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Resumo

A expressao do gangliosideo 9-O-acetil GD3 € correlacionada a extensao neuritica
e migracdo celular na retina, coliculo superior, cerebelo e para os bulbos olfatorios.
Nosso grupo demonstrou que o imunobloqueio do 9-O-acetil GD3 inibe a migragéo de
células granulares do cerebelo in vivo e in vitro. Além disso, demonstramos que esse
gangliosideo co-localiza com a proteina Integrina B1 presente em pontos de adeséo
focal. Neste trabalho avaliamos se o imunobloqueio prolongado do 9-O-acetil GD3 in
vivo influencia na migracdo neuronal no cerebelo de ratos em desenvolvimento. Além
disso, avaliamos se 0 9-O-acetil GD3 estaria envolvido no fendbmeno de adeséo celular.
Com este fim, ratos com 7 dias poés-natal (P7) receberam injecbes de 20ul de mAB
Jones, IgM que reconhece especificamente o gangliosideo 9-O-acetil GD3; de mAb
A2B5, IgM que reconhece gangliosideos da série-c; ou de solucdo salina, durante 7 dias
consecutivos com intervalo de 12h e foram realizadas analises morfométricas. Para
testar o possivel papel do gangliosideo em mediar adesdo celular, realizamos culturas de
células dissociadas previamente incubadas com CD60b, A2B5 ou meio sem adicdo de
anticorpos e contamos o numero de células aderidas por area. Nos animais
imunoblogueados com mAb Jones nds observamos, por imunohistoquimica in vivo,
marcacdo nas células do cerebelo, indicando que o anticorpo injetado chegou ao
cerebelo. Estes ratos exibiram retencdo de células granulares na camada granular
externa aléem de um aumento na propor¢cdo de celulas com perfil estacionario e
diminuicdo na proporcdo de células com perfil migratorio na camada molecular em
relacdo aos animais controle. Estes resultados indicam que o imunoblogueio prolongado
do gangliosideo 9-O-acetil GD3 influencia a migracdo neuronal a partir da EGL. No
entanto, a IGL ndo se encontra alterada em relagdo a densidade celular e espessura. Na
cultura de células foi observado um decréscimo de cerca de 60% nas células aderidas no
grupo em que as celulas foram previamente incubadas com Jones. Estes resultados em
conjunto sugerem que o 9-O-acetil GD3 esteja envolvido na migracdo neuronal através

da modulacéo do papel da laminina na adesdo celular do cerebelo em desenvolvimento.



Abstract

The 9-O-acetyl GD3 expression is correlated with neurite extension and cellular
migration in retina, superior colliculus, cerebellum and to the olfactory bulbs. We have
already demonstrated that the 9-O-acetyl GD3 immunoblockage arrests cerebellar
granular cell migration in vivo and in vitro. Furthermore, we also demonstrated that the
9-O-acetyl GD3 co-localizes with B1 integrin, involved in focal adhesion points. In
present work, we analyzed if in vivo chronic immunoblockage of 9-O-acetyl GD3
interferes with neuronal migration in the rat developing cerebellum. We also evaluated
if the 9-O-acetyl GD3 is involved in the cellular adhesion. For that, 7 days postnatal rats
were received injections of 20ul of mAB Jones (IgM that recognizes 9-O-acetyl GD3
specifically), of mAb A2B5 (IgM that recognizes c-pathway gangliosides), or saline
solution during 7 consecutive days at 12h intervals and morphometric analyses were
performed. To test a possible role for ganglioside 9-O-acetyl GD3 mediating cellular
adhesion, we cultured dissociated neurons, previously incubated with CD60b, A2B5 or
control medium. We, then, quantified the number of cells adhered per area in each
condition. In the animals that were injected with mAb Jones we observed, by in vivo
immunohistochemistry, cerebellar labeled cells showing that the antibody had reached
the cerebellum. These rats exhibited granular cell retention in the external granular layer
and an increase in the proportion of stationary cell profiles in the molecular layer with a
consequent decrease in the proportion of migratory cell profiles. These results suggest
that the chronic immunoblockage of 9-O-acetyl GD3 interferes in the migration of
granular neurons in the cerebellum. We also observed a decrease of about 60% in the
adhered cell number in the experimental group that had been previously incubated with
Jones. This result suggests that the 9-O-acetyl GD3 is involved on neuronal migration

by the modulation of cellular adhesion to laminin.
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SDF1- Fator derivado de células estromais - 1, do inglés, stromal cell-derived
factor-1

SNC- Sistema nervoso central.

SB- Substancia Branca

SP- Subplaca, do inglés, subplate.
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TLC- Cromatografia de camada fina, do inglés, thin layer chromatography.
VLDLR- Receptor de lipoproteina de densidade muito baixa, do inglés, “very low

density lipoprotein receptor”
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1. Introducéo:

1.1. O Cerebelo:

O cerebelo estd envolvido na regulacdo do movimento e da postura, cumprida a partir de
ajustes nos impulsos eferentes nas principais vias motoras descendentes do cérebro. Desta
forma, o cerebelo recebe informagdes a respeito de planos de movimento das estruturas
envolvidas e, ao mesmo tempo, do desempenho motor a partir do “feedback™ que surge da
periferia durante o movimento. Assim, através da comparacdo entre essas informagdes o
cerebelo realiza os ajustes necessarios para obtencao do movimento refinado (Bear, 2001).

Inimeras outras fung¢des, além do controle motor, tém sido atribuidas ao cerebelo e
postula-se um papel desta estrutura em processamento cognitivo € emocional (para revisao,

Glisckstein, 2007).

1.1.1. Anatomia:

Localizado no interior da caixa craniana, em sua fossa posterior, o cerebelo ¢ um 6rgao
interposto entre o tronco cerebral e os lobos occipitais do cérebro e separado dessas estruturas
pelo quarto ventriculo e pela tenda cerebelar, respectivamente (Figura 1A) (Gray & Goss,
1988).

O cerebelo ¢ facilmente reconhecido entre os outros componentes encefalicos por sua
morfologia unica, organizada por um elaborado grupo de folhas dispostas em seqiiéncia
antero-posteriores, separadas entre si por fissuras, ou sulcos horizontais (Figura 1C)

(Bradley, 1899; 1904; Smith,1902; Larsell, 1952; Sudarov, 2007).
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Figura 1. Vistas anatomicas de cerebelo humano e de rato. (A) Imagem
representando um corte parassagital de encéfalo humano revelando a localizacdo
cerebelar em relacdo as demais estruturas do encéfalo (adaptado de Bear, 2001). (B)
Vista dorsal de cerebelo humano indicando o vérmis e os hemisférios cerebelares
(adaptado de Bear, 2001). (C) Esquema representando corte sagital cerebelar de rato
indicando suas folhas, sulcos e fissuras. NUmeros romanos acompanhados, ou ndo, de
letras minasculas representam a identificacdo das folhas ou I6bulos cerebelares; f.prc.,
fissura pré-central; f.ic.1, fissura intracentral 1; f.ic.2, fissura intracentral 2; f.pc., fissura
pré-culminar; f.icul., fissura intraculminar; f.pr., fissura prima; s.de.3, sulco declivar 3;
s.de.2, sulco declivar 2; s.de.1, sulco declivar 1; f.p.s., fissura superior posterior; f.apm.,
fissura ansoparamediana; f.ppd., fissura pré-piramidal; s.ip.1, sulco Intrapiramidal 1;
f.sec., fissura secunda; s.uv.2, sulco uvular 2; s.uv.1, sulco uvular 1; s.uv.3, sulco uvular
3; f.p.1., fissura pdstero-lateral (adaptado de Larsell, 1952).



Diferente do cérebro, o cerebelo ndo € tdo explicitamente dividido bilateralmente. Suas
folhas, ou l6bulos se estendem ininterruptamente, de um lado ao outro, porém na linha média,
pode-se distinguir uma protuberancia, que atravessa verticalmente toda a sua espessura,
nomeada vérmis. Este ¢ uma estrutura impar que separa os dois hemisférios cerebelares
laterais (Figura 1B) (Bear e cols, 2001).

A organizacao dessas estruturas ja foi estudada por diversos pesquisadores, na tentativa
de uma melhor identificagdo de cada lobulo, de acordo com sua disposi¢do e periodo
ontogénico em que fosse possivel reconhecé-los (Bradley, 1899; 1904; Smith,1902; Larsell,
1952; Glickstein & Voogt, 1995)

Hoje em dia a organizagdo mais aceita foi elaborada por Larsell, em 1952, que
reconheceu no cerebelo dez 16bulos, ou folhas, que variam em complexidade de acordo com a

espécie (Figura 1C) (Larsell, 1935; 1947; 1948; 1952; Corrales ¢ cols., 2006).

1.1.2. Histologia:

O cerebelo adulto possui 5 tipos neuronais tradicionais distribuidos em trés camadas
corticais, ja descritos por Ramon e Cajal em 1911 (Ramon y Cajal 1911 apud Altman, 1966;
Rakic, 1971).

A camada molecular (ML, do inglés, molecular layer) representa a camada mais
externa, composta principalmente por axonios das células granulares (fibras paralelas),
dendritos das células de Purkinje e por feixes de fibras aferentes cerebelares, nomeadas fibras
trepadeiras (Figura 2). Estas partem de corpos celulares localizados na oliva inferior e fazem
sinapses com soma ¢ dendritos de Purkinje. Apesar da nomenclatura, a ML n3o é composta
apenas de fibras. Nela também sdo encontrados alguns poucos interneurdnios tipicos, 0s
interneuronios estrelados e os em cesto (Granit & Phillips, 1956; Altman, 1972a; Mason,

1987; Mason ¢ cols., 1990).
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Figura 2: O cerebelo é uma estrutura laminar. Organizacdo da camada de células
granulares, camada de células de Purkinje e camada molecular. O retdngulo é um
esquema similar em maiores detalhes, possibilitando-nos observar as conexdes entre as
células de Purkinje e as fibras paralelas. Nesta figura também podemos observar as
fibras trepadeiras, eferentes da oliva inferior, as células granulares, e as principais fibras
que as inervam: as fibras musgosas eferentes de nicleos do tronco encefélico (adaptado
de Bear, 2001).



A camada subseqiiente ¢ composta por corpos celulares de Purkinje dispostos lado a
lado em uma unica faixa. Os axonios desses neurdnios fazem sinapses com neuronios dos
nucleos profundos do cerebelo e constituem parte da via eferente cerebelar. Seus dendritos
invadem a camada molecular onde se ramificam em leque, achatados ortogonalmente a folha.
Essas células sdo inervadas por fibras paralelas, por axonios de células estreladas e em cesto e
por aferentes olivares (Figura 2) (Granit & Phillips, 1956; Altman, 1972a; Laxson & King,
1983). Posteriormente, foi demonstrada, em um modelo de cultura com fatias cerebelares, a
emissdo de ramos colaterais de axonios de Purkinje que retornam em dire¢do a ML,
percorrem centenas de micrometros paralelamente a pia, e estabelecem sinapses com
dendritos de células de Golgi e somas de células em cesto (Jaeger, 1988).

A camada cortical mais interna ¢ composta em sua minoria por neurénios de Golgi e, em
sua maioria, por células granulares, por esse motivo nomeada camada granular interna (IGL,
do inglés, internal granular layer). As células granulares sdo muito pequenas (6-8um), porém
muito numerosas (80-85% do total de neurénios em humanos). Possui forma arredondada e
dendritos curtos. Seus axonios entendem-se em diregdo a pia, bifurcando-se na ML em ramos
horizontais com sentidos opostos (fibras paralelas) que, como esclarecido anteriormente,
fazem sinapses com inumeras células de Purkinje e, ocasionalmente, com somas de células
estreladas ¢ em cesto (Figura 2).

Na IGL, também ¢ encontrado outro grupo de fibras aferentes cerebelares: as fibras
musgosas. Estas partem de corpos celulares localizados na medula espinhal, ntcleos
vestibulares, pontinos ou na formacao reticular e sdo conhecidas por estabelecerem sinapses
com as células granulares, porém também se conectam as células de Golgi (Figura 2) (Granit
& Phillips, 1956; Altman, 1966; 1972b; Rakic, 1971; Lange, 1975; Mason, 1987; Jaeger e

cols., 1988).



Um sexto tipo neuronal menos estudado pela caréncia de informagdo sobre suas
caracteristicas fisiologicas sdo as células de Lugaro. Estas sdo interneurdnios fusiformes
localizados entre as células de Purkinje. Seus axdnios sdo arborizam profusamente a camada
molecular com emissdo de alguns ramos colaterais para a camada granular interna e fazem
sinapses com somas ¢ dendritos proximais das células estreladas e em cesto (Lainé &
Axelrad, 1994; 1998).

Posteriormente foram descritos mais dois tipos neuronais do cortex cerebelar: células
em candelabro e em escova.

As células em candelabro sdo distribuidas uniformemente entre as células de Purkinje.
Possuem o soma relativamente pequeno, piriforme e orientado verticalmente. Um ou dois
dendritos, cobertos por espinhas distribuidas irregularmente, se estendem até a ML se
dividindo em poucas ramifica¢des que alcangam a pia. Alguns dendritos mais finos emergem
da parte inferior do corpo celular, ou de algum tronco proximal de um dendrito molecular e se
estendem por uma curta distancia da IGL mais superficial. Seus axdnios recobrem a camada
de Purkinje horizontalmente com algumas ramificagdes verticais que ascendem em regioes
especificas da ML (Lainé & Axelrad, 1994).

As células em escova estdo presentes em maior densidade nas folhas I, IX e X, que sdo
regides de maior quantidade de aferéncias vestibulo-cerebelares. Esse tipo celular ¢ ausente
nos hemisférios cerebelares. Possuem tamanho intermedidrio entre as células granulares e os
neurdnios de Golgi. Apresentam um axonio fino e um unico dendrito espesso e curto que
recebe sinapses das fibras musgosas vestibulares e parecem enviar axonios para estes nicleos
(Mugnaini & Floris, 1994).

