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RESUMO 
 

 
A Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA) afeta os neurônios do sistema motor somático. 

Algumas das características histopatológicas da doença são a presença de agregados de proteínas 
como neurofilamentos e ubiquitina, e astrocitose. Sugere-se que estes agregados protéicos podem 
contribuir diretamente para a degeneração dos neurônios motores ou serem conseqüência de um 
processo primário. Os neurofilamentos são elementos estruturais essenciais no citoesqueleto 
neuronal. São compostos de três subunidades: NF-L, NF-M e NF-H. A ubiquitina, associada a 
um complexo catalítico, o proteasoma 26S, participa na degradação de proteínas de vida curta, 
desnaturadas ou erroneamente montadas. Os astrócitos participam da manutenção de condições 
adequadas ao microambiente neuronal e parece que estas células podem participar ativamente na 
patogenia da doença. O estresse oxidativo parece estar também intimamente relacionado à 
doença, através de uma cascata de eventos que levaria à formação de produtos neurotóxicos 
capazes de promover a neurodegeneração. Alterações nas concentrações protéicas ou aumento na 
expressão de fatores relacionados ao estresse oxidativo na medula espinhal, no líquido 
cefalorraquidiano, ou no soro dos portadores de ELA podem refletir os processos patológicos da 
doença. Em nosso trabalho tivemos como objetivo avaliar a presença da ubiquitina e do 
proteasoma 26S em medula espinhal de portadores de ELA e avaliar a expressão de proteínas, 
elementos-traço e fatores relacionados ao estresse oxidativo, no líquido cefalorraquidiano e no 
sangue de portadores da doença. Em nossos resultados observamos perda de neurônios motores 
nos casos de ELA e os neurônios remanescentes apresentaram-se atróficos ou com alterações 
intracitoplasmáticas. Também observamos extensa astrocitose. Nos casos de ELA a 
imunorreação para ubiquitina e proteasoma foi forte nos neurônios do corno anterior da medula e 
em alguns astrócitos. Observamos a presença da subunidade pesada dos neurofilamentos no 
líquido cefalorraquidiano de 7 das 10 amostras de portadores de ELA analisadas, enquanto que a 
análise para as subunidades média, leve e para o proteasoma foi negativa. Examinamos a 
presença de resíduos de nitrotirosina nas proteínas presentes no líquido cefalorraquidiano e no 
soro dos pacientes com os casos-controle, com a intenção de investigar fatores relacionados ao 
estresse oxidativo, porém não houve diferenças. Pela análise proteômica observamos diferenças 
na expressão protéica entre os grupos e as proteínas foram separadas e estão sendo analisadas por 
espectrometria de massa. Analisamos a presença de diferentes elementos-traço no líquido 
cefalorraquidiano e no soro dos portadores de ELA e evidenciamos aumento significativo das 
concentrações de cálcio, cloro e potássio quando comparado aos casos-controle. Concluímos que 
a via ubiquitina-proteasoma está, de alguma forma, envolvida com a neurodegeneração em casos 
de ELA. Esta via pode participar do processo patogênico de forma direta ou sua desorganização 
pode ser uma conseqüência da tentativa de restauração do funcionamento celular. Futuramente, 
talvez seja possível utilizar a subunidade pesada dos neurofilamentos como biomarcador presente 
no líquido cefalorraquidiano de portadores da doença. As amostras estudadas não apresentaram 
resíduos de nitrotirosina, mas outras análises podem ser realizadas. Evidenciamos diferença de 
expressão protéica no líquido cefalorraquidiano de portadores de ELA quando comparado aos 
casos-controle. Além disso houve aumento de concentração de cálcio, cloro e potássio no líquido 
cefalorraquidiano dos portadores da doença.  
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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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APRESENTAÇÃO DO PROBLEMA 

 

Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA) é uma doença do sistema nervoso que afeta os 

neurônios responsáveis pelo controle da musculatura voluntária, sendo, portanto, uma doença do 

sistema motor caracterizada pela degeneração progressiva das células do corno anterior da 

medula espinhal, podendo variavelmente afetar os neurônios dos núcleos motores presentes no 

tronco encefálico e os neurônios do córtex motor. A ELA foi descrita em 1874 por Charcot e, 

apesar de ser foco de muita investigação ao longo dos anos, sua etiologia ainda não é definida e o 

diagnóstico é baseado nos sinais e sintomas apresentados pelo paciente, não existindo exames 

laboratoriais que possam auxiliar os profissionais de saúde.  

Existem vários fatores relacionados à patogênese da ELA, mas nenhum deles, 

isoladamente, pode ser considerado um fator desencadeante. Acredita-se que a integração entre 

vários fatores relacionados à doença possa conduzir à degeneração dos neurônios motores. Estes 

fatores podem ser, por exemplo, ambientais, genéticos e fatores relacionados à idade e a 

distúrbios metabólicos das células do sistema nervoso. A doença, portanto, é considerada como 

um processo degenerativo de origem multifatorial, onde diferentes mecanismos moleculares 

podem contribuir para a injúria dos neurônios motores (Julien, 2001). 

Uma das características histopatológicas da doença é a presença de agregados de proteínas 

como neurofilamentos (Hirano, 1996; Lee e Cleveland, 1996; Bajaj et al., 1999; Julien, 1999; 

Seilhean et al., 2004; Mendonça et al., 2005), ubiquitina (Leigh et al., 1991; Migheli et al., 1994; 

Ellison et al., 1998; Seilhean et al., 2004), tau e ß-amilóide (Sasaki e Iwata, 1999; Yang et al., 

2003; Calingasan et al., 2005). A presença desses agregados protéicos sugere que estes elementos 

podem contribuir diretamente para a degeneração dos neurônios motores ou serem conseqüência 

de um outro processo primário. 
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A degradação de proteínas de vida curta, desnaturadas ou erroneamente montadas, bem 

como proteínas contendo aminoácidos oxidados ou qualquer tipo de aminoácidos anormais é 

realizada no complexo enzimático denominado proteasoma após serem ligadas à ubiquitina 

(Alvez-Rodrigues et al., 1998; Chung et al., 2001). Portanto, a via ubiquitina-proteasoma exerce 

um papel ativo na degradação de proteínas citosólicas (Hirano, 1991) e sua disfunção pode estar 

associada ao acúmulo de proteínas intracelulares. 

Outra característica patológica importante da doença é a acentuada astrocitose (Eddleston 

e Mucke, 1993; Barbeito et al., 2004). Por serem os astrócitos células que tem importante função 

na manutenção de condições adequadas ao microambiente neuronal, tem sido sugerido que estas 

células podem participar ativamente na patogenia da doença (Shaw, 1994; Rothstein et al., 1996). 

Além disso, o estresse oxidativo parece estar também intimamente relacionado à doença, 

através de uma cascata de eventos que levaria à formação de produtos neurotóxicos capazes de 

promover a neurodegeneração. Estes produtos podem ser gerados por disfunção em uma enzima 

antioxidante, a cobre/zinco superóxido dismutase (SOD1), relacionada a alguns casos da doença 

em sua forma familiar por excitotoxicidade ou ainda disfunção mitocondrial (Simpson et al., 

2003; Manfredi e Xu, 2005).  

Alterações nas concentrações protéicas ou aumento na expressão de fatores relacionados ao 

estresse oxidativo na medula espinhal, no líquido cefalorraquidiano, ou no soro dos portadores de 

ELA podem refletir os processos patológicos da doença. Nossa pesquisa tem como objetivo: 1) 

avaliar a presença da ubiquitina e do proteasoma 26S em medula espinhal de portadores de ELA, 

e de pacientes-controle e 2) avaliar a expressão de proteínas e fatores relacionados ao estresse 

oxidativo no líquido cefalorraquidiano e no sangue de pacientes portadores da doença. As 

alterações encontradas poderão ser úteis no diagnóstico da doença e importantes para a avaliar a 

aplicação de agentes terapêuticos que possam retardar sua progressão. 
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I. - INTRODUÇÃO 

 

 

I.1 Esclerose Lateral Amiotrófica 

 
A Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA) é uma doença degenerativa progressiva dos 

neurônios motores da medula espinhal, tronco cerebral e córtex cerebral, que se manifesta 

clinicamente por fraqueza e atrofia muscular e sinais degenerativos do trato córtico-espinhal, em 

combinações variáveis. Trata-se da uma doença de meia idade, em sua maior parte, que é 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 clínicos e patológicos da doença e descreveram o envolvimento 

do tracto córtico-espinhal. Apenas em 1874 é que o termo ELA foi introduzido por Jean Martin 

Charcot, médico e cientista nascido na França, sendo o primeiro a ligar os sintomas com um 

grupo de células especificamente afetados pela doença - os neurônios motores.  

A ELA, atualmente, recebe diferentes denominações em vários países, como por exemplo, 

na França a doença ficou conhecida como “Doença de Charcot". Nos EUA a doença é conhecida 

como "Doença de Lou Gehrig", levando este nome porque um famoso jogador de basebol, Lou 

Gehrig, morreu em conseqüência da doença em 1941. Na Inglaterra, a ELA é conhecida como 

"Doença do Neurônio Motor" (Julien, 2001).  

A ELA é uma doença com incidência 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 tendência ao aumento 

do número de pessoas afetadas pela doença (Strong, 2004). Os homens são comprometidos com 

uma freqüência 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 incidência aumentam a cada década. Esta doença tem um padrão 

aleatório no mundo, salvo por três regiões caracterizadas pela drástica aglomeração de pacientes 

onde muitas vezes a doença associa-se à demência 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 península de Kii no Japão (Yoshida et al., 1998). 

A baixa freqüência da doença sugere uma inerente susceptibilidade em pacientes que estão 

destinados a desenvolver a doença em um momento particular da vida subseqüente a um evento 

desencadeador (Louvel et al., 1997). Após esse evento, não há uma evidência clara de 

anormalidades neuropatológicas, neurofisiológicas ou clínicas que marcariam um paciente como 

potencialmente suscetível a ELA (Louvel et al., 1997).  

A degeneração progressiva dos neurônios motores superiores e inferiores é a marca 

patológica desta doença e os sinais clínicos refletem isso. Fraqueza progressiva conduz à atrofia 

muscular, paralisia e morte, usualmente por falência respiratória, em aproximadamente cinco 

anos. Mais de 50% dos motoneurônios podem degenerar antes dos sinais clínicos aparecerem. 

Funções cognitivas e sensitivas não são afetadas na grande maioria dos casos e alguns grupos de 

neurônios motores, incluindo os dos núcleos do oculomotor e de Onuf, também são poupados, 

como descrito por Louvel e colaboradores, em 1997. 

Sinais de lesão dos neurônios motores superiores são encontrados em todos os casos de 

ELA, exceto em raros casos em que existe predominância no envolvimento dos neurônios 

motores inferiores que mascara esses sinais. As manifestações usuais do envolvimento dos 

neurônios motores superiores consistem em hiperatividade dos reflexos musculares profundos 

dos membros, tanto superiores como inferiores, clônus no tornozelo e, às vezes, na patela, leve a 

moderada espasticidade e freqüentemente reflexos patológicos (Hirano, 1996). 
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Hiperatividade dos reflexos musculares profundos na presença de músculos atróficos e 

paréticos é uma característica comum encontrada na ELA. Isto é visto nos braços, onde a doença 

ordinariamente inicia, enquanto no mesmo estágio os músculos das pernas podem apresentar 

nenhuma fraqueza e apresentar espasticidade associada a um aumento dos reflexos profundos. 

Com a progressão da fraqueza, os reflexos hiperativos desaparecem e se sobrepõe a arreflexia. O 

grau de hiperatividade ou hipoatividade dos reflexos e o tônus muscular invariavelmente refletem 

a predominância do envolvimento dos neurônios motores superiores ou inferiores. Nos últimos 

estágios da ELA, os neurônios motores inferiores estão suficientemente envolvidos para 

obscurecer os sinais usuais da doença dos neurônios motores superiores. Os reflexos superficiais 

estão geralmente diminuídos, mas estão mantidos; freqüentemente, o sinal de Babinski não 

aparece mesmo na presença de hiperreflexia viva. Alterações cognitivas são incomuns (Hirano, 

1996; Lee e Cleveland, 1996). 

O diagnóstico da ELA é baseado nas características clínicas e ou nos achados 

neuropatológicos após o óbito do portador da doença (Hirano, 1996; Cudkowicz et al., 2004). Em 

relação ao aspecto clínico, os exames complementares são úteis para realização do diagnóstico 

diferencial, porém, não existem exames de imagem ou laboratoriais específicos para o 

diagnóstico da doença. Várias desordens devem ser descartadas antes da definição do diagnóstico 

de ELA: desordens estruturais, como a mal-formação de Arnold-Chiari, mielopatia espondilótica 

cervical e siringomielia; outras desordens dos neurônios motores, degenerativas ou 

desmielinizantes, como a esclerose lateral primária, paraparesia espástica hereditária, neuropatia 

motora multifocal, esclerose múltipla e neuropatias desmielinizantes; desordens metabólicas e 

tóxicas ou infecções (Pradat e Bruneteau, 2006; Vial, 2006).  

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

diagnóstico da ELA, com a intenção de proporcionar um padrão confiável de análise dos sinais 
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apresentados pelos portadores da doença, diminuindo assim o risco de diagnósticos falso-

positivos ou falso-negativos e aumentando as possibilidades de um diagnóstico 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 provável, ELA possível ou 

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

 

 

Tabela 1 

ELA definida Sinais de degeneração dos neurônios motores superiores e 

inferiores em pelo menos três regiões. 

ELA provável Sinais de degeneração dos neurônios motores superiores e 

inferiores em duas regiões. 

ELA possível Sinais de degeneração dos neurônios motores superiores e 

inferiores em uma região ou sinais de degeneração apenas dos neurônios 

motores superiores em duas ou três regiões. 

ELA suspeita Sinais de degeneração dos neurônios motores inferiores em duas 

ou três regiões. 

Critério diagnóstico para ELA baseado no consenso internacional de 1990. 

 

 

Os achados neuropatológicos em pacientes com ELA clássica são bastante distintos, 

com perda e degeneração das grandes células do corno anterior da medula espinhal, dos núcleos 

motores do tronco cerebral e das células de Betz no córtex motor, acompanhada de extensa 
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gliose; há desmielinização das raízes anteriores da medula espinhal e os músculos estriados 

exibem pronunciada atrofia (Ellison et al., 1998).  

No tecido do portador de ELA observa-se, como dito anteriormente, perda e degeneração 

das grandes células do corno anterior da medula espinhal, dos núcleos motores do tronco cerebral 

e das células de Betz no córtex motor (Ellison et al., 1998). Na medula espinhal a perda de 

neurônios é mais proeminente nas regiões cervical e lombar (Julien, 2001). Macroscopicamente é 

possível observar atrofia e uma coloração acinzentada das raízes anteriores da medula espinhal 

que reflete a perda de fibras mielínicas. No tronco encefálico a maior parte dos núcleos exibe 

degeneração de seus respectivos neurônios motores, com exceção do núcleo de Onuf e os núcleos 

motores dos terceiro, quarto e sexto nervos cranianos, responsáveis pela inervação dos músculos 

do globo ocular (Julien, 2001). Ocasionalmente, nos casos graves ou de longa duração pode ser 

encontrada atrofia do giro pré-central (Brownell et al., 1970). A degeneração dos neurônios 

motores é acompanhada de extensa gliose, caracterizada por aumento tanto do número de 

astrócitos quanto de microglia (Kushner et al., 1991; Aquilonius et al., 1992). Há uma forma 

disseminada de atrofia muscular neurogênica na qual as fibras musculares exibem atrofia com 

perda da estriação transversal, um aumento relativo do número de núcleos, aumento de tecido 

conjuntivo e uma reposição de gordura no lugar das fibras musculares que pode obscurecer a 

atrofia. (Ellison et al., 1998). A distribuição dos achados patológicos está diretamente relacionada 

com os sintomas.  
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I.1.1 - Etiopatogenia    

 

 A etiologia da ELA ainda não é conhecida, porém existem várias hipóteses sugeridas 

como vias para o desenvolvimento da doença. Alguns possíveis mecanismos patogênicos são 

descritos para ELA, mas essas alterações podem não ser eventos desencadeadores diretos, ao 

contrário, podem ser parte de uma cascata de eventos desencadeados por uma causa primária. 

Há evidências sugerindo que diversos processos bioquímicos podem estar associados à 

degeneração neuronal, tais como: mutações, excitotoxicidade, envolvimento de células não-

neurais, estresse oxidativo, disfunção mitocondrial e apoptose. A interação destes eventos pode 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 1. Esquema dos possíveis fatores etiopatogênicos 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 degeneração do 

neurônio motor, podendo portanto ser correto dizer que a ELA é uma doença multifatorial. 

 

 

I.1.1.1 – Características neuropatológicas principais  

 

Os neurônios motores remanescentes após a instalação da ELA podem apresentar 

anormalidades no citoesqueleto e inclusões intracitoplasmáticas (Ellison et al., 1998). Os 

neurônios podem apresentar-se balonados, atróficos ou com núcleo e substância de Nissl 

deslocados em direção oposta às inclusões. Dilatações axonais (esferóides) podem estar presentes 

nos neurônios dos cornos anteriores da medula espinhal (Carpenter, 1968). Os esferóides são 

estruturas arredondadas representativas de dilatações axonais. Estas dilatações estão 

freqüentemente preenchidas por acúmulos de proteínas de neurofilamentos (Mendonça et al., 

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

 

 

I.1.1.2 – Aspectos Genéticos 

 

A ELA ocorre na forma esporádica ou na forma familiar. A forma esporádica é responsável 

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 não diferem dos não-
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familiares com relação aos sintomas e evolução clínica, embora os primeiros, como grupo, 

apresentem um início em idade um pouco mais jovem.   

Em termos de etiologia a ELA tem se mostrado uma doença complicada e extremamente 

difícil 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 são associados a 

mutações no gene que codifica a enzima SOD1, no cromossomo 21. A superóxido dismutase é 

uma enzima chave em mecanismos antioxidantes. Esta enzima tem sítios de ligação para cobre e 

zinco e após atividades de redução e oxidação do cobre, a enzima converte superóxido, um 

produto da fosforilação oxidativa na mitocôndria, em peróxido de hidrogênio. Os radicais 

superóxido são produtos tóxicos do metabolismo celular e são extremamente reativos podendo 

causar danos celulares irreversíveis. A instabilidade da enzima mutante contribui para a 

toxicidade que, às vezes, é aumentada pela liberação de zinco. 

