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RESUMO 

Duobles, T. Análise da influência da microglia mutante na sobrevida do neurônio 

motor no modelo in vitro da esclerose lateral amiotrófica utilizando camundongos 

transgênicos para SOD1 humana [Tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, 

Universidade de São Paulo; 2012. 

A Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA) é uma doença progressiva caracterizada pela 

perda de neurônios motores levando rapidamente os pacientes à morte. Os 

mecanismos da morte neuronal são desconhecidos e estudos recentes indicam que 

a microglia pode participar deste processo. Para investigar o papel da microglia na 

ELA, camundongos transgênicos SOD1G93A foram utilizados na avaliação da morte 

e do trofismo neuronal em sistemas de co-culturas neurônio/microglia e do efeito do 

meio condicionado microglial sob os neurônios motores. Ambas as células foram 

extraídas da medula espinal de camundongos transgênicos (TG) e wild type (WT). 

A microglia foi obtida dos animais neonatos e adultos na fase pré-clínica da doença. 

Os neurônios extraídos de neonatos foram marcados com reagente específico para 

morte neuronal e seus prolongamentos foram quantificados em contraste de fase 

por métodos estereológicos específicos. A expressão gênica de moléculas 

candidatas à participação 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 sanduíche. O meio condicionado da microglia TG neonatal não foi capaz de 

acentuar a morte neuronal, entretanto a neurodegeneração foi potenciada nas 

análises das co-culturas. Interessantemente, o meio condicionado das microglias 

WT provenientes de animais adultos foram capazes de aumentar os 

prolongamentos neuronais feito não observado em relação às microglias TG. 

Quantidades aumentadas do fator de necrose tumoral α, interleucina-6 e fator de 

crescimento derivado do nervo foram quantificadas no meio condicionado das 

microglias TG.  A microglia TG neonatal apresentou dimuição na expressão gênica 

de AKAP13, HIPK3, UBE2I E NTF5. Esses achados precoces sugerem perda de 

migração microglial, perda de resistência à apoptose, desbalanço entre proliferação 

e morte celular e diminuição do suporte trófico neuronal. Em conjunto, os resultados 

evidenciam a participação da microglia nos mecanismos da ELA. 

Descritores: Esclerose amiotrófica lateral; microglia; neurônios motores.   
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ABSTRACT 

Duobles, T. Analysis of microglial influence on motor neuron death in an in vitro 

model of amyotrophic lateral sclerosis using SOD1 transgenic mice [Tese]. São Paulo: 

“Faculdade de Medicina, Universidade de São 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, SOD1G93A 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, UBE2I 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. Introdução 

Jean Martin Charcot descreveu pela primeira vez em 1869 a morte 

progressiva de neurônios motores na Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA). O 

nome da doença deriva das observações da coloração pálida da substância 

branca da medula espinal representada pela degeneração e perda dos 

axônios motores superiores que se projetam do cérebro e estabelecem 

conexões diretas ou indiretas com os neurônios motores inferiores da 

medula espinal (Charcot e Joffroy, 1869). 

A ELA é a doença do neurônio motor com início na idade adulta mais 

comum na sociedade moderna. A doença manifesta-se por volta da segunda 

ou terceira década de idade pelo declínio linear da função muscular que leva 

à paralisia, falência respiratória e ao óbito em dois a cinco anos (Mazzini et 

al., 2008). Os estudos mostram que a incidência e a prevalência da doença 

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

A forma mais comum da ELA, a esporádica, ocorre em cerca de 90% 

dos casos, contrastando com a forma familiar que atinge menos de 10%, 

estando esta atrelada a uma herança genética caracterizada como 

autossômica dominante. Sabendo que nas duas formas os mesmos 

neurônios são afetados e a patologia é similar, há grande interesse nas 

pesquisas que envolvem os processos inflamatórios e os mecanismos da 

doença (Ince et al., 1998). 

A descoberta marcante de 1993 iniciou a era molecular das pesquisas 

em ELA. Rosen et al. (1993) identificaram as mutações no gene que codifica 

para a superóxido dismutase 1 (SOD1) como causadoras de cerca de 20% 

dos casos familiares da doença. A SOD1 é uma enzima citosólica cuja 

função é converter superóxidos, bioprodutos naturais da respiração, em 

água ou peróxido de hidrogênio (Bruijin, 2004). 

Sabe-se que a ação da SOD1 é dependente da atividade catalítica do 

cobre, íon que necessita da sua chaperona específica para a incorporação. 
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O fato do cobre intracelular ser tóxico para o neurônio motor (Wang et al., 

2003) levantou a suspeita da mutação na estrutura da SOD1 promover a 

toxicidade por alteração na incorporação do íon, entretanto os experimentos 

recentes mostraram que a propriedade tóxica da SOD1 aparece como 

resultado da mutação da enzima em si e é independente da atividade da 

dismutase ou da chaperona relacionada e pode ser deflagrada sem a 

catálise de um sítio ativo de cobre (Wang et al., 2003). De fato, a expressão 

do gene mutante da SOD1 (SOD1m) em roedores leva à degeneração 

neuronal como resultado de propriedades tóxicas adquiridas (Gurney et al., 

1994; Nagai et al., 2007).  

Experimentos realizados com RNA de interferência (RNAi) mostram o 

retardo na progressão da doença após a redução da expressão do gene 

SOD1m, o que ressalta a contribuição da proteína mutante na patogênese 

da ELA (Miller et al., 2005; Ralph et al., 2005). Deste modo, o animal 

transgênico que carrega a SOD1m é aceito como modelo animal para o 

estudo da ELA. 

Número superior a 150 mutações na SOD1 humana está descrito e 

mais de 10 linhagens de camundongos foram estabelecidas, sendo que a 

linhagem SOD1G93A (substituição da glicina pela alanina na posição 93 da 

cadeia de aminoácidos) é a mais utilizada nos estudos, seguida daquelas 

linhagens SOD1G85R e SOD1G37R (Neusch et al., 2007). Ressalta-se que a 

maioria dos mecanismos conhecidos sobre a fisiopatologia da 

neurodegeneração do neurônio motor advem de estudos com estes animais 

transgênicos (Julien, 2001; Bendotti e Carri, 2004; Julien e Kris, 2006). 

Das hipóteses que explicam a degeneração dos neurônios, destacam-

se aquelas sobre os danos oxidativos, a formação de agregados protéicos, 

os problemas no transporte axonal, as disfunções mitocondriais e as 

cascatas inflamatórias (Bruijn, 2004).  

O estresse oxidativo foi observado em alguns estudos de ELA através 

da análise de marcadores bioquímicos em amostras de pacientes pós 
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mortem, entretanto, esta hipótese por si não explica a degeneração do 

neurônio (Kim et al., 2003). O tratamento de pacientes com riluzole, droga 

capaz de diminuiro influxo de cálio e indiretamente reduzir o estresse 

oxidativo, não foi capaz de promover efeitos clínicos significativos (Zoccolella 

et al., 2009). 

Os agregados protéicos citoplasmáticos são observados na ELA e em 

outras doenças neurodegenerativas como o Mal de Alzheimer, a Doença de 

Parkinson e a doença de Huntington (Watanabe et al., 2001). Na ELA em 

particular, tais agregados são formados, muitas vezes, por acúmulos 

anormais de proteínas como o neurofilamento, a periferina (Wong et al., 

2000a; Mendonça et al., 2005), a proteína Tar ligante de DNA de 43kDa, 

também conhecida como TDP43 (Arai et al., 2006), a proteína ligante de 

RNA fundida no sarcoma, também conhecida como FUS (Kwiatkowski et al., 

2009; Vance et al., 2009), a ubiquitina, cujo acúmulo indesejado prejudica a 

renovação protéica por interferir com a maquinaria proteossômica (Wong et 

al., 2000b; Wang et al., 2003) e a própria SOD1 (Shaw et al., 2008). Apesar 

da relação amplamente documentada, a questão da morte dos neurônios 

motores ser causa ou consequência da formação dos agregados é algo que 

carece de avaliação. Achados recentes suportam a hipótese de que as 

alterações no metabolismo de RNA nos neurônios motores permitem a 

formação desses agregados protéicos na ELA (Strong, 2010; Droppelmann 

et al., 2013). De fato, estudos mostram a associação patológica da expansão 

na região não codificante do cromossomo 9 (C9ORF72) e a ELA (Dejesus-

Hernandez et al., 2011; Renton et al., 2011). 

A questão da vulnerabilidade à morte seletiva dos neurônios motores 

na ELA é ainda desconhecida. Especula-se que o tamanho extenso dos 

prolongamentos dos neurônios 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 regulação da distribuição do RNA mensageiro para a síntese 

protéica (Ferraioulo et al., 2011). Ao contrário de outros grupos neuronais, 
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esses neurônios têm níveis de expressão elevados dos canais de cálcio 

AMPA sem a subunidade GluR2 (Ince et al., 1993). Tal vulnerabilidade foi 

também recentemente relacionada ao aumento da expressão do receptor de 

Efrina A4 (Van Hoeke et al., 2012), à diminuição do receptor do fator de 

crescimento vascular endotelial (VEGF) (Brockington et al., 2006; Lunn et al., 

2009), à alta sensibilidade ao estresse oxidativo (Saxena et al., 2009), além 

das alterações mitocondriais que acabam por aumentar o estresse oxidativo 

e os níveis de cálcio extracelular (Sullivan et al., 2004; Panov et al., 2011). 

Defeitos no transporte axonal também são marcantes em diversas 

doenças neurodegenerativas (Ilieva et al., 2009). Camundongos SOD1G93A 

apresentam diminuição no transporte axonal retrógrado (Perlson et al., 

2009), mas também no anterógrado (Williamson e Cleveland, 1999). Isto 

diminui o suporte neuronal de ATP com consequente decréscimo na 

produção de dineínas e dinactinas (Tanaka et al., 2011), o que aumenta 

ainda mais a vulnerabilidade dessas células. Além disso, a expressão da 

subunidade p150 da dinactina-1 está diminuída nos neurônios motores de 

pacientes com ELA esporádica desde o início dos sintomas (Tanaka et al., 

2011). 

Defeitos mitocondriais também foram reportados na medula espinal 

(Sasaki e Iwata, 2007) e nas biópsias de músculos (Chung e Suh, 2002), 

fígado e córtex de pacientes com ELA (Menzies et al. 2002). Essas 

alterações, especialmente a presença de vacúolos com multimembranas, 

também foram observadas nos músculos e nos neurônios motores de 

camundongos SOD1G37R e SOD1G93A que acumulavam a SOD1m nos 

estágios precoces da doença, mais especificamente desde a 4ª semana de 

vida, antes da ocorrência 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 mitocôndrias dos neurônios, 

levando ao bloqueio da fosforilação 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 mitocôndria tampona os níveis de Ca+2 citosólico, levando à falência 

de mecanismos anti-excitotóxicos (Petri et al., 2006). Agregados de SOD1m 

podem também interferir com os componentes da maquinaria apoptótica 

mitocondrial, ativando as cascatas apoptóticas nos neurônios pela liberação 

de citocromo C no citosol (Ilieva et al., 2009). A ativação da caspase-3 e a 

diminuição dos níveis da proteína anti-apoptótica Bcl-2 foram demonstradas 

nos neurônios motores espinais de pacientes com ELA (Ekegren et al., 

1999). Ressalta-se que a combinação destes mecanismos pode ocorrer nas 

mitocôndrias não apenas dos neurônios, mas também das células gliais 

circundantes, resultando na degeneração neuronal através de diversos 

mecanismos nas várias fases de evolução da doença (Hensley et al., 2006). 

Experimentos de culturas de células mostraram a disfunção mitocondrial em 

células gliais e neuronais na presença da SOD1m (Ferri et al., 2006). A 

diminuição do transporte axonal na ELA, de fato, leva danos adicionais 

profundos à função mitocondrial (Martin et al., 2007), já que os neurônios 

motores SOD1G93A apresentam o acúmulo de mitocôndrias nos axônios 

terminais e geram níveis locais altos de radicais superóxidos comparados 

aos neurônios selvagens, evidências observadas tanto in vivo (Martin et al., 

2007) quanto in vitro (De Vos et al., 2007). Trabalhos recentes mostram que 

esse acúmulo mitocondrial é de fato encontrado nas junções 

neuromusculares de camundongos SOD1G93A juntamente com aumento de 

cálcio intracelular (Nguyen et al. 2009). Especula-se que, de fato, estas 

ocorrências colaboram para a manifestação da sintomatologia (Martin, 

2011).  

 Notavelmente, a SOD1m também presente nas células não 

neuronais, principalmente nas células gliais, é decisiva para a evolução da 

doença. No sistema nervoso adulto, essas células atuam em diversos 

processos fisiológicos dos neurônios, por exemplo, na modulação da 

neurotransmissão, na produção de fatores neurotróficos, na regulação do 

desenvolvimento, na manutenção 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 neuroimunomodulatórias e 

desempenham papel importante nos eventos neurodegenerativos de reparo 

e cicatrização (Morgenstern et al., 2002; Rhodes et al., 2003). O fato destas 

células contribuírem para as respostas inflamatórias agrega discussões 

acerca do seu papel dúbio, protetor/indutor, em doenças neurodegenerativas 

como no Parkinson, no Alzheimer e, sobretudo, na ELA (Philips e 

Robberecht, 2011). Pelo descrito acima, a desregulação dos mecanismos da 

interação neurônio-glia pode influenciar diretamente na integridade dos 

neurônios motores, contribuindo para a fisiopatologia da ELA. De fato, 

estudos recentes sugerem que, em determinadas situações, as células gliais 

podem contribuir para o dano neuronal na ELA por tornar o ambiente tóxico 

aos mesmos (Bruijn et al., 2004). 

 A construção de camundongos quiméricos com o promotor da 

SOD1m em tipos celulares específicos mostrou o aumento dos índices de 

morte neuronal e o fenótipo da doença no animal que possuía neurônios não 

mutantes envoltos por células gliais com a mutação, por outro lado, quando 

a expressão da mutação da SOD1 se apresentou apenas nos neurônios, as 

células gliais que o envolviam permaneceram relativamente intactas 

(Clement et al., 2003). Assim, o modelo de animal quimérico reforçou as 

especulações anteriores de que as células gliais podem estar envolvidas nos 

mecanismos da ELA. 

 Os astrócitos são as células mais abundantes no SNC (Zhang et al., 

2010), participam da sinalização neurônio-glia nas sinapses e na 

manutenção da vida do neurônio pela secreção de substâncias solúveis 

(Haydon et al., 2001; Mazzanti et al., 2001; Zhang et al., 2005; Fellin et al., 

2006; Haydon et al., 2006). A manutenção da concentração de glutamato 

extracelular em níveis fisiológicos pelo astrócito é especialmente relevante já 

que o glutamato em excesso na fenda leva à excitotoxicidade neuronal 

causada por influxo excessivo de cálcio. A retirada do excesso de glutamato 

da fenda sináptica 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 esporádica bem como os camundongos com a SOD1m 

possuem expressão e imunorreatividade de EAAT2/GLT-1 diminuídas (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 terapêutico na doença, entretanto, análises subsequentes mostraram a 

alta complexidade dos possíveis mecanismos envolvidos, já que os 

astrócitos não são capazes de induzir a doença por si só, a despeito da 

expressão de SOD1m cursar com astrogliose na região do corno anterior da 

medula espinal (Gong et al., 2000). Interessantemente, Nagai et al. (2007) 

mostraram alterações na sobrevida de neurônios motores cultivados na 

presença de meio condicionado de astrócitos SOD1m, sendo que os 

neurônios SOD1m e aqueles não transgênicos eram igualmente afetados. 

De fato, trabalhos apontavam para o aumento da secreção do fator de 

crescimento do nervo (NGF) pelos astrócitos de pacientes com ELA e de 

camundongos com a SOD1m (Pehar et al., 2004; Turner et al., 2004; 

Ferraioulo et al., 2011) como possível causa da toxicidade. Adicionalmente, 

Yamanaka et al. (2008) sugeriram que a desregulação na interação entre as 

células gliais, em particular astrócito e microglia, pudessem ser um fator 

relevante na ELA, ao revelarem que a supressão de SOD1m nos astrócitos 

atrasou a ativação microglial. 

