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RESUMO

A Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) afeta os neuronios do sistema motor somatico.
Algumas das caracteristicas histopatologicas da doenga sdo a presenca de agregados de proteinas
como neurofilamentos e ubiquitina, e astrocitose. Sugere-se que estes agregados protéicos podem
contribuir diretamente para a degeneragdo dos neurdnios motores ou serem conseqiiéncia de um
processo primdrio. Os neurofilamentos sdo elementos estruturais essenciais no citoesqueleto
neuronal. Sdo compostos de trés subunidades: NF-L, NF-M e NF-H. A ubiquitina, associada a
um complexo catalitico, o proteasoma 26S, participa na degradacdao de proteinas de vida curta,
desnaturadas ou erroneamente montadas. Os astrécitos participam da manutencdo de condigdes
adequadas ao microambiente neuronal e parece que estas células podem participar ativamente na
patogenia da doenca. O estresse oxidativo parece estar também intimamente relacionado a
doenga, através de uma cascata de eventos que levaria a formacdo de produtos neurotdxicos
capazes de promover a neurodegeneragdo. Alteragdes nas concentragdes protéicas ou aumento na
expressao de fatores relacionados ao estresse oxidativo na medula espinhal, no liquido
cefalorraquidiano, ou no soro dos portadores de ELA podem refletir os processos patologicos da
doenca. Em nosso trabalho tivemos como objetivo avaliar a presenca da ubiquitina e do
proteasoma 26S em medula espinhal de portadores de ELA e avaliar a expressao de proteinas,
elementos-tragco e fatores relacionados ao estresse oxidativo, no liquido cefalorraquidiano e no
sangue de portadores da doenga. Em nossos resultados observamos perda de neur6nios motores
nos casos de ELA e os neurdnios remanescentes apresentaram-se atroficos ou com alteragdes
intracitoplasmaticas. Também observamos extensa astrocitose. Nos casos de ELA a
imunorreagdo para ubiquitina e proteasoma foi forte nos neurénios do corno anterior da medula e
em alguns astrocitos. Observamos a presenca da subunidade pesada dos neurofilamentos no
liquido cefalorraquidiano de 7 das 10 amostras de portadores de ELA analisadas, enquanto que a
analise para as subunidades média, leve e para o proteasoma foi negativa. Examinamos a
presenca de residuos de nitrotirosina nas proteinas presentes no liquido cefalorraquidiano e no
soro dos pacientes com os casos-controle, com a inten¢do de investigar fatores relacionados ao
estresse oxidativo, porém nao houve diferengas. Pela analise protedmica observamos diferengas
na expressao protéica entre os grupos e as proteinas foram separadas e estdo sendo analisadas por
espectrometria de massa. Analisamos a presenca de diferentes elementos-traco no liquido
cefalorraquidiano e no soro dos portadores de ELA e evidenciamos aumento significativo das
concentracdes de calcio, cloro e potassio quando comparado aos casos-controle. Concluimos que
a via ubiquitina-proteasoma esta, de alguma forma, envolvida com a neurodegeneracao em casos
de ELA. Esta via pode participar do processo patogénico de forma direta ou sua desorganizagdo
pode ser uma conseqiiéncia da tentativa de restauracdo do funcionamento celular. Futuramente,
talvez seja possivel utilizar a subunidade pesada dos neurofilamentos como biomarcador presente
no liquido cefalorraquidiano de portadores da doenga. As amostras estudadas ndo apresentaram
residuos de nitrotirosina, mas outras analises podem ser realizadas. Evidenciamos diferenga de
expressao protéica no liquido cefalorraquidiano de portadores de ELA quando comparado aos
casos-controle. Além disso houve aumento de concentragdo de calcio, cloro e potassio no liquido
cefalorraquidiano dos portadores da doenca.



ABSTRACT

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease that affects the
somatic motor system. Some histopathological features of the disease are the presence of
intraneuronal protein aggregates, like neurofilament and ubiquitin, and astrocitosis. The presence
of protein aggregates suggests that these proteins may contribute to the degeneration of
motorneurons or are a consequence of some other primary process. Neurofilaments are the major
structural elements of the neuronal cytoskeleton. They play an important role in cell architecture
and differentiation, as well as determination and maintenance of fibre calibre. They are composed
of three different polypeptides: NF-L, NF-M and NF-H. Ubiquitin associated with a catalitic
complex, the proteasome, plays an essential role in the degradation of most cell proteins, such as
abnormal and short-lived proteins. Astrocytes have a strong interaction with neurons and are
important in the maintenance of the neuronal microenviroment, and the participation of astrocytes
in the molecular mechanism of ALS and other neurodegenerative diseases is a new emerging
concept. Oxidative stress also seems to be related to the disease, through the production of
neurotoxic compounds that could lead neurons to degeneration. Changes in protein
concentrations or increase of elements related to oxidative stress in spinal cord, cerebrospinal
fluid (CSF) or serum of ALS patients can reflect the pathological process of the disease. In the
present study we evaluated the presence of ubiquitin and proteasome 26S in the spinal cord of
ALS patients and control patients and evaluated the expression of proteins, trace elements and the
presence of elements related to oxidative stress in CSF and serum of ALS patients. In our results
we observed loss of motorneurons in ALS cases and some remaining neurons exhibited different
abnormalities. We also observed extensive astrogliosis and intracitoplasmatic inclusions. In ALS
cases, ubiquitin and proteasome immunostaining were strong in the motorneurons of anterior
horn spinal cord and in some astrocytes. We observed positive reaction for neurofilament heavy
subunit in ALS CSF in 7 of 10 samples studied, whereas light, mediun neurofilaments subunits
and proteasome were negative. We inveatigated the presence of protein nitration in CSF and
serum of ALS patients, with the objective of evaluating oxidative stress but we did not observe
differences between the groups. Through proteomic analysis of CSF samples we observed
differences in protein expression of both groups. The proteins we observed were separated and
are being analized by mass spectrometry. We analized the presence of trace elements in CSF and
serum of ALS and of control cases and observed significant increase in calcium, chlorine and
potassium concentrations when compared to control cases. We concluded that the ubiquitin-
proteasome pathway may be involved in the pathogenesis of the disease. In the future, perhaps it
will be possible to use neurofilament heavy subunit as a biomarker for diagnosis of ALS.
Different proteins are expressed in ALS CSF and the identification of these proteins may also be
very useful in the diagnosis of the disease. Moreover, alterations in the concentrations of calcium,
chlorine and potassium were observed in by CSF of ALS cases.
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APRESENTACAO DO PROBLEMA

Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) ¢ uma doenga do sistema nervoso que afeta os
neuronios responsaveis pelo controle da musculatura voluntéria, sendo, portanto, uma doenca do
sistema motor caracterizada pela degeneragdo progressiva das células do corno anterior da
medula espinhal, podendo variavelmente afetar os neuronios dos nicleos motores presentes no
tronco encefalico e os neurdnios do cortex motor. A ELA foi descrita em 1874 por Charcot e,
apesar de ser foco de muita investigacao ao longo dos anos, sua etiologia ainda ndo ¢ definida e o
diagnodstico ¢ baseado nos sinais e sintomas apresentados pelo paciente, ndo existindo exames
laboratoriais que possam auxiliar os profissionais de satde.

Existem véarios fatores relacionados a patogénese da ELA, mas nenhum deles,
isoladamente, pode ser considerado um fator desencadeante. Acredita-se que a integracao entre
varios fatores relacionados a doenga possa conduzir a degeneracdo dos neuronios motores. Estes
fatores podem ser, por exemplo, ambientais, genéticos e fatores relacionados a idade e a
disturbios metabdlicos das células do sistema nervoso. A doenga, portanto, ¢ considerada como
um processo degenerativo de origem multifatorial, onde diferentes mecanismos moleculares
podem contribuir para a injaria dos neurénios motores (Julien, 2001).

Uma das caracteristicas histopatologicas da doenga ¢ a presenca de agregados de proteinas
como neurofilamentos (Hirano, 1996; Lee e Cleveland, 1996; Bajaj et al., 1999; Julien, 1999;
Seilhean et al., 2004; Mendonga et al., 2005), ubiquitina (Leigh et al., 1991; Migheli et al., 1994;
Ellison et al., 1998; Seilhean et al., 2004), tau e B-amiloide (Sasaki e Iwata, 1999; Yang et al.,
2003; Calingasan et al., 2005). A presenca desses agregados protéicos sugere que estes elementos
podem contribuir diretamente para a degeneracao dos neurdnios motores ou serem conseqiiéncia

de um outro processo primario.
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A degradacdo de proteinas de vida curta, desnaturadas ou erroneamente montadas, bem
como proteinas contendo aminoacidos oxidados ou qualquer tipo de aminoacidos anormais ¢
realizada no complexo enzimatico denominado proteasoma apos serem ligadas a ubiquitina
(Alvez-Rodrigues et al., 1998; Chung et al., 2001). Portanto, a via ubiquitina-proteasoma exerce
um papel ativo na degradagdo de proteinas citosélicas (Hirano, 1991) e sua disfuncdo pode estar
associada ao acumulo de proteinas intracelulares.

Outra caracteristica patoldgica importante da doenga ¢ a acentuada astrocitose (Eddleston
e Mucke, 1993; Barbeito et al., 2004). Por serem os astrocitos células que tem importante fungao
na manutencao de condi¢des adequadas ao microambiente neuronal, tem sido sugerido que estas
células podem participar ativamente na patogenia da doenga (Shaw, 1994; Rothstein et al., 1996).

Além disso, o estresse oxidativo parece estar também intimamente relacionado a doenga,
através de uma cascata de eventos que levaria a formagdo de produtos neurotdxicos capazes de
promover a neurodegeneragdo. Estes produtos podem ser gerados por disfungdo em uma enzima
antioxidante, a cobre/zinco superdxido dismutase (SOD1), relacionada a alguns casos da doenca
em sua forma familiar por excitotoxicidade ou ainda disfun¢do mitocondrial (Simpson et al.,
2003; Manfredi e Xu, 2005).

Alteragdes nas concentragdes protéicas ou aumento na expressao de fatores relacionados ao
estresse oxidativo na medula espinhal, no liquido cefalorraquidiano, ou no soro dos portadores de
ELA podem refletir os processos patologicos da doenga. Nossa pesquisa tem como objetivo: 1)
avaliar a presenca da ubiquitina e do proteasoma 26S em medula espinhal de portadores de ELA,
¢ de pacientes-controle e 2) avaliar a expressao de proteinas e fatores relacionados ao estresse
oxidativo no liquido cefalorraquidiano e no sangue de pacientes portadores da doenca. As
alteracdes encontradas poderdo ser uteis no diagndstico da doenga e importantes para a avaliar a

aplicacao de agentes terap€uticos que possam retardar sua progressao.
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I. - INTRODUCAO

I.1 Esclerose Lateral Amiotrofica

A Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) ¢ uma doenca degenerativa progressiva dos
neurdnios motores da medula espinhal, tronco cerebral e cortex cerebral, que se manifesta
clinicamente por fraqueza e atrofia muscular e sinais degenerativos do trato cortico-espinhal, em
combinagdes variaveis. Trata-se da uma doenca de meia idade, em sua maior parte, que € fatal em

2 a 5 anos ou mais tempo em alguns casos (Julien, 2001; Bruijn et al., 2004; Strong, 2004).

A ELA foi descrita pela primeira vez em 1869 por Charcot e Joffroy. Estes dois médicos e
cientistas relataram os achados clinicos e patologicos da doenga e descreveram o envolvimento
do tracto cortico-espinhal. Apenas em 1874 ¢ que o termo ELA foi introduzido por Jean Martin
Charcot, médico e cientista nascido na Franca, sendo o primeiro a ligar os sintomas com um

grupo de células especificamente afetados pela doenga - 0os neurénios motores.

A ELA, atualmente, recebe diferentes denominagdes em varios paises, como por exemplo,
na Franca a doenga ficou conhecida como “Doenc¢a de Charcot". Nos EUA a doenga ¢ conhecida
como "Doeng¢a de Lou Gehrig", levando este nome porque um famoso jogador de basebol, Lou
Gehrig, morreu em conseqiiéncia da doenga em 1941. Na Inglaterra, a ELA ¢ conhecida como
"Doenca do Neuronio Motor" (Julien, 2001).

A ELA ¢ uma doenga com incidéncia anual de 1,5 por 100.000 pessoas no mundo inteiro
(Louvel et al., 1997) sendo que se tem observado ao longo dos anos uma tendéncia ao aumento
do niimero de pessoas afetadas pela doenga (Strong, 2004). Os homens sdo comprometidos com

uma freqiiéncia um pouco maior que as mulheres. A maioria dos pacientes tem mais de 50 anos e
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o surgimento dos sintomas e a incidéncia aumentam a cada década. Esta doenca tem um padrao
aleatorio no mundo, salvo por trés regides caracterizadas pela drastica aglomeragdo de pacientes
onde muitas vezes a doenca associa-se a deméncia e Parkinsonismo: os Chamorros das ilhas
Marianas (Figlewicz et al., 1994), os residentes das tribos Auyu e Jakai da Nova Guiné (Gajdusek
e Salazar, 1982) e residentes da peninsula de Kii no Japao (Yoshida et al., 1998).

A baixa freqiiéncia da doenga sugere uma inerente susceptibilidade em pacientes que estao
destinados a desenvolver a doenca em um momento particular da vida subseqiiente a um evento
desencadeador (Louvel et al.,, 1997). Apos esse evento, ndo ha uma evidéncia clara de
anormalidades neuropatoldgicas, neurofisiologicas ou clinicas que marcariam um paciente como
potencialmente suscetivel a ELA (Louvel et al., 1997).

A degeneragdo progressiva dos neurdnios motores superiores e inferiores ¢ a marca
patologica desta doenca e os sinais clinicos refletem isso. Fraqueza progressiva conduz a atrofia
muscular, paralisia e morte, usualmente por faléncia respiratoria, em aproximadamente cinco
anos. Mais de 50% dos motoneuronios podem degenerar antes dos sinais clinicos aparecerem.
Fungdes cognitivas e sensitivas ndo sdo afetadas na grande maioria dos casos e alguns grupos de
neurdnios motores, incluindo os dos nucleos do oculomotor ¢ de Onuf, também sdao poupados,
como descrito por Louvel e colaboradores, em 1997.

Sinais de lesdo dos neuronios motores superiores sdo encontrados em todos os casos de
ELA, exceto em raros casos em que existe predomindncia no envolvimento dos neurdnios
motores inferiores que mascara esses sinais. As manifestacdes usuais do envolvimento dos
neur6nios motores superiores consistem em hiperatividade dos reflexos musculares profundos
dos membros, tanto superiores como inferiores, clonus no tornozelo e, as vezes, na patela, leve a

moderada espasticidade e freqlientemente reflexos patologicos (Hirano, 1996).
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Hiperatividade dos reflexos musculares profundos na presenga de musculos atréficos e
paréticos € uma caracteristica comum encontrada na ELA. Isto ¢ visto nos bragos, onde a doenga
ordinariamente inicia, enquanto no mesmo estagio os musculos das pernas podem apresentar
nenhuma fraqueza e apresentar espasticidade associada a um aumento dos reflexos profundos.
Com a progressao da fraqueza, os reflexos hiperativos desaparecem e se sobrepde a arreflexia. O
grau de hiperatividade ou hipoatividade dos reflexos e o tonus muscular invariavelmente refletem
a predominancia do envolvimento dos neurdnios motores superiores ou inferiores. Nos ultimos
estagios da ELA, os neurdnios motores inferiores estdo suficientemente envolvidos para
obscurecer os sinais usuais da doenga dos neurénios motores superiores. Os reflexos superficiais
estdo geralmente diminuidos, mas estdo mantidos; freqiientemente, o sinal de Babinski nao
aparece mesmo na presenga de hiperreflexia viva. Alteragcdes cognitivas sdo incomuns (Hirano,
1996; Lee e Cleveland, 1996).

O diagnodstico da ELA ¢ baseado nas caracteristicas clinicas e ou nos achados
neuropatoldgicos apds o obito do portador da doencga (Hirano, 1996; Cudkowicz et al., 2004). Em
relacdo ao aspecto clinico, os exames complementares sdo Uteis para realizacdo do diagndstico
diferencial, porém, ndo existem exames de imagem ou laboratoriais especificos para o
diagnostico da doenga. Varias desordens devem ser descartadas antes da defini¢do do diagnostico
de ELA: desordens estruturais, como a mal-formac¢ao de Arnold-Chiari, mielopatia espondilotica
cervical e siringomielia; outras desordens dos neur6nios motores, degenerativas ou
desmielinizantes, como a esclerose lateral primaria, paraparesia espastica hereditaria, neuropatia
motora multifocal, esclerose multipla e neuropatias desmielinizantes; desordens metabdlicas e
toxicas ou infec¢des (Pradat e Bruneteau, 2006; Vial, 2006).

Em 1990, em um consenso internacional, foi implementado o “El Escorial criteria” para

diagnostico da ELA, com a inten¢do de proporcionar um padrao confidvel de analise dos sinais
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apresentados pelos portadores da doenca, diminuindo assim o risco de diagnosticos falso-

positivos ou falso-negativos e aumentando as possibilidades de um diagnostico precoce. Este

critério foi publicado em 1994 por Brooks, sendo revisado por Brooks e colaboradores em 2000.

Este critério divide os casos em quatro categorias: ELA definida, ELA provavel, ELA possivel ou

suspeita de ELA e encontra-se mais detalhado na tabela 1.

Tabela 1

ELA definida Sinais de degeneracdo dos neurdnios motores superiores e
inferiores em pelo menos trés regioes.

ELA provavel Sinais de degeneragdo dos neurdnios motores superiores €
inferiores em duas regioes.

ELA possivel Sinais de degeneracdo dos neurdnios motores superiores e
inferiores em uma regido ou sinais de degeneracdo apenas dos neurdnios
motores superiores em duas ou trés regioes.

ELA suspeita Sinais de degeneragdo dos neurdnios motores inferiores em duas

ou trés regides.

Critério diagnéstico para ELA baseado no consenso internacional de 1990.

Os achados neuropatolégicos em pacientes com ELA classica sdo bastante distintos,

com perda e degeneragdo das grandes células do corno anterior da medula espinhal, dos nucleos

motores do tronco cerebral e das células de Betz no cortex motor, acompanhada de extensa
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gliose; ha desmielinizacdo das raizes anteriores da medula espinhal e os musculos estriados
exibem pronunciada atrofia (Ellison et al., 1998).

No tecido do portador de ELA observa-se, como dito anteriormente, perda e degeneracao
das grandes células do corno anterior da medula espinhal, dos nicleos motores do tronco cerebral
e das células de Betz no cortex motor (Ellison et al., 1998). Na medula espinhal a perda de
neurdnios ¢ mais proeminente nas regioes cervical e lombar (Julien, 2001). Macroscopicamente €
possivel observar atrofia e uma coloracdo acinzentada das raizes anteriores da medula espinhal
que reflete a perda de fibras mielinicas. No tronco encefalico a maior parte dos nucleos exibe
degeneracao de seus respectivos neurdnios motores, com excec¢ao do nucleo de Onuf e os nicleos
motores dos terceiro, quarto e sexto nervos cranianos, responsaveis pela inervacao dos musculos
do globo ocular (Julien, 2001). Ocasionalmente, nos casos graves ou de longa duragdo pode ser
encontrada atrofia do giro pré-central (Brownell et al., 1970). A degeneracdo dos neuronios
motores ¢ acompanhada de extensa gliose, caracterizada por aumento tanto do numero de
astrocitos quanto de microglia (Kushner et al., 1991; Aquilonius et al., 1992). Ha uma forma
disseminada de atrofia muscular neurogénica na qual as fibras musculares exibem atrofia com
perda da estriacdo transversal, um aumento relativo do numero de nucleos, aumento de tecido
conjuntivo ¢ uma reposi¢do de gordura no lugar das fibras musculares que pode obscurecer a
atrofia. (Ellison et al., 1998). A distribui¢do dos achados patologicos esta diretamente relacionada

com os sintomas.
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I.1.1 - Etiopatogenia

A etiologia da ELA ainda ndo ¢ conhecida, porém existem varias hipoteses sugeridas
como vias para o desenvolvimento da doenca. Alguns possiveis mecanismos patogénicos sao
descritos para ELA, mas essas alteragdes podem ndo ser eventos desencadeadores diretos, ao
contrario, podem ser parte de uma cascata de eventos desencadeados por uma causa primaria.

Ha evidéncias sugerindo que diversos processos bioquimicos podem estar associados a
degeneracdo neuronal, tais como: mutacdes, excitotoxicidade, envolvimento de células nao-
neurais, estresse oxidativo, disfungdo mitocondrial e apoptose. A interagdo destes eventos pode

conduzir a anormalidades intracelulares e conseqiiente morte celular (figura 1).

CuZnSOD
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Figura 1. Esquema dos possiveis fatores etiopatogénicos da ELA. Em azul destacamos os fatores
que foram avaliados no presente trabalho.
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Algumas ou todas essas teorias podem ser causas participativas na degeneragdo do

neurénio motor, podendo portanto ser correto dizer que a ELA é uma doenga multifatorial.

I.1.1.1 — Caracteristicas neuropatoldégicas principais

Os neurdnios motores remanescentes apos a instalagdo da ELA podem apresentar
anormalidades no citoesqueleto e inclusdes intracitoplasmaticas (Ellison et al., 1998). Os
neurdnios podem apresentar-se balonados, atréficos ou com nucleo e substincia de Nissl
deslocados em direcdo oposta as inclusdes. Dilatagdes axonais (esferoides) podem estar presentes
nos neurdnios dos cornos anteriores da medula espinhal (Carpenter, 1968). Os esferdides sao
estruturas arredondadas representativas de dilatagdes axonais. Estas dilatagdes estdo
freqlientemente preenchidas por acumulos de proteinas de neurofilamentos (Mendonga et al.,

2005) e periferina (He e Hais, 2004; Lariviere e Julien, 2004).

I.1.1.2 — Aspectos Genéticos

A ELA ocorre na forma esporadica ou na forma familiar. A forma esporadica ¢ responsavel

por 90% dos casos. A forma familiar constitui 10% de todos os casos (Bredesen et al., 1996; Tu

et al., 1996, Louvel et al., 1997; Strong, 2005). Os casos familiares nao diferem dos nao-
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familiares com relagdo aos sintomas e evolucdo clinica, embora os primeiros, como grupo,
apresentem um inicio em idade um pouco mais jovem.

Em termos de etiologia a ELA tem se mostrado uma doenga complicada e extremamente
dificil de se tratar efetivamente. Um maior entendimento da ELA veio em 1993, com a
descoberta de Rosen e colaboradores de que alguns casos de ELA familiar sdo associados a
mutagdes no gene que codifica a enzima SODI1, no cromossomo 21. A superdxido dismutase €
uma enzima chave em mecanismos antioxidantes. Esta enzima tem sitios de ligacdo para cobre e
zinco e apos atividades de redugdo e oxidacdo do cobre, a enzima converte superoxido, um
produto da fosforilagdo oxidativa na mitocondria, em peroxido de hidrogénio. Os radicais
superoxido sdo produtos toxicos do metabolismo celular e sdo extremamente reativos podendo
causar danos celulares irreversiveis. A instabilidade da enzima mutante contribui para a
toxicidade que, as vezes, ¢ aumentada pela liberagdo de zinco.

Muitas informagdes sobre a patogénese da ELA sdo provenientes de estudos em animais
transgénicos para SOD1. Animais transgénicos portadores de mutagdo nesta enzima desenvolvem
doenga do neurdnio motor através de atividades toxicas. Um mecanismo sugerido refere-se ao
fato de que a enzima SODI mutante ¢ instdvel, permitindo interagdes quimicas anormais com
substratos ndo convencionais. Por exemplo, o perdxido de hidrogénio (H>O,) ou o peroxinitrito
(ONOO") poderiam reagir com SODI em seu estado reduzido (SOD1°Cu") e catalisar a nitraco
de residuos de tirosina (Strong, 2005; Pasinelli ¢ Brown, 2006). Outra possibilidade seria relativa
a intera¢do anormal do oxigénio com SOD1 deficiente de zinco gerando um excesso de radicais
superdxido (O;) (Strong, 2005; Pasinelli € Brown, 2006). A enzima instavel também poderia
liberar zinco e cobre, que livres podem ser toxicos. Em outro mecanismo sugerido, a enzima
SODI1 instavel e com sua conformacgdo alterada também poderia formar depdsitos protéicos

toxicos. Além disso, acimulo de SODI poderia inibir a atividade do proteasoma, com
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conseqiiente aglomeracao protéica. Esses agregados protéicos também poderiam seqiiestrar,

inativar ou aumentar a atividade toxica de outras proteinas participantes de processos celulares

cruciais, como por exemplo proteinas anti-apoptdticas (figura 2). De fato, o trabalho de Pasinelli

e colaboradores (2004) demonstra que a enzima SOD1 mutante seqiiestra a proteina anti-

apoptotica Bcl2.
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Figura 2. Esquema representativo das altera¢des celulares provocadas pela enzima SODI
mutante. No modelo de toxicidade quimica, a instabilidade da enzima mutante contribuiria para a
toxicidade, as vezes, acentuada pela liberagdo de zinco. E possivel que o peroxido de hidrogénio
(H,0,) ou peroxinitrito (ONOO-) reaja com a enzima mutante. O oxigénio também pode reagir com a
enzima e gerar excesso de anions superoxido. A enzima instavel também poderia liberar cobre e zinco
que, por sua vez, sdo elementos toxicos. No modelo de toxicidade protéica, a enzima SOD1 mutante
poderia formar depositos protéicos. Agregados de SOD1 poderiam inibir a atividade do proteasoma

gerando acumulo de proteinas. Reproduzido e adaptado a partir de Pasinelli e Brown, 2006.
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Portanto, duas hipoteses sdo sugeridas para explicar os prejuizos funcionais gerados pela
enzima SODI mutante: disturbios no metabolismo do oxigénio ou instabilidade conformacional
induzida pela mutagdo. Em ambos os casos, distirbios relacionados as propriedades biofisicas e
bioquimicas da enzima SODI1 induzem diversos fendmenos patogénicos, como: alteragdes no
DNA/RNA, alteragdes nas mitocondrias (diminui¢do na producdo de ATP e tamponamento de
célcio), alteracdes nas proteinas de neurofilamentos e transporte axonal, e alteragdes nas funcdes
do reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e na via ubiquitina-proteasoma (figura 3).

