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RESUMO

Duobles, T. Andlise da influéncia da microglia mutante na sobrevida do neurdnio
motor no modelo in vitro da esclerose lateral amiotréfica utilizando camundongos
transgénicos para SOD1 humana [Tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2012.

A Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) é uma doenca progressiva caracterizada pela
perda de neurbnios motores levando rapidamente os pacientes a morte. Os
mecanismos da morte neuronal sdo desconhecidos e estudos recentes indicam que
a microglia pode participar deste processo. Para investigar o papel da microglia na
ELA, camundongos transgénicos SOD1%%* foram utilizados na avaliacdo da morte
e do trofismo neuronal em sistemas de co-culturas neurénio/microglia e do efeito do
meio condicionado microglial sob os neurdnios motores. Ambas as células foram
extraidas da medula espinal de camundongos transgénicos (TG) e wild type (WT).
A microglia foi obtida dos animais neonatos e adultos na fase pré-clinica da doenca.
Os neurdnios extraidos de neonatos foram marcados com reagente especifico para
morte neuronal e seus prolongamentos foram quantificados em contraste de fase
por métodos estereoldgicos especificos. A expressdo génica de moléculas
candidatas a participagdo do processo neurodegenerativo relacionadas com a
microglia foi quantificada pelo PCR em tempo real, assim como a quantidade de
moléculas secretadas no meio condicionado das culturas microgliais dosada pelo
ELISA sanduiche. O meio condicionado da microglia TG neonatal ndo foi capaz de
acentuar a morte neuronal, entretanto a neurodegeneracdo foi potenciada nas
analises das co-culturas. Interessantemente, o0 meio condicionado das microglias
WT provenientes de animais adultos foram capazes de aumentar o0s
prolongamentos neuronais feito ndo observado em relagdo as microglias TG.
Quantidades aumentadas do fator de necrose tumoral a, interleucina-6 e fator de
crescimento derivado do nervo foram quantificadas no meio condicionado das
microglias TG. A microglia TG neonatal apresentou dimuicdo na expressdo génica
de AKAP13, HIPK3, UBE2l E NTF5. Esses achados precoces sugerem perda de
migracdo microglial, perda de resisténcia a apoptose, desbalanco entre proliferacéo
e morte celular e diminuicdo do suporte tr6fico neuronal. Em conjunto, os resultados
evidenciam a participacdo da microglia nos mecanismos da ELA.

Descritores: Esclerose amiotrofica lateral; microglia; neurdnios motores.



ABSTRACT

Duobles, T. Analysis of microglial influence on motor neuron death in an in vitro
model of amyotrophic lateral sclerosis using SODL1 transgenic mice [Tese]. S&o Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2012.

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a progressive degenerative disorder affecting
motoneurons and leading the patient to death.The cause of motor neurons
degeneration in ALS is uncertain and there is any treatment able to prolong the
patient life. Recent studies show that microglia could participate of the process of
ALS degeneration. Its activation is linked to the disbalance of neuroprotective and
neurotoxic action. To investigate the microglia role in ALS, SOD1%%* transgenic
mice that develop symptoms similar to the clinical disease were used. We evaluated
the neuronal death and trophism in microglia/neuron co-cultures system and in
microglial conditioned medium effect under the neurons. Neurons and microglia
were extracted from transgenicor wild type mice spinal cord. Microglia was obtained
from 1 day pos natal pups and adult onset of disease mice. Cells were stained with
a specific marker to neuronal death. Neuronal extensions area and neuronal death
was quantified by stereological method. The genic expression of candidate
molecules related to degeneration in ALS was quantified by real time PCR and the
release of some molecules were quantified by ELISA sandwich. Results showed
that maybe transgenic neonatal microglia is not able to increase the neuronal death
through releasing molecules in its conditionated medium, on the other hand when
transgenic microglia was co-cultured with any kind of neuron, neuronal death was
observed. Microglia from adult transgenic mice was not able to promote a
neuroprotection compared to wild type in co-culture and conditionated medium
experiments. In addition to this, was observed increased tumor necrosis factor
alpha, interleukin 6 and nerve growth factor secretion by transgenic microglia.
Neonatal transgenic microglia also exhibited reduced genic expression of AKAP13,
HIPK3, UBE2l and NTF5. These findings at an early stage suggest a lost of
migration potential, lost of apoptosis resistance, disbalance of proliferation and cell
death and reduction of neuronal trophic support. So together, these data indicate the
involvement of microglia in ALS mechanisms.

Descriptors: Amyotrophic lateral sclerosis; microglia; motor neuron.
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1. Introducéo

Jean Martin Charcot descreveu pela primeira vez em 1869 a morte
progressiva de neur6nios motores na Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA). O
nome da doenca deriva das observacfes da coloracédo palida da substancia
branca da medula espinal representada pela degeneracdo e perda dos
axbnios motores superiores que se projetam do cérebro e estabelecem
conexdes diretas ou indiretas com o0s neurbnios motores inferiores da

medula espinal (Charcot e Joffroy, 1869).

A ELA é a doenca do neurénio motor com inicio na idade adulta mais
comum na sociedade moderna. A doenca manifesta-se por volta da segunda
ou terceira década de idade pelo declinio linear da funcdo muscular que leva
a paralisia, faléncia respiratéria e ao 6bito em dois a cinco anos (Mazzini et
al., 2008). Os estudos mostram que a incidéncia e a prevaléncia da doenca

sao de 1,89 e 5,2 por cem mil habitantes (Boillee et al., 2006).

A forma mais comum da ELA, a esporadica, ocorre em cerca de 90%
dos casos, contrastando com a forma familiar que atinge menos de 10%,
estando esta atrelada a uma heranca genética caracterizada como
autossdmica dominante. Sabendo que nas duas formas o0s mesmos
neurbnios sdo afetados e a patologia € similar, h4 grande interesse nas
pesquisas que envolvem os processos inflamatérios e os mecanismos da

doenca (Ince et al., 1998).

A descoberta marcante de 1993 iniciou a era molecular das pesquisas
em ELA. Rosen et al. (1993) identificaram as mutagdes no gene que codifica
para a superoxido dismutase 1 (SOD1) como causadoras de cerca de 20%
dos casos familiares da doenca. A SOD1 é uma enzima citosdlica cuja
funcdo é converter superéxidos, bioprodutos naturais da respiracdo, em

adgua ou peroxido de hidrogénio (Bruijin, 2004).

Sabe-se que a acdo da SOD1 é dependente da atividade catalitica do

cobre, ion que necessita da sua chaperona especifica para a incorporacao.
1



O fato do cobre intracelular ser téxico para o neurénio motor (Wang et al.,
2003) levantou a suspeita da mutacdo na estrutura da SOD1 promover a
toxicidade por alteracdo na incorporacao do ion, entretanto os experimentos
recentes mostraram que a propriedade toxica da SOD1 aparece como
resultado da mutacdo da enzima em si e é independente da atividade da
dismutase ou da chaperona relacionada e pode ser deflagrada sem a
catalise de um sitio ativo de cobre (Wang et al., 2003). De fato, a expressao
do gene mutante da SOD1 (SOD1m) em roedores leva a degeneracéo
neuronal como resultado de propriedades toxicas adquiridas (Gurney et al.,
1994; Nagai et al., 2007).

Experimentos realizados com RNA de interferéncia (RNAi) mostram o
retardo na progressdo da doenca apOs a reducdo da expressdao do gene
SOD1m, o que ressalta a contribuicdo da proteina mutante na patogénese
da ELA (Miller et al.,, 2005; Ralph et al., 2005). Deste modo, o animal
transgénico que carrega a SOD1m é aceito como modelo animal para o
estudo da ELA.

Numero superior a 150 muta¢des na SOD1 humana esta descrito e
mais de 10 linhagens de camundongos foram estabelecidas, sendo que a
linhagem SOD1°%** (substituicdo da glicina pela alanina na posicédo 93 da
cadeia de aminodacidos) é a mais utilizada nos estudos, seguida daquelas
linhagens SOD1%%R e SOD1%%*'® (Neusch et al., 2007). Ressalta-se que a
maioria dos mecanismos conhecidos sobre a fisiopatologia da
neurodegeneracdo do neurénio motor advem de estudos com estes animais
transgénicos (Julien, 2001; Bendotti e Carri, 2004; Julien e Kris, 2006).

Das hipéteses que explicam a degeneracao dos neurdnios, destacam-
se aquelas sobre os danos oxidativos, a formacao de agregados protéicos,
os problemas no transporte axonal, as disfun¢cdes mitocondriais e as

cascatas inflamatorias (Bruijn, 2004).

O estresse oxidativo foi observado em alguns estudos de ELA através

da analise de marcadores bioquimicos em amostras de pacientes pos
2



mortem, entretanto, esta hipétese por si ndo explica a degeneracdo do
neurdnio (Kim et al., 2003). O tratamento de pacientes com riluzole, droga
capaz de diminuiro influxo de calio e indiretamente reduzir o estresse
oxidativo, ndo foi capaz de promover efeitos clinicos significativos (Zoccolella
et al., 2009).

Os agregados protéicos citoplasmaticos sdo observados na ELA e em
outras doengas neurodegenerativas como o Mal de Alzheimer, a Doenca de
Parkinson e a doenca de Huntington (Watanabe et al., 2001). Na ELA em
particular, tais agregados sao formados, muitas vezes, por acumulos
anormais de proteinas como o neurofilamento, a periferina (Wong et al.,
2000a; Mendonga et al., 2005), a proteina Tar ligante de DNA de 43kDa,
também conhecida como TDP43 (Arai et al., 2006), a proteina ligante de
RNA fundida no sarcoma, também conhecida como FUS (Kwiatkowski et al.,
2009; Vance et al., 2009), a ubiquitina, cujo acumulo indesejado prejudica a
renovacao protéica por interferir com a maquinaria proteossémica (Wong et
al., 2000b; Wang et al., 2003) e a propria SOD1 (Shaw et al., 2008). Apesar
da relacdo amplamente documentada, a questdo da morte dos neurbnios
motores ser causa ou consequéncia da formacao dos agregados é algo que
carece de avaliacdo. Achados recentes suportam a hipétese de que as
alteracdes no metabolismo de RNA nos neurdnios motores permitem a
formacdo desses agregados protéicos na ELA (Strong, 2010; Droppelmann
et al., 2013). De fato, estudos mostram a associacao patologica da expanséo
na regiao nao codificante do cromossomo 9 (CO9ORF72) e a ELA (Dejesus-
Hernandez et al., 2011; Renton et al., 2011).

A guestdo da vulnerabilidade a morte seletiva dos neurénios motores
na ELA é ainda desconhecida. Especula-se que o tamanho extenso dos
prolongamentos dos neurbnios motores implica em problemas relacionados
ao transporte intracelular e ao metabolismo energético da célula, além da
necessidade inerente dos suportes mitocontrial e citoesquelético adicionais,
assim como a regulacéo da distribuicdo do RNA mensageiro para a sintese

protéica (Ferraioulo et al., 2011). Ao contrario de outros grupos neuronais,
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esses neurdnios tém niveis de expressao elevados dos canais de calcio
AMPA sem a subunidade GIuR2 (Ince et al., 1993). Tal vulnerabilidade foi
também recentemente relacionada ao aumento da expresséo do receptor de
Efrina A4 (Van Hoeke et al.,, 2012), a diminuicdo do receptor do fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) (Brockington et al., 2006; Lunn et al.,
2009), a alta sensibilidade ao estresse oxidativo (Saxena et al., 2009), além
das alteracdes mitocondriais que acabam por aumentar o estresse oxidativo

e 0s niveis de célcio extracelular (Sullivan et al., 2004; Panov et al., 2011).

Defeitos no transporte axonal também sdo marcantes em diversas
doencas neurodegenerativas (llieva et al., 2009). Camundongos SOD1%%%*
apresentam diminuicdo no transporte axonal retrégrado (Perlson et al.,
2009), mas também no anterogrado (Williamson e Cleveland, 1999). Isto
diminui o suporte neuronal de ATP com consequente decréscimo na
producdo de dineinas e dinactinas (Tanaka et al., 2011), o que aumenta
ainda mais a vulnerabilidade dessas células. Além disso, a expressédo da
subunidade p150 da dinactina-1 estd4 diminuida nos neurénios motores de
pacientes com ELA esporadica desde o inicio dos sintomas (Tanaka et al.,
2011).

Defeitos mitocondriais também foram reportados na medula espinal
(Sasaki e Iwata, 2007) e nas biopsias de musculos (Chung e Suh, 2002),
figado e cortex de pacientes com ELA (Menzies et al. 2002). Essas
alteracOes, especialmente a presenca de vacuolos com multimembranas,
também foram observadas nos musculos e nos neurdnios motores de
camundongos SOD1%*R e SOD1%%** que acumulavam a SOD1m nos
estagios precoces da doenca, mais especificamente desde a 42 semana de
vida, antes da ocorréncia de qualquer perda neuronal (Gurney et al., 1994;
Wong et al., 1995; Kong e Xu, 1998; Higgins et al., 2003; Martin et al. 2007).

Nesse sentido, a SOD1m parece interferir com os elementos das
cadeias transportadoras de elétrons nas mitocondrias dos neurdnios,
levando ao bloqueio da fosforilacdo oxidativa geradora de ATP (Mattiazzi et

al., 2002; Browne et al., 2006). A SOD1m relaciona-se aos eventos pelos
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quais a mitocondria tampona os niveis de Ca*? citosélico, levando & faléncia
de mecanismos anti-excitotoxicos (Petri et al., 2006). Agregados de SOD1m
podem também interferir com os componentes da maquinaria apoptoética
mitocondrial, ativando as cascatas apoptéticas nos neurdnios pela liberacéo
de citocromo C no citosol (llieva et al., 2009). A ativacdo da caspase-3 e a
diminuic&o dos niveis da proteina anti-apoptoética Bcl-2 foram demonstradas
nos neurbnios motores espinais de pacientes com ELA (Ekegren et al.,
1999). Ressalta-se que a combinacédo destes mecanismos pode ocorrer nas
mitocdndrias ndo apenas dos neurbnios, mas também das células gliais
circundantes, resultando na degeneragdo neuronal através de diversos
mecanismos nas varias fases de evolucdo da doenca (Hensley et al., 2006).
Experimentos de culturas de células mostraram a disfuncdo mitocondrial em
células gliais e neuronais na presenca da SOD1m (Ferri et al.,, 2006). A
diminuicdo do transporte axonal na ELA, de fato, leva danos adicionais
profundos a funcdo mitocondrial (Martin et al., 2007), j& que os neurdnios

motores SOD1%%A

apresentam o0 acumulo de mitocéndrias nos axoénios
terminais e geram niveis locais altos de radicais superéxidos comparados
aos neurdnios selvagens, evidéncias observadas tanto in vivo (Martin et al.,
2007) quanto in vitro (De Vos et al., 2007). Trabalhos recentes mostram que
esse acumulo mitocondrial €é de fato encontrado nas juncdes

neuromusculares de camundongos SOD1%%%4

juntamente com aumento de
calcio intracelular (Nguyen et al. 2009). Especula-se que, de fato, estas
ocorréncias colaboram para a manifestacdo da sintomatologia (Martin,

2011).

Notavelmente, a SOD1m também presente nas células nao
neuronais, principalmente nas células gliais, é decisiva para a evoluc¢do da
doenca. No sistema nervoso adulto, essas células atuam em diversos
processos fisiologicos dos neurbnios, por exemplo, na modulacdo da
neurotransmisséo, na producédo de fatores neurotréficos, na regulacdo do
desenvolvimento, na manutencédo da vida da célula, bem como nos eventos

de neuroplasticidade e envelhecimento neuronal (Neush et al.,, 2007). As
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células gliais participam também das respostas neuroimunomodulatorias e
desempenham papel importante nos eventos neurodegenerativos de reparo
e cicatrizacao (Morgenstern et al., 2002; Rhodes et al., 2003). O fato destas
células contribuirem para as respostas inflamatorias agrega discussdes
acerca do seu papel dubio, protetor/indutor, em doencas neurodegenerativas
como no Parkinson, no Alzheimer e, sobretudo, na ELA (Philips e
Robberecht, 2011). Pelo descrito acima, a desregulacdo dos mecanismos da
interacdo neurdnio-glia pode influenciar diretamente na integridade dos
neurbnios motores, contribuindo para a fisiopatologia da ELA. De fato,
estudos recentes sugerem que, em determinadas situacoes, as células gliais
podem contribuir para o dano neuronal na ELA por tornar o ambiente téxico

aos mesmos (Bruijn et al., 2004).

A construcdo de camundongos quiméricos com o promotor da
SOD1m em tipos celulares especificos mostrou o aumento dos indices de
morte neuronal e o fenotipo da doenga no animal que possuia neurénios nao
mutantes envoltos por células gliais com a mutacédo, por outro lado, quando
a expressao da mutacao da SOD1 se apresentou apenas nos neuronios, as
células gliais que o envolviam permaneceram relativamente intactas
(Clement et al., 2003). Assim, o modelo de animal quimérico reforcou as
especulacdes anteriores de que as células gliais podem estar envolvidas nos

mecanismos da ELA.

Os astrécitos sao as celulas mais abundantes no SNC (Zhang et al.,
2010), participam da sinalizacdo neurbnio-glia nas sinapses e ha
manutencdo da vida do neurbnio pela secrecdo de substancias solaveis
(Haydon et al., 2001; Mazzanti et al., 2001; Zhang et al., 2005; Fellin et al.,
2006; Haydon et al., 2006). A manutencdo da concentracdo de glutamato
extracelular em niveis fisioldgicos pelo astrocito € especialmente relevante ja
gue o glutamato em excesso na fenda leva a excitotoxicidade neuronal
causada por influxo excessivo de calcio. A retirada do excesso de glutamato
da fenda sinaptica por essas células é feita principalmente pelo

transportador de glutamato EAAT2/GLT-1 (Bruijn et al., 1997). Pacientes
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com ELA familiar e esporadica bem como os camundongos com a SOD1m
possuem expressao e imunorreatividade de EAAT2/GLT-1 diminuidas (Bruijn
et al., 1997; Howland et al., 2002). Estes achados foram de grande impacto
nos estudos da fisiopatologia da ELA e impulsionaram os experimentos com
alvo terapéutico na doenca, entretanto, analises subsequentes mostraram a
alta complexidade dos possiveis mecanismos envolvidos, ja que o0s
astrocitos ndo sao capazes de induzir a doenca por si sO, a despeito da
expressao de SOD1m cursar com astrogliose na regido do corno anterior da
medula espinal (Gong et al., 2000). Interessantemente, Nagai et al. (2007)
mostraram alteragbes na sobrevida de neurbnios motores cultivados na
presenca de meio condicionado de astrocitos SOD1m, sendo que o0s
neurénios SOD1m e aqueles ndo transgénicos eram igualmente afetados.
De fato, trabalhos apontavam para o aumento da secrecdo do fator de
crescimento do nervo (NGF) pelos astrocitos de pacientes com ELA e de
camundongos com a SOD1m (Pehar et al., 2004; Turner et al., 2004,
Ferraioulo et al., 2011) como possivel causa da toxicidade. Adicionalmente,
Yamanaka et al. (2008) sugeriram que a desregulagc&o na interagcéo entre as
células gliais, em particular astrocito e microglia, pudessem ser um fator
relevante na ELA, ao revelarem que a supressdao de SOD1m nos astrocitos

atrasou a ativacao microglial.

A microglia representa 5 a 12% da populacdo das células gliais e
desempenha papel imunoefetor no SNC (Ling et al., 1973). De fato,
guaisquer alteragcdes na homeostase neuronal ativam a microglia (Streit et
al., 1999). Em particular, a lesdo do tecido nervoso induz a ativacéo
microglial e a sua proliferacdo e subsequente secrecdo de citocinas,
prostaglandinas e outras substancias que participam do processo
inflamatorio (Kreutzberg et al., 1996; Hanisch et al., 2002). A ativacéo
microglial esta associada também ao aumento da producdo de moléculas
citotoxicas, como por exemplo, o Oxido nitrico (NO), as proteases e as
citocinas pro-inflamatoérias como a interleucina-beta (IL-3), o fator de necrose

tumoral alfa (TNFa) e a interleucina 6 (IL-6). No estagio final da morte
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neuronal, a microglia ativada alcanca o seu estagio fagocitico tornando-se

grande e globosa (Streit et al., 1999).

A superativagdo da microglia foi observada em tecidos p6s mortem de
pacientes com ELA, indicando a presenca de uma cascata de eventos pos-
inflamatéria mediada por estas células durante o0 curso da
neurodegeneracdo na doenca (Kawamata et al.,, 1992). A microglia é
encontrada em seu estado ativo no cérebro e na medula espinal ndo apenas
de pacientes com ELA, mas também de camundongos e ratos que carregam
a SOD1m (Henkel et al., 2004; Turner et al., 2004; Henkel et al., 2006),
inclusive antes da fase da perda neuronal e do aparecimento da
sintomatologia (Graber et al., 2010). Essa ativacdo microglial é descrita
como uma ocorréncia histologica precoce que ocorre cerca de 60 dias apés
0 nascimento do animal transgénico (Troost et al.,, 1993; Alexianu et al.,
2001; Weydt et al., 2003; Boillee et al., 2006). Outro estudo também
demonstrou a presenca de fatores solaveis pré-inflamatérios no fluido
cérebro-espinal de pacientes com ELA muito possivelmente secretado pela
microglia ativada (Almer et al.,, 2002). Nestes pacientes, a severidade da
doenca correlacionou-se a maior quantidade de fatores inflamatorios
encontrados no liquido cefalorraquidiano (Keizman et al., 2009). Ainda, os
niveis de receptores de TNF estavam elevados no soro destes individuos
(Poloni et al., 2000).

A microglia é responsavel pelo carater progressivo de muitas doencas
neurodegenerativas, principalmente pelo fato de desenvolverem uma relacéo
modulatéria complexa com o0s neurdnios, exercendo papel tanto protetor
quanto citotoxico a estas células (Henkel et al., 2009). As substancias
secretadas pela microglia em situacdes especificas e quando estas células
se tornam reativas sdo apontadas como as principais responsaveis pela

propagacdo da morte neuronal (Sargsyan et al., 2005; Neusch et al., 2007).

Inibidores da reatividade microglial sdo postulados como candidatos

terapéuticos para ELA, pelo fato de diminuirem ndo s6 a secrecdo de
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glutamato, mas de outras moléculas formadoras da inflamacdo e morte
neuronal (Beers et al., 2006). Sabe-se que a secrecdo de moléculas como
superoxido, NO e TNFa pela microglia ativada aumenta a morte neuronal na
ELA como demonstrado in vivo e in vitro (Akassoglou et al., 1997; He et al.,
2002; Beers et al.,2006).

