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A Doença de Alzheimer (DA) é a mais comum desordem neurodegenerativa 
relacionada à idade. Os sintomas clínicos resultam da deterioração de determinadas 
regiões cognitivas, particularmente aquelas relacionadas à memória. Estima-se que 
29 milhões de pessoas no mundo sofram de demência do tipo DA. A presença de 
emaranhados neurofibrilares (NFTs) intracelulares constituídos pela proteína tau 
hiperfosforilada e as placas extracelulares constituídas pela proteína beta-amilóide 
(Aβ) são características da DA. Existe uma ampla variedade de evidências 
genéticas, fisiológicas e bioquímicas que suportam a idéia que o peptídeo Aβ é ao 
menos uma das causas que originam a DA. Em diferentes modelos experimentais 
têm sido utilizados diversos peptídeos Aβ sintéticos para estudar os mecanismos de 
toxicidade envolvidos na DA. Entre os fragmentos do peptídeo Aβ utilizados, o 
peptídeo Aβ25-35 é considerado o mais curto fragmento tóxico exercendo efeitos 
neurotóxicos similares àqueles produzidos pelos peptídeos Aβ1-40 ou Aβ1-42, tais 
como danos no aprendizado e na memória, apoptose neuronal, disfunção colinérgica 
e estresse oxidativo. Este fragmento exibe significantes níveis de agregação 
molecular, mantendo a toxicidade observada pelo peptídeo Aβ1-42 e dessa forma 
representa a região biologicamente ativa do peptídeo encontrado em pacientes com 
DA. Assim, o peptídeo Aβ25-35 é rotineiramente usado para estabelecer modelos de 
DA, para estudar as propriedades neurotóxicas do peptídeo Aβ e para a triagem de 
fármacos neuroprotetores. Neste trabalho, nós procuramos estabelecer uma 
comparação entre os dois peptídeos Aβ comumente usados, Aβ1-42 e Aβ25-35 num 
modelo in vitro de toxicidade pelo peptídeo Aβ. Para esse propósito foram utilizadas 
culturas organotípicas de hipocampo de rato expostas a 25 μM do peptídeo Aβ1-42 
ou a 25 µM do peptídeo Aβ25-35 durante 48h. A morte celular foi quantificada pela 
medida da captação do iodeto de propídeo (IP), um marcador de morte celular. Nós 
observamos que ambos os peptídeos Aβ apresentaram toxicidade similar, causando 
cerca de 39% de dano celular no hipocampo. Não houve diferença significativa na 
extensão da morte celular entre os peptídeos Aβ1-42 e Aβ25-35, indicando que 
ambos causaram um efeito tóxico similar. Além disso, nós avaliamos a ativação de 
caspase 3, uma proteína executora chave na apoptose, por Western blotting. A 
exposição a 25 µM dos peptídeos Aβ1-42 ou Aβ25-35 por 48h aumentou 
significativamente a quantidade de caspase 3 clivada quando comparado às fatias 
controles não expostas aos peptídeos. Além disso, não houve diferenças entre os 
níveis de caspase 3 clivada induzida pelos peptídeos Aβ1-42 e Aβ25-35. Nós 
também não observamos efeito de ambos os peptídeos na fosforilação das 
proteínas PTEN e Akt; porém, de modo contrário, a percentagem de fosforilação da 
proteína GSK-3β foi aumentada por ambos os peptídeos Aβ. Neste trabalho, nós 
também avaliamos o efeito do tratamento prévio das culturas com 25 μM de 
resveratrol. O tratamento das culturas por 72h com resveratrol antes da exposição 
ao peptídeo Aβ25-35 parece exercer efeito neuroprotetor. Embora mais estudos 
sejam necessários para entender os mecanismos da toxicidade do peptídeo Aβ, 
nossos resultados fornecem fortes evidências de que o peptídeo Aβ1-42 e o 
fragmento sintético Aβ25-35 induzem dano celular de maneira semelhante. 
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Alzheimer’s disease (AD) is the most commom age-related neurodegenerative 
disorder. The clinical symptoms result from deterioration of selective cognitive 
domains, particularly those related to memory. It is estimated that 29 million people 
worldwide suffer from dementia like AD. The presence of intracelular neurofibrilary 
tangles (NFTs) of the hyperphosphorylated protein tau and extracellular amyloid-beta 
(Aβ) protein into plaques are the hallmarks of AD. There is a plethora of genetic, 
physiological and biochemical evidences that supports the idea that Aβ is at least 
one of the originating causes of the AD. Several synthetic Aβ peptides have been 
used to study the mechanisms of toxicity involved in AD. Among the Aβ fragments 
studied so far, the Aβ25-35 peptide is considered the shorter toxic fragment exerting 
neurotoxic effects similar to those produced by Aβ1-40 or Aβ1-42 peptides, such as 
learning and memory impaired, neuronal apoptosis, cholinergic dysfunction, and 
oxidative stress. Therefore, this peptide exhibits significant levels of molecular 
aggregation, retaining the toxicity of the full-length peptide and representing the 
biologically active region of Aβ1-42 peptide. Thus Aβ25-35 peptide is communly used 
to establish the AD model for the study of the neurotoxic properties of Aβ peptide and 
drug screening. In this work, we sought to establish the comparison between two 
commonly used Aβ peptides Aβ1-42 and Aβ25-35 on an in vitro model of Aβ toxicity. 
For this purpose, we used organotypic slice cultures of rat hippocampus exposed to 
25 μM of both Aβ peptides for 48h. Cell death was quantified by measuring propidium 
iodide (PI) uptake, a marker of necrotic dead cell. We observed that both Aβ peptides 
caused about 39% of cell damage in hippocampus. There were no significant cell 
death differences between Aβ1-42 and Aβ25-35 peptides, indicating that both caused 
the similar toxic effect. Moreover, we evaluated the caspase-3 activation, a key 
executor in apoptosis, by Western blotting. The exposure to 25 µM of Aβ1-42 or 
Aβ25-35 peptides for 48h significantly increased the amount of cleaved-caspase-3 
when compared to control slice cultures not exposed to peptides. Besides, there 
were no statistical differences between cleaved-caspase-3 induced by Aβ1-42 and 
Aβ25-35 peptides. In addition, we did not observe any effect of both peptides on 
PTEN and Akt phosphorylation; otherwise the phosphorylation of GSK-3β was 
increased by both Aβ peptides. In this work, we also evaluated the effects of 
treatment with 25 μM of resveratrol on cell death induced by 25 μM of Aβ25-35 
peptide. The treatment of cultures for 72h with resveratrol before the Aβ25-35 
peptide exposure seems to exert neuroprotective effects. Although further studies are 
necessary for understanding the mechanisms underlying Aβ peptide toxicity, our 
results provide strong evidence that Aβ1-42 and the synthetic fragment Aβ25-35 
peptides induce neuronal injury in a similar pattern. 
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Aβ – peptídeo beta-amilóide (Amyloid-beta peptide) 
Aβ1-42 – peptídeo beta-amilóide contendo 42 aminoácidos 
Aβ25-35 – fragmento contendo 11 aminoácidos (do 25 ao 35) do peptídeo beta-
amilóide de 42 aminoácidos 
ADAM – família de desintegrinas e metaloproteases (Disintegrin and metalloprotease 
family) 
AICD – domínio APP intracelular (APP intracellular domain) 
α7nAchR – receptor nicotínico da acetilcolina 7α (
α
7 nicotinic acetylcholine receptor) 
Akt/PKB – Homóloga Celular ao Oncogene Viral v-Akt/ proteína cinase B (protein 
kinase B) 
APH-1 – Anterior Pharynx defective 
APP – proteína precursora amilóide (Amyloid Precursor Protein) 
APP
Swe
 – mutação Suíça da APP (Swedish mutation) 
APP
Arc
 – mutação Ártica da APP (Arctic mutation) 
Apo E – apolipoproteína E 
sAPPα - forma secretada da APPα 
sAPPβ – forma secretada da APPβ 
BACE -1 – β-secretase (β-site of beta-amyloid precursor protein cleaving enzyme 1) 
C83 – fragmento de 83 aminoácidos 
C99 – fragmento de 99 aminoácidos 
COX – ciclooxigenase (cyclooxygenase) 
COX-1 – ciclooxigenase-1 (cyclooxygenase-1) 
COX-2 – ciclooxigenase-2 (cyclooxygenase-2) 
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DMSO – dimetilsulfóxido 
DP – Doença de Parkinson 
ERK – cinase regulada por sinais extracelulares (Extracellular Signal-Regulated 
Kinase) 
FAD – Doença de Alzheimer Familiar (Familial Alzheimer’s Disease) 
GM1 - monosialotetrahexosilgangliosídio (monosilotetrahesosylganglioside) 
(gangliosídio com um resíduo Ácido-N-acetilneuramínico - Neu5Ac) 
GSK-3β – glicogênio sintase cinase-3 beta (Glycogen Syntase Kinase-3 beta) 
IDE – enzima que degrada a insulina (Insulin-Degradin Enzyme) 
IL – interleucina (interleukin) 
IL-1β – interleucina – 1 beta (interleukin – 1 beta) 
IL-6 – interleucina – 6 (interleukin - 6) 
IP – iodeto de propídeo (Propidium iodide) 
JNK – Proteína cinase de C-Jun n-terminal (Jun n-terminal kinase) 
LRP – proteína relacionada ao receptor de lipoproteína de baixa densidade (low-
density lipoprotein receptor) 
LTP – potencial de longa duração (Long Term-Potentiation) 
MAPK – proteína cinase ativada por mitógenos (Mitogen-Activated Protein Kinase) 
MAPs – proteínas associadas aos microtúbulos (Microtubule Associated Proteins 
family) 
NFκB – fator nuclear κappa B (Nuclear Factor κappa B) 
NMDA – receptor de glutamato N-Metil-D-Aspartato 
NO – óxido nítrico (Nitric Oxide) 
PEN-2 – intensificador de presenilina 2 (Presenilin Enhancer 2) 
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PKC – proteína cinase C (Protein Kinase C) 
PS – presenilina (Presenilin) 
PTEN – homólogo da fosfatase e tensina deletado no cromossoma 10 (Phosphatase 
and Tensin Homologue Delected on Chromossome 10) 
RAGE – receptor para produtos finais de glicação avançada (Receptor for Advanced 
Glycation End Products) 
SIRT1 – sirtuina 1 (histona deacetilase classe III) (NAD-depemdent class III histone 
deacetylase) 
SNC – sistema nervoso central 
TNFα - fator de necrose tumoral alfa (Tumoral Necrosis Factor- alpha) 
Wnt – família de proteínas glicosiladas ricas em cisteína derivadas do gene Wingless 
de Drosophila e do gene Int-1 de camumdongo 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Doença de Alzheimer 
O espantoso aumento da expectativa de vida durante o século 20, de 
aproximadamente 49 anos para mais de 70 anos, têm resultado em um crescente 
número de indivíduos que alcançam a idade em que as doenças neurodegenerativas 
tornam-se comuns (SELKOE, 2001). Estas doenças caracterizam-se pela 
degeneração de sinapses e morte de certas populações de neurônios com 
conseqüente demência ou déficits nos movimentos (HAASS and KAHLE, 2000). 
Entre estas desordens, a Doença de Alzheimer (DA) tem emergido como uma das 
mais prevalentes formas de demência em humanos. A DA é uma demência com alta 
incidência, distinta da demência associada ao acidente vascular cerebral, e sua 
prevalência aumenta acentuadamente com o avanço da idade (AISEN and DAVIS, 
1997). 
Aproximadamente 10% da população acima dos 65 anos e 48% com mais de 
85 anos de idade são afetados pela DA (HAMDANE et al., 2003). Atualmente, 
estima-se que, mundialmente, 29 milhões de pessoas sofram de demência 
(SCHWAN et al., 2007; WIMO et al., 2007). Sob o ponto de vista da saúde pública, 
as demências constituem um dos grandes desafios atuais e futuros. Isso se deve à 
sua elevada freqüência e à enorme repercussão econômica que provocam, 
transformando-se na terceira enfermidade de maior custo, depois das doenças 
cardiovasculares e do câncer (DARTIGUES et al., 2002; LEIFER, 2003). Estima-se 
que mundialmente US$ 210 bilhões foram gastos diretamente com cuidados à 
demência em 2005 (WIMO et al., 2007) e têm-se questionado se será possível tratar 
e cuidar do crescente número de pessoas com demência (LOVESTONE, 2002). Em 
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[image: alt]função do envelhecimento da população, o número de portadores da DA aumentará 
dramaticamente, sendo que 2/3 destes portadores serão de países em 
desenvolvimento (http://www.alzheimermed.com.br). No Brasil, espera-se que em 
2025 o número de pessoas com 60 anos ou mais atinja 31,8 milhões. Dessa forma, 
estima-se que o número de pacientes que desenvolverão a DA seja em torno de um 
milhão e 200 mil. 
A idade de início das manifestações clínicas características desta demência é 
mais precoce e sua progressão mais acelerada em pacientes com história familiar 
desse transtorno (MATTSON and CHAN, 2003). Caracterizada pela perda de 
memória, mudanças comportamentais, déficits de julgamento e fluência verbal, que 
aumentam em freqüência e severidade com a evolução da doença, acompanhada 
pela progressiva perda da habilidade em realizar atividades cotidianas simples, a DA 
tem um grande impacto no ambiente familiar, devido à necessidade de cuidados 
contínuos ao paciente (CITRON, 2002; RODRIGUEZ et al., 2003; BLESA, 2004). Os 
sintomas psicóticos são crônicos e estão associados à longa duração da doença e à 
rápida progressão do seu curso clínico (PAULSEN et al., 2000). Desordens na 
linguagem em pessoas com DA são freqüentes e incluem dificuldades de 
identificação, fluência, compreensão e associação das palavras, podendo levar à 
afasia. Desorganização no controle motor (aprazia) também pode ser percebida, 
além do não conhecimento de objetos e/ou familiares (agnosia) (HELMES and 
OSTBYE, 2000). 
A maioria dos casos de DA são esporádicos, onde o maior fator de risco é o 
envelhecimento. Raros são os casos de DA ocasionados por mutações genéticas, 
nas quais o início da doença ocorre a partir dos 30 anos de idade (MATTSON, 
2004). 
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1.1.2. Fatores Genéticos 
A DA é caracterizada pela presença de duas alterações moleculares 
características: os depósitos extracelulares do peptídeo Aβ, denominados placas 
neuríticas ou placas senis, constituídas por agregados de um fragmento de 38 a 43 
aminoácidos gerados pelo processamento proteolítico da proteína precursora 
amilóide (APP – Amyloid Precursor Protein); e os emaranhados neurofibrilares 
intracelulares compostos pela proteína tau (
τ
)  hiperfosforilada (KANG et al., 1987; 
ARRIGADA et al., 1992; HAMDAME et al., 2003; SELKOE, 2004). 
A patologia da DA constitui um quadro complexo envolvendo a combinação 
de fatores genéticos, moleculares e ambientais. Estudos genéticos demonstram que 
mutações nas presenilinas 1 e 2 (PS1 e PS2) e na APP, localizadas nos 
cromossomos 14, 1 e 21 respectivamente, estão associadas a forma familiar da DA 
de início precoce (FAD – Familial Alzheimer’s Disease) (PUGLIELLI et al., 2003; 
KOO and KOPAN, 2004; PARIHAR and HEMNANI, 2004). As presenilinas são 
proteínas localizadas na membrana celular com sítio ativo voltado para o espaço 
transmembrana, presentes também em membranas de organelas como na 
membrana mitocondrial interna, no retículo endoplasmático e no complexo de Golgi. 
As presenilinas possuem diversos substratos, os quais devem primeiramente sofrer 
processamento proteolítico para perder seu ectodomínio para subseqüentemente 
serem clivados no espaço trasmembrana, o que pode explicar porque mutações 
nessas proteínas podem levar ao desenvolvimento da DA (SELKOE, 2004). A APP é 
uma glicoproteína transmembrana expressa por células neurais e não-neurais que 
se localiza na membrana citoplasmática e postula-se que possua funções na adesão 
e nos movimentos celulares (SABO et al., 2001). Além disso, a APP, assim como as 
presenilinas, também pode estar localizada nas membranas do complexo de Golgi, 
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reticulo endoplasmático e da mitocôndria (LAFERLA et al., 2007) e alterações nessa 
proteína ou no seu processamento podem ter como conseqüência a produção do 
peptídeo Aβ e o surgimento da DA. 
Outro fator de risco para o desenvolvimento da DA, o qual pode afetar 
possivelmente a deposição do peptídeo Aβ e a formação dos emaranhados 
neurofibrilares, é o gene da apolipoproteína E (ApoE), localizado no cromossomo 19 
(BOSSY-WETZEL et al., 2004; KOO and KOPAN, 2004; PARIHAR and HEMNANI, 
2004). Há três isoformas conhecidas de ApoE codificadas por genes ε2,  ε3, ε4. O 
alelo  ε4 do gene da ApoE aumenta o risco para a DA. A principal hipótese do 
envolvimento da ApoE é a formação de um complexo ApoE/Aβ promovendo a 
retirada do peptídeo Aβ via proteína relacionada ao receptor de lipoproteína de baixa 
densidade – 1 (LRP-1). Entretanto, a ApoE ε4 liga-se fracamente ao peptídeo Aβ 
(quando comparado à ApoE ε2 ou ε3), reduzindo a capacidade de remoção do 
peptídeo Aβ e promovendo, dessa maneira, a acumulação e a formação das placas 
senis (MARTINS et al., 2006). 
A associação dessas alterações gera diversas respostas moleculares e 
celulares levando às principais alterações encontradas no tecido cerebral de 
indivíduos portadores da DA. 
 
