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RESUMO

Oliveira, Leandro. O acimulo do peptideo beta amiloide no espago intraneuronal e a relagao
com proteinas motoras associadas a actina. Rio de Janeiro, 2009. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Biologicas) — Instituto de Bioquimica Médica, Universidade Federal do Rio de
Janeiro.

A doenca de Alzheimer (DA) ¢ a desordem neurodegenerativa de maior prevaléncia no
envelhecimento humano. A hipotese classica de cascata amildide sugere que o aciimulo e a
deposicdo do peptideo amiléide (AP) no cérebro, precedem e induzem as anomalias
neuronais que caracterizam os estados de deméncia apresentados nos casos de Alzheimer.
Acredita-se que as placas amildides sdo formadas a partir do acimulo e agregacdo gradual
do AP secretado no espago extracelular, porém recentemente vem sendo demonstrado que o
acimulo de AP também ocorre no espago intracelular em periodos inicias da patologia,
assim como ocorrem alteragdes no transporte axonal e importante alteragdes morfoldgicas
que precedem a formacao de placas senis. Além disso, o acimulo intraneuronal de A ¢
visto como sendo critico na ocorréncia de disfuncdes sindpticas e cognitivas tal qual na
formacao de placas amiloides. Neste trabalho, utilizando técnicas de imunocitoquimica e
microscopia confocal, mostramos o acumulo de AP endocitado e a presenca de vesiculas,
contendo esse AP, associadas a miosina Vb. Uma vez descrito que as miosinas da classe V
desempenham um papel importante no transporte de vesiculas granulo-secretoras, este
achado vem ao encontro a uma das hipodteses para a doenca de Alzheimer, onde acredita-se
que o processo da doenga resulta de uma quebra no equilibrio existente entre a geragdo de
AP e a degradagdo do peptideo gerado tendo a miosina uma grade importancia nesse

Pprocesso.



ABSTRACT

Oliveira, Leandro. Rio de Janeiro, 2009. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Biologicas) —
Instituto de Bioquimica Médica, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Alzheimer’s disease is the commonest neurodegenerative disorder in ageing human
populations. The fundamental amyloid hypothesis suggests that the accumulation and
deposition of the B-amyloid peptide (AP) in the brain precedes and induces the neuronal
abnormalities that underlie dementia driving AD pathogenesis. Amyloid plaques were
thought to form from the gradual accumulation and aggregation of secreted AP in the
extracellular space, but recently, the accumulation of AP has been demonstrated to occur
within neurons with AD pathogenesis. Alterations in the axonal trafficking and
morphological abnormalities also precede and lead to senile plaques. Moreover,
intraneuronal AP accumulation has been reported to be critical in the synaptic dysfunction,
cognitive dysfunction and the formation of plaques in AD. Here we use confocal
microscopy and immunohistochemistry to show endocytic A accumulation and vesicles
that carry intraneuronal AP associated with myosin Vb. Since it has been shown that class V
myosins play multiple roles in the trafficking of secretory granules, these observations are
consistent with one hypothesis for AD in which the disease process results from an
imbalance between AP production and AP clearance and the importance of myosins in this

process.
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Abreviaturas Utilizadas

ABC ATP-binding cassette

AB Peptideo B-amiloide

ADDLs Amyloid-derived diffusible ligands

ADP 5" Adenosina Difosfato

APP Proteina precursora amildide

Arp Proteinas relacionadas a Actina

ATP 5" Adenosina Trifosfato

ATPase Adenosina Trifosfatase

BSA Albumina Bovina Sérica

BM-V Miosina V de encéfalo

CaM Calmodulina

DA Doenga de Alzheimer

DIV dias in vitro

DMSO Dimethyl Sulfoxide

EDTA Acido Etileno Diaminotetracético

EGTA Acido Etilenoglicol-Bis (B — aminoetil éter) N, N, N, N — Tetracético
FI Filamentos Intermediarios

Fluo- AB Peptideo B-amiloide cojugado com Fluoresceina
GDP 5"Guanosina Difosfato

GTP 5"Guanosina Trifosfato

GTPase Guanosina Trifosfatase

HPLC Cromatografia liquida de alta eficiéncia

IgG Imunoglobulina G

LTP Long Term Potenciation

MEM Meio Minimo Essencial

MTT Brometo de 3-[4,-dimetil 2- tiazolil]-2,5-difenil tetrazolium
MVb Miosina Vb

PBS Tampao Fosfato Salino

RNA Acido Ribonucléico

SDS Dodecil Sulfato de Sodio

SDS-PAGE | Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS
SFB Soro fetal bovino

SNC Sistema nervoso central

TBS Tampao Tris Salino

Tris Tris-Hidroximetilaminometano

Tween 20 Polyethoxyethanol Sorbitan Monolaureate
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l. Introducgao:
I.1. Doenca de Alzheimer:

O aumento da incidéncia de doencas neurodegenerativas na sociedade moderna vem
sendo relacionado com o aumento da expectativa de vida da populagdo. Fatores de risco
associados ao estilo de vida moderno podem contribuir para a incidéncia desses disturbios;
dentre eles hd maior prevaléncia da Doenga de Alzheimer (DA), que afeta cerca de 25
milhdes de pessoas no mundo (Mattson, 2000; Ferri et al., 2005). No curso da doenga, um
processo de disfuncdo neuronal ¢ seguido de uma extensa degeneracdo em regides
especificas do cérebro, culminando em um estado de incapacidade total (Haass & Selkoe,
2007).

A primeira descricdo da DA foi feita pelo psiquiatra alemio Alois Alzheimer em
1906 (para revisdao ver Alzheimer et al., 1995). Sua paciente Auguste D. apresentava
comportamento agressivo, desorientacdo, alucinagdes e outras anormalidades cognitivas.
ApoOs a sua morte, através da andlise de cortes histologicos do seu cérebro, dois tipos de
lesdes caracteristicas foram observadas: emaranhados neurofibrilares e placas senis — estas
constituidas por depdsitos de peptideos B-amiloides (AB) (Figura 1).

Os emaranhados neurofibrilares sdo agregados intraneuronais compostos pela
proteina tau em um estado hiperfosforilado (Avila, 2006). Nesta condi¢do, a proteina tau
perde a sua capacidade fisioldgica de se ligar e estabilizar os microtubulos, e se reorganiza

em filamentos que se agregam no interior dos neurdnios.



Figura 1. Marcadores histopatolégicos da Doenca de Alzheimer. No painel A, observa-se a
formacéo da placa senil composta de agregados de peptideo B-amildide; em B, emaranhados
neurofibrilares compostos pela proteina Tau marcada para imunohistoquimica (adaptado de Haass
& Selkoe, 2007).



O peptideo AP ¢ produzido pela protedlise de uma proteina encontrada na
membrana plasmatica de células neuronais denominada proteina precursora amildide (APP)
(Mattson, 2004). Liberado em forma monomérica e soluvel, o AP apresenta uma forte
propensdao de sofrer agregagdo, formando primeiramente oligdmeros e posteriormente
fibrilas, no decorrer de um processo descrito como cascata amildéide (Hardy & Higgins,
1992).

A APP esta presente em diferentes isoformas na maioria dos tipos celulares e a sua
forma neuronal pode sofrer dois processamentos distintos por protedlise. Estes sdo
classificados como via amiloidogénica e via ndo amiloidogénica (Wolfe, 2002) (Figura 2).

O processamento da APP envolve clivagens proteoliticas sucessivas por um grupo
de secretases. Na via ndo amiloidogénica de processamento, inicialmente ocorre uma
primeira clivagem pela o-secretase, liberando um dominio extracelular solavel chamado
sAPPa, um fragmento que desempenha importantes fungdes durante o desenvolvimento do
sistema nervoso e na plasticidade neuronal (Gralle & Ferreira, 2007). Em seguida, uma
nova clivagem da APP pela y-secretase libera um pequeno fragmento intracelular (Figura 2)
que parece agir como um regulador transcripcional (Selkoe, 2001). A via amiloidogénica
libera o peptideo AP ap6s a clivagem da APP pela agdo seqiiencial das - e y-secretases
(Selkoe, 2001) (Figura 2). A sequéncia primaria do peptideo apresenta diferentes
comprimentos que variam de 38 a 43 aminodcidos. Apenas as formas mais longas,
contendo 40-43 aminodacidos, sdo encontradas nas placas senis, sendo a isoforma AP;.4, a
mais presente nestas lesoes (Kim & Hecht, 2005). Uma isoforma menor, APj.40, ¢
produzida de forma mais abundante que o AP;.42 em condicdes fisioldgicas, sendo a sua
produgdo, em condi¢des normais, cerca de 10 vezes maior do que a de AB;4, (Wu et al.,

2008).
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Figura 2. Processamento da proteina precursora amiléide (APP). A proteina precursora
amildide (APP) é processada por y -secretase ou 3-secretase. O processamento por y -secretase

gera um dominio y -APPs, liberando um fragmento carboxi-terminal de 83 residuos de aminoacidos
(C83) na membrana. Alternativamente, a clivagem por B-secretase produz 3-APPs e um fragmento

de 99 aminoacidos (C99). C99 é hidrolisado no seu dominio transmembrana pela y -secretase
formando assim o peptideo amildide beta (AB), implicado na doenga de Alzheimer. C83 clivado

pela y -secretase produz p3, um variante amino-terminal truncado de AB (Figura retirada de Wolfe,
2002).

A citada tendéncia de sofrer agregagdo do peptideo, a formacao de diferentes formas
agregadas, de fibras amiloides estaveis e os diferentes estados conformacionais assumidos
pelo peptideo AP produzem efeitos celulares importantes. Inimeras descobertas e estudos
realizados em diferentes modelos experimentais levaram a idéia de que as fibrilas seriam os
agentes mais agressivos e indutores da neurodegeneracdo que se observa no cérebro de
pacientes com DA (Glenner & Wong, 1984; Pike et al., 1992; Lorenzo & Yankner, 1994).
No entanto, ja ¢ bem estabelecido que o peptideo AP por si s6 € neurotdxico em cultura de
células, e esta toxicidade aparentemente envolve, entre outros fenomenos, um aumento na
concentracdo intracelular de célcio (Ho et al.,, 2001) e hiper-ativagao de receptores de
glutamato (Louzada, Jr. et al., 2001).