Outras evidéncias da participacdo da microglia na fisiopatologia da
ELA foram obtidas com a constatacdo da exacerbacdo da sintomatologia
nos camundongos SOD1m submetidos ao tratamento crénico com
lipopolissacarideo (LPS), substancia esta classicamente utilizada como
ativador microglial (Nguyen et al., 2004). De fato, a microglia SOD1m € mais
responsiva ao estimulo do LPS do que a microglia proveniente de animais
selvagens (Xiao et al., 2007). A microglia do animal SOD1m estimulada pelo
LPS produz quantidades maiores de TNFa que aquelas produzidas pela
respectiva célula do animal ndo transgénico (Weydt et al., 2004), abrindo a
possibilidade desta citocina promover a toxicidade ao neurdnio motor, efeito
acompanhado pela diminuicdo da sobrevida do animal transgénico
estimulado. A administracdo de antagonista do TNFa aumenta a sobrevida
do animal SOD1%%** (West et al., 2004). A microglia SOD1m ativada libera
guantidades maiores de NO e de superdxido que combinam-se para formar
0 peroxinitrato, composto altamente téxico quando comparado ao observado
na mesma célula do animal n&o transgénico (Beers et al. 2006). Esse
mesmo estudo evidenciou que a substituicdo de microglias com a mutacéo
por microglias selvagens prolonga a sobrevida do camundongo (Beers et al.
2006). Ainda, o co-cultivo de microglia SOD1m com neurGnios motores
provocou maior morte neuronal em comparacdo aos experimentos que
utilizaram microglias selvagens, denotando o potencial neurotéxico maior

das microglias transgéncias in vitro (Beers et al. 2006).

Por outro lado, a prépria SOD1m liberada pelos neurénios e capaz de
ativar a microglia vizinha, fechando assim um ciclo modulatério toxico
neurdnio-microglia (Urushitani et al., 2006) com implicacbes no processo

evolutivo da ELA. Estudo recente mostrou que a microgliose é ativada pela
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adicdo da SOD1 humana extracelular e ainda é atenuada quando a microglia
€ proveniente do animal mutante, resultando em maior morte neuronal do
que situacdo em que a microglia proveniente do animal selvagem (Zhao et
al., 2010).

Trés estudos independentes mostraram que a microglia contribui para
a propagacao e a aceleracao dos processos neurodegenerativos da ELA nas
fases avancadas da doenca. Porém, ndo € sabido ainda quais o0s
mecanismos moleculares que regem tais eventos. A inibicdo da SOD1m
microglial através da utilizacdo do transgene Cd11b-Cre promoveu atraso na
progressdo da doenca no modelo SOD1%*'R. A sobrevida dos animais apés
o inicio dos sintomas aumentou quase 3 vezes comparado aos animais que
nao receberam o transgene (Boilee, 2006). Da mesma forma, a diminuicdo
da progressdo da ELA apds a reducdo da expressdo de SOD1m na
microglia também foi confirmada na linhagem transgénica SOD1°%°} (Wang
et al., 2009).

Deste modo, dentre os mecanismos microgliais possiveis na ELA, a
neuroinflamacédo mediada pela microglia transgénica ganha importancia no
desenvolvimento e na progressdo da doenca. Algumas revisdes atuais
respaldam este aspecto (Weydt et al., 2005; Papadimitriou et al., 2009). A
ciclooxigenase-2 (COX-2), que é produzida por neurdnios e astrocitos, mas
em abundancia pela microglia, estimula a producao local de citocinas pro-
inflamatorias. A producédo de COX-2 esta aumentada na medula espinal de
pacientes com ELA (Yiangou et al., 2006), o que refor¢ca o envolvimento da
microglia na patologia. De fato, a administracdo do celecoxibe, um inibidor
da COX-2, na dose oral de 1500ppm em camundongos diariamente desde o
28° dia de vida (Drachman et al., 2002), prolongou a sobrevida dos
neurbnios mutantes, interferindo no inicio da doenca experimentalmente. Tal
efeito ndo foi reproduzido em humanos com a dose correspondente utilizada
nos camundongos de 800mg/dia por via oral (Cudkowicz et al., 2006). A
administracdo de outras drogas anti-inflamatérias nas fases finais da doenca

em camundongos com ELA também prolonga a sobrevida do animal
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(Klivenyi et al.,, 2004; Lorenzl et al., 2006), porém ndo mostram efeitos
clinicos importantes (Appel et al., 1988; Werdelin et al., 1990; Gordon et al.,
2007; Stommel et al., 2009).

A minociclina, um derivado de tetraciclina capaz de inibir a ativacéo
microglial, também aumentou a sobrevida do camundongo modelo da ELA
(Kriz et al.,, 2002). Por outro lado, estudos clinicos envolvendo a
administracdo deste composto em pacientes com ELA também ndo mostrou
resultados positivos (Gordon et al., 2007). A principal hipotese para a falta de
resultados clinicos parece ser a impossibilidade do diagndstico pré-clinico e
assim, talvez, a ativacdo microglial ja deve ser resistente as intervencdes

farmacoldgicas (Keller et al., 2010).

As acOes da microglia podem ser outras que ndo apenas a promog¢ao
da inflamacéao, esta de fato pode vir como consequéncia. Trabalhos recentes
tém mudado o foco da citotoxicidade da microglia na ELA. Qualquer
alteracdo fisiolégica no microambiente induz a migracédo dessas células até o
sitio de lesdo, algo que ocorre rapidamente para realizagdo de suas acgoes.
A integrina, uma proteina de adesdo, parece ser responsavel pela
propriedade dinamica da microglia (Sargsyan et al., 2011).
Surpreendentemente, Sargsyan et al. (2011) revelaram que a microglia
SOD1°%%* possui deficiéncias nas caracteristicas neuroprotetoras quando
comparadas com as células microgliais de animais selvagens,
principalmente no que diz respeito a sua capacidade migratoria. Ainda, a
expressdo baixa de integrina na microglia SOD1m e a habilidade reduzida
de sua locomocdo ao sitio de lesédo foram constatadas (Sargsyan et al.,
2011). Dessa forma, esses achados indicam que a microglia SOD1m pode
precisar de concentracdo maior de fatores estimulantes para ter uma

resposta igual aquela obtida por uma célula microglial ndo mutante.

O estudo de Dibaj et al. (2011) também se destacou ao mostrar que a
microglia SOD1°%** de animais submetidos a lesdo axonal apresenta

resposta microglial diferente dependendo da idade do animal. Animais
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submetidos a esta lesdo na fase pré-clinica da doenca, com 60 dias de
idade, tiveram uma reagdo microglial semelhante aos animais controles,
porém a resposta microglial foi diminuida no animal mais velho, ja
sintomatico com 120 dias, evidenciando uma possivel perda de funcéo

microglial nas idades sintométicas.

Com as evidéncias descritas acima, o papel exato da microglia na
fisiopatologia da ELA ainda é desconhecido. O fato de néo existir tratamento
capaz de ao menos atrasar o inicio dos sintomas da doenca estimulou a
proposta do presente trabalho que busca estudar as alteracbes moleculares
e a influéncia microglial na sobrevida do neurénio motor. As microglias foram
extraidas de camundongos SOD1%%** logo ap6s o0 nascimento e pouco antes
do inicio dos sintomas (1 e 60 dias) com o intuito de indicar algum marcador

precoce para o desenvolvimento de futuras terapias.
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2. Objetivos

2.1. Geral
Avaliar a natureza celular e molecular da influéncia microglial na

morte do neurbnio motor em sistemas de co-culturas neurdnio
motor/microglia obtidos da medula espinal dos camundongos transgénicos
SOD1%%** (TG) e n&o transgénicos (wild type, WT). Neste contexto, estudar
a ocorréncia de efeitos diferenciais da microglia obtida do tecido de animal
neonato com 1 dia de vida (P1) e adulto jovem na fase pré-sintomatica com
60 dias de idade (P60).

2.2. Objetivos especificos
2.2.1. Adequar a metodologia para a obtencdo de culturas de neurbnios

motores da medula espinal de camundongos controles (WT) e transgénicos
SOD1%%*(TG) em P1.

2.2.2. Avaliar a influéncia da microglia de animais WT e TG na viabilidade
dos neurbnios motores utilizando métodos estereoldgicos especificos de

contagem de células em sistemas de co-cultura neurénio/microglia.

2.2.3. Avaliar a influéncia do meio condicionado obtido das culturas de
microglia de animais WT e TG no estado trofico dos neurbnios motores
espinais de animais WT e TG através da quantificacdo do numero e dos
prolongamentos neuronais bem como a viabilidade destes neurbnios,

utilizando métodos estereoldgicos especificos de contagem de células.
2.2.4. Quantificar a expressdo de moléculas candidatas a participar do

processo neurodegenerativo nos meios condicionados das culturas

microgliais por ELISA.
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2.2.5. Quantificar a expressdo génica de moléculas potencialmente
envolvidas no desenvolvimento da doenca nas microglias WT e TG
cultivadas de ambas idades através da técnica do PCR em tempo real.
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3. Materiais e Métodos

Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica e de Biosseguranca
em Organismos Geneticamente Modificados da Faculdade de
Medicina/Hospital das Clinicas da Universidade de S&o Paulo (Aprovacgéo
namero: 0113/08).

3.1. Modelo animal da ELA
Camundongos transgénicos BB6SJL-TgN(SOD1°%*41  Gur que

expressam o gene mutante SOD1%%** humano, originalmente produzidos por
Gurney et al. (1994), foram obtidos do Laboratério Jackson (Bar Harbor, ME,
USA). Estes animais sdo amplamente utilizados como modelo experimental
para o estudo da ELA (Miana-Mena et al., 2005).

3.1.1. Coldnias de animais
Colbnias de animais transgénicos (SOD1%%*# TG) e controles (B6SJL)

foram estabelecidas no Biotério Central da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo. A reproducgéo e o alojamento dos animais foram
feitos em ambiente desprovido de patdgenos especificos (spf) para garantir
a estabilidade das col6nias, controle sobre a reproducdo e homogeneidade
fenotipica entre os animais. Esta parte dos experimentos foi feita por
técnicos especializados do Biotério Central da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo. O regime spf compreende gaiolas ventiladas e
com filtros especiais, bem como a manipulacdo dos camundongos e suas
proles em regime estéril dentro de camara de fluxo laminar. Temperatura
ambiente controlada entre 21 e 22°C, umidade do ar em torno de 55% e
iluminacdo sob ciclo claro/escuro de 24 horas, sendo cada fase do ciclo de
12 horas, foram itens que receberam também a atencao. A racéo, a agua e a
maravalha foram rotineiramente autoclavadas antes da utilizacdo. Como
controle da nao contaminacdo da colbnia por agentes patogénicos, 0S

animais foram periodicamente submetidos a controles bacteriolégico e
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parasitologico segundo a rotina spf estabelecida no Biotério da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo. Os cruzamentos foram realizados

entre machos heterozigotos SOD1¢%%*

com fémeas da linhagem B6/SJL-F1,
com o intuito de gerar uma prole aproximadamente 50% heterozigota TG e
50% WT, segundo orientacbes do Laboratério Jackson que forneceu as
matrizes para o inicio das coldnias. Esse desenho de amplificacdo das

colonias permitiu as melhores condi¢cdes controle e experimentais.

Os casais foram mantidos com suas respectivas proles até 30 dias de
idade quando, entédo, foram separados por sexo e pelo gendtipo. Os animais
transgénicos sao utilizados como experimentais e 0s ndo transgénicos como

controles.

3.1.2. Genotipagem dos camundongos

A identificacdo dos camundongos TG ou WT utilizados nos
experimentos foi realizada através da genotipagem. O primeiro passo
constituiu na extracdo de amostras de DNA de cada um dos animais a partir
de fragmento da cauda.

O procedimento de extracdo de DNA seguiu o protocolo a segquir:
500u! de tamp&o contendo 1mg/ml de proteinase K, 20mM Tris-HCI (pH 8,0),
10mM NaCl,30mM EDTA (pH8,0) e 0,5% SDS (Sigma) que foram
adicionados a cada tubo contendo as amostras individuais. Cada amostra foi
homogeneizada e incubada a 60°C sob agitacdo de 1400rpm no
Thermomixer (Eppendorf) por uma hora, seguida de centrifugacdo a 16000g
por 10 minutos. O sobrenadante destas amostras foi transferido de tubo
contendo 500ul de isopropanol gelado e misturado suavemente até o
aparecimento de precipitado. As amostras foram centrifugadas a 14000rpm
por 10 minutos a 4°C e os sobrenadantes desprezados. Os tubos foram
lavados a seguir com 500yl de etanol 70% e uma segunda vez com 500ul da
mesma solucdo. Apés uma centrifugacao final de 14000rpm por 5 minutos,
0s sobrenadantes foram descartados e os tubos deixados para secar em

posicdo invertida. Apés a secagem do precipitadode DNA, cada amostra foi
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dissolvida em 200ul de tampao TE contendo 10mM Tris-HCI (pH 7,4), 1mM
EDTA e agua deionizada. As amostras de DNA foram armazenadas a 4°C
até a realizacdo da genotipagem por Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR).

Os iniciadores utilizados que permitiram a realizacdo da genotipagem
através da técnica de PCR foram IMR113 (5’-ATCAGCCCTAATCCATCTGA-
3’) e IMR114 (5'-16 CGCGACTAACAATCAAAGTGA-3’) para amplificagéo
de um fragmento da SODlhumana e IMR042 (5-CTAGGCCACAGAA
TTGAAAGATCT-3’) e IMR043 (5-GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC-3)
para amplificacdo de um fragmento da interleucina-2 (IL-2) de murino como
controle positivo (Rosen et al., 1993). Estes iniciadores estdo descritos no
protocolo do Laboratério Jackson
(http://jaxmice.jax.org/pubcgi/protocols/protocols.sh?objtype=protocol&protoc
ol_id=523). A reacdo de PCR incluiupara cada amostra 12,5ul PCR Master
Mix (2X) (Fermentas Life Sciences), 500nM de cada iniciador supracitado,
100ng de DNA e agua livre de nucleotideos para o volume final de 25ul. A
reagdo compreendeu um periodo inicial de 3 minutos a 95°C, seguidos por
35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 45
segundos, que se repetiam por 35 ciclos, além do periodo de 2 minutos a
72°C com resfriamento até 10°C.

Os produtos das reagcbes dos PCRs foram visualizados sob luz
ultravioleta apos eletroforese em gel de agarose 1% com brometo de etideo
e fotografados para documentacéo (Figura 1).
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324pb
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Figura 1. Imagem de gel de agarose visualizado sob luz ultravioleta. As amostras foram
obtidas a partir da cauda e subsequente genotipagem por PCR utilizando-se sondas para
amplificagdo de um fragmento da interleucina-2 (IL-2) de murino como controle positivo e da
SOD1 mutante. Para o animal transgénico (Tg) observa-se a presenc¢a da forma mutante da
SOD1 (com 326 pares de bases) e da IL-2 (com 324 pares de bases). JA nos animais
controles wild-type (WT) observa-se apenas a presenca da IL-2.

3.2. Culturas primarias de células
Culturas primarias de neurbnios motores e microglia foram obtidas

das medulas espinais de camundongos WT e TG com 1 dia de vida pos-
natal (P1) segundo protocolos publicados e previamente modificados em
nosso laboratério. Além disso, a cultura de microglia também foi obtida a
partir da medula espinal de animais adultos jovens dos mesmos genétipos
com 60 dias de idade (P60), periodo em que a microglia ja se encontra
ativada, na fase que precede os primeiros sintomas clinicos classicos da
doenca (Troost el al., 1993; Hall et al., 1998; Alexianu et al., 2001; Weydt et
al., 2003; Alves et al., 2011).

A grande maioria dos estudos em ELA utiliza culturas de neurbnios a
partir da medula espinal de animais em idades embrionarias devido a
dificuldade de obtencdo destas células apds o nascimentodo animal,
entretanto o nosso laboratério conseguiu bons resultados com a obtencéo
destas células do animal P1, apés adaptacédo do protocolo (Scorisa et al.,
2010). Os animais neonatos foram decapitados no seu primeiro dia de vida
pos-natal e imersos em solucdo de etanol 70% por cerca de 2 minutos para
assepsia da superficie corpérea. A regido lombar da medula espinal foi

exposta e removida com tesouras previamente esterilizadas. Posteriormente,
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a dura-mater e vasos sanguineos foram retirados da medula espinal, com o
auxilio de duas pin¢as microcirdrgicas sem danificar o tecido, que era, entao,
colocado em placa de vidro de 60mm esterilizada e submetido aos

protocolos descritos a seguir.

3.2.1. Cultura de neurdénios motores
A cultura de neurbnios motores da medula espinal foi realizada a

partir do protocolo descrito por Henderson et al., (2002) adaptado pelo
pesquisador Bradley Turner da Universidade de Melborne (Austrdlia) e
gentilmente cedido para nés. Ainda assim, foram realizadas algumas
modificacdes e adequacdes no protocolo que possibilitou a realizacdo do
cultivo dessas células obtidas a partir de medula espinal de animais WT e
TG P1.

A medula espinal dissecada foi colocada em solucdo tampao fosfato
(PBS). Em seguida, o tecido foi transferido para um novo tubo contendo PBS
e tripsina na concentracdo final de 0,025% (Gibco) e levado para banho-
maria a 37°C por 5 minutos seguidos de 5 minutos sob leve agitacdo. Apds o
periodo em banho-maria, o tecido foi imediatamente colocado em um novo
tudo com 400pl de meio Leibovitz-15 (L-15, Gibco), 50ul de albumina bovina
4% (Sigma) e 50yl de DNase (Sigma) na concentracdo de 1mg/ml. A
solucéo foi entdo agitada vigorosamente até que o tecido se fragmentasse.
Em seguida, a solucdo foi dissociada com a pipeta por duas vezes e 0s
fragmentos foram assentados e transferidos de tubo, no qual foi adicionado
450ul de L-15, 50ul de albumina bovina 4%e 10yl de DNase na
concentracdo de 1mg/ml. Os fragmentos foram ressuspendidos e diluidos.
No tubo com os fragmentos diluidos foi adicionado o sobrenadante do tubo
anterior, quando 1ml de albumina bovina 4% foi cuidadosamente aplicado
com uma pipeta Pasteur no centro do fundo do tubo. O mesmo foi submetido
a centrifugacdo de 5 minutos a 350g. Apds, o sobrenadante foi descartado e
o precipitado ressuspendido em 1ml de L-15. As células foram

completamente dissociadas e transferidas cautelosamente para um novo
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tubo ja contendo 1ml de 3,7% de gradiente de densidade Optiprep (Sigma)
diluido em tricina, no qual entdo era visivel a regido densa e ndo translicida
de interface. O tubo foi levado para centrifugacdo a 700g por 15 minutos
sem breque, para separar as células de acordo com sua densidade. Apés a
centrifugacdo, uma banda turva na interface representava os neurbnios
motores. Essa banda foi cuidadosamente coletada e os mesmos foram
contados e plaqueados em placa com 24 pocos com laminula de vidro,
previamente tratada com Poli-L-D-Ornitina (25ug/ml; Sigma) e laminina
(25pg/ml; Sigma) por duas horas cada um. Cada medula espinal fornecia
cerca de 10° células, que por sua vez eram cultivadas com meio neuronal
gue consistia em uma solucdo de meio Neurobasal A suplementado com 1%
de penicilina/estreptomicina, 2% de soro de cavalo, 0,5mM de L-glutamina,
25uM de 2-mercaptoethanol, 10ng/ml de fator neurotréfico ciliar (CNTF),
100pg/ml de fator neurotréfico derivado da glia (GDNF) todos adquiridos da
Sigma e suplemento B-27 da Gibco.

As placas de culturas contendo os neurdnios derivados dos animais
WT e TG foram acompanhadas por 6 dias apés o plagueamento. As culturas
foram avaliadas para determinacdo da pureza e submetidas ao tratamento

do meio condicionado microglial descrito a seguir.

3.2.2. Cultura de microglia obtida a partir de camundongo neonato em
P1

As medulas espinais foram obtidas conforme descrito acima e a
obtencéo de culturas de microglia dos camundongos WT e TG em P1 foram
obtidas a partir de uma cultura mista de células gliais conforme descrito na
literatura (Giulian e Baker, 1986). Para isso, as medulas espinais desses
animais foram retiradas e submetidas a digestdo com 0,25% de tripsina
(Gibco) por 30 minutos a 37°C. A acgdo da tripsina foi interrompida
adicionando-se 0 mesmo volume de meio de cultura (DMEM, Gibco), 10%

de soro fetal bovino (SFB, Gibco), penicilina e estreptomicina 100u/mL— D10,
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no qual 0,02% de DNase foi adicionado. Em seguida o conteudo foi
centrifugado por 5 minutos a 200g e ressuspendido em meio de cultura. O
tecido foi entéo triturado através de mdltiplas pipetagens com pipeta Pasteur
seguida de dissociacdo através de uma agulha 20G. As células foram
plagueadas em placas de 6 pocos e mantidas a 37°C em incubadora de CO
a 5%. O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias. A cultura atingia a
confluéncia perto do décimo dia, contendo cerca de 75% de astrocitos e 25%
de microglia.

A cultura de microglia foi preparada através de suaves tripsinizacoes,
(Saura et al., 2003). Deste modo, a cultura glial confluente por no minimo 3
dias foi lavada por cerca de 1 minuto com DMEM para eliminacé&o do soro e
tripsinizada com uma solucédo de tripsina (0,06%) na presenca de EDTA
0,25mM e Ca'™ (0,25mM) em DMEM, resultando no destacamento e
eliminacdo dos astrocitos que compunham 75% da placa naquele momento,
deixando, entdo, a microglia intacta. Nessa etapa, as microglias cultivadas
foram utilizadas para a determinacdo da pureza, ou entdo destacadas e
plagueadas sob os neurdnios motores formando o sistema de co-cultura, ou
replaqueadas na densidade de 2,5 x 10 para sua ativagédo com LPS (Sigma)

e condicionamento do meio, procedimentos que seréo descritos abaixo.

3.2.3. Cultura de microglia obtida a partir do camundongo adulto preé-
sintomatico em P60

Os procedimentos para a cultura de microglia a partir da medula
espinal adulta foram reproduzidos conforme descrito por Marriot et al. (1996)
e modificado em nosso laboratério. Cada animal assintomatico em P60, WT
e TG, foi perfundidos com solugcdo salina por 3 minutos para eliminar
qualquer célula sanguinea das suas medulas espinais. Antes da perfuséo,
10l de heparina foram adicionados ao coragdo para auxiliar a completa
eliminacdo de células do sangue (Moussaud e Draheim, 2010). Em seguida,
as medulas espinais foram removidas e suas meninges e vasos sanguineos

retirados com auxilio de pincas finas previamente esterilizadas. O tecido foi
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entdo colocado em uma solucdo salina balanceada de Earle (Earle’s
balanced salt solution; Sigma) e levada ao fluxo laminar, onde a solugao foi
trocada por uma nova e os fragmentos medulares foram cortados com o
auxilio de uma tesoura. Tais fragmentos foram dissociados com uma seringa
acoplada a agulha de 19G. Quando as medulas espinais estavam
completamente dissolvidas na solucdo, foram entdo centrifugadas a 700g
por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressupendido
em DMEM suplementado com 0,1mg/ml de I-valina, 10% SFB e 100u/ml de
penicilina e estreptomicina. As células foram plagueadas em placas de 6
pocos previamente tratados com Poli-L-Lisina (PLL; Sigma) e mantidas a
37°C em incubadora de CO, a 5%. Aproximandamente 4 semanas apds, a
cultura glial atingia a confluéncia.