Segundo Pasinelli ¢ Brown (2006), a partir destas alteragcdes, cascatas apoptdticas sao
iniciadas. Esse processo relacionado a alteracdo em SODI também envolveria a ativagdo e
disfuncdo dos astrocitos e células da microglia. O tamponamento de glutamato pelos astrdcitos
seria modificado, contribuindo para o aumento extracelular excessivo de glutamato e
excitotoxicidade. As células da microglia secretariam fatores que poderiam ser toxicos e causar
danos celulares. A morte neuronal envolveria complexos fendmenos intrinsecos e extrinsecos aos
neurdnios motores.

Uma mutagdo no gene que codifica uma proteina denominada alsina em pacientes
portadores de ELA familiar foi descrita por Hadano e colaboradores em 2001. A alsina ¢ uma
proteina que contem trés dominios de liberacdo de um nucleotideo de guanina e estd envolvida
com a ativacdo das proteinas pertencentes a subfamilia da proteina Ras. As proteinas dessa
subfamilia estdo relacionadas a regulacao de sinalizagdes celulares importantes. A perda de alsina
em camundongos ndo desencadeia a degeneracdo de neurdnios motores, mas predispde ao
estresse oxidativo (Julien et al., 2005). Outras mutagdes tem sido identificadas, porém pouco

caracterizadas (Strong, 2005).
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Figura 3. Esquema representativo das alteragdes celulares provocadas pela enzima SODI1
mutante. A toxicidade da enzima mutante ¢ multifatorial, operando através de diversos caminhos,
muitas vezes interligados. Dentro do neurdnio motor, a enzima pode afetar o metabolismo do
DNA/RNA, da mitocondria (diminuicdo da producdo de ATP e tamponamento de calcio,
aumentando a liberagdo de calcio), dos neurofilamentos e transporte axonal e as fung¢des do
reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e proteasoma. Em interagdo com uma glicoproteina
secretora, SOD1 poderia ser secretada do neurénio motor. O processo patoléogico envolve a
ativacao e disfuncdo de astrocitos e microglia. A captacdo de glutamato pelos astrocitos pode ser
reduzida contribuindo para o aumento da concentracdo extracelular do neurotransmissor. A
microglia secreta citoquinas que podem ser toxicas e causar danos celulares. Portanto, a morte
celular na ELA reflete uma complexa interagdo entre fendmenos intrinsecos e extrinsecos.
Reproduzido e adaptado a partir de Pasinelli e Brown, 2006.

O entendimento da patogénese da ELA tem evoluido majoritariamente em funcdo dos
estudos relacionados as mutagdes associadas a doenga. Os achados clinicos e patologicos na ELA

familiar associada com mutac¢des em diferentes proteinas sugerem que o processo bioquimico que
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leva a perda dos neurdnios motores na ELA familiar ¢, em geral, o mesmo que na ELA
esporadica (Bredesen et al., 1996; Rowland e Shneider, 2001). Estudos sobre o mecanismo
patogénico em casos de ELA familiar podem, portanto, conduzir a uma maior compreensao dos
casos esporadicos (Strong, 2005).

Em pacientes portadores de ELA esporadica tém sido identificadas mutagdes no gene que
codifica a cadeia pesada de neurofilamento, como descrito nas revisdes de Cleveland (1999),
Bruijn e colaboradores (2004) e Strong (2004), mas tais mutagdes nao tém sido descritas na

forma familiar da doenca.

I.1.1.3 — Animais transgénicos na ELA

Animais transgénicos que expressam alteragdes na enzima SODI1 tem sido foco de
enorme interesse por desenvolverem um fendtipo caracteristico da doenga. Camundongos que
expressam mutacao em SOD1 também apresentam como caracteristica patologica a presenca de
acumulos anormais de neurofilamentos (Tu et al., 1996; Shibata, 2001).Varias linhas de animais
transgénicos que expressam um gene mutante para SODI ja foram estabelecidas (Gurney et al.,
1994). O modelo animal mais comumente utilizado ¢ o camundongo transgénico G93A. A
enzima SOD1 neste animal possui um residuo de glicina na posicao 93 substituido por uma

alanina.
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Estudos com esses animais tém fornecido evidéncias de que a mutagdo em SOD1 causa
ELA por um ganho de funcdo toxica. Entretanto, os mecanismos da doenca causada pelas

mutagdes em SOD1 ndo estdo esclarecidos.

1.1.1.4 — Envolvimento nido-neuronal

O conceito de que células ndo-neurais estariam envolvidas no processo patoléogico da
doenga se originou da observacdo de que a proliferagdo de células microgliais e astrdcitos sdo
eventos patoldgicos iniciais desta doenca (McGeer et al. 1993; Schiffer et al., 1996). Varios
marcadores neuroquimicos que evidenciam a ativagdo destas células t€ém sido observados em
estudos realizados com material obtido de portadores de ELA (Almer et al., 2001; Mendonga et
al., 2006) e em animais transgénicos (Hall et al., 1998; Boillée et al., 20006).

A proliferacdo de astrocitos observada na ELA tem sido foco de bastante interesse,
principalmente em fun¢do das evidéncias de perda ou alteracdes nos transportadores gliais de
glutamato-1 (GLT-1; EAAT2) em casos de ELA (Shaw et al., 1994; Rothstein et al., 1996). O
aumento de glutamato na fenda sindptica parece ser um evento importante do processo que
culmina com a morte neuronal. Existem evidéncias de alteragdo nos niveis de glutamato em casos
de ELA (Belleroche e Recordati, 1984; Shaw, 1994; Spreux-Varoquaux et al., 2002). Os
astrocitos, dentre varias fungodes, sdo responsaveis pela retirada do excesso de glutamato da fenda
sinaptica. Estas evidéncias conduzem a hipotese de que os astrocitos, de alguma forma, podem
participar ativamente de eventos neurotoxicos mediados por glutamato que desencadeiem o

processo patogénico e sejam criticos para a sobrevida neuronal na ELA.
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I.1.1.5 — Neuroquimica

Excitotoxicidade

O acumulo anormal de glutamato pode ocorrer em portadores da doenca (Rothstein et al.,
1990). Ha relatos de alteracdes nos niveis de glutamato no plasma, fluido cerebroespinhal e
cérebro de pacientes portadores de ELA retirados pos-morte (Belleroche e Recordati, 1984;
Shaw, 1994; Spreux-Varoquaux et al., 2002). Este metabolismo anormal de glutamato pode
contribuir para a neurodegeneragao na ELA.

O glutamato ¢ um neurotransmissor excitatorio presente no sistema nervoso central. A
despolarizagdo do terminal pré-sindptico de um neurénio glutamatérgico faz com que haja
liberacdao de glutamato em um processo dependente de calcio. O glutamato liberado pode ativar
dois tipos de receptores na membrana do elemento pds-sinaptico: os receptores ionotrdpicos, que
sdo divididos em trés grupos: receptores NMDA, receptores AMPA e receptores Kainato ou
receptores metabotropicos, que sdo receptores associados a mensageiros secundarios (Alberts et
al., 1993).

A funcdo normal do glutamato na transmissdo sinaptica ¢ rapidamente concluida apos a
retirada do excesso de glutamato da fenda sindptica que ¢ realizada pelos transportadores
presentes na membrana das células gliais. Se por algum motivo o glutamato nao for retirado da
fenda sindptica, ele ird provocar a entrada excessiva de calcio no neur6nio. Um excesso de ions
calcio ¢ normalmente tamponado por calbindina, parvalbumina e pelas mitocondrias, mas a
entrada de calcio ndo controlada, ativa varias enzimas, produzindo um excesso de 6xido nitrico e
superoxido. Isso posteriormente promove a produgdo de peroxinitrito, resultando na nitrosilagao
de residuos de tirosina de proteinas neuronais-chave, como neurofilamentos e proteinas

receptoras de fatores neurotréficos. Um aumento na quantidade de superoxido leva a producao de
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mais radicais livres, causando injiria no DNA e estruturas da membrana celular. Como descrito
por Leigh (1996), a excitotoxicidade ¢ acompanhada por alteragdes histopatoldgicas, comegando
com edema no pericario e dendritos levando a destruicdo de organelas intracelulares, dano ao
nucleo e morte celular.

A excitotoxicidade por glutamato, radicais livres e alteracdes no citoesqueleto nao sao
processos independentes, mas processos celulares intimamente relacionados que levam a

degeneracao dos neurénios motores (Gutmann e Mitsumoto, 1996).

Estresse Oxidativo

Quando radicais livres estdo presentes em excesso na célula, ocorrem danos celulares
causados pelo efeito toxico destes elementos. Esta condicdo ¢ denominada estresse oxidativo.
Radicais livres sao moléculas instaveis, pelo fato de seus atomos possuirem um numero impar de
elétrons. Para atingir a estabilidade, estas moléculas reagem com outros elementos intracelulares
para adquirir um elétron.

Os radicais livres formados em maior quantidade sdo chamados espécies reativas de
oxigénio (ROS). As ROS sado produzidas durante o processo de fosforilagdo oxidativa no interior
da mitocondria, a partir da redugdo de oxigénio a agua. Estes radicais livres podem conduzir a
morte celular por oxidag@o ou peroxidacao de proteinas, lipidios e acidos nucléicos (Chwiej et al.,
2005).

Existem evidéncias que consideram o estresse oxidativo um elemento importante no
processo da doenca, ja que a presenca de injuria oxidativa na célula ¢ clara: presenca de

peroxidacao lipidica, presenga de conjugados de proteinas ao elemento 4-hidroxinonenal, dano
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oxidativo no DNA, observacao da atividade de o6xido nitrico sintase ¢ formacao de nitrotirosina,
tanto com agregados de neurofilamentos quanto com agregados hialinos.

A enzima SODI, em individuos normais, funciona como um seqiiestrador de radicais
livres, sendo responsavel pela manuten¢do de parte da homeostasia intracelular. Alteracdes em
seu mecanismo de funcionamento podem levar ao acimulo de radicais livres na célula e
conseqiiente morte. Outro fator importante ¢ o funcionamento correto da maquinaria
mitocondrial. Altera¢des no funcionamento da mitocondria podem conduzir a uma superprodugao

de radicais livres (Bacman et al., 2006), como descrito adiante.

Disfuncao Mitocondrial

Viérios estudos tém sido direcionados ao papel da mitocondria na patogénese da ELA e de
outras doencas neurodegenerativas. Evidéncias de disfungdes mitocondriais e morfologia
anormal da mitocondria nos terminais de neurdnios motores € musculos em casos de ELA
esporadica t€m sido identificadas (Manfredi e Xu, 2005). Em animais transgénicos, a principal
evidéncia morfoldgica relacionada a mitocondria € a presenca de vacuolizagdo mitocondrial,
onde sao observados vacuolos originados da separagdo entre as membranas mitocondriais interna
e externa e estas alteragdes aumentam drasticamente com a progressdo da doenca (Kong e Xu,
1998; Bendotti et al., 2001; Sasaki et al., 2004).

Durante muitos anos, estudos indicaram que a enzima SODI1 mutante poderia afetar
diretamente a mitocondria, principalmente através da formagao de agregados proté€icos no interior
da organela. O acimulo de SOD1 mutante no interior da mitocondria causa dano direto através
da formagdo de edema, com aumento da permeabilidade da membrana externa e espago

intermembranar, levando a liberagdo de citocromo-c e ativacdo de caspases, inibicdo do
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complexo importador de proteinas (TOM) e interagdo anormal com proteinas mitocondriais como

a Bcl2 (figura 4).
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Figura 4. Esquema representativo das alteragdes mitocondriais provocadas pela enzima SOD1
mutante. H4 muito tempo considerada uma proteina citoplasmatica, SOD1 também ¢ encontrada na
mitocondria (membrana externa, membrana interna ¢ matriz mitocondrial). a) SOD1 mutante forma
agregados insoluveis que poderiam diretamente danificar as mitocondria por: edema, a partir da
expansdo e aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial externa e espago intermembranar,
levando a liberagdo de citocromo ¢ (CitC) e ativacdo de caspases; inibigdo do complexo translocador
mitocondrial (TOM) evitando a importacdo de proteinas; e interacdes anormais com proteinas
mitocondiais como a Bcl2. b) Agregados de SODI1 e Bcl2 sdo encontrados em mitocondrias na
medula espinhal e ndo no figado de animais transgénicos, um achado que deve estar relacionado a
especificidade do neuroénio motor. A deposi¢do conjugada de SOD1 e Bcl2 deve anular a fungdo de
Bcel2, rompendo a membrana mitocondrial, esgotando energia, desorganizando a bioenergética
mitocondrial e ativando apoptose. Reproduzido e adaptado a partir Pasinelli e Brown, 2006.

Em cultura de células de animais transgénicos para ELA observa-se despolarizacdo da
mitocondria (Rizzardini et al., 2006), prejuizo na homeostasia do calcio, pela liberagdo de
citocromo-c, (Damiano et al., 2006) e redu¢do na producdo de ATP (Menzies et al., 2002). Se a

disfungcdo mitocondrial representa um evento primario ou secundario na patogénese da doenca
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ainda ndo se sabe, ja que as alteragdes mitocondriais podem originar ou ser originadas de eventos
toxicos. De qualquer maneira, estas alteragdes mitocondriais podem mediar a morte celular a
partir da liberacao de calcio no citoplasma, produgdo inadequada de ATP e ativagdo de eventos

que culminariam com a apoptose.

Desorganizacio do Citoesqueleto

Dentre as caracteristicas histopatoldgicas-chave da ELA destaca-se o enorme acumulo de
proteinas, incluindo agregados de neurofilamentos, no corpo celular e em segmentos axonais
proximais, e inclusdes intracitoplasmaticas positivas para ubiquitina (Deslile e Carpenter, 1984;
Julien, 2001). Em trabalho anterior, nosso grupo identificou a presen¢a de neurofilamentos em
casos de ELA. Através de imunohistoquimica, foram observados densos acumulos focais da
proteina em regides do corpo celular neuronal. Por andlise quantitativa evidenciou-se que a
subunidade pesada dos neurofilamentos apresentava envolvimento predominante quando
comparada as outras subunidades (Mendonga et al., 2005). O acimulo de neurofilamento pode
ser desencadeado por diversos mecanismos e, como conseqiiéncia, conduzir a um prejuizo no
transporte axonal, que pode ser fatal para o neuronio. Trabalhos anteriores descrevem a redugao
do transporte axonal em pacientes com ELA (Sasaki e Iwata, 1996) e em modelos animais
transgénicos da doenca (Sasaki et al., 2005). O transporte de moléculas e organelas ¢ um
processo celular fundamental que € particularmente importante para o desenvolvimento, funcao e
sobrevivéncia dos neurdnios (figura 5).

Estes agregados protéicos podem desempenhar um papel essencial na degeneragdo dos
neurdnios motores na doenga. Acredita-se que a expressao biologica final do processo patogénico

seja o acimulo progressivo de elementos que culmina com a morte neuronal (Strong et al., 2005)

34



e o entendimento do mecanismo que conduz a este acimulo seria um instrumento valioso para

maior conhecimento desta doenga.
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Figura 5. O transporte axonal ocorre de forma anormal na ELA. Alteracdo dos
neurofilamentos por mutagdes ¢ ou mudancas em sua fosforilagio podem afetar a estrutura do
axonio podendo, por sua vez, afetar o transporte axonal. Reproduzido e adaptado a partir de
Pasinelli e Brown, 2006.

Os neurofilamentos tém sido identificados como moduladores do transporte por serem
responsaveis pela regulagdo do calibre axonal (Hirokawa et al., 1984).Vérios achados tém
indicado que alteragdes no transporte axonal podem contribuir para a morte dos neurdnios

motores na ELA (Sasaki e Iwata., 1996). Tanto o transporte axonal anterégrado quanto o
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retrégrado estdo diminuidos em modelos animais transgénicos da doenga (Sasaki et al., 2005).
Esses déficits sdo exacerbados com a progressdo da doenga. Vdarios autores sugerem que
agregados de neurofilamentos em axdnios proximais (esferdides) podem comprometer
fisicamente o transporte axonal (Sasaki e Iwata, 1996).

Os neurofilamentos sdo compostos por trés subunidades possuindo pesos moleculares
com cerca de 70, 145-160 e 200 kDa, referindo-se ao neurofilamento leve (NF-L),
neurofilamento médio (NF-M) e neurofilamento pesado (NF-H), respectivamente (Hoffman e
Lasek, 1975; Schlaepfer e Freeman, 1978; Napolitano et al., 1987). Sao os elementos do
citoesqueleto neuronal mais numerosos (Hoffman et al., 1984; Lee e Cleveland, 1996). Junto com
outras proteinas fibrosas, os neurofilamentos formam uma rede filamentosa tridimensional que
sustenta a c¢lula nervosa, auxiliando a definir sua forma, organizar e ancorar constituintes dentro
do citoplasma (Hirokawa et al., 1984).

As caracteristicas que mais diferem as subunidades de neurofilamentos sdo suas regides
de dominio carboxi-terminal. Essas sdo regides estruturalmente heterogéneas e isso talvez possa
explicar diferentes propriedades bioquimicas e imunolodgicas entre os varios tipos de filamentos
intermediarios (Fuchs e Hanukoglu, 1983; Harris et al., 1991). Para o NF-L, essa regido ¢ muito
acida, com muitos residuos de acido glutamico; NF-M tem um dominio carboxi-terminal maior
do que o NF-L, contendo segmentos ricos em acido glutamico e lisinas, além de possuir algumas
repetigdes de lisina-serina-prolina (KSP). A regido carboxi-terminal do NF-H ¢ distinta dos
outros filamentos intermediarios, devido a presenga de 42 a 52 repeticdes de KSP, organizadas
em perfeita ordem. As regides KSP sdo potentes sitios de fosforilagdo. A fosforilagdo ocorre na
propor¢ao do niumero de repetigdes KSP, portanto o NF-H ¢ o mais extensamente fosforilado e o

NF-L, menos (Julien e Mushynski, 1982; Ackerley et al., 2004).
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Sendo assim, as proteinas de neurofilamentos parecem conter um centro composto pelas
trés subunidades, enquanto o dominio carboxi-terminal das subunidades média e pesada parecem
compor projegdes laterais (figura 6), as quais, acredita-se devem modular o espago entre os
filamentos, contribuindo para a regulagdo do calibre axonal (Carden et al., 1987; Heins et al.,

1993; Garcia et al., 2003) e, possivelmente, desempenham um papel no transporte axonal.

L e ]

Figura 6. Composicdo dos neurofilamentos axonais nos estados imaturo (esquerda) e
maduro (direita). As subunidades de neurofilamento leve (L), médio (M) e pesado (H) juntas
formam o neurofilamento. A subunidade L esta presente no eixo do filamento enquanto que as
subunidades M e H estdo localizadas na perifieria do filamento e suas extremidades
carboxiterminal ddo origem as projecdes laterais. Note que os axdnios maduros contem
subunidades de NF-H com longas projecdes laterais fosforiladas. Reproduzido a partir de Nixon e
Sihag, 1991.

A chave para o entendimento da formacdo de agregados de neurofilamentos ¢
compreeender o papel da alteragdo da fosforilacdo protéica. A fosforilagdo das proteinas do

citoesqueleto ¢ regulada de forma precisa no sistema nervoso sob condi¢des fisioldgicas.
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Particularmente, os neurofilamentos e proteinas associadas a microtubulos sdo extensamente
fosforiladas. Contudo essa extensa fosforilagdo ocorre majoritariamente no compartimento
axonal, enquanto no corpo celular hd pouca ou nenhuma destas proteinas em seu estado
fosforilado (Lee e Cleveland, 1996; Julien, 1999).

As cinases estdo surgindo como fortes contribuintes para a patogé€nese da ELA. CdkS ¢ um
membro da familia das cinases dependentes de ciclina e tem forte atividade nos neurdnios pos-
mitoticos. Atualmente, o ativador da Cdk5 mais bem caracterizado ¢ a p35. A regulagdo anormal
de CdkS5 por p25 ou p29 contribui para a neurodegeneragdo por alterar o estado de fosforilagao
das proteinas de citoesqueleto. p35 ¢ o maior ativador desta cinase. Varios eventos levam ao
aumento dos niveis de calcio no citoplasma, o que, por sua vez, resulta na ativacao das calpainas,
proteases ativadas por calcio. A atividade das calpainas induz a quebra da p35 a p25. Portanto, ha
uma desregulagdo de Cdk5 ¢ desregulada sob condigdes patologicas e induz a fosforilagdo
anormal das proteinas do citoesqueleto (Strong, 2005).

Segundo Strong (2005) a fosforilagdo dos neurofilamentos ocorre no axonio em intima
proximidade com a bainha de mielina, sendo possivel sugerir que a mielinizagdo pode ser um
sinal ativador para esta fosforilagdo. E possivel que a sinalizagdo das células de Schwann ou
oligodendrécitos possa ativar a CdkS e outras cinases como ERK1/2. Apesar de as moléculas
especificas das células mielinizantes e os mecanismos que regulam as cascatas de sinalizacao que
afetam a expressdo e fosforilagdo dos elementos do citoesqueleto ndo terem ainda sido bem
identificadas, a glicoproteina associada a mielina (MAG) ¢ um potencial ligante neuronal capaz
de mediar tanto eventos gliais como neuronais (Schachner e Bartsch, 2000). Camundongos
nocautes para MAG exibem diminui¢ao da fosforilagdo de neurofilamentos em associagdo com
diminui¢do da atividade de Cdk5 e ERK1/2 (Pan et al., 2005). Neuronios do ganglio da raiz

dorsal em co-cultura com células transfectadas com MAG apresentam aumento na quantidade de
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NFs, MAP1B, MAP2 e tau, acompanhado de elevacdo da expressio de NF-H e NF-M
fosforilados. Estes eventos estdo associados a elevacdo da atividade de Cdk5 e ERKI1/2
(Domeniconi e Filbini, 2005). Estes achados conduziram a idéia de que interagdes entre MAG e o
axonio induzem uma cascata de sinalizagdo que regula a expressdo de proteinas do citogesqueleto

e sua fosforilacao diretamente por estas cinases (Dashiel et al., 2002) (figura 7).
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Figura 7. Desenho esquematico exibindo a regulacdo da fosforilagdo de proteinas do
citoesqueleto em axonios mielinizados sob condi¢des normais. Estudos indicam que a glicoproteina
associada a mielina (MAG) pode ser responsavel pela fosforilacdo de proteinas do citoesqueleto
através da ativac@o de cinases localizadas no copartimento axonal (Cdk5 e Erk 1/2). Reproduzido e
adapado a partir de Strong et al., 2005.

O equilibrio entre as proteinocinases e as proteinofosfatases regula a fosforilagdo das

proteinas do citoesqueleto. O influxo de célcio no neurdénio apos a despolarizagcdo da membrana
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leva a ativacdo de Ras e a subseqiiente ativacdo de c-Raf. c-Raf ativa MEK1/2 que fosforila
ERK1/2. A ativagdo de ERK1/2 leva a fosforilagdo das proteinas do citoesqueleto, incluindo NF,
tau e MAPs. A sinalizag¢do celular resultante disso leva a fosforilacdo por p35/CdkS5 (figura 8).
Entdo, as vias de regulacdo da atividade de Cdk5 e ERK1/2 sdo criticas na manuteng¢ao da
fosforilagcdo normal das proteinas do citoesqueleto e quando esta regulagdo ¢ perdida nas doengas
neurodegenerativas, a atividade destas cinases ¢ desregulada podendo levar a hiperfosforilagao

anormal destas proteinas.
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Figura 8. Desenho esquematico representando as vias de sinalizagdo para a fosforilagdo de
proteinas do citoesqueleto sob condigdes fisioldgicas. Os sinais relacionados a ativagdo de cinases que
culminam com a fosforilacdo de proteinas do citoesqueleto podem ser: influxo de cdlcio a partir da
despolarizacio da membrana, ligacdo de fatores de crescimento e da matriz extracelular aos seus
receptores, assim como interagdo entre neurdnios e células da glia. Reproduzido e adaptado a partir de
Strong et al., 2005.
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As interacdes axdnio-glia nos processos de fosforilagdo também sdo responsaveis pela
regulagdo dessas cascatas de cinases. Na fosforilagdo normal hd grandes niveis de tirosina
fosfatases no corpo celular e baixos niveis no axonio. Isto resulta em menores niveis de
fosforilagdo das proteinas do citoesqueleto no corpo celular e fosforilagdo elevada no axénio. E
possivel admitir que sob condigdes fisiologicas os receptores de cinase sa0 menos expressos no
corpo celular como resultado de alta expressdo e atividade das tirosina fosfatases. Entretanto, ha
menor expressdo ¢ atividade destas fosfatases no compartimento axonal resultando em maior

ativacao de receptores. Em adicdo, a interag@o glia-axonio ativa as cinases no axonio (figura 9).
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Figura 9. Desenho esquematico representando a regulacdo da fosforilagdo de proteinas do
citoesqueleto sob condigdes fisiologicas. A fosforilagdo de proteinas ¢ regulada a partir de um
adequado equilibrio entre as atividades de cinases (TyK) e fosfatases (TyP) no compartimento
neuronal. A menor atividade dos receptores para cinases (RTyK) no corpo celular talvez seja o
resultado de maior atividade de fosfatases neste compartimento comparado com o compartimento
axonal. Reproduzido e adaptado a partir de Strong et al., 2005.
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Strong e colaboradores (2005) propdem que varias lesdes induzem a desregulacdo desta
fosforilagdo como resultado de uma ativagdo anormal da cascata de cinases durante condig¢des
patologicas. A desregulagdo das atividades enzimaticas resultam no aumento dos receptores
tirosina cinase. Isto ativaria as cascatas serina/treonina cinase no corpo celular que causam
maiores niveis de fosforilacdo das proteinas de citoesqueleto. A desregulacdo da atividade das
cinases em processos patologicos pode conduzir a hiperfosforilagdo destas proteinas nas doencas

neurodegenerativas.