Estudos recentes propdem que modificacdes graduais nos niveis de peptideo AP

promovem alteragdes sindpticas, ativacdo de microglia e astrocitos e conversao de proteina



tau em agregados (Haass & Selkoe, 2007; De Felice et al., 2007). Oligdmeros de A em
sua forma soluvel s3o capazes de exercer um potente efeito neurotdxico e apresentam
também um possivel envolvimento em eventos relacionados a plasticidade sinaptica (Walsh
et al., 2002; Cleary et al., 2005). Entretanto, ¢ importante salientar que os mecanismos
envolvidos no impacto neuronal causado pelo peptideo AB e os eventos moleculares e
celulares disparados no processo da patologia continuam indefinidos.

Apesar de ndo existir um consenso a respeito de um alvo especifico para o combate
da doenca de Alzheimer, um passo a ser considerado seria a neutralizacdo do processo
inicial da patogenia. O aumento dos niveis de AP pode ocorrer pelo aumento da sua
producdo e/ou diminuicao da sua depuracao. Em estudos recentes foi demonstrado que a
inibicao da produgdo fisiologica de AP resulta em comprometimento da viabilidade celular
(Plant et al., 2003). Neste trabalho foi constatado que a producdo de APB40, que representa
90% do que ¢ produzido fisiologicamente, justifica a sua necessidade e mais ainda, a
importancia da manutengdo do equilibrio entre concentragdes de AB40/ AP42.

Outra hipotese a ser avaliada estd relacionada a estudos recentes que suportam a
hipdtese de que a perda de memoria recente ¢ causada por oligobmeros soliveis de A
(Kayed et al., 2003), que ocorre devido a concentragdes sub-micromolares atuarem
rapidamente na inibi¢do do armazenamento de informacdo sindptica. A identificacdo de
formas oligoméricas soluveis, atualmente conhecidas como ADDLs (Amyloid-Derived
Diffusible Ligands) ¢ o seu papel na toxicidade mediada pelo peptideo AP (Lambert et al.,
2007) reforga esta idéia, associado ao fato de que a formagdo de memoria comeca nas
sinapses, sugerindo que a perda de memoria no processo da doenca de Alzheimer também

tenha inicio nas sinapses (Walsh et al., 2002).

1.2 Citoesqueleto:

Presente na maioria das células eucaridticas, o citoesqueleto desempenha importante
papel na determinacdo e manutengdo da forma celular, participando também da citocinese,
de transportes intracelulares, na produgdo de extensdes citoplasmadticas requeridas para a
movimentagdo ¢ aquisicdo de nutrientes, na contragdo muscular e na segregacao dos

cromossomos na mitose. Estas fun¢des dependem de trés diferentes filamentos protéicos



que sdo: microtubulos, filamentos intermediarios e filamentos de actina (Baker & Titus,
1998; dos Remedios et al., 2003).

Os microtubulos, encontrados no citoplasma de todas as células, apresentam
dimensdes uniformes por volta de 25 nm de didmetro. S3o longos, retos e quando
observados em corte transversal, apresentam uma parede densa de aproximadamente 6 nm
de espessura. Cada microtubulo ¢ formado pela associacdo de dimeros protéicos que se
arrumam em hélice. Os dimeros sdo compostos por duas cadeias polipeptidicas com
estruturas semelhantes, chamadas de a e 3 tubulina. Quando as moléculas de tubulina se
juntam para formar microtubulos, elas formam “proto-filamentos” lineares, com
subunidades B-tubulina de uma molécula de tubulina em contato com a subunidade de a-
tubulina proxima. Em um microtubulo completo, ha treze proto-filamentos organizados
lado a lado em torno de um cerne que aparenta estar vazio. Com todos os proto-filamentos
alinhados em paralelo com a mesma polaridade, o microtibulo ¢ uma estrutura polar com
uma ponta “plus” (crescimento rapido) e a ponta “minus” (crescimento lento) (Nogales,
2001) (Figura 3). Os microtibulos podem ser encontrados na célula em estados de
crescimento rapido ou em desagregacdo rapida. Esta instabilidade dinamica dos
microtibulos ocorre em consequéncia do retardamento da hidrolise de GTP apds a ligacao
com tubulina e esta dinamica estd diretamente associada as suas fungdes bioldgicas na
célula (Conde & Caceres, 2009).

Os filamentos intermedidrios sdo polimeros fortes, constituidos de polipeptideos
fibrosos e alongados que formam uma estrutura dimérica em dupla a-hélice que se
associam, em um arranjo antiparalelo, formando tetrdmeros a partir dos quais os filamentos
se organizam de forma ndo polarizada (Toivola et al., 2005). Particularmente importantes
no citoplasma de células sujeitas a tensdo mecanica, possuem um didmetro em torno de 8-
12 nm, sdo muito heterogéneos, considerando suas propriedades bioquimicas, porém
quanto a morfologia e localizacdo, ¢ possivel agrupéd-los em cinco tipos: filamentos de
queratina, subdivididos em acidos (Tipo I) e basicos (Tipo II); filamentos da glia,
vimentina, desmina e periferina compdem os filamentos do Tipo III; neurofilamentos e
internexinas (Tipo IV) e filamentos que compdem as trés laminas nucleares que dao suporte
a membrana nuclear interna constituem os filamentos do Tipo V (Ndozangue-Touriguine et

al., 2008). Sao bastonetes estaveis, ao contrario dos microtibulos ¢ dos filamentos de



actina, ndo sao constituidos de mondmeros precursores que constantemente se agregam e se
separam, em equilibrio, como um pool citoplasmatico. Um tipo intermediario de filamento
forma uma estrutura em trama chamada lamina nuclear, logo abaixo da membrana nuclear
interna, ¢ outros tipos se estendem para a periferia da célula onde interagem com a

membrana plasmatica (para revisao ver Minin & Moldaver, 2008) (Figura 3).

Microfilamento Filamento intermedio

Monémero de Monomero de
Dimero de tubulina B-tubulina o-tubulina

Figura 3. Filamentos que compdéem o citoesqueleto. Esquema representativo das subunidades
protéicas que compdem os filamentos formadores do citoesqueleto. Monémeros de actina
compdem os microfilamentos (filamentos de actina); mondmeros de [J e B tubulina, constituintes
dos microtubulos; e a estrutura dimérica em dupla [-hélice da subunidade de polipeptideos
fibrosos que constituem os filamentos intermediérios.

Modificado de: http://whfreeman.com/life/update/chap04.html.
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A actina ¢ a proteina mais abundante e importante em muitas células eucariotas,
geralmente constituindo 5% ou mais do total de proteinas celulares. Todas as células
eucariotas contém actina; ¢ muito encontrada no muasculo, e também, em menor quantidade,
distribuida no citoplasma de todas as células, sendo que os feixes formados por estes
microfilamentos encontram-se em maior concentragdo logo abaixo da membrana
plasmatica (cortex) (Smythe & Ayscough, 2006; Burkel et al., 2007). Os filamentos de
actina sdo compostos por subunidades globulares, cada uma composta por um peptideo
simples de 375 residuos de aminoacidos, sendo conhecida como actina globular ou G

actina. Os filamentos de actina podem formar estruturas estaveis, como as que formam o



nucleo de microvilosidades e a maquinaria contratil das células musculares, ou podem
formar estruturas labeis (Winder & Ayscough, 2005). Estruturas delgadas e flexiveis, cujo
diametro estad entre 5 ¢ 9 nm, sdo constituidas por uma cadeia dupla em espiral de
monoémeros globulares e formam uma estrutura quaternaria fibrosa. A polimerizagdo do
filamento de actina ¢ um processo dinamico regulado pela hidrélise do nucleotideo (ATP)
que se apresenta ligado firmemente ao mondmero. A dindmica dos filamentos de actina ¢
essencial em processos celulares, como manuten¢do da estrutura e da morfologia celular,
citocinese, adesdo, migracdo, crescimento de neuritos, endocitose e fagocitose (Myers &
Casanova, 2008).

Logo apos a polimerizagdo, o fosfato terminal do ATP ligado a actina ¢ hidrolisado
e o ADP resultante permanece ligado ao polimero. Assim como na polimerizacdo de
tubulina, a hidrdlise ndo ¢ necessaria para formar o filamento, e serve para enfraquecer as
ligagcdes no polimero, facilitando a despolimerizagdo (Winder & Ayscough, 2005). As
moléculas de actina polimerizam e despolimerizam continuamente no cortex de células
animais. O comprimento total dos filamentos de actina em uma célula é 30 vezes maior do
que o dos microtibulos, diferenca fundamental na organizacdo e funcdo destes dois
polimeros.

A organizac¢ao morfofuncional do citoesqueleto de actina depende da interagao com
proteinas que se ligam a esta, e sdo capazes de orienta-las na formacao de géis frouxos ou
filamentos rigidos, auxiliando na formacdo de estruturas de sustentacdo, alterando sua
afinidade com outras proteinas. Existem pequenas proteinas que se ligam a actina e sdo
capazes de inibir ou estimular a polimerizagao de acordo com as necessidades funcionais da
célula agindo em resposta a estimulos extracelulares (Myers & Casanova, 2008).

A polimerizagdo da actina pode ser regulada por sinais externos que se ligam a
receptores de superficie celular, que atuam através de proteinas G heterotriméricas e das
pequenas GTPases da familia Rho (Jaffe et al., 2005).

Estes filamentos, em geral, necessitam de proteinas acessorias para a ligagdo dos
filamentos entre si e outros componentes celulares, ja que isoladamente, ndo conferem nem
forma nem forg¢a a célula. Essas proteinas sdo essenciais para o controle dos filamentos
protéicos, regulando a velocidade e a extensdo da polimerizagdo dos filamentos de actina e

dos microtibulos controlando onde e quando eles devem ser montados na célula e também



fornecem motores moleculares para a movimentagao das organelas ao longo dos filamentos
(dos Remedios et al., 2003).

Diversos trabalhos substituiram a visdo de que as organelas sdo estaticas, pela idéia
de que a maioria delas possuem motilidade e que a localizacdo e morfologia observada em
varias membranas ¢ um resultado seguro de maultiplos processos dinamicos (Cole &
Lippincott-Schwartz, 1995; Apodaca, 2001). Esses relatos sugerem que proteinas motoras

assumem o papel integral na biogénese e fun¢do das organelas.