A microglia representa 5 a 12% da população das células gliais e 

desempenha papel imunoefetor no SNC (Ling et al., 1973). De fato, 

quaisquer alterações na homeostase neuronal ativam a microglia (Streit et 

al., 1999). Em particular, a lesão do tecido nervoso induz a ativação 

microglial e a sua proliferação e subsequente secreção de citocinas, 

prostaglandinas e outras substâncias que participam do processo 

inflamatório (Kreutzberg et al., 1996; Hanisch et al., 2002). A ativação 

microglial está associada também ao aumento da produção de moléculas 

citotóxicas, como por exemplo, o óxido nítrico (NO), as proteases e as 

citocinas pró-inflamatórias como a interleucina-beta (IL-ß), o fator de necrose 

tumoral alfa (TNFα) e a interleucina 6 (IL-6). No estágio final da morte 
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neuronal, a microglia ativada alcança o seu estágio fagocítico tornando-se 

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

A superativação da microglia foi observada em tecidos pós mortem de 

pacientes com ELA, indicando a presença de uma cascata de eventos pós-

inflamatória mediada por estas células durante o curso da 

neurodegeneração na doença (Kawamata et al., 1992). A microglia é 

encontrada em seu estado ativo no cérebro e na medula espinal não 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 ativação microglial é descrita 

como uma ocorrência histológica precoce que ocorre cerca de 60 dias após 

o nascimento do animal transgênico (Troost et al., 1993; Alexianu et al., 

2001; Weydt et al., 2003; Boillee et al., 2006). Outro estudo também 

demonstrou a presença de fatores solúveis pró-inflamatórios no fluído 

cérebro-espinal de pacientes com ELA muito possivelmente secretado pela 

microglia ativada (Almer et al., 2002). Nestes pacientes, a severidade da 

doença correlacionou-se à maior quantidade de fatores inflamatórios 

encontrados no líquido cefalorraquidiano (Keizman et al., 2009). Ainda, os 

níveis de receptores de TNF estavam elevados no soro destes indivíduos 

(Poloni et al., 2000).  

A microglia é responsável pelo caráter progressivo de muitas doenças 

neurodegenerativas, principalmente pelo fato de desenvolverem uma relação 

modulatória complexa com os neurônios, exercendo papel tanto protetor 

quanto citotóxico a estas células (Henkel et al., 2009). As substâncias 

secretadas pela microglia em situações específicas e quando estas células 

se tornam reativas são apontadas como as principais responsáveis pela 

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

Inibidores da reatividade microglial são postulados como candidatos 

terapêuticos para ELA, pelo fato de diminuírem não só a secreção de 
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glutamato, mas de outras moléculas formadoras da inflamação e morte 

neuronal (Beers et al., 2006). Sabe-se que a secreção de moléculas como 

superóxido, NO e TNFα 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 evidências da participação da microglia na fisiopatologia da 

ELA foram obtidas com a constatação da exacerbação da sintomatologia 

nos camundongos SOD1m submetidos ao tratamento crônico com 

lipopolissacarídeo (LPS), substância esta classicamente utilizada como 

ativador microglial (Nguyen et al., 2004). De fato, a microglia SOD1m é mais 

responsiva ao estímulo 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 TNFα que aquelas produzidas pela 

respectiva célula do animal não transgênico (Weydt et al., 2004), abrindo a 

possibilidade desta citocina promover a toxicidade ao neurônio motor, efeito 

acompanhado pela diminuição da sobrevida do animal transgênico 

estimulado. A administração de antagonista do TNFα aumenta a sobrevida 

do animal SOD1G93A (West et al., 2004). A microglia SOD1m ativada libera 

quantidades maiores de NO e de superóxido que combinam-se para formar 

o peroxinitrato, composto altamente tóxico quando comparado ao observado 

na mesma célula do animal não transgênico (Beers et al. 2006). Esse 

mesmo estudo evidenciou que a substituição de microglias com a mutação 

por microglias selvagens prolonga a sobrevida do camundongo (Beers et al. 

2006). Ainda, o co-cultivo de microglia SOD1m com neurônios motores 

provocou maior morte neuronal em comparação aos experimentos que 

utilizaram microglias selvagens, denotando o potencial neurotóxico maior 

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

Por outro lado, a própria SOD1m liberada pelos neurônios e capaz de 

ativar a microglia vizinha, fechando assim um ciclo modulatório tóxico 

neurônio-microglia (Urushitani et al., 2006) com implicações no processo 

evolutivo da ELA. Estudo recente mostrou que a microgliose é ativada pela 
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adição da SOD1 humana extracelular e ainda é atenuada quando a microglia 

é proveniente do animal mutante, resultando em maior morte neuronal do 

que situação em que a microglia proveniente do animal selvagem (Zhao et 

al., 2010).  

 Três estudos independentes mostraram que a microglia contribui para 

a propagação e a aceleração dos processos neurodegenerativos da ELA nas 

fases avançadas da doença. Porém, não é sabido ainda quais os 

mecanismos moleculares que regem tais eventos. A inibição da SOD1m 

microglial através da utilização do transgene Cd11b-Cre promoveu atraso na 

progressão da doença no modelo SOD1G37R. A sobrevida dos animais após 

o início dos sintomas aumentou quase 3 vezes comparado aos animais que 

não receberam o transgene (Boilee, 2006). Da mesma forma, a diminuição 

da progressão da ELA após a redução da expressão de SOD1m na 

microglia também foi confirmada na linhagem transgênica SOD1G85R (Wang 

et al., 2009). 

 Deste modo, dentre os mecanismos microgliais possíveis na ELA, a 

neuroinflamação mediada pela microglia transgênica ganha importância no 

desenvolvimento e na progressão da doença. Algumas revisões atuais 

respaldam este aspecto (Weydt et al., 2005; Papadimitriou et al., 2009). A 

ciclooxigenase-2 (COX-2), que é produzida por neurônios e astrócitos, mas 

em abundância pela microglia, estimula a produção local de citocinas pró-

inflamatórias. A produção de COX-2 está aumentada na medula espinal de 

pacientes com ELA (Yiangou et al., 2006), o que reforça o envolvimento da 

microglia na patologia. De fato, a administração do celecoxibe, um inibidor 

da COX-2, na dose oral de 1500ppm em camundongos diariamente desde o 

28º dia de vida (Drachman et al., 2002), prolongou a sobrevida dos 

neurônios mutantes, interferindo no início da doença experimentalmente. Tal 

efeito não foi reproduzido em humanos com a dose correspondente utilizada 

nos camundongos de 800mg/dia por via oral (Cudkowicz et al., 2006). A 

administração de outras drogas anti-inflamatórias nas fases finais da doença 

em camundongos com ELA também prolonga a sobrevida do animal 
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(Klivenyi et al., 2004; Lorenzl et al., 2006), porém não mostram efeitos 

clínicos 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 ativação 

microglial, também aumentou a sobrevida do camundongo modelo da ELA 

(Kriz et al., 2002). Por outro lado, estudos clínicos envolvendo a 

administração deste composto em pacientes com ELA também não mostrou 

resultados positivos (Gordon et al., 2007). A principal hipótese para a falta de 

resultados clínicos parece ser a impossibilidade do diagnóstico pré-clínico e 

assim, talvez, a ativação microglial já deve ser resistente às intervenções 

farmacológicas (Keller et al., 2010). 

As ações da microglia podem ser outras que não apenas a promoção 

da inflamação, esta de fato pode vir como consequência. Trabalhos recentes 

têm mudado o foco da citotoxicidade da microglia na ELA. Qualquer 

alteração fisiológica no microambiente induz a migração dessas células até o 

sítio de lesão, algo que ocorre rapidamente para realização de suas ações. 

A integrina, uma proteína de adesão, parece ser responsável pela 

propriedade dinâmica da microglia (Sargsyan et al., 2011). 

Surpreendentemente, Sargsyan et al. (2011) revelaram que a microglia 

SOD1G93A possui deficiências nas características neuroprotetoras quando 

comparadas com as células microgliais de animais selvagens, 

principalmente no que diz respeito à sua capacidade migratória. Ainda, a 

expressão baixa de integrina na microglia SOD1m e a habilidade reduzida 

de sua locomoção ao sítio de lesão foram constatadas (Sargsyan et al., 

2011). Dessa forma, esses achados indicam que a microglia SOD1m pode 

precisar de concentração maior de fatores estimulantes para ter uma 

resposta igual àquela obtida por uma célula microglial não mutante. 

O estudo de Dibaj et al. (2011) também se destacou ao mostrar que a 

microglia SOD1G93A de animais submetidos a lesão axonal apresenta 

resposta microglial diferente dependendo da idade do animal. Animais 



12 

 

submetidos a esta lesão na fase pré-clínica da doença, com 60 dias de 

idade, tiveram uma reação microglial semelhante aos animais controles, 

porém a resposta microglial foi diminuída no animal mais velho, já 

sintomático com 120 dias, evidenciando uma possível perda de função 

microglial nas idades sintomáticas.  

Com as evidências descritas acima, o papel exato da microglia na 

fisiopatologia da ELA ainda é desconhecido. O fato de não existir tratamento 

capaz de ao menos atrasar o início dos sintomas da doença estimulou a 

proposta do presente trabalho que busca estudar as alterações moleculares 

e a influência microglial na sobrevida do neurônio motor. As microglias foram 

extraídas de camundongos SOD1G93A logo após o nascimento e pouco antes 

do início 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 influência microglial na 

morte do neurônio motor em sistemas de co-culturas neurônio 

motor/microglia obtidos da medula espinal dos camundongos transgênicos 

SOD1G93A (TG) e não transgênicos (wild type, WT). Neste contexto, estudar 

a ocorrência de efeitos diferenciais da microglia obtida do tecido de animal 

neonato com 1 dia de vida (P1) e adulto jovem na fase pré-sintomática com 

60 dias de idade (P60).  

 

2.2. Objetivos específicos 

2.2.1. Adequar a metodologia para a obtenção de culturas de neurônios 

motores da medula espinal de camundongos controles (WT) e transgênicos 

SOD1G93A (TG) em P1. 

 

2.2.2. Avaliar a influência da microglia de animais WT e TG na viabilidade 

dos neurônios motores utilizando métodos estereológicos específicos de 

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

 

2.2.3. Avaliar a influência do meio condicionado obtido das culturas de 

microglia de animais WT e TG no estado trófico dos neurônios motores 

espinais de animais WT e TG através da quantificação do número e dos 

prolongamentos neuronais bem como a viabilidade destes neurônios, 

utilizando métodos estereológicos específicos de contagem de células. 

 

2.2.4. Quantificar a expressão de moléculas candidatas à participar do 

processo neurodegenerativo nos meios condicionados das culturas 

microgliais por ELISA.  
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2.2.5. Quantificar a expressão gênica de moléculas potencialmente 

envolvidas no desenvolvimento da doença 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 Comissão de Ética e de Biossegurança 

em Organismos Geneticamente Modificados da Faculdade de 

Medicina/Hospital das Clínicas da Universidade de São Paulo (Aprovação 

número: 0113/08). 

 

3.1. Modelo animal da ELA 

Camundongos transgênicos B6SJL-TgN(SOD1G93A)1 Gur que 

expressam o gene mutante SOD1G93A humano, originalmente produzidos por 

Gurney et al. (1994), foram obtidos do Laboratório Jackson (Bar Harbor, ME, 

USA). Estes animais são amplamente utilizados como modelo experimental 

para o estudo da ELA (Miana-Mena et al., 2005).  

 

3.1.1. Colônias de animais 

 Colônias de animais transgênicos (SOD1G93A, TG) e controles (B6SJL) 

foram estabelecidas no Biotério Central da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo. A reprodução e o alojamento dos animais foram 

feitos em ambiente desprovido de patógenos específicos (spf) para garantir 

a estabilidade das colônias, controle sobre a reprodução e homogeneidade 

fenotípica entre os animais. Esta parte dos experimentos foi feita por 

técnicos especializados do Biotério Central da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo. O regime spf compreende gaiolas ventiladas e 

com filtros especiais, bem como a manipulação dos camundongos e suas 

proles em regime estéril dentro de câmara de fluxo laminar. Temperatura 

ambiente controlada entre 21 e 22ºC, umidade do ar em torno de 55% e 

iluminação sob ciclo claro/escuro de 24 horas, sendo cada fase do ciclo de 

12 horas, foram itens que receberam também a atenção. A ração, a água e a 

maravalha foram rotineiramente autoclavadas antes da utilização. Como 

controle da não contaminação da colônia por agentes patogênicos, os 

animais foram periodicamente submetidos a controles bacteriológico e 
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parasitológico segundo a rotina spf estabelecida no Biotério da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo. Os cruzamentos foram realizados 

entre machos heterozigotos SOD1G93A com fêmeas da linhagem B6/SJL-F1, 

com o intuito de gerar uma prole aproximadamente 50% heterozigota TG e 

50% WT, segundo orientações do Laboratório Jackson que forneceu as 

matrizes para o início das colônias. Esse desenho de amplificação das 

colônias permitiu as melhores condições controle e experimentais.  

Os casais foram mantidos com suas respectivas proles até 30 dias de 

idade quando, então, foram separados por sexo e pelo genótipo. Os animais 

transgênicos são utilizados como experimentais e os não transgênicos como 

controles. 

 

3.1.2. Genotipagem dos camundongos 

A identificação dos camundongos TG ou WT utilizados nos 

experimentos foi realizada através da genotipagem. O primeiro passo 

constituiu na extração de amostras de DNA de cada um dos animais a partir 

de fragmento da cauda. 

 O procedimento de extração de DNA seguiu o protocolo a seguir: 

500μl de tampão contendo 1mg/ml de proteinase K, 20mM Tris-HCl (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 60ºC sob agitação de 1400rpm no 

Thermomixer (Eppendorf) por uma hora, seguida de centrifugação a 16000g 

por 10 minutos. O sobrenadante destas amostras foi transferido de tubo 

contendo 500μl de isopropanol gelado e misturado suavemente até o 

aparecimento de precipitado. As amostras foram centrifugadas a 14000rpm 

por 10 minutos à 4ºC e os sobrenadantes desprezados. Os tubos foram 

lavados a seguir com 500μl de etanol 70% e uma segunda vez com 500μl da 

mesma solução. Após uma centrifugação final de 14000rpm por 5 minutos, 

os sobrenadantes foram descartados e os tubos deixados para secar em 

posição invertida. Após a secagem do precipitadode DNA, cada amostra foi 
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dissolvida em 200μl de tampão TE contendo 10mM Tris-HCl (pH 7,4), 1mM 

EDTA e água deionizada. As amostras de DNA foram armazenadas à 4°C 

até a realização da genotipagem por Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR).  

Os iniciadores utilizados que permitiram a realização da genotipagem 

através da técnica de PCR foram IMR113 (5’-ATCAGCCCTAATCCATCTGA-

3’) e IMR114 (5’-16 CGCGACTAACAATCAAAGTGA-3’) para amplificação 

de um fragmento da SOD1humana e IMR042 (5’-CTAGGCCACAGAA 

TTGAAAGATCT-3’) e IMR043 (5’-GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC-3’) 

para amplificação de um fragmento da interleucina-2 (IL-2) de murino como 

controle positivo (Rosen et al., 1993). Estes iniciadores estão descritos no 

protocolo do Laboratório Jackson 

(http://jaxmice.jax.org/pubcgi/protocols/protocols.sh?objtype=protocol&protoc

ol_id=523). A reação de PCR incluiupara cada amostra 12,5μl PCR Master 

Mix (2X) (Fermentas Life Sciences), 500nM de cada iniciador supracitado, 

100ng de DNA e água livre de nucleotídeos para o volume final de 25μl. A 

reação compreendeu um período inicial de 3 minutos à 95ºC, seguidos por 

35 ciclos de 95ºC por 30 segundos, 60ºC por 30 segundos e 72ºC por 45 

segundos, que se repetiam por 35 ciclos, além do período de 2 minutos à 

72°C com resfriamento até 10ºC. 

 Os produtos das reações dos PCRs foram visualizados sob luz 

ultravioleta após eletroforese em gel de agarose 1% com brometo de etídeo 

e fotografados para documentação (Figura 1). 

 

 

 

http://jaxmice.jax.org/pubcgi/protocols/protocols.sh?objtype=protocol&protocol_id=523
http://jaxmice.jax.org/pubcgi/protocols/protocols.sh?objtype=protocol&protocol_id=523
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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 
amplificação de um fragmento da interleucina-2 (IL-2) de murino como controle positivo e da 
SOD1 mutante. Para o animal transgênico (Tg) observa-se a presença da forma mutante da 
SOD1 (com 326 pares de bases) e da IL-2 (com 324 pares de bases). Já nos animais 
controles wild-type (WT) observa-se apenas a presença da IL-2. 

