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RESUMO: A microscopia e as técnicas histologicas avangaram
muito nossa compreensao da estrutura celular do tecido nervoso.
No entanto, a complexa organizagao tridimensional dos neurdnios,
células gliais e da vasculatura ¢ perdida no fatiamento do
tecido nervoso para sua observagdo ao microscopio. Métodos
elaborados e demorados sdo utilizados para reconstruir a
organizagdo tridimensional dessas células. A técnica histologica
CLARITY preserva a estrutura das proteinas celulares “in situ”
e torna o tecido nervoso transparente a luz, removendo a grande
quantidade de lipidios presente nesse tecido, permitindo estudos
envolvendo grandes volumes de diferentes regides do cérebro.
Esta histologia ¢ feita por perfusdo de mondmeros que, apos
a polimerizagdo criam um hidrogel hibrido da proteina com o
monomero, permitindo a remogédo eletroforética dos lipidios,
tornando o tecido transparente a luz. Isso permite a visualizagdo
de grandes volumes do tecido em microscopios de fluorescéncia
apds marcagdo das proteinas de interesse por imunohistoquimica.

DESCRITORES: Eletroforese; Histoquimica; Fluorescéncia;
Morfologia; Permeabilidade Macromolecular; Macromoléculas
in Situ.

ABSTRACT: Microscopy and histological techniques had
greatly advanced our understanding of the fine cellular structure
of nervous tissue. Nonetheless, the complex tridimensional
organization of neurons, glial cells and vasculature is lost in
sectioning the brain in order to analyze it under the microscope.
Laborious and time consuming methods are employed to
reconstruct the 3D organization of cells. Advanced histological
techniques like CLARITY, that preserves the cellular protein
structure in situ and renders the nervous tissue transparent to
light by removing the cellular lipid layers, will allow studies
encompassing large volumes of different brain regions. This
histology is performed by perfusion of hydrogel monomers
that after polymerization creates a protein-monomer hybrid that
allows electrophoretic removal of the lipids. The transparent
hydrogel can be scanned in a fluorescent microscope after protein
immunolabeling.

KEYWORDS: Electrophoresis; Immunohistochemistry;
Fluorescence; Morphology; Macromolecular permeability;
Macromolecules in Situ.
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INTRODUCAO

écnicas histologicas promoveram a visualizag@o
de estruturas e foram responsaveis por enormes
avangos na compreensdo das funcgodes celulares dos
organismos. Contudo, em alguns tecidos, como o nervoso,
as técnicas mais utilizadas acabam por ndo permitir uma
visdo integral das estruturas que o formam, prejudicando
o entendimento de seu funcionamento pelas dificuldades
que as técnicas mais usadas até entdo impdem aos dados
obtidos, dentre elas o fato de que as reconstrugdes podem
ser feitas apenas em um volume pequeno de tecido' e que
existem erros consideraveis na reconstru¢cdo. A grande
dificuldade encontrada na visualizagdo do tecido nervoso
integro diz respeito a quantidade de lipideos encontrados
nele, dando-o consideravel opacidade. Grande parte desses
lipidios ¢ advinda da bainha de mielina formada pelos
oligodendroécitos. Até entdo a eliminagdo dessa massa
lipidica alterava profundamente a forma do 6rgdo, mas a
técnica CLARITY permite a retirada por eletroforese dos
lipideos sem comprometer a estrutura protéica do tecido
nervoso, promovendo a fixa¢do simultdnea do tecido
enquanto os lipidios so retirados. Assim, o tecido nervoso
mantém sua estrutura global e fica transparente a luz e
poroso a macromoléculas' sendo, portanto, passivel de
coloragdo, permitindo a verificagdo das moléculas marcadas
em seu local de origem. Isto ndo era possivel mesmo com
técnicas mais modernas como a imunohistoquimica por
necessitar de fatias finas de tecido com poucos micrometros
de espessura, ou com técnicas de Biologia Molecular como
0 Western Blot, por exemplo, pela necessidade de extrair
as macromoléculas de interesse.
A técnica CLARITY se assemelha a um Western
Blot, no qual ao invés de extrairmos as proteinas presentes
no tecido e colocarmos em um gel de poliacrilamida,
mantemos as proteinas em seus locais de origem e
produzimos um gel dentro do tecido que se deseja estudar
— 1n0 nosso caso o tecido nervoso. Assim, conseguimos
verificar grande parte da composigdo protéica do tecido
apods retirarmos por eletroforese a massa lipidica, que
compde o cérebro. Isso nos permite um estudo mais
detalhado e confiavel de todas as familias de moléculas
presentes nos tecido do animal e suas respectivas fungoes.
A técnica CLARITY também ¢é promissora no estudo de
pecas de tecido humano, mesmo os que se encontram ja
fixados, como os presentes nos laboratorios de anatomia
das Universidades. Com o CLARITY ¢ possivel também
lavar a imunomarcagdo anterior com o detergente SDS e
marcar outras proteinas, associando assim uma imagem
de um grande volume de diferentes proteinas de interesse
a um menor numero de animais experimentais utilizados.
Assim, o objetivo do presente trabalho foi implantar
a técnica histologica CLARITY para o estudo do sistema
nervoso central, para que, no futuro, possamos realizar um
estudo morfoldgico de neurdnios, microglias e astrocitos.

MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos descritos foram adaptados do
protocolo original presente no artigo de Chung et al.%.

Preparacio do Tecido

Utilizamos 6 ratos do tipo Wistar (IACUC/CEUA
6744240414); anestesiados com 90mg/kg de tiopental
sodico.

Apo6s anestesia, iniciamos a perfusdo, injetando
as solugdes no ventriculo esquerdo com a utilizagao de
bomba rotatéria. Na primeira etapa lavamos os tecidos
do animal com solu¢do salina (NaCl 0,9%), infundindo
em seguida a Solugdo de Perfusdo Hidrogel (Tabela 1) e
lavando novamente com solucdo salina. Apos perfusao os
cérebros dos animais foram extraidos e deixados por 72hs
em tubos de 50 ml, contendo 20 ml de Solucao de Perfusao
Hidrogel a 5°C.

Tabela 1: Solu¢do de perfusido hidrogel, tendo a acrilamida
como o principal constituinte do futuro polimero

Soluc¢éo de Perfusao Hidrogel

Acrilamida 4%

BIS 0,05%

VA-044 0,25%

PBS 0,1M

Paraformaldeido 4%
Blocagem

Trabalhando a maior parte do tempo dentro de um
dessecador, inserimos N,(g) dentro dos tubos de 50 ml,
que acondicionavam os cérebros embebidos em solugdo de
perfusdo. Em seguida os tubos foram colocados dentro do
dessecador, com as tampas apenas apoiadas acima deles.
Injetamos N,(g) no dessecador € criamos dentro dele uma
camara de N, (g); ap0s isso, com o auxilio de uma bomba
de vacuo, retiramos parte do gas nitrogénio e mantivemos a
situacdo por 10 minutos. A retirada do vacuo foi feita com a
injecdo de N,(g). Todo esse processamento visou a retirada
do O,(g) do meio, no qual os tecidos a serem blocados se
encontravam visto que a presenga do gas prejudicaria a
formagao do polimero. Apds passar por esse processo todos
os tubos de ensaio foram fechados e colocados em banho
térmico a 37°C por 3 horas.

Limpeza

Terminado o banho térmico, retiramos o tecido
juntamente com o gel, que se formou dentro dos tubos de
ensaio de 50 ml, cortamos o excesso de polimero aderido e
colocamos novamente o tecido blocado dentro de tubos de
50 ml, agora contendo 30 ml de solugdo de limpeza (Tabela
2). Os seis cérebros passaram por trés banhos de 24h, cada



um deles com as seguintes especificagoes:
e 1° banho: 24h a temperatura ambiente e sob
agitagdo;
e 2°banho: 24h a 37° C;
* 3°banho: 24h a 37° C.
Entre as trocas de banho foi necessario retirar os
demais excessos de polimero aparentes aderidos ao tecido.

Tabela 2: Solu¢io de limpeza, a qual contém grande
quantidade de SDS para a remocéo dos lipidios

Solu¢ido de Limpeza
Acido Bérico 200mM
SDS 4%
NaOH

corregdo do pH para 8.5

Eletroforese do Tecido

Construimos uma camara de eletroforese seguindo
instrugdes presentes no documento produzido pelo autor
da técnica®, adaptando-a a nossa realidade. As principais
alteragdes feitas por nos foram a utilizagao de um recipiente
de 80 ml, eletrodos de platina menores — 3 cm por | cm,
conforme Figura la - e de didmetro também menor - 0,3 mm.

Introduzimos o tecido na camara apos os trés
processos de limpeza e completamos o volume da camara
com a Soluc¢do de Limpeza. Utilizando uma bomba,
circulamos um volume maior de Solucao de Limpeza dentro
da camara de eletroforese com temperatura controlada e
constante, com intervalo de escolha entre 37°C-50°C. Os
eletrodos foram alimentados com uma fonte de voltagem
controlada e constante, a qual tem intervalo de escolha
entre 10V-60V. A preparacdo ficou nessa condi¢do por
diversos dias, até o tecido tornar-se translicido. Quanto
maior a voltagem aplicada e a temperatura, mais rapido ¢
esse processamento.
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Lavagem

Apds os diversos dias de eletroforese, lavamos o
tecido com PBST (0,1% TritonX em PBS 1X), duas vezes,
sendo o periodo de cada lavagem de 24h.