1.1.3. Aspectos fisiopatológicos e moleculares da Doença de Alzheimer 
A DA foi primeiramente descrita pelo psiquiatra alemão Alois Alzheimer em 
1906, quando examinou o cérebro de uma paciente de 50 anos de idade vítima de 
uma doença mental incomum (ALZHEIMER, 1907). Alois Alzheimer observou que o 
tecido cerebral desta paciente apresentava alterações como perda de células em 
áreas do cérebro que são essenciais para a memória e outras habilidades mentais. 
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[image: alt]Entre as alterações histopatológicas encontradas por Alois Alzheimer destacam-se 
os emaranhados neurofibrilares e as placas senis (amilóides) como apresentados na 
Figura 1. 
 
Figura 1. Alterações morfológicas características da DA.  a. Placas senis 
constituídas por depósitos extracelulares do peptídeo Aβ cercados por neuritos 
distróficos, astrócitos reativos e pela microglia. b. Emaranhados neurofibrilares 
constituídos por agregados intracelulares compostos pela forma hiperfosforilada da 
proteína tau. Escala 100 µm (adaptada de HAASS and SELKOE, 2007). 
 
Os emaranhados neurofibrilares são formados pela deposição da proteína tau 
(
τ
), uma fosfoproteína constituinte da família das proteínas associadas a 
microtúbulos (Microtubule Associated Proteins family – MAPs) e apresenta mútiplos 
sítios de fosforilação (MANDELKOW et al., 2003; FORMAN et al., 2004; GONG et 
al., 2006). A proteína tau é altamente expressa no cérebro, principalmente em 
neurônios (PARIHAR and HEMNANI, 2004). Sua principal função é manter os 
monômeros de tubulina unidos, estabilizando os microtúbulos que modulam a 
organização funcional do neurônio, importante para a manutenção da sua forma 
estrutural, influenciando desse modo o transporte neuronal (HAMDANE et al., 2003; 
FORMAN et al., 2004). Na doença de Alzheimer, a proteína tau hiperfosforilada 
desprende-se dos microtúbulos, acumulando-se no soma e desestruturando o 
citoesqueleto neuronal (PHIEL et al., 2003). 
  5




[image: alt]O peptídeo Aβ é produzido por endoproteólise a partir da APP através da 
clivagem seqüencial por complexos enzimáticos denominados α-, β- e γ-secretases 
(HAASS et al., 1992; SHOJI et al., 1992; SELKOE, 1996) (Figura 2). A APP é 
amplamente expressa por todos os tipos celulares e em diferentes isoformas, 
alcançando um tamanho de 695 a 770 aminoácidos. A APP constituída de 695 
(APP695) é a isoforma mais abundante no SNC e produzida principalmente por 
neurônios (MATTSON, 2004). 
   
Figura 2. Processamento proteolítico da APP. O processamento não-
amiloidogênico mediado pela α-secretase ocorre dentro do domínio Aβ prevenindo, 
dessa maneira, a geração e a liberação do peptídeo Aβ. O processamento 
amiloidogênico mediado β-secretase, seguido pela γ-secretase, gera o peptídeo Aβ 
(adaptado de LAFERLA et al., 2007). 
 