Muitas informações sobre a patogênese da ELA são provenientes de estudos em animais 

transgênicos para SOD1. Animais transgênicos portadores de mutação nesta enzima desenvolvem 

doença do neurônio motor através de atividades tóxicas. Um mecanismo sugerido refere-se ao 

fato de que a enzima SOD1 mutante é instável, permitindo interações químicas anormais com 

substratos não convencionais. Por exemplo, o peróxido de hidrogênio (H2O2) ou o peroxinitrito 

(ONOO-) poderiam reagir com SOD1 em seu estado reduzido (SOD1-Cu+) e catalisar a nitração 

de resíduos de tirosina (Strong, 2005; Pasinelli e Brown, 2006). Outra possibilidade seria relativa 

à interação anormal do oxigênio com SOD1 deficiente de zinco gerando um excesso de radicais 

superóxido (O2
-) (Strong, 2005; Pasinelli e Brown, 2006). A enzima instável também poderia 

liberar zinco e cobre, que livres podem ser tóxicos. Em outro mecanismo sugerido, a enzima 

SOD1 instável e com sua conformação alterada também poderia formar depósitos protéicos 

tóxicos. Além disso, acúmulo de SOD1 poderia inibir a atividade do proteasoma, com 
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conseqüente aglomeração protéica. Esses agregados protéicos também poderiam seqüestrar, 

inativar ou aumentar a atividade tóxica de outras proteínas participantes de processos celulares 

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

e colaboradores (2004) demonstra que a enzima SOD1 mutante seqüestra a proteína anti-

apoptótica Bcl2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema representativo das alterações celulares provocadas pela enzima SOD1 
mutante. No modelo de toxicidade química, a instabilidade da enzima mutante contribuiria para a 
toxicidade, às vezes, acentuada pela liberação de zinco. É possível que o peróxido de hidrogênio 
(H2O2) ou peroxinitrito (ONOO-) reaja com a enzima mutante. O oxigênio também pode reagir com a 
enzima e gerar excesso de ânions superóxido. A enzima instável também poderia liberar cobre e zinco 
que, por sua vez, são elementos tóxicos. No modelo de toxicidade protéica, a enzima SOD1 mutante 
poderia formar depósitos protéicos. Agregados de SOD1 poderiam inibir a atividade do proteasoma 
gerando acúmulo de proteínas. Reproduzido e adaptado a partir de Pasinelli e Brown, 2006. 
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Portanto, duas hipóteses são sugeridas para explicar os prejuízos funcionais gerados pela 

enzima SOD1 mutante: distúrbios no metabolismo do oxigênio ou instabilidade conformacional 

induzida pela mutação. Em ambos os casos, distúrbios relacionados às propriedades biofísicas e 

bioquímicas da enzima SOD1 induzem diversos fenômenos patogênicos, como: alterações no 

DNA/RNA, alterações nas mitocôndrias (diminuição na produção de ATP e tamponamento de 

cálcio), alterações nas proteínas de neurofilamentos e transporte axonal, e alterações nas funções 

do retículo endoplasmático, complexo de Golgi e na via ubiquitina-proteasoma (figura 3). 

Segundo Pasinelli e Brown (2006), a partir destas alterações, cascatas apoptóticas são 

iniciadas. Esse processo relacionado à alteração em SOD1 também envolveria a ativação e 

disfunção dos astrócitos e células da microglia. O tamponamento de glutamato pelos astrócitos 

seria modificado, contribuindo para o aumento extracelular excessivo de glutamato e 

excitotoxicidade. As células da microglia secretariam fatores que poderiam ser tóxicos e causar 

danos celulares. A morte neuronal envolveria complexos fenômenos intrínsecos e extrínsecos aos 

neurônios motores. 

Uma mutação no gene que codifica uma proteína denominada alsina em pacientes 

portadores de ELA familiar foi descrita por Hadano e colaboradores em 2001. A alsina é uma 

proteína que contem três domínios de liberação de um nucleotídeo de guanina e está envolvida 

com a ativação das proteínas pertencentes à subfamília da proteína Ras. As proteínas dessa 

subfamília estão relacionadas à regulação de sinalizações celulares importantes. A perda de alsina 

em camundongos não desencadeia a degeneração de neurônios motores, mas predispõe ao 

estresse oxidativo (Julien et al., 2005). Outras mutações tem sido identificadas, porém pouco 

caracterizadas (Strong, 2005). 
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Figura 3. Esquema representativo das alterações celulares provocadas pela enzima SOD1 

mutante. A toxicidade da enzima mutante é multifatorial, operando através de diversos caminhos, 
muitas vezes interligados. Dentro do neurônio motor, a enzima pode afetar o metabolismo do 
DNA/RNA, da mitocôndria (diminuição da produção de ATP e tamponamento de cálcio, 
aumentando a liberação de cálcio), dos neurofilamentos e transporte axonal e as funções do 
retículo endoplasmático, complexo de Golgi e proteasoma. Em interação com uma glicoproteína 
secretora, SOD1 poderia ser secretada do neurônio motor. O processo patológico envolve a 
ativação e disfunção de astrócitos e microglia. A captação de glutamato pelos astrócitos pode ser 
reduzida contribuindo para o aumento da concentração extracelular do neurotransmissor. A 
microglia secreta citoquinas que podem ser tóxicas e causar danos celulares. Portanto, a morte 
celular na ELA reflete uma complexa interação entre fenômenos intrínsecos e extrínsecos. 
Reproduzido e adaptado a partir de Pasinelli e Brown, 2006. 

 

 

O entendimento da patogênese da ELA tem evoluído majoritariamente em função dos 

estudos relacionados às mutações associadas à doença. Os achados clínicos e patológicos na ELA 

familiar associada com mutações em diferentes proteínas sugerem que o processo bioquímico que 
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leva à perda dos neurônios motores na ELA familiar é, em geral, o mesmo que na ELA 

esporádica (Bredesen et al., 1996; Rowland e Shneider, 2001). Estudos sobre o mecanismo 

patogênico em casos de ELA familiar podem, portanto, conduzir a uma maior compreensão dos 

casos esporádicos (Strong, 2005). 

Em pacientes portadores de ELA esporádica têm sido identificadas mutações no gene que 

codifica a cadeia pesada de neurofilamento, como descrito nas revisões de Cleveland (1999), 

Bruijn e colaboradores (2004) e Strong (2004), mas tais mutações não têm sido descritas na 

forma familiar da doença.  

 

 

 

I.1.1.3 – Animais transgênicos na ELA 

 

Animais transgênicos que expressam alterações na enzima SOD1 tem sido foco de 

enorme interesse por desenvolverem um fenótipo característico da doença. Camundongos que 

expressam mutação em SOD1 também apresentam como característica patológica a presença de 

acúmulos anormais de neurofilamentos (Tu et al., 1996; Shibata, 2001).Várias linhas de animais 

transgênicos que expressam um gene mutante para SOD1 já foram estabelecidas (Gurney et al., 

1994). O modelo animal mais comumente utilizado é o camundongo transgênico G93A. A 

enzima SOD1 neste animal possui um resíduo de glicina na posição 93 substituído por uma 

alanina. 
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Estudos com esses animais têm fornecido evidências de que a mutação em SOD1 causa 

ELA por um ganho de função tóxica. Entretanto, os mecanismos da doença causada pelas 

mutações em SOD1 não estão esclarecidos.  

 

 

I.1.1.4 – Envolvimento não-neuronal 

 

O conceito de que células não-neurais estariam envolvidas no processo patológico da 

doença se originou da observação de que a proliferação de células microgliais e astrócitos são 

eventos patológicos iniciais desta doença (McGeer et al. 1993; Schiffer et al., 1996). Vários 

marcadores neuroquímicos que evidenciam a ativação destas células têm sido observados em 

estudos realizados com material obtido de portadores de ELA (Almer et al., 2001; Mendonça et 

al., 2006) e em animais transgênicos (Hall et al., 1998; Boillée et al., 2006).  

A proliferação de astrócitos observada na ELA tem sido foco de bastante interesse, 

principalmente em função das evidências de perda ou alterações 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 sináptica parece ser um evento importante do processo que 

culmina com a morte neuronal. Existem evidências de alteração nos níveis de glutamato em casos 

de ELA (Belleroche e Recordati, 1984; Shaw, 1994; Spreux-Varoquaux et al., 2002). Os 

astrócitos, dentre várias funções, são responsáveis pela retirada do excesso de glutamato da fenda 

sináptica. Estas evidências conduzem à hipótese de que os astrócitos, de alguma forma, podem 

participar ativamente de eventos neurotóxicos mediados por glutamato que desencadeiem o 

processo patogênico e sejam críticos para a sobrevida neuronal na ELA. 
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I.1.1.5 – Neuroquímica 

 

Excitotoxicidade 

O acúmulo anormal de glutamato pode ocorrer em portadores da doença (Rothstein et al., 

1990). Há relatos de alterações nos níveis de glutamato no plasma, fluído cerebroespinhal e 

cérebro de pacientes portadores de ELA retirados pós-morte (Belleroche e Recordati, 1984; 

Shaw, 1994; Spreux-Varoquaux et al., 2002). Este metabolismo anormal de glutamato pode 

contribuir para a neurodegeneração na ELA.  

O glutamato é um neurotransmissor excitatório presente no sistema nervoso central. A 

despolarização do terminal pré-sináptico de um neurônio glutamatérgico faz com que haja 

liberação de glutamato em um processo dependente de cálcio. O glutamato liberado pode ativar 

dois tipos de receptores na membrana do elemento pós-sináptico: os receptores ionotrópicos, que 

são divididos em três grupos: receptores NMDA, receptores AMPA e receptores Kainato ou 

receptores metabotrópicos, que são receptores associados a mensageiros secundários (Alberts et 

al., 1993). 

A função normal do glutamato na transmissão sináptica é rapidamente concluída após a 

retirada do excesso de glutamato da fenda sináptica que é realizada pelos transportadores 

presentes na membrana das células gliais. Se por algum motivo o glutamato não for retirado da 

fenda sináptica, ele irá provocar a entrada excessiva de cálcio no neurônio. Um excesso de íons 

cálcio é normalmente tamponado por calbindina, parvalbumina e pelas mitocôndrias, mas a 

entrada de cálcio não controlada,  ativa várias enzimas, produzindo um excesso de óxido nítrico e 

superóxido. Isso posteriormente promove a produção de peroxinitrito, resultando na nitrosilação 

de resíduos de tirosina de proteínas neuronais-chave, como neurofilamentos e proteínas 

receptoras de fatores neurotróficos. Um aumento na quantidade de superóxido leva à produção de 
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mais radicais livres, causando injúria no DNA e estruturas da membrana celular. Como descrito 

por Leigh (1996), a excitotoxicidade é acompanhada por alterações histopatológicas, começando 

com edema no pericário e dendritos levando à destruição de organelas intracelulares, dano ao 

núcleo e morte celular.  

A excitotoxicidade por glutamato, radicais livres e alterações no citoesqueleto não são 

processos independentes, mas processos celulares intimamente relacionados que levam à 

degeneração dos neurônios motores (Gutmann e Mitsumoto, 1996). 

 

 

Estresse Oxidativo 

Quando radicais livres estão presentes em excesso na célula, ocorrem danos celulares 

causados pelo efeito tóxico destes elementos. Esta condição é denominada estresse oxidativo. 

Radicais livres são moléculas instáveis, pelo fato de seus átomos possuírem um número ímpar de 

elétrons. Para atingir a estabilidade, estas moléculas reagem com outros elementos intracelulares 

para adquirir um elétron.  

Os radicais livres formados em maior quantidade são chamados espécies reativas de 

oxigênio (ROS). As ROS são produzidas durante o processo de fosforilação oxidativa no interior 

da mitocôndria, a partir da redução de oxigênio à água. Estes radicais livres podem conduzir à 

morte celular por oxidação ou peroxidação de proteínas, lipídios e ácidos nucléicos (Chwiej et al., 

2005).  

Existem evidências que consideram o estresse oxidativo um elemento importante no 

processo da doença, já que a presença de injúria oxidativa na célula é clara: presença de 

peroxidação lipídica, presença de conjugados de proteínas ao elemento 4-hidroxinonenal, dano 
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oxidativo no DNA, observação da atividade de óxido nítrico sintase e formação de nitrotirosina, 

tanto com agregados de neurofilamentos quanto com agregados hialinos.  

A enzima SOD1, em indivíduos normais, funciona como um seqüestrador de radicais 

livres, sendo responsável pela manutenção de parte da homeostasia intracelular. Alterações em 

seu mecanismo de funcionamento podem levar ao acúmulo de radicais livres na célula e 

conseqüente morte. Outro fator importante é o funcionamento correto da maquinaria 

mitocondrial. Alterações no funcionamento da mitocôndria podem conduzir a uma superprodução 

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

 

 

Disfunção Mitocondrial 

Vários estudos têm sido direcionados ao papel da mitocôndria na patogênese da ELA e de 

outras doenças neurodegenerativas. Evidências de disfunções mitocondriais e morfologia 

anormal da mitocôndria nos terminais de neurônios motores e músculos em casos de ELA 

esporádica têm sido identificadas (Manfredi e Xu, 2005). Em animais transgênicos, a principal 

evidência morfológica relacionada à mitocôndria é a presença de vacuolização mitocondrial, 

onde são observados vacúolos originados da separação entre as membranas mitocondriais interna 

e externa e estas alterações aumentam drasticamente com a progressão da doença (Kong e Xu, 

1998; Bendotti et al., 2001; Sasaki et al., 2004). 

Durante muitos anos, estudos indicaram que a enzima SOD1 mutante poderia afetar 

diretamente a mitocôndria, principalmente através da formação de agregados protéicos no interior 

da organela. O acúmulo de SOD1 mutante no interior da mitocôndria causa dano direto através 

da formação de edema, com aumento da permeabilidade da membrana externa e espaço 

intermembranar, levando à liberação de citocromo-c e ativação de caspases, inibição do 
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complexo importador de proteínas (TOM) e interação anormal com proteínas mitocondriais como 

a Bcl2 (figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Esquema representativo das alterações mitocondriais provocadas pela enzima SOD1 
mutante. Há muito tempo considerada uma proteína citoplasmática, SOD1 também é encontrada na 
mitocôndria (membrana externa, membrana interna e matriz mitocondrial). a) SOD1 mutante forma 
agregados insolúveis que poderiam diretamente danificar as mitocôndria por: edema, a partir da 
expansão e aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial externa e espaço intermembranar, 
levando a liberação de citocromo c (CitC) e ativação de caspases; inibição do complexo translocador 
mitocondrial (TOM) evitando a importação de proteínas; e interações anormais com proteínas 
mitocondiais como a Bcl2. b) Agregados de SOD1 e Bcl2 são encontrados em mitocôndrias na 
medula espinhal e não no fígado de animais transgênicos, um achado que deve estar relacionado à 
especificidade do neurônio motor. A deposição conjugada de SOD1 e Bcl2 deve anular a função de 
Bcl2, 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 transgênicos para ELA observa-se despolarização da 

mitocôndria (Rizzardini et al., 2006), prejuízo na homeostasia do cálcio, pela liberação de 

citocromo-c, (Damiano et al., 2006) e redução na produção de ATP (Menzies et al., 2002). Se a 

disfunção mitocondrial representa um evento primário ou secundário na patogênese da doença 
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ainda não se sabe, já que as alterações mitocondriais podem originar ou ser originadas de eventos 

tóxicos. De qualquer maneira, estas alterações mitocondriais podem mediar a morte celular a 

partir da liberação de cálcio no citoplasma, produção inadequada de ATP e ativação de eventos 

que culminariam com a apoptose. 

 

 

Desorganização do Citoesqueleto 

Dentre as características histopatológicas-chave da ELA destaca-se o enorme acúmulo de 

proteínas, incluindo agregados de neurofilamentos, no corpo celular e em segmentos axonais 

proximais, e inclusões intracitoplasmáticas positivas para ubiquitina  (Deslile e Carpenter, 1984; 

Julien, 2001). Em trabalho anterior, nosso grupo identificou a presença de neurofilamentos em 

casos de ELA. Através de imunohistoquímica, foram observados densos acúmulos focais da 

proteína em regiões do corpo celular neuronal. Por análise quantitativa evidenciou-se que a 

subunidade pesada dos neurofilamentos apresentava envolvimento predominante quando 

comparada às outras subunidades (Mendonça et al., 2005). O acúmulo de neurofilamento pode 

ser desencadeado por diversos mecanismos e, como conseqüência, conduzir a um prejuízo no 

transporte axonal, que pode ser fatal para o neurônio. Trabalhos anteriores descrevem a redução 

do transporte axonal em pacientes com ELA (Sasaki e Iwata, 1996) e em modelos animais 

transgênicos da doença (Sasaki et al., 2005). O transporte de moléculas e organelas é um 

processo celular fundamental que é particularmente importante para o desenvolvimento, função e 

sobrevivência dos neurônios (figura 5).  

Estes agregados protéicos podem desempenhar um papel essencial na degeneração dos 

neurônios motores na doença. Acredita-se que a expressão biológica final do processo patogênico 

seja o acúmulo progressivo de elementos que culmina com a morte neuronal (Strong et al., 2005) 
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e o entendimento do mecanismo que conduz a este acúmulo seria um instrumento valioso para 

maior conhecimento desta doença. 
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Figura 5. O transporte axonal ocorre de forma anormal na ELA. Alteração dos 
neurofilamentos por mutações e ou mudanças em sua fosforilação podem afetar a estrutura do 
axônio podendo, por sua vez, afetar o transporte axonal. Reproduzido e adaptado a partir de 
Pasinelli e Brown, 2006. 

 

 

 

Os neurofilamentos têm sido identificados como moduladores do transporte por serem 

responsáveis pela regulação do calibre axonal (Hirokawa et al., 1984).Vários achados têm 

indicado que alterações no transporte axonal podem contribuir para a morte dos neurônios 

motores na ELA (Sasaki e Iwata., 1996). Tanto o transporte axonal anterógrado quanto o 
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retrógrado estão diminuídos em modelos animais transgênicos da doença (Sasaki et al., 2005). 

Esses déficits são exacerbados com a progressão da doença. Vários autores sugerem que 

agregados de neurofilamentos em axônios proximais (esferóides) podem comprometer 

fisicamente o transporte axonal (Sasaki e Iwata, 1996).  

Os neurofilamentos são compostos por três 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). São os elementos do 

citoesqueleto neuronal mais numerosos (Hoffman et al., 1984; Lee e Cleveland, 1996). Junto com 

outras proteínas fibrosas, os neurofilamentos formam uma rede filamentosa tridimensional que 

sustenta a célula nervosa, auxiliando a definir sua forma, organizar e ancorar constituintes dentro 

do citoplasma (Hirokawa et al., 1984). 

As características que mais diferem as subunidades de neurofilamentos são suas regiões 

de domínio carboxi-terminal. Essas são regiões estruturalmente heterogêneas e isso talvez possa 

explicar diferentes propriedades bioquímicas e imunológicas entre os vários tipos de filamentos 

intermediários (Fuchs e Hanukoglu, 1983; Harris et al., 1991). Para o NF-L, essa região é muito 

ácida, com muitos resíduos de ácido glutâmico; NF-M tem um domínio carboxi-terminal maior 

do que o NF-L, contendo segmentos ricos em ácido glutâmico e lisinas, além de possuir algumas 

repetições de lisina-serina-prolina (KSP). A região carboxi-terminal do NF-H é distinta dos 

outros filamentos intermediários, devido à presença de 42 a 52 repetições de KSP, organizadas 

em perfeita ordem. As regiões KSP são potentes sítios de fosforilação. A fosforilação ocorre na 

proporção do número de repetições KSP, portanto o NF-H é o mais extensamente fosforilado e o 

NF-L, menos (Julien e Mushynski, 1982; Ackerley et al., 2004).  



