e 

montadas com meio de montagem fluoromount (Eletron Microscopy Science, cat.17984-25), 

armazenadas no freezer a -20ºC para posterior análise. A ausência do anticorpo primário foi 

utilizada como controle negativo da reação.  

 

As imagens foram capturadas no microscópio confocal (SPE Leica), com a objetiva de 

40x (anti-CC1 e anti-NG2) e 63x (anti-Nav1.6), em 3 áreas do corpo caloso (área A, B e C). A 

área A corresponde aproximadamente às coordenadas mediolateral -1,5 mm, anteroposterior 0 

mm e dorsoventral +2 mm; a área B corresponde aproximadamente às coordenadas 

mediolateral 0 mm, anteroposterior 0 mm e dorsoventral +2,3 mm; a área C corresponde 

aproximadamente às coordenadas mediolateral +1,5 mm, anteroposterior 0 mm e dorsoventral 

+2 mm. Tais coordenadas foram analisadas com auxílio do Atlas “The mouse brain in 

stereotaxic coordinates” (PAXINOS, G., & FRANKLIN, K. B. J., 2001). As imagens 

digitalizadas foram analisadas utilizando-se o software ImageJ sendo realizada a contagem 

manual das células CC1 positivas, além da análise da área marcada e contagem de punctas 

Nav1.6 por meio do plugin Puncta Analyzer 2.0. Adicionalmente, foi realizada a quantificação 

quanto à intensidade de fluorescência do NG2 por meio do plug-in “Mean gray value” aplicado 

em cada imagem, a partir do qual foi obtida a densidade óptica que foi quantificada a partir da 

intensidade média de cada foto. Todas as análises foram realizadas após cegamento de todas as 

amostras por outro pesquisador do laboratório que desconhecia o significado de cada grupo 

experimental. 

 

Tabela 1: Especificação de anticorpo primário utilizado na imuno-histoquímica. 

 

Anticorpo Primário Espécie de origem Diluição Fabricante 

MBP Rato 1:200 Millipore (MAB386) 

APC [CC-1] Camundongo 1:100 Abcam (ab16794) 

NG2 Coelho 1:100 Millipore (AB5320) 

SCN8A (Nav1.6) Camundongo 1:100 Sigma-Aldrich  

(WH0006334M4-100UG) 
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Tabela 2: Especificação de anticorpo secundário utilizado na imuno-histoquímica. 

 

Anticorpo Secundário  Espécie de origem Diluição Fabricante 

Anti-Rat Biotinilado Cabra 1:300 Vector (BA-9400) 

Alexa Fluor 594 Donkey 

Anti-Mouse 

Burro 1:500 Molecular Probes (R37115) 

Alexa Fluor 594 Donkey 

Anti-Rabbit 

Burro 1:500 Molecular Probes (A21207) 

 

 

3.7 Coloração com Fluoromielina 

 

Os cortes histológicos cerebrais coronais de 12 µm, obtidos em criostato (Leica CM 

1850), coletados em lâminas previamente gelatinizadas e armazenados em freezer a -20°C, 

também foram utilizados para coloração com Fluoromielina. Para isso, as lâminas com o 

material foram mantidas por 10 minutos em estufa com temperatura de 56°C e, em seguida, 

lavadas em PBS com pH 7,4 por 20 minutos. Em seguida foi adicionada a solução com 

fluoromielina (FluoroMyelinTM Green Fluorescent Myelin Stain – F34651 – Molecular Probes) 

diluída em PBS (1:300) e, logo depois, as lâminas passaram por 3 lavagens de 5 minutos de 

PBS e montadas com fluoromount.  

 

As imagens foram capturadas no microscópio confocal (SPE Leica), com a objetiva de 

40x, em 3 áreas do corpo caloso (área A, B e C). A área A corresponde aproximadamente às 

coordenadas mediolateral -1,5 mm, anteroposterior 0 mm e dorsoventral +2 mm; a área B 

corresponde aproximadamente às coordenadas mediolateral 0 mm, anteroposterior 0 mm e 

dorsoventral +2,3 mm; a área C corresponde aproximadamente às coordenadas mediolateral 

+1,5 mm, anteroposterior 0 mm e dorsoventral +2 mm. Tais coordenadas foram analisadas com 

auxílio do Atlas “The mouse brain in stereotaxic coordinates” (PAXINOS, G.; FRANKLIN, 

K. B. J., 2001). As imagens digitalizadas foram analisadas utilizando-se o software ImageJ 

sendo realizada a quantificação quanto à intensidade de fluorescência por meio do plug-in 

“Mean gray value” aplicado em cada imagem, a partir do qual foi obtida a densidade óptica que 

foi quantificada a partir da intensidade média de cada foto. Todas as análises foram realizadas 

após cegamento de todas as amostras por outro pesquisador do laboratório que desconhecia o 

significado de cada grupo experimental. 

 

3.8 Coloração com Sudan Black 
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Já foi demonstrado a utilização da coloração com Sudan Black como um método 

simples, de curta duração e não tóxico para avaliar o reparo da mielina em doenças 

desmielinizantes (INEICHEN et al., 2017). Dessa forma, as lâminas contendo as fatias de 

cérebros foram lavadas em PBS com pH 7,4 por cinco minutos. Em seguida foi adicionada a 

solução de Sudan Black 1% diluído em álcool 70% por 10 minutos no material e, logo depois, 

as lâminas foram lavadas uma vez com água destilada e montadas com N-propilgalato. As 

imagens foram digitalizadas em microscópio óptico de campo claro (Olympus BX51), com 

aumento de 10x, associado à câmera fotográfica digital para análise, com utilização do ImageJ, 

e foram quantificadas a porcentagem de área corada e a densidade de coloração nos tecidos. A 

densidade de coloração foi realizada por meio do plug-in “Mean gray value” aplicado em cada 

imagem, a partir do qual foi obtida a densidade óptica, a qual foi quantificada a partir da 

intensidade média de cada foto. Todas as análises foram realizadas após cegamento de todas as 

amostras por outro pesquisador do laboratório que desconhecia o significado de cada grupo 

experimental. 

 

3.9 Coloração com Hematoxilina e Eosina 

 

As lâminas contendo as fatias de cérebros foram lavadas em água destilada por 1 minuto 

e em seguida mergulhadas em hematoxilina de Harris por 3 minutos. Logo, após foram lavadas 

novamente com água destilada e mergulhadas em eosina por 30 segundos. Em seguida foram 

desidratadas em concentrações crescentes de Etanol (70%, 90% e 100%), clarificadas em Xilol 

e montadas com entellan. As imagens foram digitalizadas em microscópio óptico de campo 

claro (Olympus BX51), em aumento de 40x, associado à câmera fotográfica digital para análise 

da morfologia tecidual por meio da contagem de condões celulares e número de células 

organizadas em cordões celulares, com utilização do programa ImageJ. 

 

3.10 Processamento dos baços e coloração em Hematoxilina e Eosina 

 

Foram coletados os baços dos animais de cada grupo após perfusão intracardíaca, 

armazenados em PFA 4%, para posterior pesagem em balança de precisão e realização do 

processamento para emblocamento em parafina. Este processamento foi feito seguindo as 

seguintes etapas: desidratação colocando as amostras, armazenadas em cassetes previamente 

identificados, por 30 minutos em cada banho de álcool com concentrações crescentes (50%, 

70%, 80%, 90%, Absoluto I, Absoluto II e Absoluto III); 30 minutos em banho de solução 
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contendo metade de álcool absoluto e metade de xilol; clarificação colocando as amostras por 

30 minutos em cada banho de xilol (Xilol I, Xilol II e Xilol III); impregnação por 20 minutos 

em cada banho de parafina (I, II e III); inclusão com parafina líquida utilizando molde de metal 

para formar os blocos para microtomia.  

 

Os blocos de parafina foram cortados no micrótomo, em cortes coronais de 4 µm de 

espessura, e levados com o auxílio de uma pinça ao banho-maria à temperatura aproximada de 

40 a 50ºC para que as fitas de parafina se distendessem sobre a água, evitando a formação de 

dobras no tecido. Em seguida, os cortes foram pescados com lâminas de histologia previamente 

limpas e gelatinizadas.  

 

As lâminas com os cortes realizados no micrótomo foram mantidas por 10 minutos em 

estufa com temperatura de 56°C, submetidas a desparafinização por 3 minutos em cada banho 

de xilol (xilol I, xilol II e xilol III), hidratação por 1 minuto em cada banho com solução de 

álcool em concentrações decrescentes (álcool absoluto, 90%, 80%, 70%), seguida de imersão 

em água destilada por 30 segundos, coloração com hematoxilina por 2 minutos, lavagem em 

água corrente por 3 minutos, coloração com eosina por 30 segundos e lavagem em água 

destilada. Logo após, as fatias nas lâminas foram desidratadas por 1 minuto em cada banho de 

álcool em concentrações crescentes (70%, 80%, 90% e álcool absoluto), clarificadas por 3 

minutos em cada banho de xilol (xilol I, xilol II e xilol III) e montadas com Entellan. 

 

A coloração com HE teve o intuito de permitir a contagem manual do número de 

nódulos linfoides e a quantificação da porcentagem da área de polpa branca, com a utilização 

do programa ImageJ. Todas as análises foram realizadas após cegamento de todas as amostras 

por outro pesquisador do laboratório que desconhecia o significado de cada grupo experimental. 

 

3.11 Microscopia eletrônica de transmissão 

 

A MET tem sido fundamental para elucidar a relação entre o axônio e sua bainha de 

mielina em condições normais e patológicas. No entanto, a MET requer cuidados específicos 

no preparo tecidual e interpretação das imagens, já que é comum a ocorrência de artefatos em 

processamento convencional das amostras de tecidos. Por isso, recomenda-se que todas as 

alterações encontradas devam ser interpretadas por meio de comparação dos grupos 

experimentais com o grupo controle (STASSART RM, MÖBIUS W, NAVE KA, EDGAR JM, 
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et al., 2018), o que foi realizado neste presente trabalho. O processamento para MET e os cortes 

semifinos e ultrafinos para análise da morfometria do SNC foram realizados conforme trabalho 

publicado previamente por membros da equipe (MENDONÇA et al., 2018). 

 

Para a análise ultra-estrutural, os animais foram submetidos à perfusão intracardíaca 

com PFA 4% e glutaraldeído (GA) 2,5% em tampão fosfato 0,1M, no final da quinta semana 

de tratamento. Os cérebros foram seccionados em cortes parassagitais de 500 μm que foram 

obtidos a partir de vibrátomo (Vibratome Series 1000, Sectioning System), e de cada corte foi 

dissecada, com auxílio de bisturi, uma amostra contendo o CC. A área escolhida do CC 

correspondeu aproximadamente às coordenadas mediolateral +2,5 mm, anteroposterior 0 mm 

e dorsoventral +1.6 mm. Tais coordenadas foram analisadas com auxílio do Atlas “The mouse 

brain in stereotaxic coordinates” (PAXINOS, G.; FRANKLIN, K. B. J., 2001). Essas amostras 

foram deixadas em imersão numa solução fixadora fresca (GA 2,5% em Tampão Fosfato 0,1 

M) por pelo menos 24 horas, e então processados para MET de rotina. Após a fixação por 

imersão nas soluções supracitadas, as amostras passaram por duas lavagens de cinco minutos 

em tampão fosfato 0,1 M (pH 7,4), seguida de duas lavagens de cinco minutos em tampão 

cacodilato 0,1 M (pH 7,4) e pós fixados por 2 horas em tetróxido de ósmio 1% contendo 0,8% 

de ferrocianeto de potássio em tampão cacodilato a 0,1 M (pH 7,4). Os cortes foram lavados 

três vezes por cinco minutos em tampão cacodilato a 0,1 M (pH 7,4) e depois duas vezes por 

cinco minutos em água destilada. Foram colocados em uma solução de acetato de uranila a 1% 

e deixados nessa solução por um pernoite. No dia seguinte, as amostras foram desidratadas 

numa bateria gradual de acetona 30%, 50%, 70%, 80%, 90% (duas lavagens por dez minutos 

em cada concentração) e 100% (duas lavagens por vinte minutos em cada). Em seguida, foram 

infiltradas em resina Poly/Bed 812 (Polysciences) e acetona nas proporções (1:3 e 2:2) por um 

pernoite cada, e em resina 100% por 48 horas dentro da geladeira. Após esse tempo, as amostras 

foram emblocadas em moldes de silicone e deixadas em estufa a 60ºC, por 48 horas, para 

polimerização da resina.  

 

Cortes parassagitais semifinos (300 - 500 nm) do corpo caloso foram coletados em 

lâminas de vidro, corados com azul de toluidina e fotografados (aumento 100x) sob 

microscópio óptico de campo claro (Olympus BX51) acoplado a câmera fotográfica para 

análise qualitativa das fibras mielínicas ao longo da extensão do corpo caloso. Logo após a 

realização dos cortes semifinos, cortes ultrafinos (50 - 60 nm) foram coletados em grades de 

cobre que foram levadas ao microscópio eletrônico (Jem 1001, JEOL) para análise da 
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ultraestrutura. Nesta análise foram realizadas uma amostragem sistemática de imagens de 10-

30 campos dos cortes transversais do corpo caloso, com magnificação de 15.000x; dessa forma, 

uma ampla extensão do material foi percorrida, com intuito de alcançar um valor de 300 – 500 

fibras mielínicas no total. 

 

Avaliamos os seguintes parâmetros: número de fibras mielínicas, número de fibras sem 

mielina, número de anormalidades da mielina, medidas das áreas das fibras mielínicas, dos 

axônios e da espessura da bainha de mielina, a partir do qual medimos a razão-g. Esta foi 

calculada utilizando-se o diâmetro do axônio dividido pelo diâmetro da fibra por meio do 

programa MyelTracer. Neste a área referente à língua interna foi excluída do cálculo. A razão-

g foi calculada em um mínimo de 300 fibras por animal.  

 

As razões-g são comumente calculadas em imagens de ME de amostras quimicamente 

fixadas e apesar da ampla aplicabilidade e relevância funcional, a razão-g normalmente 

negligencia a língua interna. No entanto, uma língua interna alargada enviesará a análise padrão 

da razão-g ao superestimar o diâmetro do axônio (CARRILLO-BARBERÀ et al., 2023). 

Consequentemente, neste trabalho, foi realizada a exclusão da área da língua interna durante o 

cálculo da razão-g por meio do programa MyelTracer (KAISER et al., 2021). 