Via Ubiquitina-Proteasoma

A maioria das doengas neurodegenerativas, como descrito anteriormente, sdo marcadas
pela presenca de proteinas agregadas ou corpos de inclusdo. Isso inclui, por exemplo, o acimulo
de neurofilamentos na ELA (Seilhean et al., 2004; Bruijn et al., 2004; Mendonga et al., 2005), as
placas amildides e emaranhados neurofibrilares na doenga de Alzheimer (Layfield et al., 2001),
corpusculos de Lewy na doenca de Parkinson (Chung et al., 2001) assim como outras doengas
neurodegenerativas. Recentes avangos na pesquisa das doengas neuroldgicas tem indicado que o
sistema ubiquitina-proteasoma desempenha um papel importante na patogénese das doengas
neurodegenerativas. Uma das primeiras evidéncias do envolvimento desse sistema nas doencas
neurodegenerativas deve-se ao fato de acumulos de proteinas em certas doengas
neurodegenerativas serem positivas para ubiquitina (Schiffer et al., 1991; Mather et al., 1993;
Schiffer et al., 1994; Watanabe et al., 2001).

A ubiquitina ¢ abundante em neurdnios e seu acumulo pode ser identificado nos estagios
iniciais das doencas. O envolvimento da ubiquitina na neurodegeneracdo ¢ tdo aceito que sua

imunomarcacdo ¢ usada regularmente na identificacdo de lesdes patoldgicas, como corpusculos
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de Lewy e emaranhados neurofibrilares (Alves-Rodrigues et al., 1998). Ainda nao ¢
compreendida a relagdo entre esse acumulo de proteinas e a morte neuronal, porém o
conhecimento dos constituintes dessas inclusdes pode ser um indicio sobre os eventos que levam
a sua formacao.

A presenca da ubiquitina nas inclusdes intracitoplasmaticas rendeu enorme interesse.
Logo se buscou obter informagdes sobre a ubiquitina evidenciando-se o sistema ubiquitina-
proteasoma. Tem havido muito progresso no entendimento da biologia do proteasoma, mas muito
ainda hé para ser esclarecido. O fato ¢ que hoje se sabe que este sistema constitui uma via
proteolitica e existem informagdes suficientes para acreditar no envolvimento direto ou indireto
dessa via na patogénese de varias doencas. Porém, ndo se sabe se a via ubiquitina-proteasoma
seria uma fonte primaria ou secundaria a um outro fator. A partir disso, varias hipoteses podem
ser levantadas e varios trabalhos t€ém sido realizados na tentativa de elucidar um pouco mais o
papel dessa via nas doengas neurodegenerativas. Uma idéia geral ¢ que, sob certas condigdes
adversas, incluindo estresse oxidativo, configuragdo anormal da proteina no reticulo
endoplasmatico, estresse e idade, proteinas danificadas podem acumular-se na célula. Esse
acumulo pode ocorrer também devido a modificagcdes pds-traducionais de proteinas recém
sintetizadas, clivagem proteolitica anormal, diminui¢ao da liberagdo de proteinas degradadas e/ou
expressao impropria ou ainda “splicing” génico alterado (Chung et al., 2001; Layfield, 2001).

A ubiquitina existe na célula em uma forma livre ou covalentemente ligada a proteinas. E
uma proteina pequena composta por 76 aminoacidos, constituinte de uma via responsavel pela
degradacdo de proteinas de vida curta, desnaturadas ou erroneamente montadas, bem como
proteinas contendo aminoacidos oxidados ou qualquer tipo de aminoacidos anormais. A
ubiquitina € conjugada a proteinas que devem ser degradadas por extensa cascata enzimatica. Em

um processo dependente de ATP, a ubiquitina ¢ inicialmente ativada por enzimas ativadoras de
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ubiquitina (E1). Em seguida, as moléculas de ubiquitina sdo transferidas a uma das varias E2s ou
enzimas conjugantes de ubiquitina. As enzimas E2 fazem a ligagdo da regido carboxi-terminal da
ubiquitina ao grupo amina de uma lisina do substrato e, na maioria das vezes, essa etapa ¢
auxiliada pelas enzimas E3 ou enzimas ligases. A conjugagdo sucessiva de ubiquitina a um
residuo de lisina de uma ubiquitina antecessora (K48-G76) resulta na formagdo de uma longa
cadeia de proteinas de ubiquitina. Essa organiza¢do de proteinas ¢ denominada de cadeia de
multi-ubiquitina ou, simplesmente, poliubiquitina (Alves-Rodrigues et al., 1998; Lam et al.,
2000; Zwickl e Baumeister, 2002).

Como dito anteriormente, a ubiquitina se une ao substrato através da formacao de uma
ligacdo isopeptidica entre a extremidade carboxi-terminal da ubiquitina e uma cadeia lateral de
um residuo de lisina do substrato e essa uniao ¢ auxiliada por um enzima ligase (Alves-Rodrigues
et al., 1998). A ligagdo do substrato a enzima ligase ¢ especifica e implica no fato de que essas
enzimas desempenham um papel fundamental no reconhecimento e na sele¢do das proteinas para
a conjugacdo e conseqiiente degradag¢do (Ciechanover e Schwartz, 1998). A degradagdo ocorre
quando a proteina-alvo estd associada a cadeia multi-ubiquitinada. Essa cadeia, entdo, sera
reconhecida por uma proteina receptora especifica contida nos sistemas proteoliticos dependentes
de ubiquitina. Apés a degradagdo da proteina, a cadeia de poliubiquitina sera removida e
desmontada por uma enzima deubiquitinizante, a isopeptidase T (Lam et al., 2000), tornando as
moléculas de ubiquitina livres e reutilizaveis (Ciechanover e Schwartz, 1998). A posterior
ativagao e conjugacgdo da ubiquitina depende rigorosamente da exposigao da regido G76 exposta
pelo processamento das enzimas deubiquitinizantes (Lam et al., 2000). Esta ¢, portanto, uma das
etapas cruciais para a manutencdo do funcionamento adequado do sistema ubiquitina por um
complexo catalitico dependente de ubiquitina e ATP, conhecido como proteasoma 26S (Alves-

Rodrigues et al., 1998).
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O proteasoma 26S ¢ um complexo proteolitico que degrada proteinas conjugadas a
ubiquitina (Driscol et al., 1992). A associacdo das fun¢des do sistema ubiquitina as fungdes do
complexo catalitico 26S, para a degradacdo de proteinas, constitui a via ubiquitina-proteasoma

(figura 10).
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Figura 10. Desenho esquematico da via ubiquitina-proteasoma. Ubiquitinas livres (Ubi) sdao
ativadas por enzimas E1, conjugadas por E2, ligadas aos substratos por enzimas E3 e levadas para
o complexo proteasoma 26S para que os substratos sejam degradados. Apos a degradagdo do
substrato as cadeias de poliubiquitina s3o dissociadas por enzimas deubiquitinizantes (DUBs) e os
peptideos da proteina degradada retornam livres para o citoplasma. Reproduzido e adaptado a
partir de Wojcik, 2001.
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O controle da atividade do proteasoma ¢ essencial para garantir a remoc¢ao de proteinas
regulatorias de vida curta mas ao mesmo tempo prevenir a destruicdo de outros componentes
celulares importantes. O sistema que distingue proteinas estaveis de proteinas que devem ser
removidas € o sistema ubiquitina (Zwickl e Baumeister, 2002).

O Proteasoma 26S possui uma massa molecular de aproximadamente 2000 kDa. O centro
catalitico do protesoma 26S ¢ o proteasoma 20S que ¢ composto de 28 subunidades organizadas
em 4 anéis heptaméricos empilhados para formar uma estrutura cilindrica (Drexler, 1997; Alves-
Rodrigues et al., 1998; Ciechanover e Schwartz, 1998; Ding e Keller, 2001), tendo, entdo, a
seguinte constituicdo: a 1-7, B 1-7, B 1-7 e a 1-7. As diferentes subunidades a e B tém pesos
moleculares que variam de 25 a 30 kDa (Ciechanover e Schwartz, 1998). O proteasoma 20S
hidrolisa a maioria das ligagdes peptidicas presentes em uma proteina. Os sitios ativos residem
nas subunidades 3, dentro do canal central da particula (Arendt e Hochstrasser, 1997). Interacdes
especificas entre subunidades B heter6logas dentro de cada anel é também importante para a
formacdo do sitio ativo. Os sitios proteoliticos clivam as ligagdes peptidicas nas regides
hidrofobica, basica ou acida da extremidade carboxi-terminal dos aminoacidos (Driscol et al,
1992).

A parte reguladora do proteasoma 26S ¢ conhecida como particula 19S, que se dispde nas
extremidades do centro catalitico, sendo uma unidade 19S de cada lado (19S-20S-19S). O
complexo 19S contém pelo menos 17 proteinas com pesos moleculares que variam de 25 a 110
kDa. Esse complexo nao possui atividade catalitica e sim contribui para a atividade do
proteasoma 20S (Ding e Keller, 2001), serve como porta de entrada para o centro catalitico e
promove fungdes regulatoérias diferentes que sdo necessarias para garantir a degradagdo seletiva
de substratos-alvo da ubiquitina (Ciechanover e Schwartz, 1998). Um modelo em 3D do

proteassoma 26S estd apresentado na figura 11.
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O proteasoma ¢ gerado apds a associacdo do complexo 20S com os dois complexos 1985,
associacdo essa dependente de ATP (Ciechanover e Schwartz, 1998). Em todas as células o
proteasoma 26S ¢ primariamente citosolico, mas também ¢ encontrado em associagdo com
membranas microsomais ou localizado no nucleo. No citosol, o proteasoma ¢ encontrado em

associagdo com filamentos intermedidrios do citoesqueleto (Alves-Rodrigues et al., 1998).

reconhecimento
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regulagao

maquinaria
proteolitica

Figura 11. Um modelo em 3D de um tnico complexo
completo do proteasoma 26S, derivado por processamento
de imagem por computador. E possivel observar os dois
complexos 19S em ambas as extremidades e o centro
catalitico 20S composto por 4 anéis. Reproduzido a partir
de Alberts et al, 1993.
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As proteinas erroneamente montadas podem interferir com fungdes celulares essenciais e
devem ser eliminadas de forma rapida e eficiente, porém sob certas circunstancias essas proteinas
podem se aglomerar e acumular no citoplasma (figura 12). E possivel assumir que essas proteinas
podem se acumular em fung¢do de um mecanismo de defesa da propria célula, onde essas
proteinas ndo-degradas seriam depositadas em uma forma biologicamente inerte. Por outro lado,
as proteinas agregadas podem também causar grandes danos celulares e agravar os efeitos

deletérios de uma condicao de estresse (Layfield et al., 2001).
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As doencas neurodegenerativas podem estar, portanto, associadas a inabilidade do
neurdnio em degradar proteinas acumuladas. A falha na eliminacdo de depdsitos de proteinas
ubiquitinizadas pode resultar de um mau funcionamento da via ubiquitina ATP-dependente ou de
alteragdes estruturais nas proteinas substratos, tornando-as inacessiveis a proteodlise (Alves-
Rodrigues et al., 1998). Portanto, alteracdes na via ubiquitina-proteasoma pode causar ou

diretamente contribuir para a patogénese das doencgas neurodegenerativas.
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Figura 12. Desenho esquematico do destino das proteinas celulares sujeitas a
fatores de estresse. Quando ubiquitinizadas, as proteinas sdo degradadas. As proteinas
modificadas, ubiquitizadas, ndo sdo degradadas, constituem corpos de inclusdo, os quais
alteram o funcionamento celular. Reproduzido e adaptado a partir de Alves-Rodrigues et
al., 1998.
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Morte Celular

A morte celular pode ocorrer por diferentes mecanismos, por exemplo por necrose ou
apoptose. Necrose ¢ um processo rapido onde ocorre edema na célula e destrui¢do de sua
membrana plasmatica. Apoptose ¢ um processo dependente de energia que pode ser iniciado por
diferentes estimulos como, por exemplo, auséncia de fatores neurotréficos, alteracdo dos niveis
de glutamato com conseqiiente influxo de célcio e ativagdo de caspases (Pasinelli et al., 2000;
Vukosavic et al., 2000).

Existem evidéncias que sugerem a participacdo de elementos pro-apoptoticos na ELA e
conseqiientemente aumento da morte por apoptose, apds a observagdo da alteragao da expressao
de Bcl-2 e Bax em neurdnios motores de medula espinhal de ELA (Mu et al., 1996; Ekegren et
al.,1999). Estudos também tém indicado que a enzima antioxidante SOD1 em individuos normais
¢ anti-apoptdtica, mas em sua forma alterada,como a encontrada em paciente portadores de ELA
na sua forma familiar, ¢ um fator pré-apoptotico (Pasinelli, 2000). A citocromo-c € uma proteina,
presente no interior da mitocondria, importante no processo de producao de ATP que pode ativar
fatores pro-apoptoticos quando liberados pela mitocondria (Friedlander, 2003). Alguns estudos
demonstram que a redu¢do gradual de citocromo-c no interior da mitocondria estd relacionada
com a progressao da doenca (Bacman et al., 2006). Além disso, tratamento com minociclina, que
inibe a liberagdo de citocromo-c, diminui a progressdo da doenca em animais transgénicos
utilizados como modelos da ELA (Kriz et al., 2003). Marcadores bioquimicos para apoptose
podem ser detectados em estagios terminais de animais transgénicos ¢ em portadores de ELA

(Guegan et al., 2001).
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I.1.2 — Farmacoterapia

A analise genética das doencas dos neurdnios motores em humanos parece ter definido
diversas vias moleculares para a conseqliente degeneragdo. A investigacdo do mutante SOD1 tem
esclarecido um pouco mais o papel de componentes cruciais no processo da morte neuronal
incluindo: uma propensdao do mutante SODI1 de ser instdvel, uma multiplicidade de defeitos
mitocondriais que causam deplecao de energia, aumento da sensibilidade ao glutamato, ativacao
da maquinaria de morte celular programada e envolvimento de células ndo-neurais como
moduladores da morte neuronal.

Porém, apesar disso, esse conhecimento ainda ndo ¢ o suficiente para o desenvolvimento
de estratégias terapéuticas que, pelo menos, impeg¢am a progressdo da doenga. Até o momento
ndo ha tratamento com impacto significativo. Aparentemente, varios fatores diferentes podem
desencadear a morte dos neurénios motores como uma via final comum e, no momento, as
estratégias terapéuticas dao énfase a processos patobioldgicos tUnicos. Esta abordagem
monoterapica nao tem sido sucesso.

Atualmente, a nica medicagdo disponivel para o tratamento da ELA ¢ o agente anti-
glutamatérgico riluzole (Rilutek®). Esta medicacio melhora a sobrevida de alguns doentes, mas
nao de todos (Lacomblez et al., 1996) e mesmo nos pacientes que apresentam alguma melhora
com essa medicacdo, a doenca nao deixa de progredir. A terapia antiglutamatérgica sozinha nao
traz grandes beneficios para os portadores de ELA.

O uso de fatores neurotroficos em pacientes portadores de ELA ndo demonstrou
beneficios (Miller et al., 1996). Apesar disso, recentes estudos demonstraram que diminui¢ao nos

niveis do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), uma citoquina com atividade
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angiogénica e neuroprotetora, resulta em doenca dos neurdnios motores em camundongos
(Oosthuyse et al., 2001) e que a administragdo deste fator em uma linhagem de camundongos
(SOD1G93A) retarda o inicio e a progressao da doenca (Azzouz et al., 2004).

O reconhecimento de que a ELA ¢ uma desordem bioldgica e multicelular complexa
levou a novos experimentos em modelos animais da doenca. Kriz e colaboradores (2003)
realizaram a administracdo de uma combinacao de trés drogas em animais transgénicos de ELA:
riluzole (agente anti-glutamatérgico), verapamil (bloqueador de canais de célcio) e minociclina,
¢ demonstraram retardo no inicio da doenga, lentificacdo na perda de for¢a muscular e aumento

da sobrevida destes camundongos.
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II.- OBJETIVOS

I1.1- Objetivos Gerais

Este trabalho tem como objetivos estudar as alteragdes anatomopatoldgicas em medula
espinhal de portadores de ELA esporadica, obtidos através de autopsia, e avaliar a presenga de
proteinas e de elementos-traco em liquido cefalorraquidiano e soro de pacientes portadores da

doenca.

I1.2— Objetivos Especificos

1) Estudar através de técnicas de microscopia Optica de rotina os achados

anatomopatologicos presentes na medula espinhal de casos de ELA;

2) Avaliar a presenca, distribui¢ao e localizagdo das proteinas ubiquitina e proteasoma

26S em neurdnios e astrocitos do corno anterior da medula espinhal, através de técnicas de

imunohistoquimica em material de autdpsia de casos de ELA e de pacientes-controle;

3) Realizar andlise quantitativa das proteinas de proteasoma 26S, comparando os casos

normais com os casos de ELA, em material de autopsia, apos técnica de imunohistoquimica;
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4) Analisar as possiveis diferengas existentes entre a expressdo de proteinas no liquido

cefalorraquideano de casos normais e portadores de ELA, através de corrida eletroforética;

5) Avaliar a presenga das proteinas de neurofilamentos e proteasoma 26S através da

técnica de Western Blotting em liquido cefalorraquideano de casos normais e em casos de ELA;

6) Analisar o perfil protéico do liquido cefalorraquidiano de pacientes portadores da
doenga, comparando-o com liquido cefalorraquidiano de pacientes normais, através de analise

protedmica;

7) Avaliar o estresse oxidativo através da analise da expressdao de proteinas contendo
residuos de nitrotirosina no liquido cefalorraquidiano e no soro de pacientes portadores de ELA e

comparar com as amostras de pacientes controle;

8) Analisar elementos-traco presentes no liquido cefalorraquidiano e soro de pacientes

com ELA através da técnica de Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total (TXRF) e comparar

com as amostras de pacientes controle.
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III. - MATERIAIS E METODOS

II1.1. — Material

Foram obtidos, através de autopsia, segmentos de medula espinhal de trés pacientes
portadores de ELA (tabela 2) e de cinco pacientes cujo motivo de 6bito excluem alteragdes
neuroldgicas. O material de autdpsia obtido de pacientes utilizados como controle foi proveniente
de portadores de uma das seguintes condi¢des patoldgicas: cardiopatia hipertensiva (n=1),
aneurisma de aorta (n=1), infarto agudo do miocardio (n=1) e insuficiéncia respiratoria aguda
(n=2). Além disso, foram obtidas amostras de liquido cefalorraquideano e sangue de dez
pacientes portadores de ELA (tabela 3) e de seis pacientes sem sinais de doenga do neuronio
motor. As amostras de liquido cefalorraquidiano e soro de portadores de ELA foram colhidas no
mesmo dia. Os pacientes utilizados para controle, no caso do material de liquido
cefalorraquideano, apresentavam como diagnostico ou sinais clinicos, cefaléia (n=4), amaurose
subita com recuperacdo parcial (n=1) e estenose de canal medular (n=1). Os pacientes utilizados
para controle, no caso do material de sangue, ndo apresentavam quaisquer processos patologicos.

O material de autopsia utilizado nesta pesquisa foi obtido do Servigo de Anatomia
Patologica do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho. As amostras de liquido
cefalorraquidiano e soro dos pacientes portadores de ELA foram obtidas no Instituto de
Neurologia Deolindo Couto e amostras dos casos utilizados como controle foram obtidas no

banco de liquido cefalorraquidiano do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho.
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II1.2 — Processamento do material de autopsia

O material de autopsia compreende segmentos de medula espinhal dos sequintes niveis
medulares: cervical, toracico e lombar. Os segmentos foram fixados em formol a 4% e
processados seguindo a técnica de rotina para inclusdo em parafina.

Apo6s emblocado, o material foi cortado no microtomo em cortes de espessura entre 6-8
um. Os cortes histologicos foram submetidos a técnicas histologicas de rotina e a técnicas
imunohistoquimicas.

As laminas contendo os cortes a serem observados foram levadas a estufa por 20 minutos,
a 60°C, e posteriormente imersas em xilol a fim de desparafinizar os tecidos. As ldminas foram
levadas a banhos em alcool em concentragdes decrescentes, com objetivo de hidratar o tecido.
Em seguida, as laminas foram lavadas em dgua destilada. A partir desse momento, seguem-se os

protocolos especificos para as finalidades desejadas.

Tabela 2
Caso Sexo Idade Duraciao dos Historia Caracteristicas
Sintomas Familiar Clinicas
1 M 65 9 meses Negativa ELA
2 M 44 1 ano e 6 meses Negativa ELA
3 M 62 1 ano e 5 meses Negativa ELA

Casos de ELA (material de autopsia) utilizados
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II1.2.1 - Técnicas de coloracio

Foram utilizadas as seguintes técnicas de coloragao:
= Hematoxilina-Eosina, técnica de coloracdo de rotina, utilizada com a finalidade de
estudar a morfologia geral da estrutura.

= Luxol Fast Blue, técnica de coloragdo especial, utilizada para observagdo mais detalhada

das fibras mielinicas.

I11.2.2 — Imunohistoquimica

Para a reagdo imunohistoquimica, utilizamos os seguintes anticorpos primarios: anti-
ubiquitina (Dako, dilui¢ao de 1:200), anti-proteasoma 26S (anti-subunidades o ¢ 3, Biomol,
diluicao de 1:2000), anti-GFAP (Novocastra, 1:100) e anti-neurofilamento pesado fosforilado

(Sigma, 1:80). As reagdes imunohistoquimicas foram reveladas com o método da peroxidase.

Nesse protocolo, apos a etapa de desparafinizacao e hidratacdo, prosseguiu-se da seguinte
forma:
e As laminas foram tratadas com peroxido de hidrogénio, diluido a 3% em agua destilada,
por 20 minutos, com objetivo de eliminar a peroxidase enddgena do tecido.
e Em seguida, os cortes foram lavados trés vezes em PBS triton a 3%, a 0,1M, pH 7,4

(tampao de uso) , por 5 minutos cada lavagem.
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Nesse momento, iniciou-se a etapa de bloqueio de sitios inespecificos feito com soro
normal de cabra a 10%, diluido no tampao de uso, por 1 hora.

Ap0s o bloqueio, as laminas foram imersas em tampao citrato (pH 6,0) e levadas ao forno
de microondas por 2 minutos, em poténcia 10, repetindo-se o procedimento por duas
vezes, alternando com 5 minutos no freezer para resfriamento dos cortes. Esse
procedimento € importante para a recuperacao de sitios antigénicos.

Seguiu-se a incubacdo com o anticorpo primario, até o dia seguinte (overnight).

No dia seguinte, continuou-se o protocolo com trés lavagens no tampao de uso, por 5
minutos cada lavagem.

Seguiu-se, entdo, a incubacdo do anticorpo secundario biotinilado, por 1 hora, com
diluicdo recomendada e posteriormente foi aplicado o complexo avidina — biotina (Kit
ABC, Vector), também por 1 hora, com uma lavagem entre as etapas.

Apo6s lavagem, foi feita a revelacdo das laminas com 3,3 diaminobenzidina/H,O, para
anti-proteasoma e anti-neurofilamento, AEC para anti-ubiquitina ¢ SG para anti-GFAP,
por 5 a 7 minutos.

As laminas foram banhadas em PBS e colocadas na hematoxilina de Harris por 1 a 2
minutos.

Apds banho com 4gua corrente, foi realizado o processo de fixagdo do material com trés
banhos de alcool em concentragdes crescentes, chegando o ultimo banho a 100%, com
objetivo de desidratar o tecido.

Seguiram-se mais trés banhos de xilol, por 5 minutos cada.
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e Por fim, as laminas foram montadas com balsamo do Canada, observadas ao microscopio
optico (Zeiss Axioskop 2 Plus) e fotografadas utilizando filme colorido com

sensibilidade 400 ASA, ou as imagens foram adquiridas digitalmente.

I11.2.3 — Analise Estatistica dos Corpos Celulares Positivos Para Proteasoma

Foi analisada quantitativamente a intensidade de marcagao presente nos corpos celulares
neuronais, nos casos controle e de ELA, referente a marcagdo obtida com o anticorpo anti-
proteasoma. A mensura¢do de imunorreatividade foi realizada visualmente. A marcagdo foi
caracterizada como forte ou fraca e o numero de corpos celulares no corno anterior dos
segmentos medulares foram contados. Apds a contagem, o nimero de células obtido, contendo
marcagao forte ou fraca, foi analisado estatisticamente pelo teste two-way ANOVA (P<0,05 com
o software Prism (GraphPad inc.).