Trés dias ap6s atingirem esta fase, os astrocitos foram eliminados
como descrito acima no protocolo da microglia neonatal, através de suaves
tripsinizagdes (Saura et al., 2003). Depois de purificadas, as culturas de
microglia foram destacadas e plaqueadas sob o0s neurbnios motores
formando o sistema de co-cultura ou, entdo, replagueadas na densidade de

2,5 x 10* para sua ativacdo com LPS e condicionamento do meio.

3.3. Determinacao da pureza das culturas primarias

3.3.1. Imunoperoxidase e imunofluorescéncia
Para a verificacdo da pureza das culturas primarias, as células

cultivadas foram submetidas a marcacdes pela imunoperoxidase ou
imunofluorescéncia (n=3) (Duobles et al., 2008). Para isso, as culturas de
células foram purificadas sob laminulas e no dia seguinte, lavadas duas
vezes com tampdo fosfato (PBS) e fixadas com paraformaldeido 4% gelado
por lhora. Em seguida, as células foram lavadas novamente com PBS e
permeabilizadas através de solucdo de PBS com 1% Triton (Sigma) por 10
minutos. A permeabilizacdo foi concluida apos lavagem das células com
0,02% Tween 20 (BioRad) em PBS por 5 minutos e 0,02% Tween 20 e 1%

albumina bovina por 5 minutos. O bloqueio foi realizado com solugcéo de PBS
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com 2% de soro de cabra (Sigma), 4% BSA, 0,2% Triton por 30 minutos.
Para verificar a pureza das culturas microgliais, foi realizada uma incubacao
com o anticorpo policlonal contra Cd11b (BD Biosciences) na concentracéo
1:600 em solucdo com 2% de soro de cabra, 4% BSA, 0,2% Triton em PBS
por 18 horas em geladeira (4°C). No dia seguinte, as laminulas foram
lavadas 3 vezes em PBS e em seguida realizou-se a incubagao do anticorpo
secundario anti-coelho (IgG) biotinilado (Vector) na diluicdo 1:250 e na
mesma solugcdo que o anticorpo primario. Novamente, as culturas foram
lavadas em PBS e incubadas com avidina-biotina para amplificacéo do sinal
da imunocitoquimica. A reacado foi feita com DAB (Sigma) a 0,5mg/ml e
0,01% H,0O, até a coloracdo marrom ser observada. ApOs interrupcaoda
reacao com trizma, as culturas foram lavadas em PBS por diversas vezes e
o0 bloqueio era repetido por mais 10 minutos. Em seguida, o anticorpo
contrao marcador de astrécito, Proteina Glial Fibrilar Acida (GFAP, Sigma),
foi incubado na concentracdo 1:200 por 48 horas e as incubacdes do
anticorpo secundario e avidina e biotina foram feitas da mesma maneira que
a descrita acima. A reacdo do GFAP foi realizada em 4-cloro-naftol para
observacédo da coloracdo em azul, obtendo uma dupla marcacéo (Duobles et
al., 2008; Scorisa et al., 2010).

As culturas neuronais foram submetidas ao mesmo processo, porém
0 anticorpo primario contra a colina acetil transferase (ChAT, Millipore),
especifico para neurdnio motor, foi incubado na mesma solucdo por 48
horas na concentracao de 1:1500. O procedimento de lavagem se repetiu da
mesma forma aquela descrita acima, porém o anticorpo secundario utilizado
foi produzido em cabra e conjugado ao vermelho do Texas (Vector). Tais
laminulas foram montadas com Montex acoplado ao marcador nuclear DAPI
(Vector) e analisadas em microscépio de fluorescéncia.

As laminulas com culturas microgliais e neuronais foram montadas e
as imagens foram analisadas em microscoépio de fluorescéncia. Fotografias

foram feitas para quantificacbes da pureza da cultura, descrita mais a frente.
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3.3.2. PCR semi-quantitativo

Para realizacdo das PCRs semi-quantitativas, o0 RNA das células foi
extraido pelo método de Trizol (Sigma) de acordo com as recomendacdes
do fabricante. Resumidamente, foi adicionado trizol aos pocos de cultura, a
solucao foi coletada e centrifugada e em seguida 200ul de cloroférmio foram
adicionados e entdo a solucdo foi agitada vigorosamente e mantida por 5
minutos em temperatura ambiente. As fases foram separadas por
centrifugagdo 12000g por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa, que continha o
RNA, foi transferida para outro tubo ao qual foi adicionado 500ul de
isopropanol. Apés homogeneizacao, a solugdo foi incubada a -80°C durante
18 horas para melhorar a eficiéncia da precipitacdo pelo isopropanol. Em
seguida, as amostras foram deixadas descongelar sobre gelo e entdo foram
descansadas a temperatura ambiente durante 10 minutos, seguidos de
centrifugacdo a 13000g por 10 minutos a 4°C para coleta do RNA. O
precipitado foi lavado por duas vezes com etanol 75% e centrifugado a
15009 por 5 minutos a 4°C. Apds a remocédo do etanol, o RNA foi eluido em
20ul de agua livre de nucleotideos. Para transformar o RNA em DNA
complementar (cDNA) foi utilizado 1ug do RNA total extraido com 2ul de
agua livre de nucleotideos e o Lit Ready-to-go PCR beads (GE healthcare),
de acordo com as recomendacdes do fabricante, seguido de 40 ciclos de
amplificagdo. Em seguida, o cDNA, produto de PCR transcriptase reversa,
foi amplificado com os iniciadores especificos obtidos do GenBank para o
GFAP (5-GCA GAG ATG ATG GAG CTC AAT GAC C-3' e 3-GTT TCATCC
TGG AGC TTC TGC CTC A-5"), o Cdllb (5- ATG GAC GCT GAT GGC
AAT ACC-3 e 3-TCC CCA TTC ACG TCT CCA- 5’) e o GAPDH (5’- CCA
AGG TCA TCC ATG ACA AC-3' e 3 GCT TCA CCA CCT TCT TGA TG-5))
por PCR simples. O produto dessas PCRs foi pipetado em gel de agarose

1% com brometo de etidio para observacéo sob luz ultravioleta.
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3.4. Estabelecimento da co-cultura neurénio/microglia

Células neuronais dos animais WT e TG foram cultivadas como
descrito acima. No dia seguinte da cultura, as microglias cultivadas de
animais WT e TG em idades P1 e P60 foram tripsinizadas com tripsina
0,25% (Sigma), centrifugadas e plaqueadas & densidade de 2,5 x 10* sob os
neurbnios em meio neuronal trocado previamente o que possibilitou os
sistemas de co-cultura. Diferentes combinacbes de co-cultura foram
realizadas, como descrito abaixo, para a analise da influéncia da microglia
WT ou TG na morte de neurénio WT ou TG.

3.5. Ativacao microglial com LPS e avaliacédo de seu estado ativo

Seis culturas purificadas de microglia provenientes de animais WT e
TG em idades P1 e P60 foram tripsinizadas e transferidas para uma placa de
96 pocos na concentracdo de 2,5 x 10* células/poco, para que as moléculas
secretadas no meio ficassem suficientemente concentradas para facilitar a

leitura pelo aparelho (ver abaixo) (230pl/poco).

Tais culturas foram ativadas com LPS em duas concentracdes
diferentes 1 e 10uM com intuito de avaliar seu estado ativo (Weydt et al.,
2004; Xiao et al., 2007). Os meios das amostras foram coletados 48 horas
apos e centrifugados (700g por 10 min) para eliminar as células em
suspensao, congelados em aliquotas de 100ul e 200ul e armazenados a
-80°C.

Os sobrenadantes foram submetidos a técnica do reagente de Griess
(Promega) para a determinacédo da quantidade secretada de NO (Ilgnarro et
al., 1987). Essa quantidade est4 diretamente relacionada ao grau de
ativacdo microglial (Block et al., 2005). Para tal, as amostras foram
descongeladas e 50ul de cada uma foram incubados com 50ul do reagente
de Griess por 20 minutos a temperatura ambiente. Cada aliquota de 100pl

foi utilizada em duplicata, representando uma amostra. A reacao
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colormétrica € explicada resumidamente a seguir. O reagente de Griess
contém acido sulfanilico e N-etilenodiamina, sendo que o acido sulfanilico é
quantitativamente convertido em sal de diazonio pela reagdo do nitrito em
uma solucdo acida. Esse sal, por sua vez, se liga ao N-etilenodiamina,
formando um corante que € quantificado no espectrofotbmetro na
absorbéancia de 548nm (Ignarro et al., 1987; Tracey et al., 1990). Curva de
diluicbes seriadas com concetracdes conhecidas de nitrito foi feita para

quantificacdo comparativa.

3.6. Andlise do estado tréfico do neurbnio na presenca do meio
condicionado de microglia

Apés 4 dias em cultura na placa de 6 pocos, 1ml de meio
condicionado da cultura de microglia foi coletado e centrifugado (700g por 5
minutos) para eliminar as células em suspensdo. O sobrenadante foi
coletado e congelado como descrito acima. Para a analise do estado trofico
do neudnio, os meios condicionados microgliais foram utilizados no
tratamento neuronal. Antes do uso, 0s meios condicionados foram
suplementados com penicilina/estreptomicina e coquetel de fatores

neurotréficos (Nagai et al., 2007).

Esse tratamento foi realizado com e sem ativagdo com LPS. Para
agueles meios nos quais as microglias foram submetidas a ativacdo com
LPS na placa de 96 pocos, 2 dias ap0s a ativacao, cerca de 200ul de meio

condicionado foi coletado e processado como descrito logo acima.

Os experimentos com meio condicionado foram conduzidos segundo

o protocolo estabelecido no nosso laboratério. Neurénios foram obtidos de
animais WT e TG como descrito acima. As células foram fotografadas sob
microscopio invertido j4 antes do tratamento com meio microglial para
quantificacdo de seus corpos celulares e prolongamentos. Ao final do 1° dia
de cultura, vinte por cento do meio de cultivo neuronal foi substituido pelo
meio condicionado das culturas de microglia obtida de animais WT e TG, de
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ambas as idades. Os procedimentos de tratamento foram repetidos do 1° ao

6° dia de cultura e o procedimento de documentacéo das imagens foi feito
no 5° (n=3) dia de tratamento.

Quadro do resumo dos tratamentos das culturas de neurénios com 0s

meios condicionados microgliais € apresentado a seguir:

Neurdnio Meio condicionado

microglial/ idade

WT WT P1 (n=3)
TG P1(n=3)
WT P60 (n=3)
TG P60 (n=3)

TG WT P1 (n=3)
TG P1(n=3)
WT P60 (n=3)
TG P60 (n=3)

WT, selvagem; TG, transgénico
3.7. Analise da morte neuronal em co-culturas neurénio/microglia
Para a anadlise da influéncia da microglia WT ou TG de ambas as
idades em co-cultura com neurdnios WT ou TG, os sistemas foram formados
da seguinte forma:

Neurbnio | Co-cultura microglia/ idade

WT WT P1 (n=3)
TG P1(n=3)
WT P60 (n=3)
TG P60 (n=3)

TG WT P1 (n=3)
TG P1(n=3)
WT P60 (n=3)
TG P60 (n=3)

WT, selvagem; TG, transgénico
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Para a quantificacdo da morte neuronal nas co-culturas, estas foram
submetidas & marcacdo com FluoroJade C, conforme descrito a seguir, e
visualizadas/fotografadas em microscopio de fluorescéncia. Apés marcacao,
6 campos fotograficos de cada poco foram rapidamente obtidos e 0 nimero

de corpos de neurdnios motores em degeneracao foram quantificados.

3.8. Presenca de marcador de degeneragéo neuronal
3.8.1. Presenca de marcador de degeneracdo neuronal nos neurdnios
submetidos a tratamento com meio condicionado microglial

Culturas de neurdnios WT e TG que foram tratadas com meio
condicionado microglial de ambas as linhagens foraminterrompidas no 5° dia
de tratamento e submetidas a marcacdo de FluoroJade C (Millipore) (n=3
para cada linhagem de meio condicionado). Para isso, as culturas foram
lavadas 2 vezes com PBS e fixadas com paraformaldeido a 4% por 1 hora.
Em seguida, o fixador foi retirado e residuos dele foram removidos com uma
lavagem em agua destilada. As células foram permeabilizadas com uma
solucdo de triton 0,3% em &gua destilada por 10 minutos e lavadas
novamente em agua. O marcador de morte neuronal, FluoroJade C, foi
incubado a 0,0001% no escuro, por 30 minutos, 0 que proporcionou a
visualizacdo dos neurbénios em degeneragdo em verde. Apds a marcacao, as
laminulas foram montadas com MONTEX contendo DAPI (Vector) para
observacdo dos nucleos em azul. Uma vez que a cultura foi
comprovadamente considerada pura para neurbnios, todas as células
marcadas pelo FluoroJade C foram consideradas em processo de morte, por
outro lado, células cujos nucleos estivessem intactos foram consideradas
saudaveis. As laminas foram observadas em microscopio de fluorescéncia

(Olympus AX70) e quantificadas conforme descrito mais a frente.
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3.8.2. Presenca de marcador de degeneragdo neuronal nos sistemas de

co-cultura

Apés 5 dias de co-cultura, as laminulas foram lavadas com PBS e
fixadas com paraformaldeido a 4% por 1 hora. A permeabilizacdo e a
marcagao com FluoroJade C foram realizadas exatamente como descrito
acima. ApO0s a marcacdo, as laminulas foram montadas com MONTEX
contendo DAPI (Vector) para observacao dos nucleos em azul. Em seguida
as laminas foram observadas em microscépio fluorescente para

quantificacéo.

3.9. Quantificagcdes estereoldgicas

3.9.1. Quantificacdes estereoldgicas em contraste de fase nas células

sob tratamento de meio condicionado

As culturas neuronais tratadas com o respectivo meio condicionado
de microglia TG ou WT ou entdo o meio de cultivo neuronal foram
fotografados. As fotografias foram feitas em microscopio invertido, com
objetiva de 40x sob contraste de fase em 6 campos equidistantes entre si. O
namero de neurdnios e a area dos prolongamentos por neurdnio foram
determinados em cada animal utilizando ferramenta esteroldgica especifica
acoplada as imagens, segundo procedimento de rotina no nosso laboratorio
(Gomide e Chadi, 1999; Levy, 2008).

Apos o procedimento de coleta das imagens, estas foram transferidas
para o computador e as células analisadas quantitativamente através do
método estereoldgico. A moldura de contagem das células vivas formada por
nimero definido de pontos (675 pontos) com &rea definida (4,9x10° pm?) foi
sobreposta as imagens coletadas dos 6 campos da placa. Todos os
prolongamentos neuronais e regides dos corpos celulares dos neurdnios que
atingiram os pontos da moldura foram contados. A somatdria dos pontos

contados resultou na area dos prolongamentos de cada campo. O namero
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médio de neurbnios presentes nos campos também foi obtido. As areas
médias dos prolongamentos neuronais encontrados nos 6 campos
quantificados foram obtidas e divididas pelo nUmero de pontos existente da
moldura, resultando assim na Areal Fraction (AA). A AA média dos
prolongamentos foi entdo dividida pelo nimero médio dos corpos celulares
para que, entdo, os resultados fossem expressos em funcdo do nimero dos
corpos celulares. Este procedimento foi realizado em todas as placas de
cultura por grupo experimental. Em seguida, os resultados do 5° dia de
tratamento foram expressos como porcentagem em relacdo aos resultados
obtidos antes do tratamento com meio condicionado (pré-tratamento). Esta
abordagem permitiu obter uma visdo geral sobre o crescimento dos
prolongamentos dos neurdnios tratados em relacédo aquele periodo que néo
receberam tratamento. A média e o erro padrdo dos grupos foram

calculados.

3.9.2. Quantificacéo estereoldgica para a pureza das culturas
O procedimento para quantificagcdo de pureza das culturas tanto

neuronais quanto microgliais foi 0 mesmo, quantificando as células ChAT
positivas, indicando neurdnios e ChAT negativas coradas apenas com DAPI
evidenciando os nudcleos de outras células contaminantes ou Cdllb
positivas como microglias e GFAP positivas como astricitos contaminantes,
deste modo foi possivel obter a porcentagem de células contaminantes em

cada cultura.

3.9.3. QuantificacBes estereoldgicas em microscopio de fluorescéncia

da morte neuronal provocada pelo tratamento com meio condicionado

As imagens de 6 campos equidistantes entre si de cada poc¢o de
cultura neuronal obtido para a analise da morte neuronal apés a marcacéo

dos neurbnios com FluoroJade C e submetidos ao tratamento com meios
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condicionados, também foram quantificadas por método estereoldgico
especifico. Uma moldura de 432 pontos com distancia de 30pm? foi
desenhada e sobreposta as imagens fotografadas em microscopio de
fluorescéncia sob o aumento de 20x. Todos os corpos celulares que
estavam marcados em verde indicando processo de neurodegeneracdo
foram contados, assim como todos os nucleos celulares, marcados em azul
com DAPI. Deste modo, os corpos celulares marcados foram expressos pela
guantidade de ndcleos, resultando na porcentagem de células em

degeneracédo existente em cada imagem. A média de cada grupo foi obtida.

3.10. Selecdo das moléculas do estudo

Para definir as moléculas objeto do estudo com potencial para
participar do processo neurodegenerativo da ELA, foram utilizados os
resultados dos experimentos de microarray feitos no laboratério a partir de
amostras de RNA da medula espinal de animais WT e TG nas idades de 40
e 80 dias que antecedem o0s sintomas classicos da doenca. A plataforma
utilizada continha 44000 genes, correspondentes ao genoma completo do
camundongo. Os resultados obtidos foram analisados sob o ponto de vista
dos aspectos funcionais desses genes diferencialmente expressos atraves
da ferramenta DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov) que organiza os dados
de acordo com as familias de genes, fun¢cdes moleculares, processos
biolégicos, componente celular, classe da proteina, vias de sinalizagdo e
relacdo em doencgas neurodegenerativas. Em seguida, nosso laboratério se
empenhou na selecdo de genes de possiveis candidatos a participarem do
processo neurodegenerativo da ELA e este trabalho revisou a andlise no
contexto das agbOes mirogliais. Para isso, foi levada em consideracdo a
diferenca de expressdo do TG em relacdo ao WT (fold relativo), a
importancia do gene para a sinalizacédo paracrina na sobrevivéncia neuronal,
funcBes moleculares, processos bioldgicos, via de sinalizacdo, relevancia na

literatura e contextualizacdo com a microglia.
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3.11. Quantificacdo de moléculas secretadas no meio condicionado

microglial através do ELISA

A analise da literatura indicou algumas moléculas sollveis secretadas
pela microglia que pudessem ser quantificadas no meio condicionado e
objetos deste estudo (Anexo B). As quantificagcdes do NGF (Chemicon), do
IGF e da endotelina 1 (ET-1) (Uscn) nos meios condicionados microgliais
foram realizadas através da técnica ELISA sanduiche de acordo com as
recomendacdes dos respectivos fabricantes e lidas no espectofotbmetro
(BioTek). Ja& as quantificacbes do TNFa, do VEGF e da IL-6 (Chemicon)
foram realizadas através da mesma técnica, porém lidas através de um

aparelho Luminex (Chemicon) através da tecnologia MULTIPLEX.

Todas as amostras de meio condicionadoforam coletadas 48 horas
apos a estimulagdo com LPS, centrifugadas e armazenadas em aliquotas de
100 e 200pl a -80°C até serem utilizadas (n>3 para todos 0S grupos).
Resumidamente, para o método de ELISA sanduiche convencional as
amostras, os calibradores e a curva de diluicdo que foi realizada com
diluicbes conhecidas da proteina recombinante, foram incubados em pocos
pré-sensibilizados com o antigeno de interesse. Em seguida os pocos foram
incubados com o conjugado enzimatico para amplificacdo da leitura. Entre
as incubag0es, lavagens foram realizadas de modo a remover componentes
nao reativos e restos de anticorpos nédo ligados. Em seguida, o substrato
TMB foi adicionado, que reage com o conjugado enzimatico produzindo cor
que foi medida no espectofotdmetro. Apds a adicdo de uma solucdo que
interrompe a reacdo, foi determinada a densidade éptica de cada poco,
medindo a absorbancia em espectrofotometro a A=450nm.

A técnica de ELISA com a tecnologia MULTIPLEX foi realizada para a
quantificacdo dos outros analitos (TNFa, VEGF e IL-6). Cada um desses
anticorpos veio conjugado a microesferas de cores diferentes. O conjunto de

microesferas foi incubado com as amostras ou com o0s padrbes nos
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respectivos pocos da placa. Em seguida, os anticorpos de detec¢do que
eram biotinilados, foram adicionados. Assim, cada conjunto de microesferas
se acoplou ao anticorpo de deteccdo correspondente e ao analito em
questdo presente em cada amostra. Para amplificacdo do sinal, foi
adicionado o conjugado estreptavidina-ficoeritrina que se ligou ao reporter
biotinilado e emitiu o sinal fluorescente que foi lido através de um feixe de
laser especifico para cada cor no aparelho Luminex.

Para ambos os métodos, a determinagcdo da concentracdo dos
antigenos em cada amostra foi realizada a partir da curva de diluicdes
seriadas com concentracdes conhecidas e preparadas com o0 anticorpo em

questdo de cada kit e expressa em pg/ul.

Utilizou-se ainda um controle para validagcdo de cada kit. Esse
controle foi constituido por dois padrdes, um de concentracdo elevada e um
padréo de baixa concentracdo. Tais concentracdes conhecidas foram lidas e

comparadas com os valores da curva.

3.12. Extrag&o e amplificagdo do RNA das culturas microgliais

Dois dias apos a ativacado promovida pelo LPS (1ug/ml) das culturas
microgliais (desidade de 2,5 x 10%), foram lavadas com PBS para retirada do
meio e expostas a 500ul de Trizol (Invitrogen) e 100ul de cloroférmio foram
adicionados aos tubos e, em seguida, foram submetidos a agitag&o vigorosa.
Cinco minutos apds, os tubos foram centrifugados a 12000g por 15min a
4°C. A fase aquosa foi transferida para outro tubo ao qual foi adicionado
500ul de isopropanol. Os tubos foram agitados por inversdo com o intuito de

precipitar o RNA.

Apos pernoitarem em freezer -80°C, os tubos foram descongelados
em temperatura ambiente e centrifugados por 30 minutos a 14000rpm a 4°C.
Apés a centrifugacdo, os sobrenadantes foram descartados e 500ul de
alcool 80% foram adicionados aosprecipitados. Tal conteudo foi submetido
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ao vortex e centrifugado novamente por 15 minutos a 12500rpm a 4°C. Esse
procedimento de lavagem, vértex e centrifugacdo se repetiu por 2 vezes,
sendo que na ultima, apo6s a centrifugacao o precipitado foi seco e eluido em
10pl de agua livre de nucleotideos. A quantificacéo foi feita da concentracéo
do RNA no aparelho espectrofotdbmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) e

o tubo estocado em freezer -80°C.