 

3.2. Culturas primárias de células 

Culturas primárias de neurônios motores e microglia foram obtidas 

das medulas espinais de camundongos WT e TG com 1 dia de vida pós-

natal (P1) segundo protocolos publicados e previamente modificados em 

nosso laboratório. Além disso, a cultura de microglia também foi obtida a 

partir da medula espinal de animais adultos jovens dos mesmos genótipos 

com 60 dias de idade (P60), período em que a microglia já se encontra 

ativada, na fase que precede os primeiros sintomas clínicos clássicos da 

doença (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 neurônios a 

partir da medula espinal de animais em idades embrionárias devido à 

dificuldade de obtenção destas células após o nascimentodo animal, 

entretanto o nosso laboratório conseguiu bons resultados com a obtenção 

destas células do animal P1, após adaptação do protocolo (Scorisa et al., 

2010). Os animais neonatos foram decapitados no seu primeiro dia de vida 

pós-natal e imersos em solução de etanol 70% por cerca de 2 minutos para 

assepsia da superfície corpórea. A região lombar da medula espinal foi 

exposta e removida com tesouras previamente esterilizadas. Posteriormente, 

324pb
326pb

Marcador

Tg WT  
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a dura-máter e vasos sanguíneos foram retirados da medula espinal, com o 

auxílio de duas pinças microcirúrgicas sem danificar o tecido, que era, então, 

colocado em placa de vidro de 60mm esterilizada e submetido aos 

protocolos descritos a seguir. 

 

3.2.1. Cultura de neurônios motores 

A cultura de neurônios 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 (Austrália) e 

gentilmente cedido para nós. Ainda assim, foram realizadas algumas 

modificações e adequações no protocolo que possibilitou a realização do 

cultivo dessas células obtidas a partir de medula espinal de animais WT e 

TG P1. 

A medula espinal dissecada foi colocada em solução tampão fosfato 

(PBS). Em seguida, o tecido foi transferido para um novo tubo contendo PBS 

e tripsina na concentração final de 0,025% (Gibco) e levado para banho-

maria à 37ºC por 5 minutos seguidos de 5 minutos sob leve agitação. Após o 

período em banho-maria, o tecido foi imediatamente colocado em um novo 

tudo com 400µl de meio Leibovitz-15 (L-15, Gibco), 50µl de albumina bovina 

4% (Sigma) e 50µl de DNase (Sigma) na concentração de 1mg/ml. A 

solução foi então agitada vigorosamente até que o tecido se fragmentasse. 

Em seguida, a solução foi dissociada com a pipeta por duas vezes e os 

fragmentos foram assentados e transferidos de tubo, no qual foi adicionado 

450µl de L-15, 50µl de albumina bovina 4%e 10µl de DNase na 

concentração de 1mg/ml. Os fragmentos foram ressuspendidos e diluídos. 

No tubo com os fragmentos diluídos 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 

à centrifugação de 5 minutos à 350g. Após, 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 já contendo 1ml de 3,7% de gradiente de densidade Optiprep (Sigma) 

diluído em tricina, no qual então era visível a região densa e não translúcida 

de interface. O tubo foi levado para centrifugação a 700g por 15 minutos 

sem breque, para separar as células de acordo com sua densidade. Após a 

centrifugação, uma banda turva na interface representava os neurônios 

motores. Essa banda foi cuidadosamente coletada e os mesmos foram 

contados e plaqueados em placa com 24 poços com lamínula de vidro, 

previamente tratada com Poli-L-D-Ornitina (25µg/ml; Sigma) e laminina 

(25µg/ml; Sigma) por duas horas cada um. Cada medula espinal fornecia 

cerca de 105 células, que por sua vez eram cultivadas com meio neuronal 

que consistia em uma solução de meio Neurobasal A suplementado com 1% 

de penicilina/estreptomicina, 2% de soro de cavalo, 0,5mM de L-glutamina, 

25µM de 2-mercaptoethanol, 10ng/ml de fator neurotrófico ciliar (CNTF), 

100pg/ml de fator neurotrófico derivado da glia (GDNF) todos adquiridos da 

Sigma e suplemento B-27 da Gibco.  

As placas de culturas contendo os neurônios derivados dos animais 

WT e TG foram acompanhadas por 6 dias após o plaqueamento. As culturas 

foram avaliadas para determinação 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 

obtenção 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 à digestão com 0,25% de tripsina 

(Gibco) por 30 minutos à 37oC. A ação da tripsina foi interrompida 

adicionando-se o mesmo volume de meio de cultura (DMEM, Gibco), 10% 

de soro fetal bovino (SFB, Gibco), penicilina e estreptomicina 100u/mL– D10, 



21 

 

no qual 0,02% de DNase foi adicionado. Em seguida o conteúdo foi 

centrifugado por 5 minutos à 200g e ressuspendido em meio de cultura. O 

tecido foi então triturado através de múltiplas pipetagens com pipeta Pasteur 

seguida de dissociação através de uma agulha 20G. As células foram 

plaqueadas em placas de 6 poços e mantidas à 37oC em incubadora de CO2 

à 5%. O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias. A cultura atingia a 

confluência perto do décimo dia, contendo cerca de 75% de astrócitos e 25% 

de microglia.  

A cultura de microglia foi preparada através de suaves tripsinizações, 

(Saura et al., 2003). Deste modo, a cultura glial confluente por no mínimo 3 

dias foi lavada por cerca de 1 minuto com DMEM para eliminação do soro e 

tripsinizada com uma solução de tripsina (0,06%) na presença de EDTA 

0,25mM e Ca+2 (0,25mM) em DMEM, resultando no destacamento e 

eliminação dos astrócitos que compunham 75% da placa naquele momento, 

deixando, então, a microglia intacta. Nessa etapa, as microglias cultivadas 

foram utilizadas para a determinação da pureza, ou então destacadas e 

plaqueadas sob os neurônios motores formando o sistema de co-cultura, ou 

replaqueadas na densidade de 2,5 x 104 para sua ativação com LPS (Sigma) 

e condicionamento do meio, procedimentos que serão descritos abaixo. 

 

3.2.3. Cultura de microglia obtida a partir do camundongo adulto pré- 

sintomático 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 laboratório. Cada animal assintomático em P60, WT 

e TG, foi perfundidos com solução salina por 3 minutos para eliminar 

qualquer célula sanguínea das suas medulas espinais. Antes da perfusão, 

10µl de heparina foram adicionados ao coração para auxiliar a completa 

eliminação de células do sangue (Moussaud e Draheim, 2010). Em seguida, 

as medulas espinais foram removidas e suas meninges e vasos sanguíneos 

retirados com auxílio de pinças finas previamente esterilizadas. O tecido foi 
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então colocado em uma solução salina balanceada de Earle (Earle´s 

balanced salt solution; Sigma) e levada ao fluxo laminar, onde a solução foi 

trocada por uma nova e os fragmentos medulares foram cortados com o 

auxílio de uma tesoura. Tais fragmentos foram dissociados com uma seringa 

acoplada à agulha de 19G. Quando as medulas espinais estavam 

completamente dissolvidas na solução, foram então centrifugadas a 700g 

por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressupendido 

em DMEM suplementado com 0,1mg/ml de l-valina, 10% SFB e 100u/ml de 

penicilina e estreptomicina. As células foram plaqueadas em placas de 6 

poços previamente tratados com Poli-L-Lisina (PLL; Sigma) e mantidas à 

37oC em incubadora de CO2 à 5%. Aproximandamente 4 semanas após, a 

cultura glial atingia a confluência. 

 Três dias após atingirem esta fase, os astrócitos foram eliminados 

como descrito acima no protocolo da microglia neonatal, através de suaves 

tripsinizações (Saura et al., 2003). Depois de purificadas, as culturas de 

microglia foram destacadas e plaqueadas sob os neurônios motores 

formando o sistema de co-cultura ou, então, replaqueadas na densidade de 

2,5 x 104 para sua ativação com LPS e condicionamento do meio.  

 

3.3. Determinação da pureza das culturas primárias 

3.3.1. Imunoperoxidase e imunofluorescência 

Para a verificação da pureza das culturas primárias, as células 

cultivadas foram submetidas a marcações pela imunoperoxidase ou 

imunofluorescência (n=3) (Duobles et al., 2008). Para isso, as culturas de 

células foram purificadas sob lamínulas e no dia seguinte, lavadas duas 

vezes com tampão fosfato (PBS) e fixadas com paraformaldeído 4% gelado 

por 1hora. Em seguida, as células foram lavadas novamente com PBS e 

permeabilizadas através de solução de PBS com 1% Triton (Sigma) por 10 

minutos. A permeabilização foi concluída após 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 solução 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 incubação 

com o anticorpo policlonal contra Cd11b (BD Biosciences) na concentração 

1:600 em solução com 2% de soro de cabra, 4% BSA, 0,2% Triton em PBS 

por 18 horas em geladeira (4oC). No dia seguinte, as lamínulas foram 

lavadas 3 vezes em PBS e em seguida realizou-se a incubação do anticorpo 

secundário anti-coelho (IgG) biotinilado (Vector) na diluição 1:250 e na 

mesma solução que o anticorpo primário. Novamente, as culturas foram 

lavadas em PBS e incubadas com avidina-biotina para amplificação do sinal 

da imunocitoquímica. A reação foi feita com DAB (Sigma) a 0,5mg/ml e 

0,01% H2O2 até a coloração marrom ser observada. Após interrupçãoda 

reação com trizma, as culturas foram lavadas em PBS por diversas vezes e 

o bloqueio era repetido por mais 10 minutos. Em seguida, o anticorpo 

contrao marcador de astrócito, Proteína Glial Fibrilar Ácida (GFAP, Sigma), 

foi incubado na concentração 1:200 por 48 horas e as incubações do 

anticorpo secundário e avidina e biotina foram feitas da mesma maneira que 

a descrita acima. A reação do GFAP foi realizada em 4-cloro-naftol para 

observação da coloração em azul, obtendo uma dupla marcação (Duobles et 

al., 2008; Scorisa et al., 2010). 

As culturas neuronais foram submetidas ao mesmo processo, porém 

o anticorpo primário contra a colina acetil transferase (ChAT, Millipore), 

específico para neurônio motor, foi incubado na mesma solução por 48 

horas na concentração de 1:1500. O procedimento de lavagem se repetiu da 

mesma forma àquela descrita acima, porém o anticorpo secundário utilizado 

foi produzido em cabra e conjugado ao vermelho do Texas (Vector). Tais 

lamínulas foram montadas com Montex acoplado ao marcador nuclear DAPI 

(Vector) e analisadas em microscópio de fluorescência. 

As lamínulas com culturas microgliais e neuronais foram montadas e 

as imagens foram analisadas em microscópio de fluorescência. Fotografias 

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

Para realização das PCRs semi-quantitativas, o RNA das células foi 

extraído pelo método de Trizol (Sigma) de acordo com as recomendações 

do fabricante. Resumidamente, foi adicionado trizol aos poços de cultura, a 

solução foi coletada e centrifugada e em seguida 200µl de clorofórmio foram 

adicionados e então a solução foi agitada vigorosamente e mantida por 5 

minutos em temperatura ambiente. As fases foram separadas por 

centrifugação 12000g por 15 minutos à 4ºC. A fase aquosa, que continha o 

RNA, foi transferida para outro tubo ao qual foi adicionado 500µl de 

isopropanol. Após homogeneização, a solução foi incubada à -80oC durante 

18 horas para melhorar a eficiência da precipitação pelo isopropanol. Em 

seguida, as amostras foram deixadas descongelar sobre gelo e então foram 

descansadas à temperatura ambiente durante 10 minutos, seguidos de 

centrifugação a 13000g por 10 minutos à 4ºC para coleta do RNA. O 

precipitado foi lavado por duas vezes com etanol 75% e centrifugado a 

1500g por 5 minutos à 4ºC. Após a remoção do etanol, o RNA foi eluído em 

20µl de água livre de nucleotídeos. Para transformar o RNA em DNA 

complementar (cDNA) foi utilizado 1µg do RNA total extraído com 2µl de 

água livre de nucleotídeos e o Lit Ready-to-go PCR beads (GE healthcare), 

de acordo com as recomendações do fabricante, seguido de 40 ciclos de 

amplificação. Em seguida, o cDNA, produto de PCR transcriptase reversa, 

foi amplificado com os iniciadores específicos obtidos do GenBank para o 

GFAP (5’-GCA GAG ATG ATG GAG CTC AAT GAC C-3’ e 3’-GTT TCA TCC 

TGG  AGC TTC TGC CTC A-5’), o Cd11b (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 etídio para observação sob luz ultravioleta. 
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3.4. Estabelecimento da co-cultura neurônio/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 à densidade de 2,5 x 104 sob os 

neurônios em meio neuronal trocado previamente o que possibilitou os 

sistemas de co-cultura. Diferentes combinações de co-cultura foram 

realizadas, como descrito abaixo, para a análise da influência da microglia 

WT ou TG na morte de neurônio WT ou TG. 

 

3.5. Ativação microglial com LPS e avaliação 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 poços na concentração de 2,5 x 104 células/poço, para que as moléculas 

secretadas no meio ficassem suficientemente concentradas para facilitar a 

leitura pelo aparelho (ver abaixo) (230µl/poço). 

Tais culturas foram ativadas com LPS em duas concentrações 

diferentes 1 e 10µM com intuito de avaliar seu estado ativo (Weydt et al., 

2004; Xiao et al., 2007). Os meios das amostras foram coletados 48 horas 

após e centrifugados (700g por 10 min) para eliminar as células em 

suspensão, congelados em alíquotas de 100µl e 200µl e armazenados à            

-80°C.  

Os sobrenadantes foram submetidos à técnica do reagente de Griess 

(Promega) para a determinação da quantidade secretada de NO (Ignarro et 

al., 1987). Essa quantidade está diretamente relacionada ao grau de 

ativação microglial (Block et al., 2005). Para tal, as amostras foram 

descongeladas e 50µl de cada uma foram incubados com 50µl do reagente 

de Griess por 20 minutos à temperatura ambiente. Cada alíquota de 100µl 

foi utilizada em duplicata, representando uma amostra. A reação 
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colormétrica é explicada resumidamente a seguir. O reagente de Griess 

contém ácido sulfanílico e N-etilenodiamina, sendo que o ácido sulfanílico é 

quantitativamente convertido em sal de diazônio pela reação do nitrito em 

uma solução ácida. Esse sal, por sua vez, se liga ao N-etilenodiamina, 

formando um corante que é quantificado no espectrofotômetro na 

absorbância de 548nm (Ignarro et al., 1987; Tracey et al., 1990). Curva de 

diluições seriadas com concetrações conhecidas de nitrito foi feita para 

quantificação comparativa. 

 

3.6. Análise do estado trófico do neurônio na presença do meio 

condicionado de microglia 

Após 4 dias em cultura na placa de 6 poços, 1ml de meio 

condicionado da cultura de microglia foi coletado e centrifugado (700g por 5 

minutos) para eliminar as células em suspensão. O sobrenadante foi 

coletado e congelado como descrito acima. Para a análise do estado trófico 

do neuônio, os meios condicionados microgliais foram utilizados no 

tratamento neuronal. Antes do uso, os meios condicionados foram 

suplementados com penicilina/estreptomicina e coquetel de fatores 

neurotróficos (Nagai et al., 2007). 

Esse tratamento foi realizado com e sem ativação com LPS. Para 

aqueles meios nos quais as microglias foram submetidas à ativação com 

LPS na placa de 96 poços, 2 dias após a ativação, cerca de 200µl de meio 

condicionado foi coletado e processado como descrito logo acima.  

Os experimentos com meio condicionado foram conduzidos segundo 

o protocolo estabelecido no nosso laboratório. Neurônios foram obtidos de 

animais WT e TG como descrito acima. As células foram fotografadas sob 

microscópio invertido já antes do tratamento com meio microglial para 

quantificação de seus corpos celulares e prolongamentos. Ao final do 1º dia 

de cultura, vinte por cento do meio de cultivo neuronal foi substituído 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 1º ao 

6º dia de cultura e o procedimento de documentação das imagens foi feito 

no 5º (n=3) dia de tratamento.  

Quadro do resumo dos tratamentos das culturas de neurônios com os 

meios condicionados microgliais é apresentado a seguir: 

Neurônio 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, transgênico 

3.7. Análise da morte neuronal em co-culturas neurônio/microglia 

Para a análise da influência da microglia WT ou TG de ambas as 

idades em co-cultura com neurônios WT ou TG, os sistemas foram formados 

da seguinte forma: 

Neurônio 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, transgênico 
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Para a quantificação da morte neuronal nas co-culturas, estas foram 

submetidas à marcação com FluoroJade C, conforme descrito a seguir, e 

visualizadas/fotografadas em microscópio de fluorescência. Após marcação, 

6 campos fotográficos de cada poço foram rapidamente obtidos e o número 

de corpos de neurônios motores em degeneração foram quantificados. 