 

Os resultados foram analisados pelo programa GraphPad Prism 8.0 e as imagens foram 

analisadas no programa ImageJ. As alterações histomorfológicas encontradas foram 

comparadas com o grupo controle na tentativa de evitar contagem de possíveis artefatos gerados 

pelo processamento das amostras. Todas as análises foram realizadas após cegamento de todas 

as amostras por outro pesquisador do laboratório que desconhecia o significado de cada grupo 

experimental. 

 

3.12 Cultura organotípica 

 

A atividade excessiva vista em axônios desmielinizados pode promover 

hiperexcitabilidade cerebral. Dessa forma, foi estabelecida a hipótese de um aumento 

extracelular de potássio gerado durante a atividade epileptiforme capaz de ser amplificado pela 

presença de axônios sem revestimento de mielina apropriado (UVA et al., 2021).  

 

Para analisar a concentração dos íons K+ no meio extracelular e sua correlação com a 
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hiperexcitabilidade cerebral, realizamos um ensaio por meio de cultura organotípica. Para isso, 

os quatro grupos de animais (Controle N=9, CPZ N=9, Pranlucaste N=6 e Fingolimode N=6) 

foram eutanasiados com isoflurano e o encéfalo foi dissecado imediatamente e colocado em 

meio de cultura suplementado gelado (Soro fetal bovino + Penicilina/estreptomicina + Glicose 

+ Fungizon + DMEM – Dulbecco’s Modified Eagle Medium / F12). Em seguida, foram 

realizados cortes de 300 µm no Chopper, colocados em meio de cultura suplementado e 

armazenados na geladeira por 30 minutos para eliminação das proteases. Logo após, as fatias 

foram plaqueadas dentro do fluxo horizontal com a utilização de membranas para cultura 

(Millicell - Cell Culture Inserts, 0.4 um, 30 mm diameter), e foi adicionado 1 mL de meio de 

cultura suplementado e as placas foram mantidas na estufa (37°C) por 30 minutos. Foram 

utilizadas 4 fatias por membrana, sendo selecionadas sempre duas fatias mais anteriores e duas 

fatias mais posteriores. Após esse tempo, o meio de cultura das placas foi substituído por meio 

de cultura suplementado novo (nos poços controle) ou por meio de cultura com PTZ 30 mM. 

As placas foram mantidas por 10 minutos dentro da estufa (37°C). Em seguida, os meios de 

cultura foram guardados e posteriormente realizada análise bioquímica quanto à dosagem de 

potássio por meio potenciometria. 

 

3.13 Dosagem da concentração de íons K+ por potenciometria 

 

Foi utilizado o Slide K+ VITROS que é constituído por um elemento analítico de 

múltiplas camadas revestido por um suporte de poliéster que utiliza a potenciometria direta para 

a medição do potássio iônico. O slide é constituído por dois eletrodos seletivos de íon, cada um 

contendo valinomicina (um ionóforo de potássio), uma camada de referência e uma camada de 

prata e cloreto de prata revestidos por um suporte de poliéster. Foi aplicada uma gota da amostra 

do meio de cultura e uma gota do Líquido de Referência dos Eletrólitos VITROS em metades 

separadas da lâmina resultando numa migração dos dois líquidos para o centro da ponte de 

papel. Formou-se então uma junção estável do líquido, ligando o eletrodo de referência ao 

eletrodo indicador da amostra. Cada eletrodo produz um potencial elétrico em resposta à 

atividade do potássio aplicado ao mesmo. A diferença de potencial existente entre os dois 

eletrodos foi calculada e expressa em mEq/L. 

 

3.14 Análise estatística 

 

Todos os resultados foram comparados através do programa GraphPad Prism 8.0 e 
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foram apresentados em forma de média e erro padrão da média. A normalidade das amostras 

foi testada utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Os valores do grupo controle foram normalizados 

para 1 e as diferenças dos tratamentos em relação ao controle foram estudadas com o Teste t de 

uma amostra. Os grupos tratados foram comparados entre si por meio do teste One-Way Anova 

com pós-teste de Tukey. Na análise de variação ponderal e das convulsões pela Escala de 

Racine foi utilizado o Teste Two-Way Anova com pós-teste de Bonferroni. Na análise da 

quantidade de fibras em determinadas faixas de razão-g foi utilizado o Teste Two-Way Anova 

com pós-teste de Tukey. Na análise estatística da variação do potássio no meio de cultura após 

adição de PTZ no grupo controle e CPZ foi utilizado o teste t pareado. Na análise de área 

marcada para Nav1.6 foi utilizado o teste Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn. As diferenças 

foram consideradas significativas quando p ≤ 0,05. 

 

4. RESULTADOS 

 

4.1 Variação ponderal em relação ao início do tratamento dos animais 

 

Os camundongos adultos jovens receberam diariamente, em livre demanda, ração 

triturada com CPZ 0,2% e ração triturada controle ao longo de cinco semanas. Para realizar o 

cálculo das doses dos fármacos aplicados diariamente e para acompanhamento do ganho de 

peso ao longo do tratamento, os animais foram pesados diariamente e realizou-se uma análise 

da variação ponderal em relação ao início do tratamento.  

 

Sabe-se, pela literatura, que o tratamento com CPZ induz a um ganho de peso mais lento 

em relação ao grupo controle (SEN et al., 2020a), o que também foi visto nos animais deste 

atual trabalho, chegando a atingir pesos significativamente menores em relação ao controle no 

final do tratamento (35ª semana) (Figura 1). 

 

Foi avaliado também como o tratamento com pranlucaste e fingolimode interferiu no 

ganho de peso dos animais e concluiu-se que houve uma redução significativa do peso, em 

gramas, em relação ao grupo controle na 2ª semana de tratamento. Entretanto, ao final do 

tratamento esses dois grupos tiveram uma recuperação significativa do peso, ficando este 

semelhante ao do grupo controle (Figura 1). 
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Figura 10 – Análise da variação ponderal em relação ao início do tratamento dos animais. Observe que o ganho 

de peso foi mais lento no grupo CPZ em relação ao controle, ocorrendo uma redução significativa na 35ª semana. 

Houve também redução significativa do peso na 14ª semana de tratamento com fingolimode e pranlucaste em 

relação ao controle, porém há uma recuperação do peso desses animais ao final do tratamento. Controle com n = 

6; Cuprizona com n = 6; Pranlucaste com n = 6; Fingolimode com n = 6. *p < 0,05; **p < 0,01 em relação ao grupo 

controle. Teste two-way Anova com pós-teste de Bonferroni. 

 

4.2 Dieta com 0,2% de CPZ induziu a desmielinização no corpo caloso e o tratamento com 

pranlucaste ou fingolimode protegeram contra a desmielinização 

 

 A região mais intensamente estudada para desmielinização após intoxicação por CPZ é o 

corpo caloso. Quando camundongos adultos são alimentados com 0,2% de CPZ na dieta, a 

desmielinização do corpo caloso começa a ocorrer na terceira semana de tratamento, atingindo 

um pico de perda de mielina na quinta semana de tratamento (MATSUSHIMA; MORELL, 

2001). Dessa forma, o tempo de tratamento escolhido para os camundongos adultos jovens foi de 

cinco semanas e as análises no corpo caloso desses animais foram realizadas no final desse 

período, em que a desmielinização já estava bem consolidada. 

 

 Existem algumas técnicas de coloração e marcação de mielina baseadas em sua 

composição. Uma delas é a utilização de um corante fluorescente lipofílico, fluoromielina, que 

detecta seletivamente os componentes lipídicos da mielina (KILGORE J., 2006). Inicialmente 

realizamos essa técnica para análise da densidade dos lipídios de uma forma geral do corpo 

caloso, sabendo que a mielina possui uma preponderância na composição dessa estrutura 
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(POITELON et al., 2020). Vimos que ocorreu uma redução significativa na densidade de 

fluoromielina nos grupos CPZ e pranlucaste em relação ao controle e que há uma recuperação da 

densidade no grupo tratado com fingolimode (Figura 10, gráfico M). 

 

 Além disso, realizamos outra técnica para análise de densidade de lipídeos com coloração 

com Sudan Black, cuja utilização mostrou ser um método simples, de curta duração e não tóxico 

para avaliar o reparo da mielina em doenças desmielinizantes por meio da coloração de lipídeos 

(INEICHEN et al., 2017). Vimos que, no CC, no final da quinta semana de tratamento, a 

densidade de coloração diminuiu significativamente em todos os grupos em relação ao controle. 

O tratamento com fingolimode recuperou parcialmente o nível da densidade de coloração, já o 

tratamento com pranlucaste não levou à recuperação da densidade de coloração (Figura 10, 

gráfico N). 

 

 Ambas as análises realizadas anteriormente mostraram uma variação na quantidade de 

lipídios presentes no CC dos tecidos analisados. Entretanto, apesar da alta proporção de lipídios 

(70 – 85%), a bainha de mielina é formada também por proteínas, sendo que uma das mais 

abundantes é a MBP (POITELON, KOPEC e BELIN, 2020; JAHN et al., 2020). Dessa forma, 

para avaliação do outro componente constituinte da mielina, as proteínas, e para uma análise 

por meio de anticorpos específicos de mielina, realizamos imuno-histoquímica contra MBP no 

CC no final da quinta semana de tratamento, que mostrou uma diminuição significativa da 

densidade de MBP no grupo CPZ. Além disso, os tratamentos com Pranlucaste e Fingolimode 

recuperaram parcialmente o nível de mielinização (Figura 10, gráfico O). 

 

 Com esses resultados podemos concluir que reproduzimos um modelo animal de dieta 

com CPZ que apresentou desmielinização do CC no final da 5ª semana de tratamento. Além disso, 

observamos uma variação quanto à proteção contra a perda dos dois constituintes da mielina nos 

grupos tratados com os fármacos pranlucaste ou fingolimode. O pranlucaste não protegeu 

significativamente nesse período de tratamento contra a perda de lipídios, entretanto houve uma 

proteção quanto aos níveis de MBP no CC. Já o fingolimode foi capaz de proteger 

significativamente contra a perda de lipídeos e de MBP no CC.  
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Figura 11. Imagens comparativas de fatias coronais do corpo caloso quanto à densidade de fluoromielina (imagens 

A, B, C e D), quanto à densidade de coloração por Sudan Black (imagens E, F, G e H) e quanto à densidade de MBP 

(imagens I, J, K e L). Barra de escala = 10 µm. 

Gráfico M. Quantificação da densidade de fluoromielina no corpo caloso dos grupos cuprizona, pranlucaste e 

fingolimode em relação ao grupo controle (normalizado para 1). Observe que há redução significativa da densidade 

de fluoromielina dos grupos cuprizona e pranlucaste em relação ao controle e que há uma recuperação da densidade 

no grupo tratado com fingolimode. O gráfico representa a média dos experimentos e +/- o erro padrão da média 

(Controle com n = 7; Cuprizona com n = 8; Pranlucaste com n = 8; Fingolimode com n = 4). ####p < 0.0001, ##p < 

0.05 (Teste t de uma amostra em relação ao controle normalizado para 1) e ***p < 0,001, ****p < 0,0001 (Teste 

One-Way Anova com pós-teste de Tukey). 

Gráfico N. Quantificação da densidade de coloração de Sudan Black no corpo caloso dos grupos cuprizona, 

pranlucaste e fingolimode em relação ao grupo controle (normalizado para 1). Observe que há redução significativa 

da densidade de coloração dos grupos em relação ao controle e que há uma recuperação parcial da densidade de 

coloração no grupo tratado com fingolimode. O gráfico representa a média dos experimentos e +/- o erro padrão da 

média (Controle com n = 6; Cuprizona com n = 8; Pranlucaste com n = 8; Fingolimode com n = 4). ####p < 0.0001, 

###p < 0.0005, ##p < 0.05 (Teste t de uma amostra em relação ao controle normalizado para 1) e *p < 0,05 (Teste One-

Way Anova com pós-teste de Tukey). 

Gráfico O. Quantificação da densidade de proteína básica de mielina no corpo caloso dos grupos cuprizona, 

pranlucaste e fingolimode em relação ao grupo controle (normalizado para 1). Observe que há redução significativa 
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da densidade de proteína básica de mielina no corpo caloso dos grupos em relação ao controle e que há uma 

recuperação parcial da densidade de marcação nos grupos tratados com pranlucaste e fingolimode. O gráfico 

representa a média dos experimentos e +/- o erro padrão da média (Controle com n = 6; Cuprizona com n = 7; 

Pranlucaste com n = 5; Fingolimode com n = 4). ####p < 0.0001, ###p = 0.0005, ##p < 0.005 (Teste t de uma amostra 

em relação ao controle normalizado para 1) e **p < 0,05, ***p < 0,005 (Teste One-Way Anova com pós-teste de 

Tukey). 

 

4.3 Dieta com 0,2% de CPZ e o tratamento com fingolimode diminuiu e preservou 

respectivamente, o número de fibras mielínicas no corpo caloso 

 

 Cortes parassagitais semifinos do corpo caloso coletados em lâminas de vidro e corados 

com azul de toluidina evidenciaram uma redução qualitativa das fibras mielínicas no grupo CPZ, 

enquanto os tratamentos com pranlucaste ou fingolimode parecem ter protegido parcialmente 

contra a perda de fibras mielínicas (Figura 12).  

 

 

Figura 12. Cortes semifinos parassagitais do corpo caloso de cada grupo, mostrando as fibras mielínicas em cortes 

transversais em cada respectivo grupo. (N = 3 para cada grupo). Coloração: Azul de toluidina. Barra de escala = 5 

µm. 

 

 Com a MET é possível estudar com mais detalhes as fibras mielínicas e sem mielina 

(PÉRIER, O.; GRÉGOIRE, A., 1965), o que é importante para investigar como a desmielinização 

afeta a estrutura da mielina, causando as diferentes manifestações neurológicas em doenças 

desmielinizantes como a EM. Dessa forma, após a realização dos cortes semifinos seguimos com 
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os cortes ultrafinos no mesmo material e inicialmente optamos por contar o número de fibras 

mielínicas e sem mielina. Começamos analisando a distribuição das fibras nervosas, contando 

manualmente as fibras mielínicas e sem mielina nas áreas analisadas do corpo caloso e vimos que 

não houve diferença significativa no número total de fibras em relação à unidade de área analisada 

(Figura 13, gráfico E). Concluímos assim que a distribuição das fibras se mostrou de forma 

significativamente homogênea.  