No processamento não amiloidogênico a clivagem da APP ocorre na região 
central do domínio do peptídeo Aβ (entre os resíduos 10 e 17) pela α-secretase, 
liberando uma forma secretada da APPα (sAPPα) da superfície celular e deixando 
um fragmento de 83 aminoácidos (C83) que é clivado pelo complexo γ-secretase 
(constituído por PS1, nicastrina, APH-1 e PEN-2), gerando um pequeno fragmento 
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hidrofóbico conhecido como p3, com funções ainda não compreendidas (HAASS et 
al., 1992; KIMBERLY et al., 2003; MATTSON, 2004; SELKOE, 2004). Diversas 
atividades biológicas in vitro têm sido descritas para a sAPPα, desde fator trófico ou 
neuroprotetor até inibidor de serina proteases e molécula de adesão. Além disso, o 
processamento seqüencial por α- e γ-secretases também libera um domínio APP 
intracelular (AICD), que pode se ligar à proteína adaptadora citoplasmática Fe65 e 
mediar sinalização nuclear (CAO and SUDHOF, 2001; KIMBERLY et al, 2001). 
O processamento amiloidogênico envolve a clivagem seqüencial da APP pela 
β-secretase ou BACE-1 (β-site of beta-amyloid precursor protein cleaving enzyme 1), 
enzima expressa quase que exclusivamente no SNC particularmente em neurônios, 
e pelo complexo γ-secretase (MATTSON, 2004; SELKOE, 2004). Nesse processo, a 
BACE-1 cliva a APP no aminoácido 99 da região C-terminal, liberando a forma β-
secretada da APP (sAPPβ) no espaço extracelular, deixando um fragmento de 99 
aminoácidos (C99) preso a membrana citoplasmática. A subseqüente clivagem do 
C99, entre os resíduos 38 e 43, pelo complexo γ-secretase libera o peptídeo Aβ 
(SELKOE, 2004, LAFERLA et al., 2007). A maior quantidade de peptídeo Aβ 
produzido possui 40 aminoácidos (Aβ1-40), enquanto uma pequena porção, 
aproximadamente 10%, contém 42 aminoácidos (Aβ1-42). O peptídeo Aβ1-42 é a 
forma mais hidrofóbica e mais propensa à formação de fibrilas, além de ser a 
isoforma predominante encontrada nas placas senis (JARRETT et al., 1993; 
MATTSOM, 1997; YOUNKIN, 1998; SELKOE, 2001). 
O peptídeo Aβ pode existir em múltiplos estados – monômeros, oligômeros, 
protofibrilas e fibrilas. A propriedade de ser produzido na forma monomérica e 
possuir capacidade de formar fibrilas e outros estados intermediários é uma 
característica exclusiva que define a fisiopatologia da DA (KLEIN et al., 2001; 
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LAFERLA et al., 2007). No seu estado monomérico, o peptídeo Aβ parece não ser 
neurotóxico, entretanto, espécies oligoméricas e protofibrilares são consideradas 
potentes bloqueadores de potenciais de longa duração (LTP) (LAMBERT et al, 1998; 
LAFERLA et al., 2007). Ainda na forma monomérica, o peptídeo Aβ pode sofrer 
degradação proteolítica por ação de peptidases como a gelatinase A (YAMADA et 
al., 1995), gelatinase B (HOWELL et al., 1995), enzima que degrada insulina (IDE – 
insulin-degradin enzyme) (KUROCHKIN and GOTO, 1994; CARRO and TORRES-
ALEMAN, 2004), neprilisina (HOWELL et al., 1995) entre outras. Entre estas 
peptidases, a neprilisina parece ser a maior responsável pela degradação do 
peptídeo Aβ no SNC (TAKAKI et al., 2000; IWATA et al., 2001). Entretanto, quando o 
peptídeo Aβ não sofre esta degradação ele pode ser oligomerizado, gerando o 
peptídeo Aβ oligômero, solúvel que se transforma em protofibrilas, ainda solúvel, e 
que por fim, forma fibrilas, insolúveis e que se agregam formando a placa neurítica 
ou senil (IWATA et al., 2005). A formação de fibrilas é um processo bastante 
complexo. O mecanismo que dirige este processo, particularmente no cérebro idoso, 
ainda não é conhecido, mas parece estar relacionado ao dobramento protéico. A 
oligomerização do peptídeo Aβ também envolve as interações com a bicamada 
lipídica, em particular com microdomínios conhecidos como rafts de lipídios ricos em 
colesterol e glicoesfingolipídios (KAWARABAYASHI et al, 2004; KIM et al., 2006). 
Como lipídios de membrana podem modular ambos, a dinâmica de dobramento e a 
velocidade de agregação protéica, diferentes composições lipídicas em membranas 
de diferentes compartimentos subcelulares podem influenciar a agregação do 
peptídeo Aβ. Estudos recentes apontam que a oligomerização do peptídeo Aβ é 
acelerada através da interação deste com agrupamentos (clusters) de 
monosialogangliosídios em rafts de lipídios, resultando na geração de peptídeo Aβ 
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ligado ao gangliosídio GM1, o qual pode então atuar como um agente de nucleação 
para facilitar a agregação do peptídeo Aβ (WAKABAYASHI et al., 2005; 
MATSUAZAKI et al., 2007). 
Os mecanismos da neurotoxicidade induzida pelo peptídeo Aβ permanecem 
incertos. Até recentemente acreditava-se que o peptídeo Aβ induzia toxicidade 
somente quando na forma fibrilar, de modo que ratos transgênicos que 
apresentavam anormalidades comportamentais características do modelo animal de 
DA mesmo na ausência da deposição de placas senis não eram considerados bons 
modelos para o estudo da DA (KLEIN et al., 2001). Entretanto, foi observado que a 
perda sináptica, analisada pela imunorreatividade para sinaptofisina tanto em 
modelos animais quanto em análise post mortem do cérebro de pacientes, 
correlacionava-se diretamente com os altos níveis de pequenas formas oligoméricas 
solúveis do peptídeo Aβ (HSIA et al., 1999; LUE et al., 1999). Além disso, os 
depósitos do peptídeo Aβ na forma de placas freqüentemente localizam-se distantes 
dos sítios de perda neuronal (KLEIN et al., 2001), sugerindo que formas oligoméricas 
solúveis do peptídeo Aβ difundem-se pelo parênquima cerebral modulando diversas 
funções cerebrais antes da sua autoagregação e deposição. 
O peptídeo Aβ no espaço extracelular pode se ligar a uma variedade de 
biomoléculas, incluindo lipídios, proteínas e proteoglicanos. A ligação do peptídeo 
Aβ a receptores de membrana como receptor nicotínico da acetilcolina 7α 
(α7nAChR), ao receptor glutamatérgico N-Metil-D-Aspartato (NMDA), à proteína 
relacionada ao receptor de lipoproteína de baixa densidade (LRP) e aos receptores 
para produtos finais de glicação avançada (RAGEs) desencadeia uma cascata de 
eventos celulares modulando diversas vias de sinalização levando a um dano celular 
com marcante resposta inflamatória (YAN et al., 1996; WANG et al., 2000; SNYDER 
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et al., 2005; BU et al., 2006;). Entre as diversas vias de sinalização moduladas pelo 
peptídeo Aβ estão a via das proteínas cinases ativadas por mitógenos (MAPK – 
Mitogen-Activated Proteín Kinase), a via PI3K/Akt (fosfatidilinositol-3 cinase), NFκB 
(Nuclear Factor Kappa B) e Wnt (família de proteínas glicosiladas ricas em cisteína 
derivadas do gene Wingless de Drosophila e do gene Int-1 de camumdongo), além 
da ativação de caspases e da fosforilação da proteína tau (JORDAN et al., 1997; 
CAMANDOLA and MATTSON, 2000; DE FERRARI and INESTROSA, 2000; TROY 
et al., 2000; MATTSON and CAMANDOLA, 2001; CARICASOLE et al., 2003; 
RYDER et al., 2004; TONG et al., 2004; CHONG et al., 2006). O peptídeo Aβ pode, 
também, danificar neurônios, indiretamente, através da ativação da microglia e de 
astrócitos, os quais produzem mediadores tóxicos e inflamatórios, tais como óxido 
nítrico (NO), interleucinas 1β (IL-1β) e 6 (IL-6), fator de necrose tumoral α (TNF-α) e 
espécies reativas de oxigênio (KLEGERIS et al., 1994; GOODWIN et al, 1995; 
MEDA et al., 1995; MEDEIROS et al., 2007). 
Resumidamente, as alterações bioquímicas e celulares que o peptídeo Aβ 
desencadeia no tecido nervoso são graduais. Iniciam com mudanças no 
metabolismo da APP com acúmulo acentuado do peptídeo Aβ, quer por um aumento 
na produção total do peptídeo Aβ, quer por um aumento na relação Aβ1-42/Aβ1-40 
ou uma redução na degradação do peptídeo Aβ, levando a oligomerização do 
peptídeo Aβ1-42 com seu conseqüente depósito. Os oligômeros do peptídeo Aβ1-42 
desencadeiam alterações na função sináptica e na sinalização celular. A progressão 
da doença ocorre gerando respostas inflamatórias, pela ativação microglial e 
astrocitária, e a formação das placas senis com conseqüente dano sináptico e 
neuronal progressivo, acompanhados por modificações na homeostasia neuronal e 
por injúria oxidativa. A oligomerização aberrante do peptídeo Aβ é acompanhada 
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pela hiperfosforilação da proteína tau e pela disfunção neuronal difusa. A perda 
celular é associada principalmente com déficits no sistema de neurotrasmissão 
colinérgica gerando demência com placas e emaranhados. 
Devido a essa complexidade dos mecanismos envolvidos na DA, apesar do 
grande avanço no entendimento da fisiopatologia da doença na última década, a 
terapia atual mostra-se limitada a benefícios sintomáticos, sem a capacidade de 
alterar o curso natural da doença. Por essa razão, torna-se urgente a necessidade 
de desenvolvimento de drogas que atuem nos múltiplos mecanismos envolvidos na 
fiosiopatologia da DA. 
 
1.2. Modelos experimentais de Doença de Alzheimer 
Com o objetivo de se compreender melhor os mecanismos envolvidos na 
fisiopatologia da doença, diversos modelos in vitro e in vivo têm sido desenvolvidos. 
Além disso, devido ao alto custo desses modelos, diversos peptídeos Aβ sintéticos 
têm surgido como importantes ferramentas para o estudo da DA. A exposição de 
culturas primárias, de linhagens celulares e de cultura de tecido a fragmentos 
sintéticos do peptídeo Aβ leva à morte celular (YANKNER et al., 1990; LOO et al., 
1993; ABE and SAITO, 2000; JANG and SURH, 2005 a, b; ISHIGE et al., 2007). 
Entre estes fragmentos, o peptídeo sintético de 11 aminoácidos (Aβ25-35) 
representa o mais curto fragmento originado do peptídeo Aβ1-42 (KUBO et al., 2002) 
exibindo significantes níveis de agregação, embora não possua o sítio para ligação 
de metais. Por essa razão, tem sido proposto que o peptídeo Aβ25-35 representa a 
região biologicamente ativa do peptídeo Aβ1-42 (IVERSEN et al., 1995; PIKE et al., 
1995), exercendo toxicidade similar ao peptídeo Aβ1-42, tais como danos no 
aprendizado e memória, apoptose neuronal, disfunção colinérgica e estresse 
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oxidativo (YANKNER et al., 1989; COTMAN and SU, 1996; GUNN-MORE and 
TAVARÉ, 1998; OLARIU et al., 2001; TOHDA et al., 2003). Assim, o peptídeo Aβ25-
35 tem sido rotineiramente utilizado para estabelecer modelos in vitro e in vivo de DA 
para estudar as propriedades neurotóxicas do peptídeo Aβ1-42 e para o “screening” 
de drogas com potencial atividade terapêutica contra a DA (MISITI at al., 2005; 
KOSUGE et al., 2006; NASSIF et al., 2007). 
 
1.2.1. Animais transgênicos 
Os animais transgênicos empregados na pesquisa da DA são principalmente 
ratos e camundongos que apresentam mutações em três genes – APP, PS1 e PS2 
– conhecidos por causar formas familiares da DA (FAD), as quais geralmente 
iniciam por volta dos 30 anos de idade. Uma mutação comumente empregada 
neste modelo é a mutação na APP conhecida com mutação Suiça (APP
Swe
), a qual 
leva a um aumento da clivagem da APP pela β-secretase (HAASS et al., 1995). 
Outra mutação, conhecida como mutação Ártica (APP
Arc
), aumenta a agregação do 
peptídeo Aβ levando ao início de uma forma agressiva da doença (NILSBERTH et 
al., 2001). Mutações nas presenilinas, tais como a mutação PS1M146V, aumentam 
os níveis do peptídeo Aβ1-42 (GUO et al., 1999; JANKOWSKY et al., 2004). 
Aumento na expressão do gene da APP também resulta na DA (CABREJO et al., 
2006; ROVELET-LECRUX et al., 2006). De maneira semelhante, na Síndrome de 
Down, onde ocorre trissomia do cromossomo 21 (gene que expressa a APP), 
também ocorre acumulação do peptídeo Aβ (GYURE et al., 2001; MORI et al., 
2002). 
 
1.2.2. Injeção intracerebral de peptídeos β amilóide sintéticos 
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A injeção intracerebral de peptídeos sintéticos tem sido utilizada como um 
modelo para o estudo de alterações comportamentais, eletrofisiológicas e 
morfológicas induzidos pelo peptídeo Aβ, além de um modelo para o teste de 
substâncias possivelmente terapêuticas. São administrados o peptídeo Aβ1-40 
(MINOGUE et al., 2003; PREDIGER et al., 2007; MEDEIROS et al., 2007), Aβ1-42 
(BOYD-KIMBALL et al., 2005) e também fragmentos deste, como o peptídeo Aβ25-
35 (FREIR et al., 2003; HERVAS-AGUILAR et al., 2005; STEPANICHEV et al., 
2006). 
 
1.2.3. Cultivo celular 
Os modelos de cultivo primário envolvem a exposição ao peptídeo Aβ de 
diversos tipos celulares, como neurônios corticais e cerebelares (MOVSESYAN et 
al., 2004; VAUDRY et al., 2004; INESTROSA et al., 2005; LEE et al., 2005; LIU and 
HONG, 2005; QUINTANILLA et al., 2005), astrócitos corticais (HU and VAN ELDIK , 
1999; ABE et al., 2003; RODRIGUEZ-KERN et al., 2003; MONNERIE et al., 2005), 
microglia (NAKAI et al., 1999; WU et al., 2004; HASHIOKA et al., 2005) e  
oligodendrócitos (ZENG et al., 2005). Além dos diversos tipos celulares utilizados 
como modelo de DA, linhagens celulares como neuroblastoma (TAMAGNO et al., 
2003) e células PC12 (MARTÍN et al., 2001; JANG and SURH., 2005 a) também 
podem ser expostas ao peptídeo Aβ para o estudo das alterações bioquímicas 
encontradas na DA. 
Apesar da facilidade em trabalhar com cultivo primário de células e linhagens 
celulares, os efeitos induzidos pela exposição ao peptídeo Aβ não são completos, já 
que demonstram a resposta em um conjunto de células isoladas, enquanto que o 
SNC compreende vários tipos celulares que atuam de forma interdependente. 
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1.2.4. Cultivo de tecidos cerebrais 
 Uma alternativa para o modelo in vitro de estudos moleculares é o cultivo de 
tecidos. Nestes estudos, são utilizadas principalmente cultura organotípica de 
hipocampo (BASKYS and ADAMCHIK, 2001; DINELEY et al., 2001; VINCENT et al., 
2002; HOLOPAINEN, 2005) exposta ao peptídeo Aβ. A cultura organotípica 
combina a acessibilidade e a manutenção in vitro de um sistema de cultura, 
preservando a anatomia e a citoarquitetura sináptica hipocampal intacta (STOPPINI 
et al., 1991; BRUCE et al., 1996; HOLOPAINEN, 2005; NORABERG et al., 2005). 
Este sistema ex vivo proporciona um excelente modelo para estudar fatores 
fisiológicos e compostos farmacológicos que possam contribuir para a plasticidade 
sináptica e a sobrevivência neuronal, bem como, para o entendimento das cascatas 
de sinalizaçao celular envolvidas nas doenças neurodegenerativas e que possam 
ser alvo de agentes terapêuticos (HOLOPAINEN, 2005). Este sistema é 
amplamente empregado para o estudo da morte celular associada à excitotoxinas 
(ABDEL-HAMID and TYMIANSKI, 1997), à privação de oxigênio e glicose 
(PRINGLE et al., 1997; VALENTIM et al., 2003; CIMAROSTI et al., 2005; HORN et 
al., 2005) e da toxicidade induzida pelo peptídeo Aβ (ITO et al., 2003; CHONG et al., 
2006; NASSIF et al., 2007). 
Devido as características deste modelo experimental, particularmente 
mantendo a interação entre os diferentes tipos celulares do tecido neural, este 
torna-se um modelo muito atraente para o estudo de alterações moleculares 
associadas às doenças neurodegenerativas tais como a DA. 
 