Além da regido cortical, existem também aglomerados neuronais cerebelares imersos
em regides de substancia branca. Esses sdo os nucleos profundos cerebelares (DCN, do inglés,

deep cerebellar nuclei) e também recebem aferéncias olivares além de receberem conexdes



das células de Purkinje. Axonios dos ntcleos profundos juntamente com axdnios das células
de Purkinje constituem a principal via eferente cerebelar. (Groenewegen & Voogd, 1977;
Voogd & Ruigrok, 2004; Sugihara & Shinoda, 2007).

Para que haja organizagdo da citoarquitetura do cerebelo, assim como de todo o sistema
nervoso central (SNC), a migragdo neuronal ¢ um processo fundamental. Essa etapa do
desenvolvimento ¢é responsavel pela distribui¢ao precisa dos neurénios que partem das zonas
germinativas para suas camadas especificas sendo, por isso, rigorosamente regulada durante a
ontogénese do sistema nervoso (Rakic, 1988; 1990).

A perturbacdo na migracdo neuronal causa anomalias no tamanho encefalico, na
formacdo dos giros cerebrais e folhas cerebelares, determinando mudangas corticais
histopatologicas (Caviness & Rakic, 1978; Anton e cols., 1999; Dulabon ¢ cols., 2000; Graus-

Porta e cols., 2001).

1.1.3. A ontogénese cerebelar:

As classes de células cerebelares sdo originadas em diferentes periodos e localidades e
eventualmente ocupam um territério comum. Essas diferengas permitem estudar a ontogénese
de cada tipo celular separadamente (Rakic, 1971).

O desenvolvimento cerebelar se inicia no periodo embrionario a partir do neuroepitélio
do 4° ventriculo, na fragdo dorsal do rombomero 1 (rl), de onde se originam varias classes de
precursores neuronais. Entre elas ja foram identificados precursores de células de Purkinje, de
células de Golgi, células em cesto, estreladas e de uma subpopulacio de neurdnios dos DCN.
Todos esses grupos celulares partem da zona ventricular em ondas migratérias radiais que,
por vezes, se sobrepdem, iniciando entre os dias embrionarios 10,5 ¢ 11,5 (E10,5 ¢ E11,5) em
ratos e camundongos, animais nos quais baseamos as idades do desenvolvimento aqui

descritas (Altman & Bayer, 1978).
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O labio rdmbico ¢ uma outra zona germinativa que se localiza no neuroectoderma mais
dorsal do rl e compreende o espago entre a placa do assoalho e o 4° ventriculo. Os
progenitores neuronais sdo gerados nessa zona em torno de E13 e ddo origem aos grandes
neurdnios do DCN, as células em escova e as cé¢lulas granulares cerebelares. Estas populagdes
se locomovem utilizando como eixo migratorio neurdnios vizinhos (migragdo neuronofilica)
em um tipo de migragao caracterizada como superficial e tangencial a pia.

Este subtipo de migra¢do neuronal (tangencial) se caracteriza por precursores neurais
migrando paralelamente a superficie pial, individualmente, em associagdo com outros
neurdnios, ou aderidos a axonios em desenvolvimento (de Carlos e cols., 1996; Tamamaki e
cols., 1997; de Diego e cols., 2002; Hatten,1999).

No cerebelo de ratos e camundongos, o processo maturagdo das células que partem do
labio rémbico ocorre em ondas migratorias e periodos cronoldgicos distintos para os
diferentes tipos celulares. Em E22, a diferenciagdo dos neurénios do DCN ja ¢ avangada,
porém os neurdnios corticais gerados no periodo embrionario ndo se diferenciam até o
periodo pds-natal.

Essa diferenciacdao s6 acontece apds o inicio da maturagdo dos precursores granulares.
Estes, apds migrarem tangencialmente, adjacentes a pia, forrando toda a superficie cerebelar
em torno de E15, formam uma nova zona germinativa ou zona germinativa secundaria, que
permanece mitoticamente ativa até, aproximadamente, duas semanas apds o nascimento,
nomeada camada granular externa (EGL, “external granular layer”) (Altman & Bayer, 1978;
Corrales e cols., 2004; Wingate, 2005; Chizhikov, 2005; Englund e cols., 2006; Fink e cols.,
2006).

O padrao de migragao estudado nesse trabalho é baseado nas células da EGL que, apo6s
passarem por divisdes subseqiientes no local onde se encontram, ddao origem a precursores

granulares pos-mitoticos. Estes se adaptam citologicamente e se locomovem radialmente



guiadas por fibras gliais para o interior do cortex cerebelar, organizando-se internamente a
camada de células de Purkinje, originando a IGL (Figura 3) (Altman, 1966; Rakic, 1971;
Corrales e cols., 2004).

A célula glial que serve de suporte para a migracdo neuronal ¢ chamada glia radial
(Rakic, 1971; 1972; Hatten et al, 1984; Campbell, 2003).

A locomogao neuronal guiada por glia, ¢ um mecanismo complexo do desenvolvimento
que envolve uma série de passos, tais como, o reconhecimento célula-célula; adesdo celular
entre o neurdnio ¢ a glia mediada pela matriz extracelular (MEC) que os cerca; a mobilidade
celular ao longo de fibras da glia e, finalmente, a separacdo dos neurdnios das fibras gliais

uma vez alcangado seu destino (Figura 4 e 5) (Rakic, 1971, 1972).

1.1.4. Aspectos citoldgicos na migracdo radial durante a formacéo da IGL.:

O processo de formagdo da IGL a partir da migragao radial de células pds-mitéticas da
EGL, ocorre nas primeiras trés semanas pos-natais em camundongos. Este fato juntamente a
pouca variedade celular e a grande quantidade de neurdnios granulares faz do cerebelo um
6timo modelo para estudo de migragao radial (Altman, 1966; Rakic,1971).

Dentro do periodo de formacao da IGL, que varia entre as espécies, podemos encontrar
células de um tnico individuo em diferentes estagios de diferenciacao.

A EGL, por exemplo, pode ser subdividida em por¢des superficial e profunda e essa
distingdo ¢ claramente observada através da forma, orientagdo e volume citoplasmatico
celular (Rakic, 1971; Komuro e cols., 2001).

Desse modo, na por¢ao mais superficial da EGL as células se encontram mitoticamente
ativas. Possuem forma arredondada e, apenas ocasionalmente, apresentam uma protuberancia
citoplasmatica. Essas células possuem o nucleo eletrondenso com varios aglomerados de

cromatina e uma pequena espessura citoplasmatica, escassa em organelas (Figura 5A).
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Figura 3. Esquema representativo do desenvolvimento do cortex cerebelar. As
células de Purkinje tornam-se pés-mitéticas e migram radialmente em direcdo a pia.
Enquanto isso, precursores de células granulares migram tangencialmente a partir do
labio rbmbico formando a camada granular externa. Na época do nascimento as células
granulares tornam-se pds-mitéticas e migram radialmente em direcdo a substancia

branca formando a camada granular interna. VZ, zona ventricular; EGL, camada

granular externa; PC, células de Purkinje; 1Z, zona intermediaria; WM, substancia
branca; IGL, camada granular interna (adaptado de Hatten, 1999).
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Figura 5. Diagrama de células granulares poés-mitoticas em trés planos
cardinais e em diferentes profundidades (A, B, C e D) da EGL e ML
estabelecido através de uma reconstrucdo tridimensional do formato celular.
No nivel (A) a célula representada se localiza na zona superficial da EGL; No
nivel (B), a célula se localiza na zona profunda da EGL; No nivel (C), na fracdo da
ML mais proxima a EGL e no nivel (D) a célula representada se localiza no meio
da ML. Nas outras colunas observa-se o perfil celular no plano transverso a folha
cerebelar (1); longitudinal a folha (I1) e paralelo a superficie pial (I11). As fibras de
Bergmann estéo representadas em preto (Adaptado de Rakic, 1971).




Na fracdo profunda da EGL ha uma diminui¢do do tamanho celular, resultante do
alongamento da célula em forma de fuso. Comecam a aparecer os prolongamentos bipolares
horizontais, que se posicionam contigua e paralelamente as fibras de outras células granulares.

Enquanto mais proximo da ML, mais volumoso se torna o citoplasma da célula. Sua
por¢do mais proxima ao nucleo se torna rica em organelas, particularmente ribossomos e
aparato de Golgi, enquanto em suas extremidades, numerosos microtibulos se desenvolvem
nos dois prolongamentos horizontais (Figura 5B) (Rakic, 1971).

Posteriormente foi observado que, nessa por¢ao da EGL, as células pos-mitéticas ainda
sdo capazes de migrar tangencialmente na direcdo de seu maior prolongamento horizontal e
que a velocidade dessa migracdo decresce progressivamente com a proximidade da célula a
ML. Foi sugerido que esse mecanismo possa ser utilizado pelo neuroblasto objetivando uma
melhor disposicao para continuidade do processo de desenvolvimento (Komuro e cols., 2001).

Em seguida os precursores granulares se organizam em colunas verticais ao longo de
seguimentos de fibras gliais radiais que cruzam a camada EGL e o contato intimo entre os
dois tipos celulares persistira durante todo o processo de migragdo até a IGL.

Durante o contato com a fibra de glia radial, o precursor granular, ainda orientado
horizontalmente, envia um fino prolongamento descendente, similar a um pseudépodo ao
longo da fibra de glia radial. Esse prolongamento vertical, ou prolongamento lider (PL), sofre
um alongamento e¢ se torna rico em organelas, incluindo um aparato de Golgi bem
desenvolvido, mitocondrias, numerosas rosetas ribossomais € ribossomos livres. O nucleo do
precursor granular penetra no PL, ¢ o soma se torna, temporariamente, triangular no plano
longitudinal a folha (Rakic, 1971).

Ja na ML, o nucleo repousa inteiramente no PL, ¢ o soma se transforma em um fuso

verticalmente orientado, porém seus prolongamentos horizontais permanecem e originarao as
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fibras paralelas da célula. A mudanga de 90° na orientagdo celular ¢ efetuada em uma regiao
muito restrita, no limiar entre a EGL e ML (Rakic, 1971).

Entre o neuroblasto e o prolongamento glial ha um espaco de 10 nm de espessura, que
ocasionalmente ¢ preenchido com material intersticial fibrilar. Quando exibe este conteudo, o
espacgo intersticial atinge a espessura de 20nm. Algumas fibras do material atravessam o
espaco intersticial e, certas vezes, ¢ possivel observar o que pode ser a continuidade da fibra
no espago intracelular, ou outra fibra organizada contiguamente a intersticial. Esse fenomeno
foi identificado como um tipo de conexdo diferente de todas as outras jungdes de adesdo
classicas, ja caracterizadas. Para se referir as regides intersticiais que contém esse material
fibrilar, Gregory e colaboradores (1998) adotaram o termo “densidade intersticial”.

Enquanto o nucleo se move pelo prolongamento citoplasmatico vertical as organelas se
redistribuem. O citoplasma préoximo ao nucleo contém ribossomos livres, rosetas de 5-6
ribossomos, reticulo endoplasmatico rugoso, mitocondrias, aparato de Golgi circundado por
vesiculas. O PL do precursor granular que se encontra na ML, contém rosetas de ribossomos e
numerosas mitocondrias, além de microtubulos orientados longitudinalmente. Pode apresentar
um alargamento em sua extremidade ou terminar abruptamente. No PL também sdo
encontradas vesiculas que ocasionalmente encontram-se fusionadas a por¢do membranosa em
contato com o espago intersticial, indicando atividade de endo/exocitose, possivelmente
relacionada ao mecanismo de “turn over” da célula (Rakic, 1971; Gregory e cols, 1988).

Quando o soma do precursor granular chega a camada de células de Purkinje, sdo
perdidas a forma bipolar e a orientacao vertical. Ele se destaca da fibra de glia radial, se torna
arredondado. O prolongamento lider da célula diminui e desaparece a maioria de seus

microtubulos, porém o neuroblasto continua a migrar lentamente.



Ap6s a transposicdo pela camada de células de Purkinje, o precursor granular
restabelece o perfil bipolar e, novamente, estende o PL, retomando sua velocidade migratoéria,
porém, independente de fibras gliais.

Os neuroblastos migram radialmente na IGL por mais de 100 um, até encontrar sua
localiza¢do final, onde se tornam novamente arredondados e estabelecem seus contatos
sinapticos com terminais de fibras musgosas (Komuro & Rakic, 1998).

Ao final do processo sdo observados varios axonios de células granulares diferenciadas
alinhados as fibras radiais assim como o aumento progressivo desses axdnios alinhados a cada
fibra nas regides mais profundas da ML, sugerindo que uma mesma fibra, serve de suporte

para inimeros neuroblastos (Rakic, 1971).

1.1.5. Mecanismos moleculares da migracao de células granules do cerebelo:

Como descrito acima, as células granulares do cerebelo exibem diferentes aspectos
morfoldgicos correlacionados tempo-espacialmente com a fase de maturagdo em que ela se
encontra. Além disso, células com diferentes perfis apresentam diferentes complexos
moleculares em sua superficie.

Em 2002, foi descrito que o mesmo tipo celular em cultura obedece a mudancas
morfologicas temporalmente semelhantes as células observadas in vivo, sugerindo que essas
alteracdes fazem parte de um mecanismo de controle intrinseco da célula, essencial para
migracdo das células granulares no cerebelo em desenvolvimento. Porém, fatores extrinsecos
podem interferir na expressdo de genes envolvidos nesse mecanismo de autocontrole celular,
de maneira que alteragcdes na regulacdo dessas unidades genéticas acarretam em anomalias
severas no fenomeno de migragdo celular (Yacubova & Komuro, 2002).