 

 Logo após, quantificamos o número de fibras mielínicas em relação à unidade de área 

analisada e observamos uma redução significativa dessas fibras do grupo CPZ, pranlucaste e 

fingolimode em relação ao grupo controle. Entretanto, o tratamento com fingolimode permitiu, 

significativamente, a preservação parcial das fibras mielínicas, o que não foi observado em 

relação ao tratamento com pranlucaste (Figura 13, gráfico F).  

 

 Esses resultados por meio da ultraestrutura mostram que a intoxicação com CPZ gera a 

desmielinização por meio da redução no número de fibras mielínicas e que o tratamento com 

fingolimode foi capaz de proteger parcialmente contra a perda dessas fibras, diferente do que foi 

visto no tratamento com pranlucaste.  
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Figura 13. Cortes ultrafinos parassagitais do corpo caloso de cada grupo, mostrando as fibras mielínicas e sem mielina 

(amielínicas e desmielinizadas) em cortes transversais. Barra de escala = 1 µm. 

Gráfico E. Quantificação da distribuição do número de fibras totais (mielínicas e sem mielina) na área analisada dos 

grupos em relação ao controle (normalizado para 1). Observe que não há diferença significativa na distribuição do 

número de fibras totais em relação à unidade de área analisada entre os grupos. O gráfico representa a média dos 

experimentos e +/- o erro padrão da média (N = 3 para cada grupo). Teste t de uma amostra (em relação ao controle 

normalizado para 1). Teste One-Way Anova com pós-teste de Tukey. 

Gráfico F. Quantificação do número de fibras mielínicas em relação à unidade de área analisada dos grupos em 

relação ao controle (normalizado para 1). Observe que o número de fibras mielínicas é significativamente menor nos 
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três grupos experimentais em relação ao controle e que há uma recuperação parcial do número de fibras mielínicas 

no grupo tratado com fingolimode. O gráfico representa a média dos experimentos e +/- o erro padrão da média (N 

= 3 para cada grupo). #p < 0,05 (Teste t de uma amostra em relação ao controle normalizado para 1) e *p < 0,05 (Teste 

One-Way Anova com pós-teste de Tukey). 

 

4.4 Dieta com 0,2% de CPZ levou a um aumento no número de anormalidades de mielina 

no corpo caloso 

 

  A bainha de mielina é caracterizada por uma estrutura multilamelar ao redor dos axônios, 

formada por OLs que envolvem e compactam múltiplas camadas de membranas ao redor do 

axônio. Entre o axônio e a camada mais interna de mielina encontra-se a língua interna, onde 

ocorre a incorporação da membrana de mielina e o espaço periaxonal extracelular, que juntamente 

com os canais mielínicos é importante para o suporte metabólico axonal. Essas áreas, 

possivelmente críticas para a patologia da EM, só são visíveis no nível ultraestrutural (VAN DEN 

BOSCH et al., 2023). Dessa forma, utilizamos os cortes ultrafinos para observar achados 

morfológicos caracterizados como anormalidades de mielina, presentes durante a 

desmielinização. Dentre elas destacaram-se a desorganização da mielina (Figura 14, B e C), a 

presença de vesículas na língua interna da mielina (Figura 14, B) e degeneração da língua interna 

(porção distal do prolongamento do OL) (Figura 14, D), conforme já descrito na literatura em 

modelos de desmielinização (BLAKEMORE, 1973; JOHNSON; LUDWIN, 1981; 

RODRIGUEZ et al., 1993) Essas anormalidades de mielina mostraram-se significativamente 

aumentadas no grupo CPZ e não houve diferença estatisticamente significativa no número de 

fibras com anormalidade de mielina nos grupos tratados com pranlucaste ou fingolimode em 

relação ao controle (Figura 14, gráfico E). 
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Figura 14. Análise de anormalidades de mielina. Cortes ultrafinos parassagitais do corpo caloso, mostrando as fibras 

mielínicas normais no grupo controle (A), presença de vacúolos na mielina indicados pelo asterísco (B), 

desorganização da mielina indicadas pelas cabeças de seta (B e C) e degeneração da língua interna indicada pela seta 

(D). Barra de escala = 1 µm. 

Gráfico E. Quantificação do número de anormalidades de mielina em relação ao total de fibras mielínicas dos grupos 

CPZ, pranlucaste e fingolimode em relação ao controle (normalizado para 1). Observe que o número de 

anormalidades de mielina é significativamente maior no grupo CPZ em relação ao grupo controle. Não houve 

diferença estatística significativa em relação ao controle quanto ao número de fibras com anormalidade de mielina 

nos grupos tratados com pranlucaste e fingolimode. O gráfico representa a média dos experimentos e +/- o erro padrão 

da média (N = 3 para cada grupo). #p < 0,05 (Teste t de uma amostra em relação ao controle normalizado para 1). 

Teste One-Way Anova com pós-teste de Tukey. 

 

4.5 Dieta com 0,2% de CPZ diminuiu e o tratamento com fingolimode preservou o número 

de fibras com a razão-g na faixa ideal  
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 A razão entre o diâmetro do axônio e o diâmetro da fibra, conhecida como razão-g, é 

amplamente empregada como um indicador funcional e estrutural para avaliar a mielinização 

axonal ideal. De acordo com dados da literatura, sabe-se que a razão-g ideal para um axônio 

normalmente mielinizado se encontra na faixa 0.75 – 0.81 na região do corpo caloso de ratos. 

(CHOMIAK; HU, 2009). Em camundongos saudáveis, observou-se que a média da razão-g das 

fibras mielínicas no CC foi de 0,76 (XIU et al., 2017). 

 

 Após a contagem do número de fibras e das anormalidades de mielina, analisamos a 

funcionalidade das fibras mielínicas por meio da razão-g. Esta foi determinada por meio do 

programa MyelTracer que possibilitou a exclusão da área da língua interna, permitindo uma 

melhor precisão do cálculo. 

 

 A análise da razão-g mostrou que houve uma redução significativa na porcentagem de 

fibras mielínicas na faixa ideal, de 0.75 – 0.81, no grupo CPZ e no grupo pranlucaste em relação 

ao grupo controle. Já o tratamento com fingolimode induziu à recuperação da porcentagem de 

fibras mielínicas com razão na faixa ideal (0.75 – 0.81). 

 

 Não houve diferença significativa entre os grupos na faixa 0.68 – 0.74 em que prevaleceu 

a maior quantidade das fibras em relação ao total de fibras mielínicas analisadas. Nas outras faixas 

analisadas também não houve diferença significativa entre os grupos (Figura 15, gráfico A). 

 

 Não houve diferença significativa em relação à área do axônio e a área da fibra entre os 

grupos (Figura 15, gráfico B e D). Entretanto, o grupo pranlucaste apresentou uma redução 

significativa da área de mielina em relação ao grupo controle (Figura 15, gráfico C). A média da 

razão-g também não mostrou diferença significativa entre os grupos, variando de 0,68 a 0,72 

(Figura 15, gráfico D). 

  

 

 



77 

 

 

 

Figura 15. Análise estatística da razão-g, área do axônio, área da mielina e área das fibras.  

Gráfico A. Quantificação da razão-g. O grupo tratado com fingolimode apresentou uma maior porcentagem de fibras 

mielínicas dentro da faixa 0.75 – 0.81, enquanto o contrário foi visto nos grupos CPZ e pranlucaste. O gráfico 

representa a média dos experimentos e +/- o erro padrão da média (N = 3 para cada grupo). *p < 0.05; **p < 0.005 

(Teste Two-Way Anova com pós-teste de Tukey). 

Gráficos B, C e D. Quantificação da área do axônio (B), da mielina (C) e da fibra mielínica (D). Não houve diferença 

significativa entre os grupos, exceto na análise da área de mielina que demonstrou uma redução significativa no grupo 

pranlucaste em relação ao controle. Os gráficos representam a média dos experimentos e +/- o erro padrão da média 

(N = 3 para cada grupo). #p < 0.05 (Teste t de uma amostra em relação ao controle normalizado para 1). Teste One-
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Way Anova com pós-teste de Tukey. 

Gráfico E. Quantificação da média da razão-g em cada grupo experimental. Não houve diferença significativa 

entre os grupos. O gráfico representa a média dos experimentos e +/- o erro padrão da média (N = 3 para cada grupo). 

Teste One-Way Anova com pós-teste de Tukey. 

 

4.6 Dieta com 0,2% de CPZ gerou déficits de sensibilidade tátil nos camundongos, enquanto 

os tratamentos com pranlucaste ou fingolimode protegeram parcialmente contra distúrbios 

sensoriais 

 

 Como o pico da desmielinização do corpo caloso ocorre na quinta semana de intoxicação 

por CPZ (MATSUSHIMA; MORELL, 2001), foi realizada a avaliação da presença de déficit de 

sensibilidade tátil nos camundongos nesse mesmo período por meio do analgesímetro digital.  

 

 Todos os grupos experimentais apresentaram aumento no limiar de retirada em 

comparação ao grupo controle. Entretanto, o houve um aumento significativamente maior no 

grupo CPZ em relação aos grupos tratados com pranlucaste ou fingolimode (Figura 16). Assim, 

conclui-se que os animais significativamente desmielinizados apresentam déficit sensitivo, 

enquanto o tratamento com pranlucaste ou fingolimode simultaneamente à dieta com CPZ 

recupera parcialmente a sensibilidade tátil dos animais. 

 

 

Figura 16. Teste de Pressão Crescente na Pata (Analgesímetro Digital). Gráfico A mostrando a quantificação do Teste 

de Pressão Crescente na Pata em que há uma perda significativa da sensibilidade no grupo CPZ e uma recuperação 

parcial nos grupos tratados com pranlucaste ou fingolimode. O gráfico representa a média dos experimentos e +/- o 
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erro padrão da média (Controle com n = 8; CPZ com n = 8; Pranlucaste com n = 7; Fingolimode com n = 8). ##p < 

0.005; ####p < 0.0001 (Teste t de uma amostra em relação ao controle normalizado para 1). *p < 0.05; ****p < 0.0001 

(Teste One-Way Anova com pós-teste de Tukey). 

 

4.7 A desmielinização do corpo caloso prolongou a duração da convulsão em camundongos, 

enquanto os tratamentos com pranlucaste ou fingolimode protegeram contra a 

hiperexcitabilidade cerebral 

 

 A quantificação das crises convulsivas foi realizada a partir de vídeos (gravados por 10 

minutos) dos animais dos 4 grupos colocados em arenas de campo aberto após a aplicação de 

PTZ (50 mg/Kg). As convulsões possuem fases estereotipadas que variaram de mais graves para 

menos graves de acordo com a Escala de Racine modificada que consiste em comportamentos 

específicos para cada fase: 1 - Aprisionamento de olhar; 2 - Espasmos orofaciais; 3 - Arranco de 

pescoço; 4 - Convulsão clônica bilateral; 5 - Convulsão clônica unilateral; 6 - Convulsão tônica 

com manutenção postural; 7 - Convulsão tônica com perda postural; 8 - Convulsão tônica-clônica 

generalizada (LÜTTJOHANN, A. et al., 2009; ERUM J. V. et al., 2019). A partir disso foi 

possível observar que os animais do grupo CPZ permaneceram mais tempo em uma fase mais 

severa (fase 6 – crise tônica pura), enquanto os animais tratados com pranlucaste e fingolimode 

obtiveram uma reversão da duração de convulsão a níveis semelhantes ao do grupo controle. Não 

houve diferença significativa entre os grupos nas outras fases analisadas (Figura 17). 

 

 Devido à dificuldade de diferenciar a fase 1 do comportamento natural do animal, optamos 

por não a quantificar. A fase 2 (movimento de focinho) não foi observada nos vídeos gravados e, 

por isso, também não foi quantificada. 
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Figura 17. Quantificação das crises convulsivas analisadas pela Escala de Racine modificada. Imagens 

representativas das fases da Escala de Racine modificada. O gráfico representa a quantificação das crises convulsivas 

analisadas pela Escala de Racine modificada quanto ao tempo de duração em cada fase. Observa-se que os animais 

do grupo CPZ permanecem mais tempo na fase 6, enquanto os animais tratados com pranlucaste e fingolimode 

permaneceram por tempo semelhante ao do grupo controle. O gráfico representa a média dos experimentos e +/- o 

erro padrão da média (N = 8 para cada grupo). *p < 0.05; ****p < 0.0001 (Teste Two-Way Anova com pós-teste de 

Bonferroni). 

 

4.8 Dieta com 0,2% de CPZ levou a uma desorganização da citoarquitetura do corpo caloso 

 

 Para análise comparativa da morfologia tecidual entre os grupos, com foco nas alterações 

oligodendrogliais, foi utilizada coloração de HE nos encéfalos. Observamos, no CC, a presença 

de abundantes e organizados cordões celulares característicos de glia interfascicular no grupo 

controle (Figura 18, A) e uma desorganização desses no grupo CPZ (Figura 18, B). Entretanto, a 

análise qualitativa sugere que esses cordões celulares se tornam ligeiramente organizados nos 

grupos tratados com fingolimode (Figura 18, D) e com pranlucaste (Figura 18, C). Além disso, é 

possível visualizar, no CC, células com redução acentuada do volume celular e picnose nuclear, 

sugerindo apoptose, nos animais submetidos à dieta com CPZ (grupos CPZ, pranlucaste e 

fingolimode) que também foram observadas em outros trabalhos já publicados (KIPP et al., 2011; 

CHRZANOWSKI et al., 2019; ZHAN et al., 2020).  

 

 Visto que os OLs interfasciculares são células abundantes no CC e que eles se organizam 
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em cadeias celulares características (LEVY‐MOZZICONACCI et al., 1998), após a análise 

qualitativa, foi avaliado o número de cordões celulares e o número de células organizadas em 

cordões no CC dos animais. Foi visto que o número de cordões celulares foi significativamente 

inferior nos grupos CPZ, pranlucaste e fingolimode em relação ao grupo controle (Figura 18, 

gráfico E). Além disso, o número de células organizadas em cordões celulares também foi 

significativamente inferior nos grupos CPZ, pranlucaste e fingolimode em relação ao grupo 

controle (Figura 18, gráfico F). 