1.3. Resveratrol e a Doença de Alzheimer 
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Tratamentos farmacológicos para a DA são limitados (XIANG et al., 2002). O 
conhecimento incompleto dos processos moleculares que causam a DA dificulta o 
desenvolvimento de novas drogas (DOMINGUEZ and DE STROOPER, 2002). 
Muitas tentativas têm sido feitas na busca de soluções para retardar o processo 
neurodegenerativo e, conseqüentemente, a evolução da doença, atenuando assim a 
sintomatologia. A maioria das estratégias terapêuticas em estudo está voltada à 
prevenção da toxicidade mediada pelo peptídeo Aβ. Infelizmente a terapia atual visa 
apenas controlar os sintomas clínicos através do uso de anticolinesterásicos (ex. 
tacrina e galantamina) aumentando, dessa maneira, a trasmissão colinérgica. 
A enorme diversidade de funções químicas encontrada em compostos 
naturais pode proporcionar uma nova geração de drogas para o tratamento da DA 
(HOWES and HOUGHTON, 2003; HOWES et al., 2003; BASTIANETTO and 
QUIRION, 2004; ANEKONDA and REDDY, 2005). O consumo regular de vinho tinto 
está, freqüentemente, associado à explicação pelo Paradoxo Francês, onde foi 
observado que a população francesa apresentava baixo risco para doenças 
cardiovasculares apesar da dieta rica em gorduras saturadas (RICHARD, 1987; 
RENAUD and LORGERIL, 1992). Desde então, diversos estudos epidemiológicos 
têm sugerido que o consumo de compostos polifenólicos presentes em frutas, 
vegetais e bebidas derivadas de vegetais podem reduzir o risco de doenças 
neurológicas relacionadas à idade, tais como a DA, DP e isquemia (ORGOGOZO et 
al., 1997; PAN et al., 2003; WEINREB et al., 2004; DAUCHET et al., 2005; DAI et al., 
2006). 
Polifenóis são substâncias naturais presentes em óleos e bebidas obtidas de 
partes de plantas, frutas e vegetais tais como o óleo de oliva, o vinho tinto e o chá 
verde. Dentre os polifenóis, o resveratrol (3,5,4’-trihidroxiestilbeno), uma fitoalexina 
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presente particularmente nas sementes e na casca da uva, é sintetizado 
naturalmente em resposta ao ataque de fungos à planta (FREMONT et al., 1999; 
PERVAIZ, 2003; DE LA LASTRA and VILLEGAS, 2005). Esta substância pode ser 
considerada muito promissora na neuroproteção contra doenças neurológicas como 
a DA e a DP (RUSSO et al., 2003). Nas plantas, o resveratrol se encontra nas 
formas cis e trans, sendo a forma trans a responsável pelos seus efeitos biológicos 
(SOLEAS et al., 1997). O resveratrol possui um amplo espectro de propriedades tais 
como efeitos antioxidantes (SHARMA and GUPTA, 2002; JANG and SURH, 2003), 
prevenindo várias doenças como câncer (JANG et al, 1997), as doenças 
cardiovasculares (BRADAMANTE et al., 2004), a isquemia (SINHA et al., 2002; 
WANG et al., 2002; ZAMIN et al., 2006), a DA (ANEKONDA, 2006) e a DP (RUSSO 
et al., 2003). Além disso, aumenta a resistência ao estresse e o período de vida de 
vários organismos, desde fungos (HOWITZ et al., 2003) até vertebrados 
(VALENZANO et al., 2006). 
Recentes estudos sugerem que o resveratrol pode modular diversas vias de 
sinalização celular, tais como as vias mediadas pela PI3K e pelas MAPKs (MILOSO 
et al., 1999; DAS et al., 2005; KLINGE et al., 2005). E modelos in vitro da DA foi 
observado que o resveratrol pode inibir a ativação da via mediada pelo NFκB e 
diminuir a resposta inflamatória (CHEN et al., 2005), modular a atividade da proteína 
cinase C (PKC – Protein Kinase C) (HAN et al., 2004) e promover a degradação do 
peptídeo Aβ via proteassoma (MARAMBAUD et al., 2005). Além disso, é atribuída 
ao resveratrol a capacidade de mimetizar uma situação de restrição calórica e 
induzir a ativação de sirtuinas, histonas deacetilase classe III, proteínas que podem 
promover sobrevivência e resistência ao estresse induzido por diferentes 
  16




adversidades (GUARENTE and PICARD, 2005; SINCLAIR, 2005; BAUR and 
SINCLAIR, 2006). 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivo geral 
a) Comparar a toxicidade induzida pelo peptídeo Aβ1-42 e pelo fragmento de 
11 aminoácidos, Aβ25-35, em um modelo de cultura organotípica de hipocampo de 
ratos. 
b) Investigar o possível efeito neuroprotetor do Resveratrol no modelo de 
cultura organotípica de hipocampo exposta ao peptídeo Aβ. 
 
2.2. Objetivos específicos: 
 
a) Avaliar a morte celular induzida pelo peptídeo Aβ1-42 e pelo fragmento Aβ25-35 
em cultura organotípica; 
b) Comparar o efeito de ambos os peptídeos sobre proteínas envolvidas com vias 
apoptóticas tais como caspase 3, PTEN, Akt e GSK-3β; 
c) Avaliar o efeito do tratamento crônico com resveratrol sobre a toxicidade induzida 
pelo peptídeo Aβ. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1. Materiais 
  Os peptídeos Aβ1-42, Aβ42-1, Aβ25-35 e Aβ35-25 foram obtidos da American 
Peptide Co. (Sunnyvale, CA, USA). Os reagentes para o meio de cultivo foram 
obtidos da Gibco-Invitrogen (Grand Island, NY, USA). As membranas Millicell 
(Millicell
®
-CM, 0.4 µm) para o cultivo do tecido foram obtidas da Millipore (Millipore
®
, 
Bedford, MA, USA) e as placas de 6 poços da TPP (Tissue culture test plates TPP
®
, 
Switzerland). Iodeto de Propídio (IP), acrilamida, bisacrilamida SDS e β-
mercaptoetanol foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Os 
anticorpos primários utilizados para contemplar o primeiro objetivo deste trabalho 
foram comprados da Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA) e o anticorpo 
secundário anti-rabbit IgG conjugado à peroxidase, bem como os reagentes para o 
ensaio de quimioluminescência (ECL) foram comprados da Amersham Pharmacia 
Biotech (Piscataway, NJ, USA). A membrana de nitrocelulose Hybond-C foi obtida da 
Hybond
™
 ECL
™ 
(Hybond
™
 ECL
™
 nitrocellulose membrane, Amersham Biosciences, 
Freiburg, Germany) e os filmes de raio-X foram da Kodak (Kodak X-Omat, 
Rochester, NY, USA). Todos os outros reagentes foram comprados da Sigma 
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) ou Merck (Darmstadt, Germany). O Resveratrol 
utilizado na segunda fase deste trabalho foi obtido da Calbiochem (San Diego, CA, 
USA). 
 
3.2. Modelo de lesão induzida pelo peptídeo Aβ 
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[image: alt]As culturas organotípicas de hipocampo de ratos foram preparadas e 
mantidas de acordo com o método de interface, originalmente apresentado por 
Stoppini e colaboradores (1991) com algumas modificações. Todos os 
procedimentos usados seguiram os princípios de “Cuidados com Animais de 
Laboratório” do Instituto Nacional de Saúde (National Institutes of Helath – NIH) e 
foram aprovados pelo Comitê de Ética Animal da Universidade Federal do Rio 
Grande do Sul. Brevemente, os hipocampos de ratos de 6-8 dias de idade foram 
fatiados em 400 µm através de um fatiador de tecido Mcllwain chopper (The Mickle 
Laboratory Engineering Co), as fatias transferidas às membranas Millicell e estas 
para placas de cultivo de 6 poços sob condições estéreis. As culturas foram 
mantidas por um período de maturação in vitro de 28 dias a 37ºC e 5% de CO
2
, 
sendo o meio de cultivo trocado a cada três dias. Após este período de maturação, 
na primeira parte deste trabalho, as culturas foram expostas a 25 µM dos peptídeos 
Aβ1-42, Aβ42-1, Aβ25-35 e Aβ35-25 por um período de 48h. Na segunda parte 
deste trabalho, as culturas foram expostas somente a 25 µM do peptídeo Aβ35-25. 
A intensidade de morte celular foi analisada pela avaliação da incorporação do 
corante Iodeto de Propídeo (IP) (Noraberg et al., 1999). O IP é um componente polar 
impermeável à membrana celular integra, entretanto quando a célula perde a 
integridade da membrana citoplasmática o IP permeia a membrana celular e liga-se 
ao DNA gerando fluorescência. Após 46h de exposição aos peptídeos, 5 µM do IP 
foram adicionados ao meio de cultivo e incubado por 2h. As culturas foram 
observadas em microscópio invertido (Nikon Eclipse TE 300) usando um filtro padrão 
de rodamina. As imagens foram capturadas e analisadas através do programa de 
análise de imagens Scion Image (http://www.scioncorp.com
). 
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Para a análise das cascatas de sinalização celular envolvidas na 
citotoxicidade mediada pelos peptídeos Aβ que serão apresentadas no Item 4.1 foi 
realizado o ensaio de Western blotting. Após a obtenção das imagens, as fatias 
foram homogeneizadas em solução de lise (4% SDS, 2 mM EDTA, 50 mMTris) e 
uma alíquota foi retirada para a determinação da quantidade de proteínas (Peterson, 
1983). As proteínas foram separadas por eletroforese SDS-PAGE (14%). Após a 
eletroforese, as proteínas foram eletrotransferidas para uma membrana de 
nitrocelulose utilizando um aparato de transferência semi-seco (Bio-Rad, Trans-Blot 
SD, Hercules, CA, USA). As membranas foram incubadas por 60 min a 4ºC numa 
solução de bloqueio (Tampão Tris contendo 5% de leite em pó e 0,1% de Tween-20, 
pH 7,4) seguido pela incubação durante 18h com os anticorpos para as proteínas de 
interesse dissolvidos na solução de bloqueio conforme descrito no Item 4.1. Após a 
incubação com os anticorpos primários, as membranas foram incubadas com o 
anticorpo secundário, anti-rabbit IgG conjugado à peroxidase, por duas horas. O 
ensaio de quimioluminescência foi detectado utilizando filmes de raio-X. Estes filmes 
foram escaneados e a percentagem da intensidade das bandas foi analisado usando 
o programa Optiquant (Packard Instrument). 
 