Na analise foram observados ao microscopio optico, de todos os casos de ELA e dos
casos-controle, dois ou trés segmentos de cada nivel medular (cervical, toracico e lombar) e
foram contados os neurdnios do corno anterior a direita e a esquerda de todos os segmentos

analisados.

II1.3 — Colheita das amostras de liquido Cefalorraquidiano

A retirada do liquido cefalorraquidiano de pacientes portadores de ELA foi realizada apos

leitura e assinatura, pelo paciente ou responsavel legal, do termo de consentimento livre e
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esclarecido. O termo de consentimento livre e esclarecido pode ser encontrado em anexo (anexo
2). Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Neurologia
Deolindo Couto (anexo 3). As amostras utilizadas como controle foram obtidas do Laboratdrio de
Liquido cefalorraquidiano do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho.

As puncdes foram efetuadas estando os doentes em decubito lateral, direito ou esquerdo,
indiferentemente. As coxas eram posicionadas em vigorosa flexdo sobre o ventre e as pernas
sobre as coxas. A cabega era posicionada e mantida em flexdo maxima sobre o tronco e a cabega
sobre o torax, obtendo-se, assim, o aumento dos espagos intervertebrais.

As pungdes eram realizadas entre o quarto e o quinto espago lombar, usando-se como
ponto de reparo a linha horizontal que une as duas cristas iliacas. O quinto espaco est4 localizado
no meio desta linha. Era feita assepsia do ponto a puncionar, com tintura de iodo e alcool. Com o
polegar era localizado exatamente o ponto a puncionar (depressdo maxima entre as apofises
espinhosas da quarta e quinta vértebras lombares). A agulha, com o mandril, era introduzida
exatamente na linha média em posi¢ao rigorosamente horizontal e paralelamente a direcdo das
apofises espinhosas. Ao perceber a resisténcia do ligamento espinhoso a agulha era introduzida
mais lentamente, até o desaparecimento da resisténcia que indica a penetragao da ponta da agulha
no canal lombar. O mandril era retirado e era, entdo, observado o fluxo de liquido
cefalorraquidiano. Em caso negativo, eram efetuados ligeiros movimentos da agulha no sentido
antero-posterior e observado novamente se havia fluxo de liquido cefalorraquidiano.

Todo o procedimento era realizado de maneira asséptica. O liquido cefalorraquidiano era
colhido em tubo falcon estéril, armazenado em isopor com gelo e conduzido rapidamente para o
laboratorio. Pequenas fragdes de cada uma das amostras de liquido cefalorraquidiano adquiridas

eram reservadas para dosagem de proteinas pelo método de Bradford (1976). O restante do
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material era, entdo, armazenado em fracdes de Iml em criotubos e levados para o freezer a —80°C

graus.

I11.3.1 — Pacientes de ELA e Grupo Controle

Foram obtidas 10 amostras de liquido cefalorraquidiano de pacientes portadores de ELA,
forma esporadica, e 6 amostras de pacientes com outras alteragdes neuroldgicas, onde se exclui
doengas do neurénio motor ou processos patologicos que conduzam a aumento de proteinas no
liquido cefalorraquidiano (tabela 3).

O grupo de pacientes com ELA possuia idades variadas entre 30 ¢ 67 anos. Em todos os
casos o diagndstico foi realizado pelos médicos especialistas em doengas do neurdnio motor, do
ambulatorio de Doencas do Neuronio Motor do Instituto de Neurologia Deolindo Couto. O
critério diagnostico para todos os casos abrangeu:

(1) Sinais de doenga do neurdénio motor superior ¢ inferior em pelo menos duas

das seguintes areas: membros superiores, membros inferiores ou musculatura

bulbar;
(2) Auséncia de anormalidades do sistema sensorial;
3) Eletroneuromiografia com evidéncias de desnervacdo ativa em pelo menos

duas das seguintes areas: membros superiores, membros inferiores ou
musculatura bulbar;
4) Auséncia de evidéncias de alteragdes estruturais em estudos de neuroimagem

do encéfalo ou medula espinhal.
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Tabela 3

Volume de
Casos Diagnostico proteinas em Idade | Sexo
micrograma por

microlitro
1 Esclerose Lateral Amiotrofica 7.5 62 F
2 Esclerose Lateral Amiotrofica 1,1 49 M
3 Esclerose Lateral Amiotrofica 3,5 67 M
4 Esclerose Lateral Amiotrofica 2,7 30 M
5 Esclerose Lateral Amiotrofica 0,8 31 M
6 Esclerose Lateral Amiotrofica 2,1 55 M
7 Esclerose Lateral Amiotrofica 3,8 49 M
8 Esclerose Lateral Amiotrofica 2,0 34 M
9 Esclerose Lateral Amiotrofica 1,8 57 F
10 Esclerose Lateral Amiotrofica 1,0 51 M

Casos de ELA (LCR) utilizados

I11.3.2 — Processamento do Liquido cefalorraquidiano para SDS-PAGE

As amostras de liquido cefalorraquideano, durante processamento, eram descongeladas e
tratadas com tampao de amostras (DTT; SDS; Tris 1 MpH6,8; Glicerol; Azul de Bromofenol e
agua destilada — relacdo de uma unidade de tampao de amostra para quatro unidades de amostra).
Em seguida, este material era colocado em agua fervente e mantido por cinco minutos. Apos essa
etapa, o material era colocado rapidamente em gelo e mantido assim até ser aplicado no sistema
de corrida eletroforética em gel de poliacrilamida contendo lauril sulfato de so6dio conforme

originalmente descrito por Laemmli (1970).
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O sistema e as solugdes de eletroforese eram preparados. A porcentagem do gel era
selecionada de acordo com o peso molecular das proteinas a serem observadas e, em seguida, as
amostras eram aplicadas ao sistema de corrida. A corrida eletroforética era realizada por 1 hora e

30 minutos, a 100 Volts.

I11.3.3 — Western-Blotting para Neurofilamentos e Proteasoma

Durante este processamento, foram utilizados os seguintes anticorpos primarios:
anti-neurofilamento leve (Sigma, 1:200), anti-neurofilamento médio (Sigma, 1:40), anti-

neurofilamento pesado, forma fosforilada (Sigma, 1:40), e anti-proteasoma (Biomol, 1:200).

e Apbs a corrida eletroforética o gel era retirado e colocado no sistema de
transferéncia em contato com membrana de PVDF. Antes, a membrana era tratada com metanol
por 15 segundos, lavada com agua destilada e mantida no tampao de transferéncia.

O sistema de transferéncia era montado da seguinte forma:

e  Peca de acrilico, 1 esponja grossa, 3 folhas de papel filtro, o gel, a membrana, 3
folhas de papel filtro, | esponja grossa, | peca de acrilico, sempre mantendo tudo bem molhado no
tampao de transferéncia.

e A cuba de transferéncia era coberta com o tampao de transferéncia gelado até em
cima e colocada em um isopor com gelo.

e A transferéncia era realizada com 130 Volts por uma hora e trinta minutos.

e  Apos a transferéncia a membrana era retirada do sistema e corada com Vermelho
de Ponceau para que fossem observadas as bandas de proteinas (confirmar que a transferéncia das
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proteinas para a membrana foi realizada). A membrana era entdo, lavada com agua destilada até
clarear

e  Para bloqueio dos sitios inespecificos de ligagdo do anticorpo primario, a
membrana era incubada em PBS tween com leite desnatado a 10% por 1 hora a temperatura
ambiente, sob agitagdo e, em seguida, lavada com PBS tween, 2 vezes por 15minutos.

e A membrana era incubada com anticorpo primario diluido com PBS Tween, por |
hora a 37°C.

e  Em seguida, o anticorpo era retirado e a membrana era lavada com PBS Tween, 3
vezes por 15 minutos.

e  Apos era realizada incubagdo com o anticorpo secundario diluido em PBS Tween.
Depois de uma hora e trinta minutos o anticorpo secundario era retirado € a membrana lavada
com PBS Tween, 3 vezes por 15 minutos.

o O excesso de tampao era retirado da membrana e esta era incubada com ECL

(Enhanced Chemiluminescence/ GE) por 1 minuto.
. No escuro (luz vermelha) um pedago do filme era cortado e, entdo, feita uma

exposicao de no minimo 1 minuto. O filme era revelado e fixado.

I11.3.4 — Western-Blotting para Proteinas Contendo Residuos de Nitrotirosina

e Apos a corrida eletroforética o gel era retirado e colocado no sistema de
transferéncia em contato com membrana de nitrocelulose.

e O sistema de transferéncia era montado da seguinte forma:
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e  Peca de acrilico, 1 esponja grossa, 3 folhas de papel filtro, o gel, a membrana, 3
folhas de papel filtro, | esponja grossa, | pe¢a de acrilico, sempre mantendo tudo bem molhado no
tampao de transferéncia.

e A cuba de transferéncia era coberta com o tampao de transferéncia gelado até em
cima e colocada em um isopor com gelo.

e A transferéncia era realizada com 150 mA por duas horas.

e  Para bloqueio dos sitios inespecificos de ligagdo do anticorpo primario, a
membrana era incubada em PBS tween com caseina a 0,2%, por | hora a temperatura ambiente,
sob agitacdo; e, em seguida, lavada com PBS tween, 2 vezes por 15minutos.

e A membrana era incubada com anticorpo primario especifico para 3-nitrotirosina
(monoclonal, Upstate, EUA) diluido 250 ng/mL em PBS tween, por 1 hora, em temperatura
ambiente.

e  Em seguida, o anticorpo era retirado € a membrana era lavada com PBS tween, 3
vezes por 15 minutos.

e A incubagdo era entdo realizada com o anticorpo secundario (policlonal,
conjugado com fosfatase alcalina, Bio Rad, EUA) diluido 1:3000 em PBS tween.

e  Apds uma hora e trinta minutos o anticorpo secunddrio era retirado e a membrana
lavada com PBS tween, 3 vezes por 15 minutos.

. Ap6s lavagens, as bandas imunoreativas eram reveladas por quimioluminescéncia.

o As imagens eram captadas mediante sistema Chemilmager (Alpha Innotech

Corporation, EUA).
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. As intensidades das bandas eram estimadas por analise densitométrica,
empregando-se o software Alpha Ease FC versdo 3.2.2 (Alpha Innotech

Corporation, EUA).

II1.3.5 — Processamento do Liquido cefalorraquidiano para Analise Protedmica

Purificacao de Proteinas

Inicialmente foi determinada a concentracdo de proteinas totais de cada amostra pelo
método de Bradford. Em seguida, foi adicionado as amostras tampao fosfato (0,02 M) e tampao
NaCl (0,5 M). Depois, essas amostras foram adicionadas a uma coluna contendo cibacron blue
(SIGMA), para retirada de albumina. O material foi colocado para permanecer sob agitacao
constante por 1 hora. Apos, o material foi centrifugado e o sobrenadante retirado (as particulas do
cibacrom ficam no fundo associadas a albumina da amostra). A concentragdo de proteinas totais
deste sobrenadante foi novamente investigada.

Apobs o processo de purificagdo das proteinas as amostras foram submetidas a corrida
eletroforética para confirmagao da purificacao.

As amostras dos casos utilizados como controle foram processadas juntas, como uma
unica amostra (pool), ja que o volume e a concentracdo de proteinas foram insuficientes para
eletroforese bidimensional. As amostras dos casos de ELA foram processadas e analisadas

individualmente.
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Eletroforese Bidimensional

Isoeletrofocalizacao (1D)

As proteinas das amostras (liquido cefalorraquidiano sem albumina) foram precipitadas
com os kits (2D Quant kit e 2D Clean up — GE) e, em seguida, foram focalizadas em tiras de
llcm de Immobiline DryStrip pH4-7 (IPG) (Amersham Biosciences) tendo sido a primeira
dimensdao da eletroforese bidimensional realizada na unidade de Electroforese Multiphor II
(Amersham Biosciences) por 30550vh seguindo o seguinte programa: 1 minuto a 300v e 0.001
vh, 6 horas a 300v € 2.9vh e 15.5 horas a 3500v e 19vh.

Foram utilizadas para a primeira dimensao tiras de Gradientes de pH 4 a 7 com 11 cm

(GE). As amostras foram focalizadas nos sistemas Multiphor II e Ettan IPGphor II (GE).

Segunda Dimensao (2D)

Apo6s a primeira dimensao as amostras foram equilibradas durante 30 minutos em tampao
de equilibrio, contendo ureia 6 M, glycerol 30%(w/v), SDS 2% em 0.05 M de Tris-HCI [pH8.8] e
0,01% de Azul de Bromophenol.

Nos primeiros 15 minutos as tiras foram equilibradas no tampao acrescido de 100 mg de
DTT para cada 10mL. Nos 15 minutos restantes a solugdo foi trocada por mais 10 mL de tampao,
contendo 250mg de iodoacetamina.

Ap6s o equilibrio das tiras a segunda dimensdo era separada em géis prontos (ExcelGel

SDS) em gradiente de 8-18% (Amersham Biosciences), utilizando padrdes de peso molecular
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pré-corados de ampla cobertura (Promega Broad Range). A visualizag¢do foi feita por coloracao
com Coomassie blue.

A coloragdo pela prata ¢ uma das formas de detec¢do mais populares e sensiveis, com um
limite de detecgdo entre 1 e 10ng. A utilizagao desta técnica representa uma vantagem em relagao
a outras coloragdes como, por exemplo, Coomassie blue, onde esse limite ¢ de 50-100ng. Porém
a escolha do Coomasie Blue foi relacionada a intencdo de realizarmos posteriormente a
identificacdo das proteinas por espectometria de massas, ja que a coloragdo pela prata dificulta
esta analise.

Ap6s a eletroforese, os géis foram fixados por 20 minutos em uma solug@o contendo 50%
de metanol e 5% de 4cido acético em agua Milli Q. Apds a fixagdo os géis foram lavados por
mais 20 minutos com 50% de metanol. A fixacdo final foi feita em 5% de acido acético e os géis

ficaram armazenados a 4°C em 1% de &cido acético.

Analise dos Padroes Proteomicos

Ap0s a eletroforese bidimensional os géis foram escaneados, analisados e comparados no
software 2DElite Platinium (GE). As proteinas foram identificadas quanto ao seu ponto
isoelétrico e peso molecular. Os géis foram normalizados, homogeneizados e comparados em
pares e entre todos de um mesmo experimento, € entre experimentos diferentes. Apos esta
analise, foi determinado um gel como mapa de referéncia para cada condi¢do estudada e depois
as proteinas especificas de cada amostra foram retiradas para identificacdo por espectometria de

massas.
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Os padroes individuais das amostras dos dez pacientes foram comparados entre si € com o
pool de casos controle. A estratégia de agrupar as amostras dos casos controle foi essencial para
que pudéssemos obter um padrao de expressdo protéica de liquido cefalorraquidiano normal. O
gel de amostras controle foi utilizado para comparacdo com todos os géis com amostras de

portadores de ELA. As proteinas de cada amostra foram selecionadas e retiradas para analise.

I11.3.6 — Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total (TXRF)

Preparacio das Amostras de Soro

A preparacdo das amostras consistiu apenas numa diluicdo da mesma, através da adigao
de 200 puL de agua deionizada, sobre uma aliquota de 200 pL. de amostra. A esta solugdo
acrescentou-se 40 pL de uma solugdo padrio de galio (102,5 pug.g™). Dessa solugdo, pipetam-se 8
uL no centro do suporte refletor, lucite, sendo secas a temperatura ambiente. Todas as amostras

foram feitas em triplicatas.

Preparaciao das Amostras de Liquido cefalorraquidiano

Nao houve dilui¢do nesse tipo de amostra. O seu preparo consistiu apenas em adicionar
10 pL de galio (102,5 pg.g™), utilizado como padrdo interno, em 100 pL de amostra. Dessa
solucdo, pipeta-se 8 puL no centro do suporte refletor, lucite, sendo seca a temperatura ambiente.

Todas as amostras foram feitas em triplicatas.
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Instrumentacio

As medidas foram realizadas na linha de Fluorescéncia de raios X (XRF) do Laboratorio
Nacional de Luz Sincrotron, Campinas — Sdo Paulo. As amostras de liquido cefalorraquidiano ou
de soro foram posicionadas horizontalmente ao detector de germanio hiperpuro (HPGe) —
resolucdo de 140 eV em 5,9 keV e excitada através de um feixe branco de irradiacdo de energia
maxima igual a 20 keV, filtrado por 0,5 mm de aluminio com um angulo de incidéncia de 1,0
mrad. O tempo de medida das amostras e dos padrdes foi igual a 100s e os espectros de raios X
caracteristicos obtidos foram analisados através do software Sistema de Analise Quantitativa de
Raios X (AXIL), distribuido pela Agéncia Internacional de Energia Atomica (AIEA), obtendo as

intensidades dos raios X para cada elemento. Todas as medidas foram feitas em triplicatas.

Analise Estatistica

Os dados obtidos da andlise das intensidades dos Raio X para cada elemento foram
analisados estatisticamente por um método baseado em analise multivariada, o General Linear

Models (GLM).
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IV.- RESULTADOS

IV.1. - Observacoes Gerais

A figura 13A ilustra o aspecto histologico normal de células do corno anterior da medula
espinhal, onde se observam nucleos de astrdocitos e uma significativa quantidade de neurdnios. Os
neurdnios apresentam corpo celular grande, sendo possivel observar, em sua maioria, alguns
neuritos proximais. O nucleo, quando observado, ¢ central e, algumas vezes, o nucléolo também ¢
evidente. Nota-se a presenca de substancia de Nissl em grande quantidade e esta se encontra
distribuida de forma regular por todo o pericario.

Nos casos de ELA ha intensa perda neuronal nos cornos anteriores da medula espinhal
comparado aos casos-controle, como observado nas figuras 13B a 13F. Essa perda neuronal esta
presente em todos os niveis medulares estudados. As regides de perda neuronal sdo
acompanhadas de extensa gliose, como observado nas figuras 13B a 13F. A gliose pode ser
observada pelo aumento do numero de nucleos de astrocitos quando comparado ao controle.
Neurdnios nos cornos laterais e posteriores apresentam-se morfologicamente normais (dados nao
mostrados). Esses achados sdo consistentes com o processo da doenca que seletivamente afeta os
neurénios motores. Nos casos de ELA, alguns dos neurdnios remanescentes, nos cornos
anteriores da medula espinhal, apresentam-se normais ou exibem alteragdes no pericario
neuronal. Algumas destas alteracdes estdo representadas por aumento do citoplasma e
deslocamento do nucleo e organelas intracelulares para a periferia (fig 13B, 13G e 13H); essas
alteragcdes fazem com que alguns neurdnios apresentem seus corpos celulares balonados (fig

13G). Além disso, foram identificadas inclusdes intracitoplasmaticas eosinofilicas, como
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observado na figura 13B. Estas inclusdes sdo estruturas densas, com formato irregular ou
arredondado. E possivel observar também, nas figuras 13C e 13D, a presenga de neurdnios
atroficos, caracterizados por diminui¢do acentuada do corpo celular e nucleo picnético. Alguns
neur6nios motores apresentam pericario preenchido por vacuolos, como observado nas figuras
13E e 13F. Dilatagdes dos prolongamentos neuronais, que indicam um processo de degeneragao
axonal, chamados esferdides axonais foram observados nos cornos anteriores (dados ndo
ilustrados). Os esferdides axonais sdo diferenciados dos corpos celulares neuronais, em cortes
corados com HE, por apresentarem bordas de contorno irregular, auséncia de substancia de Nissl,
e possuirem coloragdo mais palida e homogénea. Essas alteracdes ndo foram encontradas nos
casos-controle. Um resumo das alteragdes encontradas no corno anterior da medula espinhal dos

casos de ELA encontra-se na tabela 4.

Tabela 4
Alteracoes Local Aparéncia ao microscopio
optico (HE)
Neuronios Atroficos Células com ntucleo picndtico e
corpos atroficos
Neuronios balonados Corpo celular arredondado e de
Corno anterior da grande tamanho

substéincia cinzenta da
medula espinhal

Esferoides Axonais Estruturas arredondadas, com
bordas crenadas e coloragdo

palida e homogénea

Gliose reacional Citoplasma eosinofilo e
evidente
Inclusdes Estruturas eosinoéfilas no
Intracitoplasmaticas Pericario neuronal citoplasma
Degeneragao Vacuolos no citoplasma
granulovacuolar

Alteracées morfologicas encontradas nos casos de ELA
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Através da coloragdo de Luxol Fast Blue, técnica histoldgica que permite a visualizagao
de mielina em azul, foi possivel observar dimuni¢do da mielinizagdo dos axdnios da regido

correspondente ao tracto cortico-espinhal (figura 131).

IV.2. - Imunohistoquimica para GFAP

Nos casos utilizados como controle, a imunomarcagdo apresentou-se forte no citoplasma
dos astrocitos, porém, observamos que estes se encontram em pequeno numero. Os astrocitos dos
casos-controle apresentam citoplasma e prolongamentos astrocitarios bem definidos, como pode
ser visto nas figuras 14A e 14B.

Nos casos de ELA observamos astrocitos com forte imunomarcagao (figuras 14C e 14D).
Os astrocitos dos casos de ELA apresentam maior nimero de prolongamentos. Estes
prolongamentos encontram-se emaranhados, tornando impossivel a identificagdo de apenas um

astrocito.

IV.3. - Imunohistoquimica para Ubiquitina

Nos casos de ELA a imunorreatividade para ubiquitina apresenta-se intensa em areas
focais do pericario de neuronios de regides do corno anterior da medula caracterizando inclusdes
intracitoplasmaticas (“skeins-like”), como pode ser observado nas figuras 15A-G. Essa
imunomarcagdo também parece intensa no nucleo de alguns neurénios (figura 15C). Muitos

astrocitos da substancia cinzenta e da substancia branca na regido do tracto coértico-espinhal
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apresentam nucleo e algumas vezes até o citoplasma, intensamente imunomarcados (figuras 15H-
J). Grupos de neurdnios em outras regides, como no corno posterior ou lateral apresentam-se
preservados e sem inclusdes no pericario (dados nao mostrados). Os casos-controle nao
apresentam acumulos de proteinas nos corpos celulares neuronais € nem nos astrocitos (dados

nao mostrados).

IV.4. - Imunohistoquimica para Proteasoma (subunidades a e f§)

Nos casos utilizados como controle a imunomarcagao apresentou-se leve e homogénea,
como pode ser observado nas figuras 16A e 16B. Na figura 16C observamos o controle negativo
da reacao contracorado com hematoxilina.

Nos casos de portadores de ELA os neurOnios apresentam-se intensamente
imunomarcados (Figuras 16D-F). Na figura 16D ¢é possivel observar a presenga de um esferoide
axonal. Esferdide axonal ¢ uma dilatacdo do axdnio localizada proximo ao corpo celular
neuronal. E possivel observar que o corpo celular do neurdnio apresenta intensa
imunorreatividade para as subunidades testadas, principalmente na regido proxima ao cone de
implantacdo do axdnio, enquanto o esferdide axonal ndo exibe marcacdo, assim como todo o
restante do axdonio. Nas figuras 16E e 16F observam-se neurdnios intensamente imunomarcados
em areas do corpo celular, caracterizando acimulo das subunidades testadas. Também ¢é possivel
observar na figura 16E neurdnio atréfico fortemente marcado. Além disso, nos casos de ELA,
alguns astrocitos da substancia cinzenta expressam forte imunomarcacio intracitoplasmatica,

como pode ser visto nas figuras 16G e 16H.
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IV.S5. — Analise Quantitativa

Avaliamos quantitativamente o numero de corpos celulares neuronais que exibiram forte
marcagao para proteasoma o em 3 no corno anterior da medula espinhal, comparando os casos de
ELA com os utilizados como controle. Essa andlise evidenciou diferenca significativa no numero
de corpos celulares neuronais exibindo aumento na expressao de proteasoma off nos casos de
ELA quando comparado aos controles. Esse aumento de expressdo foi significativo em todos os
segmentos medulares nos casos de ELA: cervical (figura 17A), toracico (figura 17B) e lombar

(figura 17C).

IV.6. - SDS-PAGE

Apo6s o rompimento da membrana plasmatica do neurdnio, as proteinas que se encontram
aglomeradas no pericéario neuronal sdo liberadas no espago extracelular e é possivel que essas
proteinas alcancem a corrente liquérica. Em nosso estudo, avaliamos a expressao de proteinas em
casos de ELA comparada aos casos-controle.

As proteinas presentes no liquido cefalorraquidiano em pessoas ndo portadoras de
alteragdes neurologicas sdo: albumina, que corresponde a cerca de 56 a 76% do total de
proteinas; pré-albumina e alfa; globulina, que correspondem a 2-7% cada uma; alfa, globulina,
correspondente a 4-12%, beta globulina, correspondente a 8-18% e gamaglobulina,
correspondente a 3-12% do total de proteinas.

A andlise do liquido cefalorraquidiano, a partir do SDS-PAGE, revela diferengas entre as

amostras dos casos utilizados na corrida eletroforética com relagdo a expressdo de proteinas.
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Nessa analise foram observadas diferencas na quantidade de proteinas entre as amostras (figura
18A). Na figura 18A ¢ possivel observar amostras de caso-controle, casos de ELA, extrato total
de encéfalo de rato e os marcadores de peso molecular, corados com azul de comassie. A partir
dessa andlise inicial, a quantidade de proteina em cada uma das amostras foi dosada pelo método
de Bradford (1976) e, posteriormente, foi realizada uma nova corrida eletroforética para que
todas as amostras apresentassem quantidades similares de proteina (figura 18B). A proteina que ¢
expressa em maior quantidade ¢ a albumina, tanto nos casos-controle como nos casos de ELA.

Esta proteina possui um peso molecular de aproximadamente 67 kDa.