 

 

Figura 18. Imagens comparativas de fatias coronais do corpo caloso coradas com HE (A, B, C e D) mostrando a 

presença de cordões celulares (setas), claramente mais abundantes e organizados no grupo controle, além de uma 

robusta desorganização no grupo cuprizona. Barra de escala = 20 µm.  

Gráfico E. Quantificação do número de cordões celulares. Observa-se redução significativa do número de cordões 

celulares em todos os grupos experimentais em comparação ao grupo controle (normalizado para 1). O gráfico 

representa a média dos experimentos e +/- o erro padrão da média (Controle com n = 8; CPZ com n = 8; Pranlucaste 

com n = 8; Fingolimode com n = 4). ##p < 0.005; ####p < 0.0001 (Teste t de uma amostra em relação ao controle 

normalizado para 1). Teste One-Way Anova com pós-teste de Tukey. 

Gráfico F. Quantificação do número de células organizadas em cordões celulares. Observa-se redução significativa 
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do número de células organizadas em cordões celulares em todos os grupos experimentais em comparação ao grupo 

controle (normalizado para 1). O gráfico representa a média dos experimentos e +/- o erro padrão da média (Controle 

com n = 8; CPZ com n = 8; Pranlucaste com n = 8; Fingolimode com n = 4). ##p < 0.005;  ###p < 0.0005; ####p < 0.0001 

(Teste t de uma amostra em relação ao controle normalizado para 1). Teste One-Way Anova com pós-teste de Tukey. 

 

4.9 Dieta com 0,2% de CPZ diminuiu o número de oligodendrócitos, enquanto o tratamento 

com pranlucaste ou fingolimode não protegeram contra a perda dessas células no corpo 

caloso 

 

 Após a análise da organização da citoarquitetura nos grupos experimentais por meio da 

coloração de HE, realizamos uma análise celular mais específica por meio de 

imunofluorescência contra OLs maduros.  

 

 Os resultados da imunofluorescência anti-CC1 no CC mostraram que a intoxicação com 

CPZ levou à morte de OLs maduros, culminando com menor porcentagem de células CC1 

positivas em relação ao grupo controle. Porém, o tratamento com pranlucaste ou fingolimode 

não aumentou o número células CC1 positivas em relação ao grupo CPZ (Figura 19, gráfico Q). 

Isso indica que os dois fármacos utilizados não protegeram contra a perda de OLs no CC durante 

as cinco semanas de tratamento. 
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Figura 19. Imunofluorescência anti-CC1. Imagens comparativas de fatias coronais do corpo caloso (A – O) quanto à 

porcentagem de corpos celulares de OLs (vermelho). Imagens ampliadas das células CC1 positivas marcadas em 

vermelho (D, H, L e P). Barra de escala = 10 µm.  

Gráfico Q. Análise estatística da porcentagem de corpos celulares de OLs no corpo caloso dos grupos CPZ, 

pranlucaste e fingolimode em relação ao grupo controle. Observa-se redução significativa do número de células CC1 

positivas em todos os grupos experimentais em comparação ao grupo controle (normalizado para 1). O gráfico 

representa a média dos experimentos e +/- o erro padrão da média (Controle com n = 6; CPZ com n = 8; Pranlucaste 

com n = 8; Fingolimode com n = 4). ##p < 0.005;  ####p < 0.0001 (Teste t de uma amostra em relação ao controle 

normalizado para 1). Teste One-Way Anova com pós-teste de Tukey. 

 

4.10 Dieta com 0,2% de CPZ aumentou o número de progenitores de oligodendrócitos no 

corpo caloso, o que não ocorreu após tratamento com pranlucaste ou fingolimode 

 

Sabe-se que as OPCs são importantes para o processo de remienilização já que se 

diferenciam em OLs maduros após migrarem em direção ao local da lesão (MOYON et al., 2015; 

FRANKLIN e FFRENCH-CONSTANT, 2017). Elas são caracterizadas por altos níveis de 

expressão de marcadores específicos, como o marcador NG2, que é o motivo pelo qual também 

são chamadas de células NG2 positivas (PÉREZ-CERDÁ, F.; SÁNCHEZ-GÓMEZ, M. V.; 

MATUTE, C., 2015). 
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Dessa forma, foi realizada imunofluorescência anti-NG2 com intuito de analisar a 

densidade dessa população celular nos grupos experimentais. O grupo CPZ apresentou um 

aumento significativo na intensidade de marcação para NG2 em relação ao grupo controle, 

enquanto os grupos pranlucaste e fingolimode apresentaram redução significativa na intensidade 

de marcação para NG2 em relação ao grupo CPZ (Figura 20, gráfico Q). 

 

 

Figura 20. Imunofluorescência anti-NG2. Imagens comparativas de fatias coronais do corpo caloso (A – O) quanto 

à intensidade de marcação para NG2 (vermelho). Imagens ampliadas da marcação para NG2 em vermelho (D, H, L 

e P). Barra de escala = 10 µm.  

Gráfico Q. Análise estatística da porcentagem de intensidade de marcação para OPC’s no corpo caloso dos grupos 

CPZ, pranlucaste e fingolimode em relação ao grupo controle. Observa-se aumento significativo da intensidade de 

marcação no grupo CPZ em comparação ao grupo controle (normalizado para 1) e uma redução significativa nos 

grupos pranlucaste e fingolimode em relação ao grupo CPZ. O gráfico representa a média dos experimentos e +/- o 

erro padrão da média (Controle com n = 6; CPZ com n = 8; Pranlucaste com n = 8; Fingolimode com n = 4).  ###p < 

0.005 (Teste t de uma amostra em relação ao controle normalizado para 1). *p < 0.05; **p < 0.01 (Teste One-Way 

Anova com pós-teste de Tukey). 

 

4.11 O tratamento com pranlucaste ou fingolimode diminuiu a concentração de íons de 

potássio extracelular em ensaio de cultura organotípica 

 

 Com intuito de melhor elucidar a relação da hiperexcitabilidade cerebral com aumentos 

patológicos de potássio no meio extracelular, realizamos a análise desse íon por meio de cultura 

organotípica. Primeiramente mostramos que a adição de PTZ (30 mM) no meio de cultura levou 
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a um aumento significativo na concentração (mEq/L) de íons potássio no meio extracelular dos 

grupos controle e CPZ (Figura 21, A, B e C). 

 

 Após verificar que a adição de PTZ no meio de cultura em contato com o tecido cerebral 

é capaz de alterar significativamente a concentração de potássio, analisamos a concentração de 

potássio para os diferentes grupos experimentais. Os grupos tratados com pranlucaste e 

fingolimode foram capazes de reduzirem significativamente a concentração de íons potássio em 

relação ao grupo controle. Não houve diferença significativa entre os grupos CPZ e controle 

(Figura 21, D).  

 

 

Figura 21. Dosagem de íons potássio por meio de cultura organotípica. Inicialmente verificou-se que a adição de 

PTZ (30 mM) no meio de cultura foi capaz de levar a um aumento significativo na concentração (mEq/L) de íons 



86 

 

 

potássio no meio extracelular dos grupos controle e CPZ (Imagem A) 

Gráficos B e C. Análise estatística da variação do potássio no meio de cultura após adição de PTZ no grupo controle 

e CPZ. Observa-se aumento significativo da concentração de potássio após a adição de PTZ em relação ao meio de 

cultura normal (sem PTZ) nos grupos controle e CPZ. O gráfico representa a média dos experimentos e +/- o erro 

padrão da média. (Controle com n = 6; CPZ com n = 6). ***p < 0.0005 (Paired t test). 

Gráfico D. Análise estatística da variação do potássio, após adição de PTZ (30 mM), no meio de cultura de todos os 

grupos experimentais. Observa-se redução significativa da concentração de íons potássio nos grupos pranlucaste e 

fingolimode em comparação ao grupo controle (normalizado para 1). O gráfico representa a média dos experimentos 

e +/- o erro padrão da média (Controle com n = 10; CPZ com n = 9; Pranlucaste com n = 6; Fingolimode com n = 6). 

####p < 0.0001; ns = diferença não significativa (Teste t de uma amostra em relação ao controle normalizado para 

1). Teste One-Way Anova com pós-teste de Tukey. 

 

4.12 Dieta com 0,2% de CPZ levou à redução de canais Nav1.6 e o tratamento com 

fingolimode protegeu contra essa redução ao contrário do tratamento com pranlucaste 

 

 Sabe-se que os nodos de Ranvier possuem abundância de canais de sódio dependentes de 

voltagem Nav1.6 que são cruciais para a propagação do PA, já que sua abertura gera uma corrente 

iônica de Na+ que leva à despolarização celular (KANDEL, 2013). Como a diminuição do número 

de canais de sódio pode causar falhas na propagação do impulso nervoso (ARANCIBIA-

CARCAMO; ATTWELL, 2014), esse trabalho investigou a quantidade de Nav1.6 no corpo 

caloso dos grupos experimentais com intuito de correlacionar esse dado quantitativo com a 

probabilidade de hiperexcitabilidade cerebral. 

 

 Dessa forma, foi realizada imunofluorescência anti-Nav1.6 com intuito de analisar a 

quantidade de punctas e a área marcada de canais de sódio dependentes de voltagem do tipo 1.6 

nos grupos experimentais. Os grupos CPZ e pranlucaste apresentaram uma diminuição 

significativa na quantidade de puncta em comparação ao grupo controle (normalizado para 1). O 

grupo fingolimode apresentou uma preservação de punctas Nav1.6 em comparação ao grupo 

controle (normalizado para 1). Com relação à área marcada, não houve diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos (Figura 22).  
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Figura 22. Imunofluorescência anti-Nav1.6. Imagens comparativas de fatias coronais do corpo caloso (A – D) quanto 

à quantidade de puncta marcado para Nav1.6 (vermelho). Barra de escala = 10 µm.  

Gráfico E. Análise estatística da porcentagem de puncta para Nav1.6 no corpo caloso dos grupos cuprizona, 

pranlucaste e fingolimode em relação ao grupo controle. Observa-se diminuição significativa na quantidade de puncta 

nos grupos cuprizona e pranlucaste, além de preservação da marcação no grupo fingolimode em comparação ao grupo 

controle (normalizado para 1). O gráfico representa a média dos experimentos e +/- o erro padrão da média (Controle 

com n = 6; Cuprizona com n = 6; Pranlucaste com n = 6; Fingolimode com n = 6).  #p < 0.01; ##p < 0.05 (Teste t de 

uma amostra em relação ao controle normalizado para 1). Teste One-Way ANOVA com pós-teste de Tukey. 

Gráfico F. Análise estatística da porcentagem da área marcada para Nav1.6 no corpo caloso dos grupos cuprizona, 

pranlucaste e fingolimode em relação ao grupo controle (normalizado para 1). Observa-se ausência de diferença 

significativa entre os grupos. O gráfico representa a média dos experimentos e +/- o erro padrão da média (Controle 

com n = 6; Cuprizona com n = 6; Pranlucaste com n = 6; Fingolimode com n = 6). Teste Kruskal-Wallis com pós-

teste de Dunn. 
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4.13 Dieta com 0,2% de CPZ e o tratamento com pranlucaste diminuiu o peso dos baços 

 

Sabe-se que a intoxicação com CPZ pode levar a uma atrofia de órgãos imunes 

periféricos, como o baço, podendo influenciar na atividade das células T (COORSSEN et al., 

2020). Além disso, sabe-se que o fingolimode previne que células T saiam de órgãos linfoides 

e migrem ao SNC (KIPP et al., 2012; ALME et al., 2015). Diante desses dados, analisamos o 

baço do grupo controle, CPZ, pranlucaste e fingolimode para melhor entender e comparar os 

mecanismos de ação dos tratamentos utilizados.  

 

Vimos que os animais intoxicados com CPZ e tratados com pranlucaste apresentaram 

baços com um menor peso em gramas quando comparado com o grupo controle. O tratamento 

com fingolimode não resultou em diferenças estatísticas no peso em relação ao grupo controle 

(Figura 23, E). Além disso, quanto ao número de nódulos linfáticos e à razão polpa branca / 

área total não vimos diferença significativa entre os grupos (Figura 23, F e G). 
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Figura 23. Análise dos baços. Cortes coronais de baços emblocados em parafina dos grupos experimentais (A, B, 

C e D), com nódulos linfáticos indicados pelas setas. Coloração HE. Barra de escala = 100 µm.  

Gráfico E. Análise estatística dos pesos dos baços dos grupos experimentais. Os grupos CPZ e pranlucaste 

apresentaram redução significativa do peso em relação ao grupo controle (normalizado para 1). O gráfico 

representa a média dos experimentos e +/- o erro padrão da média (Controle com n = 11; CPZ com n = 11; 

Pranlucaste com n = 4; Fingolimode com n = 6).  ####p < 0.0001 (Teste t de uma amostra em relação ao controle 
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normalizado para 1). Teste One-Way Anova com pós-teste de Tukey. 

Gráfico F. Análise estatística do número de nódulos linfáticos nos baços dos grupos experimentais. Não houve 

diferença significativa entre os grupos. O gráfico representa a média dos experimentos e +/- o erro padrão da média 

(Controle com n = 4; CPZ com n = 4; Pranlucaste com n = 4; Fingolimode com n = 6).  Teste t de uma amostra 

em relação ao controle normalizado para 1. Teste One-Way Anova com pós-teste de Tukey. 

Gráfico G. Análise estatística da relação polpa branca/área total nos baços dos grupos experimentais. 

Não houve diferença significativa entre os grupos. O gráfico representa a média dos experimentos e +/- o erro 

padrão da média (Controle com n = 4; CPZ com n = 4; Pranlucaste com n = 4; Fingolimode com n = 6).  Teste t 

de uma amostra em relação ao controle normalizado para 1. Teste One-Way Anova com pós-teste de Tukey.  
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1 Os tratamentos com pranlucaste e fingolimode mostraram efeitos protetores contra a 

desmielinização induzida por cuprizona, permitindo a recuperação do peso dos animais 

 

O modelo experimental de desmielinização com a CPZ é útil para estudar a 

patofisiologia da desmielinização e os mecanismos de remielinização no SNC. Ele permite a 

avaliação de manipulações farmacológicas que podem acelerar ou inibir esses processos, com 

relevância potencial para tratamentos clínicos futuros (MATSUSHIMA; MORELL, 2001).  