 

3.8. Presença de marcador de degeneração neuronal 

3.8.1. Presença de marcador de degeneração neuronal nos neurônios 

submetidos a tratamento com meio condicionado microglial 

 Culturas de neurônios WT e TG que foram tratadas com meio 

condicionado microglial de ambas as linhagens foraminterrompidas no 5º dia 

de tratamento e submetidas à marcação 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 paraformaldeído a 4% por 1 hora. 

Em seguida, o fixador foi retirado e resíduos dele foram removidos com uma 

lavagem em água destilada. As células foram permeabilizadas com uma 

solução de triton 0,3% em água destilada por 10 minutos e lavadas 

novamente em água. O marcador de morte neuronal, FluoroJade C, foi 

incubado à 0,0001% no escuro, por 30 minutos, o que proporcionou a 

visualização dos neurônios em degeneração em verde. Após a marcação, as 

lamínulas foram montadas com MONTEX contendo DAPI (Vector) para 

observação dos núcleos em azul. Uma vez que a cultura foi 

comprovadamente considerada pura para neurônios, todas as células 

marcadas pelo FluoroJade C foram consideradas em processo de morte, por 

outro lado, células cujos núcleos estivessem intactos foram consideradas 

saudáveis. As lâminas foram observadas em microscópio de fluorescência 

(Olympus AX70) e quantificadas conforme descrito mais à frente.  
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3.8.2. Presença de marcador de degeneração neuronal nos sistemas de 

co-cultura 

  

Após 5 dias de co-cultura, as lamínulas foram lavadas com PBS e 

fixadas com paraformaldeído a 4% por 1 hora. A permeabilização e a 

marcação com FluoroJade C foram realizadas exatamente como descrito 

acima. Após a marcação, as lamínulas foram montadas com MONTEX 

contendo DAPI (Vector) para observação dos núcleos em azul. Em seguida 

as lâminas foram observadas em microscópio fluorescente para 

quantificação.  

 

3.9. Quantificações estereológicas 

3.9.1. Quantificações estereológicas 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 então o meio de cultivo neuronal foram 

fotografados. As fotografias foram feitas em microscópio invertido, com 

objetiva de 40x sob contraste de fase em 6 campos equidistantes entre si. O 

número de neurônios e a área dos prolongamentos por neurônio foram 

determinados em cada animal utilizando ferramenta esterológica específica 

acoplada às imagens, segundo procedimento de rotina no nosso laboratório 

(Gomide e Chadi, 1999; Levy, 2008). 

Após o procedimento de coleta das imagens, estas foram transferidas 

para o computador e as células analisadas quantitativamente através do 

método estereológico. A moldura de contagem das células vivas formada por 

número definido de pontos (675 pontos) com área definida (4,9x105 µm2) foi 

sobreposta às imagens coletadas dos 6 campos da placa. Todos os 

prolongamentos neuronais e regiões dos corpos celulares dos neurônios que 

atingiram os pontos da moldura foram contados. A somatória dos pontos 

contados resultou na área dos prolongamentos de cada campo. O número 
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médio de neurônios presentes nos campos também foi obtido. As áreas 

médias dos prolongamentos neuronais encontrados nos 6 campos 

quantificados foram obtidas e divididas pelo número de pontos existente da 

moldura, resultando assim na Areal Fraction (AA). A AA média dos 

prolongamentos foi então dividida pelo número médio dos corpos celulares 

para que, então, os resultados fossem expressos em função do número dos 

corpos celulares. Este procedimento foi realizado em todas as placas de 

cultura por grupo experimental. Em seguida, os resultados do 5º dia de 

tratamento foram expressos como porcentagem em relação aos resultados 

obtidos antes do tratamento com meio condicionado (pré-tratamento). Esta 

abordagem permitiu obter uma visão geral sobre o crescimento dos 

prolongamentos dos neurônios tratados em relação aquele período que não 

receberam tratamento. A média e o erro padrão dos grupos foram 

calculados.  

 

3.9.2. Quantificação estereológica para a pureza das culturas 

O procedimento para quantificação de pureza das culturas tanto 

neuronais quanto microgliais foi o mesmo, quantificando as células ChAT 

positivas, indicando neurônios e ChAT negativas coradas apenas com DAPI 

evidenciando os núcleos de outras células contaminantes ou Cd11b 

positivas como microglias e GFAP positivas como astrócitos contaminantes, 

deste modo foi possível obter a porcentagem de células contaminantes em 

cada cultura. 

 

3.9.3. Quantificações estereológicas em microscópio de fluorescência 

da morte neuronal provocada pelo tratamento com meio condicionado 

As imagens de 6 campos equidistantes entre si de cada poço de 

cultura neuronal obtido para a análise da morte neuronal após a marcação 

dos neurônios com FluoroJade C e submetidos ao tratamento com meios 
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condicionados, também foram quantificadas por método estereológico 

específico. Uma moldura de 432 pontos com distância de 30µm2 foi 

desenhada e sobreposta às imagens fotografadas em microscópio de 

fluorescência sob o aumento de 20x. Todos os corpos celulares que 

estavam marcados em verde indicando processo de neurodegeneração 

foram contados, assim como todos os núcleos celulares, marcados em azul 

com DAPI. Deste modo, os corpos celulares marcados foram expressos pela 

quantidade de núcleos, resultando na porcentagem de células em 

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

 

3.10. Seleção 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 laboratório a partir de 

amostras de RNA da medula espinal de animais WT e TG nas idades de 40 

e 80 dias que antecedem os sintomas clássicos da doença. 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 através 

da ferramenta DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov) que organiza os dados 

de acordo com as famílias de genes, funções moleculares, processos 

biológicos, componente celular, classe da proteína, vias de sinalização e 

relação em doenças neurodegenerativas. Em seguida, nosso laboratório se 

empenhou na seleção de genes de possíveis candidatos a participarem do 

processo neurodegenerativo da ELA e este trabalho revisou a análise no 

contexto das ações mirogliais. Para isso, foi levada em consideração a 

diferença de expressão do TG em relação ao WT (fold relativo), a 

importância do gene para a sinalização parácrina na sobrevivência neuronal, 

funções moleculares, processos biológicos, via de sinalização, relevância na 

literatura e contextualização com a microglia. 
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3.11. Quantificação de moléculas secretadas no meio condicionado 

microglial através do ELISA 

A análise da literatura indicou algumas moléculas solúveis secretadas 

pela microglia que pudessem ser quantificadas no meio condicionado e 

objetos deste estudo (Anexo B). As quantificações do NGF (Chemicon), do 

IGF e da endotelina 1 (ET-1) (Uscn) nos meios condicionados microgliais 

foram realizadas através da técnica ELISA sanduíche de acordo com as 

recomendações dos respectivos fabricantes e lidas no espectofotômetro 

(BioTek). Já as quantificações do TNFα, 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 

após a estimulação com LPS, centrifugadas e armazenadas em alíquotas de 

100 e 200µl à -80ºC até serem utilizadas (n>3 para todos os grupos). 

Resumidamente, para o método de ELISA sanduíche convencional as 

amostras, os calibradores e a curva de diluição que foi realizada com 

diluições conhecidas da proteína recombinante, foram incubados em poços 

pré-sensibilizados com o antígeno de interesse. Em seguida os poços foram 

incubados com o conjugado enzimático para amplificação da leitura. Entre 

as incubações, lavagens foram realizadas de modo a remover componentes 

não reativos e restos de anticorpos não ligados. Em seguida, o substrato 

TMB foi adicionado, que reage com o conjugado enzimático produzindo cor 

que foi medida no espectofotômetro. Após a adição de uma solução que 

interrompe a reação, foi determinada a densidade óptica de cada poço, 

medindo a absorbância em espectrofotômetro a λ=450nm. 

A técnica de ELISA com a tecnologia MULTIPLEX foi realizada para a 

quantificação dos outros analitos (TNFα, 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 os padrões nos 
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respectivos poços da placa. Em seguida, os anticorpos de detecção que 

eram biotinilados, foram adicionados. Assim, cada conjunto de microesferas 

se acoplou ao anticorpo de detecção correspondente e ao analito em 

questão presente em cada amostra. Para amplificação do sinal, foi 

adicionado o conjugado estreptavidina-ficoeritrina que se ligou ao repórter 

biotinilado e emitiu o sinal fluorescente que foi lido através de um feixe de 

laser específico para cada cor no aparelho Luminex. 

Para ambos os métodos, a determinação da concentração dos 

antígenos em cada amostra foi realizada a partir da curva de diluições 

seriadas com concentrações conhecidas e preparadas com o anticorpo em 

questão de cada kit e expressa em pg/µl.  

Utilizou-se ainda um controle para validação de cada kit. Esse 

controle foi constituído por dois padrões, um de concentração elevada e um 

padrão de baixa concentração. Tais concentrações conhecidas foram lidas e 

comparadas com os valores da curva. 

 

3.12. Extração e amplificação do RNA das culturas microgliais 

 Dois dias após a ativação promovida pelo LPS (1μg/ml) das culturas 

microgliais (desidade de 2,5 x 104), foram lavadas com PBS para retirada do 

meio e expostas à 500µl de Trizol (Invitrogen) e 100µl de clorofórmio foram 

adicionados aos tubos e, em seguida, foram submetidos a agitação vigorosa. 

Cinco minutos após, os tubos foram centrifugados a 12000g por 15min à 

4°C. A fase aquosa foi transferida para outro tubo ao qual foi adicionado 

500µl de isopropanol. Os tubos foram agitados por inversão com o intuito de 

precipitar o RNA.  

 Após pernoitarem em freezer -80°C, os tubos foram descongelados 

em temperatura ambiente e centrifugados por 30 minutos a 14000rpm à 4°C. 

Após a centrifugação, os sobrenadantes foram descartados e 500µl de 

álcool 80% foram adicionados aosprecipitados. Tal conteúdo foi submetido 
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ao vórtex e centrifugado novamente por 15 minutos a 12500rpm à 4°C. Esse 

procedimento de lavagem, vórtex e centrifugação se repetiu por 2 vezes, 

sendo que na última, após a centrifugação o precipitado foi seco e eluído em 

10µl de água livre de nucleotídeos. A quantificação foi feita da concentração 

do RNA no aparelho espectrofotômetro 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 II aRNA de acordo com recomendações 

do fabricante (Ambion). O protocolo usado para amplificação baseia-se na 

amplificação guiada pela T7-RNA polimerase e promotor T7. 

Resumidamente, o cDNA foi sintetizado a partir do RNA total, utilizando-se 

oligonucleotídeos que ancoram na cauda poli-A dos RNA mensageiros e 

possuem sítio de ligação para T7 RNA Polimerase. Para uma produção 

exponencial de RNA, este cDNA foi submetido à transcrição in vitro durante 

a amplificação. Todos os reagentes utilizados fazem parte do kit. O RNA 

amplificado foi quantificado pelo NanoDrop 1000 (Thermo) e a qualidade da 

amplificação foi avaliada com o kit Pico6000 Bioanalyzer (Agilent) que avalia 

a integridade do RNA. 

 

3.14. PCR em tempo real 

As reações de PCR em tempo real foram realizadas após a análise dos 

dados de microarray. Os PCRs em tempo real foram realizados com ensaios 

inventoriados Taqman na maioria dos genes selecionados e SYBR do gene 

da NTF5 com a sequência 5´3´ GCACTGGCTCTCAGAATGCAA e GAPDH 

com a sequência 5´3´ CGGCACAGTCAAGGC e eficiência de 102 e 92,3% 

respectivamente. Os genes HIPK3 (Mm01278553_g1), AKAP13 

(Mm01320098_m1), NKRF (Mm01297400_m1) e UBE2I (Mm04243971_g1) 

tiveram sua expressão quantificada por Taqman e o GAPDH 

(Mm99999915_g1) foi utilizado como controle endógeno. Os ensaios foram 

realizados no aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied 
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Biosystems). As reações foram realizadas nas condições universais de 

ciclagem: 10 minutos à 95ºC para a ativação da enzima Maxima® Hot Start 

Taq DNA Polymerase, seguidos de 50 ciclos de desnaturação à 95ºC 

durante 15 segundos e um minuto a 60ºC para o pareamento dos iniciadores 

e extensão. Foi adicionada uma etapa de 20 minutos de duração ao final da 

amplificação, na qual a temperatura aumenta gradualmente de 60°C para 

95°C a 0,3°C por segundo com a contínua aquisição da fluorescência 

(Morrison et al., 1998), a partir da qual se obtém uma curva de dissociação, 

na qual a presença de um pico único confirma a especificidade da 

amplificação. As moléculas de SYBR emitem sinal fluorescente ao intercalar 

do DNA de fita dupla, enquanto no sistema Taqman a emissão fluorescente 

depende de uma sonda que se anela especificamente nos nucleotídeos. 

Uma vez que a cada ciclo da reação (tanto Taqman quanto SYBR) 

novas moléculas de fita dupla são formadas, o nível de fluorescência emitida 

aumenta gradualmente, sendo que quanto menor o ciclo em que a 

fluorescência atinge um determinado limite, maior é o nível de expressão do 

transcrito analisado (Morrison et al., 1998). O parâmetro utilizado é o Ct 

(Cycle Threshold ou ciclo limite), uma linha aleatória fixa na região 

exponencial das reações e usada para determinar o ciclo em que cada 

amostra atinge determinado valor de fluorescência (Livak e Schmittgen, 

2001). As reações, realizadas em duplicata, aceitaram valores de desvio 

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

A expressão diferencial dos transcritos alvo foi determinada pela 

quantificação relativa em relação à média de GAPDH, uma vez que os 

experimentos de microarray não apontaram expressão diferencial entre 

transgênicos e selvagens para este gene em nenhuma das idades 

analisadas. Para cálculo da medida relativa de expressão foi utilizado o 

modelo matemático 2(-∆∆Ct). 
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4. Análise estatística 

A análise estatística foi realizada utilizando-se o programa Graph Pad 

Prism, versão 5 para Windows (Graph Pad Software, San Diego, Califórnia, 

USA). 

Todos os dados obtidos foram analisados através dos métodos 

estatísticos não paramétricos do teste t de Student ou análise de variância 

(ANOVA) de uma via, dependendo do caso, o que será relatado no momento 

da apresentação de cada resultado. Variações significativas foram aceitas 

em que a diferença entre os grupos resultou em um p menor ou igual a 0,05. 

Os resultados estão apresentados como média aritmética ± erro padrão da 

média. 
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5. Resultados 

5.1. Pureza da cultura neuronal 

As culturas de neurônios 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, específico para neurônios motores (B). A razão 

entre os perfis nucleares das células ChAT positivos pelo número total de 

núcleos celulares das células foi de 80% oque denota culturas purificadas de 

neurônios motores obtidos neste trabalho (Figura 3). 

 

Figura 2. Fotomicrografias representativas de cultura de neurônios motores obtidas em 
microscópio de contraste de fase (A) e de fluorescência (B). Pode se observar neurônios 
motores com prolongamentos longos e ramificados, estes estabelecendo contatos entre si 
(A). Ainda estes neurônios quando avaliados à imunofluorescencia mostraram o citoplasma 
fortemente imunorreativo ao ChAT (B), que indica a pureza da cultura, já que não há 
núcleos sem marcação do corpo celular (Chat negativo). Barras: 50µm. 

 

 

B A 
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Figura 3. Gráfico mostra a presença de 80% de células ChAT imunorreativas (ChAT+) e 
20% de células desprovidas desta imunorreatividade (ChAT-) na cultura de neurônios 
motores deste trabalho. Todas as células tiveram seus núcleos 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 plaqueadas em lamínulas de vidro e submetidas à imunocitoquímica 

comos anticorpos contra o Cd11b, específico para microglia e a GFAP, 

específico para astrócito (Figura 4). Após a imunomarcação, as culturas 

foram fotografadas e as células quantificadas por método estereológico 

específico como descrito no método. O resultado foi expresso em 

porcentagem como mostra a Figura 5. Foi possível considerar a cultura 

microglial neonatal altamente purificada, observando 93% da população 

celular composta por microglia Cd11b imunopositivas e 6% de astrócitos 

GFAP imunopositivos. 
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Figura 4. Fotomicrografia de cultura microglial proveniente de neonatos (P1). Microglias 
Cd11b positivas, coradas em marrom, e astrócitos GFAP positivos, em azul. Barra: 100µm 

 

Figura 5. Gráfico mostra a porcentagem da população de microglia imunopositiva ao Cd11b 
e astrócito imunopositivo à GFAP na cultura microglial de camundongos neonatos (P1). 
Diferença estatística (*p<0,001) foi observada segundo o teste t de Student entre as duas 
populações de células.  