1.3 Motores Moleculares:

Proteinas motoras sdo uma classe especial de enzimas que vém sendo identificadas
e utilizam energia proveniente da hidrélise de ATP para deslizar ao longo de filamentos de
actina e microtubulos (Yun et al., 2001). Estes diferem entre si quanto ao tipo de filamento
a que se ligam, quanto as dire¢des que se movem ao longo do filamento e quanto a “carga”
que transportam.

Motores moleculares sdo classificados entre aqueles que se movem ao longo de um
substrato linear (motores lineares) e aqueles que possuem rotacdo (motores rotatdrios). Sao
entdo classificados como motores lineares os motores moleculares convencionais como
miosina ligada a actina, dineina e kinesina ligadas a microtubulos, ¢ também o nao
convencional, como a RNA polimerase. E como exemplo de motor rotatdrio, temos o motor

flagelar bacteriano e a F1-ATPase (Oster & Wang, 2003).

I.3.1 Kinesinas.

Sua estrutura consiste de um dimero, sendo cada mondémero composto de uma
regido filamentar que possui uma cabec¢a globular, um dominio de ligagdo a carga a ser
transportada ¢ um dominio motor globular de aproximadamente 350 aminoacidos de ~
40kDa. A superfamilia de kinesinas ¢ composta por moléculas convencionais € nao
convencionais. Os sitios de ligacdo a ATP e microtibulos geram a for¢a necessaria para a
motilidade e a regido globular determina a especificidade funcional da kinesina. A ligacao
da kinesina parece causar mudangas conformacionais na tubulina (Woehlke & Schliwa,

2000) (Figura 4).



A molécula de kinesina se move progressivamente ao longo de microtibulos em
intervalos de 8nm, provavelmente pelo movimento alternado de cada uma de suas cabegas.
Cada passo de 8nm parece estar associado a hidrélise de uma molécula de ATP e a forga do
movimento de kinesinas parece também depender da concentragdo de ATP (Visscher et al.,
1999; Sack et al., 1999; Woehlke, 2001).

Kinesinas tém diversas fungdes, tais como transporte de vesiculas e segregacao de
cromossomos durante a mitose. Diferentes kinesinas podem ser subdivididas com base em
seu direcionamento, a posicdo do dominio motor (se esta perto da extremidade amino-
terminal ou carbdxi-terminal), ou pela combinacdo de suas subunidades (homodimeros,
monomeéros, heterodimeros, heterotrimeros, heterotetrameros, ou combinag¢des com cadeias
leves e outros). A maior parte de kinesinas se move em direcdo a extremidade positiva de
microtubulos, possui um dominio a-helicoidal, que age como um transdutor de forga, € uma
cauda com um dominio globular que se liga a cadeias leves e conecta-se a carga, como por

exemplo, vesiculas, organelas e cromossomos (Woehlke & Schliwa, 2000) (Figura 4).

1.3.2 Dineinas.

A dineina citoplasmatica ¢ uma proteina motora composta de duas cadeias pesadas
idénticas com 500 kDa, trés cadeias intermediarias com 70 kDa e quatro cadeias leves de
53-59 kDa. Nenhum caso de delecdo de dineina ¢ letal, sugerindo um sistema de apoio para
a migragdo e divisdo nuclear usando um motor como uma kinesina (Muresan et al., 2001)
(Figura 4).

Cineticamente, a dineina parece comportar-se similarmente a miosina; por outro
lado, a molécula de dineina possui dois dominios motores e cada um deles tem
aproximadamente cinco vezes o tamanho do dominio motor de uma kinesina. J4 as

mudangas estruturais envolvidas na motilidade sdo mais complexas (Woehlke & Schliwa,

2000).
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Figura 4. Proteinas motoras associadas aos microtibulos. As kinesinas associadas ao
microtubulo realizam transporte em dire¢do ao plus end e as dineinas sdo responsaveis pelo
transporte de cargas na dire¢gdo do minus end. Imagem adaptada de http://fisio.ib.usp.br/labpig.

A dineina foi descoberta como a primeira proteina motora capaz de gerar forga ao
longo de microtubulos. Uma forma de dineina citoplasmatica também foi identificada por
participar da mitose e de varios outros movimentos celulares. Atualmente existem
evidéncias que mostram que uma ou mais formas de dineina junto com seu co-fator, o
complexo dinactina, sdo requeridas para manter o complexo de Golgi justanuclear em

fibroblastos (Burkhardt, 1998; Muresan et al., 2001).

1.4 Miosinas:

Vista como a maior classe de proteinas responsaveis pelo direcionamento dos
movimentos dependentes de actina (Baker & Titus, 1998) (Figura 5), a miosina foi descrita
inicialmente em 1868 (Szent-Gyorgyi, 1953), e caracterizada como uma proteina que, em

conjunto com a actina, constitui a estrutura essencial na formacdo dos filamentos
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musculares, sendo parte da maquinaria contratil responsavel pelo deslizamento dos

filamentos e encurtamento dos sarcomeros (Huxley, 1974).

~N
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Figura 5. Proteina motora associada a actina. A miosina V (azul) se liga ao flamento de actina
(verde) através dos sitios especificos (detalhe em vermelho) encontrados em cada uma das duas
regides da cabeca, dominios amino-terminais. (http:/physiology.med.uvm.edu).

A interag¢do entre actina ¢ miosina foi melhor estudada em fibras musculares
esqueléticas. A fibra muscular contém um grande numero de miofibrilas, que sdo
constituidas por filamentos grossos (miosina) e filamentos finos (actina) (para revisdo ver
Sellers, 2004).

A base da contracdo reside na interacdo entre filamentos grossos e finos, de tal
forma que os filamentos delgados movem-se passando pelos filamentos espessos € indo em
dire¢do ao centro do sarcomero. Quando isso ocorre, o comprimento do sarcomero diminui.
Os filamentos finos sdo constituidos por actina F, tropomiosina e troponina; os filamentos
grossos sdo constituidos por moléculas de miosina (Sellers, 2004).

Quando as moléculas de miosina se reinem em um filamento, suas cabecas
projetam-se para fora formando pontes transversais que se conectam € movimentam oS
filamentos de actina durante a contracdo. Na auséncia de célcio, a tropomiosina ¢ a

troponina formam um complexo que impede ligagdo entre actina e a miosina. Com calcio
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presente, o complexo tropomiosina-troponina assume nova posi¢do, possibilitando o
contato entre a miosina € a actina, inclinando a cabe¢a da miosina ¢ movimentando o
filamento de actina (Fitts, 2008).

Como a agdo de uma das cabecas da miosina pode ser responsavel pelo movimento
menor que 10 nm, conclui-se que ocorre uma série de interagdes repetitivas entre actina e
miosina para promover o encurtamento observado do sarcomero. A energia para que a
molécula de miosina mova os filamentos de actina ¢ fornecida pelo ATP, que participa ndo
s6 do processo de contragdo, mas também no de relaxamento. Sem ATP, os filamentos de
actina e miosina permanecem ligados e o musculo ndo pode relaxar, formando pontes de
rigor (Fitts, 2008) (Figura 6).

A atividade ATPasica da miosina ¢ muito aumentada pela actina F. A actina
aumenta a taxa de hidrolise (turnover) pela miosina em 200 vezes. Uma vez que o ATP
ligado a miosina ¢ rapidamente hidrolisado, mas a saida de ADP e Pi ¢ lenta, a actina
aumenta o “turnover” da miosina por se ligar ao complexo miosina-ADP-Pi e acelerar a

liberagdo dos produtos (Fitts, 2008).
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Figura 6. Esquema representativo do ciclo ATPasico. Iniciando no estado de rigor AM (estado
a), ligacao de ATP e rapida dissociagdo do complexo, hidrélise de ATP, seguida da liberagédo de Pi
e entdo a liberagdo de ADP. Apéds a clivagem do ATP, a miosina se liga a actina por uma ligagao
fraca (estado c) e depois fortemente ligados (estado d). A ligagdo com actina induz a dissociagao
de Pi e o power stroke (estado e). Adaptado de Fitts (2008).

A fosforilacdo da miosina ¢ um importante mecanismo de regulagdo da atividade de
contragao do musculo cardiaco mas nao do musculo esquelético. O nivel de fosforilagao de
miosina cardiaca, depende do equilibrio das reacdes catalizadas por uma proteina quinase

Ca®" /calmodulina dependente e uma fosfatase, que através da fosforilagdo da cadeia leve
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da miosina leva a interacdo com actina para produzir for¢a e aumenta a atividade ATPésica
da miosina (Sweeney, 1998).

Embora haja estruturas homdlogas entre miosinas de musculo liso e esquelético,
elas diferem em varios aspectos funcionais, ou seja, em sua atividade motora ¢ em sua
regulacdo. Para investigar as bases moleculares destas diferencas, em um estudo, foi
produzida uma miosina quimérica, reunindo estruturas de miosinas de misculo esquelético
e liso. Ambas as atividades ATPase e motora da miosina quimérica foram completamente
reguladas pela fosforilacdo da cadeia leve, enquanto que o dominio motor determinou a
taxa de hidrélise de ATP (Sata et al., 1997).

A miosina sarcomérica ¢ produzida por uma grande e complexa familia de genes
que sdo diferentemente expressos durante o desenvolvimento das células musculares
(Bandman, 1999). Neste cenario, a miosina gera uma for¢a isométrica, que dirige
movimentos simétricos. Em contraste, o filamento de actina uniformemente polarizado
permite o movimento de miosina a longas distancias. Deste modo, a direcao da forga gerada
por miosina ¢ polarizada e bem dirigida, levando a movimentos polarizados ou
assimétricos, como por exemplo, o transporte de organelas por longa distancia (Cramer,
2008).

A for¢a produzida a partir da atividade da molécula de miosina dirige uma
variedade de movimentos nas células eucarioticas. Fora do tecido muscular, o mecanismo
preciso da participacdo da miosina na motilidade celular vem sendo estudado mais a fundo.

A miosina ¢ uma proteina capaz de promover a hidrolise de ATP, executar
movimento para transporte intracelular, citocinese, quimiotaxia, transporte de RNAs,
locomogao celular, entre outras (Li & Nebenfuhr, 2008; Salerno et al., 2008).