 

No presente trabalho foi investigado os efeitos da desmielinização em um modelo 

animal de EM em que os animais foram submetidos à dieta com 0,2% de CPZ. Durante as cinco 

semanas de intoxicação com CPZ, foi realizada uma análise da variação ponderal com intuito 

de acompanhar o ganho de peso dos animais ao longo do tratamento, além de permitir o cálculo 

das doses dos fármacos pranlucaste e fingolimode aplicados diariamente. Sabe-se pela literatura 

que o tratamento com CPZ induz a um ganho de peso mais lento em relação ao grupo controle 

(SEN et al., 2020), o que também foi visto em nossos animais, chegando a atingir pesos 

significativamente menores em relação ao controle no final do tratamento (35ª semana). Isso 

pode ser justificado pela desmielinização que pode ocorrer em diversas partes do sistema 

nervoso central (SEN et al., 2020a), incluindo o núcleo cerebelar medial que tem conexões 

diretas com os centros de saciedade hipotalâmicos (LI et al., 2017). Foi visto que tanto o núcleo 

cerebelar medial quanto os centros de saciedade hipotalâmicos mostraram desmielinização com 

a intoxicação por CPZ (SEN et al., 2020). 

 

O presente estudo avaliou também como o tratamento com pranlucaste ou fingolimode 

interferiu no ganho de peso dos animais e concluiu-se que houve uma redução significativa do 

peso, em gramas, em relação ao grupo controle na segunda semana de tratamento. Entretanto, 

ao final do tratamento esses dois grupos tiveram uma recuperação significativa do peso, ficando 

este semelhante ao do grupo controle. 

 

Os antagonistas do GPR17, como os antileucotrienos (pranlucaste e montelucaste) e o 

cangrelor - agente antiagregante plaquetário de curta ação, estão atualmente em uso clínico e 

este último foi testado quanto ao seu efeito anorexígeno. Viu-se que o antagonismo do GPR17 

pela injeção intracerebroventricular de cangrelor levou à redução da ingestão de alimentos 
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(VAN DEN BOSCH et al., 2023b). O tratamento dos nossos animais com um antagonista do 

GPR17, pranlucaste, gerou uma redução de peso significativa na 2ª semana de tratamento, 

podendo indicar uma diminuição de apetite no início do tratamento. Entretanto há recuperação 

significativa do peso ao final do tratamento, diferente do que ocorreu com o grupo 

desmielinizado, sugerindo que o pranlucaste possui um efeito protetor contra a intoxicação com 

CPZ.  

 

Uma das reações adversas possíveis com o uso do fingolimode é a redução do peso 

(BLUMENFELD KAN et al., 2019; GILENYA, 2024), o que foi visto nos nossos animais na 

2ª semana de tratamento com fingolimode. Nos pacientes tratados com fingolimode, as 

concentrações sanguíneas desse fármaco atingem seu estado de equilíbrio de 1 a 2 meses da 

administração de uma vez ao dia (GILENYA, 2024). No final da quinta semana de tratamento 

com fingolimode, nossos animais mostraram recuperação significativa do peso, sugerindo que 

o fingolimode também possui um efeito protetor contra a intoxicação com CPZ.  

 

5.2 O tratamento com fingolimode demonstrou ser mais eficiente na preservação da 

estrutura da mielina em comparação com o pranlucaste 

 

O CC é uma estrutura importante na transferência e integração de informações entre os 

dois hemisférios cerebrais, sendo relacionado também à generalização de crises convulsivas 

inicialmente focais (UNTERBERGER et al., 2016). Ele é uma estrutura amplamente estudada 

nos modelos de EM, já que o CC é uma região altamente mielinizada no SNC e por sua 

desmielinização ser rapidamente induzida com a dieta com CPZ (HIBBITS et al. 2009). 

Acredita-se que o CC tende a sofrer desmielinização na EM por causa de sua proximidade com 

os tetos dos ventrículos laterais e com pequenos vasos penetrantes (KAZI et al., 2013). Assim, 

a região encefálica escolhida para estudo neste trabalho foi o CC. 

 

Estudos da nossa equipe mostraram que após cinco semanas de intoxicação por CPZ, o 

CC é quase completamente desmielinizado (ARAÚJO et al., 2017). Nós reproduzimos esse 

modelo de desmielinização observando, na quinta semana de dieta com CPZ, uma redução da 

densidade de lipídios presentes no CC por meio da coloração com Sudan Black e Fluoromielina.  

 

Para análise do outro componente constituinte da mielina, foi realizada imuno-

histoquímica contra MBP e confirmada uma redução significativa na densidade de mielina na 
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região do CC. Apesar da resposta de intoxicação ter sido igual na redução de ambos os 

componentes constituintes da mielina, os tratamentos com pranlucaste ou fingolimode não 

responderam igualmente. O pranlucaste foi capaz de proteger contra a perda de MBP, 

diferentemente do que foi observado na perda de lipídios, em que não houve melhora na 

densidade desse componente. Já o tratamento com fingolimode permitiu uma preservação tanto 

dos lipídios, quanto da densidade de MBP presentes no CC.  

 

Como a MBP interage com os componentes lipídicos para que ocorra a compactação 

fisiológica da mielina (TRÄGER et al., 2020) e a desintegração da mielina pode ser explicada 

pelo comprometimento da ligação da MBP com a membrana com o surgimento de alterações 

no ambiente lipídico  (MARIE-THERES WEIL, 2016), a conservação dos lipídios constituintes 

da mielina pelo fingolimode indica que este tratamento pode ter um efeito mais eficiente quanto 

à preservação da estrutura da mielina em comparação com o pranlucaste. 

 

5.3 A intoxicação com CPZ 0,2% gerou uma diminuição no número de OLs e de fibras 

mielínicas, além de um aumento no número de anormalidades de mielina e na 

hiperexcitabilidade  

 

A intoxicação com CPZ leva à inibição de enzimas da cadeia respiratória mitocondrial 

de OLs, culminando em um estresse oxidativo que gera a apoptose dessas células (WANG et 

al., 2013; KIPP et al., 2016). A presente tese mostrou que a intoxicação com CPZ 0,2% levou 

a uma redução do número de OLs maduros em camundongos suíços, o que é consistente com 

o mecanismo de ação desse tóxico. 

 

Com a redução de OLs espera-se uma redução da mielina que é essencial para a 

condução eficiente dos impulsos nervosos, de forma que sua perda pode resultar em distúrbios 

de condução, podendo levar a uma maior excitabilidade neuronal e aumento da propensão a 

crises convulsivas (YAMAZAKI, 2019). Como a desmielinização no modelo de EM por 

intoxicação com CPZ é caracterizada pela crítica perda de mielina na quinta semana 

(MATSUSHIMA; MORELL, 2001), este trabalho realizou a contagem do número de fibras 

mielínicas no CC dos animais para confirmação desse dado por meio de análise da ultraestrutura 

que permite a visualização clara das fibras mielínicas.  

 

Inicialmente foi analisada a distribuição das fibras no CC e não foi encontrada nenhuma 
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diferença significativa no número total de fibra por unidade de área, indicando uma distribuição 

estatisticamente homogênea das fibras em todos os grupos experimentais. Isso permite a 

diminuição de viés de distribuição desigual nas áreas avaliadas do corpo caloso neste estudo.  

 

Viu-se que a intoxicação com CPZ levou a uma redução significativa no número de 

fibras mielínicas por unidade de área analisada, além de um aumento de anormalidades de 

mielina. Isso pode gerar distúrbios na excitabilidade cerebral já que pode impactar no equilíbrio 

de funcionamento das fibras excitatórias e inibitórias. Zoupi e colaboradores (2021) mostraram 

que componentes inibitórios são mais suscetíveis à neurodegeneração. Pacientes com EM 

progressiva secundária, apresentaram uma significativa perda axonal, redução das sinapses 

inibitórias e a redução seletiva de interneurônios que expressam parvalbumina e somatostatina, 

cujos axônios são tipicamente mielinizados (MICHEVA et al., 2016; STEDEHOUDER et al., 

2017). Além disso, em modelo experimental de desmielinização focal com LPC (do inglês 

Lysophosphatidylcholine) houve redução de sinapses inibitórias sem alterações de sinapses 

excitatórias, indicando que lesões desmielinizantes podem causar uma neurodegeneração 

anatômica seletiva de componentes inibitórios (ZOUPI et al., 2021). Isso é condizente com as 

diferenças morfológicas entre as fibras mielínicas inibitórias e excitatórias. Sabe-se que a 

mielina dos neurônios inibitórios é mais espessa do que a dos neurônios excitatórios, devido às 

suas lamelas mais espessas. Entretanto, os neurônios inibitórios possuem um menor número de 

lamelas (BASU et al., 2023), de forma que quando ocorre a desmielinização, a cada lamela 

perdida do neurônio inibitório há uma redução mais acentuada da espessura de mielina em 

relação aos neurônios excitatórios. 

 

Em experimentos com macacos adultos, viu-se que a grande maioria dos axônios no 

corpo caloso são mielinizados, podendo corresponder em torno de 75% do número total. Do 

total de axônios mielinizados, cerca de 5% correspondem a projeções axonais inibitórias e o 

restante (~95%) a excitatórias (BASU et al., 2023). Como os axônios mielínicos inibitórios 

correspondem a minoria das fibras, durante o processo de desmielinização haveria uma redução 

considerável no número de fibras inibitórias em relação às fibras excitatórias mielínicas.  

 

No presente estudo houve um aumento da excitabilidade cerebral com a 

desmielinização, evidenciada pela maior duração do grupo CPZ em uma das fases mais graves 

da escala de Racine modificada, fase 6, o que sugere ser um reflexo da desmielinização 

proporcional e seletiva das poucas fibras inibitórias em relação às abundantes fibras excitatórias 
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presentes no CC. 

 

Além do distúrbio de excitabilidade gerado pela redução do número de fibras mielínicas, 

a mielina danificada está diretamente relacionada a falhas na condução do impulso e na geração 

do PA (FRANSSEN, 2019). Durante o processo de degeneração da mielina no modelo de CPZ, 

inicialmente observa-se o alargamento do espaço adaxonal da bainha de mielina seguido pela 

vesiculação da língua interna que progride até que todas as camadas previamente compactadas 

sejam afetadas e a mielina seja completamente fragmentada (MARIE-THERES WEIL, 2016). 

Com o aumento do espaço adaxonal que foi mostrado ocorrer devido à degeneração retrógrada 

("distal/dying back oligodendrogliopathy"), caracterizada pelo acometimento dos 

prolongamentos mais distais (periaxonais) dos OLs (ITOYAMA et al., 1980; ABOUL-ENEIN 

et al., 2003), ocorre um aumento de área entre o axônio e a mielina. Como a degeneração da 

mielina inicia-se das lamelas mais internas, evoluindo com a fragmentação completa da mielina, 

o aumento inicial do espaço adaxonal pode contribuir para o vazamento e a dispersão das 

correntes iônicas e capacitivas, nas regiões paranodais, justaparanodais ou mesmo internodais 

(FRANSSEN, 2019), o que está diretamente relacionado com a distribuição de canais iônicos 

ao longo das fibras mielínicas (WAXMAN; RITCHIE, 1993). Essas alterações nas correntes 

interferem no campo elétrico e, consequentemente, na condução do PA ao longo da fibra 

(FRANSSEN, 2019), o que justificaria a relação das alterações de excitabilidade encontradas 

nesse trabalho com as alterações de língua interna. 

 

Além disso, outro tipo de anormalidade de mielina no modelo de CPZ caracteriza-se 

pelas separações das lamelas de mielina (WEIL, 2016) que no presente trabalho foram 

evidenciadas pelo aumento do espaço entre as lamelas e pela presença de grandes figuras de 

mielina desorganizada no corpo caloso. Essas anormalidades também podem influenciar no 

circuito elétrico neuronal já que a presença da mielina compacta e aderida ao axônio de forma 

saudável é crucial para a interação adequada das cargas elétricas do meio intracelular com as 

do meio extracelular durante o dinamismo da despolarização e da repolarização do axônio.  

 

Dessa forma, o aumento da excitabilidade cerebral no modelo animal de 

desmielinização com CPZ se relacionou à redução do número de fibras mielínicas e ao aumento 

de anormalidades de mielina no CC. Isso sugere, com base em dados da literatura, que esta 

associação se dá devido a uma menor abundância de fibras mielínicas inibitórias em relação às 

fibras mielínicas excitatórias no CC, podendo culminar com distúrbios no equilíbrio 
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inibição/excitação, além de indicar possíveis alterações no circuito elétrico e na 

geração/condução do PA com base nos dados sobre transmissão do impulso elétrico que 

depende de uma mielina íntegra e adequadamente aderida ao axônio.  

 

5.4 O tratamento com fingolimode protegeu parcialmente contra a perda de fibras 

mielínicas, além de ter impedido o aumento de anormalidades de mielina e a 

hiperexcitabilidade cerebral 

  

Têm sido sugeridos múltiplos modos de ação do fingolimode em nível celular, 

principalmente devido ao fato de que o receptor S1P é expresso por vários tipos celulares do 

SNC, dentre eles microglia, neurônios, ASs, células endoteliais e OLs (BORDET et al., 2020). 

Geralmente, a ligação da S1P3 e S1P5 aos seus respectivos receptores leva à ativação via 

proteína G12/13, culminando em retração da membrana de OLs via RhoA GTPase, enquanto a 

ligação S1P1 ao seu receptor leva à ativação via proteína Gi/o associada à ativação da GTPase 

Rac1 e Ras e subsequente sobrevivência e extensão da membrana de OLs. Estudo mostrando a 

interferência de diferentes doses de fingolimode aplicadas em cultura de OLs evidenciou que 

respostas dose-dependentes podem refletir diferentes afinidades pelos receptores S1P. Doses 

mais baixas de fingolimode fosforilado podem ser mais propensas a se ligar a receptores S1P1 

de maior afinidade para induzir a extensão dos prolongamentos de OLs, enquanto que 

receptores S1P3/S1P5 de menor afinidade, necessitam de doses mais altas para serem ativados 

e desencadearem a retração dos prolongamentos de OLs (MIRON et al., 2008). Logo, a terapia 

com fingolimode pode afetar eventos celulares implicados na manutenção da mielina.  

