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RESUMO

BOMFIM, Theresa Rachel Jacinto de Souza. Oligdbmeros do peptideo AP inibem a
sinalizag@o por insulina em neurdnios hipocampais: Implicagdes terap€uticas para a doenga
de Alzheimer. Rio de Janeiro, 2010. Dissertacdo (Mestrado em Quimica Biologica)
Instituto de Bioquimica Médica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2010

A sinalizag¢do de insulina no cérebro, fundamental para a formag¢ao de memoria,
esta prejudicada na doenga de Alzheimer (DA). Acredita-se que isto possa desencadear um
novo tipo de diabetes resistente a insulina no cérebro de pacientes com DA. Foi
recentemente demonstrado que a estimulagdo da sinalizagdo de insulina previne a
deterioracdo das sinapses causadas pelos oligobmeros do peptideo B-amiloide (AP).
Oligobmeros (também conhecidos como ADDLs) sdo neurotoxinas que acumulam no
cérebro de pacientes DA e perturbam processos relacionados a plasticidade sinaptica e
memoria. Com o objetivo de determinar porque os neurOnios se tornam resistentes a
insulina na DA, investigamos o impacto dos oligdmeros sobre a sinalizagdo de insulina.
Usando neurdnios hipocampais maduros em cultura, observamos que os oligdmeros inibem
a fosforilagao fisiologica dos residuos de tirosina do substrato do receptor de insulina (IRS-
1) pelo receptor de insulina (RI) e induzem a fosforilagdo em serina do IRS-1, similar ao
que ocorre no diabetes tipo 2. Sugerindo que mecanismos similares operam na resisténcia a
insulina periférica e cerebral, a fosforilacdo anormal do IRS-1 induzida pelos oligomeros
foi bloqueada pelo inibidor da c-Jun N-Terminal Kinase (JNK) SP600125 e pelo
infliximab, um anticorpo monoclonal que se liga ao fator de necrose tumoral (TNF-a)
usado para tratar artrite. Significativamente, o analogo do peptideo semelhante ao glucagon
(GLP-1), exendina-4 e a insulina, drogas que sdo usadas para o tratamento de diabetes,
totalmente bloquearam o impacto deletério dos oligdmeros sobre a sinalizacdo do RI.
Adicionalmente, demonstramos que oligdmeros de AP bloqueiam o transporte axonal de
mitocondrias e de vesiculas secretoras densas e que este defeito no transporte foi prevenido
pelo exedina-4, insulina ¢ SP600125. Nossos achados estabelecem um mecanismo celular
pelo qual os oligdbmeros de AP induzem a resisténcia a insulina neuronal e sugere que
exendina-4 e infliximab podem ser novos compostos capazes de proteger os neurdnios
contra o dano induzido pelos oligdmeros na DA.



ABSTRACT

BOMFIM, Theresa Rachel Jacinto de Souza. Oligdbmeros do peptideo AP inibem a
sinalizag@o por insulina em neurdnios hipocampais: Implicagdes terap€uticas para a doenga
de Alzheimer. Rio de Janeiro, 2010. Dissertagdo (Mestrado em Quimica Biologica)

Instituto de Bioquimica Médica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2010

Brain insulin signaling, fundamental for memory formation, is impaired in
Alzheimer’s disease (AD). This is thought to trigger a novel type of insulin-resistant
diabetes in the brains of AD patients. Bolstering insulin signaling was recently shown to
prevent synapse deterioration caused by amyloid- peptide (AB) oligomers. Oligomers
(also known as ADDLs) are neurotoxins that accumulate in the brains of AD patients and
disrupt processes linked to synaptic plasticity and memory. To determine why neurons
become resistant to insulin in AD, we have investigated the impact of oligomers on insulin
signaling. Using mature hippocampal neurons in culture, we found that oligomers inhibit
physiological tyrosine phosphorylation of insulin receptor substrate 1 (IRS-1) by the insulin
receptor (IR) and induce IRS-1 serine phosphorylation, similar to what occurs in type 2
diabetes. Suggesting that similar mechanisms operate in peripheral and brain insulin
resistance, oligomer-induced abnormal IRS-1 phosphorylation was blocked by the c-Jun N-
Terminal Kinase (JNK) inhibitor SP600125 and by infliximab, a tumor necrosis factor-a
(TNF-a) blocking monoclonal antibody currently used to treat arthritis. Most significantly,
the glucagon-like peptide-1 (GLP-1) analog exendin-4 and insulin, drugs used for treatment
of diabetes, fully blocked the deleterious impact of oligomers on IR signaling. We further
show that AP oligomers block axonal transport of mitochondria and dense core vesicles and
that this transport defect was prevented by exendin-4, insulin and SP600125. Our findings
establish a cellular mechanism by which AP oligomers instigate neuronal insulin resistance
and suggest that exendin-4 and infliximab may be attractive new agents to defend neurons
against oligomer-induced damage in AD.
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I) INTRODUCAO

I.1) Doenca de Alzheimer

A doenga de Alzheimer (DA) ¢ o tipo de deméncia mais comum que atinge o
homem durante o envelhecimento. Os individuos acometidos por esse processo
neurodegenerativo sao progressivamente privados de importantes propriedades: memoria,
raciocinio, julgamento e linguagem (Walsh and Selkoe, 2004; Alzheimer e cols., 1995).
Atualmente, um nimero estimado de 5.3 milhdes de americanos tem a doenga de
Alzheimer (Hebert e cols., 2003). Uma em cada oito pessoas com 65 anos ou mais €
acometida pela DA, com uma incidéncia de 13% (Plassman e cols., 2007). Entretanto, esse
nimero aumenta para 33% para individuos com 85 anos ou mais (Seshadri e cols., 2006).
Um relatorio publicado recentemente pela Associagdo Americana de Alzheimer
(Alzheimer’ Association) mostrou que aproximadamente 35,6 milhdes de pessoas vivem no
mundo com Alzheimer em 2010 (World Alzheimer Report, 2009). Com o aumento da
expectativa de vida, estima-se que este nimero devera dobrar em até 20 anos, para 65,7
milhdes em 2030 e 115,4 milhdes em 2050. (Ferri e cols., 2005; Brookmeyer e cols., 2007;
Kalaria e cols., 2008).

Morfologicamente, o cérebro DA, no estagio final, € caracterizado pela redugao da
formacao hipocampal e do cotex cerebral, além do alargamento dos ventriculos laterais e
estreitamento dos giros (Fig 1 A e B). A analise histopatologica destes cérebros apresenta
lesdes caracteristicas da doenga que sdo os emaranhados neurofibrilares e as placas senis ou
placas amiloides. Esses marcadores histopatologicos (Fig 1 C e D) foram inicialmente

descritos pelo psiquiatra Alois Alzheimer ao examinar o cérebro de sua paciente August D.



em 1906 (para uma traducao em inglés do artigo original de Alois Alzheimer, ver
Alzheimer e cols., 1995). E importante ressaltar que, até os dias de hoje, apos 104 anos da
descricao do primeiro caso de DA, o diagnostico definitivo desta doenga ¢ feito post-
mortem, sendo possivel somente apds a deteccao das lesdes descritas acima no cérebro dos
pacientes. Na pratica clinica, um provavel diagndstico de DA ¢ realizado através de
exclusao de outras possiveis causas de deméncias e da aplicacdo testes neuropsicologicos
especificos (Braak and Braak, 1998).

Os emanharados neurofibrilares sdo agregados intracelulares constituidos de
proteina tau hiperfosforilada. Nesta condi¢do, a tau perde sua fungao fisioldgica de
associar-se aos microtubulos e estabiliza-los, formando assim, filamentos helicoidais
pareados que agregam no interior das células neuronais. Por outro lado, as placas senis ou
placas amiloides sdo depdsitos extracelulares majoritariamente constituidas por agregados
do peptideo B-amiloide (AP), gerados a partir da clivagem da proteina precursora amilode
(APP) através da acdo das enzimas conhecidas como - e y- secretases ( Selkoe e cols.,

1996; Gralle and Ferreira, 2007) (Fig 2).



Figura 1: Marcadores histopatologicos da doen¢a de Alzheimer. A) Cérebro acometido
pela doenca (a direita), exibindo consideravel alargamento dos sulcos e estreitamento dos
giros, além de notavel atrofia cerebral em comparacdo a um cérebro de um individuo nao
demenciado (a esquerda). B) Cortes coronais de um cérebro de um paciente com Alzheimer
(a direita) revelam o aumento do volume ventricular e a perda de massa cerebral quando
comparado com um cérebro de um individuo ndo demenciado (a esquerda). C)
Emaranhados neurofibrilares (intracelulares) corados por prata. D) Placas senil
(extracelulares) corada por prata.
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Figura 2: Processamento da proteina precursora amiléide (APP). Processamento
amiloidogénico e ndo amiloidogénico da APP na membrana plasmatica. Na via ndo
amiloidogénica, a clivagem da APP pela o-secretase libera um ectodominio soluvel
(SAPPa) para o meio extracelular e gera um fragmento residual de 83 aminoécidos C-
terminal (C-83) na membrana. O C-83 ¢ clivado pela y-secretase liberando o peptideo p3.
Na via amiloidogénica a APP ¢ clivada pela B-secretase, o que resulta na secre¢do da
molécula levemente truncada sAPPB e na retengdo de um fragmento de 99 residuos C-
terminal (C-99). O C-99 ¢ clivado pela y-secretase gerando o peptideo AP (destacado em
verde). A clivagem de ambos os fragmentos, C83 e C99, libera o fragmento intracelular
AICD. Figura produzida e gentilmente cedida por Marcelo Nunes Vieira.