A primeira classe da superfamilia das miosinas descrita, miosina II, contém os tipos
de miosina considerados convencionais, com duas cadeias pesadas; sendo o mais conhecido
membro desta a miosina de musculo esquelético. A segunda classe descrita, miosina I, ¢
assim chamada por apresentar apenas uma cadeia pesada. Atualmente, as moléculas de
miosina que apresentam um ancestral comum similar a miosina I, representam classes de
uma superfamilia que sdo denominadas de acordo com o seu descobrimento, ndo havendo
nenhuma correlacdo entre a homologia ou o nimero de cadeias, para classificar uma

determinada classe (para revisao ver Sellers, 2000) (Figura 7).
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Figura 7. Arvore filogenética da superfamilia das miosinas. Esquema mostrando XVII das
classes descritas, dentre as mais de XX classes de miosinas existentes (Hodge & Cope, 2000).

Existe uma enorme variedade de miosinas. Isto pode ser notado, por exemplo, nas
varias isoformas da miosina II que sdo encontradas na musculatura esquelética, lisa,
cardiaca e também em células ndo musculares. Além de serem motores moleculares, alguns
membros das subfamilias das miosinas I, III e IX também podem ser sinalizadores
moleculares (Soldati, 2003). A regido da cabeca da miosina, que incorpora a fun¢do de
motor, contém um dominio catalitico que se liga ao ATP e um dominio que se liga a actina.

Possui um dominio carboxi-terminal alongado (a-hélice) contendo um nimero variavel de
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cadeias leves, chamado pescogo. A a-hélice onde se ancoram as cadeias leves parece atuar
como um brago de alavanca no mecanismo motor (Veigel et al., 2005).

Estudos tém revelado que as miosinas também possuem papel importante na fungdo
neurossensorial. Células envolvidas nesse processo de ampliagdo e manutengdo de
estruturas altamente especializadas sdo: estereocilios (do lado interno externo das células
ciliadas do ouvido); projecdes parecidas com microvilos (em Drosophila melanogaster) ¢
cones de crescimento (em nervos). Muitas dessas estruturas sdo ricas em actina ¢ a
localiza¢do das miosinas nesses sitios e analises de miosina mutantes, sugere que diferentes
miosinas sdo essenciais para a manutencdo e/ou fun¢do dessas extensoes (Baker & Titus,
1998; Kussel-Andermann et al., 2000).

As miosinas VI e VII possuem papéis essenciais na audi¢do e no equilibrio
(Mooseker & Cheney, 1995). Os lados internos e externos das células ciliadas da coclea
estendem feixes altamente organizados de actina, os estereocilios, que sdo ancorados a uma
lamina cuticular rica em actina. A miosina VI no lado interno e externo das células ciliadas
¢ localizada na lamina cuticular e corddo pericuticular (Avraham et al., 1997).
Camundongos com supressao de miosina VI (Snell’s waltzer) exibem degeneracdo coclear
e disfun¢ao vestibular (Redowicz, 2002; Osterweil et al., 2005). A miosina VI pode ancorar
os estereocilios na lamina cuticular ou contribuir na manutengao de sua rigidez. A miosina
Vlla expressa no interior e exterior das células ciliadas ¢ encontrada na lamina cuticular, no
corddo pericuticular e em seus estereocilios (Hasson et al., 1997). Mutagdes em miosina
VIla humana resultam em perda de audi¢do ou em retinose pigmentar (Sindrome de Usher)
(Weil et al., 1996; El-Amraoui & Petit, 2005, Kremer et al., 2006).

Achados recentes mostram que as miosinas desempenham papéis na determinacgdo
da polaridade, localizagdo e posicionamento das células, e que estas e outras proteinas do
citoesqueleto, reinem-se na membrana do complexo de Golgi durante o transporte de
vesiculas. O papel exato de miosinas no trafico vesicular ainda ndo esta bem estabelecido,
mas sua participagdo representa um papel importante no transporte de vesiculas (Tuxworth

et al., 2005).
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1.4.1 Miosina V:

A descoberta desta miosina ndo convencional deve-se a investigagdes do gene
dilute, cuja supressdao em camundongos produz dois tipos de anomalia. Em uma mutagéo, o
dilute viral (dv) em homozigose acarreta em um fendtipo de clareamento dos pelos devido a
um defeito na transferéncia de melanossomas do melandcito para o queratindcito; e a forma
dilute lethal (dl), leva a um quadro grave de defeitos neurologicos podendo manifestar
ataxia, problemas de postura e equilibrio, convulsdes e morte em sua terceira semana de
vida (Mercer et al., 1991).

Em humanos, na doenga conhecida como sindrome de Griscelli, hd uma mutagdo no
gene que codifica a miosina Va (Pastural et al., 2000). Esta doenca provoca no individuo
clareamento de cabelo, albinismo, imunodeficiéncia e pequeno retardamento mental,
sintomas semelhantes aos encontrados nos camundongos dilute.

Além da miosina Va, em mamiferos, ¢ possivel encontrar outras duas classes de
miosinas. A miosina Vb ¢ amplamente expressa em todos os tecidos e esta envolvida na
reciclagem de proteinas e receptores de uma variedade de tipos celulares; a miosina Vc ¢
expressa predominantemente em células epiteliais e participa no transporte de receptores de

transferrina (Rodriguez & Cheney, 2002).

1.4.1.1 Estrutura:

A estrutura primaria da miosina Vb mantém alta homologia com as demais
proteinas da classe V (Figura 8) e uma menor homologia com a miosina II. Sua estrutura
apresenta uma cadeia pesada de 212,5 kDa que ¢ constituida de trés grandes dominios
tipicos da superfamilia: 1) a cabega, regido globular com os sitios para ligacdo de
nucleotideo e actina; ii) o pescogo, com 0s sitios consenso de ligacdo de cadeias leves, cada
um com aproximadamente 4 calmodulinas (16,8 kDa), uma cadeia leve de 23 kDa e outra
de 17 kDa (Wang et al., 2000; Espindola et al., 2000); iii) a cauda, regido globular com
sitios de ligacdo para proteinas regulatdrias compostas por cadeias leves de 10 kDa com

alta homologia (80-100%) a cadeia de dineina (Benashski et al., 1997).
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Figura 8. Diagrama da estrutura da miosina V. Em verde, a regido globular amino-terminal; em
vermelho, os motivos IQ, dominios de ligacdo de cadeias leves; em cinza, calmodulinas e cadeias
leves regulatérias associadas; em amarelo, a cauda em a — hélice; em azul, as regides globulares
da cauda, responsaveis pela ligagdo com a carga a ser transportada. Adaptado de Langford, 2002.

Os dominios amino-terminal das miosinas sdo altamente conservados e contém a
maquinaria para a producao de forc¢a primaria, sendo responsavel pela conversao da energia

da hidrdlise do ATP em forca mecanica, através da interagdo com microfilamentos. Os
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dominios caboxi-terminal (cauda) sdo altamente divergentes. A cauda ¢ responsavel pela
ligacdo da proteina a vesiculas sinapticas (Prekeris et al., 1996), sendo a cauda globular, o
dominio pelo qual a miosina V se associa a sua carga (Catlett & Weisman, 1998; Catlett et

al., 2000) (Figura 9).
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Figura 9. Diagrama de fung¢ao da miosina V. Modelo mostrando que miosinas (mais de uma
molécula) associa-se a vesicula a ser transportada através de sitios de ligagdo especificos
localizados na regido da cauda globular e realizam esse transporte alternado a associagado das
duas cabegas com o filamento de actina (Adaptado de Shimmen & Yokota, 2004).

1.4.1.2 Regulacao:

A miosina V foi descrita inicialmente como uma proteina (denominada p190) com
atividade Mg”>" ATPasica, ligante de calmodulina e dependente de Ca’’, presente em
encéfalo de coelho (Larson et al., 1988).

A miosina V ¢ fosforilada por uma proteina quinase dependente de Ca®" e
calmodulina (CaM quinase II). Esta fosforilagdo ocorre na cauda globular (Coelho &
Larson, 1993).

A comparag¢do com modelos de ativacdo em miosinas e outras proteinas sugere uma
importante acio da calmodulina neste processo regulatério. O Ca®’ exerce importantes
efeitos sobre a molécula de miosina V, estimula sua atividade MgATPasica e promove a
dissocia¢ao das moléculas de CaM (Cameron et al., 1998), constituindo-se assim em um

elemento chave na regulagdo da atividade e funcao desta miosina.
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Outra importante diferenca existente na regulacdo da atividade das miosinas Va e
Vb com relacdo a miosina II convencional ¢ a liberagdo lenta de ADP do complexo acto-
miosina-ADP (De La Cruz et al., 1999; Watanabe et al., 2006). Além disso, foi mostrado
que o ADP inibe a atividade mecanica e enzimatica das miosinas Va e Vb (De La Cruz et
al., 2000; Wang et al., 2000; Watanabe et al., 2006). Estudos cinéticos (Hannemann et al.,
2005; Rosenfeld et al., 2005) e estruturais (Coureux et al., 2004) sugerem que, no ciclo
ATPasico da miosina Va o Mg2+ ¢ liberado antes do ADP e, deste modo, a concentracao de

+ . . e . .
Mg”** poderia modular a cinética de miosina V.

1.4.1.3 Localizacao:

Purificada inicialmente a partir de encéfalo de coelho e até entdo identificada apenas
como uma proteina ligante de calmodulina denominada p190 (Larson et al., 1990), foi
posteriormente encontrada em encéfalo de galinha (Cheney & Mooseker, 1992), e sabe-se
que apesar da alta incidéncia no tecido encefalico (Espindola et al., 1992), esta proteina esta
presente em muitos tecidos de varias espécies de vertebrados.