A proteina mPar6a, expressa no centrossomo celular, ¢ um exemplo de molécula

envolvida no mecanismo de controle intrinseco da célula. O centrossomo ¢é responsavel pela
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organiza¢do dos microtibulos € o movimento nuclear ¢ gerado pela proteina dineina e precede
o movimento do soma celular, caracterizando o padrao saltatério da migracdo. Quando a
expressao da mPar6a ¢ alterada (por superexpressao ou nocaute), hd uma modificacao da
atividade da dineina, resultando na paralisacdo do centrossomo, desorganizando a rede de
microtibulos que envolve o nicleo ¢ interrompendo a migragdo in vitro (Solecki e cols.,
2004; 2006).

Outro exemplo ¢ o gene LIS1, que codifica uma proteina multifuncional citoplasmatica.
Entre outras funcdes, essa proteina compde o sistema motor dineina-microtiibulo e ¢ de
grande importancia para o desenvolvimento encefalico. A alteracdo da funcionalidade do gene
LIS1, determina anomalias severas na organiza¢do das camadas de neurdnios do neocortex,
bulbo olfatorio, hipocampo e cerebelo, caracterizando a lisencefalia. Essas anormalidades sao
atribuidas a irregularidades na migragao das células que compdem essas regides (Hirotsune e
cols, 1998; Gambello e cols, 2003).

O gene responsavel pela codificagdo da DCX (doublecortina), uma proteina associada a
microtubulos, também possui grande importdncia na migra¢do. A doublecortina ¢ uma
proteina expressa por toda a populacdo de neurdnios pds-mitoticos que migram radial e
tangencialmente. A DCX co-localiza com aglomerados de microtiibulos e sua funcdo esta
envolvida com a regulagdo e estabilidade dos mesmos. Pacientes com alteracio do gene
responsavel pela produgdo pela DCX exibem atrofia cerebelar difusa com diminuicdo da
densidade de células granulares, de Purkinje, de neurénios do nucleo denteado e de neurdnios
da oliva inferior, reafirmando a importancia do citoesqueleto no processo de migragdo celular
do coértex cerebral e do cerebelo.

Quando os neurdnios chegam ao seu destino, a expressio de DCX diminui

drasticamente e acredita-se que essa diminui¢do pode ser induzida por algum sistema de



sinalizagdo extracelular, o que refor¢a a idéia de que mecanismos externos também
influenciam o mecanismo de controle intrinseco da célula (Gleeson e cols., 1999).

Assim como os neuroblastos, as células gliais também se modificam, assumindo formas
e funcdes que servem de suporte para os neuroblastos durante a migragdo. Ao término do
periodo migratério a glia deixa de ser radial, substituindo seu repertério molecular e, em
algumas estruturas, alterando também sua morfologia transformando-se em astrécitos do
tecido neural (Hatten & Liem 1981; Voigt, 1989; Culican e cols., 1990; Hunter & Hatten,
1995).

A maioria das estruturas do SNC apresenta uma caréncia de GFAP (“glial fibrillary
acidic protein”, marcador de astrocito adulto) em sua glia radial (Voigt T, 1989; Hunter &
Hatten, 1995), porém estas células apresentam outros marcadores especificos como o
BLBP (“brain lipid binding protein”) (Feng e cols., 1994; Kurtz ¢ cols, 1994; Feng &
Heintz, 1995) e¢ um subtipo de IFAP (“intermediate filament associated protein™)
reconhecido pelo anticorpo RC2 (“radial cell” 2) (Misson e cols,1988; Chanas-Sacré ¢
cols., 2000).

Ja no cerebelo, o processo de maturagdo da glia radial ¢ diferente do encontrado em
outras estruturas em alguns aspectos. A migracdo radial das células granulares para a
formagao da IGL ¢ guiada por uma forma especializada de glia radial denominada glia de
Bergmann. Esta, ao contrario da glia radial de outras estruturas do SNC, se caracteriza por
manter a expressdo de GFAP, além de BLBP e RC2, durante o periodo migratério e por
conservar sua morfologia radial, mesmo no estagio adulto (Rakic, 1971; Hatten & Liem
1981; Kurtz e cols, 1994).

A marcagdo do RC2 e de BLBP desaparece juntamente com o periodo de migragao
neuronal (Misson e cols, 1988; Kurtz e cols, 1994; Feng ¢ cols., 1994; Chanas-Sacre e cols.,

2000).
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Também j& foi demonstrado que, além da glia de Bergmann, células granulares
migratérias expressam BLBP durante a transicao pela camada de células de Purkinge (Kurtz e
cols, 1994; Feng e cols., 1994; Feng & Heintz, 1995).

Precursores neurais também expressam nestina, um subtipo de IFP (Hockfield &
McKay, 1985; Lendahl e cols., 1990). Também ja foi sugerido que uma isoforma da
nestina seja o antigeno responsavel pelo reconhecimento de células gliais pelo anticorpo
RC2 (Chanas-Sacré e cols., 2000).

Em alguns experimentos, foi observado que neuroblastos migratérios do cerebelo
induzem o fendtipo de glia radial com o aumento ou retomada da expressdo dos antigenos
BLBP ¢ Nestina (Sotelo e cols., 1994; Feng & Heintz, 1995). Posteriormente foi demonstrado
que essa inducdo ¢é realizada através de sinais difusiveis, entre eles a liberagdo da proteina
RF60. Esta ¢ uma molécula neuronal que ¢ encontrada em abundancia no meio do periodo
gestacional, decresce em quantidade quando a migracdo diminui e ¢ indetectavel no adulto,
quando o processo de migracdo ja estabeleceu a laminag¢ao neuronal (Hunter & Hatten, 1995).

O GGF (do inglés “glial growth factor’), ou neuregulina, um membro da familia EGF
(do inglés “epidermal growth factor”), é conhecido como outro indutor do fenétipo de células
da glia radial e importante marcador das primeiras fases de desenvolvimento de célula glial.
No cerebelo, a expressdo de neuregulina ¢ limitada ao periodo de migracdo neuronal e seu
RNAm ¢ restrito as células granulares migratorias. A neuregulina se liga a membros de uma
familia de receptores para EGF conhecidos como erbB. Uma mutagdo no receptor erbB,
interrompe a sinalizagdo disparada por ela e a indug@o do fenétipo glial (Anton e cols, 1997;
Rio e cols, 1997). A neuregulina também induz a expressdo de BLBP em células gliais do
cortex cerebral (Anton e cols., 1997).

Também ja foi demonstrado com células granulares que a via de sinalizagdo disparada

pelo receptor de membrana Notch, presente na membrana da glia radial, é fundamental para o

- 18-



fendtipo de glia radial. A ativacao desse receptor ¢ dada pelo contato neuro-glial e € essencial
para que haja a transcricdo génica do BLBP no encéfalo (Patten e cols., 2003; Anthony e cols,
2005).

A migracdo neuronal também ¢ influenciada por moléculas responsaveis pela
quimiotaxia celular. O SDF1 (do inglés, stromal cell-derived factor) ¢ uma quimiocina
produzida pelas meninges que detém as células granulares na EGL e aumenta a proliferagao
induzida por Sonic Hedgehog nessas células. As células granulares possuem o receptor para o
SDF1, o CXCR4, apenas enquanto estdo na EGL (Klein e cols., 2001; Floridi e cols, 2003;
Tissir e col., 2004; Corrales e cols., 2006).

O BDNF (do inglés, brain derived neurotrofic factor) ¢ um fator neurotréfico
extracelular que também induz a quimiotaxia de precursores neurais determinando a dire¢ao
da migragdo. A ativagdo de seu receptor, o TrkB, estimula a liberagdo de BDNF pelas células
granulares em um feedback positivo e o gradiente de BDNF gera a endocitose de TrkB em
regides subcelulares a concentragdo maxima do fator. Essa endocitose ¢ requerida para
redistribuicdo de moléculas de sinalizacdo e, juntos, estes mecanismos promovem a
polarizagdo e o direcionamento da migra¢do (Zhou e cols., 2007). A proteina CAPS2,
responsavel pela secre¢do do BDNF pode ser um componente critico dessa liberagdo
autdcrina. Um estudo recente mostra que camundongos com caréncia de CAPS2 exibem
irregularidades na migragao celular no cerebelo (Sadakata e cols., 2007). A migra¢ao neuronal
in vivo ¢ atipica em camundongos mutantes com caréncia ou superexpressao de BDNF em
células granulares (Borghesani e cols., 2002).

Outro grupo de moléculas que também apresenta importancia na migragdo radial
cerebelar sdo os neurotransmissores. O bloqueio do NMDA, um subtipo de receptor para o
glutamato, resulta em uma diminui¢do da migragdo e o acréscimo da atividade do mesmo

receptor resulta em um aumento da taxa de migragdo de células granulares em fatias de
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cerebelo em desenvolvimento. Além disso, o acréscimo da concentracdo de glutamato
endogeno também acarreta em um aumento da taxa migratoria (Komuro & Rakic, 1993).

Moléculas da matriz extracelular (MEC) também sdo muito importantes na modulagao
da migragdo. A relina, por exemplo, ¢ uma proteina associada a MEC, expressa por células
granulares da IGL e EGL interna, que se liga a um complexo de receptores inseridos na
membrana disparando uma via de sinalizagdo que interrompe a migracdo. Animais que
exibem mutacdes em genes que participam da via de sinalizacdo da relina, como, por
exemplo, seus receptores (VLDLR — do inglés, very low density lipoprotein receptor;
ApoER2 — do inglés, apolipoprotein E receptor type 2) ou a proteina citoplasmatica mDabl1,
(do inglés, mouse disabled-1) que ¢ fosforilada quando os receptores se ligam a relina,
apresentam os mesmos disturbios na migragdo, porém, estas moléculas ndo afetam
diretamente a migragdo das células granulares e sim a migracdo de células de Purkinje e
neurdnios do cortex cerebral (Howell e cols., 1997; Dulabon e cols., 2000; Larouche e cols,
2008).

Outra molécula da MEC importante na migragao neuronal é a laminina. Esta forma uma
familia de glicoproteinas que esta presente tanto na MEC quanto na membrana da glia radial
(Liesi, 1985) e é um substrato permissivo a migragdo neuronal in vitro e in vivo (Selak e cols.,
1985; Fishman & Hatten, 1993; Liesi e cols., 1995; Rivas & Hatten, 1995).

Os receptores classicos das proteinas da MEC sd3o as integrinas. Estas moléculas
presentes na superficie de membranas celulares sdo compostas por duas subunidades, a e f3,

e a suas especificidades de ligacdo e propriedades de sinalizagdo estdo diretamente
relacionadas com as inimeras combinagdes de suas subunidades (Giancotti & Ruoslahti,
1999; Anton e cols, 1999). As integrinas se ligam a fibronectina, laminina, colageno e
vitronectina e s3o conhecidas por mediar inimeras fungdes no processo de adesdo celular,

indispensavel para a migragdo (Hemler, 1990; Ruoslahti, 1991, Hynes, 1992). A por¢ao



citoplasmatica das integrinas ¢ geralmente pequena e desprovida de fungdo enzimatica. Por
1ss0, integrinas exercem sua sinalizagdo através da associagdo com cinases citoplasmaticas.
Estas sdo proteinas adaptadoras que conectam a integrina ao citoesqueleto e a outras
moléculas transmembrana como os receptores para fatores de crescimento, regulando
assim processos como a sobrevivéncia, migracdo, morfologia, proliferagao e diferenciacao
celular (Giancotti & Ruoslahti, 1999; Pande, 2000).

A integrina ; também regula a distribuicdo de proteinas da ECM ao redor das
células, recrutando complexos de laminina e Sonic Hedgehog na superficie de células
precursoras granulares (Blaess e cols, 2004).

Em um trabalho do nosso grupo foi observado que o antigeno reconhecido pelo
anticorpo monoclonal Jones (mAb Jones), co-localiza com a subunidade B1 da proteina
integrina em células com perfil migratorio. Esse antigeno, o gangliosideo 9-O-acetil GD3, ¢
conhecido por ser expresso em regides relacionadas a migracdo neuronal, reforgando ainda

mais a importancia das integrinas e desse gangliosideo neste processo (Lima, 2006).

1.2. O gangliosideo 9-O-acetil GD3:

O gangliosideo 9-O-acetil GD3 foi identificado e caracterizado como estando presente
na membrana de neurdnios e células gliais de morfologia alongada. A expressdo deste
gangliosideo foi espaco-temporalmente correlacionada com a migracdo celular na retina,
coliculo superior, cerebelo, telencéfalo e com o crescimento axonal no trato Optico, na
substancia branca cerebelar, nos ganglios da raiz dorsal, nervos periféricos, sistema trigeminal
e nervo olfatério. Para esses estudos foi utilizado como ferramenta o anticorpo monoclonal
(mAb) Jones (Constatine-Paton e cols., 1986; Blum & Barnstable, 1987; Mendez-Otero ¢
cols.,1988; Mendez-Otero & Constatine-Patons, 1990; Mendez-Otero & Cavalcante, 1996;

Santiago e cols., 2001).
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Na tentativa de descobrir o antigeno reconhecido pelo mAb Jones, primeiramente foi
observado que ndo ha ligacdo do anticorpo em tecidos, de nenhuma regido do sistema
nervoso, tratados previamente com detergentes e solventes organicos, sugerindo que a
molécula reconhecida seja um lipidio. Nenhuma ligagao ao Jones foi observada em Western
Blots. Também foi verificado que a molécula reconhecida pelo anticorpo esta presente em
extratos do tecido neural separados por cloroféormio e metanol. Através da corrida do extrato
de retina em TLC foi observado que a banda reconhecida pelo Jones estd presente entre o
GMI1 e o GM2 e que cla desaparece apds o tratamento com neuroaminidase. Essas
caracteristicas levaram a crer que a molécula antigénica pudesse ser um gangliosideo e que
seu reconhecimento pelo anticorpo acontecesse pela fragdo apolar da molécula (Constatine-
Paton e cols., 1986; Schlosshauer ¢ cols., 1988).