1.2) Peptideo pB-amildide (AP)

A partir da identificagdo do AP como componente majoritario das placas senis
(Glenner and Wong, 1984; Masters e cols., 1985), diversos estudos tiveram inicio com o
proposito de melhor entender a participacao deste peptideo na fisiopatologia da DA.
Crescente ¢ o nimero de evidéncias que suportam um papel central para o AP na disfun¢do
neuronal e neurodegeneracao que acomete o individuo doente (Geula e cols., 1998; Wang e
cols., 2004; Klein, 2006; Ferreira e cols., 2007). Essas evidéncias sao resultados de estudos
genéticos de casos de formas familiares (hereditarias) da doenga que ocorrem
precocemente, representando uma minoria, com uma incidéncia aproximada de 5%
(Selkoe, 2004; Bertram and Tanzi, 2005) Nesses casos, onde pacientes sdo precocemente
afetados pela doenca, em torno da quarta ou quinta decada de vida, mutacdes na APP ou
nas enzimas que clivam a APP levam a formagao exacerbada de Ap. Entretanto, a maioria
dos casos de DA ¢ esporadica, ndo tendo sido ainda identificado nenhum fator genético
determinante desta condigdo (Selkoe, 2004; Roberson and Mucke, 2006). Nesses casos, a
doenga esta associada ao envelhecimento.

E importante ressaltar que o acimulo de AP é o ponto comum a todos os casos de
DA, esporadicos e hereditarios. A hipdtese mais aceita pelos estudiosos da area para
explicar a etiologia da doenca, foi descrita em sua versao original por (Hardy and Higgins,
1992), e propde que o AP acumulado no cérebro doente inicie uma cascata de sinalizagao
celular que leva a disfun¢do celular e posteriormente a morte, resultando em um estado de

deméncia. Com as contribui¢des dos estudos que sucederam essa proposta inicial da cascata



amildide, uma nova versao foi elaborada por Hardy e Selkoe (Hardy and Selkoe, 2002).
Essa hipotese revisada apresenta algumas modificagdes importantes, como incluir o
impacto neurotdxico do peptideo beta amiloide, especialmente na sua forma oligomérica
(Fig. 3).

Desde a década de 90, muitos estudos t€ém focado seus esforgos sobre a forma
oligomérica do AP, em vista das crescentes evidéncias de que estas formas sdo
neurotoxicas e estdo presentes no cérebro de pacientes com DA (Gong e cols., 2003;
Ferreira e cols., 2007). De fato, estudos identificaram os oligdmeros de AP em
concentracdes até 70 vezes mais altas em extratos de cérebros com DA comparados com
individuos controles ndo demenciados, e revelaram ainda, que as caracteristicas fisico-
quimicas destes oligdmeros enddgenos sdo muito similares a dos sintetizados in vitro
(Gong e cols., 2003, De Felice e cols., 2008). Esses dados reforcam e validam a relevancia
clinica do uso dos oligdmeros do peptideo B-amildéide como modelo experimental e ainda
como alvo terapé€utico para a Doenca de Alzheimer.

Um achado pioneiro demonstrou que oligdmeros de AP (também conhecidos como
ADDLs, do inglés AS-Derived Diffusible Ligands), em concentragdes na ordem de
nanomolar, prejudicam potencialmente mecanismos de plasticidade sinaptica por inibir a
potenciagdo de longa duracao (LTP, do inglés long-term potentiation) no hipocampo,
evento fisioldgico crucial para a aquisi¢ao e formagao de memoria. Adicionalmente, os
oligdmeros inibem a reversao da depressao de longa duragdo (LTD, do inglés long-term
depression) (Lambert e cols., 1998; Walsh e cols., 2002), que € um processo inicial de
depressao sinaptica que culmina com a eliminagdo da espinha (Hsieh e cols., 2006).

Uma dramatica redu¢ao do nimero de espinhas dendriticas é observada ap6s um

longo periodo de incubag@o com os oligdmeros (Hsieh e cols., 2006; Lacor e cols., 2007,



De Felice e cols., 2009). Como as espinhas sdo protrusdes especializadas dos dendritos nas
quais ocorrem as sinapses excitatorias, o impacto dos oligomeros nas sinapses sugere a base
para a perda da conectividade neuronal e conseqiientemente para o déficit cognitivo
observado nos pacientes com a DA. Estes efeitos deletérios sobre as sinapses sao
provavelmente resultado da capacidade dos oligdmeros de se ligarem com grande
especificidade a sitios sindpticos excitatorios (Lacor e cols., 2004), evento este, de
particular relevancia para o mecanismo da perda de memoria.

Recentes estudos t€ém investigado os mecanismos utilizados pelos oligdmeros para
danificar a plasticidade sindptica. Um destes, a transmissdo glutamatérgica, ¢ considerada a
base para os estimulos excitatorios associados com aprendizado e memoria (Bennett, 2000).
Os receptores de glutamato do tipo AMPA e NMDA realizam um papel central na
transmissao glutamatérgica e sao requeridos para indug¢ao de LTP e fortalecimento
sinaptico (Derkach e cols., 2007; Lau and Zukin, 2007). Trabalhos adicionais
demonstraram uma macica reducao dos niveis de receptores AMPA e NMDA da membrana
neuronal plasmatica (Lacor e cols., 2007; Snyder e cols., 2005; Almeida e cols., 2005;
Roselli e cols., 2005; Hsieh e cols., 2006; Goto e cols., 2006).

De forma significativa, a densidade pos-sinaptica 95 (PSD-95, do inglés post-
density-95), uma proteina que forma um arcabougo fundamental para o ancoramento e
estabilizagdo dos receptores AMPA e NMDA, também ¢ reduzida apds tratamento com os
oligdmeros de AP (Roselli e cols., 2005). Dentre os receptores acima citados, podemos
ainda destacar que os receptores de insulina, que também desempenham um papel crucial
para a plasticidade neuronal, encontram-se dramaticamente reduzidos da membrana
plasmatica apds exposicao neuronal aos oligdmeros (De Felice e cols., 2009; Zhao e cols.,

2008).



E importante ressaltar que, a perda patoldgica de espinhas e suas moléculas
associadas ¢ bem descrita para os casos de doenca de Alzheimer (Scheibel e cols., 1975;
Shim and Lubec, 2002; Scheftf and Price, 2003) e modelos de camundongos trangénicos
para DA (Lanz e cols., 2003; Calon e cols., 2004; Moolman e cols., 2004; Spires e cols.,
2005; Jacobsen e cols., 2006) . Adicionalmente, outros trabalhos demonstraram que tanto
pacientes com DA (Gong e cols., 2003; Lacor e cols., 2004) quanto modelos de animais
transgénicos para DA (Chang e cols., 2003; Oddo e cols., 2006; Ohno e cols., 2006)
acumulam niveis substanciais de oligdbmeros de Ap.

Eventos adicionais causados pelos oligdbmeros, que também interferem com
processos sinapticos importantes, incluem a fosforilagao aberrante de tau em residuos que
caracteristicamente estdo hiperfosforilados em cérebros de pacientes com DA (De Felice e
cols., 2008), além de estresse oxidativo e um influxo neuronal excessivo de célcio,
possivelmente causado pela disregulacao das fungdes dos receptores NMDA (De Felice e
cols., 2007). A reunido destes achados sugere que as sinapses sao o principal alvo dos
oligomeros, e que esta interagao leva a mudangas morfoldgicas e na composicao de
receptores resultando na disfungdo sinaptica, provavelmente responsavel pelo declinio

cognitivo inicial que acomete individuos com DA (Klein, 2006).
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diretamente afetar as sinapses. Adaptado de Hardy and Selkoe, 2002.



1.3) Sinalizacdo de Insulina nos tecidos periféricos e no cérebro
1.3.1. Sinalizacao nos tecidos periféricos

Um dilema interessante que precisa ser enfrentado por todos os animais € o ciclo de
alimentacao, seguido pelo jejum que se da entre as refeicdes. Os mamiferos resolvem bem
este problema através da estocagem de nutrientes, de forma que esse estoque possa ser
utilizado como fonte de energia durante os periodos longos de jejum. Um importante
agente que regula este processo ¢ a insulina, um hormonio liberado pelas células B das
ilhotas pancreaticas em resposta a elevados niveis de nutrientes no suprimento sanguineo,
como a glicose. Ao se ligar ao seu receptor em tecidos responsivos, a insulina dispara a
ativagdo de vias de sinalizagdo, cuja principal fun¢do nos tecidos periféricos, ¢ estimular o
transporte de nutrientes, como glicose, acidos graxos e aminoacidos, do sangue para os
tecidos. Nestes, a insulina promove a conversao dos nutrientes em macromoléculas, tais
como glicogénio, triglicerideos e proteinas, que serdo estocadas como fontes de energia.

Além disso, a sinalizacdo de insulina tem um amplo espectro na fisiologia dos
mamiferos, pois durante o desenvolvimento, a insulina também promove o crescimento
somatico (Baker e cols., 1993; Liu e cols., 1993), e, ap6s 0 nascimento, promove
crescimento e sobrevivéncia celular de muitos tecidos, incluindo células § pancreaticas,
neuronais, 6sseas, da retina, por exemplo (Dudek e cols., 1997; Hellstrom e cols., 2001;
Pete e cols., 1999).

Desta forma, a acao da insulina nos 6rgaos periféricos € considerada um dos
principais hormdnios anabolicos, sendo fundamental para o desenvolvimento, crescimento,
homeostase de glicose, metabolismo de acidos graxos e proteinas e importante para uma

funcao apropriada das células B do pancreas (Le and Zick, 2001).