IV.7. — Western Blotting para Neurofilamentos e Proteasoma 20S

Realizamos Western Blotting em amostras de liquido cefalorraquidiano de 6 casos
normais ¢ dez casos de portadores de ELA, utilizando anticorpo anti-neurofilamento pesado,
forma fosforilada, anticorpo anti-neurofilamento médio, anticorpo anti-neurofilamento leve e
anti-subunidades a e B do proteasoma 20S.

Nos casos dos pacientes controle ndo houve imunomarcagdo para o anticorpo anti-
neurofilamento pesado (figura 19A), porém o extrato total de encéfalo de rato utilizado como
controle positivo para o experimento (figura 19B) apresentou imunorreatividade para o anticorpo.
Nos casos de portadores de ELA o anticorpo reconheceu a proteina em sete das dez amostras de
liquido cefalorraquidiano avaliadas (figura 19C).

Nao houve imunomarcagdo para as subunidades média e leve das proteinas de

neurofilamentos, nem nos casos controle nem nos casos de ELA. Em ambos os experimentos o
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extrato total de encéfalo de rato exibiu marcacgao positiva para as subunidades testadas (dados ndo
mostrados).

O Western Blotting realizado para detectar a presenca das subunidades o e B do
proteasoma 20S foi negativo nos casos controle e no caso de portadores de ELA, mas positivo no

extrato total de encéfalo de rato (figura 20).

IV.8. — Western Blotting para Proteinas com Residuos de Nitrotirosina

Embora os eventos relacionados a morte de neurdnios motores na ELA ainda nao estejam
completamente elucidados, tem sido proposto que o estresse oxidativo desempenhe um papel
importante no processo neurodegenerativo (Rowland, 1998). Essa hipotese surgiu da
identificacdo de propriedades toxicas da enzima SODI1 mutante em casos de ELA familiar.
Segundo Pasinelli e Brown (2006), o peréxido de hidrogénio (H,0,) ou o peroxinitrito (ONOO")
podem reagir com SODI e catalisar a nitragdo de de tirosina, gerando nitrotirosina.

Para avaliar a presenca de sinais residuos indicativos de estresse oxidativo no liquido
cefalorraquidiano e no sangue dos portadores de ELA, nos investigamos os niveis de residuos de
nitrotirosina das amostras de pacientes portadores da doenca e de casos-controle através da
técnica de Western Blotting. A analise comparativa nao evidenciou diferenca significativa na
expressao de residuos de nitrotirosina entre os grupos, como pode ser observado nas figuras 21A
¢ B. Diferentes proteinas apresentam-se nitradas, porém estas proteinas estdo presentes em todos

os casos de portadores de ELA e nos casos utilizados como controle.
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I1V.9. — Analise Protedomica

Realizamos analise protedmica de amostras de liquido cefalorraquidiano de pacientes
portadores de ELA e de casos-controle, com o objetivo de avaliar possiveis diferencas no padrao
de expressdo de proteinas em ambos os grupos. Na figura 22A ¢ possivel observar um
fluxograma evidenciando todas as etapas realizadas, at¢ o momento, para analise protedmica
dessas amostras. O primeiro passo para esta analise foi a purificagdo das amostras de liquido
cefalorraquidiano. Dentre as proteinas presentes no liquido cefalorraquidiano de casos normais, a
albumina ¢ expressa em grande quantidade (figura 22B) e sua presenga dificulta a identificagdo
de proteinas expressas em menor quantidade, como por exemplo proteinas anormais provenientes

de condi¢des patoldgicas.

Purificacdo das amostras

As amostras foram submetidas a analise de concentragdo de proteinas e posteriormente

tratadas para retirada do excesso de albumina. Na figura 22B podemos observar, em uma corrida

eletroforética, a expressdao de albumina em uma amostra antes da purificagdo, e na figura 22C a

expressao de albumina da mesma amostra apos 0 processo.
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Eletroforese Bidimensional

Apo6s precipitagdo de proteinas das amostras purificadas, foi realizada a focalizagao
isoelétrica do material tratado (primeira dimensao) e, em seguida, foi realizada a eletroforese de
segunda dimensao. Desta maneira, as proteinas de cada amostra eram separadas pelo seu ponto
isoelétrico e, posteriormente, pelo seu peso molecular. Apos a corrida eletroforética de segunda
dimensao os géis foram corados com Coomassie Blue e foi observado o padrdo de expressao
protedmica das amostras.

Observamos o numero de proteinas em cada gel, além da faixa de peso molecular e pH em
que essas proteinas se distribuiram. Os resultados preliminares obtidos com esta metodologia
contribuiram para a visualizagdo de um padrdo bidimensional preliminar de amostras de liquido

cefalorraquidiano de casos controle e pacientes portadores de ELA (figuras 22D e 22E).

Analise dos Padrdes Protedomicos

O padrao protéico obtido com a focalizagdo das amostras dos cinco casos-controle (figura
22D) apresentou spots distribuidos ao longo de um gradiente de pH 4-7 ¢ um peso molecular
distribuido entre 7 e 209 kDa. A maioria das proteinas estavam concentradas entre 7 ¢ 80 kDa. O
mesmo ocorreu com o padrao protéico das amostras dos casos de ELA, porém um nimero maior
de proteinas foi observado em todos os casos de ELA analisados (figura 22E e 22F). Todos os
casos estudados tiveram suas proteinas retiradas dos géis e armazenadas para futura analise por

espectometria de massa. At¢é o momento, apenas as proteinas do pool de casos controle e trés dos
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dez casos de ELA foram identificadas pelo MALDI-TOF (figuras 22G-K). Nas figuras 22G-I
observamos as proteinas identificadas nos casos controle e em trés casos de ELA. Na figura J
observamos as proteinas expressas nos trés casos de ELA analisados ¢ nao expressas no pool de
casos controle e na figura K ¢ possivel observarmos as Unicas proteinas expressas somente em

dois dos trés casos de ELA analisados e ndo expressas no pool de casos controle.

IV. 10. — Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total

O conhecimento da distribui¢cdo espacial de elementos trago em tecidos e da concentragao
desses elementos em fluidos biologicos ¢ de grande importancia, ja que estes elementos estdo
envolvidos em varias fungdes bioldgicas (Bohic et al., 2001). Em nosso trabalho investigamos as
concentragdes de varios elementos no liquido cefalorraquidiano e no soro de casos controle e em
casos de ELA, com a inten¢do de observar as possiveis variacdes dos elementos investigados
nesta condicdo patoldgica. Realizamos esta andlise utilizando a fluorescéncia de raio-X por
reflexdo total com radiagdo sincroton. Os seguintes quatorze elementos foram analisados:
aluminio, bromo, célcio, cloro, cobre, cromo, enxofre, ferro, fésforo, niquel, potassio, rubidio,
silicio e zinco. ApoOs andlise estatistica evidenciamos diferenca significativa referente as
concentracdes de calcio, cloro e potassio presentes no liquido cefalorraquidiano de portadores de
ELA quando comparado aos casos utilizados como controle (figura 23). Esses elementos
apresentaram-se mais concentrados no liquido cefalorraquidiano de portadores da doenca. Os
outros elementos ndo apresentaram diferengas significativas em suas concentragdes no liquido
cefalorraquidiano em ambos os grupos. A analise estatistica dos elementos-trago no soro nao

evidenciou diferenga entre os grupos para nenhum dos elementos analisados. Apesar de nao
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observarmos diferencas significativas estatisticamente para a maior parte dos elementos,
pudemos observar variagdes entre os grupos para alguns elementos. Por exemplo, o aluminio e o
ferro parecem estar menos concentrados tanto no liquido cefalorraquidiano quanto no soro de
portadores de ELA quando comparado aos casos-controle (figura 24A,B). J& o cobre parece estar

aumentado no soro dos portadores da doenga (figura 24C).
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Figura 13. Fotomicrografias de medula espinhal coradas com Hematoxilina-Eosina
(A-H) e Luxol Fast Blue (I). (A) Controle. (B-I) Casos de ELA. (A) Ilustragdo de neurdnios
motores normais presentes no corno anterior da medula espinhal. (B) Neuronios com a presenga
de inclusdes citoplasmaticas eosinofilicas (setas) e substancia de Nissl deslocada para o lado
oposto (cabeca de seta), além de gliose reacional (seta pontilhada). (C e D) Neuronios atréficos,
apresentando corpos celulares diminuidos e nucleos picnoéticos (setas). (E e F) Neurdnios
apresentando vactiolos no citoplasma (setas). (G) Neurdnio balonado com nucleo e substancia de
Nissl deslocada para a periferia do corpo celular (seta), nota-se também astrdocitos reacionais
(cabegas de seta). (H) Neuronio com nticleo e substancia de Nissl deslocada para a extremidade
(seta). (I) Palidez da regido correspondente ao tracto cortico-espinhal em caso de ELA. Barra de

calibracdo: (A-H) 23um e (I) 57 pm.
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Figura 14. Imunohistoquimica para GFAP (A-D). (A e B) Controle positivo. Astrocitos
exibindo intensa imunomarcag¢ao no citoplasma (setas). Notar os prolongamentos bem definidos.
(C e D) Aumento da quantidade de prolongamentos GFAP positivos em casos de ELA. Barra de

calibracdo: (A e C)47ume (B e D) 10 um.
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Figura 15. Imunohistoquimica para Ubiquitina (A-J). (A, B, D, E, F e G) Neuro6nios
de casos de ELA exibindo intensa imunomarcacdo em regides focais do pericario neuronal,
caracterizando as inclusdes intracitoplasmaticas (setas). (C) Forte imunomarcag¢do em nucleo de
neuronio (seta) de caso de ELA. (H-J) Intensa imunomarcacdo no nucleo e citoplasma de
astrocitos de casos de ELA. (H) Astrocito imunomarcado localizado na regidao do tracto cortico-
espinhal da substancia branca de casos de ELA (seta). (I-J) Astrocitos de casos de ELA
localizados na substancia cinzenta do corno anterior da medula positivos para ubiquitina (setas).

Barra de calibragdo: 23um
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Figura 16. Imunohistoquimica para Proteasoma (A-H). (A e B) Controle positivo. (C)
Controle negativo. (D-F) Neurdnios exibindo intensa imunomarcagdo em regides focais do
pericario neuronal (setas). (D) Neurdnio com forte imunomarcacgio no pericario (seta) e intensa
imunomarcac¢ao em regido de cone de implanta¢do do axdnio (seta pontilhada). Esferoide axonal
(cabega de seta). (G e H) Forte imunomarcacdo em citoplasma de astrocitos da substancia

cinzenta do corno anterior da medula (setas). Barra de calibragdo: 23um
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Figura 17. Analise quantitativa da expressiao de Proteasoma 20S (A-C). Porcentagem
significativa de neuronios fortemente marcados nos segmentos cervicais (A), toracicos (B) e

lombares (C) nos casos de ELA comparado aos casos controle (*p<0,05).

91



1004

L ] L
- ] o™

SIE2IA80 SOjuaWdas
SOU SOpPEIIRLW S1USSYI0Y
soluQINaU ap wagdejuaniod

Controle

T T T
L ] L

o
] - [T} [}
S0212840] Soluagas
SOU SOPEJIEL S1USWSLI0)

soluginau ap wagejuaaiod

ELA

Controle

Controle

T T T
[T} [ [T} [}
- (T} [}

salequio] soluawdas
SOU SOpPEJJEW S)UaLLISLI0)
so|uQInau ap wagejuaniod

100 5

92



Figura 18. SDS-PAGE. (A) Amostras de extrato total de encéfalo de rato, marcadores de
peso molecular, amostras de controle e ELA, coradas com azul de Coomassie. (B) Amostras de
casos-controle e de ELA apods dosagem de proteina pelo método de Bradford, coradas com azul

de Coomassie.
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Figura 19. Western Blotting para Neurofilamento Pesado (NF-H) (A-C) (A)
Imunoblotting para a proteina de neurofilamento (subunidade pesada, forma fosforilada), em trés
amostras de caso controle, evidenciando auséncia de imunomarcagao para a subunidade testada.
(B) Extrato total de encéfalo de rato marcado positivamente com o anticorpo. (C) Sete das dez
amostras de ELA exibiram marcagdo positiva para neurofilamento pesado na sua forma

fosforilada.

95



200 kD ==

Extrato total de
Encéfalo de Rato

200 kD wm

96



Figura 20. Western Blotting para Proteasoma (A-C) (A,C) Imunoblotting para
proteasoma em amostras de casos controle (n=5) e casos de ELA (n=10) evidenciando auséncia
de imunomarcacdo para a subunidade testada. (B) Extrato total de encéfalo de rato marcado

positivamente com o anticorpo.
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Figura 21. Western Blotting para residuos de Nitrotirosina (A,B) (A) Imunoblotting
para nitrotirosina em amostras de liquido cefalorraquidiano de casos controle (n=5) e casos de
ELA (n=10) ndo evidenciando diferengas entre ambos os grupos. (B) Imunoblotting para
nitrotirosina em amostras de soro de casos controle e casos de ELA nao evidenciando diferengas

entre ambos 0s grupos.
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Figura 22. Anadlise Proteomica das Amostras de Liquido cefalorraquidiano de
Pacientes Portadores de ELA e de Casos Controle (A-F). (A) Fluxograma de etapas realizadas
para analise protedmica. (B) SDS-PAGE de amostra de liquido cefalorraquidiano onde € possivel
observar grande expressao da proteina albumina (seta). (C) SDS-PAGE de amostra de liquido
cefalorraquidiano apos retirada do excesso de albumina com Cibacrom Blue (seta). (D)
Eletroforese bidimensional revelando a expressdo de proteinas de pool de casos-controle. (E)
Eletroforese bidimensional revelando a expressdao de proteinas de caso de ELA. (F) Proteinas
identificadas em pool de pacientes-controle. (G-I) Proteinas identificadas em trés casos de ELA.
(J) Proteinas identificadas em um dos casos de ELA e ndo identificadas nos casos-controle. (K)
Proteinas identificadas em dois dos trés casos de ELA analisados e ndo identificadas nos casos-

controle.

101



FLUXOGRAMA

Analise quantitativa
Coleta das amostras —p SDS - PAGE —p| das proteinas dos
géis
Dosagem de Precipitacao de Retirada dos spots
proteinas proteinas dos géis

l l l

Processamento dos
SDS - PAGE Eletroforese de 1° spots para
dimensio espectrometria de
massas

l l

Retirada de albumina Eletroforese de 2° Analise pelo
dimensao MALDI- TOF

l l l

. o Busca da identidade
Dosagem de Aquisigdo digital da dos polipepitideos pelo
proteinas imagem do gel banco protedmico

102



Lll

il = A
=1 g o BT R L

103



PM (kDa)

- 209
- 124
- 80

- 49,1

-348
- 28,9
- 20,6

PM (kDa)

- 209
-124
- 80

-49,1

-34,8
-28,9
-20,6

104



PROTEINAS IDENTIFICADAS EM POOL DE CASOS — CONTROLE (F)

IPI00646689 - Thioredoxin-like 5

IP100022432 - Transthyretin precursor
IP100448322 - Splice Isoform 3 of Calcyphosine-2
IP100022432 - Transthyretin precursor
IP100022432 - Transthyretin precursor
IP100022432 - Transthyretin precursor
IP100020393 - 28 kDa protein

IP100022432 - Transthyretin precursor
IP100022463 - Serotransferrin precursor
IP100022432 - Transthyretin precursor
IP100022432 - Transthyretin precursor
IP100339310 - Splice Isoform 2 of Proto-oncogene DBL
IPI00385058 - Hypothetical protein

IP100011710 - Axonemal dynein heavy chain
IP100022463 - Serotransferrin precursor
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PROTEINAS IDENTIFICADAS EM CASO DE ELA (G)

IPI00306778 - Stromelysin-3 precursor

IPI00306778 - Stromelysin-3 precursor

IP100398676 - PREDICTED: hypothetical protein XP_ 373957
IP100456316 - PREDICTED: hypothetical protein XP_ 498745
IP100465346 - Receptor interacting protein kinase 5, isoform 1
IP100553177 - Alpha-1-antitrypsin precursor

IP100296863 - Deoxycytidylate deaminase

IPI00008438 - 40S ribosomal protein S10

IP100022432 - Transthyretin precursor

IP100022432 - Transthyretin precursor

IP100298792 - 60 kDa protein

IP100022432 - Transthyretin precursor

IP100013323 - Cytochrome P450 2C19

IPI00107815 - TriparTiTe moTif proTein 34 isoform 2
IP100478269 - Regulator of G-protein signalling 5
IP100478269 - Regulator of G-protein signalling 5
IP100022432 - Transthyretin precursor

IP100101335 - SLC27A4 protein

IP100442297 - Splice Isoform 2 of Neurotrimin precursor
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PROTEINAS IDENTIFICADAS EM CASO DE ELA (H)

IPI00455101 - hypothetical protein XP 499075
IP100022895 - Alpha-1B-glycoprotein precursor
IP100396010 - Expressed in hematopoietic cells, heart, liver
IP100022463 - Serotransferrin precursor
IPI00385811 - Hypothetical protein FLJ11294
IP100022463 - Serotransferrin precursor
IP100022463 - Serotransferrin precursor
IP100022463 - Serotransferrin precursor
IP100022463 - Serotransferrin precursor
IP100470586 - Stem cell factor

IP100384789 - Hypothetical protein FLJ39023

IPI00160835 - PREDICTED: similar to Transcription elongation factor B polypeptide 2 (RNA

polymerase I
IP100375477 - Mitochondrial ribosoMal protein L21 isoforM ¢
IP100099464 - Splice Isoform 2 of Fizzy-related protein homolog
IP100433171 - DEPC-1 protein
IP100216071 - Eosinophil lysophospholipase
IPI00013398 - Hypothetical protein MGC4266
IPI00005404 - Splice Isoform 1 of Interleukin-1 family member 8
IP100217823 - Zn-finger, DHHC type domain containing protein
IP100430808 - Hypothetical protein
IP100478544 - 18 kDa protein
IP100478544 - 18 kDa protein
IP100220360 - Small nuclear ribonucleoprotein associated protein N
1P100444172 - Hypothetical protein FLJ46033
IPI00553177 - Alpha-1-antitrypsin precursor
IPI00553177 - Alpha-1-antitrypsin precursor
IPI00553177 - Alpha-1-antitrypsin precursor
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IPI00553177 - Alpha-1-antitrypsin precursor

IP100022957 - PRO0132

IP100401115 - PREDICTED: hypothetical protein MGC39372
IP100641082 - Ig kappa chain C region

IP100430808 - Hypothetical protein

IP100384355 - IGLC1 protein

IP100384355 - IGLC1 protein

IP100384355 - IGLC1 protein

IPI00550996 - IGKC protein

IP100384355 - IGLCI1 protein

IP100430808 - Hypothetical protein

IP100384355 - IGLCI1 protein

1P100299936 - HDCGC21P

IP100549755 - Matrin 3

IP100022432 - Transthyretin precursor

IP100022432 - Transthyretin precursor

IP100409599 - OxidOred-nitrO dOmain-cOntaining prOtein isOfOrm 2
IP100332282 - Splice Isoform 2 of Parkin
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PROTEINAS IDENTIFICADAS EM CASO DE ELA (1)

IP100022432 - Transthyretin precursor

IPI00647891 - Lissencephaly type-1-like homology motif domain containing protein
IP100022256 - Clathrin coat assembly protein AP50

IPI00011290 - Splice Isoform Short of Sulfotransferase 1C1

IP100644218 - Lectin, galactoside-binding, soluble, 8

IP100477389 - Putative N-acetylated alpha-linked acidic dipeptidase-like protein 2
IP100022463 - Serotransferrin precursor

109



PROTEINAS IDENTIFICADAS EM UM DOS CASOS DE ELA E NAO
IDENTIFICADAS NOS CASOS - CONTROLE (J)

IPI00455101 - hypothetical protein XP_ 499075
IP100478544 - 18 kDa protein

IP100478544 - 18 kDa protein

IPI00008438 - 40S ribosomal protein S10
IP100298792 - 60 kDa protein

IP100022895 - Alpha-1B-glycoprotein precursor
IP100022256 - Clathrin coat assembly protein AP50
IP100013323 - Cytochrome P450 2C19

IP100296863 - Deoxycytidylate deaminase
IP100433171 - DEPC-1 protein

IP100216071 - Eosinophil lysophospholipase
IP100396010 - Expressed in hematopoietic cells, heart, liver
IP100299936 - HDCGC21P

IPI00385811 - Hypothetical protein FLJ11294
IP100384789 - Hypothetical protein FLJ39023
1P100444172 - Hypothetical protein FLJ46033
IPI00013398 - Hypothetical protein MGC4266
IP100641082 - Ig kappa chain C region

IP100550996 - IGKC protein

IP100384355 - IGLC1 protein

IP100384355 - IGLCI1 protein

IP100384355 - IGLCI1 protein

IP100384355 - IGLCI1 protein

IP100384355 - IGLCI1 protein

IPI00644218 - Lectin, galactoside-binding, soluble, 8
IPI00647891 - Lissencephaly type-1-like homology motif domain containing protein
IP100549755 - Matrin 3
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IP100375477 - Mitochondrial ribosoMal protein L21 isoforM ¢
IP100409599 - OxidOred-nitrO dOmain-cOntaining prOtein isOfOrm 2
IP100401115 - PREDICTED: hypothetical protein MGC39372
IP100398676 - PREDICTED: hypothetical protein XP_373957
IP100456316 - PREDICTED: hypothetical protein XP_ 498745
IPI00160835 - PREDICTED: similar to Transcription elongation factor B polypeptide 2 (RNA
polymerase |

IP100022957 - PRO0132

IP100477389 - Putative N-acetylated alpha-linked acidic dipeptidase-like protein 2
IP100465346 - Receptor interacting protein kinase 5, isoform 1
IP100478269 - Regulator of G-protein signalling 5

IP100478269 - Regulator of G-protein signalling 5

IP100101335 - SLC27A4 protein

IP100220360 - Small nuclear ribonucleoprotein associated protein N
IPI00005404 - Splice Isoform 1 of Interleukin-1 family member 8
IP100099464 - Splice Isoform 2 of Fizzy-related protein homolog
1P100442297 - Splice Isoform 2 of Neurotrimin precursor

IP100332282 - Splice Isoform 2 of Parkin

IPI00011290 - Splice Isoform Short of Sulfotransferase 1C1
IP100470586 - Stem cell factor

IPI00306778 - Stromelysin-3 precursor

IPI00306778 - Stromelysin-3 precursor

IPI00107815 - TriparTiTe moTif proTein 34 isoform 2

IP100217823 - Zn-finger, DHHC type domain containing protein

111



PROTEINAS IDENTIFICADAS EM UM DOIS DOS TRES CASOS DE ELA
ANALISADOS E NAO IDENTIFICADAS NOS CASOS — CONTROLE (K)

IPI00553177 - Alpha-1-antitrypsin precursor
IPI00553177 - Alpha-1-antitrypsin precursor
IPI00553177 - Alpha-1-antitrypsin precursor
IPI00553177 - Alpha-1-antitrypsin precursor
IPI00553177 - Alpha-1-antitrypsin precursor
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Figura 23. Analise de Elementos-Traco no Liquido cefalorraquidiano de Portadores
de ELA por Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total (A-C). (A-C) Concentragao de
calcio, cloro e potassio em microgramas por microlitro. Os trés elementos apresentam
concentracdes significativamente aumentadas nas amostras de liquido cefalorraquidiano de
portadores de ELA quando comparado aos casos-controle. Os outros elementos nao apresentaram

diferengas entre os dois grupos e nao estao representados nesta figura.
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Figura 24. Analise de Elementos-Traco no Liquido cefalorraquidiano de Portadores
de ELA por Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total (A-C). (A-C) Concentragao de
aluminio, ferro e cobre em microgramas por microlitro. Os trés elementos ndo apresentam
concentracdes significativamente aumentadas nas amostras de liquido cefalorraquidiano de
portadores de ELA quando comparados aos casos-controle, porém em andlise individual ¢
possivel observarmos padroes diferentes das concentracdes destes elementos. (A,B) O aluminio e
o ferro parecem apresentar maiores concentragdes nas amostras de liquido cefalorraquidiano e
soro dos pacientes de ELA. (C) O cobre parece apresentar-se mais concentrado no soro dos

pacientes portadores da doenga.
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V.- DISCUSSAO

V.1 — Caracteristicas Gerais

A ELA ¢ uma doenga caracterizada pela degeneragdo progressiva dos neurdnios motores
somaticos. Acompanhando essa degeneracdo vdrias alteragdes morfoldgicas podem ser
observadas, como por exemplo acimulo de proteinas e desorganizagdo do citoesqueleto neuronal
(Ellison et al., 1988; Hirano, 1996; Lee e Cleveland, 1996; Bajaj et al, 1999; Julien, 1999; Strong,
2005) .

Em nosso trabalho observamos intensa perda neuronal no corno anterior da medula
espinhal dos pacientes portadores de ELA quando comparada aos controles. Alguns dos
neurdnios motores remanescentes apresentavam nucleo picnético, caracterizando a degeneragao
neuronal, e regides no pericario eram preenchidas por vactolos. Além disso, achados
possivelmente relacionados com o acimulo de proteinas puderam ser observados, tais como:
presenca de pequenas inclusdes eosinofilas intracitoplasmaticas (Bunina bodies); substancia de
Nissl deslocada para a periferia do corpo celular, ou mesmo alteragcdes na forma, como por
exemplo balonizacao de neurdnios. Esses achados sdo compativeis com os descritos na literatura
(Rowland e Shneider, 2001).