 37

Sendo assim, as proteínas de neurofilamentos parecem conter um centro composto pelas 

três subunidades, enquanto o domínio carboxi-terminal das subunidades média e pesada parecem 

compor projeções laterais (figura 6), as quais, acredita-se devem modular o espaço entre os 

filamentos, contribuindo para a regulação do calibre axonal (Carden et al., 1987; Heins et al., 

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

 

 

 

Figura 6. Composição 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 está presente no eixo do filamento enquanto que as 
subunidades M e H estão localizadas na perifieria do filamento e suas extremidades 
carboxiterminal dão origem às projeções laterais. Note que os axônios maduros contem 
subunidades de NF-H com longas projeções laterais fosforiladas. Reproduzido a partir de Nixon e 
Sihag, 1991. 

 

 

 

A chave para o entendimento da formação de agregados de neurofilamentos é 

compreeender o papel da alteração da fosforilação protéica. A fosforilação das proteínas do 

citoesqueleto é regulada de forma precisa no sistema nervoso sob condições fisiológicas. 
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Particularmente, os neurofilamentos e proteínas associadas a microtúbulos são extensamente 

fosforiladas. Contudo essa extensa fosforilação ocorre majoritariamente no compartimento 

axonal, enquanto no corpo celular há pouca ou nenhuma destas proteínas em seu estado 

fosforilado (Lee e Cleveland, 1996; Julien, 1999).  

As cinases estão surgindo como fortes contribuintes para a patogênese da ELA. Cdk5 é um 

membro da família das cinases dependentes de ciclina e tem forte atividade nos neurônios pós-

mitóticos. Atualmente, o ativador da Cdk5 mais bem caracterizado é a p35. A regulação anormal 

de Cdk5 por p25 ou p29 contribui para a neurodegeneração por alterar o estado de fosforilação 

das proteínas de citoesqueleto. p35 é o maior ativador desta cinase. Vários eventos levam ao 

aumento dos níveis de cálcio no citoplasma, o que, por sua vez, resulta na ativação das calpaínas, 

proteases ativadas por cálcio. A atividade das calpaínas induz a quebra da p35 a p25. Portanto, há 

uma desregulação de Cdk5 é desregulada sob condições patológicas e induz a fosforilação 

anormal das proteínas do citoesqueleto (Strong, 2005).  

Segundo Strong (2005) a fosforilação dos neurofilamentos ocorre no axônio em íntima 

proximidade com a bainha de mielina, sendo possível sugerir que a mielinização pode ser um 

sinal ativador para esta fosforilação. É possível que a sinalização das células de Schwann ou 

oligodendrócitos possa ativar a Cdk5 e outras cinases como ERK1/2. Apesar de as moléculas 

específicas das células mielinizantes e os mecanismos que regulam as cascatas de sinalização que 

afetam a expressão e fosforilação dos elementos do citoesqueleto não terem ainda sido bem 

identificadas, a glicoproteína associada à mielina (MAG) é um potencial ligante neuronal capaz 

de mediar tanto eventos gliais como neuronais (Schachner e Bartsch, 2000). Camundongos 

nocautes para MAG exibem diminuição da fosforilação de neurofilamentos em associação com 

diminuição da atividade de Cdk5 e ERK1/2 (Pan et al., 2005). Neurônios do gânglio 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 elevação da expressão de NF-H e NF-M 

fosforilados. Estes eventos estão associados à elevação da atividade de Cdk5 e ERK1/2 

(Domeniconi e Filbini, 2005). Estes achados conduziram à idéia de que interações entre MAG e o 

axônio induzem uma cascata de sinalização que regula a expressão de proteínas do citoqesqueleto 

e sua fosforilação diretamente por estas cinases (Dashiel et al., 2002) (figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Desenho esquemático exibindo a regulação da fosforilação de proteínas do 
citoesqueleto em axônios mielinizados sob condições normais. Estudos indicam que a glicoproteína 
associada à mielina (MAG) pode ser responsável pela fosforilação de proteínas do citoesqueleto 
através da ativação de cinases localizadas no copartimento axonal (Cdk5 e Erk 1/2). Reproduzido e 
adapado a partir de Strong et al., 2005. 

 

 

O equilíbrio entre as proteinocinases e as proteinofosfatases regula a fosforilação das 

proteínas do citoesqueleto. O influxo de cálcio no neurônio após a despolarização da membrana 
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leva à ativação de Ras e a subseqüente ativação de c-Raf. c-Raf ativa MEK1/2 que fosforila 

ERK1/2. A ativação de ERK1/2 leva a fosforilação das proteínas do citoesqueleto, incluindo NF, 

tau e MAPs. A sinalização celular resultante disso leva à fosforilação por p35/Cdk5 (figura 8). 

Então, as vias de regulação da atividade de Cdk5 e ERK1/2 são críticas na manutenção da 

fosforilação normal das proteínas do citoesqueleto e quando esta regulação é perdida nas doenças 

neurodegenerativas, a atividade destas cinases é desregulada podendo levar à hiperfosforilação 

anormal destas proteínas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Desenho esquemático representando as vias de sinalização para a fosforilação de 
proteínas do citoesqueleto sob condições fisiológicas. Os sinais relacionados à ativação de cinases que 
culminam com a fosforilação de proteínas do citoesqueleto podem ser: influxo de cálcio a partir da 
despolarização da membrana, ligação de fatores de crescimento e da matriz extracelular aos seus 
receptores, assim como interação entre neurônios e células da glia. Reproduzido e adaptado a partir de 
Strong et al., 2005. 
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As interações axônio-glia nos processos de fosforilação também são responsáveis pela 

regulação dessas cascatas de cinases. Na fosforilação normal há grandes níveis de tirosina 

fosfatases no corpo celular e baixos níveis no axônio. Isto resulta em menores níveis de 

fosforilação das proteínas do citoesqueleto no corpo celular e fosforilação elevada no axônio. É 

possível admitir que sob condições fisiológicas os receptores de cinase são menos expressos no 

corpo celular como resultado de alta expressão e atividade das tirosina fosfatases. Entretanto, há 

menor expressão e atividade destas fosfatases no compartimento axonal resultando em maior 

ativação de receptores. Em adição, a interação glia-axonio ativa as cinases no axônio (figura 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Desenho esquemático representando a regulação da fosforilação de proteínas do 
citoesqueleto sob condições fisiológicas. A fosforilação de proteínas é regulada a partir de um 
adequado equilíbrio 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) propõem que várias lesões induzem a desregulação desta 

fosforilação como resultado de uma ativação anormal da cascata de cinases durante condições 

patológicas. A desregulação das atividades enzimáticas resultam no aumento dos receptores 

tirosina cinase. Isto ativaria as cascatas serina/treonina cinase no corpo celular que causam 

maiores níveis de fosforilação das proteínas de citoesqueleto. A desregulação da atividade das 

cinases em processos patológicos pode conduzir à hiperfosforilação destas proteínas nas doenças 

neurodegenerativas. 

 

 

Via Ubiquitina-Proteasoma  

A maioria das doenças neurodegenerativas, como descrito anteriormente, são marcadas 

pela presença de proteínas agregadas ou corpos de inclusão. Isso inclui, por exemplo, o acúmulo 

de neurofilamentos na ELA (Seilhean et al., 2004; Bruijn et al., 2004; Mendonça et al., 2005), as 

placas amilóides e emaranhados neurofibrilares na doença de Alzheimer (Layfield et al., 2001), 

corpúsculos de Lewy na doença de Parkinson (Chung et al., 2001) assim como outras doenças 

neurodegenerativas. Recentes avanços na pesquisa das doenças neurológicas tem indicado que o 

sistema ubiquitina-proteasoma desempenha um papel importante na patogênese das doenças 

neurodegenerativas. Uma das primeiras evidências do envolvimento desse sistema nas doenças 

neurodegenerativas deve-se ao fato  de acúmulos de proteínas em certas doenças 

neurodegenerativas serem positivas para ubiquitina (Schiffer et al., 1991; Mather et al., 1993; 

Schiffer et al., 1994; Watanabe et al., 2001). 

A ubiquitina é abundante em neurônios e seu acúmulo pode ser identificado nos estágios 

iniciais das doenças. O envolvimento da ubiquitina na neurodegeneração é tão aceito que sua 

imunomarcação é usada regularmente na identificação de lesões patológicas, como corpúsculos 
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de Lewy e emaranhados neurofibrilares (Alves-Rodrigues et al., 1998). Ainda não é 

compreendida a relação entre esse acúmulo de proteínas e a morte neuronal, porém o 

conhecimento dos constituintes dessas inclusões pode ser um indício sobre os eventos que levam 

à sua formação. 

A presença da ubiquitina nas inclusões intracitoplasmáticas rendeu enorme interesse. 

Logo se buscou obter informações sobre a ubiquitina evidenciando-se o sistema ubiquitina-

proteasoma. Tem havido muito progresso no entendimento da biologia do proteasoma, mas muito 

ainda há para ser esclarecido. O fato é que hoje se sabe que este sistema constitui uma via 

proteolítica e existem informações suficientes para acreditar no envolvimento direto ou indireto 

dessa via na patogênese de várias doenças. Porém, não se sabe se a via ubiquitina-proteasoma 

seria uma fonte primária ou secundária a um outro fator. A partir disso, várias hipóteses podem 

ser levantadas e vários trabalhos têm sido realizados na tentativa de elucidar um pouco mais o 

papel dessa via nas doenças neurodegenerativas. Uma idéia geral é que, sob certas condições 

adversas, incluindo estresse oxidativo, configuração anormal da proteína no retículo 

endoplasmático, estresse e idade, proteínas danificadas podem acumular-se na célula. Esse 

acúmulo pode ocorrer também devido a modificações pós-traducionais de proteínas recém 

sintetizadas, clivagem proteolítica anormal, diminuição da liberação de proteínas degradadas e/ou 

expressão imprópria ou ainda “splicing” gênico alterado (Chung et al., 2001; Layfield, 2001). 

A ubiquitina existe na célula em uma forma livre ou covalentemente ligada a proteínas. É 

uma proteína pequena composta por 76 aminoácidos, constituinte de uma via responsável pela 

degradação de proteínas de vida curta, desnaturadas ou erroneamente montadas, bem como 

proteínas contendo aminoácidos oxidados ou qualquer tipo de aminoácidos anormais. A 

ubiquitina é conjugada a proteínas que devem ser degradadas por extensa cascata enzimática. Em 

um processo dependente de ATP, a ubiquitina é inicialmente ativada por enzimas ativadoras de 
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ubiquitina (E1). Em seguida, as moléculas de ubiquitina são transferidas a uma das várias E2s ou 

enzimas conjugantes de ubiquitina. As enzimas E2 fazem a ligação da região carboxi-terminal da 

ubiquitina ao grupo amina de uma lisina do substrato e, na maioria das vezes, essa etapa é 

auxiliada pelas enzimas E3 ou enzimas ligases. A conjugação sucessiva de ubiquitina  a um 

resíduo de lisina de uma ubiquitina antecessora (K48-G76) resulta na formação de uma longa 

cadeia de proteínas de ubiquitina. Essa organização de proteínas é 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 formação de uma 

ligação isopeptídica entre a extremidade carboxi-terminal da ubiquitina e uma cadeia lateral de 

um resíduo de lisina do substrato e essa união é auxiliada por um enzima ligase (Alves-Rodrigues 

et al., 1998). A ligação do substrato à enzima ligase é específica e implica no fato de que essas 

enzimas desempenham um papel fundamental no reconhecimento e na seleção das proteínas para 

a conjugação e conseqüente degradação (Ciechanover e Schwartz, 1998). A degradação ocorre 

quando a proteína-alvo está associada à cadeia multi-ubiquitinada. Essa cadeia, então, será 

reconhecida por uma proteína receptora específica contida nos sistemas proteolíticos dependentes 

de ubiquitina. Após a degradação da proteína, a cadeia de poliubiquitina será removida e 

desmontada por uma enzima deubiquitinizante, a isopeptidase T (Lam et al., 2000), tornando as 

moléculas de ubiquitina livres e reutilizáveis (Ciechanover e Schwartz, 1998). A posterior 

ativação e conjugação da ubiquitina depende rigorosamente da exposição da região G76 exposta 

pelo processamento das enzimas deubiquitinizantes (Lam et al., 2000). Esta é, portanto, uma das 

etapas cruciais para a manutenção do funcionamento adequado do sistema ubiquitina por um 

complexo catalítico dependente de ubiquitina e ATP, conhecido como proteasoma 26S (Alves-

Rodrigues et al., 1998). 
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O proteasoma 26S é um complexo proteolítico que degrada proteínas conjugadas à 

ubiquitina (Driscol et al., 1992). A associação das funções do sistema ubiquitina às funções do 

complexo catalítico 26S, para a degradação de proteínas, constitui a via ubiquitina-proteasoma 

(figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Desenho esquemático da via ubiquitina-proteasoma. Ubiquitinas livres (Ubi) são 
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. Após a degradação do 
substrato as cadeias de poliubiquitina são dissociadas por enzimas deubiquitinizantes (DUBs) e os 
peptídeos da proteína degradada retornam livres para o citoplasma. Reproduzido e adaptado a 
partir de Wójcik, 2001. 
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O controle da atividade do proteasoma é essencial para garantir a remoção de proteínas 

regulatórias de vida curta mas ao mesmo tempo prevenir a destruição de outros componentes 

celulares importantes. O sistema que distingue proteínas estáveis de proteínas que devem ser 

removidas é o sistema ubiquitina (Zwickl e Baumeister, 2002). 

O Proteasoma 26S possui uma massa molecular de aproximadamente 2000 kDa. O centro 

catalítico do protesoma 26S é o proteasoma 20S que é composto de 28 subunidades organizadas 

em 4 anéis heptaméricos empilhados para formar uma estrutura cilíndrica (Drexler, 1997; Alves-

Rodrigues et al., 1998; Ciechanover e Schwartz, 1998; Ding e Keller, 2001), tendo, então, a 

seguinte constituição: α 1-7, β 1-7, β 1-7 e  α 1-7. As diferentes subunidades α e β têm pesos 

moleculares que variam de 25 a 30 kDa (Ciechanover e Schwartz, 1998). O proteasoma 20S 

hidrolisa a maioria das ligações peptídicas presentes em uma proteína. Os sítios ativos residem 

nas subunidades β, dentro do canal central da partícula (Arendt e Hochstrasser, 1997). Interações 

específicas entre subunidades β heterólogas dentro de cada anel é também importante para a 

formação do sítio ativo. Os sítios proteolíticos clivam as ligações peptídicas nas regiões 

hidrofóbica, básica ou ácida da extremidade carboxi-terminal dos aminoácidos (Driscol et al, 

1992).  

A parte reguladora do proteasoma 26S é conhecida como partícula 19S, que se dispõe nas 

extremidades do centro catalítico, sendo uma unidade 19S de cada lado (19S–20S–19S). O 

complexo 19S contém pelo menos 17 proteínas com pesos moleculares que variam de 25 a 110 

kDa. Esse complexo não possui atividade catalítica e sim contribui para a atividade do 

proteasoma 20S (Ding e Keller, 2001), serve como porta de entrada para o centro catalítico e 

promove funções regulatórias diferentes que são necessárias para garantir a degradação seletiva 

de substratos-alvo da ubiquitina (Ciechanover e Schwartz, 1998). Um modelo em 3D do 

proteassoma 26S está apresentado na figura 11. 
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O proteasoma é gerado após a associação do complexo 20S com os dois complexos 19S, 

associação essa dependente de ATP (Ciechanover e Schwartz, 1998). Em todas as células o 

proteasoma 26S é primariamente citosólico, mas também é encontrado em associação com 

membranas microsomais ou localizado no núcleo. No citosol, o proteasoma é encontrado em 

associação com filamentos intermediários do citoesqueleto (Alves-Rodrigues et al., 1998). 

 

 

 

 

 

As proteínas erroneamente montadas podem interferir com funções celulares essenciais e 

devem ser eliminadas de forma rápida e eficiente, porém sob certas circunstâncias essas proteínas 

podem se aglomerar e acumular no citoplasma (figura 12). É possível assumir que essas proteínas 

podem se acumular em função de um mecanismo de defesa da própria célula, onde essas 

proteínas não-degradas seriam depositadas em uma forma biologicamente inerte. Por outro lado, 

as proteínas agregadas podem também causar grandes danos celulares e agravar os efeitos 

deletérios de uma condição de estresse (Layfield et al., 2001). 

Figura 11. Um modelo em 3D de um único complexo
completo do proteasoma 26S, derivado por processamento
de imagem por computador. É possível observar os dois
complexos 19S em ambas as extremidades e o centro
catalítico 20S composto por 4 anéis. Reproduzido a partir
de Alberts et al, 1993. 
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As doenças neurodegenerativas podem estar, portanto, associadas à inabilidade do 

neurônio em degradar proteínas acumuladas. A falha na eliminação de depósitos de proteínas 

ubiquitinizadas pode resultar de um mau funcionamento da via ubiquitina ATP-dependente ou de 

alterações estruturais nas proteínas substratos, tornando-as inacessíveis à proteólise (Alves-

Rodrigues et al., 1998). Portanto, alterações na via ubiquitina-proteasoma pode causar ou 

diretamente contribuir para a patogênese das doenças neurodegenerativas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Desenho esquemático do destino das proteínas celulares sujeitas a 
fatores de estresse. Quando ubiquitinizadas, as proteínas são degradadas. As proteínas 
modificadas, ubiquitizadas, não são degradadas, constituem corpos de inclusão, 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 é um processo rápido onde ocorre edema na célula e destruição de sua 

membrana plasmática. Apoptose é um processo dependente de energia que pode ser iniciado por 

diferentes estímulos como, por exemplo, ausência de fatores neurotróficos, alteração dos níveis 

de glutamato com conseqüente influxo de cálcio e ativação de caspases (Pasinelli et al., 2000; 

Vukosavic et al., 2000). 

Existem evidências que sugerem a participação de elementos pró-apoptóticos na ELA e 

conseqüentemente aumento da morte por apoptose, após a observação da alteração da expressão 

de Bcl-2 e Bax em neurônios motores de medula espinhal de ELA (Mu et al., 1996; Ekegren et 

al.,1999). Estudos também têm indicado que a enzima antioxidante SOD1 em indivíduos normais 

é anti-apoptótica, mas em sua forma alterada,como a encontrada em paciente portadores de ELA 

na sua forma familiar, é um fator pró-apoptótico (Pasinelli, 2000). A citocromo-c é uma proteína, 

presente no interior da mitocôndria, importante no processo de produção de ATP que pode ativar 

fatores pró-apoptóticos quando liberados pela mitocôndria (Friedlander, 2003). Alguns estudos 

demonstram que a redução gradual de citocromo-c no interior da mitocôndria está relacionada 

com a progressão da doença (Bacman et al., 2006). Além disso, tratamento com minociclina, que 

inibe a liberação de citocromo-c, diminui a progressão da doença em animais transgênicos 

utilizados como modelos da ELA (Kriz et al., 2003). Marcadores bioquímicos para apoptose 

podem ser detectados em estágios terminais de animais transgênicos e em portadores de ELA 

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

 

A análise genética das doenças dos neurônios motores em humanos parece ter definido 

diversas vias moleculares para a conseqüente degeneração. A investigação do mutante SOD1 tem 

esclarecido um pouco mais o papel de componentes cruciais no processo da morte neuronal 

incluindo: uma propensão do mutante SOD1 de ser instável, uma multiplicidade de defeitos 

mitocondriais que causam depleção de energia, aumento da sensibilidade ao glutamato, ativação 

da maquinaria de morte celular programada e envolvimento de células não-neurais como 

moduladores da morte neuronal. 