Gangliosideos formam um grande grupo de glicoesfingolipideos sialilados (Figura 6A)
e a neuroaminidase ¢ capaz de retirar o acido sialico destas moléculas impossibilitando o
reconhecimento pelo anticorpo. Gangliosideos sdo amplamente expressos em tecidos de
mamiferos e particularmente abundantes no cérebro e tecidos nervosos. Mudangas na
distribuicdo destes sdo observadas no cérebro em desenvolvimento sendo cada uma das
regides do cérebro adulto caracterizada por um conjunto de gangliosideos especificos. De
forma geral, gangliosideos contribuem para o reconhecimento célula-célula e para a interagao
célula-MEC, tanto através de proteinas, como a lecitina, quanto pelas interacdes entre
carboidratos que sdo importantes no desenvolvimento e na organizagdo dos tecidos (Lloyd &
Furukawa, 1998).

Em um outro trabalho foi observado que o tratamento do extrato tecidual com vapor de
amoOnia (tratamento basico), que retira a acetilagdo molecular, induz a transformagdo da
molécula antigénica em GD3, e que essa reagdo pode ser revertida por acetilagdo quimica com

N-acetil-imidazol.
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Figura 6. Via de biosintese de gangliosideos e representacdo quimica do 9-O-acetil GD3. (A) Via
de sintese sugerida para a formacdo dos gangliosideos, glicoesfingolipideos (GSL) sialilados. GSL sao
formados a partir da adicdo de uma glicose (Glc) e uma galactose (Gal) a uma molécula de ceramida
através das enzimas glicosil (Glc-T) e galatosil-transferase (Gal-T). Posteriormente as enzimas sialil
transferase (ST) I, 1l e Il adicionam residuos de acido sidlico ao GSL formando gangliosideos mono,
di, ou trissialilados, respectivamente. O 9-O-acetil GD3 ¢é formado pela adi¢cdo de um grupamento
acetil ao gangliosideo GD3 pela enzima 9-O-acetil transferase. (B) Diagrama esquematico mostrando
a estrutura do 9-O-acetil GD3. A chave indica a ceramida ligada ao primeiro sacarideo da cadeia
glicidica (glicose). Este se encontra conectado a uma galactose que por sua vez faz ligagdo com dois
residuos de acido sialico, indicados por setas azuis. O grupamento acetil se liga ao carbono 9 do
residuo de &cido sialico terminal, indicado pelo circulo vermelho (adaptado de Mendez-Otero &
Santiago, 2003).



Estes dados identificaram a molécula antigénica como uma variagdo do gangliosideo
GD3 (um dissialogangliosideo) que sofreu uma acetilagdo no carbono de posi¢dao 9 em seu
acido sialico terminal, o que o faz ser reconhecido pelo Jones (Figura 6B) (Blum &
Barnstable, 1987).

Posteriormente foi avaliada a presenca da molécula antigénica reconhecida pelo Jones
em diferentes regides do encéfalo de diferentes idades. Foi observado por HPTLC que a partir
de preparagdes de cerebelo, o anticorpo Jones revela trés bandas, sensiveis a neuroaminidase e
ao tratamento basico, que variam de intensidade de acordo com a idade do animal. Porém
duas dessas bandas, migram mais lentamente, sdo muito préximas e possuem concentragdes
complementares (quando uma aumenta de intensidade a outra diminui e vice-versa).

Por sua velocidade migratéria, acredita-se que essas bandas ndo correspondam a uma
variagdo do gangliosideo GD3. Além disso, por suas outras caracteristicas, foi sugerido que
essas duas bandas representem a mesma molécula com heterogeneidades em seus acidos
graxos. De qualquer maneira, a expressao dessas bandas ¢ muito fraca no periodo pds-natal e
uma delas aumenta de intensidade apenas na idade adulta. Assim, acredita-se que apenas a
terceira banda corresponda ao 9-O-acetil GD3. Esses dados foram refor¢ados quando foi
avaliada uma fragdo de soro de leite enriquecida em gangliosideos. Nessa condi¢dao o Jones
reconhece apenas uma banda. As caracteristicas da corrida dessa banda sdo idénticas as da
terceira banda do cerebelo em desenvolvimento (localizagdo entre os gangliosideo GM1 e
GM2). Além disso a banda origina o GD3 apds tratamento basico garantindo que esta
corresponda ao 9-O-acetil GD3. Assim, hoje em dia sabe-se que, no cerebelo, a terceira banda
reconhecida pelo Jones, mais evidente no periodo pods-natal, que se localiza entre os
gangliosideos GM1 ¢ GM2, corresponde ao 9-O-acetil GD3 enquanto, as outras duas, mais
evidentes ap6s esse periodo, correspondem a algum outro lipidio sialilado e acetilado

(Schlosshauer e cols., 1988; Bonafede e cols., 1989).



Para avaliar a fungao do 9-O-acetil GD3 foram realizados ensaios de imunobloqueio e
foi observado que a migragdo radial neuronal no cerebelo ¢ bloqueada pela adigdo do mAb
Jones in vitro (66%) e in vivo (43%), através de injegdes intraventriculares (Santiago e cols.,
2001; Santiago e cols., 2004).

Além disso, ensaios de imunobloqueio também revelaram o colapso de cones de
crescimento de neuritos de células do ganglio da raiz dorsal in vitro quando tratados com o
mAD Jones (Mendez-Otero e Friedman, 1996; Aragjo et. al., 1997).

Em outros trabalhos foi descrito através de microscopia confocal que o 9-O-acetil GD3
co-localiza com a proteina integrina Bl nos pontos de contato de adesdo dos cones de
crescimento ¢ em células granulares com perfil migratorio reforcando o papel deste
gangliosideo na modulagdo da extensdo neuritica e sua importancia na migracdo neuronal

(Negreiros e cols., 2003; Lima, 2006).
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2. Objetivos:

2.1. Geral:
» Estudar os efeitos do imunobloqueio cronico do gangliosideo 9-O-acetil GD3

sobre o cerebelo em desenvolvimento.

2.2. Especificos:
* Analisar o padrdo de distribuicdo do mAb Jones, no cerebelo, quando injetado
nos ventriculos laterais.
* Avaliar por andlise morfométrica parametros anatomicos do cerebelo apos o
imunobloqueio cronico com o mAb Jones.
* Avaliar se o imunobloqueio cronico interfere no numero de células em
proliferagao na EGL.
* Avaliar se o imunobloqueio cronico interfere na morfologia e no numero de
fibras de glia radial.
* Observar se o imunobloqueio do 9-O-acetil GD3 interfere na adesao celular a

laminina em um modelo in vitro.



3. Material e Métodos:

Neste trabalho foram utilizados ratos Lister-Hooded com 7 dias pods-natais (P7),
fornecidos pelo Biotério do Programa de Terapia Celular e Bioengenharia. Todos os animais
foram utilizados seguindo protocolo aprovado pelo Comité de Uso de Animais Experimentais
do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho.

Anticorpos e reagentes utilizados com seus respectivos fabricantes estdo relacionados ao

final do item material e métodos (Tabelas 1, 2 e 3).

3.1. Imunobloqueio in vivo:

Os animais foram divididos em 3 grupos que, apOs serem anestesiados através da
inalacdo de éter etilico, receberam inje¢des intracerebroventriculares transcutaneas de 20 pL
de solucao salina 0,9%; anticorpo A2B5, que reconhece um grupo de gangliosideos da série-c;
ou Jones durante 7 dias, a partir do 7° dia po6s-natal (P7), com intervalo de 12 horas entre as
injegdes. As injecdes foram administradas com seringa de insulina (BD Ultra-fine™; 1mL;

agulha 12.7 mm x 0.33) no ventriculo direito do animal.

3.2. Perfusdo:

Depois de aproximadamente 9 horas a partir da Gltima inje¢do, os animais foram
novamente anestesiados através da inalagao de éter etilico e perfundidos com solugdo salina a
0.9% durante 5 minutos para a remogao de todo o conteudo sanguineo.

Subseqiientemente a solugdo salina foi substituida por solucdes fixadoras, durante 20
minutos, objetivando a preservacgao tecidual. Inicialmente a solugdo foi de paraformaldeido a
uma solugdo final de 4% diluido em agua destilada e tampao fosfato 0.1M, pH 7.4 a uma
propor¢ao de 1:1. Para preparacdo do tampdo fosfato foram feitas duas solugdes

independentes de 27.8g de NaH,PO4.H,0 e de 53.65g de Na,HPO,4.7H,0, ambos diluidos em
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1L de agua destilada separadamente. O pH 7,4 do tampao fosfato foi obtido misturando-se
190 mL da solu¢gdo de NaH;PO4.H,O com 810 mL da solu¢do de Na,HPO,.7H,O0.
Posteriormente, foi adicionado a essa solucdo 10% de sacarose objetivando a crioprote¢dao
tecidual.

Apos esse procedimento, os encéfalos foram removidos e imersos em sacarose a 20%
solubilizada em tampao fosfato 0.1M (solugdo crioprotetora). Depois de dois dias os encéfalos
foram transferidos para uma solugdo mais concentrada de 30% de sacarose, onde foram

mantidos por mais dois dias.

3.3. Processamento do tecido:

Ap6s dois dias em solucao de sacarose 30%, os encéfalos foram cortados sagitalmente,
separando os hemisférios cerebrais e dividindo o vérmis cerebelar ao meio. As duas metades
foram incluidas separadamente em OCT (do inglés, optimum cutting temperature -
SAKURA), congeladas por imersdao em nitrogénio liquido (White Martins) ¢ mantidas dentro
do criostato (Leica CM 1850) a -20°C durante cerca de 30 minutos para equilibrar a
temperatura do bloco.

Os encéfalos foram fatiados parassagitalmente a 20 um de espessura em criostato, de
maneira que os primeiros cortes de cada bloco correspondiam seguramente ao vérmis
cerebelar. Os cortes foram recolhidos intercaladamente em laminas (Bioslide — 76.2 x 25.4
mm e 1 — 1.2 mm de espessura) previamente cobertas com gelatina (SIGMA), o que
possibilitou que, no momento das quantificacdes, a mesma regido, ndo fosse avaliada mais de
uma vez.

Alguns encéfalos foram seccionados coronalmente na mesma espessura apds serem
incluidos inteiros em OCT e, igualmente, congelados com nitrogénio liquido e mantidos no

criostato a -20°C até equilibrar a temperatura. Os cortes foram recolhidos da mesma forma.
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As laminas foram mantidas em caixas de plastico vedadas com plastico PVC e

estocadas a temperatura de -20°C.

3.4. Coloracéo Cresil Violeta:

As laminas selecionadas foram, primeiramente, mantidas na estufa (Fanem) a 38° C,
durante 15 minutos, em cadmara umedecida com paraformaldeido com a mesma dilui¢ao
utilizada na perfusdo, para que os cortes nao soltassem das ldminas durante o processamento
histologico.

Posteriormente, elas foram submersas em alcool etilico 75%, 95% e absoluto,
consecutivamente, durante trés minutos em cada solu¢do para serem desidratadas.

Em seguida os cortes foram submetidos a uma solugao desengordurante de alcool etilico
e cloroféormio, a uma propor¢ao de 1:1, durante 10 minutos.

Ao final desse procedimento as ldminas passaram por um processo de re-hidratacgdo,
sendo, novamente, submersas durante 3 minutos em solugdes de alcool etilico, porém, agora
em ordem invertida: absoluto, 95 e 75%.

Ap6s esse periodo, as laminas foram imersas em agua destilada por 3 minutos antes de
serem submetidas por 1 minuto a solugdo de cresil violeta, preparada com 0.5g de violeta de
cresila e 10 gotas de acido acético glacial diluidos em 200 ml de 4gua destilada.

Os cortes foram mantidos por 3 minutos em agua destilada e depois foram submetidos,
também por 3 minutos, a uma solucdo de alcool etilico 75% com 10 gotas de acido acético
glacial.

As laminas foram mergulhadas em uma solucao de éalcool etilico 95% com 10 gotas de
acido acético glacial antes de serem novamente imersas em alcool 95 e 100%, ambos durante

3 minutos.

-29.-



Posteriormente, os cortes foram submersos durante 3 minutos em uma mistura de alcool
etilico e alcool butilico normal (alcool etil-butil) a uma proporgao de 1:1.

A coloragao foi finalizada com imersao em xilol durante 5 minutos por duas vezes.

Para a montagem das laminas foi utilizado o meio Entellan (Mikroskopie) e laminulas

de vidro (Glassyto) de 24 x 60 mm e 0.13-0.16 mm de espessura..

3.5. Cultura de células:

Para a cultura de células cerebelares, ratos (P7) foram levados ao fluxo horizontal
(Pachane) e decapitados. Seus encéfalos foram removidos, o cerebelo foi dissecado e as
meninges foram retiradas com auxilio de uma lupa (Zeiss). Tomamos o cuidado de separar as
camadas mais superficiais do cerebelo, para que a maioria das células da cultura fossem
neuroblastos ndo diferenciados.

O tecido foi levado ao fluxo vertical (Veco Bioprotector Plus-12) picotado em 3 mL de
meio de cultura e as células foram dissociadas com auxilio de uma pipeta Pasteur e,
posteriormente, com uma pipeta Pasteur rondilhada. O meio de cultura utilizado foi o
neurobasal adicionado de B27 e glutamina, a uma concentragdo de 20 uL/mL e 10 pL/mL,
respectivamente.

A solugdo de células foi levada a centrifuga (Excelsa Baby I - Fanem) durante 5
minutos a 300 x G. O sobrenadante foi retirado e o precipitado foi ressuspendido com 900 pL
de meio. Para limpar o precipitado celular de pedagos de tecidos eventualmente nao
dissociados utilizamos um filtro estéril de 100 pm de diametro (BD Falcon).

O conteudo filtrado foi dividido em 3 aliquotas. Uma foi incubada com o anticorpo anti-
CD60b (anticorpo analogo ao Jones) e outra com o anticorpo A2BS5, ambas a uma diluicdo de
1:50. A terceira foi incubada apenas com o meio, e todas permaneceram por 15 minutos em

gelo.