 

Diferente do trabalho citado anteriormente, os experimentos do presente estudo 

ocorreram in vivo, sendo difícil a comparação das doses de fingolimode utilizadas in vitro na 

busca de uma equivalência. No entanto, o tratamento dos animais na dose de 1 mg/kg não levou 

ao aumento no número de OLs maduros, ou seja, não foi capaz de interferir na apoptose dessas 

células induzida pela CPZ, mas foi possível observar um aumento da mielina e do número de 

fibras mielínicas, permitindo inferir que o fingolimode possa ser capaz de estimular maior 

mielinização a partir de OLs pré-existentes à lesão, provavelmente por meio da extensão de 

seus prolongamentos, o que gera um efeito protetor contra a hiperexcitabilidade cerebral 

diretamente associado à mielina em um modelo animal de EM. 

 

A remielinização está diretamente associada à diferenciação das OPCs em OLs com 
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fenótipo mielinizante. No entanto, a modulação da mielina também pode ser assumida pelos 

OLs sobreviventes às lesões (YEUNG, M. S., et al., 2014; DUNCAN, I. D., et al., 2018; 

BACMEISTER, C. M., et al., 2020). Yeung e colaboradores (2019), avaliaram a dinâmica de 

geração de OLs em pacientes com EM medindo a integração de carbono 14 no DNA genômico 

derivado do teste de bomba nuclear. A geração de novos OLs aumentou várias vezes na 

substância branca de aparência normal em um subgrupo de indivíduos com doença muito 

agressiva, porém isso não ocorreu na maioria dos indivíduos com EM, demonstrando um 

potencial inerente de aumentar substancialmente a geração de OLs, mas que falha na maioria 

dos pacientes. Observou-se ainda que OLs em “Shadow plaques” – lesões focais em pacientes 

com EM nas quais houve uma diminuição da inflamação e em que há menor densidade de 

mielina do que a substância branca aparentemente normal, podendo representar áreas 

remielinizadas - eram antigos em pacientes com EM. A ausência de novos OLs nas “Shadow 

plaques” sugere que a remielinização das lesões ocorre transitoriamente ou não ocorre, ou que 

a mielina é regenerada por OLs pré-existentes, e não pelos recém-gerados, na EM. (YEUNG, 

M. S. Y., et al., 2019). Assim, o atual trabalho sugere que os OLs pré-existentes à lesão nos 

animais submetidos ao tratamento com fingolimode contribuíram para a proteção contra a 

desmielinização. 

 

Foi demonstrado que a intoxicação por CPZ quando interrompida precocemente 

desencadeia uma cascata de eventos que leva à desmielinização em duas a três semanas sem a 

necessidade de exposição adicional do tóxico, indicando que o insulto inicial à mielina causado 

pela CPZ não é revertido (DOAN et al., 2013). Como a CPZ leva à apoptose dos OLs, a bainha 

de mielina pode ser preservada por algum tempo antes da fragmentação (MARIE-THERES 

WEIL, 2016). Assim, outra explicação para um maior número de fibras mielínicas encontradas 

nos animais tratados com fingolimode seria a capacidade desse fármaco de reverter o insulto 

inicial aplicado aos OLs, impedindo o aumento estatisticamente significativo de formação de 

anormalidades e, consequentemente, a degeneração da mielina.  

 

Experimentos mostraram que o fingolimode exerce efeitos antiepilépticos 

modificadores de doença com base em suas propriedades anti-neuroinflamatórias (ex: reduz a 

atividade de NF-κB e a expressão de TNF-α e COX-2), potente neuroproteção, efeitos 

antiglióticos, proteção da mielina, redução da via de sinalização mTOR e ativação da micróglia 

e astrócitos (GAO et al., 2018; PAUDEL et al., 2020;  HU et al., 2021). Gol e colaboradores 

(2017) mostraram que o tratamento com fingolimode na mesma dose utilizada em nosso 
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trabalho (1 mg/Kg) aumentou os níveis de mielina, reduziu a frequência de convulsões e 

descargas epileptiformes em modelo de convulsões induzidas por PTZ (GOL et al., 2017). Em 

outro modelo experimental de epilepsia do lobo temporal com a utilização de pilocarpina e 

ácido caínico viu-se que o fingolimode reduziu a severidade e frequência das convulsões. 

(PITSCH et al., 2019)  

 

Apesar dessas evidências mostrarem um potencial uso do fingolimode como um 

fármaco antiepiléptico, a atual tese mostrou pela primeira vez os efeitos do fingolimode quanto 

à proteção contra a hiperexcitabilidade em um modelo animal de EM com utilização de CPZ, 

podendo ampliar sua indicação de uso em pacientes com EM que desenvolverem convulsões 

com a progressão da doença. 

 

Este trabalho evidenciou uma melhora da gravidade das convulsões com o tratamento 

com fingolimode por cinco semanas, quando observamos que houve uma redução do tempo de 

duração na fase 6, uma das fases mais graves da escala de Racine modificada, reafirmando a 

atividade anticonvulsivante desse fármaco. Entretanto, nosso trabalho envolveu um modelo de 

desmielinização, diferente de Pitsch e colaboradores (2019) que utilizaram um modelo 

puramente epiléptico, indicando que a redução da hiperexcitabilidade cerebral promovida pelo 

fingolimode em nosso trabalho se relaciona com a preservação da mielina.  

 

Sabe-se que existem interações muito específicas entre OLs e neurônios, sendo a 

mielinização direcionada de forma distinta entre os neurônios inibitórios e exitatórios, apesar 

de ainda não ser claro o porquê de a mielinização ocorrer de forma diferente entre os tipos de 

neurônios (ZONOUZI et al., 2019). Estudos complementares serão necessários para esclarecer 

se a melhora da excitabilidade com o fingolimode se deve à preservação de OLs que tem como 

principal alvo axônios de neurônios inibitórios, reforçando a justificativa da proteção contra a 

hiperexcitabilidade em um modelo de desmielinização por CPZ, mostrada pela primeira vez 

neste trabalho. 

 

Dessa forma, o tratamento com fingolimode foi capaz de proteger de forma significativa 

contra a perda das fibras mielínicas e contra o aumento estatisticamente significativo de 

anormalidades de mielina, além de proteger contra a excitabilidade cerebral. Isso sugere, com 

base em dados da literatura, que o fingolimode induziu um aumento da mielinização por meio 

de OLs pré-existentes à lesão ou retardou a fragmentação da mielina. Com a preservação desta 
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há, consequentemente, proteção do circuito elétrico, garantindo a geração e transmissão do 

impulso elétrico de forma eficiente. Investigações complementares são necessárias para maior 

entendimento sobre o modo de ação do fingolimode na preservação da estrutura da fibra 

mielínica, garantindo, por exemplo, a estabilização ou aumento da expressão de proteínas 

importantes para a adesão da mielina e de canais iônicos, assim como a proteção contra a 

hiperexcitabilidade. 

 

5.5 O tratamento com pranlucaste não impediu a perda de fibras mielínicas, mas protegeu 

contra o aumento de anormalidades de mielina e contra a hiperexcitabilidade cerebral 

 

 A inibição do GPR17 pelo pranlucaste pode levar ao aumento da sobrevivência de OLs 

devido à redução de Xaf1, supressor tumoral que leva vários tipos celulares à apoptose (OU et 

al., 2016). Entretanto, essa inibição não foi suficiente para proteger os OLs da toxicidade da 

CPZ, já que o tratamento com pranlucaste não foi capaz de gerar um aumento no número dessas 

células, justificando uma quantidade de fibras mielínicas semelhante ao do grupo tratado com 

CPZ. 

 

A EM é uma doença autoimune marcada pela perda de fibras mielínicas e caracterizada 

por uma robusta neuroinflamação (COMPSTON et al., 2008; DI FILIPPO et al., 2015; YONG 

et al., 2017), sendo que esta pode estar relacionada aos mecanismos de geração de 

hiperexcitabilidade. A inflamação tem um papel crucial na fisiopatologia das convulsões 

(VEZZANI, 2005). Por exemplo, antagonistas do receptor da interleucina (IL)-1β levou à 

redução das crises convulsivas em modelos experimentais (BALOSSO et al., 2008). A IL-1β 

parece estar associada ao prolongamento de crises convulsivas pelo aumento da 

neurotransmissão glutamatérgica (VEZZANI et al., 1999). Além disso, camundongos que 

expressavam altos níveis de interleucina-6 (IL-6) apresentavam precipitação de convulsões 

(CAMPBELL et al., 1993). A superexpressão de IL-6 levou à perda de neurônios positivos para 

parvalbumina, proteína abundante em interneurônios inibitórios, no hipocampo podendo 

representar um aumento de atividade excitatória (CAMPBELL et al., 1993). 

 

Diante da associação entre inflamação e convulsões, estudos foram feitos com 

antagonistas de receptores CysLT, como pranlucaste e montelucaste, mostrando que esses 

fármacos foram capazes de diminuir as convulsões induzidas por PTZ (LENZ et al., 2014), 

entretanto, no presente trabalho a escolha do pranlucaste se deveu à sua superioridade de 
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inibição do GPR17 quando comparado ao montelucaste (HENNEN et al., 2013). Um estudo 

sobre terapia complementar com pranlucaste em pacientes com epilepsia parcialmente 

intratável mostrou uma redução da frequência das crises convulsivas, provalmente pelo seu 

mecanismo anti-inflamatório envolvendo a redução de citocinas pró-inflamatórias (como IL-

1β, IL-6 e TNFα) no líquor dos pacientes (TAKAHASHI et al., 2013). Ichiyama e 

colaboradores (2003) mostraram que o pranlucaste, em doses micromolares, suprimiu a 

produção de citocinas pró-inflamatórias via inibição da ativação do NF-kappa B em 

monócitos/macrófagos e células T. 

 

Sabe-se que as fibras mielínicas são cruciais para a transmissão do impulso elétrico 

(FRANSSEN, 2019), entretanto no presente estudo não houve um aumento no número dessas 

fibras nos animais tratados com pranlucaste, diferente do ocorrido nos tratados com 

fingolimode. Entretanto, ambos os tratamentos foram capazes de proteger contra a 

excitabilidade visto que estes animais permaneceram menos tempo na fase 6 da escala de 

Racine modificada. Isso sugere mecanismos distintos de proteção contra a hiperexcitabilidade 

entre esses dois fármacos. Diante da forte correlação entre inflamação e convulsões (VEZZANI, 

2005), a redução da hiperexcitabilidade nos animais tratados com pranlucaste neste presente 

estudo possivelmente se deve ao forte potencial desse fármaco em interferir na redução da 

inflamação. Entretanto, o foco deste trabalho não se deu nos mecanismos inflamatórios 

subjacentes às condições analisadas. 

 

Apesar da não preservação das fibras mielínicas no CC com o pranlucaste neste trabalho, 

sabe-se que, na substância aparentemente normal de pacientes com EM, essas fibras 

apresentaram uma redução na densidade de mielina que sugere descompactação, interferindo 

na funcionalidade que foi avaliada por meio da razão-g (VAN DEN BOSCH et al., 2023a). Essa 

redução da densidade de mielina apresentou correlação negativa com células inflamatórias 

(microglia e linfócitos) de forma que quanto menor era a densidade de mielina maior era a 

presença de células inflamatórias (VAN DEN BOSCH et al., 2023a). Isso mostra uma 

correlação da inflamação com a descompactação da mielina, o que pode gerar interferências no 

campo elétrico e na condução do PA ao longo da fibra. Como o tratamento com pranlucaste no 

presente estudo gerou a preservação parcial de MBP, que possui um papel crítico na 

compactação da mielina (TRÄGER et al., 2020), isso pode implicar em uma melhor 

estabilidade da compactação em regiões encefálicas caracterizadas inicialmente pela 

diminuição da densidade de mielina ou mesmo das fibras mielínicas sem alterações aparentes 
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na ultraestrutura do CC desses animais. Atrelado ao ambiente anti-inflamatório gerado pelo 

pranlucaste, isso poderia justificar a ausência de quantidade significativamente maior de 

anormalidades de mielina encontradas no pranlucaste, o que pode contribuir para a proteção 

contra a hiperexcitabilidade nos animais que receberam este fármaco. 

 

Diante da importância do equilíbrio do sistema neural como um todo, outros estudos são 

necessários para analisar não só a região desmielinizada, mas também as regiões aparentemente 

normais para complementação da avaliação dos efeitos do pranlucaste na bainha de mielina que 

podem estar contribuindo para melhorar a excitabilidade por meio da preservação da 

compactação da mielina, visto que a melhora neste trabalho não se relacionou à preservação do 

número de fibras mielínicas. 

 

Observa-se então que o tratamento com pranlucaste não protegeu contra a perda de OLs 

no modelo de CPZ e, diferente do que ocorreu com o fingolimode, não houve aumento do 

número de fibras mielínicas. Isso indica que a proteção contra a hiperexcitabilidade cerebral 

pode ter ocorrido por um mecanismo diferente ao associado à proteção da mielinização, por 

exemplo por meio de efeitos anti-inflamatórios. Entretanto, o pranlucaste parece interferir na 

estrutura da mielina por meio da preservação de proteínas responsáveis pela compactação, 

como MBP, impedindo o aumento estatisticamente significativo de anormalidades de mielina 

e, consequentemente, contribuindo para a funcionalidade adequada do circuito elétrico neural. 

 

5.6 A dieta com CPZ 0,2% levou a um aumento significativo de OPCs, o que não foi visto 

nos tratamentos com fingolimode ou pranlucaste 

 

As OPCs adultas são responsáveis por gerar novos OLs para restauração da bainha de 

mielina em situações desmielinizantes (ZAWADZKA et al., 2010). Essas células são capazes 

de migrar para os locais de lesão com o intuito de remielinizar. Inicialmente as OPCs próximas 

às áreas de lesão passam por um processo de ativação que consiste na mudança de morfologia 

e o perfil de expressão gênica (MOYON et al., 2015). Em seguida, elas são recrutadas para área 

desmielinizada por meio de proliferação e possivelmente migração para finalmente se 

diferenciarem em OLs formadores de mielina madura (FRANKLIN, 2002). Acredita-se que 

moléculas sinalizadoras (fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas, neurotransmissores e 

matriz extracelular) estejam envolvidas no recrutamento de OPCs (FRANKLIN, 2002). Moyon 

e colaboradores (2015) mostraram que as próprias OPCs contribuíram para o meio inflamatório 
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após a lesão com o aumento, por exemplo, de Ccl2 e Il1β que são secretadas por células 

inflamatórias e atuam como moléculas sinalizadoras para atração celular (MOYON et al., 

2015). No presente trabalho, o grupo lesão mostrou um maior recrutamento de OPCs no corpo 

caloso o que pode ter ocorrido pela presença de moléculas sinalizadoras após a ocorrência da 

desmielinização. 