Porém, apesar disso, esse conhecimento ainda não é o suficiente para o desenvolvimento 

de estratégias terapêuticas que, pelo menos, impeçam a progressão da doença. Até o momento 

não há tratamento com impacto significativo. Aparentemente, vários fatores diferentes podem 

desencadear a morte dos neurônios motores como uma via final comum e, no momento, as 

estratégias terapêuticas dão ênfase a processos patobiológicos únicos. Esta abordagem 

monoterápica não tem sido sucesso. 

Atualmente, a única medicação disponível para o tratamento da ELA é o agente anti-

glutamatérgico riluzole (Rilutek). Esta medicação melhora a sobrevida de alguns doentes, mas 

não de todos (Lacomblez et al., 1996) e mesmo nos pacientes que apresentam alguma melhora 

com essa medicação, a doença não deixa de progredir. A terapia antiglutamatérgica sozinha não 

traz grandes benefícios para os portadores de ELA.  

O uso de fatores neurotróficos em pacientes portadores de ELA não demonstrou 

benefícios (Miller et al., 1996). Apesar disso, recentes estudos demonstraram que diminuição nos 

níveis do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), uma citoquina com atividade 
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angiogênica e neuroprotetora, resulta em doença dos neurônios motores em camundongos 

(Oosthuyse et al., 2001) e que a administração deste fator em uma linhagem de camundongos 

(SOD1G93A) retarda o início e a progressão da doença (Azzouz et al., 2004). 

O reconhecimento de que a ELA é uma desordem biológica e multicelular complexa  

levou a novos experimentos em modelos animais da doença. Kriz e colaboradores (2003) 

realizaram a administração de uma combinação de três drogas em animais transgênicos de ELA: 

riluzole (agente anti-glutamatérgico), verapamil (bloqueador de canais de cálcio) e minociclina,  

e demonstraram retardo no início da doença, lentificação na perda de força muscular e aumento 

da sobrevida destes camundongos.  
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II.– OBJETIVOS 

 
 
 
 II.1– Objetivos Gerais 

 

Este trabalho tem como objetivos estudar as alterações anatomopatológicas em medula 

espinhal de portadores de ELA esporádica, obtidos através de autópsia, e avaliar a presença de 

proteínas e de elementos-traço em líquido cefalorraquidiano e soro de pacientes portadores da 

doença.  

 
 
 
 II.2– Objetivos Específicos 

 
 

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

anatomopatológicos presentes na medula espinhal de casos de ELA; 

 

2) Avaliar a presença, distribuição e localização das proteínas ubiquitina e proteasoma 

26S em neurônios e astrócitos do corno anterior da medula espinhal, através de técnicas de 

imunohistoquímica em material de autópsia de casos de ELA e de pacientes-controle; 

 

3) Realizar análise quantitativa das proteínas de proteasoma 26S, comparando os casos 

normais com os casos de ELA, em material de autópsia, após técnica de imunohistoquímica; 
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4) Analisar as possíveis diferenças existentes entre a expressão de proteínas no líquido 

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

 

 5) Avaliar a presença das proteínas de neurofilamentos e proteasoma 26S através da 

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

 

6) Analisar o perfil protéico do líquido cefalorraquidiano de pacientes portadores da 

doença, comparando-o com líquido cefalorraquidiano de pacientes normais, através de análise 

proteômica; 

 

7) Avaliar o estresse oxidativo através da análise da expressão de proteínas contendo 

resíduos de nitrotirosina no líquido cefalorraquidiano e no soro de pacientes portadores de ELA e 

comparar com as amostras de pacientes controle; 

 

8) Analisar elementos-traço presentes no líquido cefalorraquidiano e soro de pacientes 

com ELA através da técnica de Fluorescência de Raios X por Reflexão Total (TXRF) e comparar 

com as amostras de pacientes controle. 
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III. – MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

III.1. – Material 

 

Foram obtidos, através de autópsia, segmentos de medula espinhal de três pacientes 

portadores de ELA (tabela 2) e de cinco pacientes cujo motivo de óbito excluem alterações 

neurológicas. O material de autópsia obtido de pacientes utilizados como controle foi proveniente 

de portadores de uma das seguintes condições patológicas: cardiopatia hipertensiva (n=1), 

aneurisma de aorta (n=1), infarto agudo do miocárdio (n=1) e insuficiência respiratória aguda 

(n=2). Além disso, foram obtidas amostras de líquido cefalorraquideano e sangue de dez  

pacientes portadores de ELA (tabela 3) e de seis pacientes sem sinais de doença do neurônio 

motor. As amostras de líquido cefalorraquidiano e soro de portadores de ELA foram colhidas no 

mesmo dia. Os pacientes utilizados para controle, no caso do material de líquido 

cefalorraquideano, apresentavam como diagnóstico ou sinais clínicos, cefaléia (n=4), amaurose 

súbita com recuperação parcial (n=1) e estenose de canal medular (n=1). Os pacientes utilizados 

para controle, no caso do material de sangue, não apresentavam quaisquer processos patológicos.  

O material de autópsia utilizado nesta pesquisa foi obtido do Serviço de Anatomia 

Patológica do Hospital Universitário Clementino Fraga Filho. As amostras de líquido 

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 Universitário Clementino Fraga Filho. 
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III.2 – Processamento do material de autópsia 

 
O material de autópsia compreende segmentos de medula espinhal dos sequintes níveis 

medulares: cervical, torácico e lombar. Os segmentos foram fixados em formol a 4% e 

processados seguindo a técnica de rotina para inclusão em parafina. 

Após emblocado, o material foi cortado no micrótomo em cortes de espessura entre 6-8 

µm. Os cortes histológicos foram submetidos a técnicas histológicas de rotina e a técnicas 

imunohistoquímicas. 

As lâminas contendo os cortes a serem observados foram levadas à estufa por 20 minutos, 

a 60ºC, e posteriormente imersas em xilol a fim de desparafinizar os tecidos. As lâminas foram 

levadas a banhos em álcool em concentrações decrescentes, com objetivo de hidratar o tecido.  

Em seguida, as lâminas foram lavadas em água destilada. A partir desse momento, seguem-se os 

protocolos específicos para as finalidades desejadas. 

 
 

Tabela 2 

Caso Sexo Idade Duração dos 

Sintomas 

História 

Familiar 

Características 

Clínicas 

 

1 

 

2 

 

3 

 

M 

 

M 

 

M 

 

65 

 

44 

 

62 

 

9 meses 

 

1 ano e 6 meses 

 

1 ano e 5 meses 

 

Negativa 

 

Negativa 

 

Negativa 

 

ELA 

 

ELA 

 

ELA 

Casos de ELA (material de autópsia) utilizados 
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III.2.1 - Técnicas de coloração 

 

Foram utilizadas as seguintes técnicas de coloração: 

⇒ Hematoxilina-Eosina, técnica de coloração de rotina, utilizada com a finalidade de 

estudar a morfologia geral da estrutura. 

⇒ Luxol Fast Blue, técnica de coloração especial, utilizada para observação mais detalhada 

das fibras mielínicas. 

 

 

III.2.2 – Imunohistoquímica 

  

 Para a reação imunohistoquímica, utilizamos os seguintes anticorpos primários: anti-

ubiquitina (Dako, diluição de 1:200), anti-proteasoma 26S (anti-subunidades α e β, Biomol, 

diluição de 1:2000), anti-GFAP (Novocastra, 1:100) e anti-neurofilamento pesado fosforilado 

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

 

  Nesse protocolo, após a etapa de desparafinização e hidratação, prosseguiu-se da seguinte 

forma: 

• As lâminas foram tratadas com peróxido de hidrogênio, diluído a 3% em água destilada, 

por 20 minutos, com objetivo de eliminar a peroxidase endógena do tecido.  

• Em seguida, os cortes foram lavados três vezes em PBS triton a 3%, a 0,1M, pH 7,4 

(tampão de uso) , por 5 minutos cada lavagem. 
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• Nesse momento, iniciou-se a etapa de bloqueio de sítios inespecíficos feito com soro 

normal de cabra a 10%, diluído no tampão de uso, por 1 hora.  

• Após o bloqueio, as lâminas foram imersas em tampão citrato (pH 6,0) e levadas ao forno 

de microondas por 2 minutos, em potência 10, repetindo-se o procedimento por duas 

vezes, alternando com 5 minutos no freezer para resfriamento dos cortes. Esse 

procedimento é importante para a recuperação de sítios antigênicos.  

• Seguiu-se a incubação com o anticorpo primário, até o dia seguinte (overnight). 

• No dia seguinte, continuou-se o protocolo com três lavagens no tampão de uso, por 5 

minutos cada lavagem.  

• Seguiu-se, então, a incubação do anticorpo secundário biotinilado, por 1 hora, com 

diluição recomendada e posteriormente foi aplicado o complexo avidina – biotina (Kit 

ABC, Vector), também por 1 hora, com uma lavagem entre as etapas. 

• Após lavagem, foi feita a revelação das lâminas com 3,3`diaminobenzidina/H2O2 para 

anti-proteasoma e anti-neurofilamento, AEC para anti-ubiquitina e SG para anti-GFAP, 

por 5 a 7 minutos.  

• As lâminas foram banhadas em PBS e colocadas na hematoxilina de Harris por 1 a 2 

minutos.  

• Após banho com água corrente, foi realizado o processo de fixação do material com três 

banhos de álcool em concentrações crescentes, chegando o último banho a 100%, com 

objetivo de desidratar o tecido.  

• Seguiram-se mais três banhos de xilol, por 5 minutos cada.  
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• Por fim, as lâminas foram montadas com bálsamo do Canadá, observadas ao microscópio 

óptico (Zeiss Axioskop 2 Plus) e fotografadas utilizando filme colorido com 

sensibilidade 400 ASA, ou as imagens foram adquiridas digitalmente. 

 

 

III.2.3 – Análise Estatística dos Corpos Celulares Positivos Para Proteasoma 

 

 Foi analisada quantitativamente a intensidade de marcação presente nos corpos celulares 

neuronais, nos casos controle e de ELA, referente à marcação obtida com o anticorpo anti-

proteasoma. A mensuração de imunorreatividade foi realizada visualmente. A marcação foi 

caracterizada como forte ou fraca e o número de corpos celulares no corno anterior dos 

segmentos medulares foram contados. Após a contagem, o número de células obtido, contendo 

marcação forte ou fraca, foi analisado estatisticamente pelo teste two-way ANOVA (P<0,05 com 

o software Prism (GraphPad inc.). 

Na análise foram observados ao microscópio óptico, de todos os casos de ELA e dos 

casos-controle, dois ou três segmentos de cada nível medular (cervical, torácico e lombar) e 

foram contados os neurônios do corno anterior a direita e a esquerda de todos os segmentos 

analisados.  

 

 

III.3 – Colheita das amostras de líquido Cefalorraquidiano 

 
A retirada do líquido cefalorraquidiano de pacientes portadores de ELA foi realizada após 

leitura e assinatura, pelo paciente ou responsável 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 Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto de Neurologia 

Deolindo Couto (anexo 3). As amostras utilizadas como controle foram obtidas do Laboratório de 

Líquido cefalorraquidiano do Hospital Universitário Clementino Fraga Filho. 

As punções foram efetuadas estando os doentes em decúbito lateral, direito ou esquerdo, 

indiferentemente. As coxas eram posicionadas em vigorosa flexão sobre o ventre e as pernas 

sobre as coxas. A cabeça era posicionada e mantida em flexão máxima sobre o tronco e a cabeça 

sobre o tórax, obtendo-se, assim, o aumento dos espaços intervertebrais.  

As punções eram realizadas entre o quarto e o quinto espaço lombar, usando-se como 

ponto de reparo a linha horizontal que une as duas cristas ilíacas. O quinto espaço está localizado 

no meio desta linha. Era feita assepsia do ponto a puncionar, com tintura de iodo e álcool. Com o 

polegar era localizado exatamente o ponto a puncionar (depressão máxima entre as apófises 

espinhosas da quarta e quinta vértebras lombares). A agulha, com o mandril, era introduzida 

exatamente na linha média em posição rigorosamente horizontal e paralelamente à direção das 

apófises espinhosas. Ao perceber a resistência do ligamento espinhoso a agulha era introduzida 

mais lentamente, até o desaparecimento da resistência que indica a penetração da ponta da agulha 

no canal lombar. O mandril era retirado e era, então, observado o fluxo de líquido 

cefalorraquidiano. Em caso negativo, eram efetuados ligeiros movimentos da agulha no sentido 

ântero-posterior e observado novamente se havia fluxo de líquido cefalorraquidiano. 

Todo o procedimento era realizado de maneira asséptica. O líquido cefalorraquidiano era 

colhido em tubo falcon estéril, armazenado em isopor com gelo e conduzido rapidamente para o 

laboratório. Pequenas frações de cada uma das amostras de líquido cefalorraquidiano adquiridas 

eram reservadas para dosagem de proteínas pelo método de Bradford (1976). O restante do 
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material era, então, armazenado em frações de 1ml em criotubos e levados para o freezer a –80ºC 

graus. 

 

 

  III.3.1 – Pacientes de ELA e Grupo Controle 

 

Foram obtidas 10 amostras de liquido cefalorraquidiano de pacientes portadores de ELA, 

forma esporádica, e 6 amostras de pacientes com outras alterações neurológicas, onde se exclui 

doenças do neurônio motor ou processos patológicos que conduzam a aumento de proteínas no 

líquido cefalorraquidiano (tabela 3). 

O grupo de pacientes com ELA possuia idades variadas entre 30 e 67 anos. Em todos os 

casos o diagnóstico foi realizado pelos médicos especialistas em doenças do neurônio motor, do 

ambulatório de Doenças do Neurônio Motor do Instituto de Neurologia Deolindo Couto. O 

critério diagnóstico para todos os casos abrangeu:  

(1) Sinais de doença do neurônio motor superior e inferior em pelo menos duas 

das seguintes áreas: membros superiores, membros inferiores ou musculatura 

bulbar;  

(2) Ausência de anormalidades do sistema sensorial;  

(3) Eletroneuromiografia com evidências de desnervação ativa em pelo menos 

duas das seguintes áreas: membros superiores, membros inferiores ou 

musculatura bulbar;  

(4) Ausência de evidências de alterações estruturais em estudos de neuroimagem 

do encéfalo ou medula espinhal. 
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Tabela 3 

 
Casos 

 

 
Diagnóstico 

Volume de 
proteínas em 

micrograma por 
microlitro 

 
Idade 

 

 
Sexo

 

1 Esclerose Lateral Amiotrófica 
 

7,5  62 F 

2 Esclerose Lateral Amiotrófica 
 

1,1 49 M 

3 Esclerose Lateral Amiotrófica 
 

3,5 67 M 

4 Esclerose Lateral Amiotrófica 
 

2,7 30 M 

5 Esclerose Lateral Amiotrófica 
 

0,8 31 M 

6 Esclerose Lateral Amiotrófica 
 

2,1 55 M 

7 Esclerose Lateral Amiotrófica 
 

3,8 49 M 

8 Esclerose Lateral Amiotrófica 
 

2,0 34 M 

9 Esclerose Lateral Amiotrófica 
 

1,8 57 F 

10 Esclerose Lateral Amiotrófica 
 

1,0 51 M 

     Casos de ELA (LCR) utilizados 
 
 
 
 
 

III.3.2 – Processamento do Líquido cefalorraquidiano para SDS-PAGE  

 
As amostras de líquido cefalorraquideano, durante processamento, eram descongeladas e 

tratadas com tampão de amostras (DTT; SDS; Tris 1 MpH6,8; Glicerol; Azul de Bromofenol e 

água destilada – relação de uma unidade de tampão de amostra para quatro unidades de amostra). 

Em seguida, este material era colocado em água fervente e mantido por cinco minutos. Após 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 sódio conforme 

originalmente descrito por Laemmli (1970). 



 62

O sistema e as soluções de eletroforese eram preparados. A porcentagem do gel era 

selecionada de acordo com o peso molecular das proteínas 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. 

 

 

III.3.3 – Western-Blotting para Neurofilamentos e Proteasoma 
 

 
Durante este processamento, foram utilizados os seguintes anticorpos primários: 

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). 

 

• Após a corrida eletroforética o gel era retirado e colocado no sistema de 

transferência em contato com membrana de PVDF. Antes, a membrana era tratada com metanol 

por 15 segundos, lavada com água destilada e mantida no tampão de transferência. 

O sistema de transferência era montado da seguinte forma: 

• Peça de acrílico, l esponja grossa, 3 folhas de papel filtro, o gel, a membrana, 3 

folhas de papel filtro, l esponja grossa, l peça de acrílico, sempre mantendo tudo bem molhado no 

tampão de transferência. 

• A cuba de transferência era coberta com o tampão de transferência gelado até em 

cima e colocada em um isopor com gelo. 

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

• Após a transferência a membrana era retirada do sistema e corada com Vermelho 

de Ponceau para que fossem observadas as bandas de proteínas (confirmar que a transferência das 
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proteínas para a membrana foi realizada). A membrana era então, lavada com água destilada até 

clarear 

• Para bloqueio dos sítios inespecíficos de ligação do anticorpo primário, a 

membrana era incubada em PBS tween com leite desnatado a 10% por l hora a temperatura 

ambiente, sob agitação e, em seguida, lavada com PBS tween, 2 vezes por 15minutos. 

• A membrana era incubada com anticorpo primário diluído com PBS Tween, por l 

hora a 37°C. 

• Em seguida, o anticorpo era retirado e a membrana era lavada com PBS Tween, 3 

vezes por 15 minutos. 

• Após era realizada incubação com o anticorpo secundário diluído em PBS Tween. 

Depois de uma hora e trinta minutos o anticorpo secundário era retirado e a membrana lavada 

com PBS Tween, 3 vezes por 15 minutos. 

• O excesso de tampão era retirado da membrana e esta era incubada com ECL 

(Enhanced Chemiluminescence/ GE)  por l minuto. 

• No escuro (luz vermelha) um pedaço do filme era cortado e, então, feita uma 

exposição de no mínimo l minuto. O filme era revelado e fixado. 

 

 

III.3.4 – Western-Blotting para Proteínas Contendo Resíduos de Nitrotirosina 
 

• Após a corrida eletroforética o gel era retirado e colocado no sistema de 

transferência em contato com membrana de nitrocelulose.  