A nivel molecular, a insulina liga-se ao seu receptor, que pertence a uma subfamilia
de receptores tirosina quinases. Esses receptores incluem, dentre outros, o receptor do fator
de crescimento semelhante a insulina (IGF, do inglés insulin-like growth factor) e o
receptor relacionado ao receptor de insulina (IRR, do inglés insulin receptor-related
receptor) (Patti and Kahn, 1998). O receptor de insulina (RI) € uma proteina
heterotetramérica constituido por dimeros intrinsecos ligados por pontes disulfeto, estes,
sdao compostos por dominios extracelulares (subunidades o)) que controlam a atividade
tirosina quinase dos dominios transmembrana (subunidades ) (Patti and Kahn, 1998;Ebina
e cols., 1985; Ullrich e cols., 1985). Apds a ligacao da insulina na subunidade a, ocorre um
aumento da atividade tirosina quinase das subunidades 3, que induz uma reacao de
autofosforilagao dos residuos de tirosina desta subunidade do receptor de insulina. Sabe-se
que a fosforilagdo de tirosina realiza um papel importante em diversos processos
fisiologicos por controlar diretamente a atividade de receptores e/ou enzimas presentes em
passos iniciais de algumas cascatas de sinaliza¢do, e ainda por coordenar o ancoramento de
multicomponentes de um complexo de sinalizagdo proximo aos receptores ativados
(Pawson, 1995). Assim, grande parte dos sinais intracelulares da sinalizagao de insulina é
gerada através de complexos de sinaliza¢do formados por proteinas que se ancoram
préoximo aos residuos de fosfotirosina.

No minimo, nove substratos intracelulares do RI tem sido identificados, sendo que
quatro destes pertencem a familia dos substratos do receptor de insulina (IRS, do inglés
insulin receptor substrate protein) (White and Yenush, 1998), além de outras proteinas
adaptadoras como ShC, APS, SH2B, GAB1/2 e DOCK1/2 (Baumann e cols., 2000; Pawson
and Scott, 1997; White and Yenush, 1998). Embora o papel de cada uma destas proteinas

merega aten¢do, recentes trabalhos sugerem que a maioria das respostas a insulina,



especialmente aquelas associadas com o crescimento e metabolismo de carboidratos, sdo
amplamente mediadas através de duas isoformas do substrato do receptor de insulina, IRS-
1 e IRS-2 (White, 2003).

As proteinas IRS ndo apresentam uma atividade catalitica intrinseca, sendo
compostas por multiplos dominios de interagao e sitios de fosforilagdo. No minimo, trés
isoformas de IRS estdo presentes em humanos e camundongos, sendo estas IRS-1 e IRS-2
que sdo amplamente expressos, ¢ ainda IRS-4, o qual tem sua expressao limitada ao timo,
cérebro, rim e possivelmente a células B pancreaticas. Roedores também expressam IRS-3,
o qual ¢ bastante restrito ao tecido adiposo e demonstra atividades similares ao IRS-1
(Uchida e cols., 2000). Todas as proteinas IRS apresentam dominios protéicos em sua
estrutura denominados a partir de sua homologia com proteinas ja descritas. Dentre os
dominios que permitem o reconhecimento dos IRSs pelo RI e por outras proteinas da via,
podemos citar os dominios PH (do inglés pleckstrin homology), o PTB (phospho-tyrosine
binding) e o SH (Src homology, podendo ser denominados SH2 e SH3), que sdo os mais
bem descritos e de maior importancia (Yenush e cols., 1998).

A propagac¢do do sinal da insulina, a partir da ativacdo dos IRS, ocorre através de
outra classe de proteinas, que sdo os adaptadores SH2. Estes se ligam aos residuos de
fosfotirosina dos IRS através de seus dominios SH2, possibilitando assim, a ligagao de
outras proteinas da via. Como exemplos de adaptadores SH2, podemos citar a subunidade
regulatoria da fosfoinositol 3 quinase (PI3K, do inglés phosphoinositide 3-kinase), assim
como a Grb2 (do inglés, growth factor receptor-bound protein). Esta ultima, pode ligar-se
ao RI ativo, estimulando a interacao entre outras duas proteinas que sao a SOS ¢ a Ras,
resultando na indugdo da atividade GTPase da Ras disparando a sinalizagdo para a divisao

celular através da MAPK (do inglé€s mitogen-activated protein kinase) (Avruch, 1998;



Denton and Tavare, 1995). Além das proteinas que citamos aqui, diversas outras ja foram
descritas como participantes imediatos da transmissao do sinal iniciado pela ligacao da
insulina ao seu receptor.

Esses adaptadores protéicos fazem a conexao entre os receptores de insulina e os
componentes seguintes desta via, sendo que um dos principais envolvidos e melhores
descritos desta cascata de sinalizacdo ¢ a PI3-K, que desempenha um papel central nas
acoes metabolicas e mitogénicas da insulina (Shepherd e cols., 1995). A PI3-K ¢
constituida por uma subunidade catalitica p110, e uma subunidade regulatoria p85 que
apresenta dois dominios SH2 para interagir com os residuos de fosfotirosina dos IRSs
(Myers, Jr. e cols., 1992). No minimo, oito subunidades regulatérias t€ém sido identificadas,
derivadas da expressdo de trés genes (p850, p85p ¢ p55°~) (Pons e cols., 1995), destas, a
p85a ¢ a predominante.

A ativagdo da PI3-K pode transmitir multiplos sinais catalisados através da reagao
de fosforilagdo de fosfoinositois da membrana plasmatica. Esta reagdo promove a
conversao de fosfoinositol bifosfato PI(4,5)P, em fosfoinositol trifosfato P1(3,4,5)Ps,
principal produto desta enzima (Newgard and McGarry, 1995; Prentki e cols., 1997). Os
PIP; podem modular a funcao de proteinas-alvo por ligar-se aos seus dominios PH,
alterando sua atividade e localizagdo subcelular, direcionando-as para a membrana
plasmatica (Lietzke e cols., 2000)

Desta forma, os PIP; regulam trés classes de moléculas de sinalizagdo: as proteinas
serina/threonina quinase (Peterson and Schreiber, 1999), as proteinas da familia Rho de
GTPases (Mackay and Hall, 1998) e as proteinas tirosina quinase da familia TEC. Dentre as
serina/treonina quinases, a melhor caracterizada ¢é a proteina quinase depentende de

fosfoinositol 1 (PDK-1, phosphoinositide-dependent kinase 1) que ativa em seguida a Akt



ou proteina quinase B (PKB, protein kinase B)(Alessi e cols., 1997). Esta proteina também
apresenta o dominio PH e pode interagir diretamente com os PIP;. A Akt também se faz
importante na transmissao da sinalizagdo por insulina, por ativar a proteina glicogénio
sintase cinase-3(GSK-3), assim como os fatores de transcri¢ao forkhead e o elemento
responsivo a0 AMPc (cAMP response element-binding protein, CREB) (Nakae e cols.,
1999). Podemos ainda citar outros efetores subseqiientes da PKB, como a mTOR
(mammalian target of rapamycin), p70 S6 cinase, assim como isoformas atipicas da PKC
(protein kinase C) todas estas levando ao aumento do transporte de glicose, sintese de
proteina e de glicogénio (Cantley, 2002).

Outras vias que estdo envolvidas, e através das quais a sinalizagdo da insulina ¢
propagada, sdo as vias da MAPK (do inglés mitogen-activated protein kinase) e a via da
Cbl/CAP (Cbl-associated protein). A ativacao da cascata da MAPK induz crescimento
celular e atividade mitotica. Por outro lado, a Cbl ¢ fosforilada em residuos de tirosina pela
atividade da quinase do receptor de insulina (IRK, insulin receptor kinase), mediando a
ativagao do transporte de glicose através da ativacdo de TC10 e sua interagdo com um
complexo de exocitose (Inoue e cols., 2003; Chiang e cols., 2001).

Assim, acdo da insulina abrange diversas vias de sinalizagdo, que coletivamente
propagam sinais de suma importancia para a homeostase corporal, (Lizcano and Alessi,

2002; Saltiel and Kahn, 2001; White, 2003; Pirola e cols., 2004) (Fig 4).
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Figura 4: A cascata de sinalizacio de insulina e dos fatores de crescimento
semelhantes a insulina 1 e 2 (IGF 1 e 2): Estes peptideos se ligam as cinco diferentes
isoformas de receptor disparando um sinal citoplasmatico: duas isoformas de receptor de
insulina,Ira e IRb(vermelho); os receptores do fator de crescimento semelhante a insulina 1,
IGF1R (azul); e as formas hibridas do hibridas do receptor, IRa::IGF1R e IRb::IGF1R. A
ativacdo dos receptores induz a fosforilagcdo de proteinas celulares IRS1 e IRS2, porém
outros substratos podem ser ativados, transmitindo o sinal da insulina por diversas vias. As
fosforilagdes em lilds representam fosforilagdes inibitdrias, as que estdo em verde,
representam as estimulatorias. Em células , GLP-1 e glicose estimula o aumento de célcio
e da sinalizacdo mediada por AMPc, induzindo o aumento da expressdao de IRS2 através de

CREB e TORC2. Adaptado de Taguchi and White, 2008.



1.3.2) Modulacio da sinalizacido de insulina.

A durag@o e o alcance da sinalizacao de insulina sdo regulados em diferentes niveis,
sendo que alguns mecanismos de controle sao imediatamente ativados apds estimulo da
insulina. Estes mecanismos agem finalizando o sinal da insulina através da ativacdo de
fosfatases lipidicas ou protéicas, ou ainda através de serina/treonina quinases que
desacoplam diversos elementos ao longo da via de sinalizacdo da insulina. Do mesmo
modo, outro mecanismo de controle de feedback negativo opera com uma escala de tempo
maior, envolvendo a redugdo do contetdo celular de receptor de insulina e seus substratos.