3.3. Análise Estatística 
Os dados obtidos nestes experimentos foram analisados estatisticamente pela 
Análise da Variância de uma via (ANOVA - one-way analysis of variance), seguido 
pelo teste post-hoc de Student-Newman-Keuls (SNK). Os dados foram expressos 
como média ± desvio padrão. A diferença entre as médias foi considerada 
significativa quando p<0,05. 
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RESULTADOS 
 
Os resultados obtidos neste trabalho serão apresentados em Itens. 
No Item 4.1 serão apresentados os resultados obtidos a partir do estudo de 
comparação da citotoxicidade mediada pelos peptídeos Aβ1-42 e Aβ25-35 em 
cultura organotípica de hipocampo de ratos, contemplando o primeiro objetivo geral 
desta dissertação e dois objetivos específicos. Esses resultados serão apresentados 
na forma de artigo científico submetido ao Periódico Journal of Neuroscience 
Methods. 
No Item 4.2 serão apresentados resultados parciais, uma vez que este estudo 
ainda se encontra em andamento, do efeito do resveratrol sobre a lesão induzida 
pelo peptídeo Aβ25-35 em cultura organotípica de hipocampo de rato. Estes dados 
contemplam o segundo objetivo geral e o terceiro objetivo específico desta 
dissertação. Após a conclusão deste estudo, os resultados obtidos farão parte de um 
manuscrito que será submetido a um periódico. 
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Abstract 
Accumulation of the neurotoxic amyloid β-peptide (Aβ) in the brain is a hallmark of 
Alzheimer´s disease (AD). There is a plethora of genetic, physiological and 
biochemical evidence that supports the idea that Aβ is at least one of the originating 
causes of the AD. Several synthetic Aβ peptides have been used to study the 
mechanisms of toxicity. Here, we sought to establish comparability between two 
commonly used Aβ peptides Aβ1-42 and Aβ25-35 on an in vitro model of Aβ toxicity. 
For this purpose we used organotypic slice cultures of rat hippocampus and 
observed that both Aβ peptides caused similar toxic effects regarding to propidium 
iodide uptake and caspase-3 activation. In addition, we also did not observe any 
effect of both peptides on PTEN and Akt phosphorylation; otherwise the 
phosphorylation of GSK-3β was increased. Although further studies are necessary 
for understanding mechanisms underlying Aβ peptide toxicity, our results provide 
strong evidence that Aβ1-42 and the Aβ25-35 synthetic peptides induce neuronal 
injury in a similar pattern. 
 
Keywords: Alzheimer´s disease; amyloid β-peptide; organotypic culture; caspase-3 
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1. Introduction 
 
Degenerative diseases of the human brain have long been viewed as one of 
the most enigmatic and intractable problems in biomedicine (Haass and Selkoe, 
2007). Alzheimer’s disease (AD) is an irreversible, progressive neurodegenerative 
disorder that occurs gradually and results in memory loss, unusual behavior, 
personality changes and a decline in thinking abilities (Parihar and Hemnani, 2004). 
The disease process involves the degeneration of synapses and neurons in brain 
regions that play fundamental roles in learning and memory including hippocampus, 
entorhinal cortex, basal forebrain, amygdale, frontal cortex, and inferior parietal 
cortex (Mattson and Chan, 2003). AD neuropathology is characterized by key 
features that include formation of neurofibrillary tangles composed of 
hyperphosphorylated tau protein and the fibrillar amyloid β-peptide (Aβ) deposition 
into dense senile plaques (Selkoe and Schenk, 2003). 
The Aβ is a hydrophobic polypeptide consisting of 39-43 amino acid residues, 
and has been implicated in neuronal and vascular degeneration, potentially 
contributing to progressive dementia (Selkoe, 2000). The Aβ peptide is proteolytically 
produced by β- and γ-secretases from a single transmembrane Amyloid Precursor 
Protein (APP), which is expressed normally throughout life by virtually all mammalian 
cells (Haass et al., 1992; Shoji et al., 1992; Selkoe, 1996). There is a plethora of 
genetic, physiological and biochemical evidence that supports the idea that Aβ is at 
least one of the originating causes of the AD (Loo et al., 1993; Selkoe, 1999; 
Bateman and Chakrabartty, 2004). Experimental data from both in vitro and in vivo 
studies indicate that different molecular forms of Aβ affect a wide array of neuronal 
and glial functions, thereby leading to neural cell death (Yankner et al., 1989). 
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Several synthetic Aβ peptides have been used to study the mechanisms of their 
toxicity in cell lines (Jang and Surh, 2005) and primary neuronal cell cultures (Abe 
and Saito, 2000). Among the Aβ fragments studied so far, the Aβ25-35 peptide 
represents the shortest fragment of Aβ processed in vivo by brain proteases (Kubo et 
al., 2002). Therefore, this peptide exhibits significant levels of molecular aggregation, 
retaining the toxicity of the full-length peptide, although it is lacking of the metal 
binding sites (Clementi et al., 2005). It has been proposed that Aβ25-35 peptide 
represents the biologically active region of Aβ1-42 (Pike et al., 1995). Thus, this 
fragment is widely used in both in vitro and in vivo by neuroscience researches to 
establish the AD model (Misiti et al., 2005; Kosuge et al., 2006; Nassif et al., 2007). 
In vitro studies, conducted on various cell models, indicate that Aβ-induced cell death 
is an apoptotic process (Yankner et al., 1989; Cotman and Su, 1996). Particularly, 
the Aβ25-35 has been shown to stimulate the activity of several caspases, including 
caspase-2, -3 and -6 in rat cerebellar granule cells (Gunn-More and Tavaré, 1998). 
Nevertheless, we can not find in the literature any study comparing the effects of 
Aβ1-42 and Aβ25-35 peptides in organotypic hippocampal slices culture. 
The access to the central nervous system is one limiting factor to study 
neurodegenerative diseases. Organotypic cultures combine the accessibility and 
maintenance of in vitro culture systems while preserving intact the hippocampal 
synaptic circuitry and anatomy (Stoppini et al., 1991; Bruce et al., 1996). This ex vivo 
system provides an excellent model to study physiological factors and 
pharmacological compounds contributing to neuronal survival and synaptic plasticity, 
as well as on the role of specific proteins and cascades involved (Holopainen, 2005). 
This culture system has been used quite extensively to study neuronal death 
associated with excitotoxins (Abdel-Hamid and Tymianski, 1997), oxygen and 
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glucose deprivation (Pringle et al., 1997; Valentim et al., 2003; Cimarosti et al., 2005; 
Horn et al., 2005) and Aβ toxicity (Ito et al., 2003; Chong et al., 2006; Nassif et al., 
2007). 
We sought to establish comparability between two commonly used Aβ 
peptides (Aβ1-42 and Aβ25-35) on an in vitro model of Aβ toxicity. Here we 
compared the effects of Aβ1-42 and Aβ25-35 on the extent of cell death, assessed 
by propidium iodide (PI) uptake and by caspase-3 activation using organotypic slice 
cultures of rat hippocampus. We also compared the effect of these peptides on the 
signaling mechanism through analysis of immunocontent and phosphorylation of 
PTEN, Akt and GSK-3β proteins. This study reinforce that the synthetic peptide 
Aβ25-35 is a convenient tool for the investigation of neurotoxic effect of pathological 
Aβ on this in vitro model of AD. 
 
2. Materials and methods 
 
2.1. Materials 
 
Aβ1-42, Aβ42-1, Aβ25-35 and Aβ35-25 peptides were purchased from 
American Peptide Co. (Sunnyvale,CA, USA). Culture medium, HBSS, fungizone 
(Anphotericin B) and horse serum heat inactivated were purchased from Gibco-
Invitrogen (Grand Island, NY, USA). Gentamicin was purchased from Schering-
Plough (Rio de Janeiro, RJ, Brazil). Millicell culture inserts (Millicell
®
-CM, 0.4 µm) 
were purchased from Millipore (Millipore
®
, Bedford, MA, USA) and 6-well culture 
plate were from Tissue culture test plates TPP (Tissue culture test plates TPP
®
, 
Switzerland). Propidium iodide (PI) as well as acrylamide, bisacrylamide, SDS and β-
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mercaptoethanol used in sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE) were purchase from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). 
Ployclonal antibodies were purchased from Cell Signaling Technology (Beverly, MA, 
USA). Anti-rabbit IgG peroxidase-conjugated and reagents to detect 
chemioluminescence (ECL) were purchased from Amersham Pharmacia Biotech 
(Piscataway, NJ, USA). Hybond-C nitrocellulose membrane were from Hybond
™
 
ECL
™ 
(Hybond
™
 ECL
™
 nitrocellulose membrane, Amersham Biosciences, Freiburg, 
Germany). X-ray films were purchased from Kodak (Kodak X-Omat, Rochester, NY, 
USA). All other reagents were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, 
USA) or Merck (Darmstadt, Germany). 
 
2.2. Organotypic hippocampal slice cultures 
 
Organotypic hippocampal slice cultures were prepared according to the 
method of Stoppini et al. (1991), with modifications (Valentim et al., 2003; Cimarosti 
et al., 2005; Horn et al., 2005). Briefly, 400 µm thick hippocampal slices were 
prepared from 6 to 8-days-old male Wistar rats using a Mcllwain tissue chopper and 
separated in ice-cold Hank´s balanced salt solution (HBSS) composed of (mM): 
glucose 36, CaCl
2
 1.26, KCl 5.36, NaCl 136.89, KH
2
HPO
4
 0.44, Na
2
HPO
4
 0.34, 
MgCl
2
 0.49, MgSO
4
 0.44, HEPES 25; fungizone 1% and gentamicin 0.100 mg/ml, pH 
7.2. The slices were placed on Millicell culture inserts and the inserts were 
transferred to a 6-well culture plate. Each well contained 1 ml of culture medium 
consisting of 50% minimum essential medium, 25% HBSS, 25% heat inactivated 
horse serum supplemented with (mM, final concentration): glucose 36, HEPES 25 
and NaHCO
3
 4; fungizone 1% and gentamicin 0.100 mg/ml, pH 7.3. Organotypic 
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cultures were maintained in a humidified incubator gasified with a 5% CO
2
 
atmosphere at 37ºC for 4 weeks. Culture medium was changed three times a week. 
All animal use procedures were approved by the local Animal Care Committee and 
were in accordance with the NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. 
 
2.3. Peptide preparation and culture treatments 
 
One milligram of Aβ peptides was dissolved in sterilized bidestilled water and 
stock solutions of Aβ1-42 and Aβ42-1 (0.2 mM) and of Aβ25-35 and Aβ35-25 (0.5 
mM) were stored at -20ºC. Prior to use, Aβ peptides were aggregated at 37ºC for 72h 
(Han et al., 2004). To establish the Aβ induced neurotoxicity, on the 28
th
 day in vitro 
the medium was replaced by a serum free medium and slices were treated with 25 
µM (final concentration) of Aβ1-42, Aβ42-1, Aβ25-35 or Aβ35-25. To assure full 
contact between Aβ and the culture, 300 µl of treatment media containing Aβ 
peptides were applied upon the slices and 700 µl under the slices. Control slices 
received only serum free medium without Aβ peptides. 
 
2.4. Quantification of cellular death 
 
Cell damage was assessed by fluorescent image analysis of propidium iodide 
(PI) uptake (Noraberg et al., 1999). PI is a polar compound that is impermeable to an 
intact cell membrane, but it penetrates damaged cell membranes of dying cells and 
binds to nuclear DNA to generate a bright red fluorescence. After 46h of the 
treatments (Aβ peptides exposure) 5 µM of PI was added to the culture medium and 
incubated for 2h. PI uptake is indicative of significant membrane injury (Macklis and 
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[image: alt]Madison, 1990). Cultures were observed with an inverted microscope (Nikon Eclipse 
TE 300) using a standard rhodamine filter set. Images were captured and then 
analyzed using Scion Image software (http://www.scioncorp.com). The area where PI 
fluorescence was detectable above background was determined using the “density 
slice” option of Scion Image software and compared to the total slice area to obtain 
the percentage of damage (Valentim et al., 2003). 
 
2.5. Western blotting assay 
 
After obtaining the fluorescent images, slices were homogenized in lyses 
buffer (4% sodium dodecylsulfate -SDS-, 2 mM EDTA, 50 mM Tris). Aliquots were 
taken for protein determination (Peterson, 1983) and β-mercaptoethanol was added 
to a final concentration of 5%. Proteins were resolved (50 µg per lane) on 14% SDS-
PAGE. After electrophoresis, proteins were electro transferred to nitrocellulose 
membranes using a semi-dry transfer apparatus (Bio-Rad, Trans-Blot SD, Hercules, 
CA, USA). Membranes were incubated for 60 min at 4ºC in blocking solution (Tris-
buffered saline containing 5% powdered milk and 0.1% Tween-20, pH 7.4) and 
further incubated with the appropriate primary antibody dissolved in the blocking 
solution overnight at 4ºC. The primary antibodies against the following proteins were 
used: anti-cleaved-caspase-3 (Asp175) (1:700); anti-caspase-3 (1:1000), anti-
phospho PTEN (Ser380) (pPTEN, 1:1000), anti-PTEN (1:1000), anti-phospho Akt 
(Ser473) (pAkt, 1:1000), anti-Akt (1:1000), anti-phospho GSK-3β (Ser9) (pGSK-3β, 
1:1000), anti-GSK-3β (1:1000), and anti-β-actin (1:1000). The membranes were then 
incubated with horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG antibody (1:1000). 
Chemioluminescence was detected using X-ray films. Films were scanned and the 
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percentage of band intensity was analyzed using Optiquant software (Packard 
Instrument). For each experiment, the test groups were compared to control cultures 
not exposed to Aβ peptides. Data are expressed as percentage of phosphorylated 
protein, which was obtained by ratio of the immunocontent of phosphoprotein 
(pPTEN, pAkt or pGSK-3β) to the whole amount of the protein (PTEN, Akt or GSK-
3β) or by cleaved-caspase-3, which was obtained by ratio of cleaved-caspase-3 to its 
whole amount of protein (caspase-3) provided by the immunodetection assay with 
the total antibodies. 
 