 Ainda, para a certificação adicional da pureza das culturas de 

miroglias P1, a PCR semi-quantitativa foi realizada, empregando iniciadores 

específicos para microglia (Cd11b) e astrócito (GFAP), bem como o gene da 

molécula constitutiva GAPDH que foi utilizado como controle. A comparação 

das bandas do Cd11b com aquela do GFAP, a primeira que representa as 

células microgliais, é mais intensa do que a dos astrócitos, denotando a 

presença maioritária da microglia nestas culturas (Figura 6). 
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Figura 6. Representação das bandas obtidas em gel de agarose corado com brometo de 
etídeo 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 Cd11b 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, plaqueadas em lamínulas de vidro e 

submetidas à imunocitoquímica do Cd11b, específico para microglia, e da 

GFAP, específica para astrócito, são ilustradas na Figura 7. Após a 

imunomarcação, as células foram fotografadas e quantificadas por método 

estereológico específico. O resultado foi expresso em porcentagem, como 

mostra a Figura 8. Foi possível observar que a grande maioria da população 

celular da cultura, 90% é composta por microglia Cd11b imunopositivas, 

enquanto apenas 10% dessa população é composta por astrócitos GFAP 

imunopositivos. 
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Figura 7. Fotomicrografia de cultura de microglial proveniente de medula espinal de 
camundongos adultos pré sintomáticos (P60). Microglias Cd11b positivas, coradas em 
marrom, e astrócitos GFAP positivos, em azul. Barra: 100µm 

 

 

Figura 8. Gráfico mostra a porcentagem da população de miroglia imunopositiva ao Cd11b e 
de astrócito imunopositivo à GFAP na cultura microglial de camundongos adultos pré 
sintomáticos (P60). Diferença estatística (*p<0,001) foi observada segundo o teste t de 
Student entre as duas populações de células. 

 

5.4. Análise do trofismo do neurônio na presença do meio 

condicionado de microglia sem ativação pelo LPS 

A análise dos dados obtidos com as quantificações dos 

prolongamentos neuronais em cultura mostra que os neurônios estavam 

saudáveis até o 5º dia de tratamento, já 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 pós-teste de Bonferroni. 
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Os neurônios WT e TG tratados com MC de miroglia WT e TG tanto de P1 

quanto P60, apresentaram quantidades de prolongamentos que não 

diferenciaram das culturas equivalentes tratadas com meio neuronal, como 

demonstrado pelo teste ANOVA com pós-teste de Bonferroni (Figura 9). De 

modo semelhante, as culturas de neurônios WT e TG tratadas com MC de 

microglia TG, tanto aquelas derivadas de P1 quanto as de P60, não 

apresentaram quantidade de prolongamentos diferentes daquelas culturas 

equivalentes tratadas com o MC de miroglia WT (Figura 9).  

 

Figura 9. A figura mostra a quantidade de prolongamentos no 5º dia de culturas de 
neurônios motores de animais wild-type (WT) e transgênicos (TG) após os tratamentos com 
os 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 não recebram o tratamento com LPS. Para controle do 
procedimento, culturas adicionais de neurônios motores de animais WT e TG foram tratadas 
com meio neuronal, seguindo os mesmos parâmetros daquelas tratadas com MC. Para 
detalhes do tratamento consultar o texto. Ausência de diferença estatística pelo teste 
ANOVA de uma via com pós-teste de Bonferroni 

 

5.5. Ativação microglial com LPS e avaliação de seu estado ativo 

A ausência de efeitos tóxicos dos MC de microglias não tratadas pelo 

LPS aos neurônios motores cultivados reafirmou a necessidade de ativação 

das mesmas e análise dos efeitos dos seus MC na quantidade de 

prolongamentos de neurônios motores. 

Para observar o comportamento microglial no seu estado ativo, testes 

foram realizados para verificar qual a concentração de LPS que resultaria 

em uma ativação ideal. As culturas de microglias WT e TG (P1 e P60) 
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tratadas com as concentrações de 1 e 10µg/ml de LPS tiveram a 

concentração de NO secretada quantificada em seus MCs pelo método de 

Griess (descrito em detalhes no método) para análise do grau de ativação 

promovido. O gráfico abaixo (Figura 10) representa os meios condicionados 

microgliais WT e TG nas duas idades sem tratamento de LPS, e nas duas 

concentrações testadas. 
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Figura 10. Gráfico representa a quantidade de Óxido Nítrico (NO) secretada pelas 

microglias wild type (WT) transgênicas (TG) de culturas de animais neonatos (P1) e adultos 

(P60) sem ou através da ativação com1 ou 10µg/ml de LPS. n=6 para cada grupo. 

O LPS na concentração de 1µg/ml induziu a secreção de quantidades 

maiores de NO pelas miroglias de ambas as idades e genótipos (Figura 10) 

o que orientou a utilização dessa concentração nas análises dos efeitos 

tóxicos das miroglias P1 e P60 de animais WT e TG aos neurônios motores 

cultivados, como descrito a seguir. 

A análise dos dados da figura 10 mostrou também que os MCs da 

microglia TG P60 apresentaram quantificação maior de NO em relação aos 

controles WT mesmo sem ativação com LPS (84,4%) e com 1µg de LPS 

(55,6%), sendo que a diferença estatística não foi conseguida nesta última 

devido à 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 são encontrados no texto. Os dados foram expressos pela concetração de NO da 
miroglia TG em relação à concentração de NO seretada pela miroglia WT. Diferença 
estatística (*p<0,05) foi observada segundo o teste t de Student entre a concentração de 
NO secretada pela microglia TG P60 comparada a WT da mesma idade sem ativação pelo 
LPS. 

 

5.6. Análise do trofismo do neurônio na presença do meio 

condicionado de microglia com ativação do LPS 

Prolongamentos neuronais foram observados vinte e quatro horas 

após o tratamento das culturas de neurônios WT e TG com meio neuronal e 

MC de miroglias WT e TG, de animais P1 e P60, tratadas com LPS. 

Entretanto diferenças aparentes entre os tratamentos não foram detectados 

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

Adicionalmente as culturas de neurônios tratadas com o MC de 

microglias WT P60 ativadas pelo LPS mostraram maior extensão de 

prolongamentos neuronais comparados aos neurônios que receberam meio 

neuronal como tratamento (306,2% neurônios WT e 289,5% neurônios TG 

tratados com MC microglias WT P60 em relação ao meio). Ainda, os 

neurônios WT tratados com MC microglia WT P60 apresentaram aumento 

de 178,8% nos seus prolongamentos em relação aos dos neurônios 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 5º dia de culturas de 
neurônios motores de animais wild-type (WT) e transgênicos (TG) após os tratamentos com 
os meios condicionados (MC) de microglias de camundongos em P1 (A) e P60 (B) ativadas 
com 1µg/ml de LPS expressa em porcentagem dos respectivos valores encontrados 
imediatamente antes dos tratamentos. As culturas microgliais não receberam o tratamento 
com LPS. Para controle do procedimento, culturas adicionais de neurônios motores de 
animais WT e TG foram tratadas com meio neuronal, seguindo os mesmos parâmetros 
daquelas tratadas com MC. Para detalhes do tratamento consultar o texto. *p<0,01 segundo 
o teste ANOVA de uma via com pós-teste de Bonferroni. 

 

5.7. Presença de marcador de degeneração neuronal nos neurônios 

submetidos ao tratamento com meio condicionado de microglias 

ativadas pelo LPS 

 As culturas de neurônios motores que receberam tratamento do meio 

condicionado microglial e foram submetidas à coloração com marcador de 

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

 

Figura 13. Fotomicrografia ilustra os neurônios motores cultivados marcados com 
FluoroJade C (verde) indicando processo de morte neuronal. Os núcleos marcados com 
DAPI (azul) indicam todos os neurônios presentes no campo fotográfico. Barra: 100µm. 
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Os valores da quantificação dos perfis neuronais FluoroJade C 

posoitivos, indicativos de morte neuronal, e expressos em porcentagem 

relativa às células DAPI positivas, marcador nuclear de todas as células dos 

campos fotográficos, estão apresentados na figura 14. Observa-se que tanto 

as culturas de neurônios que foram tratadas com MC microglial P1 (Figura 

14A) quanto àquelas tratadas com MC da microglia P60 (Figura 14B) não 

resultaram em diferença estatística entre os grupos, mostrando que os 

fatores secretados pelas microglias ativadas não foram capazes de 

promover a morte neuronal.  

 

Figura 14. Gráficos mostram a porcentagem de morte neuronal, através da quantificação de 
perfis neuronais FluoroJade C positivosno 5º dia de tratamento dos neurônios WTe TG com 
os diferentes meios condicionados de microglias P1 (A) e P60 (B) wild type (mWT) e 
transgênicos (mTG) em relação à presença de perfis FluoroJade C positivos antes dos 
tratamentos. Diferença estatística não foi observada segundo o teste ANOVA de uma via 
com pós-teste de Bonferroni. 

 

5.8. Análise da morte neuronal em co-culturas neurônio/microglia 

 A Figura 15 mostra a presença dos dois perfis celulares em co-

cultura, notavelmente os neurônios motores imunomarcados com a ChAT 

(vermelho) e microglias, células menores, e imununomarcadas pelo 

anticorpo específico Iba-1 (verde). 
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Figura 15. Fotomicrografia de imunofluorescênciacom dupla marcação imunohistoquímica 
no sistema de co-cultura neurônio/microglia. Neurônios motores ChAT imunopositivos 
(vermelho) e miroglias, indicadas pelas setas, Iba-1 imunopositivas (verde). Barra: 100µm. 

As quantificações do número de neurônios motores FluoroJade C 

positivos nos sistemas de co-ultura com miroglias, indicando 

neurodegeneração, estão apontados na figura 16. Número maior de 

neurônios em degeneração foi observado quando os neurônios WT eram 

cultivados com microglias TG de P1 (6,14%) ou P60 (4,61%), quando 

comparado às co-culturas de neurônios WT com microglias WT (Figura 16A 

e B). Por outro lado, diferenças estatísticas não foram observadas quando 

as microglias TG (P1 e P60) eram co-cultivadas com neurônios TG, ainda 

em relação às co-culturas neurônio TG com miroglia WT (Figura 16A e B). 

 

 

 



48 

 

 

Figura 16. Gráficos mostram a porcentagem de morte neuronal marcada pelo FluoroJade C 

no 5º dia de tratamento dos neurônios WT e TG nos sistemas de co-cultura com microglias 

P1 (A) e P60 (B) em relação a morte neuronal observada antes dos tratamentos. Diferença 

estatística (*p<0,01) foi observada segundo o ANOVA de uma via com pós-teste de 

Bonferroni entre a quantidade de células FluoroJade C positivas nas co-culturas de 

neurônios WT com microglias TG (mTG) comparado com a co-cultura de neurônios WT com 

miroglias WT (mWT) proveniente de animais nas ambas as idades analisadas. 

 

5.9. Seleção 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 análise bioinformática pelo DAVID permitiu selecionar os genes 

NKRF, HIPK3, UBE2I, 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 proteínas TNFα, 

VEGF, IL-6, IGF, NGF, ET-1 a serem quantificadas no meio condicionado 

destas culturas. 

O anexo B representa as proteínas selecionadas para quantificação 

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 quantificação da sua 

expressão nas microglias cultivadas, assim como o fold relativo e os 

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

 

5.10. Quantificação das moléculas candidatas no meio condicionado 

microglial através da técnica de ELISA 

Os meios condicionados microgliais coletados 48 horas após o 

estímulo com 1µg de LPS foram submetidos aos ensaios disponíveis 

comercialmente de ELISA sanduíche para a quantificação dos níveis de 

TNFα, VEGF, IL-6, IGF, NGF, ET-1. 

As quantificações dos níveis de TNFα no meio condicionado da 

cultura de microglia mostraram maior quantidade da citocina (37,9%) 

secretada pelas microglias TG P60 quando comparada à WT da mesma 

idade (Figura 17A). Diferença estatística não foi observada nos níveis de 

TNFα 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 às 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 

relação às P1 dos mesmos genótipos 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 relação ao VEGF, IGF 

e ET-1 não foram encontradas diferenças estatísticas entre os grupos 

(Figura 17C, D, F). 
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Figura 17. Gráficos mostram os níveis (pg/ml) de TNFα (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 transgênicos (TG) provenientes de animais neonatais (P1) e 
com 60 dias (P60). Diferenças estatísticas (*p<0,01 e **p<0,001) foram observadas segundo 
o ANOVA de uma via com pós-teste de Bonferroni entre a quantidade de TNFα 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 P1. Diferença estatística (#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. Quantificação da expressão gênica pela microglia cultivada através 

da técnica de PCR em tempo real 

 Após a amplificação dos RNAs as expressões dos genes AKAP13, 

HIPK3, UBE2I, NKRF e NTF5 foram quantificadas nas microglias dos 

diferentes grupos. A Figura 18 representa a diferença de expressão relativa 

(fold relativo) entre a microglia WT e TG das idades diferentes. 

A expressão do gene AKAP13 foi menor nas culturas de microglia TG 

P1 em relação às culturas de microglia WT P1(149,2%) e TG P60 (199%) 

(Figura 18A). Ainda, a expressão o HIPK3 também se mostrou diminuída 

nas culturas de microglia TG P1 (77%) e WT P60 (65%) (Figura 18B). O 

nível de expressão do gene UBE2I foi maior na microglia TG P60 (117%). A 

análise da expressão do gene NKRF não mostrou diferenças estatísticas 

entre os grupos (Figura 18D). Finalmente, o nível de expressão do gene 

NTF5 pelas microglias TG P1 foi menor em relação aos WT da mesma idade 

(52,6%) (Figura 18E). 
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Figura 18. Gráficos mostram as diferenças de expressão relativa dos diferentes genes 
AKAP13 (A), HIPK3 (B), UBE2I (C), NKRF (D) nas culturas purificadas de microglia 
proveniente de camundongo wild type (WT) e transgênico (TG) de 1 (P1) e 60 (P60) dias 
pós natal. *p<0,05 e **p<0,01 segundo o ANOVA de uma via com pós-teste de Bonferroni. # 
p<0,05, segundo o teste t de Student. As diferenças estatísticas estão apontadas nos 
gráficos.  
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6. Discussão 

Muitos estudos indicam que a ELA é uma doença neurodegenerativa 

que envolve não somente os neurônios motores, mas também as células 

gliais que circundam a população neuronal (Ilieva et al., 2009). A microglia, 

em particular, contribui substancialmente para a progressão da doença 

(Boilee et al., 2006; Lobsiger et al., 2007; Neusch et al., 2007). A despeito 

das evidências do impacto da neuroinflamação na progressão da ELA, esse 

ainda é um tema pouco conhecido e entendido. O presente estudo buscou 

compreender melhor o papel da microglia na participação da degeneração 

do neurônio motor na doença. 

A microglia no seu estado ativo desempenha funções necessárias 

para a manutenção da vida neuronal. Sua ativação também está envolvida 

na regulação do desenvolvimento do SNC e na neurogênese através da 

secreção de fatores tróficos e anti-inflamatórios (Hanisch e Kettenmann, 

2007). Porém, em algumas circunstâncias, a microglia pode se tornar super 

ativada e induzir efeitos neurotóxicos diretos aos neurônios através da 

secreção de substâncias citotóxicas (Block e Hong, 2005). Estas, por sua 

vez, são capazes de ativar o astrócito, outra célula glial, e, através deste 

mecanismo, pode contribuir nos processos de morte neuronal (Rohl et al., 

2007). No modelo animal, a redução da ativação microglial diminui o estado 

reativo dos astrócitos (Cernak et al., 2005; Gunther et al., 2005; Miller e 

McAllister, 2007). As células astrócitarias possuem receptores para muitos 

dos fatores inflamatórios secretados pela microglia (Zhang et al., 2010), 

mostrando que essas células são, de fato, responsivas à ativação microglial 

e, assim, podem estar desempenhando um efeito citotóxico aos neurônios 

(Nagai et al., 2007). 

6.1. Pureza das culturas de células 

 Uma das dificuldades na determinação da contribuição da microglia 

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

a mesma e os neurônios motores in vivo. Deste modo, os modelos in vitro 
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são úteis na investigação dos efeitos funcionais de cada célula 

individualmente bem como a desregulação deles no caso de processos 

neurodegenerativos.  

Dessa forma, a pureza das culturas celulares é necessária já que, a 

contaminação por outros tipos celulares pode trazer viéses (Scorisa et al., 

2010). Trabalhos que utilizaram co-culturas de microglia com neurônio motor 

não 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 primárias e não da microglia em questão. As culturas obtidas neste 

trabalho apresentaram células microgliais ramificadas e de aspecto 

amebóide, semelhantes a outros estudos apresentados na literatura (Giulian 

e Baker, 1986). Observou-se que microglias WT e TG apresentaram 

morfologia semelhante, sugerindo que a presença da mutação da SOD1 não 

interfere com o fenótipo da célula (D´ambrosi et al., 2009).  