 

A disfunção mitocontrial, relacionada à intoxicação por CPZ ou à fisiopatologia da EM 

se associa ao metabolismo de oxigênio para produção de energia, sendo que esse processo leva 

à produção de ROS prejudiciais que podem atacar biomoléculas, colocando em risco células 

neurais que são altamente sensíveis e vulneráveis aos danos causados pelos efeitos adversos 

das ROS. Como as OPCs possuem limitados mecanismos de defesa antioxidante elas são as 

principais a sofrerem com a liberação das ROS. Assim, sua maturação em OLs fica prejudicada, 

assim como a remielinização (LÓPEZ-MUGURUZA; MATUTE, 2023). Isso pode justificar a 

menor eficiência da remielinização em doenças crônicas desmielinizantes, como a EM, que 

gera axônios desnudos que ficam mais suscetíveis à degeneração, culminando em sintomas 

irreversíveis nos pacientes (FERGUSON, 1997; NOSEWORTHY et al., 2000). A não 

ocorrência de aumento simultâneo do número de OLs pode ser justificado pelo prejuízo na 

maturação de OPCs ou mesmo pela maior velocidade de apoptose de OLs pela CPZ em relação 

à velocidade de maturação dos progenitores. O tratamento com fingolimode ou pranlucaste não 

induziu o aumento de OPCs. No caso do fingolimode a preservação da mielina - que sugere 

uma menor extensão de áreas desmielinizadas, e um menor ambiente inflamatório 

(HOFFMANN et al., 2015) podem ter levado a um menor recrutamento de OPCs. Já no caso 

do tratamento com pranlucaste, a redução do ambiente inflamatório (ICHIYAMA et al., 2003), 

e não a preservação da mielina, pode ser a justificativa para uma menor quantidade de OPCs 

encontradas no corpo caloso dos animais. O pranlucaste atua através do antagonismo do GPR17 

permitindo a maturação de OPCs (THERON et al., 2014), assim a menor quantidade de OPCs 

também poderia estar sendo justificada pelo aumento da maturação em OLs. Entretanto, esse 

aumento de OLs maduros não foi visualizado no grupo tratado com pranlucaste, mostrando que 

esse tratamento não protegeu essas células da apoptose induzida pela dieta com CPZ. Para 

melhor esclarecimento dessa dinâmica celular que se relaciona ao processo de mielinização e 

remielinização, mais experimentos se mostram necessários.  

 

Como em situações saudáveis é possível observar a persistência de OPCs ao longo da 

vida após padrões de mielinização madura terem sido estabelecidos, sugere-se que OPCs podem 
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ter papéis importantes além da geração de novos OLs com fenótipos mielinizantes. Auguste e 

colaboradores (2022) mostraram que um desses papeis envolve a remodelação sináptica, em 

que as OPCs são capazes de fagocitar e digerir sinapses no sistema visual de camundongos em 

desenvolvimento. Já os OLs maduros não continham material sináptico, sugerindo que a 

internalização das entradas sinápticas é uma função dos OPCs que não se estende a outras 

células da linhagem oligodendroglial (AUGUSTE et al., 2022b). Assim, as OPCs não só 

respondem a, mas também são capazes de modular a rede neuronal. A eletrofisiologia de 

neurônios piramidais do córtex somatossensorial de camundongos sem a proteína NG2 mostrou 

um comprometimento da potenciação de longo prazo (LTP) dependente do NMDAR e redução 

das correntes do receptor de glutamato nessas sinapses neuronais. Além disso, observou-se que 

a inibição da ADAM10, protease que cliva o NG2 em condições fisiológicas, em camundongos 

controle mimetiza o fenótipo NG2−/−, refletido por uma redução na LTP NMDAR-dependente. 

(SAKRY D., et al., 2014). Como a redução de NG2 mostrou-se associada ao comprometimento 

de elementos excitatórios como LTP NMDAR-dependente e o glutamato, a maior presença de 

OPCs no grupo CPZ pode estar associada ao aumento da hiperexcitabilidade, enquanto a menor 

presença de OPCs nos grupos tratados com fingolimode ou pranlucaste pode estar associada à 

proteção contra a hiperexcitabilidade. 

 

5.7 O tratamento com fingolimode preservou um maior número de fibras com a razão-g 

na faixa ideal, mas ambos os tratamentos protegeram parcialmente contra a diminuição 

da sensibilidade tátil 

 

A razão-g, definida como a proporção entre o diâmetro do axônio e o diâmetro total da 

fibra nervosa, é um indicador da funcionalidade das fibras mielínicas. Para seu cálculo, 

analisou-se a área do axônio, área da mielina e a área da fibra (Figura 15, gráficos B, C e D). A 

média da área de mielina no controle e cuprizona não teve diferença significativa, o que pode 

indicar que as fibras mielínicas desses dois grupos possuem a mesma espessura devido à 

desmielinização total das fibras no grupo cuprizona. Já no grupo pranlucaste, observou-se uma 

redução da média da área de mielina em relação ao controle, o que pode sugerir uma possível 

resistência contra a desmielinização abrupta. Esse efeito do tratamento com o pranlucaste pode 

ser explicado pela menor quantidade de lipídios preservados, mas manutenção da compactação 

pela preservação de MBP (Figura 11). Já no grupo fingolimode a média da área de mielina não 

teve diferença significativa em relação ao controle, indicando que as fibras desses dois grupos 

possuem a mesma espessura, possivelmente pela proteção contra a desmielinização mostrada 
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pelo fingolimode.  

 

O valor de 0,77 foi definido como uma razão-g ideal para o sistema nervoso central, 

sendo a faixa de 0,75 – 0,81 mostrada como ideal em corpo caloso de ratos (CHOMIAK; HU, 

2009). Viu-se que alterações discretas na razão-g na faixa de 0,6 a 0,8 podem resultar em 

mudanças substanciais na velocidade de condução do impulso elétrico (SMITH; KOLES, 

1970). Dessa forma, neste trabalho, a razão-g foi calculada e as fibras foram organizadas em 

diferentes faixas. 

 

  A literatura mostra uma variação de valores ótimos de razão-g de acordo com a espécie 

e a região analisada (CHOMIAK; HU, 2009), entretanto, em uma mesma região analisada 

observa-se uma variação de razão-g ideal nos animais saudáveis em diferentes trabalhos. Xiu e 

colaboradores (2017) mostraram que a média da razão-g ideal das fibras mielínicas no CC dos 

camundongos controle foi de 0,76 (XIU et al., 2017), enquanto Qin e colaboradores (2017) 

mostraram que a média da razão-g ideal de fibras mielínicas do CC dos camundongos controle 

ficou entre o intervalo de 0,8 – 0,9 (QIN et al., 2017). O presente estudo mostrou que a faixa de 

0,69 – 0,74 continha a maioria das fibras mielínicas em relação aos outros intervalos analisados. 

Essa variação na literatura pode se dar devido à grande complexidade de organização das fibras 

nervosas no CC (LAMANTIA; RAKIC, 1990). 

 

Xiu e colaboradores (2017) mostraram que a média da razão-g das fibras mielínicas no 

CC dos camundongos expostos à CPZ foi reduzido para 0,69 e sabe-se que a redução dos 

valores de razão-g no corpo caloso pode indicar um prejuízo na conectividade, levando à 

integração funcional anormal entre as diferentes regiões encefálicas (XIU et al., 2017). A média 

da razão-g entre os grupos do presente trabalho não apresentou diferença significativa, 

entretanto é importante observar que somente as fibras que permaneceram mielinizadas e sem 

anormalidades de mielina foram utilizadas para o cálculo da razão-g. Dessa forma, esta pode 

não ser o melhor índice para análise de recuperação funcional. 

Apesar da média da razão-g não ter mostrado diferença significativa, nos animais 

desmielinizados deste trabalho, observou-se uma diminuição no número de fibras mielínicas 

com razão-g entre 0,75 – 0,81 em comparação com o grupo controle, indicando um possível 

comprometimento na funcionalidade dessas fibras. Nos animais tratados com fingolimode, a 

razão-g apresentou valores semelhantes ao do controle, sugerindo uma recuperação da 
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funcionalidade dessas fibras mielínicas. Esse efeito pode ser atribuído à capacidade do 

fingolimode de proteger contra a desmielinização e preservar a estrutura normal da mielina, já 

que a razão-g dentro da faixa ideal é usada como um indicador de mielinização ótima 

(OSORIO-QUEREJETA et al., 2017).  

 

Diferente do fingolimode, o tratamento com pranlucaste não contribuiu para a 

normalização da razão-g na faixa de 0,75 – 0,81, entretanto observou-se uma melhora na 

excitabilidade por meio dos experimentos de indução de convulsão com PTZ e uma melhora da 

função sensitiva, o que pode ser justificado por outros motivos, por exemplo sua ação anti-

inflamatória atuando na melhora da função sensitiva e na hiperexcitabilidade cerebral, 

conforme discutido anteriormente.  

 

Pacientes com EM podem apresentar uma variedade de sintomas clínicos que se 

relacionam com a área de lesão no sistema nervoso, podendo incluir disfunções motoras, dor, 

complicações cognitivas, depressão, distúrbios visuais, fadiga, distúrbios do sono, ansiedade, 

convulsões, entre outros. Há uma prevalência significativa de dor e parestesia nos pacientes 

(SEN et al., 2020b; SEN et al., 2019). Já foi demonstrado na literatura que o modelo animal de 

desmielinização por intoxicação com CPZ gerou mudanças nas funções sensoriais 

(VAKILZADEH et al., 2016; BÖLCSKEI et al., 2018; TSUKAHARA et al., 2018) e que a 

piora funcional significativa começa a ocorrer a partir de 14 dias de intoxicação (SEN et al., 

2020b). 

 

Dessa forma, neste trabalho confirmou-se que a alimentação com CPZ causa déficit 

sensitivo no período de pico da desmielinização (quinta semana de tratamento) por meio do 

teste sensitivo com o analgesímetro digital. Nos animais tratados com fingolimode, houve uma 

melhora parcial significativa na sensibilidade tátil, o que pode ser explicado pela proteção 

contra a desmielinização e pela preservação da condução nervosa. Essa recuperação parcial da 

sensibilidade tátil é um indicativo da eficácia do tratamento na reversão dos déficits sensoriais 

associados à desmielinização. 

 

O tratamento com pranlucaste, apesar da não normalização da razão-g na faixa 

considerada como ideal, também mostrou benefícios na recuperação da sensibilidade tátil, o 

que pode estar relacionado à redução da inflamação promovida por este fármaco (ICHIYAMA 

et al., 2003; TAKAHASHI et al., 2013), contribuindo para um ambiente mais favorável à 
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reparação neuronal e à recuperação das funções sensoriais. Sabe-se que a inflamação crônica 

pode exacerbar a desmielinização e, consequentemente, a perda sensitiva, e a mitigação dessa 

inflamação pode ser benéfica para a recuperação funcional (OSORIO-QUEREJETA et al., 

2017). 

 

Dessa forma, o tratamento com fingolimode ou pranlucaste resultou em uma melhora 

na sensibilidade tátil dos camundongos, sugerindo uma abordagem terapêutica, com 

mecanismos de ação distintos, potencialmente eficaz para a recuperação dos déficits sensoriais 

em condições de desmielinização, o que é crucial para a qualidade de vida dos pacientes 

portadores de EM. 

 

5.8 O tratamento com pranlucaste ou fingolimode diminuiu a concentração de íons K+ 

extracelular, mas teve efeitos distintos nos segmentos excitáveis de axônio 

 

Além da expressão de mediadores inflamatórios observados em doenças como a EM e 

a epilepsia (HEALY et al., 2022; SOLTANI KHABOUSHAN, YAZDANPANAH, REZAEI, 

2022), a glia também pode se relacionar com distúrbios de excitabilidade de outras formas, 

como pela homeostase de íons K+ (DE CURTIS; GARBELLI; UVA, 2021). 

 

Sabe-se que expor o SNC a uma alta concentração de K+ pode induzir descargas 

epileptiformes e que o excesso de K+ é liberado dos neurônios durante as convulsões (SOMJEN, 

2002). Viu-se que os níveis de K+ extracelular acima de 10 mM eram capazes de aumentar as 

chamadas correntes persistentes (inativação lenta) de Na+, elevando a ameaça de graves 

consequências patológicas  (SOMJEN; MÜLLER, 2000). Essas correntes de sódio persistentes 

são críticas para geração de disparos repetitivos em face da entrada sináptica despolarizante 

((ZHANG et al., 2015) e evidências mostraram a persistência da corrente de sódio conduzida 

por Nav como um contribuinte para a patogênese da epilepsia (ANDERSON et al., 2014). Tanto 

o Nav1.6 quanto o Nav1.2 são expressos ao longo de axônios desmielinizados na substância 

branca de camundongos em modelo de EAE e na substância branca humana de placas de EM 

(RUSH; DIB‐HAJJ; WAXMAN, 2005) e contribuem para a corrente persistente de sódio 

(ZHANG et al., 2015), embora sugira-se que o Nav1.2 produza uma corrente persistente menor 

do que Nav1.6 (RUSH; DIB‐HAJJ; WAXMAN, 2005). Entretanto observou-se que há uma 

expressão mais robusta de Nav1.2 em axônios desmielinizados que é capaz de disparar 

potenciais de ação a partir de potenciais de membrana mais despolarizados do que o normal 
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(RUSH; DIB‐HAJJ; WAXMAN, 2005). Dessa forma, com o dano da mielina e o aumento da 

concentração externa de íons K+ há a despolarização neuronal e a expressão mais acentuada de 

Nav1.2 poderia ajudar a manter o disparo do PA em tal situação (RUSH; DIB‐HAJJ; 

WAXMAN, 2005). 