A miosina V também ¢é expressa no ouvido e no olho; estd localizada juntamente
com microtibulos e actina e também possui papel na distribui¢do intracelular de organelas
membranosas em neuronios. No ouvido, ela é expressa nas células de sustentagao,
terminagdes sinapticas na base do interior de células ciliadas no ouvido e em fibras
nervosas aferentes (Hasson et al., 1997). No olho, esta distribuida no interior da camada
nuclear e nas sinapses de células fotorreceptoras. A distribuicdo da miosina V em neurénios
é consistente com sua participagdo no transporte intracelular de vesiculas. E encontrada nos
corpos celulares e cones de crescimento de hipocampo e astrocitos cerebelares de rato
(Espreafico et al., 1992), no centrossomo de células de mamiferos (Espreafico et al., 1998),
associadas com dominios ricos em microtubulos em células em intérfase e em processo de
divisdo (Wu et al., 1998), e em células dendriticas de linhagens de murinos (Holt et al.,

2007).
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1.4.1.4 Funcio:

A localizagdo da miosina V na célula, as caracteristicas dos fenotipos nulos e a sua
ligagdo a vesiculas sinapticas sugerem que esta proteina deve estar envolvida no transporte
de vesiculas (Sweeney & Houdusse, 2007).

A miosinaVa ¢ essencial para extensao dos cones de crescimento em neurdnios de
ganglio da raiz dorsal do pinto, mas ndo para retragdo dos filipédios (Wang et al., 1996).
Todos estes dados sugerem um papel importante da miosina Va na neuroplasticidade.

Estudos genéticos demonstraram que a distribui¢do anormal de melanossomos no
corpo celular dos melandcitos € a causa do defeito de coloragdo dos pelos do mutante dilute
(Wilson et al., 2000; revisto em Van et al., 2009). Aparentemente, o mecanismo de
transporte de melanossomos obedece a uma intrincada associacdo entre a miosina V e
outros motores baseados em citoesqueleto (Wu et al., 1998; Van et al., 2009). O transporte
de vesiculas mediado pela miosina V vem sendo correlacionado com um modelo molecular
para a explicacdo da ataxia (Langford & Molyneaux, 1998). Este modelo, ainda
especulativo, pode indicar mais uma das fun¢des da miosina V.

A correlag@o entre modelos anteriores do produto do gene dilute e da miosina V foi
mostrada por Bridgman, 1999) demonstrando que esta proteina ¢ realmente a responsavel
pelas modificagdes no camundongo dilute.

Ensaios com a meromiosina pesada da miosina Va demonstraram que suas duas
cabegas ficam ligadas a actina, caracterizando seu movimento processivo (Walker et al.,
2000). Os autores propuseram que as duas cabegas realizam seus ciclos cataliticos em
momentos distintos, o que favoreceria a liberacdo de uma cabeca enquanto a outra
permanece ligada a actina.

A miosina Vb estd envolvida na reciclagem do receptor M4 muscarinico de
acetilcolina (Volpicelli et al., 2002), no transporte de receptores de transferrina (Provance,
Jr. et al., 2004) e na reciclagem de receptores de EGF (Lapierre & Goldenring, 2005), assim
como no transporte da subunidade GluR1 do receptor de glutamato (Lise et al., 2006), e na
formacgao apical da membrana plasmatica de hepatocitos (Wakabayashi et al., 2005). Até o
momento parece nao haver relagdo entre os tipos de organelas transportadas por miosina Va

e Vb (Lapierre et al., 2001; Takagishi et al., 2005).
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Partindo destes principios, neste trabalho analizamos o acimulo de AP endocitado e
a presenca de vesiculas contendo o peptideo AP, associadas a miosina Vb. Estas
descobertas podem abrir novas perspectivas quanto a contribui¢do do A intraneuronal na
cascata de eventos neurodegenerativo assim como uma importante participacao da miosina
Vb em um processo que poderia servir como um novo mecanismo de defesa contra os
oligobmeros de AP. Tendo em vista que as miosinas da classe V desempenham um papel
importante no transporte de vesiculas granulo-secretoras, nossa hipdtese ¢ que o processo
de desenvolvimento da doenca resulte na quebra do equilibrio existente entre a geracao de

AP e seu processamento.
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Il. Objetivos:
Objetivo geral:

Investigar a participacdo de proteinas motoras no transporte do peptideo beta
amildide no meio intracelular com a finalidade de compreender a importancia da
formacido de AP intraneuronal no processo neurodegenerativo e a participacio da
miosina Vb em uma possivel interacio com este peptideo internalizado.

Objetivos especificos:

- Verificar a internalizagdo do peptideo AP} em culturas primarias de neur6nio de retina

de pintos;
- Identificar isoformas do peptideo que sdo internalizadas;

- Investigar a relagdo existente entre proteinas motoras com os agregados intracelulares.
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II1. Materiais e Métodos:

lll.1 Reagentes:

Os peptideos ABi-42 € AP;-40 conjugados com fluoresceina (fluo-AP; 4, e fluo-AP;-
40) foram adquiridos da AnaSpec.O meio minimo essencial (MEM) e soro fetal bovino
(SFB) foram obtidos da Invitrogen (S3ao Paulo, Brasil). Para os ensaios de
imunohistoquimica, utilizamos anticorpo policlonal contra o dominio C-terminal (931
residuos de aminoécidos) de miosina Vb purificado por afinidade, gentilmente cedido pela
Dr®. Marie France-Lisé (University of British Columbia). Os anticorpos secundarios
conjugados com rodamina foram obtidos da Sta Cruz Biotechnology Inc. Para os ensaios de
Dot blot os anticorpos primarios especificos para oligdmeros de AB menores, compostos de
trimeros e tetrdmeros soliveis e para espécies oligoméricas maiores (maiores que 24mers)
foram produzidos no Laboratério do Prof. William Klein (Northwestern University) e
gentilmente cedidos pela Prof. Fernanda G. De Felice (UFRJ). Os anticorpos secundarios
conjugados a peroxidase fazem parte do kit de revelagdo ECL Plus (Amersham).

Para as culturas primdarias de neurdnios de retina de pinto, ovos embrionados foram
adquiridos em uma granja local. Todos os experimentos com animais foram realizados de
acordo com as normas de utilizacdo de animais em pesquisa do Instituto Nacional de
Satde, e o protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Uso de animais

experimentais do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, nimero IBCCF 001.

II1.2 Cultura priméaria de neuronio de retina:

As culturas de retina foram preparadas a partir de embrides de pinto com 8 dias
embrionados em placas de cultura previamente tratadas com poli-L-lisina (20 pg/mL) por
24 h, conforme descrito (Louzada et al., 2004). As retinas sdo dissecadas em condi¢oes
estéreis em uma solugdo livre de célcio e magnésio (CMF). Apdés uma etapa de
tripsinizacdo (0.05% tripsina em PBS) por 10 min a 37 °C em CMF o material ¢
centrifugado por 2 min a 1000 x g, para baixar as células. O sobrenadante ¢ descartado, e o
pellet ¢ cuidadosamente ressuspenso em meio de cultura (MEM suplementado com 5%
SFB) e dissociado mecanicamente com o auxilio de uma pipeta pasteur por cerca de 10-20
vezes. Este procedimento leva a obtengao de uma cultura de baixa densidade enriquecida de

neurdnios (contendo > 90 % células neuronais) com aproximadamente 2 x 10° células/mL.
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O meio de cultura ¢ trocado 24 horas apos o plaqueamento e as culturas sdo mantidas em
estufa em uma atmosfera de 8% CO, a 37 °C. Para os experimentos de internalizagdo de AP
as culturas foram tratadas apos 4 dias “in vitro” (DIV), com 2 nM fluo-Ap por 5, 10, 30 ¢

60 minutos.

I11.3 Ensaio de viabilidade celular:

A avaliagdo da viabilidade das células em cultura apés o incubagdo com 10 nM de
fluo-APB por 60 minutos foi realizada usando o ensaio de redu¢do de brometo de 3-[4,-
dimetil 2- tiazolil]-2,5-difenil tetrazolium (MTT) conforme descrito (De Felice et al.,
2001). Resumidamente, as células sdo incubadas com uma solu¢ao de 0,5 mg/mL de MTT
a 37°C por 4 horas para que ocorra a redugdo de MTT em azul de formazan pelas células
metabolicamente ativas. As células sdo lisadas e os cristais de azul de formazan
solubilizados através de uma incubag¢do com 0,01 N HCI contendo 10% SDS “overnight” a
temperatura ambiente. A densidade Optica foi medida a 540 nm em um leitor de placa
ThermoMax. A viabilidade das células tratadas foi comparada com a viabilidade de células
controle ndo tratadas, mantidas pelo mesmo periodo experimental. Foram realizados quatro

repeti¢des do experimento com trés condi¢des em triplicata.

I11.4 Imunocitoquimica:

As células em cultura sdo fixadas com 4% paraformaldeido por 15 minutos e
lavadas 3x com PBS (+ 10 min/vez). Apds as lavagens as células sdo permeabilizadas com
0,2% Triton por 5 minutos, sendo novamente lavadas 3x com PBS. Os sitios nado
especificos sdo bloqueados com 5% PBS-BSA por 30 minutos em camara Umida a
temperatura ambiente. Apos o bloqueio as laminas sdo incubadas “overnight” com
anticorpo primario contra o dominio C-terminal de miosina Vb, diluido a 1 pg/ml em
solugdo de bloqueio em cAmara Gimida a 4°C. Ap6s mais 3 lavagens com PBS (+ 10
min/vez) as células sdo incubadas com anticorpo secundario policlonal conjugado com
rodamina (1:1000) por 1 hora a temperatura ambiente. As laminulas s3o novamente lavadas
com PBS (3x - + 10 min/vez), tratadas com N-propil-galacto e montadas em laminas para
microscopia. A visualizagdo ¢ feita em microscopio de fluorescéncia Apo Tome, Axio

CSM 700 (Zeiss). As andlises de co-localizagdo do peptideo com a proteina (MVb) sdo
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obtidas em microscopio confocal LSM510 (Zeiss). Para cada condigdo foram preparados
quatro experimentos em duplicata e foram adquiridas 8-10 imagens de cada uma das

duplicatas.