6.2. Análise do trofismo do neurônio na presença do meio 

condicionado de microglia 

O tratamento com meio condicionado da microglia não ativada com 

LPS mostrou que as moléculas secretadas tanto pela microglia TG quanto 

pela microglia WT não foram capazes de causar qualquer alteração nos 

prolongamentos neuronais dos dois genótipos. Nagai et al. (2007) 

mostraram que a presença da SOD1G93A no neurônio motor não é capaz de 

influenciar per si a morte celular, sugerindo a necessidade da participação 

do astrócito neste processo. 

Ao contrário do esperado, o tratamento com meio condicionado da 

microglia TG P1 sem ativação de LPS resultou em neurônios TG 

comprolongamentos ainda maiores do que as culturas neuronais WT 

tratadas com meio, porém sem diferença estatística. Trabalho publicado 

recentemente facilitou o entendimento deste efeito. Dijab et al. (2011) 

demonstraram em experimento in vivo a reação rápida das microglias TG 



55 

 

após discreta lesão no SNC em animais pré-sintomáticos SOD1G93A. Os 

autores descreveram a possibilidade da microglia TG buscar a reversão da 

lesão de modo mais rápido que a microglia não TG. Quando a lesão foi 

provocada nos animais TG mais velhos com 90 e 120 dias, por outro lado, a 

migração microglial não foi rápida para o sítio de lesão e não foi capaz de 

diminuir o dano tecidual. Esses autores destacaram duas fases diferentes de 

resposta microglial nesses animais. Nos estados pré-clínicos, a microglia se 

encontra reativa, indicando um aumento de resposta à lesão, já nos estágios 

tardios, a microglia perde seu papel dinâmico de vigilância do SNC, 

permitindo que a doença avance rapidamente. Dessa forma, nossos 

resultados corroboram com estas descrições, uma vez que o tratamento com 

o meio condicionado da microglia TG P1 mostrou grandes prolongamentos 

neuronais, diferente daqueles observados nos neurônios tratados com o 

meio condicionado da microglia P60, denotando as possíveis ações 

neurotróficas da microglia TG do animal neonato. A falta de diferença 

estatística nesse experimento pode ter ocorrido devido à variabilidade da 

amostra ou ao baixo número amostral. 

Estes resultados em conjunto com outros trabalhos recentes da 

literatura (Weydt et al., 2004; Xiao et al., 2007) apontaram para a 

necessidade da ativação microglial, simulando a situação encontrada na 

desordem neurodegenerativa, similar à que ocorre na ELA. Já se sabe que a 

ativação microglial é decorrente do estado de disfunção neuronal (Morioka et 

al., 1991). Dados indicam que a microglia ativada secreta quantidades 

maiores de substâncias neurotóxicas e neurotróficas em relação à microglia 

quiescente, dependendo da situação fisiológica em que se encontra 

(Nakamura e Kataoka, 1999; Weydt et al., 2004). A ativação pelo LPS 

parece ser o mecanismo mais rápido, reprodutível 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 bioquimicamente antes da utilização dele nos neurônios motores. 
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Interessantemente, mesmo antes da ativação com LPS, as microglias TG já 

secretavam quantidade maior de NO quando comparadas às WT. Xiao et al. 

(2007) mostraram que microglias provenientes de animais SOD1G93A são de 

fato mais responsivas ao estímulo pelo LPS, porém não demonstraram in 

vitro que essas já secretam mais NO que as WT antes mesmo da ativação. 

Estes resultados indicam que a microglia TG apresenta ativação intrínseca 

que a torna capaz de secretar substâncias citotóxicas com potencial 

neurodegenerativo. 

A análise das quantificações dos prolongamentos neuronais das 

culturas WT e TG tratadas com os meios condicionados microgliais após a 

ativação com LPS mostrou a ausência de evidências da citotoxicidade dos 

meios condicionados microgliais TG. Notavelmente, os prolongamentos 

neuronais das culturas tratadas com microglias WT P60 são 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 deficiência da proteína 

integrina, esta envolvida em funções celulares diversas, tais como, adesão 

celular, migração e regulação do ciclo celular (Brakebusch et al., 2005). 

Níveis reduzidos de integrina podem prejudicar a adesão, a fagocitose e até 

mesmo a proliferação microglial. Nesse sentido, a presença do gene SOD1m 

na microglia pode estar prejudicando seu papel neurotrófico. Kawamura et 

al. (2012) mostraram a diminuição da imunoreatividade do IGF nas 

microglias próximas aos neurônios motores em degeneração na medula 

espinal de camundongos SOD1G93A logo que os primeiros sintomas 

aparecem, sugerindo a diminuição do potencial neurotrófico das microglias 

TG. Tal evento poderia, de fato facilitar a morte neuronal. Ainda não se sabe 

até que ponto a presença do gene SOD1m na microglia prejudica a secreção 

de fatores tróficos ao neurônio, porém o que pudemos concluir ao analisar 

nossos resultados foi que a microglia perdeu sua capacidade neuroprotetora, 

já que os prolongamentos neuronais obtidos após 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 neurônios tratados com meios condicionados de microglia TG não se 

mostraram diminuídos quando comparados aos WT em ambas idades. 

A análise da morte do neurônio motor foi avaliada in vitro pela 

marcação com o FluoroJade C, utilizado na identificação das degenerações 

celulares e histológicas neuronais (Schmuck e Kahl, 2009). Como a morte 

neuronal pode ocorrer por apoptose ou necrose, um marcador capaz de 

identifica-la de modo não específico foi utilizado, diferentemente, por 

exemplo, do anticorpo BAX, marcador específico de apoptose, amplamente 

empregado na análise da influência das células gliais sobre a morte do 

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

Aumento da morte neuronal não foi observada nos experimentos com 

meios condicionados microgliais após a ativação com LPS, sugerindo que a 

ativação microglial aplicada não foi capaz de promover a morte neuronal 

através de seus fatores secretados no meio, ou, possivelmente que a 

microglia não atua diretamente sobre a morte neuronal e, talvez, 

indiretamente como, por exemplo, através da secreção de fatores 

inflamatórios que por sua vez, ativam astrócitos e outras células gliais 

envolvidas que podem estar agindo diretamente na morte neuronal (Nagai et 

al., 2007). 

6.3. Análise da morte neuronal em co-culturas neurônio/microglia 

Com o objetivo de testar se o contato entre o neurônio e a microglia é 

capaz de promover a morte neuronal observada in vivo, experimentos de co-

culturas com as diferentes combinações genotípicas foram realizados. O uso 

de co-culturas entre neurônios 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 comparação 

da influência do gene da SOD1m na microglia sobre neurônios e vice-versa.  
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Quantidade maior de morte neuronal foi observada naquelas culturas 

neuronais co-cultivadas com microglias TG, em comparação aos neurônios 

na presença de microglias WT obtidas tanto do animal P1 quanto P60. A 

secreção de moléculas citotóxicas 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 neurônios motores. Além disso, a 

microglia TG madura secreta quantidade menor de BDNF, fato também 

relacionado à morte neuronal (Liao et al., 2012). Esses resultados 

corroboram com aqueles de Xiao et al. (2007) que demonstraram índice 

maior de morte do neurônio motor co-cultivado com a microglia TG P8 

comparado à microglia WT. O diferencial do presente estudo foi o sistema de 

co-cultura sem pré-ativação microglial, levando à conclusão de que a 

presença do neurônio já ativa a microglia. Possivelmente, ainda, a 

comunicação direta entre as células pode aumentar o contato dos neurônios 

com as moléculas secretadas microgliais intensificando a morte. 

6.4. Quantificação das moléculas candidatas no meio condicionado 

microglial através da técnica de ELISA 

O presente estudo avaliou ainda a presença de moléculas específicas 

no meio condicionado de microglia ativada para o melhor entendimento do 

papel destas células na ELA. Moléculas que tiveram suas vias de secreção 

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 são as principais produtoras e mais responsivas ao 

TNFα no SNC (Weydt et al., 2004). A sinalização do TNFα pode resultar em 

respostas inflamatórias, proliferação glial, migração celular, apoptose e 

necrose, dependendo do receptor e vias de sinalização ativada (McCoy e 

Tansey, 2008). Em condições patológicas, as microglias rapidamente se 

proliferam e tornam-se reativas, secretando grande quantidade de TNFα, 

uma citocina pró inflamatória com ações classicamente descritas (Bezzi et 

al., 2001). O nível aumentado de TNFα pela microglia pode agir diretamente 
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sobre a liberação de glutamato pelo astrócito, influenciando deste modo na 

excitabilidade neuronal (Bezzi et al., 2001). Ainda, esta citocina em níveis 

aumentados pode agir diretamente sob os neurônios, já que seu receptor de 

afinidade primária, o TNFR1, é homólogo ao p75 e sua sinalização aumenta 

a excitabilidade neuronal com ação nas sinapses glutamatérgicas 

(Akassoglou et al., 2008; Balosso et al., 2005). Normalmente, a microglia 

secreta TNFα através da ativação da via da ERK após estímulos de ATP 

neuronais ou astrocitários (Suzuki et al., 2004). Em conjunto, o TNFα pode 

ser um fator microglial importante na ELA. Ressalta-se que o aumento dos 

níveis de TNFα no líquor e no soro de pacientes com ELA já foi 

demonstrado, aumentando com a progressão da doença (Moreau et al., 

2005; Cereda et al., 2008). Os níveis de seus receptores solúveis também 

foram encontrados aumentados no soro desses pacientes (Moreau et al., 

2005). O aumento da imunoreatividade principalmente em células microgliais 

e neurônios motores do RNAm de TNFα na medula espinal de 

camundongos SOD1G93A foi observado inclusive antes do aparecimento dos 

primeiros sintomas (Elliott et al., 2001). Esse nível vai aumentando com a 

idade e atinge o pico na última fase da doença (Yoshihara et al., 2002). Os 

níveis do TNFR1 e TNFR2 nos neurônios motores e microglia aumentam 

concomitantemente com o aparecimento dos sintomas e se correlacionam 

com a severidade da doença (Elliott et al., 2001; Veglianese et al., 2006). 

Com essas evidências, Gowing et al. (2006) produziram um camundongo 

SOD1G93A e knockout para TNFα porém, não observaram efeitos no que diz 

respeito ao início, severidade e progressão da doença, sugerindo que esse 

fator por si não é um contribuidor crucial para o desenvolvimento da doença 

(Gowing et al., 2006). Este trabalho mostra o aumento na produção de TNFα 

no meio condicionado das microglias TG P60 em relação às WT da mesma 

idade, o que corrobora com o trabalhode Weydt et al. (2004) que mostrou 

essa citocina no MC de microglias TG P60 após estímulo com LPS. Quando 

comparado, tal aumento não ocorre no meio condicionado das microglias 

cultivadas a partir da medula espinal do camundongo TG P1, o que indica 

que a microglia TG P60 já possui algum tipo de estímulo que a faz secretar 
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quantidades alteradas de TNFα comparativamente àquelas WT em uma 

idade mais avançada do desenvolvimento, pouco antes do aparecimento dos 

sintomas. 

A IL-6 é a citocina com mais abundância no SNC saudável, nessa 

situação sua função pode ser induzida pela atividade neuronal (Salman et 

al., 2000) e está relacionada com a diferenciação neuronal, crescimento 

axonal e estímulo da produção de NGF (Erta et al., 2012). Camundongos 

knockout para IL-6 têm deficiência no aprendizado e memória (Balschun et 

al., 2004). Apesar disso, a IL-6 tem participação ativa na neuroinflamação, 

transformando a resposta imune inata pela adquirida, aumentando a 

astrogliose, o stress oxidativo e a resposta inflamatória (Jones, 2005). A IL-6 

modula a expressão de vários genes envolvidos na inflamação e na 

apoptose, dessa forma, encontrando-se aumentada em modelos de lesão 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 já foi 

identificada contribuindo para patologias do SNC (Campbell et al., 1993). No 

caso da ELA, foi observado o aumento da IL-6 no líquor (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 SOD1G93A (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 secreção de IL-6 pelas 

microglias TG P60 comparadas às WT da mesma idade, indicando um 

mecanismo inflamatório por essas células. De fato, a média de IL-6 

secretada por culturas de microglias puras após ativação 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 pró 

inflamatórias em grau maior em relação às WT. Weydt et al. (2004) 

demonstraram a diminuição da secreção de IL-6 pelas microglias TG P60 in 

vitro e postularam que a interação astrócito/microglia mediada pelo TNFα 

regula a expressão de IL-6 no sistema nervoso com ELA. No entanto, esses 

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

achado. 

A falta de fatores neurotróficos contribuindo para doenças do neurônio 

motor é bem descrita (Appel et al., 1981). O IGF é um fator de crescimento 

que pode agir durante o desenvolvimento e na neurodegeneração, 

fornecendo suporte trófico aos neurônios motores (Corbo et al., 2010). Nos 

fluidos biológicos, o IGF se liga a proteínas 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 hematoencefálica e 

captar o IGF do líqudo cérebroespinal (Carro et al., 2000). Alterações no 

metabolismo de IGF e IGFBP na ELA já foram descritas. Corbo et al. (2010) 

demontraram uma correlação entre o IGF livre e a maior severidade da 

doença, possivelmente como uma reação compensatória ao dano neuronal. 

Além disso, a excitotoxicidade e a inflamação são processos que influenciam 

na progressão da doença e também podem levar à resistência da resposta 

ao IGF (Venters et al., 1999; Garcia-Galloway et al., 2003), o que poderia 

acelerar a progressão da ELA (Wilczak et al., 2003). A diminuição das 

IGFBP também já foi demonstrada no soro e no líquor 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 expressão do gene 

IGFBP4 apresentou-se 1,64 vezes menor em relação aos WT. Além disso, a 

literatura aponta também para o aumento do receptor de IGF no músculo e 

nos neurônios motores da medula espinal pós mortem de pacientes e do 

camundongo com ELA (Wilczaket al., 2003; Chung et al., 2003; Lunetta et 

al., 2012). Esses achados nos levaram a investigação da secreção de IGF 

pelas microglias cultivadas. Kawamura et al. (2012) demostraram in vivo a 

menor expressão de IGF na microglia TG em relação à WT após axotomia 

do nervo hipoglosso lesado do camundongo modelo da ELA de 70 dias, 

evidenciando o potencial neuroprotetor diminuído destas células. Kihira et al. 

(2007) descreveram em material pós mortem da medula espinal de 
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pacientes com ELA, a população de microglia neuroprotetora, que expressa 

IGF, e outra citotóxica, que não apresenta a imunoreatividade do fator. Os 

resultados in vitro do presente trabalho mostraram que não houve diferença 

entre a secreção de IGF pelos diferentes grupos microgliais estudados.  

O VEGF é um fator crítico para o controle do crescimento e 

permeabilidade de vasos sanguíneos tanto no desenvolvimento normal 

quanto na resposta a mudanças metabólicas (Carmeliet, 2000). O VEGF 

está relacionado classicamente ao crescimento tumoral (Skene e Cleveland, 

2001). Camundongos com deleção dos genes promotores de VEGF 

apresentam profundos déficits motores na idade adulta com degeneração 

dos neurônios motores e atrofia muscular, o que os tornou um modelo 

experimental adicional para ELA (Lambrechts et al., 2003). O tratamento de 

neurônios motores cultivados com VEGF aumenta a sobrevida neuronal 

(Skene e Cleveland, 2001). Adicionalmente, a expressão de VEGF está 

diminuída nos neurônios sobreviventes de pacientes com ELA (Brockington 

et al., 2006), assim como os seus níveis no soro desses pacientes 

(Lambrechts et al., 2003). Nesta linha, a administração de VEGF antes ou 

após o início dos sintomas da doença 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, o nosso 

laboratório observou a diminuição da expressão 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 ausência de diferença estatística entre os grupos poderia 

diminuir a importância da microglia nos possíveis papeis do VEGF na ELA.  