As amostras foram descongeladas e o RNA total foi amplificado
empregando-se o kit Message Amp Il aRNA de acordo com recomendacdes
do fabricante (Ambion). O protocolo usado para amplificacdo baseia-se na
amplificacdo guiada pela T7-RNA polimerase e promotor T7.
Resumidamente, o cDNA foi sintetizado a partir do RNA total, utilizando-se
oligonucleotideos que ancoram na cauda poli-A dos RNA mensageiros e
possuem sitio de ligacdo para T7 RNA Polimerase. Para uma producao
exponencial de RNA, este cDNA foi submetido a transcricéo in vitro durante
a amplificagdo. Todos os reagentes utilizados fazem parte do kit. O RNA
amplificado foi quantificado pelo NanoDrop 1000 (Thermo) e a qualidade da
amplificacéo foi avaliada com o kit Pico6000 Bioanalyzer (Agilent) que avalia
a integridade do RNA.

3.14. PCR em tempo real
As reacOes de PCR em tempo real foram realizadas apos a analise dos

dados de microarray. Os PCRs em tempo real foram realizados com ensaios
inventoriados Tagman na maioria dos genes selecionados e SYBR do gene
da NTF5 com a sequéncia 5°3° GCACTGGCTCTCAGAATGCAA e GAPDH
com a sequéncia 5°3° CGGCACAGTCAAGGC e eficiéncia de 102 e 92,3%
respectivamente. Os genes HIPK3 (Mm01278553 gl1),  AKAP13
(Mm01320098 _m1), NKRF (Mm01297400_m1) e UBE2l (Mm04243971_g1)
tiveram sua expressdao quantificada por Tagman e o GAPDH
(Mm99999915 g1) foi utilizado como controle enddgeno. Os ensaios foram

realizados no aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied
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Biosystems). As reacfes foram realizadas nas condi¢cdes universais de
ciclagem: 10 minutos & 95°C para a ativacdo da enzima Maxima® Hot Start
Taq DNA Polymerase, seguidos de 50 ciclos de desnaturacdo a 95°C
durante 15 segundos e um minuto a 60°C para o pareamento dos iniciadores
e extensdo. Foi adicionada uma etapa de 20 minutos de duracédo ao final da
amplificagédo, na qual a temperatura aumenta gradualmente de 60°C para
95°C a 0,3°C por segundo com a continua aquisicdo da fluorescéncia
(Morrison et al., 1998), a partir da qual se obtém uma curva de dissociacao,
na qual a presenca de um pico Unico confirma a especificidade da
amplificagdo. As moléculas de SYBR emitem sinal fluorescente ao intercalar
do DNA de fita dupla, enquanto no sistema Tagman a emissao fluorescente

depende de uma sonda que se anela especificamente nos nucleotideos.

Uma vez que a cada ciclo da reacédo (tanto Tagman quanto SYBR)
novas moléculas de fita dupla sdo formadas, o nivel de fluorescéncia emitida
aumenta gradualmente, sendo que quanto menor o ciclo em que a
fluorescéncia atinge um determinado limite, maior € o nivel de expresséo do
transcrito analisado (Morrison et al., 1998). O parametro utilizado é o Ct
(Cycle Threshold ou ciclo limite), uma linha aleatéria fixa na regido
exponencial das reagbes e usada para determinar o ciclo em que cada
amostra atinge determinado valor de fluorescéncia (Livak e Schmittgen,
2001). As reacodes, realizadas em duplicata, aceitaram valores de desvio

padréao até 0,5 e foram repetidas quando ultrapassaram esse valor.

A expressdo diferencial dos transcritos alvo foi determinada pela
quantificacdo relativa em relacdo a média de GAPDH, uma vez que 0s
experimentos de microarray n&o apontaram expressao diferencial entre
transgénicos e selvagens para este gene em nenhuma das idades
analisadas. Para calculo da medida relativa de expressdo foi utilizado o

modelo matematico 244V,
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4. Anélise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa Graph Pad
Prism, versao 5 para Windows (Graph Pad Software, San Diego, Califérnia,
USA).

Todos os dados obtidos foram analisados através dos métodos
estatisticos ndo paramétricos do teste t de Student ou andlise de variancia
(ANOVA) de uma via, dependendo do caso, o que sera relatado no momento
da apresentacdo de cada resultado. Variacdes significativas foram aceitas
em que a diferenca entre os grupos resultou em um p menor ou igual a 0,05.
Os resultados estdo apresentados como média aritmética + erro padrdo da
média.
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5. Resultados

5.1. Pureza da cultura neuronal
As culturas de neurdonios motores da medula espinal de

amundongos neonatos WT e TG foram devidamente purificadas. A Figura 2
ilustra estas células através de imagens por contraste de fase (A) e
imunomarcadas com ChAT, especifico para neurénios motores (B). A razao
entre os perfis nucleares das células ChAT positivos pelo nimero total de
nucleos celulares das células foi de 80% oque denota culturas purificadas de

neurdnios motores obtidos neste trabalho (Figura 3).

Figura 2. Fotomicrografias representativas de cultura de neurbnios motores obtidas em
microscopio de contraste de fase (A) e de fluorescéncia (B). Pode se observar neurbnios
motores com prolongamentos longos e ramificados, estes estabelecendo contatos entre si
(A). Ainda estes neurbnios quando avaliados a imunofluorescencia mostraram o citoplasma
fortemente imunorreativo ao ChAT (B), que indica a pureza da cultura, j& que ndo ha
ndcleos sem marcagéo do corpo celular (Chat negativo). Barras: 50um.
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Figura 3. Grafico mostra a presenca de 80% de células ChAT imunorreativas (ChAT+) e
20% de células desprovidas desta imunorreatividade (ChAT-) na cultura de neurfnios
motores deste trabalho. Todas as células tiveram seus nlcleos marcados com DAPI.
*p<0,001, segundo o teste t de Student.

5.2. Pureza da cultura de microglia neonatal
As microglias obtidas da medula espinal dos camundongos TG e WT

foram plagueadas em laminulas de vidro e submetidas a imunocitoquimica
comos anticorpos contra o Cdllb, especifico para microglia e a GFAP,
especifico para astrocito (Figura 4). Apés a imunomarcacgdo, as culturas
foram fotografadas e as células quantificadas por método estereologico
especifico como descrito no método. O resultado foi expresso em
porcentagem como mostra a Figura 5. Foi possivel considerar a cultura
microglial neonatal altamente purificada, observando 93% da populacdo
celular composta por microglia Cd11lb imunopositivas e 6% de astrocitos

GFAP imunopositivos.
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Figura 4. Fotomicrografia de cultura microglial proveniente de neonatos (P1). Microglias
Cd11b positivas, coradas em marrom, e astrdcitos GFAP positivos, em azul. Barra: 100pum
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Figura 5. Grafico mostra a porcentagem da populacéo de microglia imunopositiva ao Cd11b
e astrocito imunopositivo @ GFAP na cultura microglial de camundongos neonatos (P1).
Diferenca estatistica (*p<0,001) foi observada segundo o teste t de Student entre as duas
populag@es de células.

Ainda, para a certificacdo adicional da pureza das culturas de
miroglias P1, a PCR semi-quantitativa foi realizada, empregando iniciadores
especificos para microglia (Cd11b) e astrécito (GFAP), bem como o gene da
molécula constitutiva GAPDH que foi utilizado como controle. A comparacao
das bandas do Cd11b com aquela do GFAP, a primeira que representa as

células microgliais, € mais intensa do que a dos astrocitos, denotando a

presenca maioritaria da microglia nestas culturas (Figura 6).
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Figura 6. Representacdo das bandas obtidas em gel de agarose corado com brometo de
etideo para as PCRs dos genes GAPDH (308 pares de base), GFAP (260 pares de base) e
Cd11b (135 pares de base). Observa-se que a banda do Cd11lb é mais intensa que aquela
da GFAP.

5.3. Pureza da microglia proveniente do camundongo adulto
As microglias cultivadas provenientes da medula espinal de

camundongos WT e TG em idade P60, plagueadas em laminulas de vidro e
submetidas a imunocitoquimica do Cd11b, especifico para microglia, e da
GFAP, especifica para astrocito, sao ilustradas na Figura 7. Apos a
imunomarcacao, as células foram fotografadas e quantificadas por método
estereoldgico especifico. O resultado foi expresso em porcentagem, como
mostra a Figura 8. Foi possivel observar que a grande maioria da populagéo
celular da cultura, 90% é composta por microglia Cdllb imunopositivas,
enquanto apenas 10% dessa populacdo € composta por astrécitos GFAP

imunopositivos.
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Figura 7. Fotomicrografia de cultura de microglial proveniente de medula espinal de
camundongos adultos pré sintomaticos (P60). Microglias Cdllb positivas, coradas em
marrom, e astrécitos GFAP positivos, em azul. Barra: 100pum
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Figura 8. Grafico mostra a porcentagem da populacéo de miroglia imunopositiva ao Cd11b e
de astrdcito imunopositivo & GFAP na cultura microglial de camundongos adultos pré
sintomaticos (P60). Diferenca estatistica (*p<0,001) foi observada segundo o teste t de
Student entre as duas populagGes de células.

5.4. Andalise do trofismo do neurbnio na presenca do meio

condicionado de microglia sem ativagéo pelo LPS

A analise dos dados obtidos com as quantificacbes dos
prolongamentos neuronais em cultura mostra que os neurbnios estavam
saudaveis até o 5° dia de tratamento, ja que seus prolongamentos
aumentavam na medida em que todas as amostras mostraram valores
superiores a 100% o que indica que o tempo influencia nos prolongamentos

neuronais, dado confirmado pelo teste ANOVA com poés-teste de Bonferroni.
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Os neurbnios WT e TG tratados com MC de miroglia WT e TG tanto de P1
guanto P60, apresentaram quantidades de prolongamentos que néo
diferenciaram das culturas equivalentes tratadas com meio neuronal, como
demonstrado pelo teste ANOVA com pos-teste de Bonferroni (Figura 9). De
modo semelhante, as culturas de neurénios WT e TG tratadas com MC de
microglia TG, tanto aquelas derivadas de P1 quanto as de P60, néo
apresentaram quantidade de prolongamentos diferentes daquelas culturas

equivalentes tratadas com o MC de miroglia WT (Figura 9).
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Figura 9. A figura mostra a quantidade de prolongamentos no 5° dia de culturas de
neurdnios motores de animais wild-type (WT) e transgénicos (TG) apés os tratamentos com
0s meios condicionados (MC) de microglias de camundongos em P1 (A) e P60 (B) expressa
em porcentagem dos respectivos valores encontrados imediatamente antes dos
tratamentos. As culturas microgliais ndo recebram o tratamento com LPS. Para controle do
procedimento, culturas adicionais de neurénios motores de animais WT e TG foram tratadas
com meio neuronal, seguindo os mesmos parametros daquelas tratadas com MC. Para
detalhes do tratamento consultar o texto. Auséncia de diferenca estatistica pelo teste
ANOVA de uma via com pés-teste de Bonferroni

5.5. Ativagao microglial com LPS e avaliag&o de seu estado ativo
A auséncia de efeitos toéxicos dos MC de microglias nao tratadas pelo

LPS aos neurdnios motores cultivados reafirmou a necessidade de ativacao
das mesmas e analise dos efeitos dos seus MC na quantidade de

prolongamentos de neurdnios motores.

Para observar o comportamento microglial no seu estado ativo, testes
foram realizados para verificar qual a concentracdo de LPS que resultaria

em uma ativacdo ideal. As culturas de microglias WT e TG (P1 e P60)
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tratadas com as concentracbes de 1 e 10ug/ml de LPS tiveram a
concentracdo de NO secretada quantificada em seus MCs pelo método de
Griess (descrito em detalhes no método) para analise do grau de ativacao
promovido. O grafico abaixo (Figura 10) representa os meios condicionados
microgliais WT e TG nas duas idades sem tratamento de LPS, e nas duas

concentracoes testadas.
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Figura 10. Grafico representa a quantidade de Oxido Nitrico (NO) secretada pelas
microglias wild type (WT) transgénicas (TG) de culturas de animais neonatos (P1) e adultos
(P60) sem ou através da ativagdo coml1 ou 10pg/ml de LPS. n=6 para cada grupo.

O LPS na concentracéo de 1ug/ml induziu a secrecao de quantidades
maiores de NO pelas miroglias de ambas as idades e gendtipos (Figura 10)
0 que orientou a utilizacdo dessa concentracdo nas analises dos efeitos
toxicos das miroglias P1 e P60 de animais WT e TG aos neurdnios motores

cultivados, como descrito a seguir.

A andlise dos dados da figura 10 mostrou também que os MCs da
microglia TG P60 apresentaram quantificacdo maior de NO em relacdo aos
controles WT mesmo sem ativacdo com LPS (84,4%) e com 1lug de LPS
(55,6%), sendo que a diferenca estatistica ndo foi conseguida nesta ultima
devido a variabilidade entre os ensaios (Figura 11).
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Figura 11. Quantidade de NO no meio condicionado de microglia de animais WT e TG de 60
dias de vida (P60) sem (A) e com (B) o tratamento com LPS. Detalhes dos trabalhos e das
culturas séo encontrados no texto. Os dados foram expressos pela concetracdo de NO da
miroglia TG em relacdo a concentracdo de NO seretada pela miroglia WT. Diferenca
estatistica (*p<0,05) foi observada segundo o teste t de Student entre a concentracdo de
NO secretada pela microglia TG P60 comparada a WT da mesma idade sem ativagéo pelo
LPS.

5.6. Anadlise do trofismo do neurbnio na presenca do meio

condicionado de microglia com ativacédo do LPS

Prolongamentos neuronais foram observados vinte e quatro horas
apos o tratamento das culturas de neurénios WT e TG com meio neuronal e
MC de miroglias WT e TG, de animais P1 e P60, tratadas com LPS.
Entretanto diferencas aparentes entre os tratamentos ndo foram detectados

com os meios condicionados provenientes de microglias P1 (Figura 12A).

Adicionalmente as culturas de neurbnios tratadas com o MC de
microglias WT P60 ativadas pelo LPS mostraram maior extensdo de
prolongamentos neuronais comparados aos neurbnios que receberam meio
neuronal como tratamento (306,2% neurénios WT e 289,5% neurbnios TG
tratados com MC microglias WT P60 em relagdo ao meio). Ainda, os
neurénios WT tratados com MC microglia WT P60 apresentaram aumento
de 178,8% nos seus prolongamentos em relacédo aos dos neurénios WT que

receberam tratamento com MC de microglia TG (Figura 12B).
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Figura 12. A figura mostra a quantidade de prolongamentos no 5° dia de culturas de
neurdnios motores de animais wild-type (WT) e transgénicos (TG) apés os tratamentos com
0s meios condicionados (MC) de microglias de camundongos em P1 (A) e P60 (B) ativadas
com 1lpg/ml de LPS expressa em porcentagem dos respectivos valores encontrados
imediatamente antes dos tratamentos. As culturas microgliais ndo receberam o tratamento
com LPS. Para controle do procedimento, culturas adicionais de neurénios motores de
animais WT e TG foram tratadas com meio neuronal, seguindo os mesmos parametros
daquelas tratadas com MC. Para detalhes do tratamento consultar o texto. *p<0,01 segundo
o teste ANOVA de uma via com pos-teste de Bonferroni.

5.7. Presenca de marcador de degeneracdo neuronal nos neurdnios
submetidos ao tratamento com meio condicionado de microglias

ativadas pelo LPS

As culturas de neurdnios motores que receberam tratamento do meio
condicionado microglial e foram submetidas a coloragdo com marcador de

morte neuronal, FluoroJade C, estéo ilustradas na Figura 13.

Figura 13. Fotomicrografia ilustra o0s neurdnios motores cultivados marcados com
FluoroJade C (verde) indicando processo de morte neuronal. Os nlcleos marcados com
DAPI (azul) indicam todos os neurdnios presentes no campo fotografico. Barra: 100um.
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Os valores da quantificacdo dos perfis neuronais FluoroJade C
posoitivos, indicativos de morte neuronal, e expressos em porcentagem
relativa as células DAPI positivas, marcador nuclear de todas as células dos
campos fotograficos, estdo apresentados na figura 14. Observa-se que tanto
as culturas de neurénios que foram tratadas com MC microglial P1 (Figura
14A) quanto aquelas tratadas com MC da microglia P60 (Figura 14B) nao
resultaram em diferenca estatistica entre os grupos, mostrando que o0s
fatores secretados pelas microglias ativadas ndo foram capazes de

promover a morte neuronal.

A Fluoro Jade C em culturas neuronais tratadas B Fluoro Jade C em culturas neuronais tratadas

com meio condicionado microglial P1 com meio condicionado microglial P60
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Figura 14. Gréaficos mostram a porcentagem de morte neuronal, através da quantificagédo de
perfis neuronais FluoroJade C positivosno 5° dia de tratamento dos neurénios WTe TG com
os diferentes meios condicionados de microglias P1 (A) e P60 (B) wild type (mWT) e
transgénicos (MTG) em relagcdo & presenca de perfis FluoroJade C positivos antes dos
tratamentos. Diferenca estatistica ndo foi observada segundo o teste ANOVA de uma via
com pos-teste de Bonferroni.

5.8. Analise da morte neuronal em co-culturas neurdénio/microglia
A Figura 15 mostra a presenca dos dois perfis celulares em co-

cultura, notavelmente os neurdnios motores imunomarcados com a ChAT
(vermelho) e microglias, células menores, e imununomarcadas pelo

anticorpo especifico Iba-1 (verde).
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Figura 15. Fotomicrografia de imunofluorescénciacom dupla marcacdo imunohistoquimica
no sistema de co-cultura neurdnio/microglia. Neurénios motores ChAT imunopositivos
(vermelho) e miroglias, indicadas pelas setas, Iba-1 imunopositivas (verde). Barra: 100um.

As quantificacbes do numero de neurdnios motores FluoroJade C
positivos nos sistemas de co-ultura com miroglias, indicando
neurodegeneracdo, estdo apontados na figura 16. Numero maior de
neurbnios em degeneragcao foi observado quando os neurdnios WT eram
cultivados com microglias TG de P1 (6,14%) ou P60 (4,61%), quando
comparado as co-culturas de neurdénios WT com microglias WT (Figura 16A
e B). Por outro lado, diferencas estatisticas ndo foram observadas quando
as microglias TG (P1 e P60) eram co-cultivadas com neurbénios TG, ainda

em relagdo as co-culturas neurénio TG com miroglia WT (Figura 16A e B).
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Figura 16. Graficos mostram a porcentagem de morte neuronal marcada pelo FluoroJade C
no 5° dia de tratamento dos neurénios WT e TG nos sistemas de co-cultura com microglias
P1 (A) e P60 (B) em relacdo a morte neuronal observada antes dos tratamentos. Diferenca
estatistica (*p<0,01) foi observada segundo o ANOVA de uma via com pds-teste de
Bonferroni entre a quantidade de células FluoroJade C positivas nas co-culturas de
neurénios WT com microglias TG (mTG) comparado com a co-cultura de neurénios WT com
miroglias WT (mWT) proveniente de animais nas ambas as idades analisadas.

5.9. Selecdo das moléculas a partir dos resultados do microarray

Dos 44000 genes nos quais foram hibridizados o RNA da medula
espinal de camundongos WT e TG de 40 e 80 dias, 1318 foram
diferencialmente expressos (p<0,05) no TG com 40 dias e 1314 no TG com
80 dias. A andlise bioinformatica pelo DAVID permitiu selecionar os genes
NKRF, HIPK3, UBE2l, AKAP13, NTF5, NTRK1, NGFR, IRF-4, IGFBP4,
VEFA, VEGFB, TEAD4 e EDNRA para serem avaliados por PCR em tempo
real nas microglias cultivadas, bem como escolher as proteinas TNFaq,
VEGF, IL-6, IGF, NGF, ET-1 a serem quantificadas no meio condicionado

destas culturas.

O anexo B representa as proteinas selecionadas para quantificacao
no meio condicionado microglial, o gene relacionado diferencialmene
expresso no microarray com o repectivo fold relativo e os trabalhos e idéias

principais que levaram a escolha de tal molécula.
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O anexo C mostra os genes selecionados para a quantificacdo da sua
expressdo nas microglias cultivadas, assim como o fold relativo e os

trabalhos e idéias principais que levaram a eleicéo de tal gene.

5.10. Quantificacdo das moléculas candidatas no meio condicionado

microglial através da técnica de ELISA

Os meios condicionados microgliais coletados 48 horas apds o
estimulo com 1lpg de LPS foram submetidos aos ensaios disponiveis
comercialmente de ELISA sanduiche para a quantificacdo dos niveis de
TNFa, VEGF, IL-6, IGF, NGF, ET-1.

As quantificagbes dos niveis de TNFa no meio condicionado da
cultura de microglia mostraram maior quantidade da citocina (37,9%)
secretada pelas microglias TG P60 quando comparada a WT da mesma
idade (Figura 17A). Diferenca estatistica ndo foi observada nos niveis de
TNFa nos meios condicionados das microglias WT e TG P1 (Figura 17A). Os
meios condicionados das microglias TG P60 mostraram quantidades
maiores de IL-6 quando comparadas as quantidades da citocina presente
nos meios condicionados WT da mesma idade (94,9%) e TG P1 (91,6%)
(Figura 17B). A quantidade de NGF presente no meio condicionado das
microglias TG P60 (128,4%) e WT P60 (71,8%) se mostrou aumentada em
relacdo as P1 dos mesmos gendtipos e ainda a microglia TG P1 se mostrou
secretando quantidade maior de NGF do que a WT (29,6%) da mesma idade
(Figura 17E). Ainda, notavelmente, as microglias TG secretaram maior
quantidade de NGF do que as WT (Figura 17A). Com relacdo ao VEGF, IGF
e ET-1 ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre o0s grupos
(Figura 17C, D, F).
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Figura 17. Gréficos mostram os niveis (pg/ml) de TNFa (A), IL-6 (B), VEGF (C), IGF (D),
NGF (E) e ET-1 (F) quantificados pelo método de ELISA nos meios condicionados (MC)
microgliais wild type (WT) e transgénicos (TG) provenientes de animais neonatais (P1) e
com 60 dias (P60). Diferencas estatisticas (*p<0,01 e **p<0,001) foram observadas segundo
0 ANOVA de uma via com pds-teste de Bonferroni entre a quantidade de TNFa presente no
MC da microglia TG P60 com a WT da mesma idade (A), entre a quantidade de IL-6
presente no MC da microglia TG P60 com a WT da mesma idade e com a TG P1 (B), entre
a quantidade de NGF presente no MC da microglia TG P60 com a TG P1 e entre a WT P60
com a WT PL1. Diferenga estatistica (#p<0,01) foi observada segundo o teste t de Student
entre a quantidade de NGF secretada pela microglia TG P1 com a microglia WT da mesma
idade.
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5.11. Quantificacao da expressédo génica pela microglia cultivada através
datécnica de PCR em tempo real

Apoés a amplificacdo dos RNAs as expressfes dos genes AKAP13,
HIPK3, UBE2l, NKRF e NTF5 foram quantificadas nas microglias dos
diferentes grupos. A Figura 18 representa a diferenga de expresséo relativa
(fold relativo) entre a microglia WT e TG das idades diferentes.