Ao término desse periodo foi adicionado 3 mL de meio a cada condicao e as solugdes
foram centrifugadas durante 5 minutos a 300 x G. O sobrenadante foi retirado e o precipitado
foi ressuspendido em 3 mL de meio. As condi¢gdes foram novamente submetidas a
centrifugacdo, o sobrenadante foi, novamente, retirado e o precipitado foi ressuspendido com
ImL de meio.

Foram retirados 10 puL de cada condigdo, misturados com azul de trypan a uma
concentragdo de 1:1 e as células vivas, ndo marcadas, foram quantificadas com o auxilio da
Cémara de Neubauer.

Foram diluidas 50.000 células de cada condi¢do em 500 uL de meio para cada laminula
previamente tratada com poli-L-lisina (20 pug/mL, diluidos em PBS, do inglés, “phosphate
buffered saline”, 10 mM com 10% de Tampao Borato) e laminina (40 pg/mL diluidos em
PBS 10mM) ou apenas com poli-L-lisina.

O PBS 10 mM foi preparado com a diluicdo de 40g de NaCl; 1.0g de KCI; 1.0g de
KH;PO4 e 14.23g Na,HPO4.12H,0 em 5L de 4gua destilada.

A cultura de células foi mantida por 1 hora em estufa (Forma Scientific), a 37° C e 5%
de CO,, fixadas com vapor de paraformaldeido 4% e, posteriormente, por imersdo em
paraformaldeido 4%.

As laminulas foram lavadas 3 vezes com PBS 10mM, e reservadas na geladeira.

3.6. Imunohistoquimica:

Os cortes recolhidos em laminas ou as culturas celulares em laminulas a serem reagidas
foram selecionadas e lavadas por 3 vezes, durante 5 minutos com PBS a 10mM. O PBS foi
utilizado com 0.1% de Triton X-100, para imunohistoquimica, ou com 0.01%, para
imunomarcagdo do 9-O-acetil GD3. A concentragdo do Triton depende da sensibilidade ao

detergente do antigeno de interesse.
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O material foi incubado por 30 minutos com NGS (do inglés, normal goat serum) a
temperatura ambiente. O NGS impede ligagcdes do anticorpo a antigenos inespecificos.

Em seguida, as células, ou o tecido foram incubados em cimara timida a 4°C com o
anticorpo primario (Tabela 3.1.), previamente diluido em PBS 10mM, durante cerca de 20
horas.

Apos este periodo, as laminas, ou laminulas foram novamente lavadas trés vezes
durante 5 minutos com PBS 10mM e os cortes foram incubados por mais 2 horas, a
temperatura ambiente com anticorpos secundarios. Estes também foram diluidos previamente
em PBS 10mM (Tabela 3.2.).

Posteriormente o material foi lavado 3 vezes com PBS 10mM e incubado com
bisbenzimida 0.1% (C,sH4NsO - 3HCI — contra-coloragdo de ntcleos) diluida em PBS 10mM
durante trés minutos.

O material foi submetido a mais 3 lavagens com PBS 10mM e as laminas foram
montadas com PPD (do inglés, “phenyl phosphorodiamidate™; 2,5-difenil-1,3,4-oxadiazole)

diluido em PBS 10mM e glicerol e vedadas com esmalte.

3.5.1. Imunomarcacdo com anti-Ki67

Na marcagdo da molécula Ki67, as laminas precisam passar por um tratamento prévio,
para que o anticorpo consiga alcangar o espaco intranuclear.

Primeiramente foi feita uma fixagdo de cortes em camara umedecida com
paraformaldeido a 4% na estufa durante 1 hora. Em seguida, as laminas foram imersas em
citrato de sodio, pH 6,0, e levadas ao microondas, onde permaneceram por até¢ 10 segundos
apos a fervura. As laminas foram mergulhadas em dgua a 4° C e, posteriormente, foi realizado

o procedimento de imunohistoquimica como descrito acima.
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3.7. Aquisicao de imagens:

As laminas foram observadas em microscopio invertido Zeiss Axiovert 135, software
AxioVision 3.1 conectado a camera digital AxioCam HRc; em microscopio invertido Zeiss
Axiovert 200M equipado com slide ApoTome, software Axiovision 4.7 conectado a
camera digital AxioCam MRm; ou em microscopio confocal Zeiss LSM510 META. As
quantificagdes foram realizadas através de ferramentas disponiveis nos respectivos

softwares.

3.8. Quantificacdo e analise estatistica:

Todas as quantificagcdes em tecido foram realizadas em ldminas que continham o vérmis
com a finalidade de diminuir as chances de comparagdo entre regides cerebelares diferentes.
Mesmo assim, as laminas foram numeradas e as quantificacdes foram comparadas
meticulosamente entre cortes de mesma altura, ou seja, localizados a uma mesma distancia da
linha média.

Para isso, foi necessario que a quantificacdo fosse normalizada, ou seja, para cada
quantificacdo foi feita uma razdo entre valores encontrados em cada corte do animal
experimental (que recebeu inje¢des do Jones ou A2B5) e os valores encontrados em cortes de
mesma posicao médio-lateral do animal que recebeu inje¢des de solugdo salina.

Em cada animal foram quantificados, no minimo, 4 cortes e, no maximo, 15 cortes.
Estes niimeros variavam entre os parametros quantificacdo escolhidos, porém para cada
parametro foi quantificado o mesmo nimero de cortes para todos os ratos.

Ao final, foi calculada uma média das razdes para cada dupla de ratos
(experimental/controle) de maneira que cada média equivalesse a um N.

Para a quantificagdo de células em cultura, foram fotografados quatro campos

eqiiidistantes das extremidades de cada laminula com uma objetiva de aumento de 20X. Foi
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calculada uma média a partir dos valores encontrados em cada campo fotografado de cada

laminula, de maneira que a média de cada laminula correspondesse a um N.

Esses valores foram processados no programa de andlise estatistica GraphPad Prism 4.

Para a quantificacdo em tecido foi utilizado o teste-t e para a quantificacdo de células em

cultura foi utilizado o método ANOVA (teste Kruskal-Wallis; p6s teste: Dunns) como testes

de analise estatistica.

Anticorpos . Caracteristicas I
o Antigeno - Diluicdo  Fornecedor
Primarios Imunoldgicas
Gangliosideo Mouse - ] .
Jones 9-0O-Acetil GD3 Monoclonal — IgM 1:100 Sigma
Anti- Calbindina Calbindina Mouse - 1:100 Santa Cruz
Monoclonal — IgG

. Gangliosideo Mouse - .
Anti-CD60b 9-0-Acetil GD3 Monoclonal — IgM 1:50 Santa Cruz
Anti-GFAP GFAP Rabbit - Policlonal 1:400 Dako

Cytomatization

. . Rabbit — .
Anti — Ki67 Ki67 Monoclonal — IgG 1:100 Abcam
2Q178 Nestina LTS = 1:200 Abcam

Monoclonal — IgG

Tabela 1. Anticorpos primarios e suas caracteristicas de especificidade imunologica, diluicdo

utilizada e fabricante.

Anticorpos Antigeno Diluicdo Fornecedor
Secundarios
Jackson Immuno
Cy3 Mouse -1gM  1:1000 Research
) Jackson Immuno
Cy3 Rabbit - [gG 1:1000 Research
) Invitrogen —
Alexa 488 Mouse - IgG 1:200 Molecular Probes
] Invitrogen —
Alexa 488 Mouse - IgM 1:200 Molecular Probes
Aloxa 488 Rabbit - 1¢G 1:200 Invitrogen —

Molecular Probes

Tabela 2. Anticorpos secundarios

e suas caracteristicas de

especificidade imunoldgica, dilui¢do utilizada e fabricante.



Reagentes Fornecedores
Acido Acético Glacial Reagen
Alcool Butilico Normal Vetec
Alcool Etilico Pring

Azul de Tripan Sigma
BisBenzimida Sigma

B27 GIBCO
Cloroférmio Vetec
Entellan Mikroskopie
Eter Etilico Vetec
Glicerol Vetec
Glutamina GIBCO
KH,PO, Vetec

KCl Vetec
Laminina Invitrogen

Reagentes Fornecedores
NaCl Vetec
Neurobasal™ GIBCO
NGS Sigma
NaH,PO,4.H,O Vetec
Na,HPO,.7H,0O Vetec
Na,HPO,.12H,0 Vetec
Paraformaldeido Vetec
Poli-L-lisina Invitrogen
PPD Sigma
Sacarose Vetec
TO-PRO3 Invitrogen
Triton Sigma
Violeta de Cresila Sigma
Xilol Vetec

Tabela 3. Relagdo de reagentes utilizados e seus respectivos fornecedores.
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4. Resultados:

4.1. O Jones injetado via intracerebroventricular alcanga o cerebelo e marca
diferentes tipos celulares.

Foi realizada uma imunohistoquimica in vivo (apenas com anticorpo secundario) em
ratos que receberam injecoes intraventriculares do anticorpo Jones para rastrear e verificar se
o anticorpo primario (Jones) se ligou ao seu antigeno apos as injecdes. A imunohistoquimica
in situ em ratos P7 (idade em que se iniciam as inje¢des) revela uma intensa marcagdo do
Jones em células migratorias da EGL ¢ ML (Figura 7) além das células de Purkinje (Figura
8). Através da imunohistoquimica in vivo foi possivel observar que o anticorpo injetado se
ligou aos locais ja descritos: células migratorias da EGL (Figura 9), células migratorias da

ML (Figura 10) e células de Purkinje (Figura 11).

4.2. O imunobloqueio com mAb Jones ndo interfere na espessura da EGL, mas sim
na densidade celular dessa camada.

Para verificar se houve retengao de células na EGL, medimos a espessura dessa camada
e nao verificamos diferenga significativa quando comparamos os ratos que receberam injec¢des
intraventriculares de Jones e ratos que receberam injecdes de solugdo salina (nimero de cortes
quantificados por animal=16; n=4) (Figura 12). Para uma analise mais precisa resolvemos
quantificar o nimero de células por area em cada folha cerebelar. Para isso, realizamos cortes
opticos de 1um de espessura no microscopio Apo Tome em fatias cerebelares marcadas com
bisbenzimida. Foi observado um acréscimo na densidade celular da EGL de ratos que

receberam Jones em comparagao aqueles que receberam solugao salina.



Figura 7. Imagens obtidas por microscopia confocal de cortes parassagitais de cerebelos de ratos
P7. (A) Intensa marcagdo pontual do 9-O-acetil GD3 (vermelho) na EGL. (B) Nucleos contra-corados
com TO-PRO3 (azul). (C) Sobreposicdo das imagens (A) e (B). (D) Célula com perfil migratério na ML
(seta branca), expressando 9-O-acetil GD3 (vermelho), exibindo o que aparenta ser o ponto de
bifurcacdo de suas fibras paralelas (setas amarelas). Barra de calibragcdo A, B, e C 20um; D 10um.




Células de
Purkinje

\V; \(séntriculo

Figura 8. Fotomontagem de imagens obtidas em microscopio confocal revelando a
expressao de 9-O-acetil GD3 no vérmis cerebelar. (A)Reconstrucdo de imagens de cortes
coronais de rato P7 imunomarcado com Jones (vermelho). A area delimitada no quadrado
branco em (A) é representada em em maior aumento em (A’). Note em (A’) o padrdo de
expressao alternado em bandas positivas e negativas evidenciando a compartimentalizacao da
expressdo do 9-O-acetil GD3 pelas células de Purkinje. Observa-se também a intensa
expressdo do ganliosideo em toda a extensdo da EGL (A e A’) Barra de calibracdo 20um
(cima) e 160um (baixo).




Figura 9. Imagens obtidas por microscopia confocal de corte parassagital de cerebelo de rato
P14 que recebeu injecOes intraventriculares de mAb Jones por 7 dias. (A) Imunomarcacao in vivo
com mAb Jones (vermelho). (B) Ndcleos contra-corados com TO-PRO3 (azul) (C) Sobreposicao das
imagens (A) e (B). A seta branca indica uma célula com perfil migratorio na EGL expressando o 9-O-
acetil GD3. Barra de calibragcdo 10um.



Figura 10. Imagens obtidas por microscopia confocal de corte parassagital de cerebelo rato P14
imunobloqueado cronicamente com mAb. (A) Imunomarcagdo in vivo com Jones (vermelho). (B)
Contra-coloragdo de nucleos, TO-PRO3 (azul). (C) Sobreposicdo das imagens (A) e (B). A seta branca
indica uma célula com perfil migratério na ML e a seta amarela indica uma célula com perfil
migratorio chegando a IGL. Barra de calibracdo 20um.



Figura 11. Imagens obtidas por microscopia confocal de corte parassagital de cerebelo de rato
P14 imunobloqueado cronicamente com mAb Jones. (A) Imunomarcagdo in vivo com Jones
(vermelho) exibindo forte expressdo do 9-O-acetil GD3 pelas celulas de Purkinje. (B) Contra-
coloragdo de nucleos, TO-PRO3 (azul). (C) Sobreposicdo das imagens (A) e (B). A imagem (D)
representa o quadrado branco em (C) em maior aumento. Barra de calibragdo A, B e C 20um; D
10pum.
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Figura 12. Efeito do imunobloqueio cronico com mAb Jones na espessura da camada granular
externa. Os gréficos (A, B e C) sao referentes as folhas 1V, VIII e X, respectivamente (n=4). (D)
Imagem obtida por microscopia de campo claro de um corte parassagital cerebelar corado com
Cresil Violeta demonstrando os critérios morfométricos utilizados para determinar a espessura da
EGL. Para analise estatistica foi utilizado o teste-t. Barra de calibragdo: 20um.



Essa analise foi realizada em 3 folhas distintas: na folha IV o acréscimo foi de 22,07%
(p=0,0242); na folha VIII de 23,58% (p=0,0046) e na folha X de 31,87% (p=0,0044) (nimero
de cortes quantificados por animal = 8; n=3) (Figura 13). Esse acréscimo também ¢
observado quando comparamos ratos que receberam inje¢des de Jones com ratos que
receberam injecdes do anticorpo A2B5: 52,20% (p=0,0087) na folha IV; 26,04% (p=0,0400)
na folha 8 e 32,12% (p=0,0093) na folha X (numero de cortes quantificados por animal = &;
n=3). Nao ha diferenca significativa na densidade celular da EGL entre ratos que receberam
injecdo de solugdo salina e os que receberam A2B5 (nimero de cortes quantificados por

animal = 8; n=3) (Figura 13).