O controle sobre a sinalizag¢do de insulina pode ser alcangado por autoregulacao,
onde enzimas dowstream de uma via inibem componentes upstream, sendo este um
mecanismo de dessensibilizacdo homologa. Por outro lado, sinais de outras vias,
aparentemente nao relacionadas, podem inibir a sinalizagdo de insulina como uma
dessensibilizagdo heterdloga. Como alvos desta regulacao, podemos destacar o RI, os IRS
e as proteinas Shc. Trabalhos recentes vém demonstrando que a fosforilagdo de residuos de
serina/treonina do IRS € o principal mecanismo que controla o acoplamento desta proteina
aos seus efetores, regulando assim a transmissao do sinal iniciado pela insulina em seu
receptor (Zick, 2001; Paz e cols., 1997; Liu e cols., 2001).

Interessantemente, a fosforilagao nos residuos serina/treonina, tem uma fungao
dupla, agindo tanto como um modulador positivo quanto negativo da resposta a insulina. A
fosforilagdo de residuos de serina presentes dentro do dominio PTB do IRS pela PKB,

estimulada pela insulina, fornece uma protecao contra a rapida acao das proteinas tirosina



fosfatases (do inglés phosphatases Tyrosine protein) conservando conformacgao ativa do
IRS. Isto sugere que a PKB age como um regulador positivo das fungdes deste substrato
(Paz e cols., 1999). Por outro lado, a fosforilagdo em residuos serina/treonina do IRS por
outras quinases estimuladas pela insulina, como a PKC( (Liu e cols., 2001) agem como um
mecanismo de controle negativo, por inibir adicionais fosforilagdes em residuos de tirosina
no IRS, bloqueando as func¢des deste susbtrato (Mothe and Van, 1996; Neid e cols., 2004;
Ravichandran e cols., 2001).

Além disso, a fosforilagdo dos residuos de serina/treonina pode induzir também a
dissociagao do IRS do receptor de insulina (Paz e cols., 1997; Liu e cols., 2001),
desfazendo o complexo protéico que mantém o IRS intimamente proximo ao RI (Tirosh e
cols., 1999), induzindo a degradagdo do IRS (Pederson e cols., 2001) e ainda convertendo o
IRS em inibidor da quinase do receptor de insulina (IRK, insulin receptor kinase)
(Hotamisligil e cols., 1996).

Diveras sdo as enzimas que exercem estes multiplos efeitos, dentre estas podemos
destacar as serina/treonina quinases que fosforilam o IRS. Uma delas ¢ a mTOR, que
aumenta a fosforilagdo em residuos de serina no C-terminal do IRS, inibindo tanto sua
fosforilagcdo em residuos de tirosina, apds estimulo pela insulina, quanto sua habilidade de
se associar a PI3-K (Li e cols., 1999). Outra quinase envolvida ¢ a IKKp (I-kappa B kinase
[), que constitui um complexo IKK que fosforila o inibidor do fator nuclear k B (NF-xB), o
IkB. Dados recentes demonstram que o IRS ¢ um substrato direto da IKK, que o fosforila
na serina 312 mediante estresse celular (Gao e cols., 2002). E importante notar que a
participacdo da quinase c-Jun N-terminal (JNK), em associagdo com o IRS, leva a sua

fosforilagdo em residuos de serina (Lee e cols., 2003).



1.3.3) Resisténcia a insulina

Interessantemente, as quinases acima citadas, descritas como reguladores negativos
da transmissao do sinal iniciado pela insulina, também estdo envolvidas em processos de
sinalizag¢@o que levam a um quadro de resisténcia a insulina. Esse ¢ um estado patologico,
no qual células alvo falham em responder aos niveis de insulina circulantes. Individuos com
resisténcia a insulina estdo predispostos a desenvolver Diabetes do tipo II, que pode ser
associada com outros disturbios de satude, incluindo obesidade, hipertensao, infecgao
cronica e ainda doencas cardiovasculares, o que torna este quadro de resisténcia a insulina
alvo preocupagdo e atengdo de um grande numero de estudos em saude publica (Kahn and
Flier, 2000).

Com base em estudos recentes, alguns fatores vém sendo implicados neste processo
de resisténcia, tais como o fator de necrose tumoral o (TNFa), uma citocina pro-
inflamatoria, acidos graxos livres (FFA, do ingl€s free fatty acids) além de outras moléculas
sinalizadoras de estresse celular. Esses fatores sdo bem descritos como capazes de inibir o
sinal da insulina por ativar quinases de residuos de serina/treonina que fosforilam o IRS,
bloqueando sua fun¢do. O TNFa pode ativar diferentes quinases como a PKC(, a IKKP e a
JNK que tem sua atividade extremamente elevada em individuos obesos (Guilherme e cols.,
2008). Outras isoformas de PKC, como a PKC0, também sao ativadas, porém foram
implicadas como mediadores de FFA na inducdo de resisténcia a insulina em musculo
esquelético (Yu e cols., 2002). Além das enzimas citadas, a GSK3 (Eldar-Finkelman and
Krebs, 1997) e a caseina quinase II (Tanasijevic e cols., 1993) sdo consideradas novas

potentes quinases inibtorias do IRS, estimuladas por indutores de resisténcia a insulina.



A reunido destas informagdes sugere que a fosforilacdo do IRS em residuos de
serina representa um importante mecanismo que leva a resisténcia a insulina.
Adicionalmente, a ativagdo das serina/treonina quinases participa da regulacdo do IRS em
condigdes fisiologicas ou patologicas. Assim, apesar de ser um sistema dinadmico e
complexo, a regulagdo das proteinas IRS ¢ um excitante campo de estudos para o a busca
de agentes terapéuticos para o tratamento da resisténcia a insulina, assim como do diabetes
tipo II.

1.3.4) Sinalizacao de insulina no Sistema Nervoso Central

Ha pouco mais de duas décadas, surgiu um novo campo de pesquisa na
Neurociéncia que foi a investigacao da sinaliza¢do de insulina no cérebro. Por muito tempo
acreditou-se que o SNC ndo fosse sensivel aos niveis de insulina periférica. Entretanto, em
seguida foi observada a presenca de receptores de insulina (RI) no SNC (Havrankova e
cols., 1983; Havrankova e cols., 1978; Plum e cols., 2005), em células neuronais e gliais,
abundantemente distribuidos no cortex cerebral e hipocampo (van der Heide e cols., 2006).
Estudos adicionais demonstraram que o receptor de insulina esta localizado nas sinapses de
neurdnios hipocampais (Abbott e cols., 1999). A presenca da insulina no cérebro também
foi detectada (Baskin e cols., 1983b; Baskin e cols., 1983a; Baskin e cols., 1987).
Atualmente ¢ sabido, que o RI ¢ amplamente expresso por todo o cérebro, especialmente no
bulbo olfatorio, hipotdlamo, hipocampo e cortex cerebral (Zhao e cols., 1999).

A produgdo da insulina no SNC ainda hoje ¢ uma questao controversa. Alguns
trabalhos vém demonstrando a presen¢a do gene que codifica a insulina no cérebro de
embrides de camundongos (Deltour e cols., 1993; Deltour e cols., 1995), sugerindo um

papel para a insulina durante o desenvolvimento cerebral. Outros grupos, analisando



cérebro de coelho, demonstraram que insulina ¢ sintetizada localmente por células
neuronais, a partir de um tnico gene (Schechter e cols., 1994; Devaskar e cols., 1994).
Evidéncias adicionais tém apontado para a sintese de insulina em células neuronais, e ainda
para a sua liberagdo apds despolarizagao destas células (Clarke e cols., 1986). Por outro
lado, ha dados que contrariam estes estudos, demonstrando que em homogenatos de cérebro
nao foi detectado nenhum sinal de RNAm para insulina (Giddings e cols., 1985). Existe
também um grande nimero de evidéncias que indicam que a insulina cerebral é oriunda do
sistema periférico, sendo transferida através de um sistema de transporte mediado por
receptor presente na barreira hemato-encefalica (Woods e cols., 2003; Banks, 2004). Apos
elevagdes agudas dos niveis de insulina plasmatica, a concentragao de insulina no liquido
cérebro espinhal aumenta, sugerindo que os niveis de insulina no SNC sdo sintonizados
com os periféricos. Assim, a producao de insulina no SNC ¢ uma questdo que ainda precisa
ser respondida.

Alguns trabalhos vém demonstrando a participacao da insulina durante o
neurodesenvolvimento, baseados em dados que demonstram o direcionamento do
crescimento axonal, induzido por insulina em Drosophila e Caenorhabditis elegans. Os
autores sugerem, que os receptores de insulina presentes no cone de crescimento dos
neurdnios (Song e cols., 2003; Dickson, 2003), percebem um gradiente de insulina e
respondem por meio de inducdo da proliferacdo e migragao das células, além de induzir a
diferenciacdo das células em neurdnios funcionais quando o contexto for apropriado (Song
e cols., 2003; Dickson, 2003). Entretanto, ainda ndo esté esclarecido, se este gradiente de
insulina estd presente no sistema nervoso de vertebrados.

Uma extensiva quantidade de dados tem sugerido que a insulina ¢ um fator

neurotrofico, por ser um promotor de sobrevivéncia neuronal (Valenciano e cols., 2006).



Fatores neurotroficos sdo essenciais para o crescimento, manutengao e sobrevivéncia
celular. Em uma cultura de fatias de cerebelo de rato, a aplica¢ao de insulina reduziu
apoptose dos neuronios da camada granular externa (Tanaka e cols., 1995). De forma
interessante, a aplicagdo de insulina em cultura de neurdnios corticais preveniu contra a
morte induzida por deprivagao de soro (Ryu e cols., 1999). Estes estudos iniciais, que
identificaram o efeito da insulina em promover a sobrevivéncia neuronal, foram estendidos
com estudos que investigaram as vias de sinalizacdo intracelular envolvidas.