A expresséo do gene AKAP13 foi menor nas culturas de microglia TG
P1 em relacdo as culturas de microglia WT P1(149,2%) e TG P60 (199%)
(Figura 18A). Ainda, a expressdo o HIPK3 também se mostrou diminuida
nas culturas de microglia TG P1 (77%) e WT P60 (65%) (Figura 18B). O
nivel de expressdo do gene UBE2I foi maior na microglia TG P60 (117%). A
analise da expressdo do gene NKRF ndo mostrou diferencas estatisticas
entre os grupos (Figura 18D). Finalmente, o nivel de expressdo do gene
NTF5 pelas microglias TG P1 foi menor em relacdo aos WT da mesma idade
(52,6%) (Figura 18E).
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Figura 18. Gréficos mostram as diferencas de expressédo relativa dos diferentes genes
AKAP13 (A), HIPK3 (B), UBE2l (C), NKRF (D) nas culturas purificadas de microglia
proveniente de camundongo wild type (WT) e transgénico (TG) de 1 (P1) e 60 (P60) dias
pos natal. *p<0,05 e **p<0,01 segundo o ANOVA de uma via com poés-teste de Bonferroni. #
p<0,05, segundo o teste t de Student. As diferencas estatisticas estdo apontadas nos
gréficos.
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6. Discussao

Muitos estudos indicam que a ELA é uma doenca neurodegenerativa
gue envolve ndo somente os neurbnios motores, mas também as células
gliais que circundam a populagéo neuronal (llieva et al., 2009). A microglia,
em particular, contribui substancialmente para a progressdo da doenca
(Boilee et al., 2006; Lobsiger et al., 2007; Neusch et al., 2007). A despeito
das evidéncias do impacto da neuroinflamacao na progresséao da ELA, esse
ainda é um tema pouco conhecido e entendido. O presente estudo buscou
compreender melhor o papel da microglia na participacédo da degeneracéo

do neurdnio motor na doenca.

A microglia no seu estado ativo desempenha fun¢gdes necessarias
para a manutencdo da vida neuronal. Sua ativacdo também esta envolvida
na regulacdo do desenvolvimento do SNC e na neurogénese através da
secrecdo de fatores tréficos e anti-inflamatérios (Hanisch e Kettenmann,
2007). Porém, em algumas circunstancias, a microglia pode se tornar super
ativada e induzir efeitos neurotoxicos diretos aos neurdnios através da
secrecdo de substancias citotoxicas (Block e Hong, 2005). Estas, por sua
vez, sdo capazes de ativar o astrocito, outra célula glial, e, através deste
mecanismo, pode contribuir nos processos de morte neuronal (Rohl et al.,
2007). No modelo animal, a reducéo da ativagdo microglial diminui o estado
reativo dos astrécitos (Cernak et al., 2005; Gunther et al., 2005; Miller e
McAllister, 2007). As células astrQcitarias possuem receptores para muitos
dos fatores inflamatorios secretados pela microglia (Zhang et al., 2010),
mostrando que essas células sdo, de fato, responsivas a ativacao microglial
e, assim, podem estar desempenhando um efeito citotéxico aos neurbnios
(Nagai et al., 2007).

6.1. Pureza das culturas de células
Uma das dificuldades na determinagdo da contribuicdo da microglia

na fisiopatologia da ELA é a complexidade das interacbes que ocorrem entre

a mesma e 0s neurdnios motores in vivo. Deste modo, os modelos in vitro
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sdo Uuteis na investigacdo dos efeitos funcionais de cada célula
individualmente bem como a desregulacdo deles no caso de processos

neurodegenerativos.

Dessa forma, a pureza das culturas celulares é necesséria ja que, a
contaminagdo por outros tipos celulares pode trazer viéses (Scorisa et al.,
2010). Trabalhos que utilizaram co-culturas de microglia com neurdnio motor
ndo descrevem os detalhes de pureza nas culturas, tanto microgliais quanto
neuronais (Weydt et al.,, 2004; Nagai et al., 2007). Assim, os resultados
obtidos podem ser influenciados pelos efeitos das células contaminantes nas
culturas primarias e ndo da microglia em questdo. As culturas obtidas neste
trabalho apresentaram células microgliais ramificadas e de aspecto
ameboide, semelhantes a outros estudos apresentados na literatura (Giulian
e Baker, 1986). Observou-se que microglias WT e TG apresentaram
morfologia semelhante, sugerindo que a presenca da mutacdo da SOD1 ndo

interfere com o fendtipo da célula (D"ambrosi et al., 2009).

6.2. Andlise do trofismo do neurbénio na presenca do meio
condicionado de microglia

O tratamento com meio condicionado da microglia ndo ativada com
LPS mostrou que as moléculas secretadas tanto pela microglia TG quanto
pela microglia WT nédo foram capazes de causar qualquer alteracdo nos
prolongamentos neuronais dos dois genotipos. Nagai et al. (2007)

mostraram que a presenca da SOD1%%%*

no neurbnio motor ndo é capaz de
influenciar per si a morte celular, sugerindo a necessidade da participacao

do astrocito neste processo.

Ao contrario do esperado, o tratamento com meio condicionado da
microglia TG P1 sem ativacdo de LPS resultou em neurbnios TG
comprolongamentos ainda maiores do que as culturas neuronais WT
tratadas com meio, porém sem diferenca estatistica. Trabalho publicado
recentemente facilitou o entendimento deste efeito. Dijab et al. (2011)

demonstraram em experimento in vivo a reacado rapida das microglias TG
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apos discreta leséo no SNC em animais pré-sintomaticos SOD1%%%*A. Os
autores descreveram a possibilidade da microglia TG buscar a reversédo da
lesdo de modo mais rapido que a microglia ndo TG. Quando a lesao foi
provocada nos animais TG mais velhos com 90 e 120 dias, por outro lado, a
migracdo microglial ndo foi rapida para o sitio de lesdo e nao foi capaz de
diminuir o dano tecidual. Esses autores destacaram duas fases diferentes de
resposta microglial nesses animais. Nos estados pré-clinicos, a microglia se
encontra reativa, indicando um aumento de resposta a lesao, ja nos estagios
tardios, a microglia perde seu papel dindmico de vigilancia do SNC,
permitindo que a doenca avance rapidamente. Dessa forma, nossos
resultados corroboram com estas descricbes, uma vez que o tratamento com
o0 meio condicionado da microglia TG P1 mostrou grandes prolongamentos
neuronais, diferente daqueles observados nos neurbnios tratados com o
meio condicionado da microglia P60, denotando as possiveis acbes
neurotroficas da microglia TG do animal neonato. A falta de diferenca
estatistica nesse experimento pode ter ocorrido devido a variabilidade da

amostra ou ao baixo nimero amostral.

Estes resultados em conjunto com outros trabalhos recentes da
literatura (Weydt et al.,, 2004; Xiao et al., 2007) apontaram para a
necessidade da ativacdo microglial, simulando a situagdo encontrada na
desordem neurodegenerativa, similar a que ocorre na ELA. Ja se sabe que a
ativacdo microglial € decorrente do estado de disfuncédo neuronal (Morioka et
al.,, 1991). Dados indicam que a microglia ativada secreta quantidades
maiores de substancias neurotoxicas e neurotroficas em relagdo a microglia
quiescente, dependendo da situacdo fisiolégica em que se encontra
(Nakamura e Kataoka, 1999; Weydt et al., 2004). A ativacdo pelo LPS
parece ser o mecanismo mais rapido, reprodutivel e mais utilizado para
ativar microglia in vitro (Das et al., 1995; Nakamura e Kataoka, 1999),

mecanismo explorado neste trabalho.

O meio condicionado das culturas de microglia ativada pelo LPS foi

analisado bioguimicamente antes da utilizacdo dele nos neurdnios motores.
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Interessantemente, mesmo antes da ativacdo com LPS, as microglias TG ja
secretavam quantidade maior de NO quando comparadas as WT. Xiao et al.

169 550 de

(2007) mostraram que microglias provenientes de animais SOD
fato mais responsivas ao estimulo pelo LPS, porém ndo demonstraram in
vitro que essas ja secretam mais NO que as WT antes mesmo da ativacao.
Estes resultados indicam que a microglia TG apresenta ativacao intrinseca
que a torna capaz de secretar substancias citotoxicas com potencial

neurodegenerativo.

A analise das quantificacbes dos prolongamentos neuronais das
culturas WT e TG tratadas com os meios condicionados microgliais apos a
ativagdo com LPS mostrou a auséncia de evidéncias da citotoxicidade dos
meios condicionados microgliais TG. Notavelmente, os prolongamentos
neuronais das culturas tratadas com microglias WT P60 sdo maiores quando
comparados com aqueles tratados com meio condicionado proveniente de
microglia TG ou até mesmo com meio neuronal. Recentemente, Sargsyan et
al. (2011) mostraram que as microglias TG possuem deficiéncia da proteina
integrina, esta envolvida em fungdes celulares diversas, tais como, adesao
celular, migracdo e regulacdo do ciclo celular (Brakebusch et al.,, 2005).
Niveis reduzidos de integrina podem prejudicar a adesdao, a fagocitose e até
mesmo a proliferagdo microglial. Nesse sentido, a presenca do gene SOD1m
na microglia pode estar prejudicando seu papel neurotrofico. Kawamura et
al. (2012) mostraram a diminuicdo da imunoreatividade do IGF nas
microglias préoximas aos neurdnios motores em degeneracdo na medula

espinal de camundongos SOD1°%4

logo que os primeiros sintomas
aparecem, sugerindo a diminuicdo do potencial neurotrofico das microglias
TG. Tal evento poderia, de fato facilitar a morte neuronal. Ainda ndo se sabe
até que ponto a presenga do gene SOD1m na microglia prejudica a secrecao
de fatores tréficos ao neurbnio, porém o que pudemos concluir ao analisar
nossos resultados foi que a microglia perdeu sua capacidade neuroprotetora,
ja que os prolongamentos neuronais obtidos apos o tratamento com meio da

microglia WT P60 eram maiores do que aqueles tratados com qualquer outro
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meio experimental. Mesmo assim, aqueles prolongamentos quantificados
nos neurdnios tratados com meios condicionados de microglia TG ndo se

mostraram diminuidos quando comparados aos WT em ambas idades.

A analise da morte do neurbnio motor foi avaliada in vitro pela
marcacdo com o FluoroJade C, utilizado na identificacdo das degeneracdes
celulares e histoldgicas neuronais (Schmuck e Kahl, 2009). Como a morte
neuronal pode ocorrer por apoptose ou necrose, um marcador capaz de
identifica-la de modo ndo especifico foi utilizado, diferentemente, por
exemplo, do anticorpo BAX, marcador especifico de apoptose, amplamente
empregado na analise da influéncia das células gliais sobre a morte do

neurdnio motor na ELA (Nagai et al., 2007).

Aumento da morte neuronal ndo foi observada nos experimentos com
meios condicionados microgliais apos a ativagdo com LPS, sugerindo que a
ativacdo microglial aplicada ndo foi capaz de promover a morte neuronal
através de seus fatores secretados no meio, ou, possivelmente que a
microglia n&o atua diretamente sobre a morte neuronal e, talvez,
indiretamente como, por exemplo, através da secrecdo de fatores
inflamatorios que por sua vez, ativam astrocitos e outras células gliais
envolvidas que podem estar agindo diretamente na morte neuronal (Nagai et
al., 2007).

6.3. Andlise da morte neuronal em co-culturas neurénio/microglia
Com o objetivo de testar se 0 contato entre o neurénio e a microglia &

capaz de promover a morte neuronal observada in vivo, experimentos de co-
culturas com as diferentes combinacfes genotipicas foram realizados. O uso
de co-culturas entre neurdnios motores e células gliais permitem o
detalhamento do papel dessas células na ELA (Gong et al., 2000;
Pramatarova et al., 2001; Lino et al., 2002; Boillee et al., 2006; Nagai et
al.,2007; Yamanaka et al., 2008). Este procedimento permite a comparacéo

da influéncia do gene da SOD1m na microglia sobre neurénios e vice-versa.
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Quantidade maior de morte neuronal foi observada naquelas culturas
neuronais co-cultivadas com microglias TG, em comparagdo aos neurbnios
na presenca de microglias WT obtidas tanto do animal P1 quanto P60. A
secrecdo de moléculas citotdxicas pela microglia TG como o NO, o NOX2 e
a SOD extracelular (Weydt et al., 2004; Zhao et al., 2010; Liao et al., 2012)
pode estar envolvida na morte dos neurbnios motores. Além disso, a
microglia TG madura secreta quantidade menor de BDNF, fato também
relacionado a morte neuronal (Liao et al., 2012). Esses resultados
corroboram com aqueles de Xiao et al. (2007) que demonstraram indice
maior de morte do neurbnio motor co-cultivado com a microglia TG P8
comparado a microglia WT. O diferencial do presente estudo foi o sistema de
co-cultura sem pré-ativacdo microglial, levando a conclusdo de que a
presenca do neurbnio ja ativa a microglia. Possivelmente, ainda, a
comunicacao direta entre as células pode aumentar o contato dos neurdnios

com as moléculas secretadas microgliais intensificando a morte.

6.4. Quantificacdo das moléculas candidatas no meio condicionado

microglial através da técnica de ELISA

O presente estudo avaliou ainda a presenca de moléculas especificas
no meio condicionado de microglia ativada para o melhor entendimento do
papel destas células na ELA. Moléculas que tiveram suas vias de secrecao
evidenciadas por genes diferencialmente expressos no microarray de
medula espinal de camundongos TG com 40 e 80 dias de idade foram
selecionadas (Anexo B).

As microglias sdo as principais produtoras e mais responsivas ao
TNFa no SNC (Weydt et al., 2004). A sinalizagdo do TNFa pode resultar em
respostas inflamatérias, proliferacdo glial, migracdo celular, apoptose e
necrose, dependendo do receptor e vias de sinalizacdo ativada (McCoy e
Tansey, 2008). Em condi¢cdes patoldgicas, as microglias rapidamente se
proliferam e tornam-se reativas, secretando grande quantidade de TNFa,
uma citocina pro inflamatéria com acdes classicamente descritas (Bezzi et
al., 2001). O nivel aumentado de TNFa pela microglia pode agir diretamente
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sobre a liberacdo de glutamato pelo astrocito, influenciando deste modo na
excitabilidade neuronal (Bezzi et al., 2001). Ainda, esta citocina em niveis
aumentados pode agir diretamente sob 0s neurdnios, ja que seu receptor de
afinidade primaria, o TNFR1, € homélogo ao p75 e sua sinalizacdo aumenta
a excitabilidade neuronal com acdo nas sinapses glutamatérgicas
(Akassoglou et al., 2008; Balosso et al., 2005). Normalmente, a microglia
secreta TNFa através da ativacdo da via da ERK apos estimulos de ATP
neuronais ou astrocitarios (Suzuki et al., 2004). Em conjunto, o TNFa pode
ser um fator microglial importante na ELA. Ressalta-se que o aumento dos
niveis de TNFa no liquor € no soro de pacientes com ELA ja foi
demonstrado, aumentando com a progressao da doenca (Moreau et al.,
2005; Cereda et al., 2008). Os niveis de seus receptores solUveis também
foram encontrados aumentados no soro desses pacientes (Moreau et al.,
2005). O aumento da imunoreatividade principalmente em células microgliais
e neurdnios motores do RNAmM de TNFa na medula espinal de
camundongos SOD1%%* foi observado inclusive antes do aparecimento dos
primeiros sintomas (Elliott et al., 2001). Esse nivel vai aumentando com a
idade e atinge o pico na ultima fase da doenca (Yoshihara et al., 2002). Os
niveis do TNFR1 e TNFR2 nos neurbnios motores e microglia aumentam
concomitantemente com o aparecimento dos sintomas e se correlacionam
com a severidade da doenca (Elliott et al., 2001; Veglianese et al., 2006).
Com essas evidéncias, Gowing et al. (2006) produziram um camundongo
SOD1%%* e knockout para TNFa porém, ndo observaram efeitos no que diz
respeito ao inicio, severidade e progressao da doenca, sugerindo que esse
fator por si ndo € um contribuidor crucial para o desenvolvimento da doenca
(Gowing et al., 2006). Este trabalho mostra o aumento na producéo de TNFa
no meio condicionado das microglias TG P60 em relacdo as WT da mesma
idade, o que corrobora com o trabalhode Weydt et al. (2004) que mostrou
essa citocina no MC de microglias TG P60 apos estimulo com LPS. Quando
comparado, tal aumento ndo ocorre no meio condicionado das microglias
cultivadas a partir da medula espinal do camundongo TG P1, o que indica

que a microglia TG P60 ja possui algum tipo de estimulo que a faz secretar
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guantidades alteradas de TNFa comparativamente aquelas WT em uma
idade mais avangada do desenvolvimento, pouco antes do aparecimento dos
sintomas.

A IL-6 é a citocina com mais abundancia no SNC saudavel, nessa
situacdo sua funcdo pode ser induzida pela atividade neuronal (Salman et
al., 2000) e esta relacionada com a diferenciacdo neuronal, crescimento
axonal e estimulo da producdo de NGF (Erta et al., 2012). Camundongos
knockout para IL-6 tém deficiéncia no aprendizado e memadria (Balschun et
al., 2004). Apesar disso, a IL-6 tem participacdo ativa na neuroinflamacao,
transformando a resposta imune inata pela adquirida, aumentando a
astrogliose, o stress oxidativo e a resposta inflamatéria (Jones, 2005). A IL-6
modula a expressdo de varios genes envolvidos na inflamacdo e na
apoptose, dessa forma, encontrando-se aumentada em modelos de leséo do
SNC (Erta et al., 2012). Nesses casos, essa citocina media a morte neuronal
induzida por glutamato (Suzuki et al., 2000). Assim, a IL-6 também ja foi
identificada contribuindo para patologias do SNC (Campbell et al., 1993). No
caso da ELA, foi observado o aumento da IL-6 no liquor (Terenghi et al.,
2006), no soro (Moreau et al., 2005) e na pele (Ono et al.,, 2001) de

pacientes e na medula espinal de camundongos SOD1%9%

(Moreau et al.,
2005). Devido a pouca quantidade de estudos sobre a IL-6 no contexto da
ELA, investigamos a sua quantidade no meio condicionado microglial e, de
fato, pode-se observar que existe um aumento da secrecédo de IL-6 pelas
microglias TG P60 comparadas as WT da mesma idade, indicando um
mecanismo inflamatério por essas células. De fato, a meédia de IL-6
secretada por culturas de microglias puras apés ativacao de LPS é em torno
de 60pg/ml (Folden e Combs, 2007), o que corrobora com nossos resultados
e evidencia a possibilidade microglia TG P60 envolver-se em respostas pro
inflamatorias em grau maior em relacdo as WT. Weydt et al. (2004)
demonstraram a diminuicdo da secrecado de IL-6 pelas microglias TG P60 in
vitro e postularam que a interagdo astrocito/microglia mediada pelo TNFa
regula a expressao de IL-6 no sistema nervoso com ELA. No entanto, esses

autores ndo decreveram dados de pureza da cultura microglial e nem
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fizeram a dosagem em culturas de astrocitos TG para o detalhamento do

achado.

A falta de fatores neurotréficos contribuindo para doengas do neurénio
motor € bem descrita (Appel et al., 1981). O IGF é um fator de crescimento
que pode agir durante o desenvolvimento e na neurodegeneracao,
fornecendo suporte trofico aos neurénios motores (Corbo et al., 2010). Nos
fluidos bioldgicos, o IGF se liga a proteinas de alta afinidade conhecidas
como IGF-binding proteins (IGFBP), que agem como transportadores de
IGF, prolongando sua meia vida e modulando sua atividade (Bach et al.,
2005). O IGF e as IGFBP podem atravessar a barreira hematoenceféalica e
captar o IGF do liqudo cérebroespinal (Carro et al.,, 2000). Alteracdes no
metabolismo de IGF e IGFBP na ELA ja foram descritas. Corbo et al. (2010)
demontraram uma correlagdo entre o IGF livre e a maior severidade da
doenca, possivelmente como uma reacdo compensatoria ao dano neuronal.
Além disso, a excitotoxicidade e a inflamacao sdo processos que influenciam
na progressao da doenca e também podem levar a resisténcia da resposta
ao IGF (Venters et al., 1999; Garcia-Galloway et al., 2003), o que poderia
acelerar a progressdo da ELA (Wilczak et al.,, 2003). A diminuicdo das
IGFBP também ja foi demonstrada no soro e no liqguor de pacientes com
ELA (Corbo et al., 2010), corroborando com os resultados do microarray da
medula espinal de camundongos TG de 80 dias, onde a expresséao do gene
IGFBP4 apresentou-se 1,64 vezes menor em relacdo aos WT. Além disso, a
literatura aponta também para o aumento do receptor de IGF no musculo e
nos neurdbnios motores da medula espinal p6s mortem de pacientes e do
camundongo com ELA (Wilczaket al., 2003; Chung et al., 2003; Lunetta et
al., 2012). Esses achados nos levaram a investigacdo da secrecédo de IGF
pelas microglias cultivadas. Kawamura et al. (2012) demostraram in vivo a
menor expressao de IGF na microglia TG em relacdo a WT apds axotomia
do nervo hipoglosso lesado do camundongo modelo da ELA de 70 dias,
evidenciando o potencial neuroprotetor diminuido destas células. Kihira et al.

(2007) descreveram em material pos mortem da medula espinal de
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pacientes com ELA, a populacdo de microglia neuroprotetora, que expressa
IGF, e outra citotoxica, que ndo apresenta a imunoreatividade do fator. Os
resultados in vitro do presente trabalho mostraram que néo houve diferenca

entre a secrecao de IGF pelos diferentes grupos microgliais estudados.

O VEGF é um fator critico para o controle do crescimento e
permeabilidade de vasos sanguineos tanto no desenvolvimento normal
quanto na resposta a mudancas metabdlicas (Carmeliet, 2000). O VEGF
esta relacionado classicamente ao crescimento tumoral (Skene e Cleveland,
2001). Camundongos com delecdo dos genes promotores de VEGF
apresentam profundos déficits motores na idade adulta com degeneracédo
dos neurbnios motores e atrofia muscular, o que os tornou um modelo
experimental adicional para ELA (Lambrechts et al., 2003). O tratamento de
neurdénios motores cultivados com VEGF aumenta a sobrevida neuronal
(Skene e Cleveland, 2001). Adicionalmente, a expressdo de VEGF esta
diminuida nos neurdnios sobreviventes de pacientes com ELA (Brockington
et al., 2006), assim como 0S seus nhiveis no soro desses pacientes
(Lambrechts et al., 2003). Nesta linha, a administracdo de VEGF antes ou
apos o inicio dos sintomas da doenca foi capaz de diminuir a
excitotoxicidade, de atrasar a morte neuronal e prolongar a vida do animal
(van Damme, 2009; Tovar-y-Romo e Tapia, 2012). Por fim, 0 nosso
laboratorio observou a diminuicdo da expressdao do VEGFA na medula
espinal dos camundongos de 40 dias e do VEGFB em 80 dias, o que nos
levou a quantificar o fator VEGF nos meios condicionados microgliais.
Entretanto, a auséncia de diferenca estatistica entre os grupos poderia
diminuir a importancia da microglia nos possiveis papeis do VEGF na ELA.