I11.5 Dot blot:

As amostras de preparacdo do fluo-AP; 4 s@o aplicadas em membranas de
nitrocelulose. Apds secagem em temperatura ambiente, a membrana ¢ incubada com leite
desnatado (5%) preparado com TBS-Tween (50 mM Tris-HCI1 pH 8.0, 150 mM NaCl,
0,05% Tween 20) para bloqueio dos sitios livres inespecificos. Todos os passos a seguir
foram feitos sob agitacao suave: 1) lavagem da membrana (3x por 10 minutos/cada) com
TBS-Tween 0,05%, sob agitacdo; 2) incubagdo com anticorpo primdrio diluido contra as
diferentes isoformas do peptideo (1:500) em TBS-Tween, “overnight”, também sob
agitacdo; 3) nova lavagem com TBS-Tween (3x por 10 minutos/cada), sob agitacdo; 4)
incubagdo com anticorpo secundario conjugado com peroxidase diluido (1:1000) em TBS-
Tween por 2 horas, sob agitagdo; 5) lavagem com TBS-Tween (3x por 10 minutos). A

revelacado foi realizada por quimioluminescéncia utilizando kit ECL Plus (Amersham).

I11.6 Gel-filtraciao por HPLC:

A caracterizagdo do peptideo fluo-AB; 4, utilizado nos experimentos de
internalizacdo foi realizada utilizando uma coluna de silica SynChropak® GPC 100 com as
seguintes caracteristicas: dimensdo da coluna: 250 x 4,6 mm; tamanho do poro: 100 A;
limite de exclusdo para proteinas: 3.000-300.000 kDa. A fase movel usada foi PBS pH 7,0,
filtrado através de membrana de nitrocelulose Millipore 0,45 um, mantido em gelo durante
todo o processo. As andlises foram feitas através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), com deteccdo simultanea de absor¢ao a 280 nm e fluorescéncia com excitacdo a
275 nm e emissao a 305 nm. Antes da inje¢do da amostra de fluo-AP; 42, a coluna foi
lavada durante 1 hora com agua Milli-Q® e equilibrada por 1 hora com a fase movel,
ambas com fluxo de 0,5 mL/min. Inicialmente, 50 pL. de veiculo (DMSO 2% em PBS)
foram injetados, com fluxo de 0,5 mL/min e tempo de corrida de 15 minutos. Em seguida, a
coluna foi re-equilibrada com a fase movel durante 15 minutos e 50 pL de uma solugdo

contendo 4 uM de fluo-Ap;_4, foram injetados, e a andlise feita com os mesmos pardmetros
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usados para o veiculo. Os dados das cromatografias foram transferidos para o programa

Microsoft® Excel 2002, onde os cromatogramas foram analisados.

Gel-filtracao de ADDLs
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Figura 10. Cromatograma representativo de gel-filtragcio de ADDLs. Através da gel-filtragao &
possivel detectar duas populagdes de agregados. A primeira, formada por oligdmeros de alto peso
molecular (50-100 kDa), elui entre 3,5 — 4 minutos. Agregados de 2-3 mondmeros eluem mais
tarde, entre 7,5 — 8 minutos (Produzido e gentilmente cedido por Jordano Brito Moreira (UFRJ)).

I11.7 Analise estatistica:

Os resultados dos experimentos foram analisados através de teste t ndo pareado para
a comparacdo de duas médias, considerando a diferenca significativa para valores de p <
0.05. Os resultados expressos sdo a média + erro padrdo dos dados obtidos com n > 3

culturas preparadas de animais distintos.
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IV. Resultados:
IV.1 Internalizagao do peptideo fluo-AB_42:

O acumulo cerebral de amildide beta é o fator comum de todos os casos
descritos da DA. Segundo a hipotese da cascata amiléide, quando inicialmente
descrita (Hardy & Selkoe, 2002), o acumulo de AB desencadearia uma série de
eventos celulares que resultam em deméncia. Tal hipétese de cascata amiloide,
recentemente revista (Haass & Selkoe, 2007), propde que oligbmeros soluveis
promovem alteragdes que resultam em perda neuronal, disfuncdes nos sistemas
de neurotransmissores e déficit cognitivo.

Ao levantarmos a possibilidade de haver um desequilibrio entre a produgao e
a depuracdao de AP, buscamos primeiramente avaliar a possibilidade de uma
internalizacdo do peptideo que indicaria uma via de depuragdo. Para isso,
utilizamos culturas primarias de baixa densidade de neurbnios de células de
retina, preparadas como descrito em Material e Métodos, expostas a
concentragdes de 2 nM fluo-AB1-42 (AB42) ou fluo-AB1_40 (AB40) durante uma hora
na estufa. Depois de fixadas, as laminulas foram preparadas para microscopia e
as analises realizadas em microscépio de fluorescéncia, o que possibilitou a
observagédo da internalizacdo do peptideo AB42 (Figura 11). Os dados desta
internalizagdo foram confirmados com a utilizagdo do programa de reconstrugéo
de imagem Zeiss AxioVision 3.0 (Figura 12).

O mesmo nao foi observado para culturas submetidas ao mesmo tratamento
utilizando o peptideo AB40 (Figura 11). Esse resultado representa um bom indicio
de que a internalizacido inicialmente vista ndo ocorre em fungdo da sonda
fluorescente associada ao peptideo. Mais importante, esse fato indica que se trata

de um processo seletivo.
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Figura 11. Internalizagdo do peptideo fluo-AB42. Culturas primarias de neur6nio de retina de
embrido de pinto (E8) mantidas por 4 dias in vitro (4DIV) e depois tratadas com 2 nM fluo-AB42 por
60 min . Imagem de microscopia de fluorescencia (A), sobreposicdo das imagens em DIC e
fluorescencia (B). Aumento de 100x (2x zoom digital). Barra de calibragdo = 2 ym. Nas culturas
tratadas com 2 nM fluo-AB40 (C) ndo encontramos o mesmo padréo de internalizagdo. Aumento de
63x e barra de calibragao = 5 um.

30



31



Figura 12. Confirmagado da internalizagcao do peptideo fluo-AB42. Culturas
primarias de neurdnio de retina de embridao de pinto (E8) mantidas por 4 dias in
vitro (4DIV) e depois tratadas com 2 nM fluo-AB42 por 60 min, exibindo vesiculas
contendo o peptideo em diferentes corpos celulares. No painel A imagens de
cortes de 0,34 um em Z, a partir da membrana superior de uma célula (0,0um) em
diregdo a base inferior da célula (3,76um), obtidos por microscopia confocal. O
painel B representa a proje¢cado da reconstrugdo das imagens em A. Em C temos
uma projecgao lateral da reconstrugao da imagem B. Aumento de 100x.

IV.2 Internalizagao:

Visto que as culturas tratadas com (AB42) por um periodo de 1 hora
exibiam um numero elevado de pontos de fluorescéncia, avaliamos o tempo
minimo em que se poderia observar a internalizagdo do peptideo. Assim, as
culturas foram tratadas com 2 nM fluo-AB1_42 em intervalos de tempo de 5, 10, 30,
60 minutos, obtendo-se um painel com uma curva temporal de internalizagcdo do
AB42. Pode ser observado na Figura 13A que, ap6s 5 minutos de tratamento, o
peptideo esta internalizado; o mesmo pode ser observado apés 10 minutos de
tratamento (Figura 13B). Observa-se também um aumento progressivo dos pontos
de fluorescéncia apo6s o tratamento por 30 e 60 minutos (Figura 13C e D,
respectivamente). Curiosamente, observamos também uma discreta concentragéo
dos pontos de fluorescéncia quando as células foram expostas ao peptideo por 60
minutos, 0 que nos sugere que exista uma agregagao ou uma vesiculagdo do

peptideo internalizado (Figura 13D e Figura 12B).
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Figura 13. Internalizagdo do peptideo fluo-AB42. Culturas primarias de neurdnio de retina de
pinto (E8) mantidas por 4 dias in vitro (4DIV) e depois tratadas com 2 nM fluo-AB42 por 5 min (A),
10 min (B), 30 min (C), 60 min (D). Aumento de 63x. Barra de calibragéo, 5 um.
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IV.3 Caracterizagao do peptideo fluo-AB4_s2 internalizado:

Durante anos acreditou-se que a causa dos distiurbios observados na DA seriam as
placas amildides, porém descobertas recentes demonstraram que os grandes vildes seriam
as estruturas oligoméricas de AP, e que possivelmente a formacdo das placas seria, na
verdade, um mecanismo de defesa do organismo (Carter & Lippa, 2001). Para analisar o
estado conformacional do peptideo que se mostra internalizado nas células em cultura
utilizamos anticorpos especificos para estruturas oligoméricas. Neste método, uma gota
(~2uL) das amostras de AP42, preparadas conforme descrito por Chang e colaboradores
(2000), foi aplicada em membrana de nitrocelulose; esta membrana entdo foi tratada com
um anticorpo especifico para oligdmeros de AP menores, compostos de trimeros e
tetrameros soluveis (11B5 — Figura 14), e também com um outro anticorpo para espécies
oligoméricas maiores (maiores que 24mers (20C2 — Figura 14)) (Lambert et al., 2007).
Pode ser observado na Figura 14 que o peptideo fluo-AP;_4, apresenta marcacao especifica

para a forma oligomérica menor (11B5).

[ — o TR C——
Ctr + 11B5 20C2

Figura 14. Caracterizagdo da preparacao de fluo-AB42. Dot Blot utilizando anticorpo
anti-AB (Sta Cruz Biotechnology Inc.) como controle positivo (Ctr +), anticorpos anti-
oligbmeros soluveis menores (11B5) e anticorpos anti-oligdmeros maiores (20C2).

Visando confirmar este resultado, tragamos uma comparagdo entre o padrio de
cromatografia por gel filtracdo do peptideo conjugado utilizado nas culturas de célula e o
padrdo cromatografico de preparagdes especificas de espécies oligoméricas soluveis de AP
(ADDLs) realizadas no Laboratério de Doencas Neurodegenerativas chefiado pelo Prof.
Sérgio Ferreira. Puderam ser observadas no perfil de elui¢do duas populagdes de agregados,
sendo a primeira, formada por oligdbmeros de alto peso molecular (50-100 kDa), que elui

entre 3,5 — 4 minutos, e uma segunda fase que elui entre 7,5 — 8 minutos, composta de
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agregados de 2-3 mondmeros (Figura 10). Os resultados dessa comparagdo mostram
claramente que as preparagdes de fluo-AP;_4, apresentam espécies oligoméricas similares

as vistas na cromatografia de preparacgdes especificas de ADDLs (Figura 15).
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Figura 15. Cromatograma de gel-filtragao de fluo-AB. Através da gel-filtragéo, utilizando uma
coluna de silica SynChropak® GPC 100, é possivel detectar duas populagbes de agregados. A
primeira, formada por oligbmeros de alto peso molecular (50-100 kDa), elui entre 3,5 — 4 minutos.
Eluicdo entre 6 — 8 minutos apresenta pequenos oligdmeros soluveis. No inserto o cromatograma

representativo de gel filtragdo de ADDLs.