2.6. Statistical analysis 
 
Data are expressed as mean ± S.D.M. and analyzed for statistical significance by 
one-way analysis of variance (ANOVA). Post hoc comparisons were performed with 
Student-Newman-Keuls test for multiple comparisons. Differences between mean 
values were considered significant when p<0.05. 
 
3. Results 
 
3.1. Cell damage induced by Aβ1-42 and Aβ25-35 peptides 
 
To investigate whether Aβ1-42 and Aβ25-35 peptides cause a significant and 
similar cell death, we used organotypic hippocampal slices culture as model. The 
exposure of cultures to Aβ1-42 (25 µM) or Aβ25-35 (25 µM) for 48h caused a marked 
increase in fluorescence in hippocampal slices (Fig. 1A). Quantification of PI 
fluorescence showed that both Aβ1-42 and Aβ25-35 peptides caused about 39% of 
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cell damage in hippocampus after 48h of exposure, a significant increase when 
compared to control slice cultures with a basal PI incorporation of 5% (Fig. 1B). 
There were no significant cell death differences between Aβ1-42 and Aβ25-35 
peptides, indicating that both caused similar toxic effects (Fig. 1B). We did not 
observe any increase in fluorescence in hippocampal slices treated with the reverse 
sequence of both peptides (Aβ42-1 and Aβ35-25) at 25 μM (data not shown). 
 
3.2. Aβ1-42 and Aβ25-35-induced cell death was accompanied by caspase-3 
activation 
 
To further clarify and compare the mechanism by which Aβ1-42 and Aβ25-35 
cause cell death in hippocampal slices, we evaluated the activation of caspase-3, a 
key executor in apoptosis. For that we performed Western blotting assays using 
antibodies against the active form of caspase-3 (cleaved-caspase-3) as well as 
against its total immunocontent (Fig. 2A). The exposure to 25 µM of Aβ1-42 or Aβ25-
35 peptides for 48h significantly increased the amount of cleaved-caspase-3 when 
compared to control slice cultures not exposed to peptides (Fig. 2B). In addition, 
there were no statistical differences between cleaved-caspase-3 induced by Aβ1-42 
and Aβ25-35 (Fig. 2B). 
 
3.3. Aβ1-42 and Aβ25-35 peptides had no effect on PTEN phosphorylation 
 
In order to determine whether the PI3-K signaling pathway was involved in the 
toxic effect of both Aβ peptides, we investigated the status of phosphorylation of 
PTEN (PI3-K phosphatase). PTEN phosphorylation was examined 48h after 
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exposure of slice cultures to 25 µM of Aβ1-42 or Aβ25-35 peptides by Western 
blotting with antibodies against the active form of PTEN, phosphorylated at Ser380, 
as well as its total immunocontent (Fig. 3A). As presented in Fig. 3B, there were no 
statistical differences in pPTEN intensity among controls and Aβ peptides treated 
slices neither between both peptides. 
 
3.4. Aβ1-42 and Aβ25-35 peptides had no effect on Akt phosphorylation 
 
Considering that there were no significant differences in the pPTEN intensity 
and that Akt is a downstream protein in PI3-K pathway, we decided to investigate the 
status of Akt phosphorylation. Western blotting was performed with antibodies 
against the active form of Akt, phosphorylated at Ser473, as well as against its total 
immunocontent (Fig. 4A). As presented in Fig. 4B, exposure of cultures to 25 µM of 
Aβ1-42 or Aβ25-35 peptides for 48h did not cause any difference in pAkt intensity. 
 
3.5. Aβ1-42 and Aβ25-35 peptides increased the phosphorylation of GSK-3β protein 
 
Following the PI3K pathway, we also analyzed GSK-3β phosphorylation by 
Western blotting after 48h exposure of cultures to Aβ peptides. We used antibodies 
against the inactive form of GSK-3β, phosphorylated at Ser9, as well as against its 
total immunocontent (Fig 5A). Surprisingly, we found that both Aβ peptides increased 
GSK-3β phosphorylation/inactivation after 48h of exposure to Aβ peptides (Fig. 5B). 
No statistical differences were detected in the level of pGSK-3β between cultures 
exposed to Aβ1-42 or Aβ25-35 (Fig. 5B). 
4. Discussion 
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The accumulation of the neurotoxic β-amyloid peptide (Aβ) in the brain is a 
hallmark of Alzheimer´s disease (AD), and deposition of this peptide is thought to be 
involved in the development of neuropathological lesions observed in AD (Mattson, 
1997). While the molecular basis for the disease is far from established, several lines 
of evidence indicate that elevated levels of Aβ peptide trigger the events that lead to 
impaired memory (Hardy and Selkoe, 2002). Aβ peptide is the major component of 
senile plaques, which have been considered to play a causal role in the development 
and progress of AD. Several synthetic Aβ peptides have been used in numerous 
models of AD, either in vitro or in vivo. Among these synthetic peptides, Aβ25-35 is 
the most used by researchers. Aβ25-35 is considered the shorter fragment exerting 
neurotoxic effects in a similar way to those produced by Aβ1-40 or Aβ1- 42, such as 
learning and memory impairment, neuronal apoptosis, cholinergic dysfunction, and 
oxidative stress (Olariu et al., 2001; Tohda et al., 2003). Thus, Aβ25-35 is usually 
used to establish the AD model for study of the neurotoxic properties of Aβ and drug 
screening. 
The main purpose of the present study was to compare the toxicity of Aβ1-42 
and Aβ25-35 peptides by propidium iodide incorporation and by Western blotting to 
some proteins that could be involved in cell death in organotypic hippocampal slices 
culture. Aβ-induced neurotoxicity has been correlated to extent of β-sheet structure 
present in a sample of peptide. We prepared Aβ samples at 0.2 mM (Aβ1-42) and 0.5 
mM (Aβ25-35) concentrations, aggregated them for 72h, add to the culture at 25 µM 
(final concentration) and then measured cell response. Therefore, we studied the 
effect of both Aβ peptides on caspase-3 activation (a marker of apoptotic cell death), 
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on PI3-K substrates (Akt and GSK-3β) and on PTEN, an indirect Akt downregulating 
protein. 
Initially, we observed a reliable pattern of cellular damage when Aβ peptides 
were added under serum free medium conditions. Our results have shown that 25 
µM of the Aβ1-42 or Aβ25-35 peptides induced similar cell death pattern after a 48h 
exposure. This long period of exposure was required to Aβ peptides exert significant 
toxic effects in vitro and is in accordance to others studies (Baskys and Adamchik, 
2001; Lu et al., 2004; Nassif et al., 2007). 
In the attempt to better establish a comparison between the cell death induced 
by Aβ1-42 and Aβ25-35 exposure, we evaluated the activation of caspase-3, a key 
executor protein in apoptosis. Both Aβ peptides, at 25 µM after 48h, were able to 
activate caspase-3 in a similar pattern. Several studies have reported that both 
apoptosis and necrosis may occur in parallel during neurodegeneration (Lee et al., 
1999). In addition, biphasic cell death, beginning with acute necrosis followed by a 
delayed apoptosis, the hybrid forms of neuronal death, and/or switch from apoptosis 
to necrosis strongly support this view (Papucci et al., 2004). Beyond necrotic cell 
death, there is now strong evidence that the neurotoxic effect of Aβ peptides is 
mediated through activation of caspases (Cotman and Su, 1996; Troy et al., 2000). 
Neuronal apoptosis is also seen in human AD brain (Stadelmann et al., 1999). 
Activation of the apoptotic cascade induced by Aβ could also explain many of the 
features of the disease and its progression (Jin et al., 2005). The caspase-3 
activation may be accompanied to tau cleavage, promoting pathological tau filament 
assembly in neurons, generating a proteolytic product that assembles more rapidly 
and more extensively into tau filaments in vitro than wild-type tau (Rissman et al., 
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2004; Fasulo et al., 2005). This supports the hypothesis that amyloid deposition, 
neurofibrillary tangles, and caspase activation could share a common pathway. 
In order to investigate a molecular mechanism that could be involved in Aβ 
toxicity, and compare the effect of both peptides (Aβ1-42 and Aβ25-35) on it, we 
analyzed the PI3K-Akt pathway by Western blotting of phosphoPTEN/PTEN, 
phosphoAkt/Akt and phosphoGSK-3β/GSK-3β. Disturbance of PTEN/Akt signaling 
has been recently implicated in the pathogenesis of AD, but the effects on the 
molecular processes underlying AD pathology have not yet been fully described. The 
main regulatory mechanism of these enzymes is by phosphorylation: Akt is activated 
while GSK-3β is inhibited by phosphorylation (Li et al., 2000). Activation of GSK-3β 
promotes pro-apoptotic signaling (Li et al., 2000). On other hand, PTEN is a negative 
regulator of PI3-K signaling and alters tau phosphorylation in cells by mechanisms 
independent of GSK-3β (Kerr et al., 2006). Our results show that both Aβ1-42 and 
Aβ25-35 peptides induce neither PTEN phophorylation nor Akt phosphorylation after 
48h of exposure. 
Besides, we observed an increase on GSK-3β phosphorylation despite our 
results have shown that both Aβ peptides induced cell death and activated caspase 
3. This could be explained because other intracellular signal transduction pathway 
than Akt negatively regulate GSK-3β activity, such as the Wnt pathway and protein 
kinase C (PKC) (Cook et al., 1996; Inestrosa et al., 2002; Hüll et al., 2006). More 
studies are necessary to elucidate this question. It is important to emphasize that 
even in this parameter both peptides had a similar effect, suggesting that they act by 
the same signaling pathway. 
In conclusion, our results provide strong evidence supporting that both 
peptides induce neuronal injury in a similar pattern, reinforcing that the synthetic 
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peptide Aβ25-35 is a convenient tool for the investigation of neurotoxic mechanisms 
involved in AD. Although further studies are necessary for understanding the precise 
mechanism of both Aβ1-42 an Aβ25-35 peptides toxicity, the data generated in this 
study add some evidences that help to elucidate how Aβ peptide impinges upon 
second messenger signals in hippocampus. 
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Legends to figures 
 
Fig. 1. PI uptake after exposure of organotypic hippocampal slices cultures to 
Aβ1-42 and Aβ25-35 peptides. PI fluorescence was observed as described under 
“Experimental Procedures”. (A) Representative photomicrographs of PI uptake in 
hippocampal slices 48h after exposure to 25 µM of Aβ peptides (Magnification: 40X). 
(B) Quantification of PI uptake in response to Aβ. Values are expressed as % cell 
death in hippocampus. Bars represent the mean±SDM, n=7 (Aβ1-42) and n=15 
(Aβ25-35). ***Significantly different from control culture. (One-way ANOVA followed 
by Student-Newman-Keuls, p<0.001). Aβ, amyloid beta-peptide; ANOVA, analysis of 
variance; PI, propidium iodide 
 
Fig. 2.  Caspase-3 activation in response to Aβ1-42 and Aβ25-35 peptides in 
hippocampal slice cultures.  (A) Representative Western blots showing cleaved-
caspase-3 and caspase-3 48h after Aβ peptides (25 µM) exposure. (B) Quantification 
of caspase-3 activation 48h after exposure to the 25 µM of Aβ peptides normalized to 
the total amount of caspase-3. Uniformity of gel loading was confirmed with β-actin 
as the standard. Data are expressed as a ratio of the normalized cleaved-caspase-3 
and caspase-3. Bars represent the mean±SDM, n=3. ***Significantly different from 
control culture (One-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls, p<0.001). Aβ, 
amyloid beta-peptide; ANOVA, analysis of variance 
 