Sabe-se que a ligagdo da insulina ao seu receptor em neurdnios, assim como em
orgaos periféricos (veja item 1. 3.1), pode ativar duas cascatas de transdugao de sinal
paralelas identificadas como a via PI3K — PKB/Akt e a via classica da MAPK. Uma
inibi¢do da via PI3K — PKB, mesmo apds o tratamento com insulina, foi observada em
culturas de neurdnios de camundongos que nao expressavam receptor de insulina
especificamente nestas células, além de uma reduzida prote¢ao contra apoptose induzida
por cloreto de potassio (Schubert e cols., 2004). Estes achados confirmam que a acao da
insulina € capaz de inibir apoptose, ¢ que esta resposta ¢ completamente dependente da
presenca do receptor de insulina. Entretanto, o cérebro destes camundongos nao apresentou
alteragdo estrutural ou de desenvolvimento. Porém, os autores discutem que a auséncia de
R1, in vivo, pode ser compensada por outros fatores neurotroficos (Schubert e cols., 2004).
Evidéncias adicionais sugerem que a PKB ¢ fundamental para mediar os efeitos da PI3K na
sobrevivéncia neuronal, uma vez que a expressao da PKB ativa protegeu contra apoptose,
ao contrario do que foi observado quando o seu dominante negativo, ou seja, a PKB inativa
foi expressa (Rodgers and Theibert, 2002). Dados in vivo, demonstram que PKB ativa
protege contra estresse hipoxico e toxicidade por 6xido nitrico (Yamaguchi e cols., 2001).

Uma vez ativada, a PKB protege contra os estimulos toxicos por inibir proteinas que



pertencem a uma maquinaria apoptotica tal como, as proteinas Bad e caspase 9, proteinas
quinases como a GSK3, e ainda, por bloquear a atividade transcricional de p53 (Brunet e

cols., 2001).

1.3.4.1) Insulina e plasticidade sinaptica

Uma nova fungdo para a insulina no sistema nervoso central ¢ o seu papel na
plasticidade sinaptica. Trabalhos recentes demonstram que a administragdo de insulina em
individuos saudaveis, enquanto os niveis de glicose sao constantes, melhora a formacao de
memoria (Craft e cols., 1999; Craft e cols., 2003). Estas observagdes podem resultar do
efeito direto da insulina sobre o hipocampo, uma vez que a formagao da memoria de curta
duragdo apo6s uma tarefa de aprendizado espacial, tem sido associada com o aumento de
RNAm do receptor de insulina na drea CA1 do hipocampo de ratos ( Zhao e cols., 1999).
Além disso, os niveis de proteina do receptor de insulina se encontram elevados em fracdes
de membrana sinaptica de células hipocampais, apds formagao de memoria de curta
duragdo (Zhao e cols., 1999). Evidéncias adicionais demonstram que a insulina foi capaz de
induzir o fortalecimento de sinapses (Huang e cols., 2004; van der Heide e cols., 2005).
Estes mecanismos t€m sido propostos como base para a formacao do aprendizado e
memoria (Dou e cols., 2005).

Resultados in vivo bastante interessantes que confirmam esta hipdtese demonstram
que a sinalizagdo de insulina ¢ capaz de regular o nimero, a manutengdo das sinapses € a
plasticidade dendritica. Neste estudo, os autores observaram que a insulina contribui ndo

somente para o processamento da informagao sensorial, mas também para a plasticidade



estrutural das células, que ¢ extremamente necessaria para a incorporagdao de neurénios nos
circuitos cerebrais (Chiu e cols., 2008).

Duas formas opostas de modificacdes nas sinapses foram identificadas, LTP e LTD.
A primeira ¢ obtida seguida de estimulos de baixa freqiiéncia e um pequeno influxo de
calcio, enquanto que um estimulo de alta freqiiéncia e um grande influxo de calcio induzem
LTP (Stanton, 1996). O influxo de calcio funciona como um segundo mensageiro
modulando vias de sinalizagdo envolvidas no fortalecimento da sinapse. A sinalizag¢do de
insulina tem sido implicada nos mecanismos de LTP e LTD, por influenciar a atividade do
receptor NMDA, os niveis de receptor do dcido gama-aminobutirico A (GABA (A)) na
membrana plasmatica e a ciclagem do receptor AMPA para a membrana (Wang and Salter,
1994; Wan e cols., 1997; Malenka, 2003). Durante a depressao da transmissao excitatoria
(LTD), a insulina facilita a internalizagdo de receptores AMPA através da regulacdo de uma
das subunidades deste receptor, a subunidade GluR2. Por outro lado, a LTP ¢ facilitada pela
insercao de receptores AMPA na sinapse. Essa expressao de AMPA ¢ profundamente
facilitada pela insulina, porém a regulagdo deste processo envolve uma subunidade
diferente do processo de endocitose, a subunidade GIuR1. O mecanismo que envolve a
inser¢do de AMPA durante a LTP nio ¢ totalmente esclarecido, entretanto, o envolvimento
de PI3-K neste processo vem sendo descrito. Dados demonstram que esta enzima ¢
necessaria para o aumento da expressao de AMPA na membrana, assim como para a
inducdo de LTP (Man e cols., 2003).

A estimulagao de fatias de hipocampo de rato com insulina induz um expressivo
aumento da expressao de PSD95, de forma dependente da atividade de PI3-K (Lee e cols.,
2005). Sabe-se que a PSD95 ¢ uma proteina fundamental para ancorar uma série de

receptores e proteinas importantes para a sinapse, € a regulacao de sua expressao pode



fornecer um mecanismo molecular adicional para a modulagdo da plasticidade sinaptica

pela insulina.

1.4) Relacao entre Doenca de Alzheimer e resisténcia a insulina

A deficiéncia da via da sinalizagdo de insulina nos sistemas periféricos e no cérebro
tem sido implicada na doenga de Alzheimer, diabetes e envelhecimento (Craft e cols., 1998;
Biessels e cols., 2002; Craft and Watson, 2004). O envelhecimento estd associado com a
reducdo dos niveis de insulina e de seu receptor (Stolk e cols., 1997). Esta redugdo também
foi observada no cérebro de pacientes com Alzheimer (Frolich e cols., 1998). Estudos
adicionais em cérebros com DA, demonstram a redu¢do de RNAm de diversos
componentes importantes para a sinalizagdo de insulina, incluindo a propria insulina e seu
receptor, a PI3-K, PKB/Akt e a GSK3p. Neste trabalho foi proposto pela primeira vez que a
doenca de Alzheimer possivelmente seria uma nova forma de diabetes, denominada de
Diabetes tipo 3 (Steen e cols., 2005).

Como descrito anteriormente, sabe-se que os oligomeros de AP sao potentes
neurotoxinas, que se ligam nas sinapses disparando uma série de eventos que levam a
profunda disfung¢ao sindptica. Como os receptores de insulina estdo presentes nas sinapses,
e se encontram reduzidos no cérebro com DA, alguns estudos buscaram investigar o
impacto dos oligdmeros de AP sobre os receptores de insulina. Um trabalho pioneiro do
nosso grupo neste campo demonstrou, em culturas de neurdnios de hipocampais, que
tratamentos curtos, com baixas doses de oligdmeros, foi capaz de induzir a redistribuicao
dos RIs dos dendritos para o corpo celular. Consistente com a remogao destes receptores da

membrana dendritica, a responsividade a insulina também foi prejudica, uma vez que as



células tratadas com os oligdmeros apresentaram uma profunda reducao da atividade
tirosina quinase do RI (Zhao e cols., 2008). De forma interessante, outro grupo mostrou que
os oligdmeros de AP induzem a disfun¢do dos RlIs, sugerindo que esta disfuncao ¢ o fator
principal no mecanismo que leva a inibi¢do da LTP (Townsend e cols., 2007).

Portanto, a disfunc¢do da sinalizacdo de insulina parece ser um importante aspecto da
toxicidade induzida pelos oligdmeros. Isso sugere que a resisténcia a insulina no cérebro de
pacientes com DA ocorre em resposta a acdo destas neurotoxinas, que podem causar uma
forma especifica de diabetes no cérebro.

Uma grande contribuicao para este campo teve origem em outro trabalho de nosso
grupo. A proposta deste trabalho era investigar se a insulina forneceria um mecanismo de
protecao fisioldgico contra a toxicidade dos oligdmeros de AP. Utilizando culturas de
neuronios hipocampais maduras, um 6timo modelo experimental para o estudo da
neurobiologia de sinapses, demonstramos que a insulina bloqueou a liga¢ao dos oligdmeros
aos neurdnios, e este efeito foi totalmente dependente da atividade tirosina quinase do
receptor de insulina (De Felice e cols., 2009). Isso sugere que insulina leva a internalizagao
dos sitios de ligacao dos oligdmeros o que resulta na prevengao da remogao dos receptores
de insulina da membrana dos neuronios. Além disso, o tratamento dos neur6nios com
insulina preveniu o aumento excessivo da produgao de espécie reativas de oxigénio.
Interessantemente, a deterioragdo das espinhas sindpticas induzidas pelos oligdmeros foi
totalmente prevenida pela insulina (De Felice e cols., 2009). Portanto, a insulina pode ter
uma importante implicagdo terapéutica na doencga de Alzheimer, prevenindo a ligagdo dos
oligomeros as sinapses. Além disso, drogas que aumentam a sensibilidade a insulina
poderiam servir como uma ferramenta poderosa na busca por novas abordagens

terapéuticas para a DA.