Como já comentado, a resposta inflamatória microglial é caracterizada 

não só pela secreção de fatores que mediam a neurotoxicidade, mas 

também pela liberação de moléculas que promovem o reparo do tecido e 

regeneração neuronal (Elkabes et al., 1996). Interessantemente, a 

expressão do receptor de tirosina quinase NTRK1 está diminuída 2,43 vezes 

nas análises de microarray em animais TG de 40 dias e a expressão do 
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receptor p75 NGFR está aumentada em 1,72 vezes nesses animais. Ambos 

os genes codificam para diferentes receptores de NGF. Assim, a 

probabilidade do NGF ligar-se ao receptor p75 aumenta. A quantificação do 

NGF nos meios condicionados de microglias WT e TG mostrou diferenças 

entre microglias P1 e P60, assim o fator pode modular as ações tóxicas da 

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

Heese et al. (1998) mostraram que o tratamento com LPS aumentou 

os níveis de expressão de NGF nas microglias cultivadas. O NGF é uma 

neurotrofina que se liga ao receptor tirosina quinase que ativa a via da MAP 

quinase sinalizando para a regulação de crescimento e ciclo celular (Turner 

et al., 2004). Já foi relacionado que elevada concentração de NGF satura os 

receptores tirosina quinase e o NGF por sua vez vai se ligar ao seu receptor 

de afinidade secundária, p75 que por sua vez sinaliza diretamente para 

morte celular. Neurônios saudáveis adultos não expressam p75, porém 

passam a expressar após uma lesão 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 os receptores tirosina quinase 

(Turner et al., 2004). Tais achados mostram que baixos níveis de NGF 

ativam receptores que sinalizam para viabilidade celular enquanto altos 

níveis ativam o p75 resultando em morte celular.  

O aumento de NGF foi descrito na medula espinal e em biópsias de 

músculos 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 SOD1G93A bloqueou o efeito de 

morte neuronal, porém não mostrou efeitos estatísticamente diferentes 

quando reproduziu o experimento in vivo (Turner et al., 2004). Dessa forma, 

existem evidências que o NGF pode contribuir com o processo 

neurodegenerativo da ELA e a microglia particularmente merece uma 

atenção especial nesse processo. 
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As endotelinas (ET) formam uma pequena família de peptídeos 

expressas no SNC saudável por células endoteliais (Yoshimoto et al., 1990; 

Tsang et al., 2001), neurônios (Lee et al., 1990) e astrócitos (MacCumber et 

al., 1990; Tsang et al., 2001) que mantêm a tônus vascular cerebral. Após 

lesão no SNC, as microglias passam a expressar ET-1 (Wu et al., 2006). 

Altos níveis de ET-1 podem induzir a ativação e proliferação de astrócitos 

(Sasaki et al., 1998) e a regulação da secreção de citocinas (Wu et al., 

2009). A reatividade de ET-1 é aumentada nessas células após lesão 

isquêmica no SNC (Yamashita et al., 1994; Barone et al., 1995), indicando 

que as ET podem contribuir para a lesão cerebral limitando a vasodilatação 

em resposta a isquemia e iniciando a gliose e inflamação após o evento. Em 

experimentos realizados no nosso laboratório, o gene do receptor de ET-1 

EDNRA foi encontrado aumentado em 2,26 vezes nas análises de 

microarray da medula espinal de camundongos TG de 40 dias comparados 

ao WT da mesma idade. Os níveis de ET-1 nos meios condicionados das 

microglias foram bem semelhantes entre os grupos e possivelmente não 

participam dos mecanismos microgliais na ELA. 

6.5. Quantificação da expressão gênica 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 investigações do papel 

da microglia na ELA (Anexo C) e a expressão gênica de microglias do 

modelo experimental da ELA ainda não foi profundamente explorada na 

literatura. 

O AKAP13 foi selecionado por estar superexpresso na medula espinal 

de camundongos TG tanto de 40 quanto de 80 dias em relação aos WT mas, 

a expressão deste gene nas culturas microgliais provenientes de animais 

com 60 dias não se mostrou alterada. Há pouca informação na literatura 

sobre a expressão de AKAP em microglia e macrófagos. O papel da 

AKAP13 está diretamente relacionado com inflamação. Receptores toll like 

(TLR) são reguladores essenciais da imunidade inata, iniciando uma cascata 
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cumulativa na ativação do fator de transcrição do NF-Kβ (Matsumoto et al., 

2003). Estudos recentes têm mostrado que a AKAP13, uma proteína 

quinase, é induzida por um TLR específico conhecido como TLR2 para ativar 

a via NF-Kβ e direcionar o local e a resposta imunológica específica (Kim et 

al., 2011). Outra função conhecida da AKAP13 é de ser uma proteína que 

coordena a via da Rho (Diviani et al., 2011). Essa via é composta 

principalmente pelas moléculas Cdc42, Rac1 e RhoA. Tais moléculas 

participam da organização do citoesqueleto e da adesão célula/matriz 

extracelular (Jones et al., 2000), participando da mobilidade celular. Os 

presentes experimentos de PCR em tempo real mostraram que a AKAP13 

está diminuída nas microglias TG neonatais em relação às WT. 

Considerando que a AKAP13 sinaliza a via da Rho que guia para mobilidade 

celular, poderíamos supor que as microglias TG podem apresentar um 

problema de mobilidade celular que as impede de fagocitar de modo eficaz 

neurônios em degeneração ou até de se dirigir ao sítio de lesão, perdendo a 

capacidade neuroprotetiva. Esses dados corroboram com o efeito 

encontrado na quantificação 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 

expressão de Cdc42 e menor aderência e migração microglial, indicando 

que a baixa expressão da AKAP13 nas microglias TG P1 pode estar 

causando a não ativação da Rho e por consequência a não ativação da 

Cdc42 com consequente perda de mobilidade microglial. 

O HIPK3 codifica a proteína de mesmo nome capaz de interagir com 

receptores de superfície e ao mesmo tempo ter funções nucleares 

importantes (Rochat-Steinr et al., 2000). A função clássica da HIPK3 é de 

fosforilar a FADD, uma proteína adaptadora do receptor de superfície da 

superfamília de TNF (Kretz-Remyet al., 1996, Rochat-Steiner et al., 2000). A 

alta expressão de HIPK3 em células cancerígenas resistentes à morte por 

diferentes drogas (Curtin e Cotter, 2004) permitiu o entendimento de seu 
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funcionamento, no qual está envolvido com a regulação de apoptose através 

da regulação da fosforilação da FADD. Rochat-Steiner et al. (2000) 

identificaram uma nova proteína quinase de interação com a FADD chamada 

FIST/HIPK3 que impede a ativação JNK conferindo resistência à apoptose. 

O PCR em tempo real para o gene HIPK3 nas microglias P1 

apresentou diminuição da expressão gênica nas microglias TG em relação 

às WT. Dado que as microglias ao entrarem em processo de apoptose 

secretam mais fatores apoptóticos, tornando o ambiente em que se 

encontram tóxico aos neurônios, podemos postular que com a diminuição de 

HIPK3, as microglias TG não oferecem resistência a apoptose, entrando 

assim em um processo de morte crônico, tornando o ambiente tóxico e 

estimulando então morte neuronal através de fatores citotóxicos, 

evidenciando o papel da microglia na morte neuronal da ELA. O mesmo não 

ocorre nas microglias P60 onde não aparece diferença estatística da 

expressão de HIPK3 entre os grupos, mostrando que essa relação se 

estabiliza com o aumento da idade e progressão da doença. 

O NKRF (NF-kβ repressing factor) foi identificado como uma proteína 

constitutiva e silenciadora do promotor do NF-kβ, inibindo a transcrição do 

mesmo (Nourbakhsh e Hauser, 1999). Como já comentado acima, o NF-kβ é 

essencial para a mediação de secreção de citocinas inflamatórias. Estudos 

mostram que o tratamento com anti-inflamatório em doenças 

neurodegenerativas como a esclerose múltipla aumentam os níveis 

nucleares de NKRF diminuindo por sua vez a inflamação através da menor 

ativação de astrócitos e microglias (Wilms et al., 2010). Crosio et al. (2011) 

inibiram a via NF-kβ seletivamente nos astrócitos de camundongos 

SOD1G93A, porém não obtiveram benefícios no início e progressão da 

doença. Foi reportado através de imunohistoquímica maior ativação do NF-

Kβ em neurônios, astrócitos e microglias da medula espinal pós mortem de 

pacientes com ELA. Ainda não foi realizada a manipulação da via NF-Kβ 

nessas três linhagens celulares concomitantemente no contexto da ELA. O 

autor sugere que esssa via tem um papel central na patologia da doença, 
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envolvendo três importantes células do SNC e pode ser um bom alvo 

terapêutico (Sako et al., 2012). OPTN é um gene que codifica a optineurina e 

é responsável por ativar o fator NF-Kβ bloqueando sua inibição. Muitos 

pacientes com ELA possuem mutação nesse gene e o camundongo TG com 

essa mutação desenvolve o fenótipo da ELA o que o tornou um modelo 

experimental aceito pela literatura atual (Maruyama et al., 2010). Não há 

trabalhos que descrevem a expressão dos níveis de NKRF em animais ou 

pacientes com ELA. Nas análises de microarray de medula espinal dos 

nossos animais com 80 dias a expressão deste gene está quase 5 vezes 

mais altanos animais TG do que nos WT. Os resultados na microglia 

mostram que não há diferença estatística entre os níveis de NKRF entre as 

microglias TG e WT de ambas as idades, mostrando que esse fator não está 

diminuído nos TG, ou seja, a inflamação presente na ELA não deve ocorrer 

devido à diminuição de NKRF nas microglias e sim por outros fatores ainda 

não descritos. 

A modificação de proteínas SUMO (Small ubiquitin-like modifier) tem 

efeitos sobre a estabilidade, localização, interações proteína-proteína e 

regulamento transcricional (Kim et al., 2002; Seeler e Dejean, 2003; 

Johnson, 2004). Essa modificação SUMO é vista como uma pequena 

ubiquitinização levando a uma alteração na atividade proteica. A proteína 

Ube2i está envolvida nesse processo, atuando como uma enzima 

conjugadora de moléculas SUMO e promovendo a degradação protéica in 

vivo (Xu et al., 2009). O processo de sumoilação e degradação protéica é 

totalmente dependente da Ube2i (Sun et al., 2007; Uzunova et al., 2007). O 

gene UBE2I tem um papel importante na supressão ou promoção da 

proliferação de células (Qin et al., 2011).  Pode-se observar que essas 

expressões de UBE2I não seguem a mesma proporção nas microglias TG e 

WT, apresentando-se menor nas microglias TG P1, evidenciando uma 

desregulação na proliferação microglial. Essa diferença pode ser um 

indicativo da participação dessas células nos mecanismos da ELA, algo que 

deve ser explorado no futuro. 
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 O gene NTF5 codifica a proteína de mesmo nome, também 

conhecida como NT-4/5. Essa proteína foi recentemente identificada no 

Xenopus laevis com atividade neurotrófica capaz de promover o crescimento 

neurítico e sobrevivência neuronal (Hallbook et al., 1991). Camundongos 

knockout para NT-5 têm um desenvolvimento normal com perda de 

neurônios motores e sensoriais apenas na idade adulta (Conover e 

Yancopoulos, 1997). O tratamento de neurônios motores com NT-5 

aumentou a sobrevivência e crescimento neurítico (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 córtex de camundongos neonatos não 

aumentam a expressão de NT-4/5 após a ativação com LPS, apesar de ter 

aumentado a expressão 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 

proliferação sugerindo que ela pode produzir essa neurotrofina de uma 

forma autócrina ou parácrina (Elkabes et al., 1996; Scarisbrick et al., 2000). 

Duberley et al. (1997) não observaram diferenças de NT-4/5 em pacientes 

com ELA esporádica e controle através de imunohistoquímica de neurônios 

do córtex cerebral. Já em biópsias de músculo de pacientes com ELA foi 

observado o aumento de RNAm de NTF5 durante a progressão da doença 

(Kust et al., 2002).  Em conjunto, podemos observar que existem indícios de 

que a baixa expressão de NTF5 precocemente em 40 dias poderia participar 

de alguma forma com a ELA. Com isso, foi quantificada a expressão gênica 

de NTF5 nas microglias cultivadas em ambas as idades. Interessantemente 

pode-se notar uma diminuição precoce dessa expressão nas microglias TG 

P1, o que poderia colaborar com a sinalização parácrina neuronal, 

diminuindo o suporte trófico microglial para esses neurônios, podendo ser 

uma nova indicação de alvo terapêutico. 

Os resultados dos PCR em tempo real de um modo geral sugerem 

dados que apontam evidências precoces nas microglias P1. A ausência de 

evidências das microglias P60 sugere que essas células podem ter perdido o 
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estímulo que tinham quando em contato com neurônios no modelo in vivo. 

Esse fato pode ter ocorrido já 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 purificação e estímulo com LPS. Esse tempo em 

cultura, que é em média de 6 semanas, pode ter estabilizado a microglia que 

por sua vez perdeu o estímulo do ambiente tóxico que se encontrava no 

animal e ganhou um ambiente totalmente controlado em condições normais 

de cultivo. Assim, o LPS pode não ter sido capaz de re-estimular essas 

células no ponto de vista de expressão de RNA. 

De uma forma geral, as evidências desse estudo sugerem que o 

diálogo entre os neurônios motores e a microglia se inicia com perda de 

neuroproteção (Appel et al., 2011) com menor expressão de NTF5, menor 

capacidade de migração pela AKAP13 e maior proliferaçao com diminuição 

de HIPK3. No entanto, esse resultado ainda não é capaz de refletir nos 

prolongamentos neuronais como foi visto nas quantificações do experimento 

do tratamento de meio condicionado. Com o aumento do estresse oxidativo 

e a presença da SOD1m nas células microgliais de animais adultos, essa 

neuroproteção é perdida e a microglia, por sua vez, para de produzir 

substâncias anti-inflamatórias e começa a secretar substâncias pró-

inflamatórias como IL-6, TNFα e NGF em excesso, facilitando a morte 

neuronal. 

Um melhor entendimento da sinalização bidirecional entre os 

neurônios motores e a microglia pode alcançar novas terapias para restaurar 

esse desequilíbrio entre a neuroproteção e a neurotoxicidade. Sendo assim, 

esse estudo esclarece um pouco melhor essa sinalização e aponta para 

possíveis novos alvos de estudo e até futuramente terapêuticos no contexto 

da ELA. 
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7. Conclusões 

 A obtenção de culturas purificadas de microglia retiradas da medula 

espinal de camundongos WT e TG pode contribuir para o estudo da 

fisiopatologia da ELA pela utilização delas em experimento in vitro. 

 A microglia sem ativação do LPS não foi capaz de causar a 

diminuição nos prolongamentos neuronais de qualquer genótipo. 

 Após a ativação com LPS, as microglias TG P60 não foram capazes 

de promover a arborização neuronal observada nos neurônios 

tratados com meio condicionado de microglia WT P60. 

 O tratamento com meio condicionado microglial após a ativação com 

LPS não foi capaz de promover a morte neuronal. 

 Em co-cultura, as microglias TG (P1 e P60) promoveram maior morte 

aos neurônios WT evento não observado para os neurônios TG. 

 A citotoxicidade da microglia TG ao neurônio motor na ELA pode 

estar relacionada ao aumento da secreção de moléculas como TNFα, 

IL-6 e NGF, porém os mecanismos relacionados aindam precisam ser 

elucidados. 

 O estudo da expressão gênica nas culturas de microglia provenientes 

de camundongos SOD1G93A mostrou que, se expandido, pode trazer 

subsídios adicionais sobre os mecanismos da participação da 

microglia na ELA. 
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ANEXO B–Moléculas selecionadas a partir dos resultados do microarray para quantificação no MC microglial 

Molécula/ 
Função  

Gene 
relacionado/ 

Função 

Fold na medula 
espinal 

SOD1
G93A

/ idade  

Trabalhos relacionados/Idéias principais  

NGF 
anti-apoptótico no 
desenvolvimento 

neuronal 
(Colafranscesco e 
Villoslada, 2011), 
age também nos 

neurônios 
maduros. Ao Se 
ligar no receptor 

p75 sinaliza 
diretamente para 

morte celular 
(Turner et al., 

2004). 

NTRK1: 
Envolvido no 

desenvolvimento 
e maturação de 

neurônios 
centrais e 

periféricos, 
regulação da 
proliferação, 

diferenciação e 
sobrevivência 

neuronal. 

↓ 2,43 em 40 dias  •  Aumento de NGF na medula espinal (Anand et al.,1995) e em músculos 
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 não mostrou efeitos 
estatisticamente diferentes quando reproduziu o experimento in vivo 
(Turner et al., 2004); 

• Ferraiolo et al. (2011) mostraram que o astrócito TG secreta mais pró-
NGF que faz com que aumente a expressão de receptores p75 nos 
neurônios e aumente a morte neuronal. A inibição do p75 esta 
relacionada com diminuição do pró-NGF.  Esse trabalho também 
observou aumento da expressão do RNAm de p75 na medula espinal de 
pacientes com ELA; 

• Não há trabalhos que quantificaram a quantidade de NGF secretada pela 
microglia na ELA. Heese e colaboradores (1998) mostraram que a 
secreção microglial de NGF aumenta com a estimulação através do LPS.  

p75 ou NGFR: 
Receptor de 

afinidade 

secundária do 

NGF. Indutor de 

morte celular. 