IV.4 Viabilidade das culturas tratadas com o peptideo fluo-AR1_42:

Sendo as estruturas oligoméricas consideradas atualmente as maiores vilds da DA
(Lambert et al., 2007), e tendo em vista que as preparagdes utilizadas nos experimentos de
internalizacdo apresentam majoritariamente espécies oligoméricas soluveis, avaliamos a
viabilidade das culturas tratadas com fluo-Ap;_4, nas condi¢des utilizadas nos experimentos
e descritas anteriormente. As células tratadas foram submetidas a um ensaio de viabilidade
celular por MTT. As culturas expostas a concentragdes subletais do peptideo no periodo de
tempo maximo em que observamos internaliza¢ao (60 min) mostraram-se metabolicamente
ativas, apresentando uma pequena diferenga ndo significativa em relacdo ao controle

(Figura 16).
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Figura 16. Ensaio de viabilidade celular por MTT. Viabilidade das culturas priméarias de neurdnio
de retina (E8) mantidas por 4 dias in vitro (4DIV) e depois tratadas com 10 nM fluo-AB42 por 5 min
(Ab5’) e 60 min (Ab60°). Resultados apresentados em valores percentuais de viabilidade celular
relativo ao controle (Ctr - ndo tratadas). n=4, mean + SE.

IV.5 Distribuigao de miosina Vb em neurénios de retina:

Visando avaliar se a internalizacao do peptideo ¢ dependente de proteinas motoras,
utilizamos anticorpo anti-miosina Vb para determinar a distribuicdo da proteina motora nos
neurdnios em cultura. Pode ser observado na Figura 18 a distribuicio da MVb. Para
confirmar a especificidade do anticorpo anti-miosina Vb utilizado, foi preparado um
homogenato a partir da raspagem das células da cultura primaria de neuronios de retina de
embrides de pinto. As proteinas foram separadas em gel de eletroforese com SDS e
transferidas para membrana de nitrocelulose. Em seguida, foram submetidas ao tratamento
com o anticorpo anti-miosina Vb em Western blot, e revelaram marcagdo de banda unica

correspondente a miosina Vb (~ 212 kDa) (Figura 17).
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Figura 17. Western Blot para miosina Vb. Duas diluicdes do homogenato das células de cultura
primaria de neurbnios de retina (E8). As proteinas, apds separadas em gel de SDS, foram
transferidas para membrana de nitrocelulose, submetidas ao tratamento com o anticorpo anti-
miosina Vb e reveladas com anticorpo anti-lgG de coelho conjugado com peroxidase, exibindo
marcagao de banda uUnica correspondente a miosina Vb (~ 212 kDa).
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Figura 18. Distribuicdo de miosina Vb. Culturas primarias de neurdnio de retina (E8) mantidas
por 4 dias in vitro (4DIV) e depois tratadas com anticorpo anti-miosina Vb* (1ug/ml), revelada com
anticorpo anti-lgG de coelho conjugado com rodamina. Aumento de 63X.*Gentilmente cedido pela
Dr2. Marie-France Lise (The Brain Centre, Dept. Psychiatry — University of British Columbia). Em A,
imagem de microscopia de fluorescéncia e em B, sobreposi¢cdo da imagem de fluorescéncia com a
imagem de campo claro. Barra de calibragédo = 5 ym.
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IV.6 Co-localizagao de clusters de fluo- AB1-s2 com miosina Vb:

Visto que a internalizagdo de espécies oligoméricas soliveis ocorre em um periodo
em torno de 5 minutos e que o padrao de distribuicdo do peptideo internalizado apresenta
modificagdes no decorrer do tempo, podemos afirmar que o peptideo internalizado se
desloca no interior das células em cultura. Quando as culturas primdrias de células
neuronais foram expostas ao tratamento com 2nM AP42 e preparadas para
imunocitoquimica utilizando o anticorpo anti-miosina Vb, observou-se com a utilizagdo do
microscopio confocal, uma marcante co-localizagdo entre a proteina (MVDb) e o peptideo,

sugerindo a interagdo entre ambos (Figura 19).
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Figura 19. Co-localizagdo de miosina Vb e fluo-AB42. Culturas primarias de neurbnio de retina
(E8) mantidas por 4 dias in vitro (4DIV) e depois tratadas com 2 nM fluo-AB42 por 60 min fixadas e
marcadas com anticorpo anti-miosina Vb, revelado com anticorpo anti-IlgG de coelho conjugado
com rodamina. Aumento de 63X. No painel A vemos as vesiculas contendo fluo-ApR42
intraneuronais; podemos observar o mesmo padrao de distribuicdo de miosina Vb marcada com
rodamina (B) e no painel C temos a sobreposicdo das duas imagens mostrando uma intensa co-
localizagado de vesiculas contendo fluo-AB42 com miosina Vb.
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IV.7 Curva temporal da co-localizagio dos clusters de fluo- ABi_4s2 com
miosina Vb:

No decorrer do tempo de tratamento com fluo-Ap;_42, quando realizamos os ensaios
de imunocitoquimica utilizando o anticorpo anti-miosina Vb, observamos que ocorre uma
intensificagdo dessa co-localizacdo em funcdo do tempo de exposi¢dao ao peptideo (Figura
20). Estes dados nos levam a acreditar que ¢ possivel que a interagdo entre a proteina
motora MVDb e os “clusters” intracelulares de AP seja sinalizada de maneira que, quanto

maior o acumulo de AP, maior a necessidade de recrutamento de proteinas motoras.
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P 5pm ®. o - :
Figura 20. Recrutamento de miosina Vb no periodo de internalizagdo do fluo-AB42. Culturas
primarias de neurdnio de retina (E8) mantidas por 4 dias in vitro (4DIV) e depois tratadas com 2 nM
fluo-AB42 por 5 min (A), 10 min (B), 30 min (C) e 60 min, posteriormente fixadas e marcadas com
anticorpo anti-miosina Vb, revelado com anticorpo anti-IlgG de coelho conjugado com rodamina.
Observa-se uma mudanga progressiva no padrdo de distribuicdo de miosina Vb com o tempo.
Aumento de 63X. Barra de calibragdo = 5 uym.
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V. Discussio e conclusoes:

Com o envelhecimento progressivo da populagdo e a possibilidade de surgimento de
uma epidemia de deméncia e reconhecendo que a probabilidade da ocorréncia da doenga de
Alzheimer aumenta com a idade, grandes esfor¢os tém sido feitos a fim de identificar e
desenvolver farmacos com uso potencial no tratamento da DA. Para isso ¢ fundamental
uma melhor compreensdo da etiologia da DA (Jantas-Skotniczna et al., 2006). Inicialmente
foi postulado que a formagdo de agregados de AP teria como conseqiiéncia a disfuncao
sinaptica, estresse oxidativo, alteracdo na resposta a neurotransmissores e demais eventos
caracteristicos da DA. Porém, os estudos que levaram a estas conclusdes trabalhavam com
altas concentragdes de AP, que apresentavam nao somente oligomeros, mas também a
formacao de fibrilas, fibras e placas amiloides.

Apesar de existirem muitas lacunas com respeito aos mecanismos envolvidos nos
eventos disparados pelo peptideo AP na DA, ja foi proposto muito sobre o AP, em sua
forma oligomérica soluvel, nas alteracdes sindpticas, na formacao de memoria e nos demais
processos que caracterizam seu efeito neurotoxico (Cleary et al., 2005; Haass & Selkoe,
2007; De Felice et al., 2007). Dentre os atuais mecanismos propostos de acdo do AP
podemos destacar um possivel desequilibrio entre as formas de AB40/AB42 produzidas. Foi
demonstrado que a agregacdo ¢ a toxicidade dependem da manuten¢do do equilibrio na
producdo de AP; outra idéia seria que os oligdmeros de AP disparem mecanismos de
toxicidade ao penetrarem na celula (Yoshiike et al., 2003).

Neste trabalho buscamos avaliar as duas possibilidades a partir da internalizagdo do
peptideo em baixas concentragdes, considerando que essa seria uma possivel via de
depuracdo do peptideo. Os resultados obtidos (Figura 11) ndo s6 comprovam uma
internalizagdo como também nos induzem a acreditar que a internaliza¢do seria realmente
um mecanismo de prote¢ao contra o AP42, uma vez que o AP42 ¢ internalizado e a
1soforma AB40 nao é. Este resultado evidencia que a internalizacdo ¢ altamente seletiva.

Partindo basicamente destas hipoteses, Plant et al. (2003) descreveram possiveis
mecanismos para regulacdo destes processos e demonstraram que a inibi¢cdo da producdo
fisiologica de AP implica em toxicidade e comprometimento de viabilidade celular; que a
utilizacao de AP40 exogeno ¢ capaz de reverter este quadro e que a utilizacdo de AP42

exdgeno ndo tem a mesma eficacia neste processo. Foi sugerido também que o AB40
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produzido fisiologicamente ¢ necessario para o funcionamento normal de células neuronais
(Plant et al., 2003). Estes dados confirmam que o fato da produgdo de AP40 representar
90% da producao fisiologica de AP ndo ocorre ao acaso e que o desequilibrio na producao
de AB com um consequente decréscimo na produgdo de AB40 por si so ja representaria um
problema para a célula. Este fato somado ao aumento da producao de AP42 resultaria em
uma severa reducao na viabilidade dos neuronios.

Nosso resultado ao identificar a conformacdo das isoformas do peptideo assim como
a utilizacdo de concentracdes abaixo do limiar descrito como letal, nos permite assim
mimetizar uma situagdo anterior ao aparecimento de danos caracteristicos da doenga, na
qual temos mondmeros, formando pequenos oligdmeros em concentracdes muito baixas.
Vimos que, em baixas concentra¢des, mesmo havendo internalizagdo o tratamento nao
representa dano toxico as células em cultura (Fig. 16).