I.5) Papel da exendina-4 na ativacio de receptores do peptideo semelhante ao

glucagon (GLP-1)

Sabe-se que uma complexa rede de sinais neurais e enddcrinos ocorre em resposta
as refeigdes, regulando a digestdo, absor¢do e estoque de nutrientes ingeridos. Muitos
desses sinais sdo gerados por propriedades fisico-quimicas dos nutrientes, quando estes
passam através do intestino. A importancia destes sinais foi descrita primeiramente por
(MCINTYRE e cols., 1964), onde foi levantada a hipotese de que a absor¢ao de glicose e
os niveis de insulina estdo mais elevados apds a administracdo oral de glicose, em
comparagdo com a administracao intravenosa da mesma dose de glicose em humanos.
Segundo o autor, o aumento da secrecao da insulina em resposta aos niveis elevados de
glicose, foi devido a produgdo de hormodnios no intestino, estimulado pelo carregamento de
nutrientes. O primeiro hormonio descrito foi o polipeptideo insulinotrépico dependente de
glicose (GIP, do inglés glucose-dependent insulinotropic polypeptide), e uma década
depois, o peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1, do inglés glucagon-like peptide-1)
(Kreymann e cols., 1987). Ambos sdo secretados no intestino, sendo que o primeiro por
células K do duodeno, e o segundo por células L da mesma regido.

O GLP-1 resulta da clivagem pos-traducional do produto do gene do glucagon,
(préproglucagon), pela enzima convertase PC1/3 (Dhanvantari e cols., 2001). A forma
predominante, biologicamente ativa encontrada em humanos ¢ o GLP-1 (7-37), embora
pequenas quantidades da outra forma ativa, GLP-1 (7-36) também sejam detectadas. A agao
do GLP-1 tem sido extensivamente estudada por mais de duas décadas, devido a sua

capacidade de reduzir os niveis plasmaticos de glicose e aumentar os niveis de insulina, os



quais sdo extremamente importantes para pacientes com diabetes tipo II. Com isso,
estratégias terapéuticas para a ativagao dos receptores de GLP-1 vém sendo desenvolvidas.
Este peptideo apresenta uma rapida degradagdo, quando presente no soro, pela enzima
dipeptidil peptidase. Esta enzima, presente no soro € na membrana das células, cliva o
GLP-1 (7-36) na sua por¢ao N-terminal, produzindo fragmento de GLP-1 na sua forma
inativa, o GLP-1 (9-36). Por isso, grandes esfor¢os estao voltados para aumentar a meia-
vida biologica do GLP-1, e com isso sua eficécia in vivo (Deacon e cols., 1995). Neste
sentido, a exendina-4 (exendin-4 ou como também ¢ chamando exenatide), um agonista de
GLP-1, caracterizado inicialmente na saliva de um lagarto Gila Monster, apresenta uma
meia vida maior por ndo possuir sitio para a¢ao da enzima dipeptidil peptidase (Knudsen,
2004). Dessa forma, devido ao seu potente e prolongado efeito insulinotropico, esse
peptideo foi recentemente aprovado para o tratamento de diabetes tipo 2. Outro composto,
também caracterizado a partir da saliva do lagarto, exendina 9-39, um antagonista do
receptor GLP-1, foi de grande utilidade na determinagdo da especificidade dos efeitos deste
receptor.

O receptor de GLP-1( GLP-1r) é uma proteina transmembrana, acoplada a proteina
G (GPCR, do inglés G-protein coupled receptor). Foi inicialmente clonado a partir de
células das ilhotas pancreaticas de rato (Thorens, 1992) e mais tarde identificado no
pancreas humano (Dillon e cols., 1993). Estes receptores acoplados a proteina G estdo
agrupados em quatro principais classes, baseados na similaridade de suas seqiiéncias, sendo
estas, A, B, C e a familia dos receptores Frizzled (Foord e cols., 2005). O receptor do GLP-
1 pertence a uma subclasse da familia dos receptores de glucagon, que por sua vez se
encontram dentro da classe B. Além do GLP-1, o proprio glucagon também pode se ligar

ao GLP-1r, entretanto com um afinidade mil vezes menor do que o GLP-1(Fehmann e



cols., 1994). Ao se ligar, este peptideo promove a ativagdo da adelinato ciclase,
aumentando da produ¢do de AMP ciclico. Este ¢ o principal mediador da acao do GLP-1
sobre os eventos moleculares de secre¢dao de insulina nas células  (Hay e cols., 2005).

Podemos citar outras vias ativadas pelo GLP-1, como a PI3-K que ¢ uma enzima
implicada em multiplos eventos das células f como crescimento, sobrevivéncia e
metabolismo. Existem ainda, algumas evidéncias que agonistas de GLP-1r podem ativar
diretamente IRS-2 (do inglés, insulin receptor substrate 2) por induzir a fosforilagdo deste
substrato e assim, recrutar a subunidade regulatéria da PI3-K (Trumper e cols., 2000). A
expressao de IRS-2 também pode ser induzida por GLP-1, através da ativagao do fator de
transcrigdo CREB pela proteina quinase dependente de AMPc (PKA) (Jhala e cols., 2003).
Desta forma, a partir de diferentes vias, o sinal induzido pelo GLP-1 ¢ propagado

estimulando a secre¢do de insulina e a homeostase da glicemia. (Fig. 4)

1.5.1) Efeitos do GLP-1 no Sistema Nervoso Central

A producdo e secrecao de GLP-1 também ocorrem em uma pequena populacao de
neurdnios (Vrang e cols., 2007). A identifica¢do dos receptores de GLP-1 em diferentes
regides do cérebro estimulou diversos estudos para melhor entender as fungdes deste
peptideo. Um corpo grande de evidéncias suporta a hipdtese do papel central, durante o
aprendizado e memoria, exercido pelo GLP-1 (Mattson e cols., 2003). Dados recentes,
demonstram que infusdes intracerebroventriculares de GLP-1 foram capazes de otimizar a
memoria e o aprendizado de ratos (During e cols., 2003). Embora a base molecular dos
mecanismos de aprendizado e memoria ainda seja foco de muitos estudos, sdo bem claros

o0s processos que envolvem mudangas estruturais ¢ funcionais nas sinapses, como as vias de



sinaliza¢do que incluem célcio, AMPc e o fator de transcrigdo CREB. Sabe-se que através
dos GLP-1r estas vias de sinalizagcdo podem ser ativadas.

De forma interessante, trabalhos recentes vém demonstrando que o peptideo GLP-1
também exerce um papel neuroprotetor, uma vez que foi capaz de prevenir a morte
neuronal diante de um quadro de excitotoxicidade, devido a uma ativagao excessiva dos
receptores de glutamato (Perry e cols., 2002). Adicionalmente a este dado, este efeito
protetor também foi observado contra o dano cerebral excitotoxico causado por crises
epiléticas em camundongos modelos (During e cols., 2003).

O potente agonista de GLP-1r, exendina-4, foi capaz de prevenir contra insultos
oxidativos e metabolicos em modelos celulares e animais de isquemia e de doenca de
Parkinson (Li e cols., 2009). Além disso, estes agonistas de GLP-1r reverteram a inibi¢ao
de LTP induzida por oligdmeros de AP (Gault and Holscher, 2008). Uma evidéncia
adicional do papel central do GLP-1r na plasticidade sinaptica ¢ suportada por dados
interessantes que demonstram o déficit cognitivo apresentado por animais que nao
expressam receptor de GLP-1 (Abbas e cols., 2009).

Portanto, estes dados sugerem o promissor papel do GLP-1 como agente terapéutico
para o tratamento de diferentes condi¢des neurodegenerativas, incluindo isquemia, doenga

de Parkinson e principalmente a doenca de Alzheimer.

1.6) Transporte axonal

O transporte intracelular ¢ fundamental para todas as células de mamiferos,

especialmente para os neuronios. Um tipico neurdnio tem uma estrutura altamente

polarizada, com corpo celular diversos dendritos curtos e afilados além de um longo e fino



axonio. A maioria das proteinas que sdo necessarias ao axonio e ao terminal sindptico sdo
sintetizadas no corpo celular e transportadas ao longo do axénio em organelas
membranosas ou complexos protéicos (Grafstein and Forman, 1980). Embora as proteinas
dendriticas também sejam transportadas do corpo celular, diversos RNAm especificos, sao
transportados até os dendritos para suportar a sintese protéica local (Job and Eberwine,
2001). Além destes, outros componentes celulares sdo transportados pelos axonios, sendo
estes, endossomos, mitocondrias, vesiculas sinapticas e vesiculas secretoras densas
(DCV's, do inglés Dense Core Vesicles). Estas sao formadas no corpo celular, e percorrem
grandes distancias através de axdnios e dendritos, até os sitios pré e pds sinapticos, onde
finalmente liberam seu conteudo de proteinas e neuropeptideos (Wu e cols., 2004). A
distancia percorrida pelas vesiculas sdo mais longas, em comparagdo com outros tipos
celulares, pois 0 axonio de um neurénio motor humano, pode medir cerca de 1 metro de
comprimento (Stokin and Goldstein, 2006). O mecanismo de liberacdo das vesiculas em
seus sitios de acdo ¢ baseado no transporte de longo alcance sobre os microtiibulos.

Em ambos, dendritos e axonios, os microtibulos sdo orientados longitudinalmente
(Hirokawa, 1982), e servem como trilhos ao longo dos quais, organelas ¢ macromoléculas
podem ser transportadas (Hirokawa, 1998) (Fig. 5). Os microtubulos sdo estruturas
protéicas que fazem parte do citoesqueleto das células, sdo filamentos longos, como
cilindros ocos com aproximadamente 25nm. S3o constituidos de um polimero de a e f3-
tubilina que ¢ dinamico e instavel (Desai and Mitchison, 1997). Esta dinamica ¢ controlada
por proteinas associadas a microtubulos (MAP, do inglés microtubules-associated proteins)
in vivo ¢ in vitro (Stokin and Goldstein, 2006). Evidéncias com relagdo aos mecanismos
que regulam a dire¢@o do transporte surgem da determinagdo da polaridade dos

microtubulos, altamente organizadas nos axonios. A polaridade dos microtiibulos direciona



o transporte da regido proximal (préximo ao corpo celular) para a regido distal (proximo a
terminacao pré-sinaptica) dos axdnios (Stokin and Goldstein, 2006). Essas regides de
diferentes polaridades sao reconhecidas por proteinas motoras, como as kinesinas e
dineinas, as quais transformam energia quimica em movimento mecanico (Lawrence e
cols., 2004).