4.3. Nao ha alteracdo na proliferacdo celular da EGL de ratos que sofreram
imunobloqueio crénico com mAb Jones:

Apesar da grande maioria das células na EGL marcarem com o mAb Jones, em um corte
de cerebelo de rato injetado com o anticorpo Jones, foi flagrada uma célula, aparentemente
em telofase, que ndo expressa o gangliosideo 9-O-acetil GD3 (Figura 14).

Para averiguar se o imunobloqueio cronico com mAb Jones interfere com nimero de
células proliferativas na EGL marcamos com Ki67 cortes de parassagitais de cerebelo de
animais cronicamente imunobloqueados. Foi verificado que ndo ha diferenga significativa no
numero de células proliferativas na EGL de ratos que receberam solugdo salina e ratos que
receberam o mAb Jones (numero de cortes quantificados por animal = 4; n=3) (Figura 15 ¢

16).
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Figura 13. Efeito do imunobloqueio cronico com mAb Jones na densidade de células na
camada granular externa. Os graficos (A, B e C) sdo referentes as folhas IV, VIII e X,
respectivamente (n=3). (D) Corte Optico de 1lum de espessura obtido em microscopio de
fluorescéncia equipado com o sistema ApoTome. Essa imagem foi obtida a partir um corte sagital
cerebelar contra-corado com bisbenzimida. Observe na imagem os critérios morfométricos
utilizados para determinar a densidade de células na EGL. Para analise estatistica foi utilizado o
teste-t. “p< 0.05. Barra de calibragdo: 20pum.




Figura 14. Cortes tomograficos obtidos através de microscopia confocal de corte
parassagital de cerebelo rato P14 imunobloqueado cronicamente. As setas brancas exibem
imagens de uma celula em mitose e as setas amarelas indicam imagens de uma célula migratoria,
ambas, em diferentes planos focais. O corte foi imunomarcado in vivo com Jones (vermelho) e
contra corado com TO-PRO3 (azul). Observe que a célula em mitose ndo expressa o 9-O-acetil
GD3 mas a célula migratoria sim. Barra de calibragdo 10um.
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Figura 15. Efeito do imunobloqueio crénico com mAb Jones sobre a proliferacdo celular na
camada granular externa. Os graficos (A, B e C) sdo referentes as folhas 1V, VIII e X,
respectivamente (n=3). (D) Imagem obtida por microscopia de fluorescéncia de um corte sagital
cerebelar contra-corado com bisbenzimida (azul) e imunomarcado com Ki67 (verde) demonstrando
os critérios utilizados para determinar o nimero de células marcadas com o antigeno associado a
proliferacdo (Ki67). Para analise estatistica foi utilizado o teste-t. Barra de calibrac¢do: 20um.



SALINA

Figura 16. Imagens obtidas por microscopia confocal de cortes parassagitais de cerebelo de ratos
P14 imunomarcados com Ki67. (A) Corte parassagital de rato que recebeu injecdes
intracerebroventriculares de solugédo salina durante 7 dias. (B) Corte parassagital de rato que recebeu
injecdes intracerebroventriculares de Jones durante 7 dias. Note que aparentemente ndo ha diferencas
entre as condi¢des estudadas com relacdo ao numero de células ki67-positivas. Barra de calibracéo
10pm.



4.4. Nao ha diferenca significativa na espessura da camada molecular entre
ratos que receberam mADb Jones e ratos que receberam solugéo salina:

Foi quantificada a espessura da ML em ratos que sofreram imunobloqueio crénico com
Jones e em ratos que receberam injecdo de solugdo salina e ndo obtivemos diferenca
significativa entre os respectivos grupos (nimero de cortes quantificados por animal = 16;

n=4) (Figura 17).

4.5. Ratos imunobloqueados cronicamente possuem maior proporcédo de células
com perfil estacionario e menor proporcao de células com perfil migratério na camada
molecular:

Para avaliar a influéncia do imunobloqueio crénico com mAb Jones, foi quantificado o
numero de células na camada molecular em trés folhas diferentes, IV, VII e X.

Foi verificado que ndo héa diferenca no numero de células totais na ML entre as
condigdes estudadas (nimero de cortes quantificados por animal = 16; n=4) (Figura 18). Para
refinarmos a analise, segregamos as contagens na porcentagem de células com perfil
estacionario (Figura 19) e migratorio (Figura 20) pelo total de células em uma area pré
determinada.

Foi observado em ratos imunobloqueados com mAb Jones um acréscimo significativo
na porcentagem de células estacionarias em comparagdo aos animais que receberam solugao
salina. Esse acréscimo foi de 21,47% (p=0,0274) na folha IV; de 16,28% (p=0,0200) na folha
VIII e de 29,00% (p=0,0243) na folha X (nimero de cortes quantificados por animal = 16;

n=4) (Figura 19).
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Figura 17. Efeito do imunobloqueio crdénico com mAb Jones na espessura da camada
molecular. Os gréaficos (A, B e C) sdo referentes as folhas IV, VIII e X, respectivamente (n=3). (D)
Imagem adquirida por microscopia de campo claro de um corte sagital cerebelar corado com Cresil
Violeta demonstrando os critérios morfométricos utilizados para aferéncia da espessura. Para
andlise esatistica foi utilizado o teste-t. Barra de calibragdo: 20pum.




A Folha IV B Folha VIl
1.2+ 1.24
1.14 1.14
7] 0
£3 101 | £3 10- [
_ § 0.94 @ 0.94
% = 0.8 =5 0.8
2 0.74 T 2 .74
T = — .
o < 061 o< 06
S $ 054 88 057
ST 044 ST 04+
25 0.34 25 031
O S 0.24 O S 0.24
0> (1 0°2 o1
0.0+ T 0.0' T
Salina Jones Jones
C Folha X
1.24
£ o Ll7 [
.S 1.0
_ § 0.9-
i = 0.84
2 0.71
T = "
o < 0.64
23 054
ST 044
g2 03]
Q> o1
0.0 T
Salina Jones

Figura 18. Efeito do imunobloqueio crénico com mAb Jones na densidade de células da
camada molecular. A quantificacdo foi realizada nas folhas 1V(A), VIII(B) e X(C) (n=4). (D)
Imagem adquirida por microscopia de campo claro de um corte sagital cerebelar corado com Cresil
Violeta demonstrando os critérios utilizados para a quantificacdo. Para andlise estatistica foi
utilizado o teste-t. Barra de calibragdo: 20pm.




A Folha IV B Folha VIl

1.4 % ig

13 7)) . *
a3 12 ' ke 12 —
= 1.1 N 1.1
@ © o
c @y 10 - — cd g L
S5 © 09 S5 o 0
go& 08 SS& 08
go® 9 dcw O
nE 07 s 07
w>3a 82 w>os 8.5
%) = . (%) = E
S5 od S o
@ 0.2 D 0.2
o 0.1 o 0.1

0.0 T T 0. T T

Salina A2B5 Jones Salina A2B5 Jones

C Folha X

1.4 *
1) 1.3 I
© 1.2
@ 1.1
9., 10 '
So
ST ® 09
o © ' 08
T oG U
ncs 07
w > '8 82
3E< oz
= 0.3
Q 0.2
© 0.1

0.0 T T

Salina A2B5 Jones

Figura 19. Efeito do imunobloqueio crénico com mAb Jones no numero de células
estaciondrias sobre o total de células na camada molecular. Os gréficos (A, B e C) séo referentes
as folhas IV, VIII e X, respectivamente (n=4). (D) Imagem obtida por microscopia de campo claro
de um corte sagital cerebelar corado com Cresil Violeta demonstrando os critérios utilizados para as
quantificacOes das células estacionarias. (D’) Imagem em maior aumento mostrando a morfologia
tipica de células estacionarias. Para analise estatistica foi utilizado o teste-t. * p< 0.05. Barra de

calibragéo: 20um.
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Figura 20. Efeito do imunobloqueio crénico com mAb Jones no numero de células migratorias
na camada molecular. Os graficos (A, B e C) sdo referentes as folhas IV, VIII e X,
respectivamente (n=4). D. Imagem adquirida por microscopia de campo claro de um corte sagital
cerebelar corado com Cresil Violeta demonstrando os critérios utilizados para a quantificacdo das
células migratérias. (D) Imagem em maior aumento mostrando a morfologia tipica de células
migratdrias. Para andlise estatistica foi utilizado o teste-t. “p< 0.05. Barra de calibragdo: 20pm.




Também foi verificada uma diferenca similar quando comparamos os ratos
imunobloqueados com mAb Jones e ratos que receberam o anticorpo A2B5. Ratos
imunobloqueados com Jones apresentaram um acréscimo na propor¢ao de células
estacionarias de 29,30% (p=0,0127) na folha IV; 23,82% (p=0,0120) na folha VIII e 29,80%
(p=0,0143) na folha X em comparagdo com ratos que receberam o A2B5 (nimero de cortes
quantificados por animal = 16; n=4).

Além disso foi observado que nao ha diferenga significativa quando comparamos ratos
que receberam solugdo salina e ratos que receberam o A2B5 (nimero de cortes quantificados
por animal = 16; n=4) (Figura 19).

Quando avaliamos o nimero de células com perfil migratdrio entre ratos que receberam
solucdo salina e os que receberam mAb Jones, observamos um decréscimo significativo na
porcentagem desse perfil celular em ratos imunobloqueados com mAb Jones de 20,25%
(p=0,0178), 19,06% (p=0,0230) e 18,76% (p=0,0151) nas folhas IV, VII e X,
respectivamente (nimero de cortes quantificados por animal =16; n=4) (Figura 20). O
mesmo foi observado quando comparamos ratos que receberam os anticorpos A2B5 e Jones.

Estes obtiveram um decréscimo de 19,73% (p=0,0108); 22,27% (p=0,0163) e 24,96%
(p=0,0082) nas folhas IV, VIII e X, respectivamente, em relagdo aqueles (n interno = 16;
n=4). Quando comparamos ratos que receberam solug¢do salina e ratos que receberam o
anticorpo A2B5 ndo encontramos diferenga significativa (nimero de cortes quantificados por

animal = 16; n=4) (Figura 20).
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4.6. Nao hé diferenca significativa na espessura, area e densidade da camada
granular interna entre ratos que receberam mAb Jones e ratos que receberam solugéo
salina:

A imunohistoquimica in vivo também revelou células com perfil migratorio chegando a
IGL (Figura 21).

Foi avaliada a possibilidade dos ratos imunobloqueados com mAb Jones possuirem uma
IGL mais estreita, ou com uma menor area, porém, através do mesmo teste de analise
estatistica usado anteriormente, ndo foi observada diferenga significativa entre os dois grupos
estudados (nimero de cortes quantificados por animal = 16; n=4) (Figura 22 e 23).

Entdo avaliamos a possibilidade da IGL de ratos imunobloqueados possuirem uma
menor densidade celular, como o observado na EGL. Esse valor foi quantificado em tecido
corado com bisbenzimida através de cortes Opticos de lum de espessura, realizados no
microscopio ApoTome, e ndo observamos diferenca significativa entre os grupos estudados

(nimero de cortes quantificados por animal = 8; n=3). (Figura 24).

4.7. Nao ha diferenca significativa na &rea ocupada pela substancia branca entre
ratos imunobloqueados cronicamente com mAb Jones e ratos que receberam solucéo
salina:

Também foi observamos células migratérias expressando o 9-O-acetii GD3 na
substancia branca do cerebelo em desenvolvimento (Figura 21).

Foi avaliada a possibilidade de haver alguma alteracdo na area ocupada pela substancia
branca cerebelar. Comparando o grupo experimental (mAb Jones) com os grupos controle
(A2B5 e Salina) ndo observamos diferengas significativas (numero de cortes quantificados

por animal = 16; n=4) (Figura 25).



Figura 21. Imagens obtidas por microscopia confocal de corte parassagital de cerebelo de rato
P14 que sofreu o imunobloqueio cronico. (A) Imunomarcagdo in vivo com Jones (vermelho). (B)
Contra-coloragdo de nudcleo, TO-PRO3 (azul) (C) Sobreposicdo das imagens (A) e (B). A seta
branca indica célula com perfil migratério na substancia branca e a seta amarela indica célula com
perfil migratério chegando a IGL. Barra de calibragdo 20um.
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Figura 22. Efeito do imunobloqueio crénico com mAb Jones na espessura da camada granular
interna. A quantificacdo foi realizada nas folhas 1V(A), VIII(B) e X(C) (n=4). (D) Imagem
adquirida por microscopia de campo claro de um corte sagital cerebelar corado com Cresil Violeta
demonstrando os critérios utilizados para aferir a espessura da IGL. Para analise estatistica foi
utilizado o teste-t. Barra de calibragdo: 40pm.
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Figura 23. Efeito do imunobloqueio crénico com mAb Jones na area da camada granular
interna. Os gréficos (A, B e C) sdo referentes as folhas IV, VIII e X, respectivamente (n=4). (D)
Imagem adquirida por microscopia de campo claro de um corte sagital cerebelar corado com Cresil
Violeta demonstrando os critérios utilizados para a quantificagdo. Para essa anélise foi utilizado o
teste-t. Barra de calibragdo: 40pm.
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Figura 24. Efeito do imunobloqueio crénico com mAb Jones na densidade de células na
camada granular interna. A quantificacdo foi realizada nas folhas IV (A), VIII (B) e X (C) (n=3).
(D) Corte Optico de 1um de espessura obtido em microscopio de fluorescéncia equipado com o
sistema ApoTome. Essa imagem foi obtida a partir um corte sagital cerebelar contra-corado com
bisbenzimida. Observe na imagem os critérios morfométricos utilizados para determinar a
densidade de células na IGL. Para andlise estatistica foi utilizado o teste-t. Barra de calibragdo:
10pm.
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Figura 25. Efeito do imunobloqueio crénico com mAb Jones na area da substancia branca. Os
graficos (A, B e C) sdo referentes as folhas 1V, VIII e X, respectivamente (n=3). (D) Imagem
adquirida por microscopia de campo claro de um corte sagital cerebelar corado com Cresil Violeta
demonstrando os critérios utilizados para a aferir a area. Para essa analise foi utilizado o teste-t.