Fig. 3. Aβ1-42 and Aβ25-35 had no effect on PTEN phosphorylation in 
hippocampal slices cultures.  (A) Representative Western blots showing pPTEN 
and PTEN 48h after Aβ peptides (25 µM) exposure. (B) Quantification of pPTEN 48h 
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after exposure to 25 µM of Aβ peptides normalized to the total amount of PTEN. 
Uniformity of gel loading was confirmed with β-actin as the standard. Data are 
expressed as a ratio of the normalized pPTEN and PTEN. Bars represent the 
mean±SDM, n=3. (One-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls). 
Aβ, amyloid beta-peptide; ANOVA, analysis of variance; pPTEN, phospho-PTEN 
 
 
Fig. 4. Aβ1-42 and Aβ25-35 had no effect on Akt phosphorylation in 
hippocampal slices cultures. (A) Representative Western blots showing pAkt and 
Akt 48h after Aβ peptides (25 µM) exposure. (B) Quantification of pAkt 48h after 
exposure to the 25 µM of Aβ peptides normalized to the total amount of Akt. 
Uniformity of gel loading was confirmed with β-actin as the standard. Data are 
expressed as a ratio of the normalized pAkt and Akt. Bars represent the mean±SDM, 
n=3. (One-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls). Aβ, amyloid beta-
peptide; ANOVA, analysis of variance; pAkt, phospho-Akt 
 
 
Fig. 5. GSK-3β inactivation in response to Aβ1-42 and Aβ25-35 peptides in 
hippocampal slices cultures. (A) Representative Western blots showing pGSK-3β 
and GSK-3β 48h after Aβ peptides (25 µM) exposure. (B) Quantification of GSK-3β 
inactivation after 48h of exposure to 25 µM of Aβ peptides normalized to the total 
amount of GSK-3β. Uniformity of gel loading was confirmed with β-actin as the 
standard. Data are expressed as a ratio of the normalized pGSK-3β and GSK-3β. 
Bars represent the mean±SDM, n=3. *Significantly different from control culture, 
Ρ
<0.05; **significantly different from control culture, p<0.01 (One-way ANOVA 
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followed by Student-Newman-Keuls). Aβ, amyloid beta-peptide; ANOVA, analysis of 
variance; pGSK-3β, phospho-GSK-3β 
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4.2. Efeito do resveratrol sobre a lesão induzida pelo peptídeo Aβ25-35 em 
cultura organotípica de hipocampo de rato. 
 
Em virtude de diversos estudos epidemiológicos indicarem que o consumo 
moderado de vinho tinto diminui o risco de desenvolvimento de demência como a DA 
(DARTIGUES et al., 1993; DOROZYNSKI, 1997; ORGOGOZZO et al., 1997; LAU et 
al., 2005) e que o resveratrol encontrado no vinho proteger neurônios em cultura 
contra a lesão induzida pelo peptídeo Aβ (JANG and SURH, 2003; HAN et al., 2004), 
conforme apresentado na introdução, neste Item da dissertação, nós buscamos 
avaliar o efeito do resveratrol sobre a citotoxicidade induzida pelo Aβ25-35 em 
cultura organotípica de hipocampo de ratos. Para o desenvolvimento deste trabalho 
foram utilizadas culturas organotípicas de hipocampo de ratos de acordo com o 
método de Stoppini e colaboradores (1991), conforme metodologia descrita em 
Materiais e Métodos. 
Em um trabalho prévio do nosso grupo de pesquisa foi observado o efeito 
neuroprotetor do resveratrol sobre um modelo in vitro de isquemia em concentrações 
de 10, 25 e 50 µM de resveratrol (ZAMIN et al., 2006). Para o presente estudo, nós 
escolhemos a concentração intermediária do resveratrol (25 µM). Após um período 
de maturação in vitro de 28 dias, as culturas foram expostas a 25 µM do peptídeo 
Aβ25-35 por um período de 48h. Para avaliarmos um possível efeito neuroprotetor 
deste polifenol, 25 µM de resveratrol ou 0,01% do veículo dimetilsulfóxido (DMSO) 
foram adicionados ao meio de cultivo por 72h antes da exposição ao peptídeo Aβ25-
35, sendo estes mantidos durante as 48h de exposição a 25 µM do peptídeo Aβ25-
35, mimetizando um tratamento crônico. A intensidade de morte celular foi analisada 
pela avaliação incorporação do corante Iodeto de Propídeo (IP). Como pode ser 
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observado na Figura 1 deste Item, o resveratrol, embora ainda não significativo 
estatisticamente, parece exercer atividade neuroprotetora frente a lesão induzida por 
25 µM do Aβ25-35 sem causar efeito tóxico às fatias controle. Mais experimentos 
serão realizados para a confirmação desta hipótese. Após a conclusão deste estudo, 
conforme apresentado nas Perspectivas desta dissertação, os resultados obtidos 
farão parte de um manuscrito a ser submetido a um periódico científico. 
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Figura 1. Efeito do tratamento crônico com resveratrol sobre a morte celular 
induzida pelo Aβ25-35.  Setenta e duas horas antes da exposição a 25 µM do 
peptídeo Aβ25-35 as culturas receberam 0,01% de dimetilsulfóxido (DMSO) ou 25 
µM de resveratrol (RSV). (A) Microfotografias das culturas marcadas com IP após 
48h de exposição a 25 µM do peptídeo Aβ25-35. (B) Análise quantitativa da morte 
celular induzida pelo peptídeo Aβ25-35 (25 µM) após 48h de exposição. O 
resveratrol (25 µM) foi adicionado ao meio de cultivo 72h antes da lesão e mantido 
durante as 48h de exposição ao peptídeo Aβ25-35. As barras representam a média 
± DP, n=3. 
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5. DISCUSSÃO 
As doenças neurodegenerativas estão entre os problemas mais enigmáticos 
da medicina. Há pouco mais de 100 anos atrás, em 1906, o psiquiatra alemão Alois 
Alzheimer apresentou o primeiro caso clínico-patológico de uma doença incomum, a 
qual atualmente carrega o seu nome, caracterizada pela deposição de placas senis 
e pela formação de emaranhados neurofibrilares (ALZHEIMER, 1907). Desde então, 
a DA tem atraído cada vez mais a atenção da comunidade médica e científica. Na 
década de 80, pesquisadores estiveram focados no isolamento das placas senis 
para identificar seu componente principal (HAASS and SELKOE, 2007, LAFERLA et 
al, 2007). Dessa maneira foi purificado, a partir de depósitos senis na 
microvasculatura de meninges do cérebro de pacientes com DA, uma subunidade 
protéica de aproximadamente 4kDa denominada proteína β-amilóide (GLENNER 
and WONG, 1984; MASTERS et al., 1985). No final dos anos 80 também foi 
descoberto que os emaranhados neurofibrilares descritos por Alzheimer são 
compostos de agregados intracelulares da proteína tau, a qual torna-se 
anormalmente hiperfosforilada (IHARA et al., 1986; KOSIK et al., 1986; GOEDEERT 
et al., 1988). 
Embora placas senis e emaranhados neurofibrilares sejam características da 
DA, estas não são as únicas alterações que ocorrem. Numerosas alterações 
funcionais e estruturais acontecem, incluindo resposta inflamatória e estresse 
oxidativo. A combinação de todas essas alterações patológicas, incluindo os efeitos 
do peptídeo Aβ e da hiperfosforilação da proteína tau, resulta na severa perda 
neuronal e na perda e/ou disfunção sináptica, a ponto que quando um paciente com 
DA morre, seu cérebro pode pesar cerca de um terço a menos que o cérebro de 
uma pessoa sem demência (LAFERLA et al., 2007). 
  57