• O sistema de transferência era montado da seguinte forma: 
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• Peça de acrílico, l esponja grossa, 3 folhas de papel filtro, o gel, a membrana, 3 

folhas de papel filtro, l esponja grossa, l peça de acrílico, sempre mantendo tudo bem molhado no 

tampão de transferência. 

• A cuba de transferência era coberta com o tampão de transferência gelado até em 

cima e colocada em um isopor com gelo. 

• A transferência era realizada com 150 mA por duas horas. 

• Para bloqueio dos sítios inespecíficos de ligação do anticorpo primário, a 

membrana era incubada em PBS tween com caseína a 0,2%, por l hora a temperatura ambiente, 

sob agitação; e, em seguida, lavada com PBS tween, 2 vezes por 15minutos. 

• A membrana era incubada com anticorpo primário específico para 3-nitrotirosina 

(monoclonal, Upstate, EUA) diluído 250 ng/mL em PBS tween, por l hora, em temperatura 

ambiente. 

• Em seguida, o anticorpo era retirado e a membrana era lavada com PBS tween, 3 

vezes por 15 minutos. 

• A incubação era então realizada com o anticorpo secundário (policlonal, 

conjugado com fosfatase alcalina, Bio Rad, EUA) diluído 1:3000 em PBS tween. 

• Após uma hora e trinta minutos o anticorpo secundário era retirado e a membrana 

lavada com PBS tween, 3 vezes por 15 minutos. 

• Após lavagens, as bandas imunoreativas eram reveladas por quimioluminescência. 

• As imagens eram captadas mediante sistema Chemilmager (Alpha Innotech 

Corporation, EUA). 
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• As intensidades das bandas eram estimadas por análise densitométrica, 

empregando-se o software Alpha Ease FC versão 3.2.2 (Alpha Innotech 

Corporation, EUA). 

 

 

III.3.5 – Processamento do Líquido cefalorraquidiano para Análise Proteômica 

 

 

Purificação de Proteínas  

 

Inicialmente foi determinada a concentração de proteínas totais de cada amostra pelo 

método de Bradford. Em seguida, foi adicionado às amostras tampão fosfato (0,02 M) e tampão 

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 agitação 

constante por 1 hora. Após, o material foi centrifugado e o sobrenadante retirado (as partículas do 

cibacrom ficam no fundo associadas à albumina da amostra). A concentração de proteínas totais 

deste sobrenadante foi novamente investigada.  

 Após o processo de purificação das proteínas as amostras foram submetidas à corrida 

eletroforética para confirmação da purificação. 

 As amostras dos casos utilizados como controle foram processadas juntas, como uma 

única amostra (pool), já que o volume e a concentração de proteínas foram insuficientes para 

eletroforese bidimensional. As amostras dos casos de ELA foram processadas e analisadas 

individualmente. 
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Eletroforese Bidimensional 

 

Isoeletrofocalização (1D)  

 

As proteínas das amostras (líquido cefalorraquidiano sem albumina) foram precipitadas 

com os kits (2D Quant kit e 2D Clean up – GE) e, em seguida, foram focalizadas em tiras de 

11cm de Immobiline DryStrip pH4-7 (IPG) (Amersham Biosciences) tendo sido a primeira 

dimensão 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 e 2.9vh e 15.5 horas a 3500v e 19vh.  

Foram utilizadas para a primeira dimensão 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 Dimensão (2D) 

 

Após a primeira dimensão as amostras foram equilibradas durante 30 minutos em tampão 

de equilíbrio, contendo ureia 6 M, glycerol 30%(w/v), SDS 2% em 0.05 M de Tris-HCl [pH8.8] e 

0,01% de Azul de Bromophenol.  

Nos primeiros 15 minutos as tiras foram equilibradas no tampão acrescido de 100 mg de 

DTT para cada 10mL. Nos 15 minutos restantes a solução foi trocada por mais 10 mL de tampão, 

contendo 250mg de iodoacetamina. 

Após o equilíbrio das tiras a segunda dimensão era separada em géis prontos (ExcelGel 

SDS) em gradiente de 8–18% (Amersham Biosciences), utilizando padrões de peso molecular 
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pré-corados de ampla cobertura (Promega Broad Range). A visualização foi feita por coloração 

com Coomassie blue. 

A coloração pela prata é uma das formas de detecção mais populares e sensíveis, com um 

limite de detecção entre 1 e 10ng. A utilização desta técnica representa uma vantagem em relação 

a outras colorações como, por exemplo, Coomassie blue, onde esse limite é de 50-100ng. Porém 

a escolha do Coomasie Blue foi relacionada à intenção de realizarmos posteriormente a 

identificação das proteínas por espectometria de massas, já que a coloração pela prata dificulta 

esta análise. 

Após a eletroforese, os géis foram fixados por 20 minutos em uma solução contendo 50% 

de metanol e 5% de ácido acético em água Milli Q. Após a fixação os géis foram lavados por 

mais 20 minutos com 50% de metanol. A fixação final foi feita em 5% de ácido acético e os géis 

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

 

 

Análise dos Padrões Proteômicos 

 

Após a eletroforese bidimensional os géis foram escaneados, analisados e comparados no 

software 2DElite Platinium (GE). As proteínas 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, e entre experimentos diferentes. Após esta 

análise, foi determinado um gel como mapa de referência para cada condição estudada e depois 

as proteínas específicas de cada amostra foram retiradas para identificação por espectometria de 

massas.  
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Os padrões individuais das amostras dos dez pacientes foram comparados entre si e com o 

pool de casos controle. A estratégia de agrupar as amostras dos casos controle foi essencial para 

que pudéssemos obter um padrão de expressão protéica de líquido cefalorraquidiano normal. O 

gel de amostras controle foi utilizado para comparação com todos os géis com amostras de 

portadores de ELA. As proteínas de cada amostra foram selecionadas e retiradas para análise. 

 

  

III.3.6 – Fluorescência de Raios X por Reflexão Total (TXRF) 

 

  Preparação das Amostras de Soro 

 

A preparação das amostras consistiu apenas numa diluição da mesma, através da adição 

de 200 µL de água deionizada, sobre uma alíquota de 200 µL de amostra. A esta solução 

acrescentou-se 40 µL de uma solução padrão de gálio (102,5 µg.g-1). Dessa solução, pipetam-se 8 

µL no centro do suporte refletor, lucite, sendo secas à temperatura ambiente. Todas as amostras 

foram feitas em triplicatas. 

 

 

Preparação das Amostras de Líquido cefalorraquidiano 

 

 Não houve diluição nesse tipo de amostra. O seu preparo consistiu apenas em adicionar 

10 µL de gálio (102,5 µg.g-1), utilizado como padrão interno, em 100 µL de amostra. Dessa 

solução, pipeta-se 8 µL no centro do suporte refletor, lucite, sendo seca a temperatura ambiente. 

Todas as amostras foram feitas em triplicatas. 
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  Instrumentação 

 

As medidas foram realizadas na linha de Fluorescência de raios X (XRF) do Laboratório 

Nacional de Luz Síncrotron, Campinas – São Paulo. As amostras de líquido cefalorraquidiano ou 

de soro foram posicionadas horizontalmente ao detector de germânio hiperpuro (HPGe) – 

resolução de 140 eV em 5,9 keV e excitada através de um feixe branco de irradiação de energia 

máxima igual a 20 keV, filtrado por 0,5 mm de alumínio com um ângulo de incidência de 1,0 

mrad. O tempo de medida das amostras e dos padrões foi igual a 100s e os espectros de raios X 

característicos obtidos foram analisados através do software Sistema de Análise Quantitativa de 

Raios X (AXIL), distribuído pela Agência Internacional de Energia Atômica (AIEA), obtendo as 

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

 

 
Análise Estatística 

 

Os dados obtidos da análise das intensidades dos Raio X para cada elemento foram 

analisados estatisticamente por um método baseado em análise multivariada, o General Linear 

Models (GLM). 
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IV. – RESULTADOS  

 

 

IV.1. - Observações Gerais 

 

A figura 13A ilustra o aspecto histológico normal de células do corno anterior da medula 

espinhal, onde se observam núcleos de astrócitos e uma significativa quantidade de neurônios. Os 

neurônios apresentam corpo celular grande, sendo possível observar, em sua maioria, alguns 

neuritos proximais. O núcleo, quando observado, é central e, algumas vezes, o nucléolo também é 

evidente. Nota-se a presença de substância de Nissl em grande quantidade e esta se encontra 

distribuída de forma regular por todo o pericário.  

Nos casos de ELA há intensa perda neuronal nos cornos anteriores da medula espinhal 

comparado aos casos-controle, como observado nas figuras 13B a 13F. Essa perda neuronal está 

presente em todos os níveis medulares estudados. As regiões de perda neuronal são 

acompanhadas de extensa gliose, como observado nas figuras 13B a 13F. A gliose pode ser 

observada pelo aumento do número de núcleos de astrócitos quando comparado ao controle. 

Neurônios nos cornos laterais e posteriores apresentam-se morfologicamente normais (dados não 

mostrados). Esses achados são consistentes com o processo da doença que seletivamente afeta os 

neurônios motores. Nos casos de ELA, alguns dos neurônios remanescentes, nos cornos 

anteriores da medula espinhal, apresentam-se normais ou exibem alterações no pericário 

neuronal. Algumas destas alterações estão representadas por aumento do citoplasma e 

deslocamento do núcleo e organelas intracelulares para a periferia (fig 13B, 13G e 13H); essas 

alterações fazem com que alguns neurônios apresentem seus corpos celulares balonados (fig 

13G). Além disso, foram identificadas inclusões intracitoplasmáticas eosinofílicas, como 
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observado na figura 13B. Estas inclusões são estruturas densas, com formato irregular ou 

arredondado. É possível observar também, nas figuras 13C e 13D, a presença de neurônios 

atróficos, caracterizados por diminuição acentuada do corpo celular e núcleo picnótico. Alguns 

neurônios motores apresentam pericário preenchido por vacúolos, como observado nas figuras 

13E e 13F. Dilatações dos prolongamentos neuronais, que indicam um processo de degeneração 

axonal, chamados esferóides axonais foram observados nos cornos anteriores (dados não 

ilustrados). Os esferóides axonais são diferenciados dos corpos celulares neuronais, em cortes 

corados com HE, por apresentarem bordas de contorno irregular, ausência de substância de Nissl, 

e possuírem coloração mais pálida e homogênea. Essas alterações não foram encontradas nos 

casos-controle. Um resumo das alterações encontradas no corno anterior da medula espinhal dos 

casos de ELA encontra-se na tabela 4. 

 
 

Tabela 4 
 

Alterações 

 

Local 
 

Aparência ao microscópio 
óptico (HE) 

 
Neurônios Atróficos 

 
Células com núcleo picnótico e 

corpos atróficos 

Neurônios balonados Corpo celular arredondado e de 
grande tamanho 

Esferóides Axonais Estruturas arredondadas, com 
bordas crenadas e coloração 

pálida e homogênea 
Gliose reacional 

 
 
 
 

Corno anterior da 
substância cinzenta da 

medula espinhal 
 

Citoplasma eosinófilo e  
evidente 

Inclusões 
Intracitoplasmáticas 

Estruturas eosinófilas no 
citoplasma 

Degeneração 
granulovacuolar 

 
Pericário neuronal 

Vacúolos no citoplasma 

Alterações morfológicas encontradas nos casos de ELA 
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Através da coloração de Luxol Fast Blue, técnica histológica que permite a visualização 

de mielina em azul, foi possível observar dimunição da mielinização dos axônios da região 

correspondente ao tracto córtico-espinhal (figura 13I). 

 

 

IV.2. - Imunohistoquímica para GFAP 

 

Nos casos utilizados como controle, a imunomarcação apresentou-se forte no citoplasma 

dos astrócitos, porém, observamos que estes se encontram em pequeno número. Os astrócitos dos 

casos-controle apresentam citoplasma e prolongamentos astrocitários bem definidos, como pode 

ser visto nas figuras 14A  e 14B. 

Nos casos de ELA observamos astrócitos com forte imunomarcação (figuras 14C e 14D). 

Os astrócitos dos casos de ELA apresentam maior número de prolongamentos. Estes 

prolongamentos encontram-se emaranhados, tornando impossível à identificação de apenas um 

astrócito. 

 

 

IV.3. - Imunohistoquímica para Ubiquitina 

 

Nos casos de ELA a imunorreatividade para ubiquitina apresenta-se intensa em áreas 

focais do pericário de neurônios de regiões do corno anterior da medula caracterizando inclusões 

intracitoplasmáticas (“skeins-like”), como pode ser observado nas figuras 15A-G. Essa 

imunomarcação também parece intensa no núcleo de alguns neurônios (figura 15C). Muitos 

astrócitos da substância cinzenta e da substância branca na região do tracto córtico-espinhal 
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apresentam núcleo e algumas vezes até o citoplasma, intensamente imunomarcados (figuras 15H-

J). Grupos de neurônios em outras regiões, como no corno posterior ou lateral apresentam-se 

preservados e sem inclusões no pericário (dados não mostrados). Os casos-controle não 

apresentam acúmulos de proteínas nos corpos celulares neuronais e nem nos astrócitos (dados 

não mostrados). 

 

 

IV.4. - Imunohistoquímica para Proteasoma (subunidades α e β) 

 

Nos casos utilizados como controle a imunomarcação apresentou-se leve e homogênea, 

como pode ser observado nas  figuras 16A e 16B. Na figura 16C observamos o controle negativo 

da reação contracorado com hematoxilina.  

Nos casos de portadores de ELA os neurônios apresentam-se intensamente 

imunomarcados (Figuras 16D-F). Na figura 16D é possível observar a presença de um esferóide 

axonal. Esferóide axonal é uma dilatação do axônio localizada próximo ao corpo celular 

neuronal. É possível observar que o corpo celular do neurônio apresenta intensa 

imunorreatividade para as subunidades testadas, principalmente na região próxima ao cone de 

implantação do axônio, enquanto o esferóide axonal não exibe marcação, assim como todo o 

restante do axônio. Nas figuras 16E e 16F observam-se neurônios intensamente imunomarcados 

em áreas do corpo celular, caracterizando acúmulo das subunidades testadas. Também é possível 

observar na figura 16E neurônio atrófico fortemente marcado. Além disso, nos casos de ELA, 

alguns astrócitos da substância cinzenta expressam forte imunomarcação intracitoplasmática, 

como pode ser visto nas figuras 16G e 16H. 
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IV.5. – Análise Quantitativa  

 

Avaliamos quantitativamente o número de corpos celulares neuronais que exibiram forte 

marcação para proteasoma α em β no corno anterior da medula espinhal, comparando os casos de 

ELA com os utilizados como controle. Essa análise evidenciou diferença significativa no número 

de corpos celulares neuronais exibindo aumento na expressão de proteasoma αβ nos casos de 

ELA quando comparado aos controles. Esse aumento de expressão foi significativo em todos os 

segmentos medulares nos casos de ELA: cervical (figura 17A), torácico (figura 17B) e lombar 

(figura 17C). 

 

 

IV.6. – SDS-PAGE 

 

Após o rompimento da membrana plasmática do neurônio, as proteínas que se encontram 

aglomeradas no pericário neuronal são liberadas no espaço extracelular e é possível que essas 

proteínas alcancem a corrente liquórica. Em nosso estudo, avaliamos a expressão de proteínas em 

casos de ELA comparada aos casos-controle.  

As proteínas presentes no líquido cefalorraquidiano em pessoas não portadoras de 

alterações neurológicas são: albumina, que corresponde à cerca de 56 a 76% do total de 

proteínas; pré-albumina e alfa1 globulina, que correspondem a 2-7% cada uma; alfa2 globulina, 

correspondente a 4-12%, beta globulina, correspondente a 8-18% e gamaglobulina, 

correspondente a 3-12% do total de proteínas. 

A análise do líquido cefalorraquidiano, a partir do SDS-PAGE, revela diferenças entre as 

amostras dos casos utilizados na corrida eletroforética com relação à expressão de proteínas. 
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Nessa análise foram observadas diferenças na quantidade de proteínas entre as amostras (figura 

18A). Na figura 18A é possível 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 análise inicial, a quantidade de proteína 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 proteína (figura 18B). A proteína que é 

expressa em maior quantidade é a albumina, tanto nos casos-controle como nos casos de ELA. 

Esta proteína possui um peso molecular de aproximadamente 67 kDa.  

 

 

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

 

Realizamos Western Blotting em amostras de líquido cefalorraquidiano de 6 casos 

normais e dez casos de portadores de ELA, utilizando anticorpo anti-neurofilamento pesado, 

forma fosforilada, anticorpo anti-neurofilamento médio, anticorpo anti-neurofilamento leve e 

anti-subunidades α e β do proteasoma 20S.  

Nos casos dos pacientes controle não houve imunomarcação 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 proteína em sete das dez amostras de 

líquido cefalorraquidiano avaliadas (figura 19C).  

 Não houve imunomarcação para as subunidades média e leve das proteínas 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 marcação positiva para as subunidades testadas (dados não 

mostrados). 

O Western Blotting realizado para detectar a presença das subunidades α e β 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 Proteínas com Resíduos de Nitrotirosina 

 

Embora os eventos relacionados à morte de neurônios motores na ELA ainda não estejam 

completamente elucidados, tem sido proposto que o estresse oxidativo desempenhe um papel 

importante no processo neurodegenerativo (Rowland, 1998). Essa hipótese surgiu da 

identificação de propriedades tóxicas da enzima SOD1 mutante em casos de ELA familiar. 

Segundo Pasinelli e Brown (2006), o peróxido de hidrogênio (H2O2) ou o peroxinitrito (ONOO-) 

podem reagir com SOD1 e catalisar a nitração de de tirosina, gerando nitrotirosina. 

Para avaliar a presença de sinais resíduos indicativos de estresse oxidativo no líquido 

cefalorraquidiano e no sangue dos portadores de ELA, nós investigamos os níveis de resíduos de 

nitrotirosina das amostras de pacientes portadores da doença e de casos-controle através da 

técnica de Western Blotting. A análise comparativa não evidenciou diferença significativa na 

expressão de resíduos de nitrotirosina entre os grupos, como pode ser observado nas figuras 21A 

e B. Diferentes proteínas apresentam-se nitradas, porém estas proteínas estão presentes em todos 

os casos de portadores de ELA e nos casos utilizados como controle. 
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IV.9. – Análise Proteômica  

 

Realizamos análise proteômica de amostras de líquido cefalorraquidiano de pacientes 

portadores de ELA e de casos-controle, com o objetivo de avaliar possíveis diferenças no padrão 

de expressão de proteínas em ambos os grupos. Na figura 22A é possível observar um 

fluxograma evidenciando todas as etapas realizadas, até o momento, para análise proteômica 

dessas amostras. O primeiro passo para esta análise foi a purificação das amostras de líquido 

cefalorraquidiano. Dentre as proteínas presentes no líquido cefalorraquidiano de casos normais, a 

albumina é expressa em grande quantidade (figura 22B) e sua presença dificulta a identificação 

de proteínas expressas em menor quantidade, como por exemplo proteínas anormais provenientes 

de condições patológicas. 