Segundo Ross e Poirier (2004), as doengas neurodegenerativas esporadicas estdo
associadas com a idade. Por outro lado, modifica¢des oxidativas de proteinas sao eventos comuns
na idade avangada. E sabido que a degeneragio dos neurdnios motores na ELA parece estar
associada a multiplos disturbios e ao envelhecimento. A probabilidade de ocorréncia de acimulos
de proteinas em doencas neurodegenerativas talvez se deva ao aumento da quantidade de

proteinas ou a modificagdes em ligagdes covalentes dessas estruturas. E possivel também que
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haja uma diminui¢dao da habilidade da célula em remover proteinas que devem ser degradadas,

levando ao aciimulo das mesmas.

V.2 — Via Ubiquitina-Proteasoma e Neuronios Motores de Portadores de ELA

A via ubiquitina-proteasoma ¢ formada por proteinas denominadas ubiquitina e
pelo complexo proteolitico proteasoma 26S. A ubiquitina, através de varias cascatas enzimaticas,
¢ responsavel pelo reconhecimento e adesdao a um substrato e encaminhamento deste substrato ao
complexo proteolitico. Esta ¢, portanto, uma via de degradacdo importante no controle dos
processos celulares basicos. Esta via esta relacionada a degradagdo de proteinas celulares de vida
curta, a proteinas que tém um papel critico na proliferacao celular e regula¢ao do ciclo celular,
assim como, de proteinas danificadas ou erroneamente montadas (Arendt e Hochstrasser, 1997;
Zwickl e Baumeister, 2002).

Virias evidéncias demonstram que as doencas degenerativas do sistema nervoso sao
caracterizadas pelo actimulo de proteinas (Strong, 2004). Dentre elas podemos citar os
neurofilamentos, ubiquitina, tau e B-amildide (Sasaki e Iwata, 1999; Yang et al., 2003;
Calingasan et al., 2005). Em trabalho publicado (Mendonga et al., 2005) evidenciamos acumulo
de neurofilamentos, particularmente a subunidade pesada na sua forma fosforilada, nos corpos
celulares dos neurdnios motores e em esferdides axonais nos casos de ELA. Mais recentemente
observamos marcagao positiva para ubiquitina nos neurdnios motores dos casos de ELA (skeins).
Esta ¢ uma alteragcdo descrita como uma caracteristica anatomo-patoldgica da doenga (Chung et

al.,, 2001). Alem disso, estes neuronios apresentaram forte imunomarca¢do para proteasoma,
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subunidades a e B, e pela analise quantitativa, a porcentagem de neuronios apresentando este
aumento de imunomarcacao foi significativa em todos os niveis medulares.

Nossos resultados sao diferentes da maioria dos trabalhos anteriores que afirmam que
neurdnios motores de casos de ELA esporadica e familiar ndo sdo positivos para proteasoma 20S
(Watanabe et al., 2001). Curiosamente, Seihhean e colaboradores (2004) apresentaram evidéncias
de inclusdes positivas para proteasoma 19S mas ndo para proteasoma 20S em um caso de ELA
esporadica. Entretanto, estes autores observaram essas inclusdes positivas apenas em neurdnios
piramidais do hipocampo e ndo nos neurdnios motores da medula espinhal. Outra diferenca
importante entre nossos trabalhos € que utilizamos um anticorpo que reconhece as subunidades o
e B, enquanto eles utilizaram anticorpos que reconhecem a particula 19S e apenas a subunidade a
do proteasoma 20S.

Proteinas ubiquitinadas sao degradadas pelo proteasoma 26S através do trabalho conjunto
da particula 19S que contém ATPases e outras enzimas, ¢ a subunidade 20S que contém o centro
proteolitico ativo. E possivel, portanto, sugerir que alteragdes em quaisquer das subunidades do
proteasoma poderiam, por exemplo, levar a uma deficiéncia em seu funcionamento. Uma das
funcdes do sistema ubiquitina-proteasoma € remover proteinas danificadas ou erroneamente
montadas (Ding e Keller, 2001). Agregados protéicos anormais podem gerar um aumento nos
niveis de protedlise no compartimento intracelular, que poderia levar ao recrutamento de pools
citosolicos de ubiquitina e proteasoma. Esta observa¢dao poderia explicar o aumento de
imunorreatividade para ubiquitina e proteasoma em algumas regides dos corpos celulares dos
neurdnios motores € seus prolongamentos, como observado em nosso trabalho. Além disso,
acumulo de proteinas como ubiquitina, neurofilamentos, tau e B-amiloide (Sasaki e Iwata, 1999;
Yang et al., 2003; Calingasan et al, 2005) sdo caracteristicas comuns da doenca. O acimulo de

proteinas pode tornd-las inacessiveis a protedlise pela via ubiquitina-proteasoma. Esta diminui¢ao
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na degradagdo pode ocorrer como conseqiiéncia de alteragcdes oxidativas das proteinas agregadas,
devido a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Outro mecanismo possivel estaria
relacionado ao funcionamento inadequado do complexo enzimatico, € conseqiientemente nao
seria capaz de degradar estas proteinas que se acumulariam em neurdnios saudaveis.

Segundo Alves-Rodrigues e colaboradores (1998), nos estagios iniciais de injaria celular,
quando o ATP ¢ suficiente e o centro proteolitico ainda se mantém funcionante, as proteinas
ubiquitinadas sdo degradadas. Nesse momento pode ser que ocorra um aumento na producao de
proteinas de ubiquitina, na tentativa de restaurar o funcionamento normal da célula, eliminando
proteinas danificadas. Porém, uma sobrecarga na via ubiquitina dependente de ATP pode
enfraquecer a resposta neuronal as condi¢des de estresse. As proteinas danificadas, porém
ubiquitinadas, ndo sdo degradadas e formam entdo agregados, levando a morte celular.

O papel da via ubiquitina-proteasoma tem sido pesquisado em outras doencas
neurodegenerativas, como por exemplo Parkinson, Alzheimer e doenca de Huntington. A analise
gendmica de casos de portadores de doenca de Parkinson na forma familiar evidenciou mutagdes
em proteinas como a parkina ¢ a UchL1. Parkina é uma enzima relacionada a cascata de ativagao
da ubiquitina (Kitada et al., 1998) e UchL1 pertence a uma familia de enzimas responsaveis pela
degradacao de cadeias poliubiquitina (Larsen et al., 1998). Nao existem evidéncias de mutagdes
em proteinas relacionadas a via ubiquitina-proteasoma em casos de Alzheimer e doenca de
Huntington, mas inibi¢do do proteasoma ou acumulos de proteinas que conduzem ao mau
funcionamento da via sdo discutidos em diversos trabalhos (Chung et al., 2001; Valera et al.,

2005; Almeida et al., 2006).
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V.3 — Via Ubiquitina-Proteasoma e Astrocitos em Portadores de ELA

Os astrocitos sao células que possuem forte interacdo com os neurdnios e sao importantes
para a manutencdo do microambiente neuronal. Dentre as caracteristicas patologicas da ELA
podemos citar intensa astrocitose (Eddleston e Mucke, 1993; Layfield et al., 2001; Barbeito et al.,
2004) e, em funcdo disso, varios estudos tém fornecido evidéncias para a participacdo dos
astrocitos na patogénese da doenca (Benarroch, 2005; Seifert et al., 2006). Um possivel
mecanismo patogénico que pode contribuir para a doenga ¢ a excitotoxicidade promovida por
elevados niveis de glutamato, que por sua vez ativa ROS nos neurénios motores. Os niveis
extracelulares de glutamato sdo regulados por transportadores presentes nas membranas dos
astrocitos (Anderson et al., 2000). Parece que o aumento da produgdo de ROS induz disfungdes
nestes transportadores causando aumento nos niveis de glutamato, que ¢ sabidamente um evento
toxico para o neurénio motor. Essa disfungdo pode estar relacionada com disfun¢des nos
transportadores presentes nos astrocitos e que, por sua vez, pode estar relacionada com o
funcionamento inadequado da via ubiquitina-proteasoma.

Nossos resultados sugerem que a via ubiquitina-proteasoma esta envolvida na patogénese
da ELA, ja que evidenciamos forte expressao de ubiquitina e proteasoma na medula espinhal em
casos de ELA. Esse aumento de expressdo pode evidenciar disfun¢do desta via em neurdnios e
astrocitos de casos de ELA. A via ubiquitina-proteasoma pode estar envolvida direta ou
indiretamente na patogénese da doenga e esta disfuncdo pode alterar o metabolismo neuronal
levando os neurdnios a degeneragdo. Pode também afetar o metabolismo dos astrécitos, que por
sua vez irdo alterar os neurdnios. Nossos resultados estdo de acordo com a recente opinido que a
ELA, assim como outras doengas neurodegenerativas, ¢ uma desordem de acumulo de proteinas

que afeta os neuronios (Strong, 2004; Strong e Kesavapany, 2005) e células ndo-neuronais, como
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por exemplo os astrocitos (Brujin et al., 1997) e microglia (Sargsyan et al., 2005; Boillee et al.,

2006).

V.4 — Neurofilamentos e Liquido cefalorraquidiano de Portadores de ELA

Em nosso trabalho investigamos a presenga de neurofilamentos no liquido
cefalorraquidiano de portadores de ELA e de casos-controle. Os neurofilamentos estdo presentes
nos neurénios em grande quantidade e sdo importantes elementos estruturais especificos do
citoesqueleto neuronal (Carden et al., 1987; Heins et al., 1993; Julien, 1999; Garcia et al., 2003).
Participam da arquitetura neuronal através da formacao de redes tridimensionais de filamentos
que orientam sua forma, auxiliam na defini¢do do didmetro do axoénio e manutencdo desse
calibre, o que por sua vez determina a velocidade de conducao axonal (Hirokawa, 1984; Hoffman
et al., 1984; Lee e Cleveland, 1996).

Os neurofilamentos sdo compostos de trés subunidades: NF-L (leve), NF-M (médio) e
NF-H (pesado) (Hoffman e Lasek, 1975; Schlaepfer et al., 1978; Napolitano et al., 1987). Cada
uma dessas subunidades ¢ produto de um gene distinto. O neurofilamento ¢ formado por um
filamento central, que ¢ composto das trés subunidades, mas principalmente a subunidade leve, e
projecdes laterais, projecdes essas formadas pelas subunidades média e pesada dos
neurofilamentos. As proje¢des laterais sdo responsaveis pela interagdo do filamento com outras
estruturas presentes no axoplasma. Apods sua sintese no pericdrio, as trés subunidades de
neurofilamentos sdo montadas no citoplasma e movidas para dentro do axonio (Lee e Cleveland,
1996; Julien, 1999). Em geral essas proteinas se encontram em um equilibrio dinamico,

resultando em um intercambio continuo de subunidades de proteinas e formas polimerizadas.
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Uma caracteristica patologica da ELA esporadica e da ELA familiar, incluindo casos
ligados a mutagdes em SODI, ¢ a presenca de acumulo de neurofilamentos no pericario e axonios
dos neurdnios motores (Julien, 1999; Mendonga et al., 2005). Os grandes neurénios com axonios
de grande calibre e alta velocidade de conducdo requerem uma enorme quantidade de
neurofilamento. Os neurdnios motores, que estdo entre os maiores neurdnios do sistema nervoso,
sdo, portanto, ricos em proteinas de neurofilamentos (Watson, 1991), estando mais susceptiveis a
alteragdes dessas proteinas. Esta seria uma das possiveis explicagdes para a vulnerabilidade
desses neurdnios em casos de ELA. Além disso, a excitotoxicididade por glutamato induz ao
aumento dos niveis de célcio intracelular. Os neurénios motores tém menor capacidade em
tamponar o calcio (Alexianu et al., 1994) e, conseqiientemente, poderiam tornar as proteinas de
neurofilamentos mais suceptiveis a alteragoes.

Acumulos de proteinas de neurofilamento, principalmente em suas formas fosforiladas, no
pericario neuronal e dendritos sdo componentes freqiientes da reacdo dos neurdnios a injuria
axonal em humanos, assim como em animais experimentais, ¢ esse acimulo conduz a alteragdes
no transporte axonal (Hedreen et al., 1994). Essa observacdo sugere que nas doencas
degenerativas o acimulo de neurofilamentos, principalmente em sua forma fosforilada, também
pode ser indicativo de comprometimento do transporte axonal em neurdnios afetados. A
homeostasia celular também pode ser acometida por outros mecanismos. Por exemplo, neuronios
motores cultivados e tendo acumulo de neurofilamentos demonstram elevado influxo de calcio
mediado por receptores NMDA em resposta a estimulo glutamatérgico (Strong e Kesavapany,
2005). Em trabalho realizado por Sanelli e colaboradores (2004) foi observado que, quando ha
acumulo de neurofilamentos, de alguma forma, estes sequestram 6xido nitrico sintase neuronal,
impedindo sua translocagdo para a superficie da membrana celular, onde normalmente esta

molécula atuaria inibindo os receptores NMDA, que por sua vez inibem o influxo de calcio.
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As alteracdes na estrutura molecular das proteinas de neurofilamentos podem, portanto,
afetar a integridade e a sobrevida neuronais (Anderton et al., 1987). O actimulo de
neurofilamentos pode ser um evento primdrio na patogénese da doenga ou pode ser conseqiiéncia
de fatores descritos como possiveis agentes desencadeadores da doenga, tais como estresse
oxidativo, excitotoxicidade ou disfuncdo mitocondrial (Julien, 2001). Giasson e Mushynski
(1996) demonstraram que mediante fatores de estresse celular ocorre hiperfosforilagdo da
subunidade pesada dos neurofilamentos. Segundo Strong e Kesavapany (2005) varios eventos
podem induzir a desregulacdo da fosforilagdo, como resultado de uma ativacdo anormal da
cascata de cinases durante condigdes patologicas. Portanto, a desregulacdo da atividade das
cinases em processos patologicos poderia conduzir a hiperfosforilagio destas proteinas nas
doencas neurodegenerativas.

Além dos fatores de estresse celular, as mutagdes nos genes que codificam estas proteinas
podem contribuir para a sua desorganizagdo. Mutacdes envolvendo os neurofilamentos em casos
de ELA esporadica foram evidenciadas em trabalho de Figlewicz e colaboradores (1994). O
grupo evidenciou delegdes na regido carboxiterminal da subunidade pesada dos neurofilamentos
e sugere que essas mutagdes podem conduzir ao acimulo de neurofilamento. E interessante
observar que mesmo nos casos familiares, com mutacdes no gene que codifica a enzima SODI1, o
acumulo de neurofilamentos ¢ uma caracteristica patologica evidente. O mecanismo patogénico
da doenga parece, portanto, ter intima relacdo com a desorganizagdo das proteinas de
neurofilamentos e varias evidéncias sugerem que a subunidade pesada talvez desempenhe papel
crucial nessa desorganizacdao. Segundo Plummer e colaboradores (1995) a degeneragdo talvez
possa ocorrer em individuos com alteragdes discretas nos neurofilamentos pesados e a
conseqiiente desorganizagdo seja dependente de fatores adicionais, como estresse de ordem

genética ou ambiental. Em nosso trabalho evidenciamos a presenga da subunidade pesada
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fosforilada dos neurofilamentos em liquido cefalorraquidiano de sete dos dez casos estudados de
portadores de ELA, enquanto nos casos-controle ndo houve expressao da subunidade. Em relacao
aos achados nos casos de ELA, esta ¢ uma porcentagem representativa do total de casos
utilizados neste experimento. As subunidades média e leve ndo foram encontradas nas amostras
estudadas. Os anticorpos utilizados nestas analises foram utilizados em trabalho anterior
(Mendonga et al., 2005) e mostraram especificidade em relagao as subunidades estudadas.

Alteracdes na organizacao dos neurofilamentos induzidas, por exemplo, por altera¢dao nos
estados de fosforilagdo (Julien, 2001) associadas a perda da integridade da membrana durante a
degeneracdo dos neurdnios motores poderia explicar a presenca da subunidade pesada de
neurofilamento no liquido cefalorraquidiano destes pacientes. Nossos resultados sugerem que a
subunidade pesada dos neurofilamentos pode ser usada como biomarcador para o diagnostico da
ELA.

Pesquisadores investigaram a presenga das proteinas de neurofilamento pesado e tau no
liquido cefalorraquidiano de portadores de ELA (Brettschneider et al, 2006) e Alzheimer
(Brettschneider et al, 2006). Rosengreen e colaboradores (1996) analisaram a presenca da
subunidade leve dos neurofilamentos no liquido cefalorraquidiano de portadores de ELA e de
Alzheimer. Em ambos experimentos as amostras foram imunoprecipitadas com anticorpos e as
respectivas concentracdes foram analisadas com ELISA. Nos dois trabalhos os autores relatam
aumento na concentracdo de neurofilamentos (subunidade pesada e leve, respectivamente) nos
casos de ELA quando comparado aos casos utilizados como controle, mas fracdes de
neurofilamentos sdo evidenciadas no grupo controle. Isto sugere imprecisao da técnica utilizada.
Além disso, analisando seus graficos pode-se observar importante desvio padrdo das amostras

analisadas.
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V.5 — Proteasoma e Liquido cefalorraquidiano de Portadores de ELA

Em nosso trabalho investigamos a presenca do proteasoma, subunidades o e 3, no liquido
cefalorraquidiano de portadores de ELA e de casos-controle ¢ nao evidenciamos a presenca
dessas subunidades em nenhum dos grupos. A proposta de pesquisarmos as subunidades a e B do
proteasoma surgiu dos resultados obtidos anteriormente na andlise imunohistoquimica onde
evidenciamos o aumento qualitativo e quantitativo da expressdo do proteasoma nos corpos
celulares dos neurdnios motores nos casos de ELA, o que seria condizente com a idéia de que os
niveis de proteasoma aumentariam na tentativa de degradar proteinas erroneamente montadas e,
assim como os neurofilamentos, estas subunidades poderiam alcangar a corrente liquorica.

O proteasoma ¢ um complexo multiprotéico que constitui a principal via nao-lisosomal de
degradacdo celular. Por determinar os niveis de proteinas-chaves, o proteasoma desempenha
importante papel em varios processos biologicos (Hershko e Ciechanover, 1998; Voges et al.,
1999). O proteasoma 20S ¢ formado por 14 subunidades diferentes: 7 subunidades a e 7
subunidades [} organizadas na forma de uma estrutura cilindrica (Voges et al., 1999). Complexos
regulatérios, como o complexo 19S, podem se associar ao proteasoma 20S. Esta associacdo, em
particular, d4 origem ao proteasoma 26S.

O proteasoma ¢ uma estrutura dindmica capaz de formar multiplas interagdes transitorias
com diferentes subunidades e fatores celulares importantes. Segundo Zwickl e Baumeister (2002)
a localizacao do proteasoma esta relacionada a regulagdo da proteolise. Alteragdes intracelulares
geram rapida associacdo ou desassociacdo das subunidades formadoras do proteasoma. Sob
condicdes leves de estresse, os niveis de proteasoma aumentam rapidamente para que haja
degradacdo das proteinas danificadas (Bajorek et al., 2003; Imai et al., 2003; Glickman e Raveh,

2005). Satoh e colaboradores (2001) evidenciaram desassociacao das subunidades do proteasoma
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ap6és tratamento com fosfatases. A fosforilagdo estd relacionada com a associagdo das
subunidades formadoras do complexo, aumentando enormemente a associagdo das diferentes
subunidades e estabilizando o proteasoma 26S (Glickman e Raveh, 2005).

Nossas evidéncias referentes ao aumento da expressao de proteasoma nos corpos celulares
nos casos de ELA, possivelmente, devem estar relacionadas a tentativa de restaurar o
funcionamento celular através do aumento de degradagio de proteinas danificadas. E possivel
que de alguma forma as subunidades do proteasoma se desorganizem, tornando impossivel seu
reconhecimento no liquido cefalorraquidiano dos pacientes portadores da doenga.

Até o momento nao ha relatos de pesquisas de proteasoma no liquido cefalorraquidiano de
casos de ELA ou em outras doencas neurodegenerativas. Apesar de ndo termos encontrado
vestigios das subunidades o e B do proteasoma no liquido cefalorraquidiano dos pacientes
portadores de ELA, mais estudos sdo necessarios para o maior entendimento do papel deste

complexo protéico na patogénese da doenca.

V.6 — Residuos de Nitrotirosina em Liquido cefalorraquidiano e Soro de Portadores

de ELA

Recentes evidéncias dao suporte a idéia de que os mecanismos participantes da
degeneracao dos neurdnios motores, como excitotoxicidade, disfungdo mitocondrial, acimulo de
neurofilamentos ou alteracdo na via ubiquitina-proteasoma, podem ser coordenados pelo estresse
oxidativo, o qual pode ativar diferentes vias que levam a um aumento adicional deste estresse,

amplificando o mecanismo patogénico da doenca (Rakhit et al., 2002; Simpson et al., 2003).
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A hipotese da relagdo causal entre estresse oxidativo e a ELA surgiu da identificagdo de
propriedades toxicas da enzima SODI1 mutante em casos de ELA familiar. A partir da
identificacdo de marcadores de estresse oxidativo no cortex e na medula espinhal de portadores
de ELA familiar e esporadica (Bowling et al., 1993; Beal et al., 1997; Ferrante et al., 1997),
observou-se que casos de ELA esporadica também apresentam indicios de estresse oxidativo.
Dentre os marcadores de estresse oxidativo utilizados podemos citar a nitrotirosina. A
nitrotirosina tem chamado maior atengdo em fungdo da enorme tendéncia da enzima mutante
SODI em usar o peroxinitrito como um substrato, levando a nitragao de tirosina (Beckman et al.,
1992).

Fisiologicamente, a partir de eventos decorrentes do metabolismo celular, elementos
contendo residuos de nitrotirosina, oxidados ou glicosilados, podem ser drenados para a corrente
liquérica (Thornalley et al., 2003; Ahmed et al., 2005) e esta drenagem pode aumentar a medida
que mais modificagdes protéicas ocorram, o que ¢ freqiientemente observado nas doengas
neurodegenerativas. De fato, niveis aumentados de nitrotirosina livre foram identificados em
medula espinhal de camundongos-modelos de ELA (Bruijin et al., 1997; Klivenyi et al., 2000),
em medula espinhal de portadores de ELA esporadica e familiar (Beal et al., 1997) e no liquido
cefalorraquidiano de portadores de ELA esporadica (Tohgi et al., 1999). Diferente dos autores
citados, em nosso trabalho avaliamos os niveis de nitragdo das proteinas presentes no liquido
cefalorraquidiano de pacientes portadores de ELA em comparagdo com os casos controle e
observamos que a expressdo de nitrotirosina foi similar em ambos os grupos, ndo havendo
diferencas consideraveis entre os casos estudados.

Segundo Schopfer e colaboradores (2003) a nitragcdo de proteinas ¢ um mecanismo celular
de sinalizagdo. De fato, tem sido demonstrado que a nitragdo de proteinas € um processo seletivo

e reversivel, assim como a fosforilacdo (Aulak et al., 2004), o que pode explicar a presenca de
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proteinas nitradas nos casos-controle utilizados em nosso trabalho. Além disso, auséncia de
condi¢des patologicas ndo implica na auséncia concomitante de fatores de estresse oxidativo.
Atualmente sabemos que diversas condigdes podem aumentar a produgdo de radicais livres no
organismo.

A possibilidade de problemas técnicos com relacdo a detec¢do de proteinas nitradas
também ndo pode deixar de ser citada. E possivel que a técnica ndo tenha sido sensivel a
alteragdes de pequenas quantidades de proteina ou que a quantidade de proteina utilizada tenha
sido insufuciente para tal andlise. Segundo Greenacre e Ischiropoulos (2001) a observagdo de
residuos de nitrotirosina ndo ¢ tio comum em fluidos. Sendo assim, se a concentragdo de
proteinas fosse maior talvez tivesse sido possivel evidenciar alguma diferenga entre os grupos,
mas isso ndo foi possivel porque a quantidade de proteinas no liquido cefalorraquidiano ¢

pequena, nao tendo sido suficiente para uma analise mais apurada.

V.7 — Analise Protedomica de Liquido cefalorraquidiano de Portadores de ELA

A partir da metade da década de noventa do século passado até a presente data, com o
término do sequenciamento do genoma humano, a necessidade de analisar a expressao protéica
se faz crescente. A area de estudos de protedmica tem recebido grandes investimentos e a
expectativa € que se descortinem novas respostas para o funcionamento de varios mecanismos
celulares.

Recentemente, a identificacdo de padrdes de expressao protéicos diferenciais passou a ter
extrema importancia para a identificacdo de proteinas relacionadas a diversos processos

bioldgicos, despertando o interesse de varios grupos de pesquisa. Com essa abordagem ¢ possivel
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a comparacao de extratos protéicos em condigdes fisiologicas ou patologicas diferentes. A
separagao das proteinas por ponto isoelétrico e por peso molecular permite a identificacdo de
proteinas desconhecidas, (através de Espectrometria de Massa) possibilitando o esclarecimento
de varias fungdes celulares, fornecendo perfis de expressdo protéica de diversas patologias e
também auxiliando o desenvolvimento de medicamentos mais especificos e eficientes.

A andlise dos padrdes protéicos do liquido cefalorraquidiano em doencas
neurodegenerativas tem sido foco de grande interesse (Zhang et al., 2005; Abdi et al., 2006;
Castano et al., 2006). No liquido cefalorraquidiano normal, 80% do teor proteico ¢ transudato do
plasma e os 20% restantes sdo sintetizados no SNC. O liquido cefalorraquidiano contém uma
quantidade muito pequena de proteinas, com concentragdes normais entre 15,0 e 45,0 mg/dL e
uma fracdo de cerca de 50% a 75% deste total correspondem a albumina. (Deisenhammer et al.,
2006). A elevacao dos valores de proteinas no liquido cefalorraquidiano ¢ observada em varias
situacdes, como por exemplo, comprometimento da barreira hematoencefalica, producao de
imunoglobulinas no sistema nervoso central, reducdo da depuracdo das proteinas do liquido
cefalorraquidiano e degeneracao do tecido neural (Deisenhammer et al., 2006).