Isolado a mais de 20 anos, o peptídeo Aβ é reconhecido pela sua capacidade 
de se auto-agregar e se depositar na forma de placas extracelulares. As placas senis 
consistem de extensas fibrilas de estrutura secundária em β-conformação 
caracterizada pela marcação com vermelho Congo ou com tioflavina S (KLEIN et al., 
2001). O peptídeo Aβ exerce uma complexidade de atividades biológicas de modo 
que seus efeitos não são completamente conhecidos. Na análise post mortem do 
cérebro de pacientes com DA observa-se que o peptídeo Aβ com 42 aminoácidos 
(Aβ1-42) é o principal componente das placas senis (JARRETT et al., 1993; 
MATTSOM, 1997; YOUNKIN, 1998; SELKOE, 2001). 
Na tentativa de melhor entender os mecanismos tóxicos desencadeados pelo 
peptídeo Aβ, diversos modelos experimentais foram desenvolvidos, tais como o uso 
de animais transgênicos (HAASS et al., 1995; JANKOWSKY et al, 2004; ROVELET-
LECRUX et al., 2006), a injeção intracerebral do peptídeo Aβ (MINOGUE et al., 
2003; BOYD-KIMBALL et al., 2005), modelos utilizando cultura de células primárias 
(MOVSESYAN et al., 2004; HASHIOKA et al., 2005; INESTROSA et al., 2005; ZENG 
et al., 2005) ou linhagens celulares (MARTÍN et al., 2001; TAMAGNO et al., 2003; 
JANG and SURH., 2005 a, b) e modelos que utilizam cultivo tecidos cerebrais 
(BRUCE et al., 1996; BASKYS and ADAMCHIK, 2001; DINELEY et al., 2001; 
NORABERG et al., 2005; CHONG et al., 2006; NASSIF et al., 2007). Além disso, nos 
últimos anos tem crescido exponencialmente o uso de um fragmento com 11 
aminoácidos (Aβ25-35) originário do peptídeo Aβ1-42 (YANKNER et al., 1990; LOO 
et al., 1993; ABE and SAITO, 2000; FREIR et al., 2003; HERVAS-AGUILAR et al., 
2005; JANG and SURH, 2005 a; STEPANICHEV et al., 2006; ISHIGE et al., 2007) 
como uma alternativa mais econômica no desenvolvimento de modelos 
experimentais da DA. 
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O peptídeo Aβ25-35 representa a região biologicamente ativa do peptídeo Aβ1-
42 (IVERSEN et al., 1995; PIKE et al., 1995), exercendo atividades similares sobre o 
sistema colinérgico e cognitivo (OLARIU et al., 2001; TOHDA et al., 2003). Diversos 
trabalhos na literatura utilizam este fragamento no modelo de lesão em cultura 
organotípica de hipocampo de rato, entretanto nenhum estudo comparativo entre a 
toxicidade exercida pelos peptídeos Aβ1-42 e pelo Aβ25-35 foi encontrado. Dessa 
forma, esse trabalho teve como objetivo comparar o efeito tóxico induzido por 
ambos peptídeos em um modelo in vitro de DA utilizando cultura organotípica de 
hipocampo de ratos. 
Diversos grupos de pesquisa utilizam cultura organotípica de rato adulto-jovem 
como modelo experimental para estudar doenças neurodegenerativas (XIANG et al., 
2000; LEUTGEB et al., 2003; HASSEN et al., 2004; LI et al., 2004). Considerando 
que a DA é uma doença característica de pessoas idosas, utilizar um modelo com 
tecido maduro seria mais relevante para explorar os mecanismos tóxicos induzidos 
pelo peptídeo Aβ. Entretanto, nosso grupo de pesquisa não conseguiu manter 
viáveis culturas a partir de ratos de 25-30 dias de idade. Em virtude disso, 
inicialmente, estabelecemos um modelo de lesão com o tecido amadurecido in vitro 
a partir de cultura realizada com ratos de 6-8 dias de idade, uma vez que dados da 
literatura indicam que cultura organotípica de hipocampo madura (4 semanas in 
vitro) são mais sensíveis ao peptídeo Aβ (BRUCE et al., 1996; ISHIGE et al., 2007). 
Assim, após um período de cultivo de 28 dias as culturas foram expostas à 
concentração de 25 µM do peptídeo Aβ1-42 ou 25 µM do peptídeo Aβ25-35 por 48h, 
totalizando 30 dias de cultivo. Os resultados mostraram uma significativa morte 
celular após 48h de exposição a ambos peptídeos em relação aos controles. O mais 
importante resultado encontrado foi que ambos os peptídeos apresentaram um perfil 
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de toxicidade muito similar, ou seja, a morte celular por necrose, analisada pela 
incorporação do corante Iodeto de Propídeo (IP) não foi diferente entre os dois 
peptídeos (Item 4.1, Figura 1). O longo tempo de exposição aos peptídeos (48h) 
necessário para observar esta toxicidade está de acordo com outros estudos que 
também relatam a necessidade deste prolongado tempo de exposição (BASKYS 
and ADAMCHIK, 2001; LU et al., 2004; ISHIGE et al., 2007; NASSIF et al., 2007; 
PATEL and GOOD, 2007). 
Além da morte celular necrótica, há fortes evidências que o efeito neurotóxico 
do peptídeo Aβ também seja mediado através da ativação de caspases (COTMAN 
and SU, 1996; TROY et al., 2000), de modo que apoptose neuronal também é 
observada no SNC de pacientes com DA (STADELMANN et al., 1999). A ativação 
das cascatas apoptóticas induzida pelo peptídeo Aβ pode explicar muitas das 
características da doença e de sua progressão (JIN et al., 2005). Na tentativa de 
comparar a toxicidade de ambos os peptídeos sobre outros parâmetros, ainda no 
Item 4.1, nós analisamos a ativação da caspase 3, uma proteína chave na execução 
da morte celular apoptótica. Através da análise do imunoconteúdo da caspase 3 
clivada nós observamos que 25 µM do peptídeo Aβ1-42 ou do peptídeo Aβ25-35 
induziram um significativo aumento na forma ativa da caspase 3 (caspase 3 clivada) 
(Item 4.1, Figura 2). Esse resultado, associado ao aumento da incorporação o IP 
indicam que ambos os peptídeos induziram morte por apoptose e por necrose de 
maneira muito similar, sustentando a hipótese que o peptídeo Aβ25-35 é uma boa 
ferramenta para a análise de mecanismos celulares e moleculares envolvidos na 
DA. 
Diversos estudos têm relatado que apoptose e necrose podem ocorrer, 
paralelamente, durante a neurodegeneração (LEE et al., 1999). Além disso, a morte 
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celular bifásica, apresentando necrose aguda seguida por apoptose tardia, 
representa a forma híbrida ou a mudança entre apoptose e necrose na morte neural, 
suportando a hipótese das duas formas de morte encontradas na 
neurodegeneração e explicando a necessidade de um longo período de exposição 
aos peptídeos Aβ para desencadeamento da neutotoxicidade (PAPUCCI et al., 
2004; PATEL and GOOD, 2007). A ativação da caspase 3 pode ser acompanhada 
pela clivagem da proteína tau gerando um produto proteolítico que promove a 
reunião de filamentos nos neurônios com conseqüente formação de emaranhados 
neurofibrilares (RISSMAN et al., 2004; FASULO et al., 2005). A interligação dessas 
cascatas de transdução (apoptose, clivagem e fosforilação da tau) fornecem suporte 
a idéia de que a deposição do peptídeo Aβ, de que a formação dos emaranhados 
neurofibrilares e que a ativação de caspases podem compartilhar vias de 
sinalização comuns. 
Seguindo o estudo comparativo entre os peptídeos Aβ1-42 e Aβ25-35, nós 
avaliamos o efeito de ambos sobre a via de sinalização de sobrevivênvia celular 
mediada pela PI3K/Akt. A via mediada pela PI3K é uma importante via de 
sinalização neuronal anti-apoptótica (YUAN and YANKER, 2000) e distúrbios na 
sinalização da Akt (proteína cinase B) tem sido relacionados com a patogênese da 
DA (RYDER et al., 2004). O principal mecanismo regulatório dessas enzimas é por 
fosforilação: Akt é ativada enquanto a GSK-3β é inibida por fosforilação (LI et al., 
2000). Ativação da GSK-3β promove o desencadeamento da sinalização pró-
apoptótica (LI et al., 2000). Por outo lado, a PTEN é uma proteína que modula 
negativamente a via da PI3K/Akt e altera a fosforilação da tau por mecanismos 
independentes da GSK-3β (KERR et al., 2006). Ainda que outros estudos, utilizando 
cultivo celular com mutações na APP e injeção intracerebroventricular de 
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estreptozotocina como modelos experimentais de DA, mostraram desregulação 
nesta via na DA (RYDER et al., 2004; SALKOVIC-PETRISIC et al., 2006), nós 
observamos que os peptídeos Aβ1-42 e Aβ25-35 não alteraram os níveis de 
fosforilação da PTEN nem da Akt após 48h de exposição (Item 4.1, Figuras 3 e 4). 
Embora não tenhamos detectado alterações nos níveis de fosforilação da PTEN e 
da Akt, verificamos que ambos peptídeos aumentaram a fosforilação e a 
conseqüente inativação da GSK-3β (Item 4.1, Figura 5). Esse resultado parece 
contraditório, uma vez que observamos uma ativação da caspase 3 e que, entre as 
diversas proteínas que modulam esta ativação, encontra-se a GSK-3β (LI et al., 
2000; BALARAMAN et al., 2006). Além disso, a GSK-3β também participa na 
formação dos emaranhados neurofibrilares através da fosforilação da tau e na 
modulação negativa da via de sobrevivência mediada pela via canônica Wnt/β-
catenina (INESTROSA et al., 2002; MOON at al., 2004; BALARAMAN et al., 2006; 
TAKAHASHI-YANAGA and SASAGURI, 2007). Ainda que não haja ativação da Akt, 
outras vias de sinalização podem convergir na inibição da GSK-3β (INESTROSA et 
al., 2002; HÜLL et al., 2006). Contudo, nós não conseguimos explicar o aumento 
nos níveis de fosforilação da GSK-3β encontrado nesse trabalho, o que nos estimula 
a estudarmos ainda mais os efeitos desencadeados pelo peptídeo Aβ. Entretanto, a 
principal interpretação dos dados obtidos no Item 4.1 foi a similaridade no efeito 
neurotóxico induzido por ambos peptídios Aβ1-42 e Aβ25-35 no modelo de cultura 
organotípica de hipocampo de rato após um período de maturação in vitro de 30 
dias. Esses resultados, tanto na morte celular quanto na sinalização celular 
avaliada, reforçam o uso do peptídeo Aβ25-35 como uma alternativa mais 
econômica para o desenvolvimento e o estudo de modelos de DA. 
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Cientistas do mundo inteiro têm juntado esforços por décadas na busca de 
tratamentos contra a DA, mas o sucesso desse esforço ainda é bastante limitado. 
Compostos polifenólicos encontrados, particularmente, no suco de uva e no vinho 
tinto têm demonstrado atividade neuroprotetora em vários modelos animais de 
neurodegeneração tanto in vitro como in vivo (SINHA et al., 2002; WANG et al., 
2002; RUSSO et al., 2003; MARAMBAUD et al., 2005; ZAMIN et al., 2006; BAUR 
and SINCLAIR 2007). Dentre estes compostos, o resveratrol pode ser considerado 
uma das mais promissoras moléculas na neuroproteção contra doenças como DA, 
DP e isquemia (RUSSO et al., 2003; ANEKONDA, 2006). Dentre as principais 
propriedades do resveratrol destaca-se a capacidade de interagir com peptídeos e 
proteínas (RICHARD et al., 2001; VERGE et al., 2002). Tais interações podem ser 
importantes a nível biológico em geral e particularmente na DA (RIVIÈRE et al., 
2007). 
Em virtude dos inúmeros benefícios atribuídos ao resveratrol, no Item 4.2 desta 
dissertação são apresentados alguns resultados de experimentos que visam analisar 
o efeito do resveratrol sobre a morte celular induzida pelo peptídeo Aβ25-35. Como 
no Item 4.1 nós apresentamos resultados comparando o efeito tóxico dos peptídeos 
Aβ1-42 e Aβ25-35 e observamos um perfil muito similar, os dados relatados no Item 
4.2 foram obtidos a partir de culturas organotípica de hipocampo de ratos 
previamente tratadas com resveratrol (25 µM por 72h) expostas ao peptídeo Aβ25-
35 (25 µM). Como observado na Figura 1 do Item 4.2, embora ainda não significativo 
estatisticamente, o resveratrol parece apresentar efeito neuroprotetor. 
Ainda que este estudo esteja em andamento e que os resultados apresentados 
no Item 4.2 ainda não sejam conclusivos, os mesmos sugerem que o resveratrol 
possua atividade neuroprotetora contra a lesão induzida pelo peptídeo Aβ25-35. 
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Estes dados estão de acordo com diversos trabalhos que avaliaram o efeito do 
resveratrol frente a lesão induzida pelo peptídeo Aβ em outros modelos 
experimentais (JANG and SURH, 2003; HAN et al., 2004; CHEN et al., 2005; 
MARAMBAUD et al., 2005). Nessa fase do estudo nós verificamos apenas a morte 
celular através da incorporação do corante IP, entretanto, seguiremos avaliando as 
possíveis vias de sinalização que o resveratrol possa estar modulando para proteger 
as células neurais da lesão induzida pelo peptídeo Aβ25-35. 
O quadro inflamatório em resposta ao peptídeo Aβ já está bem descrito na 
literatura. Além da atividade antiinflamatória característica do resveratrol 
determinado através da inibição das enzimas Ciclooxigenase 1 e 2 (COX 1 e 2) 
(KIMURA et al., 1985; SUBBARAMAIAH et al., 1998), sabe-se também que este 
polifenol pode modular outra via de sinalização envolvida na reposta inflamatória 
mediada pelo fator de transcrição NFκB (YEUNG et al., 2004; CHEN et al., 2005). O 
resveratrol pode ativar sirtuina 1 (SIRT1) a qual deacetila o resíduo serina 310 da 
subunidade p65 levando a inibição dessa via com conseqüente diminuição da 
atividade inflamatória mediada pela produção de óxido nítrico (NO) e do Fator de 
Necrose Tumoral-α (TNFα) (YEUNG et al., 2004), promovendo atividade 
neuroprotetora. O resveratrol, também, pode levar a degradação do Aβ pelo 
complexo proteassoma (MARAMBAUD et al, 2005), aumentar a atividade da PKC 
(HAN et al., 2004) e da via de sobrevivência mediada pela PI3K/Akt (DAS et al., 
2005), sendo esta última modulada negativamente pelo peptídeo Aβ (RYDER et al., 
2004; NASSIF et al., 2007). 
Os resultados obtidos nesta dissertação somam-se aos de outros grupos que 
buscam entender os mecanismos moleculares e celulares envolvidos na DA e 
reforçam a visão de que o fragmento de 11 aminoácidos (Aβ25-35), o qual 
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representa a região ativa do peptídeo Aβ1-42, é uma boa ferramenta para o 
desenvolvimento de modelos experimentais e para o estudo de alterações 
características da DA. Além disso, embora ainda em andamento, os dados obtidos 
através do tratamento com resveratrol podem guiar novas linhas de pesquisa que 
busquem prevenir ou minimizar os efeitos envolvidos em doenças 
neurodegenerativas como a DA. 
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6. CONCLUSÕES 
Os resultados obtidos nesta dissertação nos permitem concluir que: 
a) A cultura organotípica mantida por longo período de maturação é um bom 
modelo para estudar a toxicidade e as cascatas de sinalização 
desencadeadas pelos peptídeos Aβ1-42 e Aβ25-35; 
b) Os peptídeos Aβ1-42 e Aβ25-35 exibem perfil similar de toxicidade em cultura 
organotípica de hipocampo de rato quanto à morte celular e a sinalização 
desencadeada; 
c)   O peptídeo Aβ25-35 apresenta características tóxicas semelhantes as do 
peptídeo Aβ1-42, além de ser uma alternativa mais econômica para modelos 
animais de DA; 
d) Embora experimentos adicionais sejam necessários para confirmar esta 
observação, o resveratrol parece diminuir a incorporação do iodeto de 
propídeo frente a lesão induzida pelo peptídeo Aβ25-35. 
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7. PERSPECTIVAS 
 
  Concluir o estudo do efeito neuroprotetor do resveratrol frente a lesão 
induzida pelo Aβ25-35 e avaliar possíveis vias de sinalização moduladas pelo 
resveratrol; 
  Estabelecer um modelo in vivo da Doença de Alzheimer através da injeção 
intracerebroventricular do peptídeo Aβ25-35; 
  Comparar as alterações morfológicas desencadeadas pelo peptídeo Aβ25-35 
nos modelos in vitro e in vivo da DA; 
  Avaliar o efeito do resveratrol em uma formulação nanoestruturada na 
possível prevenção ou no tratamento da DA; 
 Avaliar o efeito do resveratrol nanoestruturado sobre parâmetros 
comportamentais; 
  Estudar o envolvimento das vias de sinalização intracelulares mediadas pelo 
fator de transcrição NFκB e pela via canônica Wnt/β-catenina em resposta ao 
peptídeo Aβ25-35 e ao tratamento com resveratrol. 
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