Coloracio

Foi realizada reacdo imunohistoquimica para
Ionized Calcium-binding Adapter Molecule 1 (Iba-1)
marcadora de células da microglia.

Resumidamente, o bloco de hidrogel foi incubado
por 2 dias a 37 °C em anti-Iba-1 (Wako, cat 019-19741)
diluido 1:500 em 0,1% Triton X-100 em PBS em tampao
IM de borato de s6dio. Depois da incubagao com anticorpo
primario o bloco foi lavado na mesma solugao tampao por
1 dia a 37 °C e posteriormente incubado com anticorpo
secundario anti-Ig de coelho marcado com GFP por 2 dias.

Microscopia

Para a visualizag¢@o da marcagdo imunohistoquimica
um bloco de hidrogel (1 mm de espessura) foi montado
em laminas adaptadas e observado em microscopio de
fluorescéncia confocal Leica TCS SP8 localizado no
laboratério multiusuario 4 no Instituto de Farmacologia
da UNIFESP.

RESULTADOS

Obtivemos sucesso em todo o preparo do tecido para
aeletroforese, controlando bem todas as rea¢oes necessarias
para tal, principalmente a polimerizacgdo térmica (Figura
1-D). Também conseguimos produzir uma camara de
eletroforese funcional e com tamanho adequado para o
cérebro de ratos Wistar (Figura 1-B e 1-C) — visto que todo
o desenvolvimento da técnica CLARITY originalmente foi
feito com cérebros de camundongo.

Figura 1. Desenho esquematico dos eletrodos
de platina (A) Camara de eletroforese
construida (B) vista lateral e superior (C).
Encéfalo de rato Wistar embebido em hidrogel
apos polimerizagdo e antes da eletroforese e
remogao térmica dos lipidios
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Utilizando o obtido, fizemos a eletroforese do
cérebro de 6 animais e ap6s 72hs de eletroforese sob
diferenca de potencial de 30 V e temperatura de 37°C nas
primeiras 48h e 42°C nas demais horas obtivemos um
cérebro com adequado grau de transparéncia (Figura 2). A
analise de uma das seis amostras com imunohistoquimica
para Iba-1(bloco parcial de | mm) em microscopia confocal

permitiu a visualizacdo de intimeras células de microglia
com seus corpos celulares e processos, fornecendo uma
excelente visualizacdo da morfologia dessas células (Figura
3) e dando indicios iniciais que todo o procedimento
pelo qual o tecido ¢ submetido ndo leva a destruigdo da
arquitetura protéica do mesmo.

Figure 2. Encéfalo de rato Wistar antes (A) e depois (B) da eletroforese ¢ remogao térmica dos lipidios. O tecido tornou-
se transparente apos a remogao parcial dos lipides. Algumas estruturas do cérebro, como os talamos sdo visiveis (flechas)

Figura 3. Imunohistoquimica para proteina Iba-1 permitindo a
visualizagdo das células da microglia em estado quiescente com
clara defini¢@o dos corpos celulares (flechas) e processos (cabegas
de flecha). Essa imagem resulta da soma de 30 imagens que
cobrem uma profundidade de 150 pwm no neocortex. Barra=30pm

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Com base em nossos dados inicias sugere-se que
essa adaptagdo da histologia CLARITY permite uma

visualizagao tridimensional “in situ” de proteinas que
compdem o encéfalo do animal em estudo, permitindo
a aquisicdo de uma enorme quantidade de dados com
qualidade bem superior aos obtidos por procedimentos
que envolvem a reconstrug¢do da tridimensionalidade do
encéfalo. Sugere-se portanto, também, que o CLARITY
possa ser utilizado na rotina de qualquer laboratorio de
neurociéncia interessado no estudo da estrutura protéica
do Sistema Nervoso Central.

A técnica, porém, tem grande custo por animal
tanto no preparo do tecido que visa deixa-lo transparente,
como na imunocoloragio, utilizando grande quantidade de
anticorpos por espécime. Também ndo permite o estudo
de outras macromoléculas como os lipidios, que sdo
removidos durante o preparo do tecido.

Como perspectivas futuras do trabalho estamos
desenvolvendo um sistema que permite a preparagao de
quatro tecidos simultaneamente, através de um sistema de
cameras com comunicagdo hidraulica, mas com sistemas
elétricos individualizados, o qual facilitaria nossas
preparacdes economizando tempo e solugdo de limpeza.
Também esta sendo construido em nosso laboratério um
microscopio, conhecido como microscopio de “lengol de
luz”. Esse equipamento funciona como um tomografo e nos
permitira analisar o tecido transparente integralmente, nao
sendo necessario realizar cortes grossos como o de Imm
realizado na analise supracitada.
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