Como ja comentado, a resposta inflamatoria microglial é caracterizada
ndo so6 pela secrecdo de fatores que mediam a neurotoxicidade, mas
também pela liberacdo de moléculas que promovem o reparo do tecido e
regeneracdo neuronal (Elkabes et al., 1996). Interessantemente, a
expressao do receptor de tirosina quinase NTRK1 esta diminuida 2,43 vezes

nas andlises de microarray em animais TG de 40 dias e a expressao do
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receptor p75 NGFR esta aumentada em 1,72 vezes nesses animais. Ambos
0s genes codificam para diferentes receptores de NGF. Assim, a
probabilidade do NGF ligar-se ao receptor p75 aumenta. A quantificacdo do
NGF nos meios condicionados de microglias WT e TG mostrou diferencas
entre microglias P1 e P60, assim o fator pode modular as acdes téxicas da

microglia na ELA, sendo esta uma possibilidade descrita aqui originalmente.

Heese et al. (1998) mostraram que o tratamento com LPS aumentou
os niveis de expressao de NGF nas microglias cultivadas. O NGF € uma
neurotrofina que se liga ao receptor tirosina quinase que ativa a via da MAP
guinase sinalizando para a regulacao de crescimento e ciclo celular (Turner
et al., 2004). J& foi relacionado que elevada concentracdo de NGF satura os
receptores tirosina quinase e o NGF por sua vez vai se ligar ao seu receptor
de afinidade secundaria, p75 que por sua vez sinaliza diretamente para
morte celular. Neurbnios saudaveis adultos ndo expressam p75, porém
passam a expressar apés uma lesdo no SNC. O tratamento com 100ng/ml
de NGF em células neuronais ativou o receptor p75 e provocou 40% de mais
morte celular do que nas culturas controle ou aquelas tratadas com
0,01ng/ml de NGF, no qual ativou apenas 0s receptores tirosina quinase
(Turner et al.,, 2004). Tais achados mostram que baixos niveis de NGF
ativam receptores que sinalizam para viabilidade celular enquanto altos

niveis ativam o p75 resultando em morte celular.

O aumento de NGF foi descrito na medula espinal e em bidpsias de
musculos de pacientes com ELA (Anand et al.,1995; Stuerenburg and
Kunze, 1998; Kust et al., 2002). O tratamento com antagonista do receptor
p75 em culturas de células de camundongos SOD1%%*# bloqueou o efeito de
morte neuronal, porém ndo mostrou efeitos estatisticamente diferentes
quando reproduziu o experimento in vivo (Turner et al., 2004). Dessa forma,
existem evidéncias que o NGF pode contribuir com o0 processo
neurodegenerativo da ELA e a microglia particularmente merece uma

atencao especial nesse processo.
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As endotelinas (ET) formam uma pequena familia de peptideos
expressas no SNC saudavel por células endoteliais (Yoshimoto et al., 1990;
Tsang et al., 2001), neurdnios (Lee et al., 1990) e astrocitos (MacCumber et
al., 1990; Tsang et al., 2001) que mantém a ténus vascular cerebral. Apos
lesdo no SNC, as microglias passam a expressar ET-1 (Wu et al., 2006).
Altos niveis de ET-1 podem induzir a ativacdo e proliferacdo de astrocitos
(Sasaki et al., 1998) e a regulacdo da secrecdo de citocinas (Wu et al.,
2009). A reatividade de ET-1 € aumentada nessas células apos leséo
isquémica no SNC (Yamashita et al., 1994; Barone et al., 1995), indicando
que as ET podem contribuir para a leséo cerebral limitando a vasodilatacéo
em resposta a isquemia e iniciando a gliose e inflamacao apds o evento. Em
experimentos realizados no nosso laboratério, o gene do receptor de ET-1
EDNRA foi encontrado aumentado em 2,26 vezes nas analises de
microarray da medula espinal de camundongos TG de 40 dias comparados
ao WT da mesma idade. Os niveis de ET-1 nos meios condicionados das
microglias foram bem semelhantes entre os grupos e possivelmente néo

participam dos mecanismos microgliais na ELA.

6.5. Quantificacdo da expressao génica microglial através da técnica de
PCR em tempo real

Os dados do microarray da medula de animais WT e TG apontaram
para outros genes potencialmente importantes nas investigagdes do papel
da microglia na ELA (Anexo C) e a expressdo génica de microglias do
modelo experimental da ELA ainda ndo foi profundamente explorada na

literatura.

O AKAP13 foi selecionado por estar superexpresso ha medula espinal
de camundongos TG tanto de 40 quanto de 80 dias em relacdo aos WT mas,
a expressdo deste gene nas culturas microgliais provenientes de animais
com 60 dias ndo se mostrou alterada. Ha pouca informacédo na literatura
sobre a expressdo de AKAP em microglia e macréfagos. O papel da
AKAP13 esta diretamente relacionado com inflamacg&o. Receptores toll like

(TLR) sé&o reguladores essenciais da imunidade inata, iniciando uma cascata
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cumulativa na ativacdo do fator de transcricdo do NF-K@ (Matsumoto et al.,
2003). Estudos recentes tém mostrado que a AKAP13, uma proteina
quinase, € induzida por um TLR especifico conhecido como TLR2 para ativar
a via NF-Kf3 e direcionar o local e a resposta imunologica especifica (Kim et
al., 2011). Outra funcédo conhecida da AKAP13 é de ser uma proteina que
coordena a via da Rho (Diviani et al., 2011). Essa via é composta
principalmente pelas moléculas Cdc42, Racl e RhoA. Tais moléculas
participam da organizacdo do citoesqueleto e da adesdo célula/matriz
extracelular (Jones et al.,, 2000), participando da mobilidade celular. Os
presentes experimentos de PCR em tempo real mostraram que a AKAP13
estd diminuida nas microglias TG neonatais em relacdo as WT.
Considerando que a AKAP13 sinaliza a via da Rho que guia para mobilidade
celular, poderiamos supor que as microglias TG podem apresentar um
problema de mobilidade celular que as impede de fagocitar de modo eficaz
neurdnios em degeneracao ou até de se dirigir ao sitio de lesédo, perdendo a
capacidade neuroprotetiva. Esses dados corroboram com o efeito
encontrado na quantificacdo de prolongamentos neuronais. Recentemente
Yan et al. (2012) mostraram que a microglia possui receptores de Nogo-66
(NgR) que ativam a via Rho e que guiam para a mobilidade microglial
através da Cdc42. Camundongos knockout para NgR demonstram menor
expressdo de Cdc42 e menor aderéncia e migracdo microglial, indicando
que a baixa expressdo da AKAP13 nas microglias TG P1 pode estar
causando a nao ativacdo da Rho e por consequéncia a ndo ativacdo da
Cdc42 com consequente perda de mobilidade microglial.

O HIPKS3 codifica a proteina de mesmo nome capaz de interagir com
receptores de superficie e ao mesmo tempo ter funcbes nucleares
importantes (Rochat-Steinr et al., 2000). A funcdo classica da HIPK3 é de
fosforilar a FADD, uma proteina adaptadora do receptor de superficie da
superfamilia de TNF (Kretz-Remyet al., 1996, Rochat-Steiner et al., 2000). A
alta expressdo de HIPK3 em células cancerigenas resistentes a morte por

diferentes drogas (Curtin e Cotter, 2004) permitiu o entendimento de seu
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funcionamento, no qual esta envolvido com a regulacédo de apoptose através
da regulacdo da fosforilagdo da FADD. Rochat-Steiner et al. (2000)
identificaram uma nova proteina quinase de interacdo com a FADD chamada
FIST/HIPK3 que impede a ativacdo JNK conferindo resisténcia a apoptose.
O PCR em tempo real para o gene HIPK3 nas microglias P1
apresentou diminuicdo da expressdo génica nas microglias TG em relagéo
as WT. Dado que as microglias ao entrarem em processo de apoptose
secretam mais fatores apoptéticos, tornando o ambiente em que se
encontram toxico aos neurdnios, podemos postular que com a diminuicao de
HIPK3, as microglias TG néo oferecem resisténcia a apoptose, entrando
assim em um processo de morte crénico, tornando o ambiente toxico e
estimulando entdo morte neuronal através de fatores citotoxicos,
evidenciando o papel da microglia ha morte neuronal da ELA. O mesmo néo
ocorre nas microglias P60 onde ndo aparece diferenca estatistica da
expressdo de HIPK3 entre os grupos, mostrando que essa relacdo se

estabiliza com o aumento da idade e progressdo da doenca.

O NKRF (NF-kB repressing factor) foi identificado como uma proteina
constitutiva e silenciadora do promotor do NF-k@, inibindo a transcrigdo do
mesmo (Nourbakhsh e Hauser, 1999). Como ja comentado acima, o NF-k(3 é
essencial para a mediacdo de secrecdo de citocinas inflamatorias. Estudos
mostram que o0 tratamento com anti-inflamatério em doencgas
neurodegenerativas como a esclerose mdltipla aumentam os niveis
nucleares de NKRF diminuindo por sua vez a inflamagéo através da menor
ativagdo de astrocitos e microglias (Wilms et al., 2010). Crosio et al. (2011)
inibiram a via NF-kB seletivamente nos astrocitos de camundongos
SOD1%%** porém n&o obtiveram beneficios no inicio e progressdo da
doenca. Foi reportado através de imunohistoquimica maior ativacdo do NF-
KB em neurdnios, astrocitos e microglias da medula espinal p6s mortem de
pacientes com ELA. Ainda nao foi realizada a manipulacdo da via NF-KJ
nessas trés linhagens celulares concomitantemente no contexto da ELA. O

autor sugere que esssa via tem um papel central na patologia da doenca,
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envolvendo trés importantes células do SNC e pode ser um bom alvo
terapéutico (Sako et al., 2012). OPTN é um gene que codifica a optineurina e
€ responsavel por ativar o fator NF-KB bloqueando sua inibigdo. Muitos
pacientes com ELA possuem mutacdo nesse gene e o camundongo TG com
essa mutacdo desenvolve o fendtipo da ELA o que o tornou um modelo
experimental aceito pela literatura atual (Maruyama et al., 2010). Ndo h&a
trabalhos que descrevem a expressdo dos niveis de NKRF em animais ou
pacientes com ELA. Nas analises de microarray de medula espinal dos
nossos animais com 80 dias a expressao deste gene estad quase 5 vezes
mais altanos animais TG do que nos WT. Os resultados na microglia
mostram que ndo hé diferencga estatistica entre os niveis de NKRF entre as
microglias TG e WT de ambas as idades, mostrando que esse fator ndo esta
diminuido nos TG, ou seja, a inflamacéo presente na ELA ndo deve ocorrer
devido a diminuicdo de NKRF nas microglias e sim por outros fatores ainda
nao descritos.

A modificacdo de proteinas SUMO (Small ubiquitin-like modifier) tem
efeitos sobre a estabilidade, localizacdo, interacdes proteina-proteina e
regulamento transcricional (Kim et al., 2002; Seeler e Dejean, 2003;
Johnson, 2004). Essa modificacdo SUMO € vista como uma pequena
ubiquitinizacdo levando a uma alteracdo na atividade proteica. A proteina
Ube2i estd envolvida nesse processo, atuando como uma enzima
conjugadora de moléculas SUMO e promovendo a degradacao protéica in
vivo (Xu et al., 2009). O processo de sumoilacdo e degradacéo protéica €
totalmente dependente da Ube2i (Sun et al., 2007; Uzunova et al., 2007). O
gene UBE2l tem um papel importante na supressdo ou promocao da
proliferacdo de células (Qin et al., 2011). Pode-se observar que essas
expressdes de UBE2l ndo seguem a mesma proporgado nas microglias TG e
WT, apresentando-se menor nas microglias TG P1, evidenciando uma
desregulacdo na proliferacdo microglial. Essa diferenca pode ser um
indicativo da participacdo dessas células nos mecanismos da ELA, algo que

deve ser explorado no futuro.
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O gene NTF5 codifica a proteina de mesmo nome, também
conhecida como NT-4/5. Essa proteina foi recentemente identificada no
Xenopus laevis com atividade neurotréfica capaz de promover o crescimento
neuritico e sobrevivéncia neuronal (Hallbook et al., 1991). Camundongos
knockout para NT-5 tém um desenvolvimento normal com perda de
neurbnios motores e sensoriais apenas na idade adulta (Conover e
Yancopoulos, 1997). O tratamento de neurGnios motores com NT-5
aumentou a sobrevivéncia e crescimento neuritico (Meyer-Franke et
al.,1995). A NT-4/5 se liga ao receptor de baixa afinidade p75 e ao receptor
tirosina quinase B com alta especificidade (Klein et al., 1992). Culturas
purificadas de microglias de coOrtex de camundongos neonatos nao
aumentam a expressao de NT-4/5 apos a ativacdo com LPS, apesar de ter
aumentado a expressdo de NGF e BDNF, oque indica que o LPS regula
diferencialmente essas neurotrofinas nas células microgliais (Elkabes et al,
1998). O tratamento com NT-4/5 em culturas microgliais aumentou sua
proliferacdo sugerindo que ela pode produzir essa neurotrofina de uma
forma autécrina ou paracrina (Elkabes et al., 1996; Scarisbrick et al., 2000).
Duberley et al. (1997) ndo observaram diferengcas de NT-4/5 em pacientes
com ELA esporadica e controle através de imunohistoquimica de neurdnios
do cortex cerebral. Ja em bidpsias de musculo de pacientes com ELA foi
observado o aumento de RNAmM de NTF5 durante a progressédo da doenca
(Kust et al., 2002). Em conjunto, podemos observar que existem indicios de
que a baixa expresséo de NTF5 precocemente em 40 dias poderia participar
de alguma forma com a ELA. Com isso, foi quantificada a expresséao génica
de NTF5 nas microglias cultivadas em ambas as idades. Interessantemente
pode-se notar uma diminuicdo precoce dessa expressédo nas microglias TG
P1, o que poderia colaborar com a sinalizagdo paracrina neuronal,
diminuindo o suporte tréfico microglial para esses neurdnios, podendo ser
uma nova indicacao de alvo terapéutico.

Os resultados dos PCR em tempo real de um modo geral sugerem
dados que apontam evidéncias precoces nas microglias P1. A auséncia de

evidéncias das microglias P60 sugere que essas células podem ter perdido o
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estimulo que tinham quando em contato com neurénios no modelo in vivo.
Esse fato pode ter ocorrido ja que essas células demoram mais para se
adaptar e proliferar em ambiente de cultura quando comparadas aquelas
cultivadas a partir da medula espinal de camundongos com 1 dia, o que
atarsa o processo de purificacdo e estimulo com LPS. Esse tempo em
cultura, que € em média de 6 semanas, pode ter estabilizado a microglia que
por sua vez perdeu o estimulo do ambiente tdéxico que se encontrava no
animal e ganhou um ambiente totalmente controlado em condi¢cées normais
de cultivo. Assim, o LPS pode nao ter sido capaz de re-estimular essas

células no ponto de vista de expressdo de RNA.

De uma forma geral, as evidéncias desse estudo sugerem que O
dialogo entre os neurdnios motores e a microglia se inicia com perda de
neuroprotecao (Appel et al.,, 2011) com menor expressdo de NTF5, menor
capacidade de migracao pela AKAP13 e maior proliferacao com diminuicédo
de HIPK3. No entanto, esse resultado ainda ndo é capaz de refletir nos
prolongamentos neuronais como foi visto nas quantificagdes do experimento
do tratamento de meio condicionado. Com o aumento do estresse oxidativo
e a presenca da SOD1m nas células microgliais de animais adultos, essa
neuroprotecdo é perdida e a microglia, por sua vez, para de produzir
substancias anti-inflamatérias e comeca a secretar substancias pro-
inflamatorias como IL-6, TNFa e NGF em excesso, facilitando a morte

neuronal.

Um melhor entendimento da sinalizacdo bidirecional entre os
neurdnios motores e a microglia pode alcancgar novas terapias para restaurar
esse desequilibrio entre a neuroprotecéo e a neurotoxicidade. Sendo assim,
esse estudo esclarece um pouco melhor essa sinalizagcdo e aponta para
possiveis novos alvos de estudo e até futuramente terapéuticos no contexto
da ELA.
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7. Conclusdes

A obtencao de culturas purificadas de microglia retiradas da medula
espinal de camundongos WT e TG pode contribuir para o estudo da
fisiopatologia da ELA pela utilizacdo delas em experimento in vitro.

A microglia sem ativacdo do LPS né&o foi capaz de causar a
diminuicdo nos prolongamentos neuronais de qualquer genotipo.

ApoOs a ativagdo com LPS, as microglias TG P60 ndo foram capazes
de promover a arborizacdo neuronal observada nos neurdnios
tratados com meio condicionado de microglia WT P60.

O tratamento com meio condicionado microglial apds a ativagdo com
LPS néo foi capaz de promover a morte neuronal.

Em co-cultura, as microglias TG (P1 e P60) promoveram maior morte
aos neurbnios WT evento nao observado para os neurdnios TG.

A citotoxicidade da microglia TG ao neurdnio motor na ELA pode
estar relacionada ao aumento da secre¢ao de moléculas como TNFaq,
IL-6 e NGF, porém os mecanismos relacionados aindam precisam ser
elucidados.

O estudo da expressao génica nas culturas de microglia provenientes
de camundongos SOD1%%** mostrou que, se expandido, pode trazer
subsidios adicionais sobre 0s mecanismos da participacdo da

microglia na ELA.
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ANEXO A- Aprovacdo do Comité de ética em pesquisa
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Carta datada de 02.03.09

Ao U

Departamento de Neurologia

O Presidente da Comisséo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas
e da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em 17.03.09,
tomou conhecimento que o Protocolo de Pesquisa n° 0113/08, intfitulado:
“Andlise de novos mecanismos envolvidos na neurodegeneragcdo da
esclerose lateral amiotréfica. Estudo molecular no modelo experimental da
doenca e avaliagdo preliminar da possivel relagdo com a clinica”
contempla o sub-projeto infitulado: “Andlise da influéncia da microglia
mutante na sobrevida do neurénio motor no modelo in vitro da esclerose
lateral amiotréfica utilizando camundongos ftransgénicos para SODI
humana" que serd tese de douiorado_de TATIANA DOUBLES, tendo como
orientador o PROF. DR. GERSON CHADI.

CAPPesq, em 17 de marco de 2009.

e D R

PROF. DR. EDUARDO MASSAD
Presidente da ComissGo Etica para Andilise
de Projetos de Pesquisa

Comissao de Etica para Anlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos. 225, 5° andar - CEP 05430 010 - Sdo Paulo - SP

Fone: 011 - 30696442 fax : 011 - 3069 6492 - e-mail : cappesq@hcnet.usp.br / secretariacappesq2@hcnet.usp.br
: matc
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ANEXO B-Moléculas selecionadas a partir dos resultados do microarray para quantificacdo no MC microglial

Molécula/ Gene Fold na medula Trabalhos relacionados/Idéias principais
Funcéo relacionado/ espinal
Funcao sop1” /idade
NGF NTRK1: | 2,43 em 40 dias

anti-apoptotico no
desenvolvimento
neuronal
(Colafranscesco e
Villoslada, 2011),
age também nos
neurbnios
maduros. Ao Se
ligar no receptor
p75 sinaliza
diretamente para
morte celular
(Turner et al.,
2004).

Envolvido no
desenvolvimento
e maturacao de

neurbnios
centrais e
periféricos,
regulacéo da
proliferacéo,
diferenciacdo e
sobrevivéncia
neuronal.

p75 ou NGFR:
Receptor de

afinidade
secundaria do
NGF. Indutor de
morte celular.

11,75 em 40 dias

» Aumento de NGF na medula espinal (Anand et al.,1995) e em musculos
de pacientes com ELA (Stuerenburg and Kunze, 1998; Kust et al., 2002)

+ O tratamento com antagonista do receptor p75 em culturas de células
bloqueou o efeito de morte neuronal, porém ndo mostrou efeitos
estatisticamente diferentes quando reproduziu o experimento in vivo
(Turner et al., 2004);

* Ferraiolo et al. (2011) mostraram que o0 astrécito TG secreta mais pro-
NGF que faz com que aumente a expressdo de receptores p75 nos
neurbnios e aumente a morte neuronal. A inibichio do p75 esta
relacionada com diminuicdo do pr6-NGF. Esse trabalho também
observou aumento da expressao do RNAmM de p75 na medula espinal de
pacientes com ELA;

* Ndo ha trabalhos que quantificaram a quantidade de NGF secretada pela
microglia na ELA. Heese e colaboradores (1998) mostraram que a
secrecao microglial de NGF aumenta com a estimulacao através do LPS.
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Molécula/ Gene relacionado/ Fold na medgé& Trabalhos relacionados/Idéias principais
Funcao Funcao espinal SOD1  /
idade
TNF-a TEADA4: Fator de 16,8 em40dias | * Aumento de TEAD4 resulta em aumento de citocinas pro-
Em excesso transcricdo que tem inflamatérias (Fukushima et al., 2008);

desencadeia a
morte neuronal;
Citocina proé
inflamatoria.

papel essencial na
homeostase celular:
restricdo de proliferacédo
celular e promocéo da
apoptose (Conlon and
Raff, 1999).

NGFR: receptor de
afinidade primaria ao
TNFA e de afinidade

secundaria ao NGF

(P75).

11,75em 40
dias

* As microglias séo as principais produtoras de TNF-a (Weydt et al.,
2004);

* Weydt et al (2004) demonstraram um aumento de TNF-a pelas
microglias TG P60 in vitro porém ndo mostrou dados de pureza da
cultura;

* Santello e Volterra (2012) publicaram que o TNF-a pode ser
neuroprotetor ou ndo dependendo da quantidade e tempo de
exposicdo das células ao TNF-a. Ainda a auséncia de TNF-a
sobrecarrega o sistema de captacdo de glutamato astrocitario e
falha na ativacdo dos receptores pré-sinapticos NMDA
enfraquecendo a sinapse;

* Nao ha trabalhos na literatura que quantificaram a quantidade de
TNF-apelos astrdcitos in vitro na ELA.
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Molécula/ Funcéao

Gene relacionado/
Funcéo

Fold na medula
espinal SOD1°%/
idade

Trabalhos relacionados/Idéias principais

IL-6
Citocina pré
inflamatdria (Salman
et al., 2000)

IRF-4: Requerido
para a ativagéo da
resposta imune.
Ativacéo das
células
imunocompetentes.

| 3,76 em 80 dias

« Camundongos com deficiéncia em IRF-4 tem menor producédo de
IL-6 (Mudter et al., 2008) e outras citocinas proé inflamatoérias e sdo
resistentes a esclorese multipla experimental (Brustle et al.,
2007);

* IRF-4 — N&o esta descrito no contexto da ELA,;

* Foi descrito o aumento de IL-6 no liquor (Terenghi et al., 2006),
soro (Moreau et al., 2005) e pele (Ono et al., 2001) de pacientes
com ELA;

* Weydt et al (2004) demonstraram uma diminuicdo da secrecao de
IL-6 pelas microglias transgénicas P60 in vitro. Discutiram como
um resultado surpreendente e usaram o didlogo microglia
ativando astrécito atraves do TNFa e secretando IL-6 como
hipétese.

Endotelina-1
S&o peptideos
responsaveis pelo
tbnus vascular
cerebral e séo
produzidas por células
endoteliais,
neurdnios,astrocitos e
microglias. Também
moduladora da
inflamacéo (Barnes e
Turner, 1997).

EDNRA:Receptor
de endotelina-1
(ET-1).