A internalizagdo do peptideo AP e o seu acumulo gerando disfungdo sinaptica ja
haviam sido sugeridos (Kayed et al., 2003). Nossos dados sugerem que essa internalizagao
seria uma consequéncia de dois fatores: o excesso de AP42 encontrado do lado de fora da
célula e a seletividade da autofagia.

Termo genérico utilizado para descrever os processos de transporte de componentes
do citosol para os lisossomos, a autofagia apresenta trés tipos de processos
(macroautofagia, microautofagia e autofagia mediada por chaperonas), dos quais a
macroautofagia € responsavel majoritariamente pelo processo de degradacdo protéica
(Cuervo et al., 2004).

O acumulo de vactolos autofagicos vem sendo relacionado com intimeras doencgas
humanas, dentre elas doencas tipicamente neurodegenerativas como DA, doenca de
Huntington e Parkinson (Mizushima & Hara, 2006). Nestes casos a autofagia seria
aumentada para eliminar proteinas anormais. Estas poderiam se acumular dentro das células
em agregados ou corpos de inclusao (Ravikumar et al., 2003), tendo assim o processo de
autofagia um papel importante no clearance destas proteinas (Komatsu et al., 2005).

Notadamente em nossos resultados observamos que durante a exposicao das células
ao peptideo ocorre um aumento na concentragdo do AP em pontos especificos (Figura 13),
sugerindo que pode haver uma agregacdo intraneuronal. Imaginamos que esse acimmulo

poderia ser responsavel por iniciar o processo degenerativo, ou de maneira oposta,
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representar um acumulo em grandes vesiculas agrupadas para a degradagdo do peptideo
formado.

A contribuicdo do AP intraneuronal na cascata de eventos neurodegenerativos vem
sendo reconhecida recentemente. Apesar das evidéncias que indicam que o AP extracelular
contribui para o acimulo de AP intracelular (Glabe, 2001; D'Andrea et al., 2001), os
mecanismos envolvidos na internalizacdo do peptideo pelos neurénios permanecem
indefinidos. Foi demonstrado que a internalizacdo de AP ¢ mais eficiente nos axonios do
que no corpo celular dos neurdnios, sugerindo que esse seja o ponto de entrada e que o
processo de internalizagdo deve ser mediada por proteinas concentradas nos axonios
(Kokubo et al., 2005; Saavedra et al., 2007). Dai o crescente interesse em verificar
possiveis alteragdes na expressao e distribuicdo de proteinas como a miosina Vb.

Estudos em modelos animais da DA sustentam que o acumulo de AP precede a
formagao das placas amildides (Wirths et al., 2001) e que anormalidades na LTP e
disfungdes cognitivas estdo correlacionadas ao seu aparecimento antes mesmo da
ocorréncia de placas e emaranhados (Oddo et al., 2003; Billings et al., 2005).

J& foi sugerido que o acimulo de AP intracelular seria resultado da diminuicdo da
produgdo de APP nas células (Small, 1998). Posteriormente, foram propostos mecanismos
que envolviam endocitose (Gouras et al., 2000). Atualmente postula-se que o acumulo
intracelular de AP resulta de uma combinacdo entre os processos de diminuicdo da
degradagdo de AB; aumento da producgdo intracelular de AB; e aumento da captacdo de AP
extracelular (D'Andrea et al., 2001).

Proteinas motoras que se movem ao longo de filamentos de actina ou microtubulo sao
responsdveis pelo movimento de organelas e seu transporte entre compartimentos celulares.
Os filamentos de actina e os microtibulos sdo conhecidos por ajudar na separacdo do
material celular durante a divisdao celular, conferir forma a célula, compor a arquitetura
subcelular e ainda funcionar como “trilho” para esse transporte de organelas. Em modelos
animais, foi observado que em microtiibulos ocorre o transporte de longa distancia
enquanto que os filamentos de actina sdo mais utilizados para transporte de curta distancia,
tanto na periferia celular quanto no corpo celular (para revisdo ver Soldati & Schliwa,
2006). Estes movimentos ocorrem pela agao de 3 proteinas motoras dependente de ATP:

miosina, kinesina e dineina, proteinas que apresentam uma diversidade de familias com
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fungdes especificas. Dentre essas fungdes destacamos o envolvimento dessas proteinas
motoras no transporte de endossomos e no trafego de vesiculas ao longo de processos de
endocitose e reciclagem.

Os processos de endocitose envolvem a “captacdo” de nutrientes do meio e evitam a
necessidade de secrecao de enzimas com propoésito de digestao extracelular, sendo dividido
em fagocitose; pinocitose; macropinocitose; endocitose mediada por clatrina; endocitose
mediada por caveolina; e endocitose independente de clatrina ou calveolina (Conner &
Schmid, 2003; Nichols, 2002).

Processos de reciclagem de materiais endocitados e componentes da superficie digital
envolvem uma variedade de eventos em diferentes compartimentos ao longo do processo
(Maxfield & McGraw, 2004). A maioria dos processos de reciclagem se inicia na formagao
de endossomos primarios, de onde componentes da superficie celular podem ser reciclados
e redirecionados a membrana plasmatica em um processo de reciclagem rapida, assim
como pode ser envolvido em um sistema de membranas conhecido como compartimento de
reciclagem endocitica onde ocorre a formacdo dos chamados endossomos tardios. Neste
processo o material pode retornar a superficie celular por um processo de reciclagem mais
lento ou até mesmo ser direcionado para lisossomos ou para o complexo trans-Golgi.

No processo de internalizagdao, a miosina V ¢ encarregada de direcionar o fagossomo
para o sistema de transporte baseado em microtibulos (Araki, 2006). No transporte de
componentes da membrana plasmatica, dos endossomos para a superficie celular, a miosina
V também desempenha um papel importante. Em varios tipos celulares foi descrito a
participa¢do da miosina Vb na reciclagem de transportadores ABC (ATP-binding cassette),
de receptores de transferrina, quimoquinas e acetilcolina (Lindsay & McCaftrey, 2002;
Volpicelli et al., 2002; Wakabayashi et al., 2005). As duas outras integrantes da
superfamilia da miosina V também tém seu papel destacado em processos de reciclagem.
Foi descrito em astrocitos a associagdo da miosina Va com endossomos de reciclagem
(Stachelek et al., 2001). Em cultura de células humanas a miosina V¢ parece contribuir na
reciclagem de receptores de transferrina (Rodriguez & Cheney, 2002).

Um dos pontos de maior destaque deste trabalho vai um pouco além da marcante co-
localizagdo da miosina Vb com o AP (Figura 19). Observamos que assim como a

internalizacdo do peptideo se intensifica com tempo de exposi¢do, também ¢ possivel
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observar um aumento na intensidade da co-localizagdo da miosina Vb com o AP
internalizado. Tal fato sugere a existéncia de um mecanismo capaz de recrutar a miosina
Vb em funcdo do aumento da concentragao intracelular de Af.

Apesar do que se sabe sobre a miosina V, algumas perguntas ainda estdo por ser
respondidas. Sabe-se da existéncia de inimeras proteinas acessorias capazes de ligar a
proteina motora a sua carga especifica (para revisdo ver Li & Nebenfuhr, 2008). Existem
outros casos em que a proteina acessoria ¢ desconhecida, assim como casos em que nao se
sabe 0 mecanismo que determina a formag¢ao ou dissociacdo na hora e no local certo. Nao
esta totalmente esclarecido se a ligagdo da carga, somente, seria suficiente para ativar a
miosina V. A interacdo entre miosina V e outras proteinas motoras de uma célula, através
da presenca simultanea destas na mesma carga ¢ atualmente um campo de estudo muito
explorado.

Nossos resultados, até aqui, sugerem um novo mecanismo de defesa contra os
oligdbmeros de A. Trata-se de um processo de depuragao, no qual a internalizagdo do AP se
mostra bastante especifica. Qualquer progresso em identificar eventos moleculares
envolvidos na internalizacdo neuronal de AP e em um possivel sistema de depuragdo da
isoforma toxica deste peptideo representa um potencial alvo terapéutico.

Podemos afirmar também que estes resultados criam uma nova visao sobre a
importancia da participagdo da miosina Vb em processos de endocitose, reciclagem e no
transporte de vesiculas granulo-secretoras e levanta novas propostas de estudos sobre a
interagdo entre proteinas motoras e vesiculas, proteinas acessorias as proteinas motoras e,

principalmente, mecanismos de regulacao do trafego de vesiculas.
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‘Interacbes moleculares entre o peptideo AR e proteinas
motoras neuronais.”

Prof. Martha M. Sorenson e Prof. Verénica P. Salerno (UFRJ).
Doutorado — Laboratério de Quimica Fisiologica. Instituto de
Bioquimica Médica. Universidade Federal do Rio de Janeiro.
‘Interacbes moleculares entre o peptideo AR e proteinas
motoras neuronais.”

Prof. Martha M. Sorenson e Prof. Verénica P. Salerno (UFRJ).

Publicagoes

2007

2008

“Excitotoxic concentrations of glutamate and B-amyloid peptide
decrease nitric oxide production in retinal neurons in culture”
Oliveira, L.T.; Louzada, P.R.F.; Mello, F.G.; Ferreira, S.T.
(Manuscrito em preparagao)

“Class V myosin working against the clock: The participation of
myosin Vb in AB peptide endocytosis and accumulation.”
Oliveira, L.T.; Matos P.A.; Andrade, L.R.; de Mello, F.G;



Sorenson, M.M.; Salerno V.P. (Manuscrito em preparacao)

Experiéncia Didatica

2002 Monitoria do | International Symposium on Myosin V and
Training Course on Cell Motility, Molecular motors and the
Cytoskeleton.

2004 Monitoria do Il International Symposium on Myosin V and
Training Course on Cell Motility, Molecular motors and the
Cytoskeleton.

2006 Monitoria do Il International Training Course “Proteins as
Cellular nanomachines: Molecular Motors, Channels & Pumps”

2006 Palestra: “Neuroplasticidade, exercicio e Alzheimer”. |lI
Simpdsio Norte-Fluminense de Fisiologia e Bioquimica do
Exercicio.

2008 - Orientacédo da aluna de Iniciagdo Cientifica Priscila de Araujo
Matos.

Rio de Janeiro, Dezembro de 2009.

Leandro Teixeira de Oliveira
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