 

 

Purificação das amostras 

 

As amostras foram submetidas à análise de concentração de proteínas e posteriormente 

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

eletroforética, a expressão de albumina em uma amostra antes da purificação, e na figura 22C a 

expressão de albumina da mesma amostra após o processo.  
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Eletroforese Bidimensional 

 

Após precipitação de proteínas das amostras purificadas, foi realizada a focalização 

isoelétrica do material tratado (primeira dimensão) e, em seguida, foi realizada a eletroforese de 

segunda dimensão. Desta maneira, as proteínas de cada amostra eram separadas pelo seu ponto 

isoelétrico e, posteriormente, pelo seu peso molecular. Após a corrida eletroforética de segunda 

dimensão os géis foram corados com Coomassie Blue e foi observado o padrão de expressão 

proteômica das amostras. 

Observamos o número de proteínas em cada gel, além da faixa de peso molecular e pH em 

que essas proteínas se distribuíram. Os resultados preliminares obtidos com esta metodologia 

contribuíram para a visualização de um padrão bidimensional preliminar de amostras de líquido 

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

 

 

Análise dos Padrões Proteômicos 

 

O padrão protéico obtido com a focalização das amostras dos cinco casos-controle (figura 

22D) apresentou spots distribuídos ao longo de um gradiente de pH 4-7 e um peso molecular 

distribuído entre 7 e 209 kDa. A maioria das proteínas estavam concentradas entre 7 e 80 kDa. O 

mesmo ocorreu com o padrão protéico das amostras dos casos de ELA, porém um número maior 

de proteínas foi observado em todos os casos de ELA analisados (figura 22E e 22F). Todos os 

casos estudados tiveram suas proteínas retiradas dos géis e armazenadas para futura análise por 

espectometria de massa. Até o momento, apenas as proteínas do pool de casos controle e três dos 
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dez casos de ELA foram identificadas pelo MALDI-TOF (figuras 22G-K). Nas figuras 22G-I 

observamos as proteínas identificadas nos casos controle e em três casos de ELA. Na figura J 

observamos as proteínas expressas nos três casos de ELA analisados e não expressas no pool de 

casos controle e na figura K é possível observarmos as únicas proteínas expressas somente em 

dois dos três casos de ELA analisados e não expressas no pool de casos controle. 

 

 

IV. 10. – Fluorescência de Raios X por Reflexão Total 

 

O conhecimento da distribuição espacial de elementos traço em tecidos e da concentração 

desses elementos em fluídos biológicos é de grande importância, já que estes elementos estão 

envolvidos em várias funções biológicas (Bohic et al., 2001). Em nosso trabalho investigamos as 

concentrações de vários elementos no líquido cefalorraquidiano e no soro de casos controle e em 

casos de ELA, com a intenção de observar as possíveis variações dos elementos investigados 

nesta condição patológica. Realizamos esta análise utilizando a fluorescência de raio-X por 

reflexão total com radiação síncroton. Os seguintes quatorze elementos foram analisados: 

alumínio, bromo, cálcio, cloro, cobre, cromo, enxofre, ferro, fósforo, níquel, potássio, rubídio, 

silício e zinco. Após análise estatística evidenciamos diferença significativa referente às 

concentrações de cálcio, cloro e potássio presentes no líquido cefalorraquidiano de portadores de 

ELA quando comparado aos casos utilizados como controle (figura 23). Esses elementos 

apresentaram-se mais concentrados no líquido cefalorraquidiano de portadores da doença. Os 

outros elementos não apresentaram diferenças significativas em suas concentrações no líquido 

cefalorraquidiano em ambos os grupos. A análise estatística dos elementos-traço no soro não 

evidenciou diferença entre os grupos para nenhum dos elementos analisados. Apesar de não 
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observarmos diferenças significativas estatisticamente para a maior parte dos elementos, 

pudemos observar variações entre os grupos para alguns elementos. Por exemplo, o alumínio e o 

ferro parecem estar menos concentrados tanto no líquido cefalorraquidiano quanto no soro de 

portadores de ELA quando comparado aos casos-controle (figura 24A,B). Já o cobre parece estar 

aumentado no soro dos portadores da doença (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) Ilustração de neurônios 

motores normais presentes no corno anterior da medula espinhal. (B) Neurônios com a presença 

de inclusões citoplasmáticas eosinofílicas (setas) e substância de Nissl deslocada para o lado 

oposto (cabeça de seta), além de gliose reacional (seta pontilhada). (C e D) Neurônios atróficos, 

apresentando corpos celulares diminuídos e núcleos picnóticos (setas). (E e F) Neurônios 

apresentando vacúolos no citoplasma (setas). (G) Neurônio balonado com núcleo e substância de 

Nissl deslocada para a periferia do corpo celular (seta), nota-se também astrócitos reacionais 

(cabeças de seta). (H) Neurônio com núcleo e substância de Nissl deslocada para a extremidade 

(seta). (I) Palidez da região correspondente ao tracto córtico-espinhal em caso de ELA. Barra de 

calibração: (A-H) 23µm e (I) 57 µm. 
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Figura 14. Imunohistoquímica para GFAP (A-D). (A e B) Controle positivo. Astrócitos 

exibindo intensa imunomarcação no citoplasma (setas). Notar os prolongamentos bem definidos. 

(C e D) Aumento da quantidade de prolongamentos GFAP positivos em casos de ELA. Barra de 

calibração: (A e C) 47µm e (B e D) 10 µm. 
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Figura 15. Imunohistoquímica para Ubiquitina (A-J). (A, B, D, E, F e G) Neurônios 

de casos de ELA exibindo intensa imunomarcação em regiões focais do pericário neuronal, 

caracterizando as inclusões intracitoplasmáticas (setas). (C) Forte imunomarcação em núcleo de 

neurônio (seta) de caso de ELA. (H-J) Intensa imunomarcação no núcleo e citoplasma de 

astrócitos de casos de ELA. (H) Astrócito imunomarcado localizado na região do tracto córtico-

espinhal da substância branca de casos de ELA (seta). (I-J) Astrócitos de casos de ELA 

localizados na substância cinzenta do corno anterior da medula positivos para ubiquitina (setas). 

Barra de calibração: 23µm 
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Figura 16. Imunohistoquímica para Proteasoma (A-H). (A e B) Controle positivo. (C) 

Controle negativo. (D-F) Neurônios exibindo intensa imunomarcação em regiões focais do 

pericário neuronal (setas). (D) Neurônio com forte imunomarcação no pericário (seta) e intensa 

imunomarcação em região de cone de implantação do axônio (seta pontilhada). Esferóide axonal 

(cabeça de seta). (G e H) Forte imunomarcação em  citoplasma de astrócitos da substância 

cinzenta do corno anterior da medula (setas). Barra de calibração: 23µm 
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Figura 17. Análise quantitativa da expressão de Proteasoma 20S (A-C).  Porcentagem 

significativa de neurônios fortemente marcados nos segmentos cervicais (A), torácicos (B) e 

lombares (C) nos casos de ELA comparado aos casos controle (*p<0,05). 
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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 após dosagem de proteína 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 proteína de neurofilamento (subunidade pesada, forma fosforilada), em três 

amostras de caso controle, evidenciando ausência de imunomarcação para a subunidade testada. 

(B) Extrato total de encéfalo de rato marcado positivamente com o anticorpo. (C) Sete das dez 

amostras de ELA exibiram marcação positiva para neurofilamento pesado na sua forma 

fosforilada.  
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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 ausência 

de imunomarcação para a subunidade testada. (B) Extrato total de encéfalo de rato marcado 

positivamente com o anticorpo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 98

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 99

 

Figura 21. Western Blotting para resíduos de Nitrotirosina (A,B) (A) Imunoblotting 

para nitrotirosina em amostras de líquido cefalorraquidiano de casos controle (n=5) e casos de 

ELA (n=10) não evidenciando diferenças entre ambos os grupos. (B) Imunoblotting para 

nitrotirosina em amostras de soro de casos controle e casos de ELA não evidenciando diferenças 

entre ambos os grupos. 
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Figura 22. Análise Proteômica das Amostras de Líquido cefalorraquidiano de 

Pacientes Portadores de ELA e de Casos Controle (A-F). (A) Fluxograma de etapas realizadas 

para análise proteômica. (B) SDS-PAGE de amostra de líquido cefalorraquidiano onde é possível 

observar grande expressão da proteína albumina (seta). (C) SDS-PAGE de amostra de líquido 

cefalorraquidiano após retirada do excesso de albumina com Cibacrom Blue (seta). (D) 

Eletroforese bidimensional revelando a expressão de proteínas de pool de casos-controle. (E) 

Eletroforese bidimensional revelando a expressão de proteínas de caso de ELA. (F) Proteínas 

identificadas em pool de pacientes-controle. (G-I) Proteínas identificadas em três casos de ELA. 

(J) Proteínas identificadas em um dos casos de ELA e não identificadas nos casos-controle. (K) 

Proteínas identificadas em dois dos três casos de ELA analisados e não identificadas nos casos-

controle. 
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FLUXOGRAMA  
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PROTEÍNAS IDENTIFICADAS EM POOL DE CASOS – CONTROLE (F) 

 

IPI00646689 - Thioredoxin-like 5 

IPI00022432 - Transthyretin precursor 

IPI00448322 - Splice Isoform 3 of Calcyphosine-2 

IPI00022432 - Transthyretin precursor 

IPI00022432 - Transthyretin precursor 

IPI00022432 - Transthyretin precursor 

IPI00020393 - 28 kDa protein 

IPI00022432 - Transthyretin precursor 

IPI00022463 - Serotransferrin precursor 

IPI00022432 - Transthyretin precursor 

IPI00022432 - Transthyretin precursor 

IPI00339310 - Splice Isoform 2 of Proto-oncogene DBL 

IPI00385058 - Hypothetical protein 

IPI00011710 - Axonemal dynein heavy chain 

IPI00022463 - Serotransferrin precursor 
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PROTEÍNAS IDENTIFICADAS EM CASO DE ELA (G) 

 

IPI00306778 - Stromelysin-3 precursor 

IPI00306778 - Stromelysin-3 precursor 

IPI00398676 - PREDICTED: hypothetical protein XP_373957 

IPI00456316 - PREDICTED: hypothetical protein XP_498745 

IPI00465346 - Receptor interacting protein kinase 5, isoform 1 

IPI00553177 - Alpha-1-antitrypsin precursor 

IPI00296863 - Deoxycytidylate deaminase 

IPI00008438 - 40S ribosomal protein S10 

IPI00022432 - Transthyretin precursor 

IPI00022432 - Transthyretin precursor 

IPI00298792 - 60 kDa protein 

IPI00022432 - Transthyretin precursor 

IPI00013323 - Cytochrome P450 2C19 

IPI00107815 - TriparTiTe moTif proTein 34 isoform 2 

IPI00478269 - Regulator of G-protein signalling 5 

IPI00478269 - Regulator of G-protein signalling 5 

IPI00022432 - Transthyretin precursor 

IPI00101335 - SLC27A4 protein 

IPI00442297 - Splice Isoform 2 of Neurotrimin precursor 
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PROTEÍNAS IDENTIFICADAS EM CASO DE ELA (H) 

 

IPI00455101 -  hypothetical protein XP_499075 

IPI00022895 - Alpha-1B-glycoprotein precursor 

IPI00396010 - Expressed in hematopoietic cells, heart, liver 

IPI00022463 - Serotransferrin precursor 

IPI00385811 - Hypothetical protein FLJ11294 

IPI00022463 - Serotransferrin precursor 

IPI00022463 - Serotransferrin precursor 

IPI00022463 - Serotransferrin precursor 

IPI00022463 - Serotransferrin precursor 

IPI00470586 - Stem cell factor 

IPI00384789 - Hypothetical protein FLJ39023 

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

polymerase I 

IPI00375477 - Mitochondrial ribosoMal protein L21 isoforM c 

IPI00099464 - Splice Isoform 2 of Fizzy-related protein homolog 

IPI00433171 - DEPC-1 protein 

IPI00216071 - Eosinophil lysophospholipase 

IPI00013398 - Hypothetical protein MGC4266 

IPI00005404 - Splice Isoform 1 of Interleukin-1 family member 8 

IPI00217823 - Zn-finger, DHHC type domain containing protein 

IPI00430808 - Hypothetical protein 

IPI00478544 - 18 kDa protein 

IPI00478544 - 18 kDa protein 

IPI00220360 - Small nuclear ribonucleoprotein associated protein N 

IPI00444172 - 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 

IPI00022957 - PRO0132 

IPI00401115 - PREDICTED: hypothetical protein MGC39372 

IPI00641082 - Ig kappa chain C region 

IPI00430808 - Hypothetical protein 

IPI00384355 - IGLC1 protein 

IPI00384355 - IGLC1 protein 

IPI00384355 - IGLC1 protein 

IPI00550996 - IGKC protein 

IPI00384355 - IGLC1 protein 

IPI00430808 - Hypothetical protein 

IPI00384355 - IGLC1 protein 

IPI00299936 - HDCGC21P 

IPI00549755 - Matrin 3 

IPI00022432 - Transthyretin precursor 

IPI00022432 - Transthyretin precursor 

IPI00409599 - OxidOred-nitrO dOmain-cOntaining prOtein isOfOrm 2 

IPI00332282 - Splice Isoform 2 of Parkin 
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PROTEÍNAS IDENTIFICADAS EM CASO DE ELA (I) 

 

IPI00022432 - Transthyretin precursor 

IPI00647891 - Lissencephaly type-1-like homology motif domain containing protein 

IPI00022256 - Clathrin coat assembly protein AP50 

IPI00011290 - Splice Isoform Short of Sulfotransferase 1C1 

IPI00644218 - Lectin, galactoside-binding, soluble, 8 

IPI00477389 - Putative N-acetylated alpha-linked acidic dipeptidase-like protein 2 

IPI00022463 - Serotransferrin precursor 
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PROTEÍNAS IDENTIFICADAS EM UM DOS CASOS DE ELA E NÃO 

IDENTIFICADAS NOS CASOS – CONTROLE (J) 

 

IPI00455101 -  hypothetical protein XP_499075 

IPI00478544 - 18 kDa protein 

IPI00478544 - 18 kDa protein 

IPI00008438 - 40S ribosomal protein S10 

IPI00298792 - 60 kDa protein 

IPI00022895 - Alpha-1B-glycoprotein precursor 

IPI00022256 - Clathrin coat assembly protein AP50 

IPI00013323 - Cytochrome P450 2C19 

IPI00296863 - Deoxycytidylate deaminase 

IPI00433171 - DEPC-1 protein 

IPI00216071 - Eosinophil lysophospholipase 

IPI00396010 - Expressed in hematopoietic cells, heart, liver 

IPI00299936 - HDCGC21P 

IPI00385811 - Hypothetical protein FLJ11294 

IPI00384789 - Hypothetical protein FLJ39023 

IPI00444172 - Hypothetical protein FLJ46033 

IPI00013398 - Hypothetical protein MGC4266 

IPI00641082 - Ig kappa chain C region 

IPI00550996 - IGKC protein 

IPI00384355 - IGLC1 protein 

IPI00384355 - IGLC1 protein 

IPI00384355 - IGLC1 protein 

IPI00384355 - IGLC1 protein 

IPI00384355 - IGLC1 protein 

IPI00644218 - Lectin, galactoside-binding, soluble, 8 

IPI00647891 - Lissencephaly type-1-like homology motif domain containing protein 

IPI00549755 - Matrin 3 
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IPI00375477 - Mitochondrial ribosoMal protein L21 isoforM c 

IPI00409599 - OxidOred-nitrO dOmain-cOntaining prOtein isOfOrm 2 

IPI00401115 - PREDICTED: hypothetical protein MGC39372 

IPI00398676 - PREDICTED: hypothetical protein XP_373957 

IPI00456316 - PREDICTED: hypothetical protein XP_498745 

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

polymerase I 

IPI00022957 - PRO0132 

IPI00477389 - Putative N-acetylated alpha-linked acidic dipeptidase-like protein 2 

IPI00465346 - Receptor interacting protein kinase 5, isoform 1 

IPI00478269 - Regulator of G-protein signalling 5 

IPI00478269 - Regulator of G-protein signalling 5 

IPI00101335 - SLC27A4 protein 

IPI00220360 - Small nuclear ribonucleoprotein associated protein N 

IPI00005404 - Splice Isoform 1 of Interleukin-1 family member 8 

IPI00099464 - Splice Isoform 2 of Fizzy-related protein homolog 

IPI00442297 - Splice Isoform 2 of Neurotrimin precursor 

IPI00332282 - Splice Isoform 2 of Parkin 

IPI00011290 - Splice Isoform Short of Sulfotransferase 1C1 

IPI00470586 - Stem cell factor 

IPI00306778 - Stromelysin-3 precursor 

IPI00306778 - Stromelysin-3 precursor 

IPI00107815 - TriparTiTe moTif proTein 34 isoform 2 

IPI00217823 - Zn-finger, DHHC type domain containing protein 
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PROTEÍNAS IDENTIFICADAS EM UM DOIS DOS TRÊS CASOS DE ELA 

ANALISADOS E NÃO 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. Análise de Elementos-Traço no Líquido cefalorraquidiano de Portadores 

de ELA por Fluorescência de Raios X por Reflexão Total (A-C). (A-C) Concentração de 

cálcio, cloro e potássio em microgramas por microlitro. Os três elementos apresentam 

concentrações significativamente aumentadas nas amostras de líquido cefalorraquidiano de 

portadores de ELA quando comparado aos casos-controle. Os outros elementos não apresentaram 

diferenças entre os dois grupos e não estão representados nesta figura. 
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Figura 24. Análise de Elementos-Traço no Líquido cefalorraquidiano de Portadores 

de ELA por Fluorescência de Raios X por Reflexão Total (A-C). (A-C) Concentração de 

alumínio, ferro e cobre em microgramas por microlitro. Os três elementos não apresentam 

concentrações significativamente aumentadas nas amostras de líquido cefalorraquidiano de 

portadores de ELA quando comparados aos casos-controle, porém em análise individual é 

possível observarmos padrões diferentes das concentrações destes elementos. (A,B) O alumínio e 

o ferro parecem apresentar maiores concentrações nas amostras de líquido cefalorraquidiano e 

soro dos pacientes de ELA. (C) O cobre parece apresentar-se mais concentrado no soro dos 

pacientes portadores da doença.  
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V.- DISCUSSÃO 

 

V.1 – Características Gerais 

 

 A ELA é uma doença caracterizada pela degeneração progressiva dos neurônios motores 

somáticos. Acompanhando essa degeneração várias alterações morfológicas podem ser 

observadas, como por exemplo acúmulo de proteínas e desorganização 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 

neurônios motores remanescentes apresentavam núcleo picnótico, caracterizando a degeneração 

neuronal, e regiões no pericário eram preenchidas por vacúolos. Além disso, achados 

possivelmente relacionados com o acúmulo de proteínas puderam ser observados, tais como: 

presença de pequenas inclusões eosinófilas intracitoplasmáticas (Bunina bodies); substância de 

Nissl deslocada para a periferia do corpo celular, ou mesmo alterações na forma, como por 

exemplo balonização de neurônios. Esses achados são compatíveis com os descritos na literatura 

(Rowland e Shneider, 2001). 