 

Para verificar se a associação do aumento do potássio extracelular com o aumento da 

excitabilidade estava presente em nosso modelo experimental e se os tratamentos realizados 

eram capazes de proteger contra a probabilidade de convulsões nos animais via redução de 

potássio extracelular, realizamos a quantificação da dosagem desse íon por meio de cultura 

organotípica de fatias encefálicas. O presente trabalho mostrou que a adição de PTZ no meio 

de cultura foi capaz de causar mudanças significativas na concentração de íons K+ no volume 

analisado. Entretanto, quando os grupos foram comparados entre si, o CPZ não mostrou 

aumento na concentração de K+ no meio de cultura, em relação ao controle, quando adicionado 

PTZ. Como o volume do espaço extracelular representa cerca de um quinto e o espaço 

intracelular representa o restante do volume total (VAN HARREVELD, CROWELL e 

MALHOTRA, 1965) as estimativas das mudanças iônicas extracelulares podem ser distorcidas. 

Isso é especialmente relevante em experimentos in vitro, nos quais as alterações iônicas 

extracelulares podem ser atenuadas pelos grandes volumes utilizados nos ensaios 

(RAIMONDO et al., 2015). Além disso, a sinalização eletroquímica no SN depende do 

potencial de membrana e do potencial de reversão dos íons, sendo este último relacionado ao 

gradiente de concentração transmembranar (RAIMONDO et al., 2015) que não foi analisado 

neste trabalho. Assim, a mudança na concentração de K+ pode ter sido significativa na interface 

da membrana do neurônio no grupo CPZ. A relação entre a dinâmica de K+ e a atividade neural 

é complexa e entender o papel preciso do K+ na geração de convulsões exigirá combinar esse 

trabalho com outros meios para medir experimentalmente as mudanças na concentração de K+ 

na região da interface da membrana, por exemplo, com a utilização de eletrodos sensíveis a K+.  

 

Quanto à variação de K+ nos tratamentos com pranlucaste ou fingolimode evidenciou-

se que ambos os fármacos foram capazes de reduzir o potássio extracelular, o que se 

correlacionou nesse presente estudo com uma menor probabilidade de convulsões mediadas por 

PTZ. 

 

Sabe-se que os canais de Kir contribuem para o controle espacial da concentração de K+ 

(PAPANIKOLAOU; LEWIS; BUTT, 2019; KINBOSHI; IKEDA; OHNO, 2020), assim, 
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situações que aumentem a expressão desses canais podem levar a benefícios na homeostase de 

íons K+. Um exemplo disso foi visto na presença de IL-6 que gerou diminuição de mRNA e 

proteínas de canal Kir4.1 em experimentos realizados em ratos (LU et al., 2022). Como em 

estudo ainda não publicado por nossa equipe (ANA BEATRIZ MIRANDA DE SÁ, 2024) 

mostrou-se um aumento significativo na astrogliose por WB a partir de amostras de córtex 

visual em animais do grupo CPZ e do grupo pranlucaste, além de diminuição da densidade de 

IL-6 no córtex visual de animais tratados com pranlucaste, sugere-se uma redução da 

concentração de K+ extracelular pelo tratamento com pranlucaste atrelada à sua capacidade de 

reduzir mediadores inflamatórios como a IL-6, contribuindo para um melhor clearance desse 

íon. 

 

O efeito da redução de K+ observada no tratamento com fingolimode também pode estar 

associada à sua interferência nas células da glia, já que os receptores S1P são expressos por 

praticamente todas as linhagens de células neurais no SNC, incluindo OLs, neurônios, astrócitos 

e microglia (CHUN; HARTUNG, 2010). Evidências apontam para a influência da S1P na 

proliferação, migração e astrogliose de astrócitos (CHUN; HARTUNG, 2010), o que pode 

contribuir para uma maior captação do excesso de potássio do meio extracelular pelo tratamento 

com fingolimode. 

 

Assim, a redução da concentração de íons K+ extracelular, aumentada em situações de 

desmielinização, por fármacos como pranlucaste e fingolimode capazes de interferir no 

clearance iônico pode estabelecer novas opções de tratamento por um mecanismo não sináptico 

de controle da hiperexcitabilidade. No entanto, ainda precisa ser mais bem esclarecido se essa 

redução é devida a maior captação de potássio por células da glia. 

 

 Além da análise da concentração de potássio no meio extracelular, este trabalho 

investigou o papel do fingolimode e pranlucaste na preservação da estrutura dos segmentos 

excitáveis de axônio que é crucial para a adequada transmissão ou geração do PA (ISHIBASHI 

e BABA, 2022).  

 

 Durante o desenvolvimento, inicialmente ocorre expressão dos canais Nav1.2 que se 

agrupam nos nodos imaturos de Ranvier. À medida que a mielinização progride ocorre 

expressão de Nav1.6 que substitui os canais Nav1.2 nos nodos de Ranvier (BOIKO et al., 2001). 

Essa expressão direcionada é importante já que esses canais possuem propriedades funcionais 
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distintas que podem afetar o comportamento neuronal (RUSH; DIB‐HAJJ; WAXMAN, 2005).  

 

 Entretanto, em situações patológicas há expressão desses dois subtipos de canais em 

axônios desmielinizados, com uma diminuição da expressão de Nav1.6 e um aumento da 

expressão de Nav1.2, sugerindo que a eletrogênese nessas situações pode reverter para um 

estágio semelhante ao de células imaturas, em que os canais Nav1.2 suportam a condução de 

potenciais de ação ao longo dos axônios (CRANER, 2003). Sendo assim, a menor quantidade 

de canais Nav1.6 encontrados no grupo CPZ, que possui redução na quantidade de fibras 

mielínicas, pode sugerir uma perda da característica de segmentos excitáveis de axônios 

maduros.  

 

 O tratamento do pranlucaste não se associou à normalização da quantidade de Nav1.6 e 

como não houve melhora do quantitativo de fibras mielínicas neste tratamento, sugere-se que a 

redução desses canais se deve à menor presença de fibras mielínicas e que o pranlucaste não 

parece induzir um aumento da expressão de canais Nav1.6 em situações de desmielinização.  

 

 A velocidade de condução do impulso nervoso depende de três principais fatores: 

diâmetro do axônio, isolamento elétrico com a mielina (largura da mielina e comprimento do 

internodo) e densidade de canais iônicos (principalmente canais Nav e Kv) (RAMA; ZBILI; 

DEBANNE, 2018). Assim, diante da preservação da estrutura de nodos de Ranvier maduros 

com canais Nav1.6 sugere-se que o tratamento com fingolimode levou à preservação da 

velocidade de condução do impulso elétrico em níveis fisiológicos, contribuindo para a 

proteção contra a hiperexcitabilidade. Qin e colaboradores (2017) mostraram que, em situações 

de lesões isquêmica na substância branca, o tratamento com fingolimode foi capaz de reverter 

significativamente os danos estruturais nos nodos de Ranvier promovendo uma redução do 

comprimento de marcação de Nav1.6 (QIN et al., 2017), reforçando a capacidade desse fármaco 

de proteger os segmentos excitáveis de axônios.  

 

5.9 A dieta com CPZ 0,2% reduziu o peso dos baços, assim como o tratamento com 

pranlucaste 

 

Evidências mostram que a CPZ é capaz de gerar atrofia do timo e do baço, o que pode 

estar associado à falha desse modelo em desencadear uma resposta imune adaptativa no SNC 

mediada por células T, além da não ruptura da BBB (MESSORI et al., 2007; SOLTI et al., 
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2015; PARTRIDGE et al., 2016; SEN et al., 2019a; ALMUSLEHI et al., 2020). De acordo com 

a literatura, os resultados obtidos revelaram que os animais intoxicados com CPZ apresentaram 

baços significativamente menos pesados em comparação ao grupo controle. Dessa forma, além 

dos efeitos da CPZ no SNC simulando a desmielinização que ocorre na EM, ela também 

apresenta toxicidade sistêmica que pode afetar órgãos periféricos como o baço. Por exemplo, 

viu-se que após uma a duas semanas de intoxicação com cuprizona houve uma redução 

significativa no número de células T tímicas e esplênicas (SEN et al., 2019a). Apesar da atrofia 

causada pela intoxicação com CPZ, Kaddatz e colaboradores (2021) mostraram um predomínio 

de células T CD8 no SNC, indicando um meio pró-inflamatório em camundongos intoxicados 

por CPZ. (KADDATZ et al., 2021). Isso simula a EM progressiva, já que se sugere que esta 

forma clínica ocorra pela ativação de microglia e astrócitos, sem a ruptura da BBB (FAISSNER 

et al., 2019).  

 

Ao avaliar os efeitos do tratamento com pranlucaste, viu-se que ele não mostrou eficácia 

em restaurar o peso dos baços aos níveis do grupo controle, sugerindo que esse fármaco não foi 

capaz de reverter a atrofia induzida pela cuprizona. A literatura carece de estudos específicos 

que avaliem os efeitos do pranlucaste no baço, mas a ausência de recuperação do peso neste 

trabalho pode indicar que sua ação terapêutica não se estende à reversão de danos imunológicos 

periféricos causados por agentes tóxicos como a cuprizona, o que pode ser condizente com a 

redução do ambiente inflamatório no SNC mostrado na literatura (ICHIYAMA et al., 2003).  

 

Por outro lado, o tratamento com fingolimode mostrou efeitos significativos na 

recuperação do peso do baço. Sabe-se que o fingolimode age retendo os linfócitos T 

autorreativos nos órgãos linfáticos periféricos, incluindo o baço, prevenindo sua migração para 

o sistema nervoso central (BORDET et al., 2020). Esse mecanismo pode contribuir para a 

redução da quantidade de linfócitos T recrutados para o SNC que são responsáveis pela 

progressão da doença. Acredita-se que não é a desmielinização aguda o principal desencadeador 

do recrutamento de células imunes periféricas, mas sim a indução de vias pró-inflamatórias 

devido à lesão metabólica gerada nos OLs (KADDATZ et al., 2021). Assim, a recuperação do 

peso dos baços pelo fingolimode neste atual trabalho pode sugerir uma maior retenção de 

células imunes nesse órgão linfoide, contribuindo para a diminuição dos efeitos pró-

inflamatórios da cuprizona no SNC e, consequentemente, para a melhora da função sensitiva e 

da excitabilidade como já discutido anteriormente.  
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Quanto à análise do número de nódulos linfáticos nos baços não houve diferenças 

significativas entre os grupos experimentais. Este resultado sugere que, embora a cuprizona e 

o pralucaste tenham mostrado uma redução dos baços e o fingolimode tenha preservado os 

pesos, não houve impacto substancial na estrutura dos nódulos linfáticos. Da mesma forma, a 

relação entre a polpa branca e a área total dos baços também não mostrou variação significativa 

entre os grupos, indicando que a composição histológica do baço, no que diz respeito à 

proporção de polpa branca, permaneceu estável independentemente dos tratamentos.  

 

A manutenção da estrutura dos nódulos linfáticos e da relação polpa branca/área total 

sugere que a função imunológica básica do baço pode não estar completamente explorada, 

apesar da redução no peso do órgão. Estudos futuros poderiam focar em avaliar a 

funcionalidade das células imunológicas no baço e a capacidade de resposta a desafios 

imunológicos adicionais para uma compreensão mais abrangente do impacto da cuprizona e 

dos tratamentos subsequentes. Além disso, para melhor entender a complexidade da 

fisiopatologia da EM, é crucial investigar o potencial dos fármacos que possam oferecer 

proteção e recuperação do SNC a partir de interferências no sistema imunológico periférico. 
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6. CONCLUSÃO 

 

A presente tese investigou os efeitos dos tratamentos com pranlucaste e fingolimode em um 

modelo animal de Esclerose Múltipla induzido por intoxicação com CPZ. Os principais achados 

deste estudo podem ser resumidos nos seguintes pontos: 

 

- Reproduzimos um modelo animal de EM que apresenta: desmielinização com redução do 

número de fibras mielínicas e aumento de anormalidades de mielina, diminuição da razão-g, 

morte de OLs, aumento de OPCs, diminuição da função sensitiva, alterações em segmentos 

excitáveis de axônio, aumento da predisposição a convulsões e atrofia dos baços. 

 

- Ambos os tratamentos mostraram efeitos protetores contra a perda de peso, função sensitiva 

e predisposição a convulsões.  

 

- O fingolimode foi capaz de preservar um maior número de fibras com valores ideais para 

razão-g, o que não foi observado com pranlucaste. 

 

- O fingolimode protegeu tanto contra a perda de lipídios quanto da MBP no CC dos animais 

tratados, além de ter atuado contra a perda de fibras mielínicas e o aumento de anormalidades 

de mielina. Entretanto, apesar do pranlucaste ter protegido contra a perda de MBP e formação 

de anormalidades de mielina, não preservou o número de fibras mielínicas. Logo, o tratamento 

com fingolimode demonstrou ser mais eficiente na preservação da estrutura da mielina em 

comparação com o pranlucaste. 

 

- O tratamento com fingolimode ou pranlucaste não protegeu contra a perda de OLs assim como 

também não estimulou ao aumento de OPCs. 

 

- A intoxicação com CPZ não resultou em alterações nos níveis de potássio, mas o tratamento 

com pralucaste ou fingolimode reduziu a concentração de potássio extracelular no meio de 

cultura, sugerindo um mecanismo em comum para a redução da excitabilidade cerebral. 

Entretanto, o efeito nos segmentos excitáveis dos axônios nos animais tratados com esses 

fármacos ocorreu de forma distinta, em que o fingolimode protegeu contra a diminuição dos 

canais Nav1.6. 
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- A intoxicação com cuprizona resultou em atrofia do baço, refletindo a toxicidade sistêmica da 

substância além de sua ação desmielinizante no SNC. O tratamento com pranlucaste não foi 

eficaz em reverter a atrofia do baço, sugerindo que seu efeito terapêutico não se estende aos 

danos imunológicos periféricos causados pela cuprizona. O fingolimode, por outro lado, 

mostrou efeitos significativos na recuperação do peso do baço. 

 

Em suma, os resultados desta tese sugerem que tanto o pranlucaste quanto o fingolimode 

possuem capacidade terapêutica na Esclerose Múltipla (EM), especialmente em casos com 

distúrbios sensoriais e convulsões. O pranlucaste destaca-se como uma promissora opção para 

ser utilizado como fármaco modificador de doença na EM. O fingolimode, por sua vez, 

demonstrou maior eficácia na preservação da estrutura da mielina e na manutenção de 

segmentos excitáveis. Entretanto, ambos os fármacos compartilharam um mecanismo comum 

de proteção contra a excitabilidade neuronal, por meio da redução do potássio extracelular. 

Esses achados fornecem uma base sólida para futuras investigações clínicas e farmacológicas 

visando melhorar os tratamentos disponíveis para pacientes com EM. 
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