Enquanto o transporte axonal anterogrado regulado por diversas proteinas motoras
da familia das kinesinas, estudos sugerem que as dineinas sejam as principais proteinas
motoras envolvidas no transporte axonal retrogrado (Stokin and Goldstein, 2006). A
dineina ¢ composta por duas cadeias pesadas, duas cadeias leves e duas cadeias
intermedidrias leves. Acredita-se que o transporte mediado por dineina seja regulado pela
sua interagdo com o complexo dinactina, o qual consiste de diversas proteinas (Schroer,
2004).

A regulagdo da atividade das kinesinas e das dineinas, assim como a regulagao do
transporte axonal, ¢ pouco compreentendida até os dias de hoje. Em principio, a regulacao
pode ocorrer em um dos diversos passos, incluindo o reconhecimento do cargo e a ligagao
deste a proteina motora, a velocidade do transporte, € ainda, o reconhecimento do destino
correto pelo complexo proteina motora-cargo. Dados demonstram que a kinesina-1 pode ser
regulada diretamente pela ligacao do cargo (Friedman and Vale, 1999).

Dentre muitos cargos e parceiros de ligacao identificados para as proteinas motoras
anterdgradas e retrogradas, alguns parecem estar envolvidos com um mecanismo de
regulagdo. Estes parceiros incluem a proteina precurssora amildide (APP) (Kamal e cols.,
2000), a proteina c-Jun N-terminal kinase (JNK) e as proteinas que com ela interagem

(JIP1, JIP2, JIP3/Sunday driver) (Cavalli e cols., 2005). Evidéncias adicionais sugerem um



importante papel da fosforilagdo na regulacao de proteinas motoras, envolvendo as quinases

glicogénio sintase cinase 33 (GSK3 ) e a quinase dependente de ciclina 5 (CDK 5).
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Figura 5: Transporte axonal e dendritico. a. Um tipico neurdnio, projetando diversos
dendritos (esquerda) e um unico axonio do corpo celular. b. Proteinas da familia das
quinesinas transportando vesiculas contendo APP, apolipoproteina E, mitocondrias e
vesiculas sinapticas, no sentido anterdgrado c¢. Receptores AMPA e NMDA, granulos de
RNAm transportados por quinesinas, no sentido retrogrado, nos dendritos. Adaptado de
Hirokawa and Takemura, 2005.

1.6.1) Transporte axonal, envelhecimento e Doenca de Alzheimer



Estudos sugerem que no envelhecimento podem ocorrer problemas no transporte
axonal, ja que existe uma reducao dos trilhos de microtiibulos (Cash e cols., 2003), assim
como mudangas na distribui¢do de proteinas associadas a microtubulos, como a proteina
tau e neurofilamentos (Niewiadomska and Baksalerska-Pazera, 2003; Uchida e cols., 2004).
Outro trabalho observou um aparente acimulo de proteinas ao longo do axénio, como a
APP (Kawarabayashi e cols., 1993). O entendimento dessas mudangas relacionadas com a
idade na estrutura e fung¢@o dos axdnios permanece nao esclarecido, pois em particular nao
se sabe se todas as proteinas de transporte sdo afetadas, ou se somente algumas vias de
sinaliza¢do sdo prejudicadas no envelhecimento.

Existe uma consideravel quantidade de dados consistentes com a hipotese de que a
deficiéncia do transporte axonal desempenha um papel central na patogénese de algumas
doengas neurodegenerativas, incluindo Huntington (Trushina e cols., 2004), ALS (LaMonte
e cols., 2002) e da DA (Terry, 1996). Uma evidéncia da ampla patologia axonal ¢ a
presenca de anormalidades como o intenso acumulo de diversas moléculas ao longo do
trajeto do axonio, como a APP (Cras e cols., 1991) e seus metabolitos, neurotransmissores
e proteinas relacionadas, neurofilamentos, tau e glicogénio, assim como uma redugao do
trilhos de microtubulos (Cash e cols., 2003). Dados sugerem que os defeitos axonais podem
coincidir com estagios iniciais da DA (Stokin e cols., 2005). Camundongos que possuem
uma expressao reduzida de kinesina-1 desenvolveram defeitos axonais, assim como, o
aumento excessivo da producao de A e da deposi¢ao de placas (Stokin e cols., 2005).
Evidéncias vém demonstrando que o AP pode induzir anormalidades axonais (Pike e cols.,
1992), contribuindo diretamente para a deficiéncia no transporte axonal (Hiruma e cols.,
2003). A hiperfosforilacao de tau, um macardor da doenca de Alzheimer, pode também

afetar diretamente o transporte axonal de APP e de outras moléculas (Stamer e cols., 2002).



Em adigdo a estes dados, drogas que estabilizam os microtubulos foram capazes de prevenir
os déficits de transporte observados em camundongos transgénicos para tau (Trojanowski e
cols., 2005). De forma bastante interessante, o cérebro de individuos com DA apresentaram
uma significante reducao do transporte axonal (Dai e cols., 2002).

Dados recentes muito interessantes do nosso grupo demonstram que o tratamento de
neurdnios hipocampais com oligdmeros do peptideo A € capaz de reduzir de forma
significativa o transporte axonal (Decker, H. e cols, submetido), demonstrando um novo

impacto dos oligdmeros nos neuronios.

1.7) Doenca de Alzheimer e Inflamacao

A presenga de um processo inflamatorio na patogénese da doenga de Alzheimer
(DA) foi descrito inicialmente a mais de 20 anos, e apesar de duas décadas de estudos,
muitas questdes centrais envolvendo a inflamag¢do na DA permanecem sem resposta
(Akiyama e cols., 2000). Por exemplo, ainda ndo ¢ bem compreendido como e quando o
quadro inflamatorio surge no cérebro destes pacientes. Evidéncias diretas do papel do
processo inflamatorio na neurodegeneracao da DA surgem de estudos da pesquisa basica e
clinica. Entretanto, estes estudos ndo possuem uma conclusao com respeito as abordagens
terapéuticas com o uso de anti-inflamatorios que possam retardar a progressao do déficit
cognitivo desta doenca (McGeer e cols., 1996). Assim, o papel inflamatorio na DA ¢ alvo
de intensas investigacdes. Estudos apontam para o acimulo do peptideo B-amildide como
um indutor do processo de neuroinflamagao, que vem sendo associado com a
neurodegeneracdo e progressao da doenga de Alzheimer. (McGeer and McGeer, 2003;

Griffin, 2006; Eikelenboom e cols., 2006).



Um dos eventos neurotoxicos induzidos pelo AP ¢ a exacerbada ativagao de
microglia com elevagdo dos niveis de mediadores proinflamatérios como citocinas e
radicais livres (McGeer e cols., 2006). Dados vém demonstrando que a ativacao da
microglia contribui para o dano neuronal encontrado no cérebro de pacientes acometidos
pela DA, assim como no cérebro de animais transgénicos modelos para esta doenga
(Britschgi and Wyss-Coray, 2007; Floden e cols., 2005; van and Kadish, 2005). Tal efeito,
¢ provavelmente devido a liberagao exacerbada de uma variedade de mediadores
citotoxicos pela microglia induzido pelo peptideo AB. Entretanto, o preciso mecanismo
pelo qual o AP inicia a resposta inflamatoria mediada pela microglia, ainda ¢ desconhecido

e vem sendo foco de interesse em muitos estudos (Lue e cols., 2001).

1.7.1) Mediadores celulares de Inflamac¢iao no SNC

Microglias sao pequenas células gliais que constituem aproximadamente 10% das
células do sistema nervoso central (SNC), originadas a partir do mesoderma. Suas
caracteristicas morfologicas e funcionais sao altamente reguladas in vivo, resultando em
diferentes estados intermediarios de ativacao. Estas células sdo fortemente estabelecidas
como um elemento celular fundamental no SNC, além de agir como um integrante do
sistema imune inato do cérebro e da medula espinhal (Streit and Kincaid-Colton, 1995;
Streit e cols., 2005). Atualmente, ¢ bem aceito que a fun¢do das microglias € servir como
um sensor de injurias patologicas, uma vez que estas células estdo envolvidas na maioria, se
nao em todas as patologias do SNC (McGeer e cols., 1993; Stoll and Jander, 1999).
Entretanto, a forte aten¢ao para a microglia em condi¢des patoldgicas, oculta o fato de que

estas células desempenham um papel importante no cérebro saudavel. Dados recentes



demonstram que as microglias podem potencialmente influenciar o processamento de
informacao no SNC, seja indiretamente por suas interagdes com os astrocitos, assim como
diretamente por suas interagdes com as sinapses (Wake e cols., 2009). Além disso, estas
células também sao capazes de secretar fatores tréficos, como o fator neurotrofico derivado
da glia (glia-derived neurotrophic factor, GDNF) que exerce uma potente funcao
neuroprotetora (Yan e cols., 2003).

Embora as microglias realizem uma fun¢@o neurotrdéfica no cérebro normal, seu
potencial neurotoxico vem sendo destacado na DA. Em situacdes patologicas, tal como
doencas neurodegenerativas, derrame, injiria traumatica e invasao tumoral, estas células
tornam-se ativadas, migram e circudam a area contendo as células danificadas e mortas,
removendo os restos celulares da regido (Fetler and Amigorena, 2005). Uma vez
estimulada, em resposta a eventos neurodegenerativos, as microglias liberam uma
variedade de mediadores proinflamatorios, incluindo citocinas, espécies reativas de
oxigénio, fatores complemento e 6xido nitrico (NO). Esses mediadores podem levar a
disfuncdo neuronal e morte celular, possivelmente criando um ciclo vicioso (Griffin e cols.,
1998). De forma interessante, tanto o peptideo B-amildide quanto a proteina precursora
amiloide (APP) agem como potentes ativadores da microglia (Barger and Harmon, 1997).
Uma via dependente de fator nuclear kappa B (NFkB), necessaria para a transcri¢ao dos
genes das citocinas, ¢ estimulada pelo A (Combs e cols., 2001). Coletivamente, esses
achados sugerem que a ativa¢ao da microglia pela exposicdo ao AP, pode ser um passo
crucial no inicio do processo de inflamacao na DA. Por outro lado, ¢ importante destacar os
aspectos benéficos da ativacdo da microglia na DA, pois alguns estudos sugerem que esse
tipo celular pode reduzir o acimulo de A, aumentando sua remocgao e degradagdo

(Frautschy e cols., 1998).