Segundo Ross e Poirier (2004), as doenças neurodegenerativas esporádicas estão 

associadas com a idade. Por outro lado, modificações oxidativas de proteínas são eventos comuns 

na idade avançada. É sabido que a degeneração dos neurônios motores na ELA parece estar 

associada a múltiplos distúrbios e ao envelhecimento. A probabilidade de ocorrência de acúmulos 

de proteínas em doenças neurodegenerativas talvez se deva ao aumento da quantidade de 

proteínas ou a modificações em ligações covalentes dessas estruturas. É possível também que 
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haja uma diminuição da habilidade da célula em remover proteínas que devem ser degradadas, 

levando ao acúmulo das mesmas. 

 

 

 V.2 – Via Ubiquitina-Proteasoma e Neurônios Motores de Portadores de ELA 

 

 A via ubiquitina-proteasoma é formada por proteínas denominadas ubiquitina e 

pelo complexo proteolítico proteasoma 26S. A ubiquitina, através de várias cascatas enzimáticas, 

é responsável pelo reconhecimento e adesão a um substrato e encaminhamento deste substrato ao 

complexo proteolítico. Esta é, portanto, uma via de degradação importante no controle dos 

processos celulares básicos. Esta via está relacionada à degradação de proteínas celulares de vida 

curta, a proteínas que têm um papel crítico na proliferação celular e regulação do ciclo celular, 

assim como, de proteínas danificadas ou erroneamente montadas (Arendt e Hochstrasser, 1997; 

Zwickl e Baumeister, 2002). 

Várias evidências demonstram que as doenças degenerativas do sistema nervoso são 

caracterizadas pelo acúmulo de proteínas (Strong, 2004). Dentre elas podemos citar os 

neurofilamentos, ubiquitina, tau e β-amilóide (Sasaki e Iwata, 1999; Yang et al., 2003; 

Calingasan et al., 2005). Em trabalho publicado (Mendonça et al., 2005) evidenciamos acúmulo 

de neurofilamentos, particularmente a subunidade pesada na sua forma fosforilada, nos corpos 

celulares dos neurônios motores e em esferóides axonais nos casos de ELA. Mais recentemente 

observamos marcação positiva para ubiquitina nos neurônios motores dos casos de ELA (skeins). 

Esta é uma alteração descrita como uma característica anátomo-patológica da doença (Chung et 

al., 2001). Alem disso, estes neurônios apresentaram forte imunomarcação para proteasoma, 
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subunidades α e β, e pela análise quantitativa, a porcentagem de neurônios apresentando este 

aumento de imunomarcação foi significativa em todos os níveis medulares.  

Nossos resultados são diferentes da maioria dos trabalhos anteriores que afirmam que 

neurônios motores de casos de ELA esporádica e familiar não são positivos para proteasoma 20S 

(Watanabe et al., 2001). Curiosamente, Seihhean e colaboradores (2004) apresentaram evidências 

de inclusões positivas para proteasoma 19S mas não para proteasoma 20S em um caso de ELA 

esporádica. Entretanto, estes autores observaram essas inclusões positivas apenas em neurônios 

piramidais do hipocampo e não nos neurônios motores da medula espinhal. Outra  diferença 

importante entre nossos trabalhos é que utilizamos um anticorpo que reconhece as subunidades α 

e β, enquanto eles utilizaram anticorpos que reconhecem a partícula 19S e apenas a subunidade α 

do proteasoma 20S.  

Proteínas ubiquitinadas são degradadas pelo proteasoma 26S através do trabalho conjunto 

da partícula 19S que contém ATPases e outras enzimas, e a subunidade 20S que contém o centro 

proteolítico ativo. É possível, portanto, sugerir que alterações em quaisquer das subunidades do 

proteasoma poderiam, por exemplo, levar a uma deficiência em seu funcionamento. Uma das 

funções do sistema ubiquitina-proteasoma é remover proteínas danificadas ou erroneamente 

montadas (Ding e Keller, 2001). Agregados protéicos anormais podem gerar um aumento nos 

níveis de proteólise no compartimento intracelular, que poderia levar ao recrutamento de pools 

citosólicos de ubiquitina e proteasoma. Esta observação poderia explicar o aumento de 

imunorreatividade para ubiquitina e proteasoma em algumas regiões dos corpos celulares dos 

neurônios motores e seus prolongamentos, como observado em nosso trabalho. Além disso, 

acúmulo de proteínas como ubiquitina, neurofilamentos, tau e β-amilóide (Sasaki e Iwata, 1999; 

Yang et al., 2003; Calingasan et al, 2005) são características comuns da doença. O acúmulo de 

proteínas pode torná-las inacessíveis à proteólise pela via ubiquitina-proteasoma. Esta diminuição 
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na degradação pode ocorrer como conseqüência de alterações oxidativas das proteínas agregadas, 

devido à geração de espécies reativas de oxigênio (ROS). Outro mecanismo possível estaria 

relacionado ao funcionamento inadequado do complexo enzimático, e conseqüentemente não 

seria capaz de degradar estas proteínas que se acumulariam em neurônios saudáveis. 

Segundo Alves-Rodrigues e colaboradores (1998), nos estágios iniciais de injúria celular, 

quando o ATP é suficiente e o centro proteolítico ainda se mantém funcionante, as proteínas 

ubiquitinadas são degradadas. Nesse momento pode ser que ocorra um aumento na produção de 

proteínas de ubiquitina, na tentativa de restaurar o funcionamento normal da célula, eliminando 

proteínas danificadas. Porém, uma sobrecarga na via ubiquitina dependente de ATP pode 

enfraquecer a resposta neuronal às condições de estresse. As proteínas danificadas, porém 

ubiquitinadas, não são degradadas e formam então agregados, levando à morte celular.  

O papel da via ubiquitina-proteasoma tem sido pesquisado em outras doenças 

neurodegenerativas, como por exemplo Parkinson, Alzheimer e doença de Huntington. A análise 

genômica de casos de portadores de doença de Parkinson na forma familiar evidenciou mutações 

em proteínas como a parkina e a UchL1. Parkina é uma enzima relacionada à cascata de ativação 

da ubiquitina (Kitada et al., 1998) e UchL1 pertence a uma família de enzimas responsáveis pela 

degradação de cadeias poliubiquitina (Larsen et al., 1998). Não existem evidências de mutações 

em proteínas relacionadas à via ubiquitina-proteasoma em casos de Alzheimer e doença de 

Huntington, mas inibição do proteasoma ou acúmulos de proteínas que conduzem ao mau 

funcionamento da via são 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 Astrócitos em Portadores de ELA 

 

Os astrócitos são células que possuem forte interação com os neurônios e são importantes 

para a manutenção do microambiente neuronal. Dentre as características patológicas da ELA 

podemos citar intensa astrocitose (Eddleston e Mucke, 1993; Layfield et al., 2001; Barbeito et al., 

2004) e, em função disso, vários estudos têm fornecido evidências para a participação dos 

astrócitos na patogênese da doença (Benarroch, 2005; Seifert et al., 2006). Um possível 

mecanismo patogênico que pode contribuir para a doença é a excitotoxicidade promovida por 

elevados níveis de glutamato, que por sua vez ativa ROS nos neurônios motores. Os níveis 

extracelulares de glutamato são regulados por transportadores presentes nas membranas dos 

astrócitos (Anderson et al., 2000). Parece que o aumento da produção de ROS induz disfunções 

nestes transportadores causando aumento nos níveis de glutamato, que é sabidamente um evento 

tóxico para o neurônio motor. Essa disfunção pode estar relacionada com disfunções nos 

transportadores presentes nos astrócitos e que, por sua vez, pode estar relacionada com o 

funcionamento inadequado da via ubiquitina-proteasoma. 

 Nossos resultados sugerem que a via ubiquitina-proteasoma está envolvida na patogênese 

da ELA, já que evidenciamos forte expressão de ubiquitina e proteasoma na medula espinhal em 

casos de ELA. Esse aumento de expressão pode evidenciar disfunção desta via em neurônios e 

astrócitos de casos de ELA. A via ubiquitina-proteasoma pode estar envolvida direta ou 

indiretamente na patogênese da doença e esta disfunção pode alterar o metabolismo neuronal 

levando os neurônios à degeneração. Pode também afetar o metabolismo dos astrócitos, que por 

sua vez irão alterar os neurônios. Nossos resultados estão de acordo com a recente opinião que a 

ELA, assim como outras doenças neurodegenerativas, é uma desordem de acúmulo de proteínas 

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

2006).  

 

 

V.4 – Neurofilamentos e Líquido cefalorraquidiano de Portadores de ELA 

 

 Em nosso trabalho investigamos a presença de neurofilamentos no líquido 

cefalorraquidiano de portadores de ELA e de casos-controle. Os neurofilamentos estão presentes 

nos neurônios em grande quantidade e são importantes elementos estruturais específicos do 

citoesqueleto neuronal (Carden et al., 1987; Heins et al., 1993; Julien, 1999; Garcia et al., 2003). 

Participam da arquitetura neuronal através da formação de redes tridimensionais de filamentos 

que orientam sua forma, auxiliam na definição do diâmetro do axônio e manutenção desse 

calibre, o que por sua vez determina a velocidade de condução axonal (Hirokawa, 1984; Hoffman 

et al., 1984; Lee e Cleveland, 1996).  

Os neurofilamentos são compostos de três 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 é produto de um gene distinto. O neurofilamento é formado por um 

filamento central, que é composto das três subunidades, mas principalmente a subunidade leve, e 

projeções laterais, projeções essas formadas pelas subunidades média e pesada dos 

neurofilamentos. As projeções laterais são responsáveis pela interação do filamento com outras 

estruturas presentes no axoplasma. Após sua síntese no pericário, as três subunidades de 

neurofilamentos são montadas no citoplasma e movidas para dentro do axônio (Lee e Cleveland, 

1996; Julien, 1999). Em geral essas proteínas se encontram em um equilíbrio dinâmico, 

resultando em um intercâmbio contínuo de subunidades de proteínas e formas polimerizadas. 
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Uma característica patológica da ELA esporádica e da ELA familiar, incluindo casos 

ligados a mutações em SOD1, é a presença de acúmulo de neurofilamentos no pericário e axônios 

dos neurônios motores (Julien, 1999; Mendonça et al., 2005). Os grandes neurônios com axônios 

de grande calibre e alta velocidade de condução requerem uma enorme quantidade de 

neurofilamento. Os neurônios motores, que estão entre os maiores neurônios do sistema nervoso, 

são, portanto, ricos em proteínas de neurofilamentos (Watson, 1991), estando mais susceptíveis a 

alterações dessas proteínas. Esta seria uma das possíveis explicações para a vulnerabilidade 

desses neurônios em casos de ELA. Além disso, a excitotoxicididade por glutamato induz ao 

aumento dos níveis de cálcio intracelular. Os neurônios motores têm menor capacidade em 

tamponar o cálcio (Alexianu et al., 1994) e, conseqüentemente, poderiam tornar as proteínas de 

neurofilamentos mais suceptíveis a alterações. 

Acúmulos de proteínas de neurofilamento, principalmente em suas formas fosforiladas, no 

pericário neuronal e dendritos são componentes freqüentes da reação dos neurônios à injúria 

axonal em humanos, assim como em animais experimentais, e esse acúmulo conduz a alterações 

no transporte axonal (Hedreen et al., 1994). Essa observação sugere que nas doenças 

degenerativas o acúmulo de neurofilamentos, principalmente em sua forma fosforilada, também 

pode ser indicativo de comprometimento do transporte axonal em neurônios afetados. A 

homeostasia celular também pode ser acometida por outros mecanismos. Por exemplo, neurônios 

motores cultivados e tendo acúmulo de neurofilamentos demonstram elevado influxo de cálcio 

mediado por receptores NMDA em resposta a estímulo glutamatérgico (Strong e Kesavapany, 

2005). Em trabalho realizado por Sanelli e colaboradores (2004) foi observado que, quando há 

acúmulo de neurofilamentos, de alguma forma, estes sequestram óxido nítrico sintase neuronal, 

impedindo sua translocação para a superfície da membrana celular, onde normalmente esta 

molécula atuaria inibindo os receptores NMDA, que por sua vez inibem o influxo de cálcio.  
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As alterações na estrutura molecular das proteínas de neurofilamentos podem, portanto, 

afetar a integridade e a sobrevida neuronais (Anderton et al., 1987). O acúmulo de 

neurofilamentos pode ser um evento primário na patogênese da doença ou pode ser conseqüência 

de fatores descritos como possíveis agentes desencadeadores da doença, tais como estresse 

oxidativo, excitotoxicidade ou disfunção mitocondrial (Julien, 2001). Giasson e Mushynski 

(1996) demonstraram que mediante fatores de estresse celular ocorre hiperfosforilação da 

subunidade pesada dos neurofilamentos. Segundo Strong e Kesavapany (2005) vários eventos 

podem induzir a desregulação da fosforilação, como resultado de uma ativação anormal da 

cascata de cinases durante condições patológicas. Portanto, a desregulação da atividade das 

cinases em processos patológicos poderia conduzir a hiperfosforilação destas proteínas nas 

doenças neurodegenerativas. 

Além dos fatores de estresse celular, as mutações nos genes que codificam estas proteínas 

podem contribuir para a sua desorganização. Mutações envolvendo os neurofilamentos em casos 

de ELA esporádica foram evidenciadas em trabalho de Figlewicz e colaboradores (1994). O 

grupo evidenciou deleções na região carboxiterminal da subunidade pesada dos neurofilamentos 

e sugere que essas mutações podem conduzir ao acúmulo de neurofilamento. É interessante 

observar que mesmo nos casos familiares, com mutações no gene que codifica a enzima SOD1, o 

acúmulo de neurofilamentos é uma característica patológica evidente. O mecanismo patogênico 

da doença parece, portanto, ter intima relação com a desorganização das proteínas de 

neurofilamentos e várias evidências sugerem que a subunidade pesada talvez desempenhe papel 

crucial nessa desorganização. Segundo Plummer e colaboradores (1995) a degeneração talvez 

possa ocorrer em indivíduos com alterações discretas nos neurofilamentos pesados e a 

conseqüente desorganização seja dependente de fatores adicionais, como estresse de ordem 

genética ou ambiental. Em nosso trabalho evidenciamos a presença da subunidade pesada 
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fosforilada dos neurofilamentos em líquido cefalorraquidiano de sete dos dez casos estudados de 

portadores de ELA, enquanto nos casos-controle não houve expressão da subunidade. Em relação 

aos achados nos casos de ELA, esta é uma porcentagem representativa do total de casos 

utilizados neste experimento. As subunidades média e leve não foram encontradas nas amostras 

estudadas. Os anticorpos utilizados nestas análises foram utilizados em trabalho anterior 

(Mendonça et al., 2005) e mostraram especificidade em relação às subunidades estudadas. 

Alterações na organização dos neurofilamentos induzidas, por exemplo, por alteração nos 

estados de fosforilação (Julien, 2001) associadas à perda da integridade da membrana durante a 

degeneração dos neurônios motores poderia explicar a presença da subunidade pesada de 

neurofilamento no líquido cefalorraquidiano destes pacientes. Nossos resultados sugerem que a 

subunidade pesada dos neurofilamentos pode ser usada como biomarcador para o diagnóstico da 

ELA. 

Pesquisadores investigaram a presença das proteínas de neurofilamento pesado e tau no 

líquido cefalorraquidiano de portadores de ELA (Brettschneider et al, 2006) e Alzheimer 

(Brettschneider et al, 2006). Rosengreen e colaboradores (1996) analisaram a presença da 

subunidade leve dos neurofilamentos no líquido cefalorraquidiano de portadores de ELA e de 

Alzheimer. Em ambos experimentos as amostras foram imunoprecipitadas com anticorpos e as 

respectivas concentrações foram analisadas com ELISA. Nos dois trabalhos os autores relatam 

aumento na concentração de neurofilamentos (subunidade pesada e leve, respectivamente) nos 

casos de ELA quando comparado aos casos utilizados como controle, mas frações de 

neurofilamentos são evidenciadas no grupo controle. Isto sugere imprecisão da técnica utilizada. 

Além disso, analisando seus gráficos pode-se observar importante desvio padrão das amostras 

analisadas. 
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V.5 – Proteasoma e Líquido cefalorraquidiano de Portadores de ELA 

 

Em nosso trabalho investigamos a presença do proteasoma, subunidades α e β, no líquido 

cefalorraquidiano de portadores de ELA e de casos-controle e não evidenciamos a presença 

dessas subunidades em nenhum dos grupos. A proposta de pesquisarmos as subunidades α e β do 

proteasoma surgiu dos resultados obtidos anteriormente na análise imunohistoquímica onde 

evidenciamos o aumento qualitativo e quantitativo da expressão do proteasoma nos corpos 

celulares dos neurônios motores nos casos de ELA, o que seria condizente com a idéia de que os 

níveis de proteasoma aumentariam na tentativa de degradar proteínas erroneamente montadas e, 

assim como os neurofilamentos, estas subunidades poderiam alcançar a corrente liquórica.  

O proteasoma é um complexo multiprotéico que constitui a principal via não-lisosomal de 

degradação celular. Por determinar os níveis de proteínas-chaves, o proteasoma desempenha 

importante papel em vários processos biológicos (Hershko e Ciechanover, 1998; Voges et al., 

1999). O proteasoma 20S é formado por 14 subunidades diferentes: 7 subunidades α e 7 

subunidades β organizadas na forma de uma estrutura cilíndrica (Voges et al., 1999). Complexos 

regulatórios, como o complexo 19S, podem se associar ao proteasoma 20S. Esta associação, em 

particular, dá origem ao proteasoma 26S.  

O proteasoma é uma estrutura dinâmica capaz de formar múltiplas interações transitórias 

com diferentes subunidades e fatores celulares importantes. Segundo Zwickl e Baumeister (2002) 

a localização do proteasoma está relacionada à regulação da proteólise. Alterações intracelulares 

geram rápida associação ou desassociação das subunidades formadoras do proteasoma. Sob 

condições leves de estresse, os níveis de proteasoma aumentam rapidamente para que haja 

degradação das proteínas danificadas (Bajorek et al., 2003; Imai et al., 2003; Glickman e Raveh, 

2005). Satoh e colaboradores (2001) evidenciaram desassociação das subunidades do proteasoma 
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após tratamento com fosfatases. A fosforilação está relacionada com a associação das 

subunidades formadoras do complexo, aumentando enormemente a associação das diferentes 

subunidades e estabilizando o proteasoma 26S (Glickman e Raveh, 2005).  