1 2,26 em 40 dias

* No trabalho de Filipovich et al. (2008) foi demonstrado que as
endotelinas aumentaram a sintese de NO e prostaglandina nas
células gliais;

* Os efeitos deletérios da ET-1 no SNC incluem disturbio na
homeostase de agua e integridade da Barreira Hematoencefalica
(Wang et al., 2011);

+ Altos niveis de endotelina podem induzir a ativacéo e proliferacéo
de astrdcitos (Sasaki et al., 1998) e a regulacdo da secrecédo de
citocinas (Filipovich et al., 2008).
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Molécula/ Funcéo

Gene/ Funcéao

Fold na medula
3A

G9
espinal SOD1 /
idade

Trabalhos relacionados/Idéias principais

IGF
Fator de
crescimento que
pode agir durante o
desenvolvimento e
na
neurodegeneragéo,
fornecendo suporte
tréfico aos neurdnios
motores (Corbo et
al., 2010).

IGFBP4: Codifica
a proteina
IGFBP4. Nos
fluidos biol6gicos,
0 IGF se liga as
IGF-binding
proteins (IGFBP),
gque agem como
transportadores
de IGF,
prolongando sua
meia vida e
modulando sua
atividade (Bach et
al., 2005).

| 1,64 em 80 dias

» Corbo et al (2010) demontraram uma correlacdo entre o IGF livre
e a maior severidade da doenga, com diminuicdo das IGFBPs no
liquor e no soro de pacientes com ELA esporadica;

« Kawamura et al. (2012) demonstraram em um experimento in vivo
uma menor imunoreatividade e expressdo génica de IGF nas
microglias transgénicas em relacdo as wild types apds axotomia
do nervo hipoglossal lesionado do camundongo modelo da ELA
de 70 dias, evidenciando um potencial neuroprotetor diminuido
nessas células;

Bellini et al. (2011) mostraram que o tratamento com IGF-I em

culturas de astrdcitos diminuiu a expresséao dos TLR4 reduzindo a

resposta inflamatéria astrocitaria e aumentando a producdo de

IGF, evidenciando a terapia com IGF como relevante para

controlar a gliose reativa;

* A producéo de IGF-I esta aumentada na microglia ativada apos
les&o no SNC (Beilharz et al., 1998; Gudi et al., 2011). Em cultura,
o IGF-I aumenta a proliferagao microglial e astrocitaria (O’Donnell
et al., 2002).
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Molécula/ Gene relacionado/ Fold na medggléclA Trabalhos relacionados/Idéias principais
Fungéo Fungdo espinal SOD1  /
idade
VEGF VEGFA: importante 11,08 em 40 dias [* Durante o processo de neurodegeneracdo aumenta a proliferacdo

Angiogénese,
permeabilidade
vascular e
proliferagéo glial,
e recentemente
outras funcbes
como
neuroprotecéo e
neurogénese

(Carmeliet, 2000).

para a formacao de
vasos sanguineos e
durante o
desenvolvimento.

astroglial e microglial através da sinalizacao dos receptores VEGFR-
1(Boer et al., 2008);

* VEGF retarda a degeneracao dos neurbnios motores em ratos com
ELA (Van Damme, 2009);

* A expressdo VEGF é diminuida nos neurdnios sobreviventes na

VEGFB: Apresenta
funcéo na formacéo e
manutencdo de novos

vasos sanguineos

durante processos
patoldgicos, tem
importancia na protecéo
de diversos tipos de
neurdnios como retina,
cortex e neurdnios
motores na ELA (Zhang
et al., 2009).

1 1,31 em 80 dias

ELA (Brockington et al., 2006) e seus niveis sdo reduzidos em 50%
no soro de pacientes com ELA (Lambrechts et al., 2003);

» Tovar-y-Romo e Tapia (2012) mostraram que a administracdo do
VEGF antes ou ap0s o inicio dos sintomas da doenca foi capaz de
prevenir a morte neuronal;

« Camundongos SOD1°%** com inibicdo do VEGFA apresentaram
animais com degeneragdo de motoneurbnios mais graves e com
curta expectativa de vida (Lambrechts et al., 2003);

* Camundongos com VEGFA silenciado sdo modelos experimentais
para ELA (Lambrechts et al., 2003);

* Ainda ndo ha registros na literatura que quantificaram VEGF
secretado pelos astrdcitos ou microglias na ELA.
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ANEXO C- Genes selecionados a partir dos resultados do microarray para quantificagcdo da expressao génica nas

microglias

Gene/ Funcéao

Fold na medula espinal
G93A
SOD1 /idade

Trabalhos relacionados/Idéias principais

NKRF
codifica para a
proteina NKRF,

repressora do NF-Kf3
(Feng et al., 2002).

1 4,96 em 80 dias

O NF-KB é um fator requerido para transcricdo de moléculas pro-inflamatdrias,
necessario para a imunidade inata e inflamacgéo (Ma et al, 2011);

A inibicdo do NF-KappaB seletivamente em astrécitos ndo resultou em beneficios na
progressao da ELA, apenas a diminuicdo dos processos inflamatoérios (Crosio et al.,
2011);

A inibicdo da NF-KB suprimiu a expressdo de COX2, sugerindo um importante na
ativacdo microglial. Por outro lado o papel NF-KB na microglia pode ser complicado
pelo fato que a microglia ativada produz fatores neurotroficos importantes como NGF,
bFGF e TNF, que previnem a morte neuronal em varios modelos experimentais de
desordens neurodegenerativas (Mattson e Camandola, 2001);

Foi reportado através de imunohistoquimica maior ativagdo do NF-KB em neurénios,
astrdcitos e microglias da medula espinal p6s mortem de pacientes com ELA (Sako et
al., 2012);

A mutacdo no gene optineurin ndo permite a inibicdo do fator NF-Kp e € encontrada
em pacientes com ELA e se tornou um modelo animal aceito pela literatura (Maruyama
et al., 2010);

O NKRF nao foi estudado no contexto da ELA.

HIPK3
Regula a fosforilagdo
da FADD, fator
essencial para
ativacdo da
apoptose; confere
resisténcia a
apoptose (Curtin e
Cotter, 2004).

1 2,37 em 80 dias

Alta expressao de HIPK3 em células cancerigenas resistentes a morte por diferentes
drogas (Curtin e Cotter, 2004);

Rochat-Steiner e colaboradores (2000) identificaram uma nova proteina quinase de
interacdo Fas chamada FIST/HIPK3. Fas é o receptor de morte neuronal que sinaliza
para apoptose e esti associada a FADD. O FIST/HIPK3 fosforila a FADD, porém essa
fosforilagdo parece ndo regular a apoptose. Apesar do ligante da Fas (FasL) ser um
importante indutor de apoptose, o FIST/HIPK3 ativo impede a ativacao JNK pelas FasL
e confere resisténcia a apoptose;

A superexpressdo de HIPK3 inibe a ativacdo de JNK e diminui a apoptose via
regulacdo da Fas (Curtin e Cotter, 2003);

Ainda nao foi explorado no contexto da ELA.
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Gene/ Funcéo

Fold na medula
G93A

espinal SOD1 /
idade

Trabalhos relacionados/Idéias principais

UBE2I
participa do processo
de sumoilacéo que é

visto como uma
pequena
ubiquitinizacdo levando
a alteracdo na
atividade protéica (Xu
et al., 2009).
Relacionada com
regulacdo da
proliferacéo e morte
celular (Qin et al.,
2011).

1 2,04 em 80 dias
11,03 em 40 dias

* O silenciamento do UBE2l por RNAI resultou em uma retencdo citoplasmatica da
BCRAL1, causando uma intensa proliferacéo celular (Qin et al., 2011);

» Foi descrito por Akar e Feinstein (2009) que a sumoilacdo regula a expressao de
NOS2 nos astrocitos. Foi demonstrado que a SUMO-Ubc9 reduz a ativacdo do
promotor NOS2 nos astrécitos, portanto a diminuicdo da expressao de UBE2l nessas
células aumenta a expressdao de NOS2 e outros fatores inflamatérios téxicos aos
neurénios;

* A producdo de radicais superéxidos por macrofagos e microglia regula a sumoilagcédo
(Bossis e Melchior, 2006);

» N&o foi explorado no contexto da ELA.

NTF5
Codifica a NT-5.
Sinalizag&o pelos
receptores p75 e
TRKB (Banfield et al.,
2001).

1 2,11 em 40 dias

* Todas as NT 3,4/5 apresentam mesma afinidade para se ligarem aos receptores p75.
Porém, apresentam diferentes afinidades aos receptores Trk, e o receptor Trkb é o que
apresenta maior afinidade para NT4/5. Ainda, as neurotrofinas podem se ligar
simultaneamente aos receptores Trk e p75 (Banfield et al., 2001);

* Duberley et al. (1997) analisaram sec¢bOes cerebrais de neurbnios corticais de
pacientes pés mortem com sALS e ndo observaram diferencas entre a intensidade de
NTF5 em relacdo aos controles;

» Outro estudo mais recente mostrou aumento nos niveis de RNAmM NT-4/5 no tecido
muscular de pacientes com ELA durante a progressao da doenca (Kist et al., 2002).
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Gene/ Funcao

Fold na medula
espinal SOD1%%%*/
idade

Trabalhos relacionados/Idéias principais

AKAP13
€ induzida pelo TLR2
para ativar a via NF-
KB e direcionar o
local e a resposta
imunolégica
especifica (Kim et al.,
2011); coordena a
via da Rho (Diviani et
al., 2001).

11,55 em 40 dias
1 2.62 em 80 dias

* Ha pouca informacdo na literatura sobre a expressdo de AKAP13 em microglia,
astrocitos e macrofagos;

* AKAP13 est4 diretamente relacionada com inflamacéo. Receptores toll like (TLR) sédo
reguladores essenciais da imunidade inata, iniciando uma cascata cumulativa na
ativacdo do fator de transcricdo do NF-KB (Matsumoto et al., 2003). Estudos recentes
tém mostrado que a AKAP13, uma proteina quinase, é induzida por um TLR especifico
conhecido como TLR2 para ativar a via NF-KB e direcionar o local e a resposta
imunoldégica especifica (Kim et al., 2011);

¢ Outra fungéo conhecida da AKAP13 é de ser uma proteina que coordena a via da Rho
(Diviani et al., 2001). Essa via € composta principalmente pelas moléculas Cdc42,
Racl e RhoA. Tais moléculas participam da organizacao do citoesqueleto e da adeséo
célula/matriz extracelular (Jones et al., 2000), participando da mobilidade celular. A
AKAP13 é ativada por moléculas extracelulares como proteinas G para regular a
actina e o citoesqueleto, se tornando essencial para induzir a migragao celular (Mayers
et al., 2010);

* A AKAP13 ¢é ativada por moléculas extracelulares e regula a actina e o citoesqueleto,
se tornando essencial pata induzir a migracao celular (Mayers et al., 2010);

* AKAP13 néo foi explorada no contexto da ELA.
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ABSTRACT

Microglia and astrocytes seem to be involved in the pathogenesis of Amyotrophic
Lateral Sclerosis (ALS). Their effects on motor neurons in the presymptomatic
phase of the disease have not been characterized nor the molecules signaling cell
toxicity.We evaluated the participation of these two essential glial cells from pre
symptomatic ALS animal model (SOD1%%*) aged 1 and 60 days through in vitro
experiments. Therefore we performed microglia or astrocyte/motor neuron co-
culture in different cells combinations in order to analyse the. motor neuron death by
FluoroJade-C staining. Neuronal cultures were also performed and treated with
microglia or astrocytes conditioned medium (CM). The neurotrophism and death
were quantified. Additionaly, for the first time were quantified the amount of
interleukin 6 (IL-6), tumor necrosis factor-alpha (TNFa) and nerve growth factor

(NGF) released by astrocytes and microgliato demonstrate their role in ALS disease.

Neuronal degeneration in CC demonstrated that TG microglia (P1 and P60) lead
WT motor neuron to death. Also, TG astrocytes (P1 and P60) increased TG motor

neuron death and TG astrocytes (P1) increased WT motor neuron death.

Conditioned medium treatments showed that WT microglia (P60) exerted a trophic
effect on WT and TG neuron and did not lead them to death. Additionally, TG
astrocytes (P1 and P60) showed decreased TG motor neurons lengths and killed
WT and TG motor neurons . NGF released by TG microglia and astrocytes (P60)
were increased justifying toxicity in this pre symptomatic phase. Moreover IL-6 and

TNFa releasing were increased by TG P60 microglia but decreased in astrocytes.

The present study confirms the involvement of glial cells on ALS pathology
playing roles already in specific points of the presymptomatic phases of the disease.
Increases of both TNFa and IL-6 in the conditioned medium of P60 TG microglia
may be correlated to direct toxic function to motor neurons, while the down
regulation of those cytokines in the TG astrocyte conditioned medium might be
correlated to defects on neuron-astroglial communication. Such detrimental effects
of both astrocyte and microglia could be augmented by the over secretion of NGF

activating its death cell receptor.

Keywords: Microglia, astrocytes and amyotrophic lateral sclerosis
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Introduction

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is rapid and fatal progressive a
degenerative disease characterized by selective loss of lower and upper motor
neurons [1-3]. Most of ALS cases are sporadic and 20% of the rare familial ALS
(FALS) cases present an autosomal dominant inheritance of SOD1 mutation [4-6].
Rodents expressing mutant form of human SOD1 are the most currently accepted
experimental ALS model [7]. The degeneration of motor neurons in the ALS has
mentioned to be linked to glial cell mechanisms, particularly those related to
activated microglia and astrocytes [4, 5, 8-12] however the details of the induced
toxicity remains to be elucidated. For instance, the details of the cell signaling, what
is the period of presymptomatic phase the glial sinaling toxicity is triggered, does it
continue in the course of neuronal degeneration, and the events may change during
the ALS evolution possibly interfering with the disease progression are necessary
knowledge in order to understand better the disease and future development of

effective therapeutic target.

Microglial activation has been described in the brain and spinal cord of ALS
patients [13-18] and in the spinal cord of mutant SOD1 mice models before
developing symptoms [19] .Evidences from in vivo studies showed that microglia
overexpressing mutant SOD1 acquired neurotoxic properties following activation
[20]. Furthermore, human astrocytes derived from animal model and spinal cord of
patients with sporadic and familial ALS can also promote motor neuron death in
culture [21]. It seems that the glial toxicity is a complex event involving different type

of astroglial/microglial interaction along phases of ALS.

The glutamate exitotoxicity of spinal cord motor neurons is one of the few
described glial mechanisms in the ALS up to date, being the degenerating motor
neurons surrounded by reactive astrocytes with loss of the glutamate transporter
EAAT2 ALS both in the patients and animal model [5, 22-24]. However, recent
evidences have put factor-alpha (TNFa) and interleukin-6 (IL-6) in the context of
glial mechanisms in ALS [25]. Glial cytokines playing a role in inflammation like
TNFa and IL-6 are upregulated in spinal cord and cerebral spinal fluid of both
patients and animal model [26-28]. Although TNFa and IL-6 may act as toxic or
protective factors (Raivich et al., 1999), the astroglial IL-6 -induced by TNFa [29]
might amplify the microglial responses related to inflammation in neurodegenerative
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disorders [30, 31]. On the other hand TNFa acting on its TNFR1 or TNFR2 thus
triggering death or survivor actions, respectively [32] might influence the rate of
motor neuron degeneration along ALS evolution. Additionally, the increase of
microglial TNFa might impair astroglial function on glutamate synaptic transmission
[30, 33]. The influence of TNFa rate of motor neuron degeneration might be
modulated by nerve growth factor (NGF) which is also released the astrocytes and
microglia, is increased during inflammatory processes is able to induce TNF-a
expression in neurons [34, 35]. The double role of NGF, triggering neuronal
protection and death by acting, respectively on its high affinity tyrosine kinase
receptor type A (TrkA) and low affinity p75 receptor [18, 36] might prompt ALS
neurodegeneration [37] when motor neurons up regulate p75 receptor expression as

described in animal model [18] and patients [38].

This work has evaluated in vitro the toxicity of microglia and astrocytes,
obtained from early (post natal day 1, P1) and late (P60) presymptomatic phases of
ALS, on postnatal spinal cord motor neurons of mure models of the disease. The
results were correlated with the changes in the amount of NGF, TNFa and IL-6

released by those glial in the studied periods.

METHODS

Animal model

One day (P1) and 60 days (P60) —old specific pathogen-free SOD1°%*# mice
their age-paired non transgenic controls (wild-type, WT) from University of S&o
Paulo Medical School (Sao Paulo, Brazil) were used in the experiments. Animals
were kept under standardized lighting conditions (lights on at 7:00 h and off at 19:00
h), at a constant temperature of 23°C and with free access to food pellets and tap
water. The colony was derived from Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME, USA)
from SOD1%%** mutant mice with 25 + 1.5 copies of the human SOD1 transgene [7].
Mouse identification (SOD1%%** or WT) in our colony was performed by genotyping
[39]. The study was conducted according protocols approved by the Animal Care
and Use of Ethic Committee at the University of Sdo Paulo and in accordance with
the Guide for Care and Use of Laboratory Animals adopted by the National Institutes
of Health.
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Primary cell culture

Primary microglia, astrocyte and motor neuron cultures from P1 mice

Protocols used to obtain purified motor neuron, microglia and astrocyte cell
cultures from newborn WT and TG mice (P1) were described previously [39] and
modified according to our experience. Briefly, for both the glial and motor neuron
cultures, animals were decapitated and the skin and muscles overlying the spinal
cord were dissected. Spinal cord between mid-cervical and lower lumbar levels was
cut and quickly cleaned of meninges in ice-cold Hank’s modified balanced salt
solution (HBSS) and the tissue from each animal was processed alone in a fresh ice
buffer. Neurobasal A medium and B-27 supplement were purchased from Gibco and

all other reagents were obtained from Sigma.

In order to obtain the highly purified microglia culture, WT and TG spinal
cords were digested with trypsin 0.25% for 30 minutes at 37°C under agitation.
Trypsinization was stopped by adding an equal volume of D-10, which consisted of
Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) containing 10% fetal bovine serum
(FBS) and antibiotics, with 0.02% deoxyribonuclease |. The solution was pelleted,
resuspended in D-10 and plated. Each spinal cord was plated individually in 1ml into
a 6-well plate and maintained at 37°C in humidified 5% CO, incubator. Medium was
replaced every 2 days. Non purified cultures reached confluency after 14 days in
vitro and 3 days later, cells were washed for 1 minute in DMEM and incubated at
37°C with trypsin 0.06% until intact layer is detached. This purification step takes
about 4 hours. The process continues by adding D-10 and discarting the layer of
detached cells. Microglial adherent cells could be grown [40]. New trypsinization
was performed to replace cells onto coverslips that were wused for
imunohistochemical and biochemical analyses, or into a 96 well, when were used to

obtain the conditioned medium.

In order to obtain the highly purified astrocyte culture, spinal cords from WT
and TG mice were triturated with a 20G needle in D-10. Each resuspended spinal
cord was plated individually in a 12-well plate. After 2 weeks, cells were agitated
overnight in a 200 rpm rotation to eliminate ameboid microglia and
oligodendrocytes. After that, astrocytes were detached by mild trypsinization letting
the ramified microglia attached [40]. Purified astrocytes were plated onto coverslips
pre treated with Poly-L-Lysine in order to inhibit further microglial proliferation [41].
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In order to obtain the highly purified motor neuron culture, spinal cords from
WT and TG newborn mice were digested with trypsin diluted in PBS to a final
concentration 0.025% and incubated at 37°C for 10 minutes. Immediately after
incubation, the tissue was transferred to a new tube with L-15 medium, 4% BSA and
DNAse (1mg/ml) and agitated vigorously by hand until tissue fragments were
disaggregated. The visible fragments were transferred to another new tube with
fresh solution in order to dissociate all the tissue. The solution of each spinal cord
was centrifuged through a 4% BSA cushion. The pellet of cells obtained at this step
was suspended and purified. The purification process of motor neurons was carried
out by a centrifugation of the cell suspension through a 6% OptiPrep cushion. After
centrifugation at 800g for 15 minutes with no break, a sharp band (motor neuron
fraction) on the top and a pellet (glial fraction) were obtained. Motor neuron fraction
was centrifuged for 7 minutes at 700g and resuspended and plated at a density of
10° into 1 24-well plates pre-coated with poly-D-ornithin and laminin. Cultures were
maintained with complete neuronal medium: neurobasal A medium, B27 (2%),
0.5mM L-glutamine, horse serum (2%), 25 uM 2-mercaptoethanol, 25uM glutamate,
penicillin and streptomycin (1%), and 10ng/ml BDNF. The medium was changed
every 2 days. Motor neuron identity was confirmed with the presence of ChAT

immunoreactivity in the vast majority of neuronal cells in the cultures (Figure 1).

Primary microglia and astrocyte cultures from P60 mice

Glial cell cultures were also obtained from spinal cord of pre-symptomatic
P60 adult ALS mice. Briefly, mixed glial cultures were obtained prior purification of
individual glial cell cultures. P60 WT and TG mice were perfused with saline solution
to eliminate blood cells from samples. Spinal cords were removed and cleaned out
meninges with fine forceps previously sterilized. Spinal cord fragments were cut and
dissociated with a 19G needle in Earle’s balanced salt solution. After, the tissue was
pelleted by centrifugation at 700g for 5 minutes and ressuspended in DMEM
suplemented with 0.1mg/ml of I-valin, 10% SFB and antibiotics. Each spinal cord
was plated individually in a 6-well, that was maintained at 37°C in humidified 5%
CO; incubator. After, astrocyte or microglia purification was performed as described

above for P1 cultures.
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Co-cultures of spinal cord motor neurons with microglia or astrocytes

Culture of WT and TG motor neurons were performed and plated on 35mm
coverslips as described above. One day after plating, short neuronal lengths could
be seen. WT or TG microglia or astrocyte purified cultures from P1 or P60 mice
were trypsinized and plated at the density of 2.5x10* and 5x10%, respectively, onto
the neuronal cultures in neuronal medium. The co-culture system was established
as soon as the glial cell get attached to the plate. The combination of cell types and

genotypes can be found in Table 1.

Neuronal degeneration in co-cultures

The quantifification of neuronal degeneration in co-culture (n=3 in each
group) system was performed on day 5". Co-cultures onto coverslips were fixed and
stained with FluoroJade-C (Millipore, USA), a specific marker of neuronal
degeneration. Briefly, wells were washed in PBS and fixed with 4%
paraformaldehyde. After, culture cells were washed with distilled water,
permeabilized with 0.2% Triton and exposed to Fluoro-Jade C at 0.0001% final
concentration for 30 minutes in the dark. After that period, cells onto coverslips were
washed 3 times with distilled water during 5 minutes and then placed on slides with
mounting medium containing DAPI (Montex; Vector, USA). Six images (equidistant
each other) were obtained of each coverslip/animal under fluorescent microscopy
(20x magnification) and the neuronal degeneration was quantified by means of
stereological methods of a point intercept frame (frame 432 points with 30um?). All
points reaching FluoroJade-C profiles possessing a nuclei marked with DAPI were
counted [42] and the mean of the 6 analyzed fields was obtained for each animal.
The values of WT and TG neurons co-cultured with TG microglia or astrocytes were
expressed as percentage of WT or TG neurons co-cultured with WT astrocytes or

microglia.
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Table 1: Experimental groups

WT Microglia TG Microglia
or Astrocyte or Astrocyte
P1 P1
WT motor neuron P60 P60
P1 P1
TG motor neuron P60 P60

Experimental groups of the work were performed by co-culturing spinal cord motor neurons
with spinal cord astrocytes or microglia of WT or TG SOD1%°** mice or treating the cultured
neurons with the conditioned medium (CM) of the glial cell cultures. Quantification of
neuronal damage or soluble factors in the glial CM experiments were performed using
microglia and astrocytes extracted from post natal day 1 (P1) and day 60 (P60) mice. n=3
for each group.