Em nosso trabalho, inicialmente nos preocupamos em estabelecer a purificagdo das
amostras de liquido cefalorraquidiano a serem estudadas. Devido a complexidade das amostras
biolédgicas, diversas etapas de purificacdo sdo exigidas para sua analise. Conseguimos estabelecer
as condi¢des ideais de purificagdo das amostras de liquido cefalorraquidiano e estabelecemos as
condi¢des para a realizagdo da eletroforese bidimensional. Apds a realizagdo da eletroforese
bidimensional analisamos comparativamente o padrao protéico do liquido cefalorraquidiano de
pacientes portadores de ELA e de pacientes utilizados como controle e foi possivel evidenciar
diferencas na expressdo de proteinas entre ambos os grupos. Nos casos de ELA ¢é possivel

observar maior numero de spots de proteinas quando comparado aos casos-controle. A maioria
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das proteinas expressas nos casos de ELA e nao observadas nos casos-controle se concentram em
uma faixa de pH em torno de 6 a 7 e com peso molecular variando entre 7 a 35 kDa. Todos os
spots foram retirados para analise pela técnica de MALDI-TOF, porém, até o momento apenas o
pool de casos controle e trés casos de ELA tiveram suas proteinas identificadas. A proteinas
foram identificadas através de seus mapas peptidicos e pontos isoelétricos. O programa
disponivel na internet Protein Prospector Search software 4.0.5 (University of California, San
Francisco Mass Spectrometry Facility) contém diversos bancos de dados originarios de varios
programas de seqiienciamento no mundo todo. As seqiiéncias a serem depositadas nos bancos de
dados sao digeridas teoricamente e os mapas peptidicos teoricos serdo comparados aos mapas
submetidos a busca. Estdo sendo utilizados na identificagdo das proteinas os bancos de dados
NCBI e SWISS protein.

Ranganathan e colaboradores (2005) realizaram anélise de liquido cefalorraquidiano de
portadores de ELA através da técnica SELDI-TOF-MS (Mass Spectrometry Laser Desorption
Ionization — Time of Flight) e observaram espectros protéicos que foram submetidos a
imunoblotting. Os resultados mostraram diferengas significativas entre as amostras do grupo de
portadores de ELA e amostras do grupo controle. Eles identificaram trés possiveis
biomarcadores: transtirretina, cistatina ¢ € um fragmento de uma proteina neuroendécrina, a 7B2.
Em nossa analise identificamos precurssores de transtirretina nos casos controle e nos casos de
ELA e ndo identificamos as outras proteinas descritas pelo grupo em nossos casos de ELA
analisados at¢é o momento. Varias proteinas foram identificadas nos casos de ELA e ndo
identificadas nos casos-controle, porém estas proteinas nao se repetiram entre os casos de ELA.
Apenas o precursor de alfa 1 antitripsina foi identificada em dois dos trés casos de ELA
analisados. Para a sugestdo da utilizagdo de uma dessas proteinas como biomarcador serad

necessario a analise dos outros casos de ELA.
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V.8 — Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total e Liquido cefalorraquidiano de

Portadores de ELA

A degeneragdo dos neurdnios motores na ELA esta relacionada a varios fatores, como por
exemplo: estresse oxidativo, excitotoxicidade, acimulo de proteinas e disfuncdo mitocondrial. Os
metais desempenham importante papel em nosso organismo em condigdes normais € em
condi¢des patologicas. Em todos os processos descritos acima pode haver alteracdes em
moléculas intracelulares importantes, como os acidos nucléicos, lipidios e proteinas (Chwiej et
al., 2005). Produtos gerados por metabolismo anormal ou a presenca aumentada de elementos
antioxidantes refletem a destruicdo da homeostasia intracelular (Cassarino e Bennet, 1999). A
comparacao entre a distribuicdo dos elementos entre situacdes normais e casos patoldgicos pode
ser util para a identificacdo de fatores relacionados com varios processos nosologicos. Por
exemplo, na ELA, em sua forma familiar, a enzima SOD1 mutante apresenta instabilidade que
contribui para a toxicidade que, as vezes, ¢ aumentada pela liberagdo de zinco (Strong e
Kesavapany, 2005). O cobre ¢ um elemento, em particular, intimamente relacionados a doencas
neurodegenerativas. O ion cobre promove agregacdo de proteinas e também participam do
estresse oxidativo (Bush, 2000). O ferro se acumula progressivamente no cérebro com o avangar
da idade e induz o estresse oxidativo que pode levar ao desenvolvimento de doengas
neurodegenerativas (Kishi et al., 1982). O ferro esta relacionado ao transporte de oxigénio,
transporte de elétrons e varios outros processos metabolicos importantes (Kishi et al 1982).

Alguns elementos tém sua concentracdo aumentada com a idade, outros a tem diminuida e
outros ainda, ndo exibem um padrdo consistente (Serpa et al., 2006). Segundo Bertoni-Freddari e
colaboradores (2006), por exemplo, a diminui¢ao de zinco esta relacionada diretamente com

disfuncdes mitocondriais, ¢ estas disfungdes sdo caracteristicas do envelhecimento e, além disso,

134



esta diminui¢do de zinco € evidente em vdarias doengas neurodegenerativas. Portanto, o estudo
dos elementos-trago ¢ importante em fungdo de sua relevancia na idade e em condigdes
patoldgicas do sistema nervoso.

Em nosso trabalho comparamos a concentragdo de diferentes metais no liquido
cefalorraquidiano e no sangue de portadores de ELA e comparamos com os casos-controle.
Observamos diferencas significativas na concentracao de calcio, cloro e potassio, enquanto que
os outros elementos estudados ndo exibiram diferengas significativas entre os grupos. Cloro e
potassio, sabidamente, sdo elementos presentes em maior concentragdo no meio intracelular do
que no meio extracelular (Bear et al., 2001). E possivel que apds o rompimento das membranas
neuronais, em consequéncia da degeneragao destas células, as concentragdes de cloro e potassio
aumentem no liquido cefalorraquidiano. Talvez esta seja uma explicacdo para o aumento da
concentracao destes elementos em nossa analise. Ja o calcio € um elemento encontrado em menor
concentra¢ao no meio intracelular quando comparado a suas concentragdoes no meio extracelular
(Bear et al., 2001), porém a quantidade encontrada no meio intracelular, mesmo que pequena,
pode contribuir para a concentracdo total do elemento apds rompimento das membranas
neuronais.

Os outros elementos estudados, entretanto, ndo apresentaram diferengas significativas em
suas concentracdoes quando comparamos amostras dos dois grupos. Porém, apesar de nao
observarmos diferencas através da andlise estatistica, alguns elementos parecem exibir
importantes variagdes em suas concentracdes em relacdo aos dois grupos analisados. O aluminio
e o ferro parecem estar menos concentrados tanto no liquido cefalorraquidiano quanto no soro de
portadores de ELA quando comparados aos casos-controle. Ja o cobre parece estar aumentado no
soro dos portadores da doenca. Talvez fosse necessario maior numero de amostras para avaliar a

existéncia de reais diferencas nas concentragdes dos elementos entre os grupos. Com o niumero de
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casos utilizados neste estudo, uma amostra que apresente concentracdo muito diferente de um
determinado elemento ¢ capaz de invalidar estatisticamente uma diferenca que possa existir entre

os dois grupos.
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VI. - CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho mostram que:

D)

2)

3)

4)

5)

6)

A degeneragdo neuronal € evidente no corno anterior da medula espinhal no material de

de autopsia de portadores de ELA avaliados;

Os neurdnios remanescentes, em sua maioria, apresentam alteracdes morfologicas
evidentes, que se caracterizaram por: alteragdes no tamanho do corpo celular, presenga de
inclusdes no citoplasma neuronal, deslocamento das estruturas intracitoplasmaticas e

vacuolizagao;

A perda neuronal na ELA ¢ acompanhada de gliose reacional. Os prolongamentos

astrociticos tornam-se mais numerosos e desorganizados;

A presenca de inclusdes positivas para ubiquitina ¢ uma caracteristica da doenca ¢ um

importante indicativo da participagdo do sistema ubiquitina na patogénese da ELA;

O aumento da expressdo das subunidades aff do proteasoma nos neurdénios do corno
anterior da medula espinhal dos casos de ELA indica envolvimento deste complexo no

processo patogénico da ELA;

A presenga de ubiquitina e proteasoma em alguns astrdcitos € indicativo da participagao

destas células na patogénese da doenga;
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7)

8)

9

O aumento da expressdao de ubiquitina e proteasoma indica que esta importante via de
degradacao esta, de alguma forma, envolvida com a neurodegeneracdo em casos de ELA.
Esta via pode participar do processo patogénico de forma direta ou sua desorganizagdo

pode ser uma conseqiiéncia da tentativa de restauragdo do funcionamento celular;

A presenga de neurofilamento no liquido cefalorraquidiano de portadores de ELA ¢ um
importante indicativo do envolvimento desta subunidade no processo patogénico da
doenga. A evidéncia desta subunidade em 70% dos casos analisados revela especificidade
da proteina e no futuro este tipo de analise talvez possa ser realizada para fins

diagnosticos;

Apesar de observarmos, nos casos de ELA, o aumento de expressao das subunidades of
do proteasoma nos neurdnios do corno anterior da medula espinhal, ndo identificamos a
presenca destas subunidades no liquido cefalorraquidiano dos pacientes portadores da

doenga;

10) Nao evidenciamos diferencas na expressao de proteinas contendo residuos de nitrotirosina

entre o grupo controle e o grupo de ELA;

11) O perfil protéico do liquido cefalorraquidiano de portadores de ELA e em controles ¢

diferente segundo a analise protedmica;

12) As concentragdes de calcio, cloro e potassio estdo aumentadas no liquido

cefalorraquidiano de portadores de ELA quando comparadas aos casos-controle.
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ANEXO

Termo de Consentimento
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“Analise de proteinas de neurofilamentos, ubiquitina e proteasoma em portadores de

esclerose lateral amiotrofica”

Autora: Deise Maria Furtado de Mendon¢a

Esta pesquisa tem como objetivo investigar a patogénese da doenga esclerose lateral
amiotrofica, através da analise de liquido cefalorraquidiano, por diversas técnicas laboratoriais,
como por exemplo, biologia molecular e bioquimica.

O procedimento de retirada do material consiste de uma técnica asséptica meticulosa, no
qual o paciente se posicionard em decubito lateral com sua coluna bem fletida e apds anestesia
local, uma agulha sera introduzida na regido lombar a fim de coletar uma amostra de liquido
cefalorraquidiano cerebroespinhal.

Nao hé beneficio direto para o participante, trata-se de um estudo experimental e somente
no final desse estudo poderemos concluir a presenca de algum beneficio.

Em qualquer etapa do estudo, o participante podera ter acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimentos de eventuais duvidas. O principal investigador €
a Dra. Deise Maria Furtado de Mendonga que pode ser encontrada no endereco Av. Marechal
Tropowisky s/ n° cidade universitaria, ilha do fundao, rio de janeiro e no telefone 2562-
6431/91267547.

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na isntitui¢ao.

O material obtido serd analisado em conjunto com de outros pacientes, nao sendo
divulgado a identificacdo de nenhum paciente.

O participante tem o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais da
pesquisa, quando em estudos abertos ou de resultados que sejam do conhecimento dos

pesquisadores.
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Nao ha despesas para o participante em qualquer fase do estudo. Também ndo ha
compensacao financeira relacionada a sua participagao.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes contidas neste
termo. Ficaram claros para mim quais sdo os propoésitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados.

Eu, , portador da identidade

n° , concordo voluntariamente em participar desse estudo e poderei retirar o

meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou

prejuizo.

Data / /

Assinatura do paciente/representante legal

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido

deste paciente ou representante legal para a participacao neste estudo.

Data / /

Deise Maria Furtado de Mendonga

Responsavel pela pesquisa
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ANEXO

Termo de Consentimento

para participacdo na pesquisa

“Analise de proteinas de neurofilamentos, ubiquitina e proteasoma em portadores de

esclerose lateral amiotrofica”

Autora: Deise Maria Furtado de Mendon¢a

Esta pesquisa tem como objetivo investigar a patogénese da doenga esclerose lateral
amiotréfica, através da analise de sangue, por diversas técnicas laboratoriais, como por exemplo,
biologia molecular e bioquimica.

A coleta de sangue serd realizada por puncao periférica na veia do antebraco.

Nao ha beneficio direto para o participante, trata-se de um estudo experimental e somente
no final desse estudo poderemos concluir a presenga de algum beneficio.

Em qualquer etapa do estudo, o participante podera ter acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimentos de eventuais duvidas. O principal investigador €
a Dra. Deise Maria Furtado de Mendonga que pode ser encontrada no endereco Av. Marechal
8]

Tropowisky s/ n
6431/91267547.

, cidade universitaria, ilha do funddo, rio de janeiro e no telefone 2562-

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na isntituicao.

O material obtido serd analisado em conjunto com de outros pacientes, ndo sendo
divulgado a identificagdo de nenhum paciente.

O participante tem o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais da
pesquisa, quando em estudos abertos ou de resultados que sejam do conhecimento dos
pesquisadores.

Nao ha despesas para o participante em qualquer fase do estudo. Também ndo ha

compensacao financeira relacionada a sua participagao.
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes contidas neste
termo. Ficaram claros para mim quais sdo os propoésitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados.

Eu, , portador da  identidade

o

n , concordo voluntariamente em participar desse estudo e poderei retirar o

meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou

prejuizo.

Data / /

Assinatura do paciente/representante legal

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido

deste paciente ou representante legal para a participagdo neste estudo.

Data / /

Deise Maria Furtado de Mendonga

Responsavel pela pesquisa

158



Brazilian |owrnal of Medical and Biological Research (2005) 36:

|55 OTINRSTON

DM.F. Mendonga'=,
L. Chimelli? and
AM B, Martinez’

Correspondence
AMB. Martinez
Departaments de His
Embriokogia, 101, €

LIFR]
Av. Brig, Trompowsky, s'n, BLF
21941540 Rin de Janeim, R

Firasil

E-mail: martineair ulr.be

Research supponed by FAPER],
P, CAPES, and FLIE,

Recened July 24, 2004
Accepeed March 2, 2005

Quantitative evidence for neurofilament
heavy subunit aggregation in motor
neurons of spinal cords of patients with
amyotrophic lateral sclerosis

"Departamento de Histologia e Cmbriologia, Institutn de Ciéncias Biomeédicas,
“Servico de Anatomia Patelégica, Hospatal Universitdrio Clementing Fraga Filhao,
Centrode Ciéndas da Saide, Universidade Federal do Rio de Janeino,

Riey de Janeiro, R, Brasil

Abstract

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS), a nevrodegenerative disease  Key words

of unknown etiology, affects motor neurons leading 10 atrophy of — « Amyotrophic lateral
skeletal muscles, paralysis and death. There is evidence for the  sclerosis
accumulation of nearofilaments (NF) in motor neurons of the spi-  * f‘l""‘“’_i_”" )
nal cord in ALS cases. NF are major structural elements of the  * Neurofilament proteins
neuranal eytoskeleton. They play an important rale in cell architee-  * /Mmunehidochemistry
ture and differentiation and in the determination and maintenance

of fiber caliber, They are composed of three different polypeptides:

light (NF-L), medium (NF-M) and heavy (NF-H) subunits. In the

present study, we performed a morphological and quantitative

immunohistochemical analysis Lo evaluate the accumulation of NF

and the presence of each subunit in control and ALS cases. Spinal

cords from patients without nearologicul disease and from ALS

patients were obtained at autopsy. In all ALS cuses there was a

marked loss of motor neurons, besides atrophic neurons and pre-

served neurons with cytoplasmic inclusions, and extensive gliosis.

In control cases, the immunorcaction in the cytoplasm of neurons

was weak for phosphorylated NF-H, strong for NF-M and weak Tor

NF-L. In ALS cases, anterior hom neurons showed intense immu-

noreactivity in focal regions of neuronal perikarya for all subunits,

although the difference in the inegrated optical density was statis-

tically significant only for NF-H. Furthermore, we also observed

dilated axons {spheroids), which were immunopositive for NF-H

but negative for NF-M and NF-L. In conclusion, we present quali-

tative and gquantitative evidence of NF-H subunit accumulation in

neuronal perikarya and spheroids, which suggests a possible role

ol this subunit in the pathogenesis of ALS,

Introduction of large motor nearons of the spimal cord,
brain stem and motor cortex (1-3). The

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS)isa  common clinical symptom of this disease is
progressive neurodegenerative disease of  progressive failure of motor neurons that
unknown etiology characterized by the loss  leads to muscle atrophy. paralysis and death.
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usually from respiratory failure (4,3, within
2 to § years. Up to 50% of motor neurons
may have already degenerated before clinical
signs appear. Sensory and cognitive func-
tions are not affected and certain motor
neuron groups, including those in the oculo-
mator and Onuf’s nuclei. are also spared (6).
The diagnosis is based on the clinical symp-
toms andfor neuropathologic findings (7).
ALS cases can be both sporadic and familial.
Five to ten percent of all ALS patients show
a family history, and approximately 20% of
them (1-2% of all ALS cases) have a caus-
ative mutation of the Cu/Zn superoxide dis-
mutase gene (8.9).

Among the pathologic signs of ALS,
hyaline inclusions, ubiguitin positivity and
neurofilament (NF) accumulations are promi-
nent features. NF deposits in degenerating
mator neurons are considered to be an early
pathological hallmark of this disease. These
deposits usually invelve the anterior horn
newrons, both in the soma and in the axonal
process. These focal enlargements of neu-
ronal processes, called spheroids, are pale
and present crinkled edges when stained
with hematoxylin and eosin (10).

NI are major structural elements of the
neuronal cytoskeleton (11} where they play
an important role in cell architecture and
differentiation, and in the determination and
maintenance of fiber caliber (12). They be-
long totype IV intermediate filaments and are
composed of three different polypeptides:
light (NF-L), medium (NF-M) and heavy
(NF-H) subunits (13,14}. Each NF subunit
has a 310-amino acid, o-helical rod domain
following a ~100-residue head domain, and
differences in size are primarily due to the
length of the carboxyterminal tail sequences
(KSP repeats), which in NF-M and NF-H
contain an abundance of charged residues,
lysine and glutamic acid, along with numer-
ous serine phosphates (4.15.16). These re-
gions are potential phosphorylation sites (17).
Immunohistochemical experiments suggest
that the tail domains of NF-M and NF-H are

DMF. Mendonga et al.

mastly involved in the formation of cross-
bridges (12.18). NF-H and NF-M subunits
are found in the phosphorylated state in
normal axons and in the non-phosphorylated
state in normal soma and dendrites (19,20).

NF have long been assigned a role in the
pathogenesis of several types of neurode-
generative disease, including ALS (4). The
abundance of NF in motor neurons may be a
natural risk factor for the vulnerability of the
maotor neurons in ALS (21). In the present
study. we performed a morphelogical and
quantitative immunohistochemical analysis
1o evaluate the presence of each subunit -
light, medium and high - in spinal cord cell
bodies of control and ALS cases and in
spheroids of ALS cases.

Material and Methods

Spinal cords were obtained at autopsy
from 3 sporadic ALS patients and from 3
patients without neurological disease (con-
trols). The control patients suffered from
one of the following diseases: hypertensive
cardiopathy (N = 1), aortic aneurysm (N =
1), acute myocardial infarction (N = 1), and
acule respiratory failure (N =2). The average
post-mortem time was 4 h both in ALS and
coentrol cases. The time of fixation was about
two weeks, The summary of ALS cases is
shown in Table 1. Formalin-fixed, 5-pm
paraffin-embedded tissue sections from cer-
vical, thoracic, lumbar, and sacral levels
were obtained and collected on gelatin-coated
glass slides and stained with hematoxylin-
eosin and luxol fast blue for morphological
analysis, orimmunostained with the antibod-
ies. ALS cases were then tested for ubiquitin
and all were found to be positive. Sections
were observed and photographed with a
Zeiss Axioskop 2 plus Microscope.

Immunochistochemistry

Tissue sections were incubated with 3%
hydrogen peroxide in distilled water for 20
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min to block the endogenous peroxidase and
then washed three times (5 mineach) in PBS
containing 0.3% Triton. After incubation for
1 b with 1066 normal goat serum in PBS-
0.3% Triton, the sections were microwave
treated (1 min, twice} in order to expose
hidden epitopes and then reacted with a
primary antibody overnight at 4°C. We used
the following primary antibodies: anti-NF-H
phosphorylated (clone NE14 - 1:40), anti-
NE-M {clone NN18 - 1:40), and anu-NF-L
(clone NR4 - 1:200), all from Sigma (St
Louis, MO, USA). Sections were then incu-
bated with the corresponding biotinylaied
secondary antibady ata 1/200 dilution (Vee-
tor Laboratories, Burlingame, CA, USA) for
2 h. After reaction with the avidin-biotin-
peroxidase complex (Vectastain ABC Kit,
Vector), immunoreactivity was visualized by
S-min exposure to 3.3 -diaminobenzidine/
H,0,. Primary antibodies were omitted for
negative controls. Hematoxylin was used for
nuclear staining. Sections were dehydrated
in a graded alcohol series, cleared in xylene
and coverslipped under permount.

Quantitative analysis

The immunostaining intensity of NF from
ALS and control cases was determined and
the material was submitted to careful hight
microscopic examination for morphological
analysis. Thereafter, cell bodies and sphe-
roids were analyzed quantitatively. [t is im-
portant to emphasize thatimmunohistochem-
istry was performed at the same time for all
sections used in the quantitative study. Two
or three sections of each spinal cord level
were used for all ALS and control cases. All
neuronal cell bodies found in both anterior
horn areas were sampled and all the struc-
tures identified as spheroids were also ana-
lyzed. The images obtained were captured on
an image analysis system and analyzed with
the Image Pro Plus soltware (Media Cyber-
netics, Baltimore, MDY, USA), NF immuno-
staining was compared quantitatively be-

tween ALS and control cases. Because some
atrophic neurons exhibited a stronger reac-
tion when compared to normal-sized neu-
rons we evaluated the integrated optical den-
sity, which represents the mean optical den-
sity multiplied by cell area, “Integrated” re-
fers to the integration, or sum, over a given
region. of all the pixel intensity or density
values (22). Higher values in the bars repre-
sent weaker staining and vice-versa. Statis-
tical analysis was performed by the Mann-
Whitney test using the Prism software
{GraphPad Inc.), with the level of signifi-
cance set at P < 0.03.

Results

In the present study, we used hematoxy-
lin and eosin to identity the general morpho-
logic aspects of ALS cases and immunohis-
tochemistry to characterize. both qualita-
tively and quantitatively, the distribution of
NF subunits in ALS and control cases, ob-
serving each subunit individually.

The normal appearance of motor neurons
in the anterior horn of the spinal cord from
control cases stained with hematoxylin and
eosin can be seenin Figure 1a. The Nissl stain
1s well distributed throughout the perikarya,
The nucleus, when observed, is centrally
located. It is possible to observe glial cell
nuclei thatare lightly stained with hematoxy-
lin. In ALS cases. loss of motor neurons is
clearly observed. The remaining preserved
neuroms presented inclusion bodies with in-
tracytoplasmic organelle displacement (Fig-
ure Ib). There was also extensive gliosis

Table 1. Data regarding the amyotrophic latgral
solerosis casas studisd

Sex  Age at Furvival time Family
death after diagnosis history
of the dissase
It 65 9 months Negative
I 44 1 year and & months  Megative
[ 62 1 wear and 5 months  Negative

Braz | Med Biol Res 380x) 2005
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Figure 1. a-c, H&E staining of ventral horn mater neurcns. &, Normal aspect of motor neurons in a8 control case.
Al motor neurons display Missl's stain regularty distributed throughout the penkarya: the nucleus, when
observed, is centrally |located and glial cell nuclel ara ightly stained with hematoxyling b Motor neurans from
amyotrophic lateral sclerosis (ALS) cases. b, Motor neuron with intracytoplasmic inclusions {arrowsh and Miss
stain dls;-lacemsnt (astensk). Raactiva glosis is also obsarved [thick arrow), o, Alrophu: neuron larrocwsl, ol
Immunchistochemistry for neurchilaments. d-f Immunchistochemistry for neurofilamesnt heavy subunit iphos-
phorylated form). d Control case exhibiting weak and equally distributed reaction in the perikarya. e, ALS
atrephic neuran presenting strong immunastaining (arrow) and spheraids are alzo obsarved (arrowheads). £, ALS
nauronal fragment displaying strong immunostaining (astenskl. g4, Immunohistochamistry for neurafilament
medium subunit. g, Mater neurons of a control case exhibiting a strong and uniform immuncstaining. b, Atrophic
naurans presenting stronger immuncreaction (arowheadsl, ), Metor newron with strong immunoreaction i
perikarya, . Immunahistochermistry for newrofilament light subunit. | In control cases the immunareactivity
appears mild and distnbuted througheut the cytoplasm of motor neurons. &, ALS newron with early morphelog-
cal alteration exhibiting strenger immunoreaction when compared to control, |, Atrophic neurans presenting

strong immunersaction larrawheads), Scale bar (a3, b, ¢, d, & h, 1, k, ) 35 pm; (g, )} 70 g 0 10 pm

characterized by increased numbers of nu-
clei and enlargement of cytoplasmic pro-
cesses (Figure 1h). Some atrophic neurons
were also noted (Figure 1¢). Neuronal loss
was observed at all spinal levels. The lateral
corticospinal tract was pale and showed
extensive gliosis.