Nossas evidências referentes ao aumento da expressão de proteasoma nos corpos celulares 

nos casos de ELA, possivelmente, devem estar relacionadas à tentativa de restaurar o 

funcionamento celular através do aumento de degradação de proteínas danificadas. É possível 

que de alguma forma as subunidades do proteasoma se desorganizem, tornando impossível seu 

reconhecimento no líquido cefalorraquidiano dos pacientes portadores da doença.  

Até o momento não há relatos de pesquisas de proteasoma no líquido cefalorraquidiano de 

casos de ELA ou em outras doenças neurodegenerativas. Apesar de não termos encontrado 

vestígios das subunidades α e β do proteasoma no líquido cefalorraquidiano dos pacientes 

portadores de ELA, mais estudos são necessários para o maior entendimento do papel deste 

complexo protéico na patogênese da doença. 

 

 

V.6 – Resíduos de Nitrotirosina em Líquido cefalorraquidiano e Soro de Portadores 

de ELA 

 

Recentes evidências dão suporte à idéia de que os mecanismos participantes da 

degeneração dos neurônios motores, como excitotoxicidade, disfunção mitocondrial, acúmulo de 

neurofilamentos ou alteração 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 patogênico da doença (Rakhit et al., 2002; Simpson et al., 2003). 
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A hipótese da relação causal entre estresse oxidativo e a ELA surgiu da identificação de 

propriedades tóxicas da enzima SOD1 mutante em casos de ELA familiar. A partir da 

identificação de marcadores de estresse oxidativo no córtex e na medula espinhal de portadores 

de ELA familiar e esporádica (Bowling et al., 1993; Beal et al., 1997; Ferrante et al., 1997), 

observou-se que casos de ELA esporádica também apresentam indícios de estresse oxidativo. 

Dentre os marcadores de estresse oxidativo utilizados podemos citar a nitrotirosina. A 

nitrotirosina  tem chamado maior atenção em função da enorme tendência da enzima mutante 

SOD1 em usar o peroxinitrito como um substrato, levando à nitração de tirosina (Beckman et al., 

1992).  

Fisiologicamente, a partir de eventos decorrentes do metabolismo celular, elementos 

contendo resíduos de nitrotirosina, oxidados ou glicosilados, podem ser drenados para a corrente 

liquórica (Thornalley et al., 2003; Ahmed et al., 2005) e esta drenagem pode aumentar à medida 

que mais modificações protéicas ocorram, o que é freqüentemente observado nas doenças 

neurodegenerativas. De fato, níveis 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 esporádica e familiar (Beal et al., 1997) e no líquido 

cefalorraquidiano de portadores de ELA esporádica (Tohgi et al., 1999). Diferente dos autores 

citados, em nosso trabalho avaliamos os níveis de nitração das  proteínas presentes no líquido 

cefalorraquidiano de pacientes portadores de ELA em comparação com os casos controle e 

observamos que a expressão de nitrotirosina foi similar em ambos os grupos, não havendo 

diferenças consideráveis entre os casos estudados.  

Segundo Schopfer e colaboradores (2003) a nitração de proteínas é um mecanismo celular 

de sinalização. De fato, tem sido demonstrado que a nitração de proteínas é um processo seletivo 

e reversível, assim como a fosforilação (Aulak et al., 2004), o que pode explicar a presença de 
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proteínas nitradas nos casos-controle utilizados em nosso trabalho. Além disso, ausência de 

condições patológicas não implica na ausência concomitante de fatores de estresse oxidativo. 

Atualmente sabemos que diversas condições podem aumentar a produção de radicais livres no 

organismo.  

A possibilidade de problemas técnicos com relação à detecção de proteínas nitradas 

também não pode deixar de ser citada. É possível que a técnica não tenha sido sensível a 

alterações de pequenas quantidades de proteína ou que a quantidade de proteína utilizada tenha 

sido insufuciente para tal análise. Segundo Greenacre e Ischiropoulos (2001) a observação de 

resíduos de nitrotirosina não é tão comum em fluídos. Sendo assim, se a concentração de 

proteínas fosse maior talvez tivesse sido possível evidenciar alguma diferença entre os grupos, 

mas isso não foi possível porque a quantidade de proteínas no líquido cefalorraquidiano é 

pequena, não tendo sido suficiente para uma análise mais apurada. 

 

 

V.7 – Análise Proteômica de Líquido 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 expressão protéica 

se faz crescente. A área de estudos de proteômica tem recebido grandes investimentos e a 

expectativa é que se descortinem novas respostas para o funcionamento de vários mecanismos 

celulares.  

Recentemente, a identificação de padrões de expressão protéicos diferenciais passou a ter 

extrema importância para a identificação de proteínas relacionadas a diversos processos 

biológicos, despertando o interesse de vários grupos de pesquisa. Com essa abordagem é possível 
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a comparação de extratos protéicos em condições fisiológicas ou patológicas diferentes. A 

separação das proteínas por ponto isoelétrico e por peso molecular permite a identificação de 

proteínas desconhecidas, (através de Espectrometria de Massa) possibilitando o esclarecimento 

de várias funções celulares, fornecendo perfis de expressão protéica de diversas patologias e 

também auxiliando o desenvolvimento de medicamentos mais específicos e eficientes. 

A análise dos padrões protéicos do líquido cefalorraquidiano em doenças 

neurodegenerativas tem sido foco de grande interesse (Zhang et al., 2005; Abdi et al., 2006; 

Castano et al., 2006). No líquido cefalorraquidiano normal, 80% do teor proteico é transudato do 

plasma e os 20% restantes são sintetizados no SNC. O líquido cefalorraquidiano contém uma 

quantidade muito pequena de proteínas, com concentrações normais entre 15,0 e 45,0 mg/dL e 

uma fração de cerca de 50% a 75% deste total correspondem à albumina.  (Deisenhammer et al., 

2006). A elevação dos valores de proteínas no líquido cefalorraquidiano é observada em várias 

situações, como por exemplo, comprometimento da barreira hematoencefálica, produção de 

imunoglobulinas no sistema nervoso central, redução da depuração das proteínas do líquido 

cefalorraquidiano e degeneração do tecido neural (Deisenhammer et al., 2006).  

Em nosso trabalho, inicialmente nos preocupamos em estabelecer a purificação das 

amostras de líquido cefalorraquidiano a serem estudadas. Devido à complexidade das amostras 

biológicas, diversas etapas de purificação são exigidas para sua análise. Conseguimos estabelecer 

as condições ideais de purificação das amostras de líquido cefalorraquidiano e estabelecemos as 

condições para a realização da eletroforese bidimensional. Após a realização da eletroforese 

bidimensional analisamos comparativamente o padrão protéico do líquido cefalorraquidiano de 

pacientes portadores de ELA e de pacientes utilizados como controle e foi possível evidenciar 

diferenças na expressão de proteínas entre ambos os grupos. Nos casos de ELA é possível 

observar maior número de spots de proteínas quando comparado aos casos-controle. A maioria 
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das proteínas expressas nos casos de ELA e não 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 análise pela técnica de MALDI-TOF, porém, até o momento apenas o 

pool de casos controle e três casos de ELA tiveram suas proteínas identificadas. A proteínas 

foram identificadas através de seus mapas peptídicos e pontos isoelétricos. O programa 

disponível na internet Protein Prospector Search software 4.0.5 (University of Califórnia, San 

Francisco Mass Spectrometry Facility) contém diversos bancos de dados originários de vários 

programas de seqüenciamento no mundo todo. As seqüências a serem depositadas nos bancos de 

dados são digeridas teoricamente e os mapas peptídicos teóricos serão comparados aos mapas 

submetidos à busca. Estão sendo utilizados na identificação das proteínas os bancos de dados 

NCBI e SWISS protein. 

Ranganathan e colaboradores (2005) realizaram análise de líquido 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 diferenças significativas entre as amostras do grupo de 

portadores de ELA e amostras do grupo controle. Eles identificaram três possíveis 

biomarcadores: transtirretina, cistatina c e um fragmento de uma proteína neuroendócrina, a 7B2. 

Em nossa análise identificamos precurssores de transtirretina nos casos controle e nos casos de 

ELA e não identificamos as outras proteínas descritas pelo grupo em nossos casos de ELA 

analisados até o momento. Várias proteínas foram identificadas nos casos de ELA e não 

identificadas nos casos-controle, porém estas proteínas não se repetiram entre os casos de ELA. 

Apenas o precursor de alfa 1 antitripsina foi identificada em dois dos três casos de ELA 

analisados. Para a sugestão da utilização de uma dessas proteínas como biomarcador será 

necessário a análise dos outros casos de ELA. 
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V.8 – Fluorescência de Raios X por Reflexão Total e Líquido cefalorraquidiano de 

Portadores de ELA 

 

A degeneração dos neurônios motores na ELA está relacionada a vários fatores, como por 

exemplo: estresse oxidativo, excitotoxicidade, acúmulo de proteínas e disfunção mitocondrial. Os 

metais desempenham importante papel em nosso organismo em condições normais e em 

condições patológicas. Em todos os processos descritos acima pode haver alterações em 

moléculas intracelulares importantes, como os ácidos nucléicos, lipídios e proteínas (Chwiej et 

al., 2005). Produtos gerados por metabolismo anormal ou a presença aumentada de elementos 

antioxidantes refletem a destruição da homeostasia intracelular (Cassarino e Bennet, 1999). A 

comparação entre a distribuição dos elementos entre situações normais e casos patológicos pode 

ser útil para a identificação de fatores relacionados com vários processos nosológicos. Por 

exemplo, na ELA, em sua forma familiar, a enzima SOD1 mutante apresenta instabilidade que 

contribui para a toxicidade que, às vezes, é aumentada pela liberação de zinco (Strong e 

Kesavapany, 2005). O cobre é um elemento, em particular, intimamente relacionados a doenças 

neurodegenerativas. O íon cobre promove agregação de proteínas e também participam do 

estresse oxidativo (Bush, 2000). O ferro se acumula progressivamente no cérebro com o avançar 

da idade e induz o estresse oxidativo que pode levar ao desenvolvimento de doenças 

neurodegenerativas (Kishi et al., 1982). O ferro está relacionado ao transporte de oxigênio, 

transporte de elétrons e vários outros processos metabólicos importantes (Kishi et al 1982).  

Alguns elementos têm sua concentração aumentada com a idade, outros a tem diminuída e 

outros ainda, não exibem um padrão consistente (Serpa et al., 2006). Segundo Bertoni-Freddari e 

colaboradores (2006), por exemplo, a diminuição de zinco está relacionada diretamente com 

disfunções mitocondriais, e estas disfunções são características do envelhecimento e, além disso, 
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esta diminuição de zinco é evidente em várias doenças neurodegenerativas. Portanto, o estudo 

dos elementos-traço é importante em função de sua relevância na idade e em condições 

patológicas do sistema nervoso.  

Em nosso trabalho comparamos a concentração de diferentes metais no líquido 

cefalorraquidiano e no sangue de portadores de ELA e comparamos com os casos-controle. 

Observamos diferenças significativas na concentração de cálcio, cloro e potássio, enquanto que 

os outros elementos estudados não exibiram diferenças significativas entre os grupos. Cloro e 

potássio, sabidamente, são elementos presentes em maior concentração no meio intracelular do 

que no meio extracelular (Bear et al., 2001). É possível que após o rompimento das membranas 

neuronais, em consequência da degeneração destas células, as concentrações de cloro e potássio 

aumentem no líquido cefalorraquidiano. Talvez esta seja uma explicação para o aumento da 

concentração destes elementos em nossa análise. Já o cálcio é um elemento encontrado em menor 

concentração no meio intracelular quando comparado a suas concentraçãoes no meio extracelular 

(Bear et al., 2001), porém a quantidade encontrada no meio intracelular, mesmo que pequena, 

pode contribuir para a concentração total do elemento após rompimento das membranas 

neuronais. 

Os outros elementos estudados, entretanto, não apresentaram diferenças significativas em 

suas concentraçãoes quando comparamos amostras dos dois grupos. Porém, apesar de não 

observarmos diferenças através da análise estatística, alguns elementos parecem exibir 

importantes variações em suas concentrações em relação aos dois grupos analisados. O alumínio 

e o ferro parecem estar menos concentrados tanto no líquido cefalorraquidiano quanto no soro de 

portadores de ELA quando comparados aos casos-controle. Já o cobre parece estar aumentado no 

soro dos portadores da doença. Talvez fosse necessário maior número de amostras para avaliar a 

existência de reais diferenças nas concentrações dos elementos entre os grupos. Com o número de 
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casos utilizados neste estudo, uma amostra que apresente concentração muito diferente de um 

determinado elemento é capaz de invalidar estatisticamente uma diferença que possa existir entre 

os dois grupos.  
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VI. – CONCLUSÕES 

 

Os resultados do presente trabalho mostram que: 

 

1) A degeneração neuronal é evidente no corno anterior da medula espinhal no material de 

de autópsia de portadores de ELA avaliados; 

 

2) Os neurônios remanescentes, em sua maioria, apresentam alterações morfológicas 

evidentes, que se caracterizaram por: alterações no tamanho do corpo celular, presença de 

inclusões no citoplasma neuronal, deslocamento das estruturas intracitoplasmáticas e 

vacuolização; 

 

3) A perda neuronal na ELA é acompanhada de gliose reacional. Os prolongamentos 

astrocíticos tornam-se mais numerosos e desorganizados; 

 

4) A presença de inclusões positivas para ubiquitina é uma característica da doença e um 

importante indicativo da participação do sistema ubiquitina na patogênese da ELA; 

 

5) O aumento da expressão das subunidades αβ do proteasoma nos neurônios do corno 

anterior da medula espinhal dos casos de ELA indica envolvimento deste complexo no 

processo patogênico da ELA; 

 

6) A presença de ubiquitina e proteasoma em alguns astrócitos é indicativo da participação 

destas células na patogênese da doença; 
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7) O aumento da expressão de ubiquitina e proteasoma indica que esta importante via de 

degradação está, de alguma forma, envolvida com a neurodegeneração em casos de ELA. 

Esta via pode participar do processo patogênico de forma direta ou sua desorganização 

pode ser uma conseqüência da tentativa de restauração do funcionamento celular;  

 

8) A presença de neurofilamento no líquido cefalorraquidiano de portadores de ELA é um 

importante indicativo do envolvimento desta subunidade no processo patogênico da 

doença. A evidência desta subunidade em 70% dos casos analisados revela especificidade 

da proteína e no futuro este tipo de análise talvez possa ser realizada para fins 

diagnósticos; 

 

9) Apesar de observarmos, nos casos de ELA, o aumento de expressão das subunidades αβ 

do proteasoma nos neurônios do corno anterior da medula espinhal, não identificamos a 

presença destas subunidades no líquido cefalorraquidiano dos pacientes portadores da 

doença;  

 

10) Não evidenciamos diferenças na expressão de proteínas contendo resíduos de nitrotirosina 

entre o grupo controle e o grupo de ELA;  

 

11)  O perfil protéico do líquido cefalorraquidiano de portadores de ELA e em controles é 

diferente segundo a análise proteômica; 

 

12) As concentrações de cálcio, cloro e potássio estão aumentadas no líquido 

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

 
 

Termo de Consentimento  

para participação na pesquisa 

 

“Análise de proteínas de neurofilamentos, ubiquitina e proteasoma em portadores de   

esclerose lateral amiotrófica” 

 

Autora: Deise Maria Furtado de Mendonça 

 
Esta pesquisa tem como objetivo investigar a patogênese da doença esclerose lateral 

amiotrófica, através da análise de líquido cefalorraquidiano, por diversas técnicas laboratoriais, 

como por exemplo, biologia molecular e bioquímica. 

O procedimento de retirada do material  consiste de uma técnica asséptica meticulosa, no 

qual o paciente se posicionará em decúbito lateral com sua coluna bem fletida e após anestesia 

local, uma agulha será introduzida na região lombar a fim de coletar uma amostra de líquido 

cefalorraquidiano cerebroespinhal. 

Não há benefício direto para o participante, trata-se de um estudo experimental e somente 

no final desse estudo poderemos concluir a presença de algum benefício. 

Em qualquer etapa do estudo, o participante poderá ter acesso aos profissionais 

responsáveis pela pesquisa para esclarecimentos de eventuais dúvidas. O principal investigador é 

a Dra. Deise Maria Furtado de Mendonça que pode ser encontrada no endereço Av. Marechal 

Tropowisky s/ nº, cidade universitária, ilha do fundão, rio de janeiro e no telefone 2562-

6431/91267547. 

É garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de 

participar do estudo, sem qualquer prejuízo a continuidade de seu tratamento na isntituição. 

O material obtido será analisado em conjunto com de outros pacientes, não sendo 

divulgado a identificação 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. 



 156

Não há despesas para o participante em qualquer fase do estudo. Também não há 

compensação financeira relacionada a sua participação. 

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações contidas neste 

termo. Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, os procedimentos a serem 

realizados.  

Eu,__________________________________________, portador da identidade 

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

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

prejuízo. 

 

 

 

 

__________________________________   Data___/___/___ 

Assinatura do paciente/representante legal 

 

 

 

 

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

deste paciente ou representante legal para a participação neste estudo. 

 

 _________________________________   Data___/___/___ 

     Deise Maria Furtado de Mendonça 

           Responsável pela pesquisa 

 

 

 

 

 

 



 157

ANEXO 

 
 

Termo de Consentimento  

para participação na pesquisa 

 

“Análise de proteínas de neurofilamentos, ubiquitina e proteasoma em portadores de   

esclerose lateral amiotrófica” 

 

Autora: Deise Maria Furtado de Mendonça 

 
Esta pesquisa tem como objetivo investigar a patogênese da doença esclerose lateral 

amiotrófica, através da análise de sangue, por diversas técnicas laboratoriais, como por exemplo, 

biologia molecular e bioquímica. 

A coleta de sangue será realizada por punção periférica na veia do antebraço. 

Não há benefício direto para o participante, trata-se de um estudo experimental e somente 

no final desse estudo poderemos concluir a presença de algum benefício. 

Em qualquer etapa do estudo, o participante poderá ter acesso aos profissionais 

responsáveis pela pesquisa para esclarecimentos de eventuais dúvidas. O principal investigador é 

a Dra. Deise Maria Furtado de Mendonça que pode ser encontrada no endereço Av. Marechal 

Tropowisky s/ nº, cidade universitária, ilha do fundão, rio de janeiro e no telefone 2562-

6431/91267547. 

É garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de 

participar do estudo, sem qualquer prejuízo a continuidade de seu tratamento na isntituição. 

O material obtido será analisado em conjunto com de outros pacientes, não sendo 

divulgado a identificação 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. 

Não há despesas para o participante em qualquer fase do estudo. Também não há 

compensação financeira relacionada a sua participação. 
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações contidas neste 

termo. Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, os procedimentos a serem 

realizados.  

Eu,__________________________________________, portador da identidade 

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

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

prejuízo. 

 

 

 

 

__________________________________   Data___/___/___ 

Assinatura do paciente/representante legal 

 

 

 

 

 

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

deste paciente ou representante legal para a participação neste estudo. 

 

 _________________________________   Data___/___/___ 

     Deise Maria Furtado de Mendonça 

           Responsável pela pesquisa 
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