Neuronal degeneration after treatment with conditioned medium of glial

cells

The conditioned medium from WT and TG microglia or astrocytes from P1
and P60 were collected in order to verify the effects of factors released by microglia
and astrocytes on neuronal degeneration. Astrocyte conditioned medium was
collected 4 days after reaching the confluence. Microglia from both genotypes and
ages were transferred to a 96 well plate and activated with 1ug/ml LPS for 48 hours.
After, media were collected, centrifuged (500g for 10 minutes to eliminate cells in
suspension) and stored at -70°C. Before using, both astrocyte and microglia
conditioned media were supplemented with antibiotics and also 10ng/ml of ciliary
neurotrophic factor (CNTF) and glial cell-derived neurotrophic factor (GDNF). WT
and TG motor neuron cultures were submitted to a daily replacement of 20% of their
media by a correspondent volume of either one of P1/P60 astrocyte or microglia
conditioned medium. This procedure was repeated every day for 5 days.
Furthermore, a control group of neuronal cell culture received the same type of
treatment with regular neuronal medium, instead of glial conditioned medium.
Stereological analyses were also performed in order to quantify FluoroJade-C
positive neuronal degeneration and the neuronal length. The neuronal cultures
submitted to the conditioned medium treatments were photographed before and at
the day 5" of treatment under an inverted phase contrast microscopy (40x

magnification) in order to quantify the neuronal lengths by means of stereological
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method employing the point intercept frame (675 points with a defined area of
4.9x10° um?). Six microphotographs were taken equidistant from each other. Images
were superimposed to the frame and all neuronal lengths that reached the points of
the frame were counted. The measurements were made on neuronal lengths that
were clearly connected to the motor neuron perikarya. The sum of points scored in

each image was divided by the number of neurons of that image.

ELISA Immunoassay

Samples of activated microglia and astrocytes conditioned media from both
genotypes and ages were centrifugated, collected and stored at -70°C until use.
Briefly, samples, calibrators and standard curve were incubated in wells pre
sensibilized with the antigen of interest. NGF, TNFa and IL-6 kits (Millipore) were
used. Next, wells were incubated with the enzyme conjugated. Between the
incubations were made some washes to remove non reactive components and
unbound antibodies. After that, TMB substract were incubated which reacts with
enzymatic conjugate producing color which was measured by spectrophotometer
after the addition of the stop solution. Then, the optical density of each well was
determined by spectrophotometer with a A of 450 nm (BioTek). Reading was
performed based on a standard curve that was done with the specific antibody of

each kit and expressed in pg/ml were measured.
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RESULTS

Motor neuron degeneration

The analyses of the toxic effects of molecules released by astrocytes and
microglia of P1 and P60 transgenic mice and present in the conditioned media of
those glial cells on WT or TG spinal cord motor neurons are shown in the Figures 2
and 3. The presence of FluoroJade-C labeling in the cytoplasm of degenerating
motor neurons which nuclei were stained with DAPI in the neuronal cultures treated
with the conditioned medium of microglia and astrocyte is illustrated in the figure 2 C
and D, respectively. FluoroJade-C labeling/DAPI nuclei were counted by means of

stereological quantification of neuronal degeneration.

Microglial CM of P1 and P60 TG mice did not increased the death of cultured
motor neurons of WT and TG mice (Figure 3A). The analysis of astroglial CM on
FluoroJade-C marker of motor neuron degeneration revealed that TG P1 and P60
astrocytes triggered an elevated rate of death of cultured spinal cord neurons of
both WT and TG mice compared to the effects of astrocytes CM on WT motor
(p<0.05; Figure 3B).

The analysis of the spinal cord motor neuron death was also evaluated in the
co-culture experiments of neuron/microglia and neuron/astrocytes cells (Figures
3A,B). WT motor neurons co-cultured with P1 and P60 TG microglia underwent
higher death compared to the co-cultures of TG neurons with either P1 or P60 WT
microglia (p<0.05; Figure 3A). Also, no increased motor neuron death was found in
the co-cultures of TG neurons/P1 or P60 TG microglia comparing to the co-cultures
of TG neurons with P1 or P60 WT microglia (Figure 3A).

Regarding the effects astrocytes on co-cultured spinal cord motor neurons, it
was found that TG P1 and TG P60 astrocytes increased TG motor neuron death
compared to the effects of P1 or P60 WT astrocytes on WT motor neurons (p<0.05;
Figure 3B).
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Neuronal length analysis

The effects of conditioned medium of microglia and astrocytes on the length
of motor neurons were also analyzed. The neuronal lengths were quantified
stereologically on the day 5 of conditioned medium treatments and data were
expressed as percentage of the values obtained on the day before the beginning of
the treatment (pre treatment) in order to demonstrate the rate of neuronal length
growth (Figure 4). Effects of respective glial media on WT and TG neuronal length
were also compared to neuronal length of respective WT and TG motor neurons

treated with normal neuronal medium throughout period of analysis.

The treatment with the conditioned media of WT and TG P1 microglia
cultures promoted no effects on the rate of length growth of WT and TG motor
neuron (Figure 4A). Furthermore, the conditioned medium of WT P60 microglia
culture increased neuronal length growth rate of the both WT and TG neurons
compared to respective WT and TG neurons treated with their normal neuronal
media used as a controls, according to one way ANOVA (p<0.05; Figure 4B; also
illustrated in Figure 5). Those effects of WT P60 microglia conditioned medium
described above were not found after the treatment with the conditioned medium of
TG P60 microglia (Figure 5B). Furthermore, statistical analyses have also shown
that treatments with conditioned media of the both TG P1 and P60 astrocyte
cultures are able to decrease the neuronal length growth rate of the TG neurons
compared to TG neurons treated with normal neuronal medium, used as control
(p<0.05; Figure 5C,D; also illustrated in Figure 5), effects that were not obtained by
the WT neurons treated with conditioned media of P1 or P60 microglia cultures
(Figure 5 C,D).

TNFa, IL-6 and NGF in glial conditionated medium

The cytokines released by microglia and astrocytes were quantified in the
respective conditioned medium by means of ELISA sandwich. A higher level TNFa
(37.9%) was found in the conditioned medium of TG P60 microglia culture
compared to that found in the conditioned medium of WT P60 microglia culture
(p<0.01; Figure 6A). No change in the level of TNFa was detected in the
comparison of WT and TG P1 microglia conditioned media (p<0.01; Figure 6A).
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Furthermore, a lower level TNFa was found in the conditioned medium of TG P60
astrocyte culture (89.3%) compared to that found in the conditioned medium of WT
P60 astrocyte culture (p<0.01; Figure 6A). No change in the level of TNFa was
detected in the comparison of WT and TG P1 astrocytic conditioned media, however
the level of the cytokine was higher in the conditioned medium of WT P60 (90.7%)
compared to that found in the WT P1 astrocyte cultures (p<0.01; Figure 6A).

The quantification of IL-6 in the conditioned media of microglia and astrocyte
cultures obtained from the spinal cord of the WT and TG mice of P1 and P60
showed an interesting similar fashion to that found to TNFa in the corresponded
media. A higher level IL-6 (94.9%) was found in the conditioned medium of TG P60
microglia culture compared to that found in the conditioned medium of WT P60
microglia culture (p<0.05; Figure 6C). No change in the level of IL-6 was detected in
the comparison of WT and TG P1 microglia conditioned media, however the level of
the cytokine was higher in the microglial conditioned medium of TG P60 (91.6%)
compared to that found in the TG P1 microglia cultures (p<0.01; Figure 6C).
Furthermore, a lower level IL-6 was found in the conditioned medium of TG P60
astrocyte culture (363%) compared to that found in the conditioned medium of WT
P60 astrocyte culture (p<0.01; Figure 6D). No change in the level of IL-6 was
detected in the comparison of WT and TG P1 astrocyte conditioned media, however
the level of the cytokine was higher in the conditioned medium of WT P60 (1068%)
compared to that found in the WT P1 astrocyte cultures (p<0.05; Figure 6D).

The levels of NGF were also quantified in the conditioned media of microglia
and astrocyte cultures of the experimental groups analyzed in this work. Despite of
the regulation of the NGF levels was in the same direction to that observed for TNFa
and IL-6 in the conditioned medium of the P60 TG microglia culture a down
regulation in the level of NGF was in the opposite direction to that described for
TNFa and IL-6 P60 TG microglia culture obtained from the spinal cord of the WT
and TG mice of P1 and P60. In fact, a higher level NGF (128.4%) was found in the
conditioned medium of TG P60 microglia culture compared to that found in the
conditioned medium of WT P60 microglia culture (p<0.05; Figure 6E). No change in
the level of NGF was detected in the comparison of WT and TG P1 microglia
conditioned media, however the level of the cytokine was higher in the microglial
conditioned medium of WT P60 (71.8%) compared to that found in the WT P1
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microglia cultures (p<0.001; Figure 6E). Furthermore, a higher level NGF was found
in the conditioned medium of TG P60 astrocyte culture (255.3%) compared to that
found in the conditioned medium of WT P60 astrocyte culture (p<0.001; Figure 6F).
No change in the level of NGF was detected in the comparison of WT and TG P1

astrocyte conditioned media (Figure 6F).

Discussion

Increased evidences have pointed out the motor neuron death in ALS as a non-cell
autonomous process [8, 41, 43]. Selective ubiquitously expression of mutant SOD1
in the spinal cord motor neurons in the ALS mouse model do not lead per si the
degeneration of motor neurons [44-46]. Furthermore, selective mutant SOD1
expression in astrocytes or microglia also seems to do not trigger motor neuron
degeneration in the animal model in vivo [47, 48]. Despites the necessity of the
presence of SOD1 in motor neurons, its co-expression in the neighboring no-
neuronal cells may play a role in motor-neuron degeneration. In fact, the current
knowledge indicates that surrounding glial cells may interfere with the course of
neuronal degeneration in ALS [49] however, the exact mechanisms of the toxic
cellular communication remain uncertain. Moreover, diminished expression of
mutant SOD1 in microglial or astrocytes significantly slowed the clinical disease
progression rather than onset in murine models [4, 49]. Conversely, experiments
employing chimeric mice in which only some cells expressed mutant SOD1 and
experiments with SOD1 mice that expressed mutant SOD1 that could be deleted in
a cell specific way, and also analysis on selective motor neuron delivery of
interfering RNA against human SOD1 have correlated the presence of mutant SOD1
in the motor neurons with the disease onset without modifying the disease course
[4, 8, 49].

Remarkably, early pathological events in ALS are the activation of astrocytes
and microglia in the ventral horn of the spinal cord. Microglia and astrocytes become
activated before motor neurons disappear from the Ilumbar spinal cord of

asymptomatic mutant SOD1°%#

transgenic mice [50]. Astroglia/microglia activation
increases further until the end stage of disease [50, 51]. By knowing that glial

activation orchestrates mechanisms related to neuronal maintenance/trophism and
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clearance, the impairment of those actions triggered by an unknown event in the
nervous tissue at some point of presymptomatic phase of ALS might promote a
cumulative toxic state to motor neurons that will die later. Conversely, once motor
neuron degeneration has been started, which coincides with the onset of classical
clinical symptoms, the continued process of astrocyte and microglia activation might
influence the disease course by a distinct mechanism. The hypothesis may be of
substantial importance since it highlights the glial mechanisms as potential
therapeutical targets in different phases of the ALS disease [4, 8]. Thus, a possible
toxicity of astrocytes and microglia at early presymptomatic phase of ALS is a matter

of investigation.

In order to determine whether microglia or astrocytes might exert toxic
effects to spinal cord motor neurons at pre-symptomatic phases of ELA, we have
used co-culture system of glial cells/neurons and also analyzed the effects of
conditioned medium of glial cells to neurons of the SOD1°%** mouse model,
employing glial cells obtained from spinal cord of P1 and P60 presymptomatic
animals. The in vitro studies performed in this work showed TG microglia and
astrocytes can induce apoptosis in motor neuron cultures by means of FluoroJade-C

stained.

Despite the motor neurons of WT and TG mice became the target of TG
microglia and astrocyte toxicity, the co-culture system evidenced that P1 and P60
TG astrocytes clearly induced motor neuron degeneration in TG neurons and that
P1 and P60 TG microglia led a higher degeneration to WT motor neurons.
Furthermore, the toxic signaling of transgenic glia may involve the secretion of
soluble factors that are able to spread the deleterious action because the treatments
with the conditioned medium of TG microglia and astrocyte added new toxic events
to motor neurons. It should be also noticed that the glial toxicity was not restricted to
glial cultures from P60 SOD1G93A mice but also from neonatal P1 animals. All in
all, the glial toxicity to motor neurons might be a chronic event leading to motor
neuron degeneration when protective mechanisms fail. Our results in vitro have
detailed the analysis of the toxicity promoted by TG microglia described previously
using in vivo methodology [8] and are in agreement to co-culture studies that have
shown motor neurons death in the presence astrocytes from SOD1 animal model

and patients with ALS [21, 41] extended the analysis by detailing the toxicity

116



promoted by TG microglia in vitro and astrocytes from different presymptomatic
phases. Our findings on effects of conditioned medium of glial cells also agree
similar to previous results of in vitro experiments with motor neurons submitted to
treatment with conditionated medium from TG astrocytes from SOD1%%** [41] or
astrocytes from familial and sporadic ALS patients [21] showing an increased
neuronal death compared with healthy astrocytes conditionated medium. However,

the basis of astrocyte toxicity and failure of motor neuron support remain uncertain.

In fact, the complex microglial signaling led motor neuron protection or injury
in ALS, despite the triggering for both is still unknown [4, 47, 52]. WT microglia are
less toxic to TG motor neurons than their TG counterpart and also might drive
neuroprotective effect by expressing neurotrophic molecules able to extend survival
of ALS mice, being the behavior of TG microglia in the opposite direction in this
context [53, 54]. Al in all, our results emphasize TG microglia and astrocytes as
participates of neuropathology of ALS. The knowledge of molecular signaling
governing glial toxicity in ALS is the next step to understand better the

physiopathology of the disease and future development of effective therapy.

Initial findings on that concern are already available. For instance, integrin
down regulation TG microglia [20] might play a role by impairing the normal
microglial function of cell adhesion and motility which are important mechanisms in
the neurotrophic surveillance. Furthermore, microglia lacking mutante SOD1

triggered motoneuron protection and extended the TG mouse survival [47].

We have added knowledge in the mechanisms of glial toxicity in ALS by
measuring the levels of TNFa, IL-6 and NGF in the conditioned medium of cultured
microglia and astrocytes from spinal cord of SOD1%%** ALS mouse model the two
studied pre-symptomatic phases of disease. Those cytokines were chosen because
their play specific signaling on glial actions to neurons in physiological state and
pathological conditions [55]. The conditioned medium of TG microglia of P60 mice
accumulated increased levels of TNFa compared to their WT control. Conversely,
the conditioned medium of TG astrocytes of P60 mice accumulated lower levels of
TNFa compared to their WT control. In fact, despite microglia are the main
producers of TNFa in the central nervous system [25], TNFa is a pro-inflammatory
cytokine released more abundantly by reactive astrocytes and microglia in
neuropathological conditions. Increased levels of TNFa were found in the serum of
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ALS patients and in SOD1°%* spinal cord [27]. Furthermore, TNFR1 and TNFR2
receptors are also upregulated in ALS, event that was correlated to the disease
severity [26]. The inflammatory cytokines, TNF-a in especial, are able to trigger
neuronal excitotoxicity by disrupting the ion balance and the expression of neuronal
ion channels and neurotransmitter ionotropic receptors [56]. As TNF-a also
regulates constitutively the glutamate release in astrocytes (Santello and Volterra,
2012), the increases of TNFa release by SOD1°%** microglia seen in our
conditioned medium experiments, which is in accordance to previously description
[25] in vivo, might be responsible for motor neuronal death in vitro due increased

neuroexcitability.

Furthermore, stromal-cell-derived factor (SDF1) is another cytokine that
belongs to the CXC subfamily and is the only known ligand for the membrane-bound
G-protein-coupled receptor CXCR4 [57]. SDF1/CXCR4 signaling is the main
pathway of TNFa production astrocytes and it is impaired in SOD1°%** mice [58].
The low level of TNFa in the conditioned medium of TG P60 astrocytes described
here may be related, opening up de possibility of that signaling play actions on

astrocyte toxicity in ELA.

Here, we also demonstrated P60 TG higher and lower levels of IL-6 in the
conditioned media of TG P60 microglia and astrocytes, respectively, and such
regulation might play actions in the mechanisms of microglial/astroglial toxicicity in
ALS. In fact, despites abundant IL-6 be present in the healthy nervous tissue [59], it
has been described that transgenic mice overexpressing IL-6 develop progressive
neuronal loss and it is persistently increased in neurologic diseases like ALS [60].
Additionally, as TNFa modulates the IL-6 secretion [61], the results of the differential
contents of those cytokines in the both glial conditioned media obtained in this work

emphasize TNFa and IL-6 as important candidates for the glial toxicity in ALS.

ELISA sandwich also showed increased amounts of NGF in the conditioned
media of both P60 TG microglia and P60 TG astrocyte compared to WT controls,
suggesting a mechanism of direct contribution to neuronal death because ALS
motor neurons express high levels of p75, a receptor death of NGF [43]. In fact, the
neurotrophic actions of NGF acting thought its high affinity TrkA [62] could be shifted
towards neuronal death after an over expression of its low affinity NGF receptor, p75
[63, 64]. NGF signaling is in the context of neurodegenerative diseases [1, 65],
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including ALS. Increased NGF levels were reported in the lateral column of ALS
spinal cord [66], in skeletal muscles of sporadic ALS patients [67] and in ALS mice
spinal cord [68]. Recent studies have shown an increase of NGF in CSF of ALS
patients, as well as over-expression of p75 mRNA in spinal motoneurons [43].
Moreover, NGF released in culture medium by SOD1 mutant astrocytes triggered
apoptosis in cultured motor neurons [68]. Additionally, cultured motor neurons in
contact with SOD1%%** astrocytes express p75 receptor not only on the cell body,
but also in axons and dendrites [43]. Our work contributed to this issue by describing
a possible increased release of NGF by TG microglia emphasizing the importance of
the modulatory actions between those glial cell populations in the mechanisms of
ALS [47-49].

Conclusion

The present study confirms the involvement of glial cells on ALS pathology
playing roles already in specific points of the presymptomatic phases of the disease.
In general, TG microglia and TG astrocytes of P1 and P60 led to toxicity to both WT
and TG neurons depending on the type of in vitro analyses. Increases of both TNFa
and IL-6 in the conditioned medium of P60 TG microglia may be correlated to direct
toxic function to motor neurons, while the down regulation of those cytokines in the
TG astrocyte conditioned medium might be correlated to defects on neuron-
astroglial communication. Such detrimental effects of both astrocyte and microglia

could be increased by the over secretion of NGF activating its death cell receptor.
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Figures Captions

Figure 1. Co-culture immunostaining. Microphotographs of co-cultures of motor
neurons with microglia (A) or astrocytes (B) from spinal cord of SOD1°%** neonatal
mice. Motor neurons, microglia and astrocytes were imunnostained by ChAT
(reddish color), CD11b (greenish color) and GFAP (greenish color), respectively.
Nuclei were stained with DAPI (bluish color). Photographs were obtained after 5
days of co-culture. See text for details. Scale bars = 100um (A) and 10um (B).

Figure 2: FluoroJade-C staining of motor neuron death. Microphotographs
illustrating the presence of FluoroJade-C positive neurons (greenish color, pointed
by arrows) used to count the cells in the process of death when co-cultured with
microglia (A) or astrocytes (B) or treated with the conditioned media of microglia (C)
or astrocyte (D). Motor neurons, astrocytes and microglia were obtained from spinal
cord of SOD1°%** neonatal mice. Nuclei were stained with DAPI (blue color). Scale

bars = 100um.

Figure 3: Motor neuron death promoted by glial cells after conditioned media
(CM) treatment or co-culture (CC). Graphs showing the proportion of motor
neuron death promoted by P1 or P60 microglia (A) and astrocyte (B) after CM
treatment or CC. Wild-type (WT) neurons treated or co-cultured with WT microglia or
astrocyte were used as control and correspond to the 100% line. (A) P1 and P60
transgenic (TG) microglia co-cultured with WT neurons showed increased motor
neuron death compared to control. (B) P1 and P60 TG astrocytes co-cultured with
TG neurons showed increased motor neuron death compared to respective control.
Also, WT neurons treated with P1 and P60 TG astrocyte CM showed increased
motor neuron death compared to respective control. *p<0,05, one-way ANOVA,

followed by Bonferroni post-test. Means + SEM.
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Figure 4. Motor neurons under phase contrast microscopy. Microphotographs
illustrating the effects of treatment of the CM of microglia or astrocytes on the length
of motor neuron processes of SOD1%%* spinal cord transgenic (TG) mice in relation
to treatments of CM of glial cell obtained from wild-type (WT) mice or regular
neuronal medium. WT microglia CM (A) increased motor neuron length in relation to
control medium (E) and TG microglia CM (C). The TG astrocyte CM (B) led to a
retraction of the TG motor neuron lengths compared to control medium (E) or WT

astrocyte CM treatments (B). Scale barrs= 5um

Figure 5: Motor neuron length. Graphs showing the percentage of the amount of
motor neuron length of cultured spinal cord motor neurons from wild-type (WT) and
SOD1%%** (TG) neonatal mice after P1 or P60 microglia and astrocyte conditioned
media (CM) treatments. Neuronal medium was also used as control (M). (A) No
statistical difference between groups was observed in motor neuron length after P1
microglia CM treatment. (B) P60 WT microglia showed increased motor neuron
length compared to neurons treated with their own medium (M). (C-D) Both P1 and
P60 transgenic (TG) astrocytes promoted decrease TG in motor neuron length
compared to M. *p<0,05, one-way ANOVA, followed by Bonferroni post-test. Means
+ SEM.

Figure 6: IL-6, TNFa and NGF secretion in microglia and astrocyte conditioned
media (CM). Graphs showing amount of TNFa (A-B), IL-6 (C-D) and NGF (E-F)
released in P1 or P60 microglia and astrocyte CM, respectively. The cells were
obtained from the spinal cord of P1 or P60 wild-type (WT) and SOD1%%** (TG)
neonatal mice. *p<0,05, ** p<0,01 and *** p<0,001 one-way ANOVA, followed by
Bonferroni post-test. And # p<0,05, # # p<0,01 and # # # p<0,001 Student t-test.
Means + SEM.
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Figure 4.
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Astrocytic conditioned media
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