↑ 1,75 em 40 dias 
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Molécula/ 
Função  

Gene relacionado/ 
Função 

Fold na medula 

espinal SOD1
G93A

/ 
idade  

Trabalhos relacionados/Idéias principais  

TNF-α 
Em excesso 

desencadeia a 
morte neuronal; 

Citocina pró 
inflamatória.  

 

TEAD4: Fator de 
transcrição que tem 
papel essencial na 

homeostase celular: 
restrição de proliferação 
celular e promoção da 
apoptose (Conlon and 

Raff, 1999). 

↑ 6,8 em 40 dias • Aumento de TEAD4 resulta em aumento de citocinas pró-
inflamatórias (Fukushima et al., 2008); 

• As microglias são as principais produtoras de TNF-α (Weydt et al., 
2004); 

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

• Santello e Volterra (2012) publicaram que o TNF-α pode ser 
neuroprotetor ou não dependendo da quantidade e tempo de 
exposição das células ao TNF-α. Ainda a ausência de TNF-α 
sobrecarrega o sistema de captação de glutamato astrocitário e 
falha na ativação dos receptores pré-sinápticos NMDA 
enfraquecendo a sinapse; 

•  Não há trabalhos na literatura que quantificaram a quantidade de 
TNF-αpelos astrócitos in vitro na ELA.  

NGFR: receptor de 

afinidade primária ao 

TNFA e de afinidade 

secundária ao NGF 

(p75). 

↑ 1,75 em 40 

dias 
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Molécula/ Função  Gene relacionado/ 
Função 

Fold na medula 
espinal SOD1

G93A
/ 

idade  

Trabalhos relacionados/Idéias principais 

IL-6 
Citocina pró 

inflamatória (Salman 
et al., 2000) 

IRF-4: Requerido 
para a ativação da 

resposta imune. 
Ativação das 

células 
imunocompetentes. 

↓ 3,76 em 80 dias  •  Camundongos com deficiência em IRF-4 tem menor produção de 
IL-6 (Mudter et al., 2008) e outras citocinas pró inflamatórias e são 
resistentes a esclorese multipla experimental (Brustle et al., 
2007);  

•  IRF-4 – Não está descrito no contexto da ELA;  
• Foi descrito o aumento de IL-6 no líquor (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 diminuição da secreção de 
IL-6 pelas microglias transgênicas P60 in vitro. Discutiram como 
um resultado surpreendente e usaram o diálogo microglia 
ativando astrócito através do TNFα e secretando IL-6 como 
hipótese. 

 

Endotelina-1  
 São peptídeos 

responsáveis pelo 
tônus vascular 
cerebral e são 

produzidas por células 
endoteliais, 

neurônios,astrócitos e 
microglias.  Também 

moduladora da 
inflamação (Barnes e 

Turner, 1997). 

EDNRA:Receptor 
de endotelina-1 

(ET-1). 

↑ 2,26 em 40 dias  •  No trabalho de Filipovich et al. (2008) foi demonstrado que as 
endotelinas aumentaram a síntese de NO e prostaglandina nas 
células gliais; 

• Os efeitos deletérios da ET-1 no SNC incluem distúrbio na 
homeostase de água e integridade da Barreira Hematoencefálica 
(Wang et al., 2011); 

•  Altos níveis de endotelina podem induzir a ativação e proliferação 
de astrócitos (Sasaki et al., 1998) e a regulação da secreção de 
citocinas (Filipovich et al., 2008).  
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Molécula/ Função  Gene/ Função  Fold na medula 

espinal SOD1
G93A

/ 
idade  

Trabalhos relacionados/Idéias principais  

IGF 
 Fator de 

crescimento que 
pode agir durante o 
desenvolvimento e 

na 
neurodegeneração, 
fornecendo suporte 

trófico aos neurônios 
motores (Corbo et 

al., 2010).  

IGFBP4: Codifica 
a proteína 

IGFBP4. Nos 
fluídos biológicos, 
o IGF se liga às 

IGF-binding 
proteins (IGFBP), 
que 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 correlação entre o IGF livre 
e a maior severidade da doença, com diminuição das IGFBPs no 
liquor e no soro de pacientes com ELA esporádica;  

• Kawamura et al. (2012) demonstraram em um experimento in vivo 
uma menor imunoreatividade e expressão gênica de IGF nas 
microglias transgênicas em relação as wild types após axotomia 
do nervo hipoglossal lesionado do camundongo modelo da ELA 
de 70 dias, evidenciando um potencial neuroprotetor diminuído 
nessas células; 

• Bellini et al. (2011) mostraram que o tratamento com IGF-I em 
culturas de astrócitos diminuiu a expressão dos TLR4 reduzindo a 
resposta inflamatória astrocitária e aumentando a produção de 
IGF, evidenciando a terapia com IGF como relevante para 
controlar a gliose reativa;  

• A produção de IGF-I está aumentada na microglia ativada após 
lesão no SNC (Beilharz et al., 1998; Gudi et al., 2011). Em cultura, 
o IGF-I aumenta a proliferação microglial e astrocitária (O’Donnell 
et al., 2002). 
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Molécula/ 
Função  

Gene relacionado/ 
Função 

Fold na medula 

espinal SOD1
G93A

/ 
idade  

Trabalhos relacionados/Idéias principais  

VEGF 
 Angiogênese, 
permeabilidade 

vascular e 
proliferação glial, 
e recentemente 
outras funções 

como 
neuroproteção e 

neurogênese 
(Carmeliet, 2000). 

 

VEGFA: importante 
para a formação de 
vasos sanguíneos e 

durante o 
desenvolvimento. 

 

↓1,08 em 40 dias  
 

• Durante o processo de neurodegeneração aumenta a proliferação 
astroglial e microglial através da sinalização dos receptores VEGFR-
1(Boer et al., 2008); 

• VEGF retarda a degeneração dos neurônios motores em ratos com 
ELA (Van Damme, 2009); 

•  A expressão VEGF é diminuída nos neurônios sobreviventes na 
ELA (Brockington et al., 2006) e seus níveis são reduzidos em 50% 
no soro de pacientes com ELA (Lambrechts et al., 2003); 

• Tovar-y-Romo e Tapia (2012) mostraram que a administração do 
VEGF antes ou após o início dos sintomas da doença foi capaz de 
prevenir a morte neuronal; 

• Camundongos SOD1G93A com inibição do VEGFA apresentaram 
animais com degeneração de motoneurônios mais graves e com 
curta expectativa de vida (Lambrechts et al., 2003); 

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

• Ainda não há registros na literatura que quantificaram VEGF 
secretado pelos astrócitos ou microglias na ELA.  
 

VEGFB: Apresenta 
função na formação e 
manutenção de novos 

vasos sanguíneos 
durante processos 
patológicos, tem 

importância na proteção 
de diversos tipos de 

neurônios como retina, 
córtex e neurônios 

motores na ELA (Zhang 
et al., 2009). 

 

↓ 1,31 em 80 dias 
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ANEXO C- Genes selecionados a partir dos resultados do microarray para quantificação da expressão gênica nas 
microglias 

Gene/ Função  Fold na medula espinal 

SOD1
G93A

/ idade  

Trabalhos relacionados/Idéias principais 

NKRF 
codifica para a 
proteína NKRF, 

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

↑ 4,96 em 80 dias • O NF-Kβ é um fator requerido para transcrição de moléculas pró-inflamatórias, 
necessário para a imunidade inata e inflamação (Ma et al, 2011); 

• A inibição do NF-KappaB seletivamente em astrócitos não resultou em benefícios na 
progressão da ELA, apenas a diminuição dos processos inflamatórios (Crosio et al., 
2011); 

•  A inibição da NF-Kβ suprimiu a expressão de COX2, sugerindo um importante na 
ativação microglial. Por outro lado o papel NF-Kβ na microglia pode ser complicado 
pelo fato que a microglia ativada produz fatores neurotróficos importantes como NGF, 
bFGF e TNF, que previnem a morte neuronal em vários modelos experimentais de 
desordens neurodegenerativas (Mattson e Camandola, 2001); 

•  Foi reportado através de imunohistoquímica maior ativação do NF-Kβ em neurônios, 
astrócitos e microglias da medula espinal pós mortem de pacientes com ELA (Sako et 
al., 2012); 

•  A mutação no gene optineurin não permite a inibição do fator NF-Kβ e é encontrada 
em pacientes com ELA e se tornou um modelo animal aceito pela literatura (Maruyama 
et al., 2010); 

• O NKRF não foi estudado no contexto da ELA.  

HIPK3 
Regula a fosforilação 

da FADD, fator 
essencial para 

ativação da 
apoptose; confere 

resistência a 
apoptose (Curtin e 

Cotter, 2004). 

 ↑ 2,37 em 80 dias  • Alta expressão de HIPK3 em células cancerígenas resistentes à morte por diferentes 
drogas (Curtin e Cotter, 2004);  

• Rochat-Steiner e colaboradores (2000) identificaram uma nova proteína quinase de 
interação Fas chamada FIST/HIPK3. Fas é o receptor de morte neuronal que sinaliza 
para apoptose e está associada à FADD. O FIST/HIPK3 fosforila a FADD, porém essa 
fosforilação parece não regular a apoptose. Apesar do ligante da Fas (FasL) ser um 
importante indutor de apoptose, o FIST/HIPK3 ativo impede a ativação JNK pelas FasL 
e confere resistência à apoptose; 

• A superexpressão de HIPK3 inibe a ativação de JNK e diminui a apoptose via 
regulação da Fas (Curtin e Cotter, 2003); 

• Ainda não foi explorado no contexto da ELA. 
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Gene/ Função  Fold na medula 

espinal SOD1
G93A

/ 
idade  

Trabalhos relacionados/Idéias principais 

UBE2I 
participa do processo 
de sumoilação que é 

visto como uma 
pequena 

ubiquitinização levando 
à alteração na 

atividade protéica (Xu 
et al., 2009). 

Relacionada com 
regulação da 

proliferação e morte 
celular (Qin et al., 

2011). 

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

• O silenciamento do UBE2I por RNAi resultou em uma retenção citoplasmática da 
BCRA1, causando uma intensa proliferação celular (Qin et al., 2011); 

•  Foi descrito por Akar e Feinstein (2009) que a sumoilação regula a expressão de 
NOS2 nos astrócitos. Foi demonstrado que a SUMO-Ubc9 reduz a ativação do 
promotor NOS2 nos astrócitos, portanto a diminuição da expressão de UBE2I nessas 
células aumenta a expressão de NOS2 e outros fatores inflamatórios tóxicos aos 
neurônios; 

• A produção de radicais superóxidos por macrófagos e microglia regula a sumoilação 
(Bossis e Melchior, 2006); 

• Não foi explorado no contexto da ELA. 

NTF5 
Codifica a NT-5. 

Sinalização pelos 
receptores p75 e 

TRKB (Banfield et al., 
2001). 

 

 ↓ 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 secções cerebrais de neurônios corticais de 
pacientes pós mortem com sALS e não observaram diferenças entre a intensidade de 
NTF5 em relação aos controles;  

• Outro estudo mais recente mostrou aumento nos níveis de RNAm NT-4/5 no tecido 
muscular de pacientes com ELA durante a progressão da doença (Küst et al., 2002).  
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Gene/ Função  Fold na medula 
espinal SOD1G93A/ 

idade  

Trabalhos relacionados/Idéias principais 

AKAP13  
é induzida pelo TLR2 
para ativar a via NF-

Kβ e direcionar o 
local e a resposta 

imunológica 
específica (Kim et al., 

2011); coordena a 
via da Rho (Diviani et 

al., 2001).  

 ↑ 1,55 em 40 dias  
↑ 2.62 em 80 dias 

• Há pouca informação na literatura sobre a expressão de AKAP13 em microglia, 
astrócitos e macrófagos; 

• AKAP13 está diretamente relacionada com inflamação. Receptores toll like (TLR) são 
reguladores essenciais da imunidade inata, iniciando uma cascata cumulativa na 
ativação do fator de transcrição do NF-Kβ (Matsumoto et al., 2003). Estudos recentes 
têm mostrado que a AKAP13, uma proteína quinase, é induzida por um TLR específico 
conhecido como TLR2 para ativar a via NF-Kβ e direcionar o local e a resposta 
imunológica específica (Kim et al., 2011); 

 Outra função conhecida da AKAP13 é de ser uma proteína que coordena a via da Rho 
(Diviani et al., 2001). Essa via é composta principalmente pelas moléculas Cdc42, 
Rac1 e RhoA. Tais moléculas participam da organização do citoesqueleto e da adesão 
célula/matriz extracelular (Jones et al., 2000), participando da mobilidade celular. A 
AKAP13 é ativada por moléculas extracelulares como proteínas G para regular a 
actina e o citoesqueleto, se tornando essencial para induzir a migração 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 migração celular (Mayers et al., 2010); 

• AKAP13 não 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 (SOD1G93A) 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 (TNFα) 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 

TNFα 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 TNFα 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 (TNFα) and interleukin-6 (IL-6) in the context of 

glial mechanisms in ALS [25]. Glial cytokines playing a role in inflammation like 

TNFα and IL-6 are upregulated in spinal cord and cerebral spinal fluid of both 

patients and animal model [26-28]. Although TNFα and IL-6 may act as toxic or 

protective factors (Raivich et al., 1999), the astroglial IL-6 -induced by TNFα [29] 

might amplify the microglial responses related to inflammation in neurodegenerative 
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disorders [30, 31]. On the other hand TNFα 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 TNFα might impair astroglial function on glutamate synaptic transmission 

[30, 33]. The influence of TNFα 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-α 

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, TNFα 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 SOD1G93A mice 

their age-paired non transgenic controls (wild-type, WT) from University of São 

Paulo Medical School (São 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 23ºC and with free access to food pellets and tap 

water. The colony was derived from Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME, USA) 

from SOD1G93A mutant mice with 25 ± 1.5 copies of the human SOD1 transgene [7]. 

Mouse identification (SOD1G93A 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 São 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 37ºC 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 I. 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 37ºC in humidified 5% CO2 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 

37ºC 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 used 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 

105  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 μM 2-mercaptoethanol, 25μM 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 l-valin, 10% SFB and antibiotics. Each spinal cord 

was plated individually in a 6-well, that was maintained at 37ºC in humidified 5% 

CO2 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 2.5x104 and 5x104, 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 5th. 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 30µm2). 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 

or Astrocyte 

TG Microglia 

or Astrocyte 

WT motor neuron 
P1 

P60 

P1 

P60 

TG motor neuron 
P1 

P60 

P1 

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
G93A

 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 1µg/ml LPS for 48 hours. 

After, media were collected, centrifuged (500g for 10 minutes to eliminate cells in 

suspension) and stored at -70ºC. 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 5th 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 

4.9x105 µm2). 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 -70oC until use. 

Briefly, samples, calibrators and standard curve were incubated in wells pre 

sensibilized with the antigen of interest. NGF, TNFα 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 λ 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).  

 

TNFα, 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 TNFα 

(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  TNFα 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 TNFα 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  TNFα 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 TNFα 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 TNFα  

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 

TNFα  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 lumbar spinal cord of 

asymptomatic mutant SOD1G93A 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 SOD1G93A 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 
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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 SOD1G93A [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 TNFα, IL-6 and NGF in the conditioned medium of cultured  

microglia and astrocytes from spinal cord of SOD1G93A 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 TNFα compared to their WT control. Conversely, 

the conditioned medium of TG astrocytes of  P60 mice accumulated lower levels of 

TNFα compared to their WT control. In fact, despite microglia are the main 

producers of TNFα in the central nervous system [25], TNFα is a pro-inflammatory 

cytokine released more abundantly by reactive astrocytes and microglia in 

neuropathological conditions. Increased levels of TNFα were found in the serum of 
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ALS patients and in SOD1G93A 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-α 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-α also 

regulates constitutively the glutamate release in astrocytes (Santello and Volterra, 

2012), the increases of TNFα release by SOD1G93A 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 TNFα production astrocytes and it is impaired in SOD1G93A mice [58]. 

The low level of TNFα 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 TNFα 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 TNFα 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 SOD1G93A 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 TNFα 

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 SOD1G93A 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 = 100µm (A) and 10µm (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 SOD1G93A neonatal mice. Nuclei were stained with DAPI (blue color). Scale 

bars = 100µm. 

 

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 SOD1G93A 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= 5µm  

 

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 

SOD1G93A (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, TNFα and NGF secretion in microglia and astrocyte conditioned 

media (CM). Graphs showing amount of TNFα (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 SOD1G93A (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 2. 
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Figure 3. 
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Figure 4. 
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Figure 5. 
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Figure 6.  
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