Barra de calibragéo: 20um.




4.8. N&@o ha alteracdo no numero de fibras gliais entre ratos que receberam mAb
Jones e ratos que receberam solucéo salina:

Foi também verificado que € possivel observar a marcacao do Jones em fibras gliais
através de imunohistoquimica in situ (Figura 26). Porém, nao ¢é possivel observar o mesmo
padrdo de marcagdo através da imunohistoquimica in Vvivo em ratos que sofreram
imunobloqueio cronico. Nesses ratos, s6 ¢ possivel observar a expressao do 9-O-acetil GD3
em fibras gliais através de imunohistoquimica in situ (Figura 27).

Foi avaliado se o imunobloqueio cronico com mAb Jones interfere no numero ou na
morfologia de fibras gliais que servem de apoio para a migragao das células granulares.

Foi verificado que nao ha alteragdo na morfologia dessas células, como também nao ha
diferenca significativa no numero de fibras gliais entre o grupo controle € o grupo que recebeu

injegdes do mAb Jones (niimero de cortes quantificados por animal; n=3) (Figura 28 e 29).

4.9. A expressao do 9-O-acetil GD3 pelas células de Purkinje

Foi observada forte expressao do 9-O-acetil GD3 pelas células Purkinje em ratos P7 e
P14. Foi verificado que a marcacdo com anti-CD60b revela a presenga do ganliosideo 9-O-
acetil GD3 tanto na arborizagcdo dendritica, no corpo celular e, provavelmente, em seus
axonios (Figura 30).

Em dupla marcagdo com anti-CD60b e anti-calbindina ¢ facil observar uma forte co-
localizagdo do 9-O-acetil GD3 com a calbindina em rato P14 (Figura 31), porém existem

células positivas apenas para CD60b ou apenas positivas para calbindina (Figura 32).



Figura 26. Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia de corte parassagital
cerebelar de rato P14. (A) Imunomarcacdo com Jones (vermelho). (B) Imunomarcagéo
com anti-nestina (verde). (C) Contra-coloracdo de nucleo, bisbenzimida (azul) (D)
Sobreposicdo das imagens (A), (B) e (C). Note em (D) a co-localizacdo dos dois
marcadores sugerindo a expressdao do 9-O-acetil GD3 na glia radial. Barra de calibracdo
20pm.



Figura 27. Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia de corte parassagital cerebelar de
rato P14 imunobloqueado cronicamente. (A) Imunomarcacdo com Jones (vermelho). (B) Contra-
coloracdo de nucleo, bisbenzimida (azul) (C) Sobreposicdo das imagens (A) e (B). Barra de calibragdo

40pm.



Jones Salina

Figura 28. Imagens obtidas por microscopia confocal de cortes
parassagitais de ratos P14. (A, C e E) Corte parassagital de rato P14
imunoblogueado cronicamente com mAb Jones, imunomarcado com
anti-nestina (verde - A) e contra corado com TO-PRO3 (azul - C). (B,
D e F) Corte parassagital de rato P14 que recebeu injecdes de solucao
salina imunomarcado com anti-nestina (verde - B) e contra corado
com TO-PRO3 (azul - D). (E e F) Representam a sobreposi¢cfes das
imagens (A e C) e (B e D) respectivamente.Barra de calibracao:
20pm.
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Figura 29. Efeito do imunobloqueio crénico com mAb Jones no numero de fibras gliais. Os
graficos (A, B e C) sdo referentes as folhas IV, VIII e X, respectivamente (n=3). Para andlise
estatistica foi utilizado o teste-t.




Figura 30. Imagens obtidas por microscopia confocal de corte parassagital de cerebelo de
rato P14 que sofreu o imunobloqueio crdnico. (A) Imunomarcacdo com Jones (vermelho). (B)
Contra-coloracdo de nucleo, TO-PRO3 (azul). (C) Sobreposicéo das imagens (A) e (B). A seta
branca indica o que aparenta ser um axonio de célula de Purkinje. Barra de calibracdo 20um.
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Figura 31. Imagens obtidas por microscopia confocal de corte parassagital
de cerebelo de rato P14. (A) Imunomarcacdo com anti-calbindina (verde). (B)
Imunomarcacdo com anti-CD60b (vermelho). (C) Contra-coloracdo de nucleo,
TO-PRO3 (azul) (D) Sobreposi¢édo das imagens (A), (B) e (C). Barra de
calibracdo 100um.



Figura 32. Imagens obtidas por microscopia confocal de corte parassagital de cerebelo de rato
P14. (A) Contra coloracdo de nucleo, TO-PRO3 (azul). (B) Imunomarcacdo com anti-calbindina. (C)
Imunomarcacdo com anti CD60b (vermelho). (D) Sobreposi¢cdo das imagens (A), (B) e (C). A seta
branca indica uma célula positiva apenas para calbindina e a seta amarela indica uma célula positiva
apenas para CD60b. Barra de calibracdo 20um.




4.10. O anticorpo anti-CD60b interfere na adesdo de neur6nios granulares a
laminina in vitro

Com a intengdo de avaliar se a ligacdo ao mAb Jones as células granulares poderia
interferir na adesdo dessas a proteina de matriz extracelular, laminina, desenvolvemos um
sistema in Vitro para avaliar essa possibilidade.

Quando comparamos o numero de células aderidas, sem influéncia de anticorpos, no
plastico da placa de cultura (n=4), em laminulas revestidas com poli-L-lisina (n=11) e em
laminulas revestidas com laminina (n=11), observamos uma preferéncia na adesao de células
a laminina (48,73%) em relagdo ao plastico (p=0,0076), porém nao observamos diferenga
significativa entre a adesdo de células em laminina ou em poli-L-lisina (Figura 33).

Foi analisada a quantidade de células granulares de cerebelo de ratos P7 aderidas, em
laminina, nas condi¢des controle, previamente incubadas com anti-CD60b ou com A2B5. Foi
observado um decréscimo significativo de 60,17% na adesdo de células previamente
incubadas com anti-CD60b (n=11; p=0,0001). O mesmo decréscimo ndo foi observado na
situagdo em que as células foram previamente incubadas com o anticorpo A2B5 (Figura 34).

Foi realizado o mesmo teste para avaliar a adesdo das células granulares em laminulas
revestidas com poli-L-lisina, somente (Figura 35) (n=9), ou apenas ao plastico da placa de
cultura (n=4) (Figura 36) e ndo foi observada diferen¢a significativa no niimero de células
aderidas nas condigdes em que as células foram previamente incubadas com anti-CD60b,

A2B5 ou controle.
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Figura 33. Grafico representativo da comparacdo do
namero de células contra-coradas com bisbenzimida e
aderidas a Laminina, a poli-L-lisina e ao plastico. Essa
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Figura 34. Gréafico representativo da comparacdo do numero de
células contra-coradas com bisbenzimida e aderidas a laminina. Essa
quantificacdo foi realizada com células previamente incubadas com meio
controle, bloqueadas com o anticorpo Jones ou com o0 anticorpo A2B5.
Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA.
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Figura 35. Gréfico representativo da comparacdo do namero
de células, contra coradas com bisbenzimida, aderidas a poli-L-
lisina. Essa quantificacdo foi realizada com células previamente
incubadas com meio controle, blogueadas com o anticorpo Jones
ou com o anticorpo A2B5. Para analise estatistica foi utilizado
ANOVA.
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Figura 36. Grafico representativo da comparac¢do do numero de
células contra coradas com bisbenzimida e aderidas ao plastico da
placa de cultura. Essa quantificacdo foi realizada com células
previamente incubadas com meio controle, bloqueadas com o anticorpo
Jones ou com o anticorpo A2B5. Para analise estatistica foi utilizado
ANOVA.




4. Discussao:

4.1. Anélise morfométrica:

Em 2004 foi publicado pelo nosso grupo um trabalho relatando que o imunobloqueio
agudo in vivo com mAb Jones impede a migrag¢do das células granulares em dire¢ao a IGL
(Santiago e cols, 2004). A migragao das c¢lulas granulares para a formacdo da IGL se
completa em ratos e camundongos em 21 dias (trés semanas) (Altman, 1966). Por isso o
bloqueio de um terco dessa migracao (7 dias) foi considerado um imunobloqueio cronico.
Neste trabalho nos realizamos um imunobloqueio cronico com Jones para observar se a
diminui¢do da migragao persiste por um periodo de tempo prolongado além de estender as
analises morfologicas no cerebelo dos ratos imunobloqueados cronicamente in vivo. Para
complementar a analise dos possiveis efeitos do anticorpo, desenvolvemos um modelo in vitro
que facilitou o entendimento dos possiveis papeis funcionais da molécula reconhecida por
esse anticorpo: o gangliosideo 9-O-acetil GD3.

Inicialmente, realizamos uma série de andlises imunohistoquimicas para verificar se o
anticorpo injetado chegava ao cerebelo e se ligava aos antigenos e células ja descritos
anteriormente (Para revisdo, Mendez-Otero & Santiago, 2001). Para isso, utilizamos a técnica
de imunohistoquimica in vivo, ou seja, apds a preparagdo das laminas com cortes de ratos que
receberam injecdes de Jones, foi utilizado apenas o anticorpo secundario para revelar o local
em que o anticorpo primario havia se ligado enquanto o animal ainda estava vivo (Santiago e
cols, 2004).

A marcagdo in situ do Jones nas células de Purkinje em cortes de cerebelo de rato P7,
idade em que iniciamos as injecdes, ¢ disposta em um padrdo de bandas ja verificado
anteriormente, porém as células migratorias sdo marcadas de maneira ininterrupta, em todo o

territorio cerebelar. A marcagdo nas células migratorias é mais explicita na EGL porque esta é
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uma camada muito densa que também contém células que migram tangencialmente nesta
idade (Komuro e cols., 2001).

Foi observado através da técnica de imunohistoquimica in vivo que o anticorpo injetado
via intracerebroventricular chegou ao cerebelo e se ligou a células migratérias na EGL, na ML
e as células de Purkinje indicando o sucesso do experimento.

O cerebelo ¢ uma fragdo do encéfalo altamente compartimentalizada ao passo que a
expressdo de moléculas, inclusive os lipideos 9-O acetilados, obedecem a um padrio de
bandas que varia médio-lateralmente (Leclerc e cols., 1992; Edwards e cols., 1994) (Figura
37). Quando foram feitas as quantificagdes, foi observado que os valores encontrados
também variam muito médio-lateralmente. Como quantificamos os mesmos cortes para cada
par de ratos (injetados com Jones e controle), mas ndo quantificamos os mesmos cortes entre
os pares de ratos, resolvemos avaliar, na analise estatistica, a diferenca entre o rato injetado
com Jones e com salina dentro de cada par e observar se ela permanece em todos os pares.
Para isso, as quantificagdes realizadas foram normalizadas corte por corte.

Além disso, como o cerebelo se desenvolve heterogeneamente, a expressdo do 9-O-
acetil GD3 também ¢ irregular antero-posteriormente (Santiago e cols., 2001) (Figura 37).
Por isso, foram escolhidas trés folhas, cada uma pertencente a um lobo cerebelar, separados
pelas fissuras prima e secunda, para serem realizadas as quantificagdes.

O primeiro passo foi avaliar se havia retencdo de células na EGL de ratos
imunobloqueados em comparacdo aos ratos que receberam inje¢do de solugdo salina. Para
isso, a espessura da EGL foi aferida e foi observado que ndo houve diferenca significativa
entre as condigdes estudadas. Porém, a EGL ¢ organizada em camadas (Rakic, 1971) ¢ as
células granulares migram também dentro da EGL (Komuro e cols., 2001). Entdo avaliamos a

possibilidade do bloqueio da migracado se iniciar dentro da EGL.



Figura 37. Cortes sagital e coronal do cerebelo revelando a expressédo
heterogénea de algumas moléculas no cerebelo em desenvolvimento e adulto.
(A) Imagem de corte sagital cerebelar de rato P7 imunomarcado com Jones,
exibindo diferenca &ntero-posterior na intensidade da expressdo do 9-O-acetil GD3.
As setas vermelhas indicam as folhas nas quais foram feitas as andlises
morfométricas. (Adaptado de Santiago e cols., 2001). (B) Imagem de corte coronal
cerebelar imunomarcado com p-path mostrando a compartimentalizacdo da
expressdo de lipideos 9-O-acetilados no cerebelo adulto (Adaptado de Leclerc e
cols., 1992).



As células da EGL de ratos imunobloqueados podem ser mais compactadas dentro dessa
camada enquanto as células da EGL de ratos que receberam solugdo salina podem ser mais
espacgadas entre si. Para isso, foi aferido o numero de células por area na EGL e foi verificado
que esse numero ¢ cerca de 20% maior em ratos que receberam inje¢des do anticorpo Jones
nas folhas IV e VIII e que essa diferenca ¢ ainda maior na folha X (em torno de 30%).

Coincidentemente a folha X é a que mais expressa o 9-O-acetil GD3 na figura 37A.

Também foi feita, como uma segunda situagdo controle, a comparacao da quantifica¢ao
realizada no rato imunobloqueado com a quantificacdo realizada em ratos que receberam o
anticorpo A2BS.

Este anticorpo, ¢ uma IgM, como o mAb Jones, porém que reconhece gangliosideos da
série-c, grupo este que ndo inclui o 9-O-acetil GD3. Nao observamos diferenca significativa
entre ratos que receberam solucdo salina e ratos que receberam o A2BS5 eliminando a
possibilidade do efeito gerado pelo Jones ser promovido por qualquer IgM, ou qualquer
gangliosideo.