Immunehistochemistry for all tested NF
subunits was positive in cell bodies and
neurites of controls and in preserved neurons
of ALS cases. However, the amount of
labeling was different according to the spe-
cific subunit and cell region. Immunoreac-
tivity was distributed throughout the cyto-
plasm and extended into neuronal processes;
however, in control cases, cell bodies with
the most intense label were those reacting for
the NF-M subunit. The axoplasmin the white
matter was strongly labeled for most anti-
bodies. except for the NF-L subunit, whose
immunoreaction was relatively weak.

Immunchistochemistry for NF-H
(phosphorylated form only)

In control cases. the immunoreactivity
for the phosphorylated form of NF-H was
weak and equally distributed throughout the
perikarya {(Figure 1d). However, in the axo-
plasm of white matter the immunoreactivity
was very strong. In ALS cases, some re-
maining cells presented immunoreactivity

similar to control cases, but others presented
focal areas of intense staining, indicating an
accumulation of the tested subunit in these
regions. Atrophic neurons and spheroids
were also seen in the ventral horns and
showed strong immunostaining (Figure le).
Structures appearing to be neuronal frag-
ments also showed strong immunostaining
(Figure 1f). Spheroids were distinguished
from atrophic and fragmented neurons by
their rounded appearance and also due to the
fact that neurons are not usually rounded and
I or 2 processes can be seen arising from
their cell bodies.

Immunohistochemistry for NF-M

The antibody to the NF-M epitope labeled
neurons in a strong and uniform pattern in
control cases (Figure 1g) and the same was
observed in white matter axons. In ALS
cases, atrophic neurons usually presented a
strong immunoreaction when compared to
other groups of neurons (Figure 1h). Re-
maining neurons usually exhibited the same
immunoreaction as controls, but some neu-
rons were strongly stained {Figure 1i). Sphe-
roids were negative for this subunit,

Immunohistochemistry for NF-L

In control cases. the immunoreactivity
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Figure 2. Quantification of im-
munostaining intensity in cell
bedies of control and amyo-
trophic lateral sclerosis (ALS)
cases for all antibodies studied
100 = intagrated optical den-
sity. Higher values in the bars
reprasant weaker staining and
vice-warsa. Data are reported as
means + S0 for 1340 measure-
ments. 4, Juantitative compan-
son of neurofilament heavy
{MF-HI subumt immunastaining
Call bodies of ALS casas were
significantly more stained than
cell bodies of control cases (P <
3.08, Mann-Whitney test). B,
Meurofilament medium (NF-M)
subunit and O neurofilament
light {MF-L) subunit did not
present a significant difference
between groups

Braz | e Biol Res 3800 2005

was mild when compared to the other sub-
units and regularly distributed throughout the
cytoplasm of motor neurons (Figure 1j).
Axons in the white matter presented various
degrees of staining; some were weakly stmned
and others were sirongly labeled. In ALS
cases, immunoreaction seemed to be more
intense in preserved neurons and in neurons
with early morphological alterations (Figure
1k}, as well as in atrophic neurons (Figure
11). Similar to NF-M, spheroids did not stain
with NF-L.

Quantitative analysis

Although immunoreactivity for all anti-
bodies used seemed to be more intense in

150,000

100,000 —

10D
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MF-H
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50,000 1
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collections of motor neurons from ALS cases
when visualized by light microscopy. quan-
titative analysis revealed that this immunore-
activity was significantly increased only for
the NF-H subunit phosphorylated form (Fig-
ure 2A). However, for NF-M (Figure 2B)
and NF-L (Figure 2C) this increase was not
significant.

Spheroids were only positive for NF-H.
When we compared immunostaining be-
tween spheroids and cell bodies, we ob-
served that they both showed strong immu-
noreaction with no statistically significant
difference (Figure 3).

Discussion

ALS is a neurodegenerative disease that
has been the subject of many studies focus-
ing on different aspects of this disorder.
However, the pathogenesis of the disease is
still unresolved. An important feature of the
pathogenesis of ALS is the presence of NF
accumulations in degenerating neurons, The
results of the present study show the neuro-
pathological signs of ALS cases and the
presence, localization and quantitative distri-
bution of the three NF subunits - NF-L, NF-
M and NF-H in control and ALS cases. We
also investigated the presence of NFs in
swollen axonal processes (spheroids). To
our knowledge. our results represent the first
quantitative analysis of all different NF sub-
units in ALS cases. both in cell bodies and
spheroids.

In control cases. immunohistochemistry
revealed an intense immunaoreaction for anti-
bodies against NF-M epitopes in neuronal
perikarya. NF-H in its phosphorylated form
presented the lightest staining in the peri-
karya. Both subunits, however. presented a
strong staining in neuronal processes. These
data are consistent with the fact that the
phosphorylated formof NF subunits is mainly
located in the axoplasm. while the non-
phosphorylated form is found preferentially
in the neuronal perikarya and dendrites
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(19,20}, The immunoreaction for the NF-L
subunit, as described in our results, was
discrete in neuronal perikarya and mild to
moderate in the processes. This last result
agrees with data reported by others (12,15,
23,24), showing that this subunit is more
central to the axis of the filament since it is
involved in the arrangement of the core
filament, and therefore is less exposed to the
antibody.

The classical morphological features of
ALS such as dramatic neuronal loss, inclu-
sion bodies associated with intracytoplasmic
organelle displacement, atrophic neurons,
and extensive gliosis were all present in our
cases (0).

The results obtained by immunchis-
tochemistry for ALS cases showed accumu-
lations of immunostaining for all wested anti-
bodies in the perikarya of motor neurons of
the ventral horn of the spinal cord. Accumu-
lations of NF proteins. as observed in our
cases, can result in abnormalities in the
axonal cytoskeleton, leading to a gradual
block of axonal transport (4). Various fac-
tors may lead to the formation of abnormal
accumulations, including dysregulation of
intermediate filament gene expression, NF
mutations and posi-translational modifica-

40,000 —_

=1 Call bodies
30,000 mm Spharoids
fal
9 20,000
e 1}
4 NEH

Figure 3. Cuanfitativa analysis of neurcfilament haawy
iHF-H) subunit on axenal sphercids compared to ime
munastaining of this subunit in the cell bodies. The
difference between the sphercids and cell bodies
immunastaining was not significant IMann-Whitney
test] because in this case the comparison was done
batwean amyotrophic lsteral sclerosis (ALS) cases;
therafore, the sampls size was 2 for both groups. In
the other comparisons, however, the sample size was
the same for ALS cases (M = 3) but larger (N = 5] for
control cases. 10D = integrated optical density.

tions such as phosphorylation, glycosyla-
tion, nitration. and protein cross-linking (25).
It is clear from this and previous studies
(11.23) that the integrity of the NF network
is undoubtedly essential to motor neuron
survival and that this network becomes dis-
rupted during motor neuron degeneration.
Of particular relevance is the observation
that NF inclusions are also found in cases of
familial ALS caused by superoxide dismu-
tase mutations, implving a toxic action of
NFs in the disease (26).

Statistical analysis of our data confirmed
asignificantincrease of immunoreaction for
the antibody used for NF-H, while the in-
crease in NF-M and NF-L was not statisti-
cally significant. Our observations indicate
that, although all NF subunits seem to be
involved in the disease, the NF-H subunit
plays amajor rolein the pathogenesis of ALS.
A possible explanation for the nonsignificant
results for NF-M and NF-L is the fact that we
used only 3 subjects. Thus, if more cases had
been available the results for NF-M and NF-
L. might have been significant.

Large neurons, with their fast conduct-
ing. large caliber axons require a high content
of NFs for structural support and integrity
(27). Since NF-rich motor neurons are pref-
erentially affected in human ALS, the quan-
tity of NFs may be important in this selective
neuronal vulnerability. Moreover, NF-H plays
a major role in the maintenance of fiber
caliber since its tail domain is a structural
component of cross bridges and is involved
in the formation of parallel bundles in NFs
(18). In agreement with these observations,
Kriz and collaboraters (28) reported that
transgenic mice expressing high levels of
human NF-H proteins present NF inclusions
in the perikarya resulting in atrophy of motor
axons and altered axonal conductances.

There is growing evidence of a direct
participation of NF in many neurological
discases. Hedreen and Koliatsos (29) de-
scribed in the brains of patients with stroke
and other focal lesions the presence of the

Braz | Med Biol Res 380x) 2005
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phosphorylated form of NF-H in neuronal
perikarya, where itis not normally observed.
We have recently observed anincrease of NF
immunoreaction in degenerating axons of the
rat optic nerve following removal of the eyes
(30). The present study supports the view
that NFs also play a possible role in the
pathogenesis of ALS. Furthermore, we pres-
entquantitative evidence that the phosphory-
lated form of the NF-H subunit is the main
protein involved in this disease. What is the
possible explanation or cause of these obser-
vations? We believe that an abnormal phos-
phorylation of NF-H can induce a cytoskel-
etal disorder. leading to massive accumula-
tions of hyperphosphorylated protein in the
neurcnal perikarya and proximal neurites as
described by other investigators (31). The
literature shows that many factors may ac-
count for the formation of NF aggregates in
ALS. Recently, it was suggested that glota-
mate-mediated excitotoxicity, which is one
of the factors associated with the pathogen-
esis of ALS, induces NI side-arm hyper-
phosphorylation in neurons, leading to an
impairment of NF transport (32), Also, in
approximately 1% of sporadic ALS cases
there is a mutation in the KSP repeats of the
carboxyl terminus of the NF-H gene corre-
sponding to the phosphoryvlation sites (4).
This mutation may also account for the
formation of NF inclusions in ALS cases
since it was not observed in over 300 normal
individuals (4). Another possible cause of NF
accumulation and subsequent neurodegen-
eration in ALS is a failure of the capacity of
proteolytic degradation of the aggregates, via
the ubiquitin-proteosome pathway, as al-
ready described in other neurological dis-
eases (33.34).

Anotherinteresting finding of the present

DMF. Mendonga et al.

study was the presence of NF-H-positive
spheroids in all ALS cases. Spheroids are
considered to be a conspicuous and early
finding in proximal axons of motor neurons
in ALS (35). Although their significance in
ALS has not been completely established,
they have been described in conditions asso-
ciated with impairment of axonal transport
(36). Our quantitative results showed the
presence of phosphorylated NF-H subunits
in spheroids, It is possible that hyperphos-
phorylation increases disassembly of NF
thus impairing their axonal transport, as sug-
gested previously (37). A failure of pro-
teolytic degradation might also be associated
with accumulation of NF and other interme-
diate filaments. such as peripherin, in axonal
spheroids (35). The presence of phosphory-
lated NF-H in both the neuronal perikarya and
spheroids of ALS cases suggests a possible
role of this subunit in the pathogenesis of
ALS.

Despite all the evidence presented above,
an unresolved question is whether the accu-
mulating NFs are merely by-products of the
pathogenic process or active participants in
motor neuron dysfunction. However, our
observations may coniribute to the idea that
the high NI content in motor neurons may
account for the selective vulnerability of
these neurons and that the heavy subunit may
have a crucial role in the disease process.
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Abstract

Proteasome, ubiguiting GEAP and neorofilament were evalvated in motorneurons and astrocytes of spinal cords of ALS and control cases. ALS
neurons exhibited ubiguitin positive inclusions and areas of strong immunoreaction for proteasome. Areas of proteasome stain were observed close
to neurofilament positive proximal process enlargement. The percentage of neurons strongly immunoreacted. for proteasome was higher in ALS
cases than in controls. Many astrocyles were positive for ubiguitin and proteasome. These results suggest that the ubiguitin-proteasome pathway
is involved in the ALS pathogenesis and agree with the view that ALS is a disorder of protein aggregation that affects nearons and nonnearonal

cells.
© 2006 Elsevier Ireland Lid. All rights reserved.
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The main histopathological characteristic of amyotrophic lateral
sclerosis (ALS) is the loss of large motorneurons of the spinal
cord, brain stem and motor cortex accompanied by extensive
sliosis. A common hallmark of the disease is the presence of
ubiquitin positive inclusion bodies in neurons [6,24]. Ubiquitin
1s a small protein that plays a role in the degradation of many
cellular proteins. Itis activated by El-activating enzymes, lrans-
ferred to ubiquitin by E2-conjugating enzyme and then joined
to protein substrates by E3-ubiquitin ligases. Degradation is
enhanced when more than one ubiquitin is attached to the target
protein to form polyubiquitin chains, Ubiquitination of proteins
indicates that they must be degraded by a multicomponent enzy-
matic complex, the proteasome [12,27].

Proteasomes are large multisubunit proteases that are found
in intracellular space of eukaryotic cells. The 208 proteasome
is the catalytic core of 265 proteasome and is composed of 28
subunits arranged in four heplameric stacked rings to form a
cylindrical structure. The outer and inner rings are formed by o
and [ subunits (o 1-7, B 17, B 17 and a« 1-7), respectively [9].

* Commesponding awthor. Tel.: +55 21 25626431 ; fax: +55 21 25620483,
E-piaif addresz: martinez @histo.ufr). be (A M B. Martinez).
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The 208 proteasome hydrolyses most peptide bonds present in a
protein. The 198 particle is the regulatory moiety of the 265 pro-
teasome and confers ubiquitin/ ATP-dependency to proteolysis
by 268 proteasome [10,11,27].

The ubiquitin—proteasome system seems to play a crucial
role in the pathogenesis of neurodegenerative diseases. The
close relationship between neurodegeneration and the ubiquitin
system has long been implicated through the consistent find-
ings of ubiguitin-positive intraneuronal inclusions in various
neuropathological diseases [14,18,19,25]. This finding suggests
that these diseases are associated with a neuron inability to
degrade protein aggregates. In general, ubiquitin and ubiqui-
tinated substracts are rapidly degraded and therefore do not
accumulate in healthy cells. Failure to eliminate the ubiguitin-
protein aggregates might be the result of either a malfunction of
the ubiquitin—proteasome system or a structural change of some
proteins, rendering them inaccessible o proteolysis [ 1,8,13]. Ina
previous study we showed neurofilament accumulation in spinal
cords motorneurons of ALS cases [15]. Cytoskeletal abnormal-
ities, including neurofilament aggregation, are one of the many
hypotheses proposed to explain the mechanism of motor neu-
ron degeneration in ALS. Whether these protein aggregates are
by themselves pathogenic or are a consequence of a failure in
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the molecular system of protein degradation is a question that
remains unsolved in ALS and other neurodegenerative discases.

Despite the fact that astrogliosis is considered a histopatho-
logical hallmark of ALS [3], the participation of astrocytes in
the molecular mechanism of ALS and other neurodegenerative
diseases is a new emerging concept that has been postulated
in recent years. Therefore, nowadays ALS is not considered as
one of motor neurons in isolation but the result of interactions
between neurons and glial cells [16,20], However, the majority
of ALS studies are only concerned with the histopathological
characteristics of motor neurons degeneration and death. Here,
we have considered the participation of astrocytes as well as
neurons in ALS and control cases.

In the present study, we performed a morphological immuno-
histochemical analysis to evaluate the presence of GFAP, neuro-
filament, ubiguitin and proteasome in motorneurons and astro-
cytes of spinal cord from control and ALS cases. Our results
show accumulation of ubiquitin and proteasome in ALS neurons
and astrocytes, sometimes close to proximal process enlarge-
ment with increased immunoreactivity for the neurofilament
heavy subunit. These findings suggest a dysfunction of the
ubiquitin—proteasome pathway associated with accumulation of
proteins in neurcnal processes enlargements.

Spinal cords were obtained at autopsy from three sporadic
ALS patients and from five patients without neurological disease
{controls). The control patients suffered from one of the follow-
ing diseases: hypertensive cardiopathy (A= 1), aortic aneurysm
{N=1), acute myocardial infarction (N'= 1), and acute respira-
tory failure (NW=2). The average post-mortem interval was 4h
both in ALS and control cases. The spinal cords were fixed in
10% formalin for about two weeks. ALS cases were from male
patients with no family history of ALS, aged from 44 to 65 years.
The survival pericd after diagnosis varied from 9 months to |
year and 6 months.

Formalin-fixed, 5-pm paraffin-embedded tissue sections
from cervical, thoracic, lumbar and sacral levels were obtained
and collected on gelatin-coated glass slides and stained with
hematoxylin-eosin and luxol fast blue for morphological analy-
sis, orimmunostained with the antibodies against heavy neurofil-
ament subunit (Sigma), free ubiguitin and polyubiguitin chains
{Dako), proteasome af subunits {Biomol) and GFAP (Novo-
castrap. Sections were observed and photographed with a Zeiss
Axioskop 2 plus Microscope.

The sections were treated with 3% peroxide hydrogen in
order to block the endogenous peroxidase and then rinsed in
phosphate-buffered saline (PBS) containing 0.3% Triton. After
incubation for 1Th with 10% normal goat serum in PBS-0.3%
Triton, the sections were microwave treated (1 min, twice) in
order to expose hidden epitopes and then reacted with a primary
antibody overnight at 4 °C, We used the following primary anti-
bodies: anti-ubiquitin (1:200), anti-proteasome («f3 subunits)
(1:20000, anti-neurofilament (heavy subunit) (Clone NE-14 —
1:80) and anti-GFAP (1:100). Sections were then incubated with
the corresponding secondary antibody for 2h. After reaction
with the avidin-biotin-peroxidase complex { Vectastain ABC Kit,
Vector) reactivity was visualized using the following cromogens:
DAB (anti-proteasome, anti-neurofilament), 5G (anti-GFAFP)

and AEC (anti-ubiquitin}, Primary antibodies were omitted for
negative controls. Hematoxylin was used for nuclear staining
in some sections. Sections were dehydrated in a graded alcohol
series, cleared in xylene and coverslipped under permount.

The number of neuron cell bodies exhibiting strong stain-
ing for proteasome «f3 in the anterior horns of control and ALS
spinal cords was quantified. Two or three sections from cervi-
cal, thoracic and lumbar spinal cord levels were used from ALS
and control cases. Statistical analysis was performed with the
Prism software (GraphPad Inc.) using the two-way ANOVA test
(< 0.05). It is important to emphasize that immunohistochem-
istry was performed at the same time for all sections used in the
quantitative study.

ALS 15 nowadays considered a disorder of multiple etiolo-
gies; however, the factor that triggers the disease process is not
known. In this report we give qualitative and quantitative data
on the participation of ubiquitin and proteasome in the disease,
and discuss the results in terms of abnormal protein aggregation
in neurons. We also give evidence of astrocyte participation in
the disease pathobiology.

In our morphological analysis we observed that contrel spinal
cord sections displayed normal motorneurons and astrocytes,
as shown in Fig. 1A, In ALS cases, neurons exhibited cyto-
plasmic inclusions corresponding to Bunina bodies (Fig. 1B},
intracytoplasmic organelle displacement (Fig. 1B) and signs of
astrogliosis characterized by enlargement of astrocytes cyto-
plasm and its processes (Fig. 1B).

It was possible to identify in ALS neurons the classic ubig-
uitin positive aggregates (skeins) (Fig. 1C), which are described
as the major pathological feature of the disease [8]. Immunore-
activity for proteasome in control cases was weak and equally
distributed throughout the neuronal penikarya (Fig. 1), In ALS
cases, the majority of the surviving neurons presented intense
immunoreactivity for proteasome of3. In some of them, areas
of intense focal staining were observed, indicating an accumu-
lation of the proteasome subunits (Fig. 1E). In a few cases we
observed a neuron with a strong immunoreaction in areas adja-
cent to a swollen process suggestive of spheroid, which was
not stained for proteasome (Fig. 1F), but was positive for the
newrofilament heavy subunit (data not shown). Our quantitative
analysis revealed that the proteasome expression was signifi-
cantly increased in ALS spinal motorneurons when compared
to control cases, at different spinal cord levels (Fig. 2).

Our results are different from the majority of previous reports
stating that neurons of sporadic and Familial ALS cases are
not positive for proteasome 208 [25]. Interestingly, only one
report described positive inclusions for proteasome 195 and
not for proteasome 208, in a sporadic ALS case [21]. How-
ever, these authors observed these positive inclusions only in
the pyramidal neurons of the hippocampus and not in the spinal
cord motorneurons. Another important difference between our
reports is that our antibody recognizes a and B subunits of the
208 catalytic core, while their antibodies recognize the 195 par-
ticle and the « subunit of the 205 proteasome. Ubiquitinated
proteins are degraded by the 265 proteasome through the coor-
dinated work of the 198 regulatory moiety that contains ATPases
and other enzymes, and the 205 subunit which contains the pro-
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Fig. 1. (A) Normal motmeurons and astrocyles in spinal cord sections of a controd case. (B} Bunina inclosion bodies (full arrows), intracytoplasmic organelle
displacement (arrowhead) and enlargensent of astrocytes cytoplasm and processes (amow ) in ALS case. (C) Ubdquitin positive inclusion bodies (arrows) in nearons.
of an ALS case. (I3} Light immunoneactivity for proteasome in neurons of a control case. (E, F) Intense focal staining of proteasome in perikarya (E) and areas
adjacent {arrows ) 1o a process enlargement - arrowhead ) in neurons of ALS cases, (G) Imnvunoreactivity for GEAP in control case (arows). (H, Iy Immunoreactivity
for GEAF in ALS cases, (J, K) Immunorenetivity for ubigquitin in astrocytes of ALS case (arroves), (L) Immunoreactivity for proteasome in astrocyles of an ALS case
(arrow), Scale bar; (A, B, I, B, F LT, K) 23 pm, (G, H, L) 47 pom and () 57 pm,

teolytic active sites. Therefore, it is possible to suggest that any
dysfunction in one or another subunit would impair the protea-
some activities. One of the functions of ubiguitin-proteasome
system is the removal of misfolded or damaged proteins [9].
Abnormal proteins aggregations could generate an increase in
the levels of proteolysis in intracellular compartments, which
could recruit cytosolic pools of ubiquitin and proteasome. This
fact explains the increase of immunoreactivity for ubiguitin and
proteasome in some regions of the neurons cell bodies and pro-
cesses, as we have observed. Besides, aggregation of proteins
such as ubiquitin, neurofilament, tau and B-amyloid [7,17.26]

is a common hallmark of the disease. The accumulation of
proteins could make them inaccessible to degradation by the
ubiquitin—proteasome pathway. This impairment could happen
as a consequence of oxidative alterations of the aggregated pro-
teins due to ROS generation. Another possible mechanism is
that this enzymatic complex could not function appropriately
and therefore would not be able to degrade these proteins and
they would accumulate in healthy neurons.

In our sections, immunohistochemistry for GFAP revealed
positively stained astrocytes in control cases (Fig. 1G). These
cells were sometimes observed around morphologically normal
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Fig, 2, Percentage of neurons intensely stained for proteasome in cervical (A), thoracic (B and lumbar (C) spinal cord levels from ALS and control ¢ases, The
difference hetween the percentages of neurons inlensely stained for prowasome was significant berween conteol and ALS cases inoall spinal cord levels (F < 005)

motorneurons. In ALS cases however, these cells were more
intensely labeled for GFAP and their processes extended for
longer areas forming a complex network (Fig. 1H and I). We also
observed, in all ALS cases, astrocytes with intense immunoreac-
tivity for ubiquitin. The protein was often observed in the nuclei
and in the cytoplasm of astrocytes (Fig. 1) and K). Moreover,
in ALS cases, some astrocytes also exhibited strong proteasome
immunoreaction throughout the anterior horn of the spinal cord
(Fiz. 1L}. Interestingly, materials obtained from control cases
were not positive for either antibody suggesting that astrocytes
are involved in the pathogenesis of ALS.

Extensive astrogliosis is considered a common hallmark of
ALS and other neurodegenerative disorders [13]. In recent years
there has been increasing interest in the idea that astrocytes are
primarily involved in the pathogenesis of ALS and other neu-
rodegenerative diseases [16,20]. These cells have a strong inter-
action with neurons and are important for the maintenance of
the newronal microenvironment. Several studies have provided
clues to the participation of astrocytes in the pathogenesis of
ALS [2,4,16,20]. A possible mechanism that may contribute to
the disease is excitotoxicity promoted by elevated levels of gluta-
mate neurotransmitter which activates reactive oxygen species
(ROS) in motorneurons. Exiracellular levels of glutamate are
regulated by transporters, mainly those present in the membrane
ofastrocytes [2]. It seems that increased ROS production induces
dysfunction of these transporters in the membrane of astrocyles
which in turn will also cause an increase in glutamate, a toxic
molecule to motorneurons. This dysfunction could be involved
in several abnormalities of astrocytes including malfunction of
ubiquitin-proteasome system.

Our results suggest that the ubiguitin—proteasome system
15 involved in the pathogenesis of ALS, since we report here
a strong expression of these proteins in the spinal cord of
ALS cases. This increased stain could represent dysfunction
of this pathway in newrons and in astrocytes of ALS cases.
Thus, the ubigquitin—proteasome pathway can be directly or
indirectly involved in the pathogenesis of the disease and its
dysfunction can alter the metabolism of neurons leading them
to degeneration. It can also alter the metabolism of astrocytes,
which can in turn affect neurons. In fact, we know that these
cells play an important role in the maintenance of the neuronal
microenvironment, Our results are in accordance with the recent
view that ALS, similar to other neurodegenerative diseases, is
a disorder of protein aggregation that affects neurons [22,23]
and nonneuronal cells, such as astrocytes [3] and microglia
[23]. In this context malfunction of the ubiquitin—proteasome
pathway would be explained since we know that this system is
primarily involved in the degradation of oxidized and damaged
proteins.
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