Avaliamos também a hipdtese do anticorpo Jones cronicamente injetado interferir no
processo de proliferagdo celular. Em uma das imagens de imunohistoquimica in vivo,
flagramos uma célula em divisdo celular. Pela sua morfologia, caracterizamos a célula como
as etapas anafase e telofase da mitose pelo aparente material genético sendo divido em 2 .
Observamos que a célula ndo expressa o 9-O-acetil GD3 sugerindo que esta molécula ndo seja
necessaria no processo de divisdo celular, ao menos nessa fase. Em 2001, Santiago e
colaboradores publicaram um artigo no qual entre outros parametros foi avaliado se o Jones
poderia interferir no numero que células que incorporavam BrdU. Porém esses dados foram
avaliados em cultura organotipicas e as células foram submetidas ao anticorpo Jones por

apenas 15 minutos (Santiago e cols., 2001).



Portanto refizemos as andlises da possivel influéncia do anticorpo na proliferagdo de
precursores granulares, dessa vez, in vivo utilizando o marcador de prolifera¢ao celular Ki67
(marca todas as fases do ciclo celular) em laminas contendo cortes de ratos que receberam
injecdes do Jones durante 7 dias. Nao foi observada diferenca significativa entre as condigdes
estudadas, mais uma vez, reafirmando que o mAb Jones ndo interfere no processo de
proliferacao celular.

Esses dados sugerem uma maior reten¢ado de células na EGL de ratos imunobloqueados,
j& que ndo ha modificagdo na taxa de proliferacao dessas células.

Foi também observado que ndo ha diferenca significativa na quantidade total de células
da ML de ratos imunobloqueados e ratos que receberam apenas solugdo salina (controle). No
trabalho de Santiago e colaboradores (2004) foi demonstrado que o Jones ndo bloqueia 100%
das células. Além disso, em outro trabalho, foi demonstrado que células cultivadas com GD3
exogeno incorporam esta molécula e a convertem em 9-O-acetil GD3 em um periodo de 6h
apos sua adi¢cdo (Chen e cols, 2006). Esse dado nos faz presumir que o 9-O-acetil GD3 possa
ser automaticamente reposto na membrana das células enquanto existe GD3 no meio extra ou
intra-celular. Adicionalmente o complexo antigeno-anticorpo ¢ internalizado em um espago
de tempo desconhecido apos o bloqueio. Estas informagdes nos sugerem que uma vez
bloqueada, a célula pode voltar a expressar o 9-O-acetil GD3.

Em contrapartida, quando foi estipulada a duracdo do intervalo entre as injegdes foi
verificado que durante esse periodo ainda existe quantidade suficiente de Jones para bloquear
novamente as células que voltaram a expressar o gangliosideo (Santiago e cols, 2004).

Assim ¢ provavel que nos intervalos entre a internalizagdo do complexo antigeno
anticorpo, a reposicao do 9-O-acetil GD3 na membrana e o sucessivo bloqueio pelo anticorpo
Jones presente no meio, as células podem migrar e tornar a estacionar na camada molecular

em ratos imunobloqueados. Assim, se em ratos imunobloqueados saem e chegam menos
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células da EGL e IGL, respectivamente, ratos que receberam apenas solugao salina e possuem
grande demanda de células abandonando a EGL, mas também possuem uma grande
quantidade de células chegando a IGL, isto justificaria a mesma quantidade de células na
camada molecular.

Portanto de acordo com o perfil padrao de células migratérias (fusiformes) e
estacionarias (arredondadas) ja descritos anteriormente (Rakic, 1971; Edmonson & Hatten,
1987), foi quantificado a propor¢do de células estaciondrias e migratorias em cada condicao.
Verificamos um decréscimo na porcentagem de células com perfil migratorio e um acréscimo
na porcentagem de células com perfil estacionario em ratos imunobloqueados em comparacao
aos ratos que receberam A2B5 e aos ratos que receberam solucdo salina. Este dado reforca a
hipdtese de que, em ratos que receberam inje¢des intraventriculares do mAb Jones, algumas
células conseguem sair da EGL, porém essas, muitas vezes estacionam na ML, enquanto em
ratos que receberam inje¢des de solucdo salina, as células saem normalmente da EGL e
continuam migrando pela ML em direcdo a IGL. Também foi verificada uma maior influéncia
do anticorpo na folha X. Esta apresentou maior diferenca entre ratos injetados com mAb
Jones e com solu¢ao salina do que as outras folhas.

Também avaliamos a possibilidade de haver alguma alteragdo na ML ja que esta dobra
em espessura durante a segunda semana pés-natal devido ao acréscimo de fibras paralelas das
células granulares diferenciadas (Komuro & Rakic, 1995). Nao verificamos diferenga
significativa na espessura da ML entre ratos que sofreram o imunobloqueio cronico e ratos
que receberam solugdo salina.

Na imunohistoquimica in vivo também flagramos células migratérias abandonando a
ML e chegando a IGL expressando o 9-O-acetil GD3. J4 que detectamos um acimulo de
células na EGL, um aumento de células estaciondrias na ML e uma diminui¢do de células

migratdrias na mesma camada, resolvemos verificar se houve alguma alteragdo na IGL.
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Nao encontramos diferenga significativa na espessura, area ¢ densidade da camada
granular interna entre ratos das condi¢des estudadas. A camada granular interna ¢ a mais
numerosa de todo o encéfalo e o numero de células da EGL ou ML, percentualmente, ¢
infimo perto da IGL (Altman, 1966; 1972°  Rakic, 1971). Entdo uma modificacao
significativa para EGL, pode ndo ser significativa para a IGL, ja4 que esse percentual sera
diluido pela grande quantidade de neurdnios existentes nessa camada. Este dado nos sugere
que o bloqueio de um ter¢o do periodo de migracdo das células granulares do cerebelo (trés
semanas) ndo foi suficiente para causar uma alterag@o nessa camada.

Como comentado anteriormente, ja foi observado que o 9-O-acetil GD3 ¢ expresso por
células da substancia branca e que algumas delas correspondem a oligodendrocitos (Berredo-
Pinho, 1997). Por esse motivo resolvemos observar se houve alguma interferéncia na area
ocupada por essa camada e ndo observamos diferenga significativa nas condi¢des estudadas,
sugerindo que o 9-O-acetil GD3 possa nao exercer papel algum na mieliniza¢ao

Também foi verificado se esse efeito de interferéncia na migragdo das células granulares
poderia ser provocado pela influéncia do anticorpo sobre as fibras gliais que servem de
suporte para a migragdo. Foi observado que ha marcagdo com o mAb Jones em fibras gliais
quando a imunohistoquimica ¢ realizada in situ (Figuras 25 e 26). Porém ndo ¢ observado o
mesmo padrdo de marcagdo na imunohistoquimica in vivo. Isso pode acontecer porque as
células de glia radial podem internalizar o complexo antigeno-anticorpo em uma taxa mais
rapida do que as outras células cerebelares.

Também foi quantificado o numero de fibras gliais e foi verificado que nao ha diferenca
no nimero e na morfologia das fibras gliais descartando a hipotese do 9-O-acetil GD3 exercer

alguma influéncia sobre a populagdo de glia radial.
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4.1. A expressao do 9-O-acetil GD3 pelas células de Purkinje:

A expressao do 9-O-acetil GD3 ¢ muito intensa nas células de Purkinje. Para avaliar a
expressao do 9-O-acetil GD3 nessas células, realizamos duplas marcagdes com o anti-CD60b
e anti-calbindina. A calbindina ¢ uma proteina ligadora de calcio presente na célula de
Purkinje diferenciada. Foi observada, em algumas regides, uma marcagdao quase
complementar em P14, sugerindo a presenca do padrdo de bandas na marcacdo do 9-O-acetil
GD3 descrito anteriormente neste trabalho. Porém a calbindina ndo ¢ expressa de forma
compartimentalizada. Foi demonstrado que a proteina calbindina é essencial para sobrevida
das células de Purkinje e que ela é expressa por essas células desde E19 (Enderlin e cols.,
1987; Nordquist e cols.,1988; Opperman e cols., 1990).

Uma possibilidade ¢ o pico de expressdao do 9-O-acetil GD3 ocorrer em um periodo do
desenvolvimento diferente do pico da expressdo da calbindina. Ja4 foi demonstrado que o
Jones reconhece um antigeno diferente na fase adulta (Schlosshauer e cols., 1988) e que o p-
path (anticorpo que reconhece os mesmos antigenos do que o Jones) se liga as células de
Purkinje de cerebelo adulto também em um padrao de bandas (Leclerc e cols., 1992),
sugerindo a presenga desse outro antigeno nessa célula. Uma hipdtese plausivel é que em uma
fase inicial do desenvolvimento o 9-O-acetil GD3 seja super expresso pelas células de
Purkinje. Posteriormente ele desapareceria sendo sucedido pelo aumento da expressdo de
calbindina, o que justificaria a alternancia em alguns casos. Ainda assim, o 9-O-acetil GD3
comecga a ser substituido pela expressao do outro glicolipideo acetilado reconhecido pelo mAb

Jones, o que explicaria a expressao das duas moléculas em algumas células.

4.2. Ensaio de adeséo celular:
Outro parametro que avaliamos foi como o 9-O-acetil GD3 pode atuar nesse processo

de migracao.
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Em outro trabalho do nosso grupo foi demonstrado através de microscopia confocal
que o 9-O-acetil GD3 co-localiza com a proteina integrina 1 em células granulares
migratérias em culturas de explantes de cerebelo (Lima, 2006). Como comentado
anteriormente, a principal propriedade da integrina ¢ a ligacdo desta a proteinas da MEC,
como a fibronectina, laminina, coldgeno e vitronectina, formando os contatos focais.
(Anton ¢ cols, 1999; Giancotti & Ruoslahti, 1999; Mitra, e cols., 2005). A formacao desses
contatos pela proteina integrina € essencial para o processo de migragao neuronal (Dulabon
e cols., 2000; Schmid e cols., 2004). Entao, avaliamos a adesao de células dissociadas,
previamente bloqueadas com o anticorpo anti-CD60b, a laminulas tratadas com poli-L-
lisina e laminina. Foi observado um decréscimo de aproximadamente 60% no nimero de
células aderidas na situacdo em que as células foram previamente tratadas com o anti-
CD60b em relagdo a situagdo controle, em que as células ndo foram tratadas com nenhum
anticorpo. Além disso, ndo foi verificada diferenca significativa no ntimero de células
aderidas entre os grupos que foram previamente tratados com o anticorpo A2B5 e a
situagdo controle. Este dado sugere que o anti-CD60b possa estar interferindo no processo
migratorio através da interferéncia na adesdo celular as fibras gliais. Estas, expressam
laminina em suas membranas citoplasmaticas e sua ligacio com neuroblastos ¢
fundamental para que ocorra o processo de migratorio.

J& foi demonstrado que existem multiplos sistemas receptores para adesdo, que
envolvem laminina, poli-L-lisina, coldgeno e fibronectina (Fishman & Hatten, 1993).
Entdo resolvemos avaliar se 0 9-O-acetil GD3 estaria envolvido em outros tipos de adesao.
Para isso, plaqueamos células bloqueadas com anti-CD60b em laminulas revestidas de
poli-L-lisina, apenas, ou no préprio plastico da placa de cultura. Nao observamos diferenca
significativa entre o nimero de células aderidas que foram incubadas com anti-CD60b,

A2BS5 ou que ndo receberam nenhum tratamento prévio. Este dado nos sugere que o 9-O-

-8l -



acetil GD3 ndo atua na adesao mediada por poli-L-lisina ou pelo plastico da placa de
cultura, mas sim especificamente na adesao mediada por laminina. Como o 9-O-acetil GD3
se mostrou indispensavel para o desenvolvimento regular do cerebelo, podemos sugerir
que o mecanismo de adesdo utilizado in vivo pelas células granulares na migragdo para a
formacdo da IGL ¢ mediado por integrina/laminina e modulado pelo 9-O-acetil GD3

(Figura 38).
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Figura 38. Diagrama esquematico ilustrando o possivel mecanismo de agdo do
gangliosideo 9-O-acetil GD3 (9-O-GD3). A modulacdo do gangliosideo na funcéo
da proteina integrina pode ser através de moléculas de Ca?*, necessarias para
ativacdo da proteina, e/ou através de interacdes diretas entre o 9-O-acetil GD3 e a
integrina. No diagrama podemos observar um primeiro estagio onde a proteina
integrina se encontra desativada e ndo ha reconhecimento da laminina. No segundo
estagio um agrupamento de gangliosideos (representados no esquema por apenas
um gangliosideo) se aproximam da proteina integrina promovendo um espago
enriquecido de Ca?*, necessarios para a ativagdo e reconhecimento de moléculas da
MEC pela integrina, consequentemente, havendo a adesdo (adaptado de Mendez-
Otero & Santiago, 2001).



6. Conclusoes

* O mAb Jones injetado nos ventriculos laterais se difunde até o cerebelo e
marca células granulares pos-mitoticas e migratorias, células de Purkinje, assim
como suas arboriza¢des dendriticas, e células com perfil migratério na substancia
branca.

» Ratos que sofreram o imunobloqueio crénico in vivo com mAb Jones exibem
maior densidade celular na EGL, menor nimero de células com perfil migratério e
maior numero de células com perfil estacionario na ML.

* O imunobloqueio cronico com mAb Jones ndo interfere no niimero de células
em proliferacao na EGL.

* O imunobloqueio cronico ndo interfere no numero e morfologia de fibras de
glia radial no cerebelo em desenvolvimento.

* O imunobloqueio com o anti-CD60b promove o decréscimo de 63% no
numero de células aderidas ao substrato contendo laminina sugerindo um papel do
ganlgiosideo 9-O-acetil GD3 em mediar fendmenos de adesdao envolvendo

integrinas e laminina.
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