Similarmente as microglias, os astrocitos participam da remocao e degradagao de
AP (Wyss-Coray e cols., 2003), além de fornecer um suporte trofico aos neurdnios (Seth
and Koul, 2008). Recentes achados demonstram a presenca de AP intracelular nos
astrocitos, possivelmente originado da fagocitose de dendritos e espinhas sindpticas em
degeneracdo. Por outro lado, outros trabalhos demonstram que os astrocitos também
podem servir como uma fonte para AP, uma vez que apresentam uma superexpressao de 3-
secretase, em resposta ao estresse cronico (Rossner e cols., 2005). Portanto, ainda ndo esta
totalmente esclarecido se a ativagao dos astrocitos promove a remog¢ao ou a geragao do AP,
porém a sua contribui¢cdo no processo inflamatério vem sendo confirmada, através de dados
que demonstram que os astrocitos expressam o0xido nitrico sintase induzivel (iNOS),
favorecendo a neurotoxicidade mediada por 6xido nitrico (NO) (Heneka e cols., 2001).
Somando-se a isto, os astrocitos também expressam outros mediadores proinflamatorios
como, por exemplo, IL-1, IL-6, TGFB-1, 2 e 3, ICAM-1, prostaglandinas, COX-2.

De forma muito interessante, trabalhos recentes demonstram que a ativacao dos
astrocitos e microglias ocorre mesmo na auséncia de uma deposicao focal de Ap.
Suportando esta hipotese, um estudo clinico detectou a ativagdo de células astocitarias em
um estagio muito precoce da doenca de Alzheimer (Cagnin e cols., 2001). Em paralelo com
estes dados, estudos em animais transgénicos modelos para a DA demonstram que a
ativagdo glial precede a deposi¢do de placas amildides. Segundo este estudo, o déficit
cognitivo e a produc¢do de citocinas gliais ocorrem em resposta aos oligdmeros ou
protofibrilas de Ap (White e cols., 2005; Heneka e cols., 2005).

Adicionalmente as células gliais, podemos citar os neurdnios. Tradicionalmente
acreditava-se que os neurdnios eram simples espectadores da neuroinflamacgao. Entretanto,

recentes evidéncias apontam para estas células como importantes participantes desse



processo, capazes de produzir potentes mediadores inflamatorios. Dentre estes, podemos
citar COX, IL-1pB, IL-6 e TNFa (Akiyama e cols., 2000). Veremos mais a diante, que esses
mediadores inflamatorios encontram-se significativamente elevados no cérebro acometido
pela DA, sugerindo deste modo, que os proprios neurdnios podem exacerbar as reagoes

inflamatorias ao seu redor, e assim contribuir para sua propria disfungdo na DA.

1.7.2) Mediadores moleculares inflamatorios

Um crescente nimero de mediadores inflamatorios tem sido observado no cérebro
de pacientes acometidos pela DA (Heneka and O'Banion, 2007). Praticamente todas as
citocinas que vem sendo estudadas na DA, encontram-se em niveis elevados em
comparacao com individuos controle, saudaveis (Heneka and O'Banion, 2007). Tais
moléculas, como as citocinas, desempenham um mecanismo de sinalizacao intercelular e
intracelular sobre as microglias e os astrocitos muito semelhante ao mecanismo descrito
para a sinalizagdo inflamatoria em células do sistema periférico (Akiyama e cols., 2000).
Aqui n6s descreveremos apenas a citocina abordada neste trabalho, o fator de necrose
tumoral o, que vem sendo uma das mais estudadas na neuroinflamagao da doenca de

Alzheimer.

1.7.2.1) Fator de necrose tumoral alfa (TNFa)

Por volta de trinta anos atras, a citocina solivel denominada fator de necrose

tumoral o (TNFa) foi identificada (Wajant e cols., 2003), sendo produzida sob ativacao do

sistema imune, a qual ¢ capaz de exercer significante citotoxicidade sobre diversas



linhagens celulares tumorais, além de causar necrose tumoral em certos modelos animais
(Haranaka e cols., 1984). Em 1984, TNFa foi clonado (Marmenout e cols., 1985), e anos
mais tarde foram identificados dois receptores de membrana nos quais esta citocina pode se
ligar (Bazan, 1993). Atualmente TNFa ¢ reconhecido como membro de uma grande familia
de citocinas. TNFa € produzido como uma proteina transmembrana organizada como
homotrimeros estaveis (Tang e cols., 1996). Da forma integrada a membrana ¢ liberada a
citocina homotrimérica soliivel (TNFs) a partir da clivagem proteolitica pela enzima
conversora de TNF (TACE, TNF alpha converting enzime). O TNFs trimérico, se dissocia
na faixa de concentracao abaixo de nanomolar, perdendo assim sua bioatividade (Tang e
cols., 1996).

Os membros da familia TNF exercem suas fung¢des bioldgicas através de sua
interagdo com seus receptores de membrana, compreendendo a familia dos receptores de
TNF (TNF-R) (Locksley e cols., 2001). Atualmente, dois receptores de TNF sao
conhecidos, receptor de TNF tipo 1 (TNF-R1; CD120a; p55/60) e receptor de TNF tipo 2
(TNF-R2; CD120b; p75/80), que se ligam tanto ao TNF soluvel quanto ao TNF integrado
na membrana (Grell e cols., 1995). TNF-R1 ¢ constitutivamente expresso na maioria dos
tecidos, enquanto a expressao de TNF-R2 ¢ altamente regulada e tipicamente encontrada
em células do sistema imune (Locksley e cols., 2001). Na vasta maioria das células, TNF-
R1 parece ser o principal mediador da sinalizagdo de TNF, ja o TNF-R2 realiza o principal
papel no sistema linféide (Locksley e cols., 2001). O dominio extracelular dos receptores
pode ser proteoliticamente clivado produzindo fragmentos de receptores soliveis com alta
capacidade de neutralizagdo (Wallach e cols., 1991).

TNFa ¢ principalmente sintetizado pelos macrofagos, mas também por uma ampla

variedade de outros tecidos incluindo células linfoides, endoteliais, fibroblastos e neurais,



exercendo um largo espectro de bioatividade (Wajant e cols., 2003). Em geral, essa citocina
pode ser considerada como um dos principais mediadores proinflamatorios. De forma
interessante seja em situacdes fisioldgicas ou patoldgicas, o TNF desempenha uma
marcante dualidade funcional, uma vez que esta envolvido tanto na expansao ou
regeneragdo dos tecidos, quanto na danificagdo tecidual.

A liga¢dao do TNF ao TNF-R1 dispara uma série de eventos intracelulares que
finalmente resultam na ativacao de dois principais fatores de transcrigdo, o fator nuclear kB
(NF-xB, nuclear factor kB) e c-Jun, os quais sao responsaveis por induzir a expressao de
genes importantes em diversos processos celulares, como crescimento e morte celular,
desenvolvimento, respostas imunes, inflamatorias e de estresse celular. Atualmente, sabe-se
que a cascata de sinalizacdo de TNFa ativa proteinas MAPK, IKKf e ainda JNK, dentre
outras (Chen and Goeddel, 2002).

De forma interessante, TNF regularmente induz a ativacao de proteinas quinase
ativadas por estresse (SAPK, stress-activated protein kinase)/c-Jun N-terminal kinase
(JNK) (Chen and Goeddel, 2002). Sob ativacao, estas proteinas se deslocam para o nucleo e
estimulam a atividade transcricional de fatores de transcri¢do, como c-Jun e ATF2 por
fosforilagdo no seu dominio de ativagao amino-terminal (Chen and Goeddel, 2002).
Entretanto, JNK possui outras fungdes nao relacionadas com a fosforilagdo de c-Jun,
desempenhando em papel importante em diversos processos celulares como proliferagao,
diferenciagdo, prevencao de apoptose, como também o contrario, induzindo disfungao e
morte celular em situagdes de estresse (Chang and Karin, 2001).

Recentemente JNK tem surgido com um potente regulador da resisténcia a insulina

em tecidos periféricos em casos de obesidade (Hirosumi e cols., 2002). Nesta condicao, a



atividade de JNK encontra-se elevada em tecidos como figado, musculo esquelético, e

tecido adiposo, provavelmente devido ao aumento dos niveis de TNFa.

1.7.2.2) Fator de necrose tumoral e a doenca de Alzheimer

Ap6s trés décadas de pesquisa, TNFa tem sido estabelecido como um regulador
fundamental de multiplos de mecanismos fisiologicos em 6rgaos e sistemas, incluindo o
cérebro. Esta importante citocina vem sendo descrita recentemente, como uma das poucas
moléculas ja descritas capazes de modular atividade sinaptica, conhecidas como
gliotransmissores (Halassa e cols., 2007). A funcdo do TNFa como gliotransmissor, ajuda a
explicar o profundo efeito sindptico desta citocina, demonstrado em uma variedade de
modelos experimentais (Beattie e cols., 2002). Suportando esta hipotese, dados recentes
demonstram um significante efeito de TNFa sobre a transmissao sindptica em modelos de
fatias de hipocampo de rato. Neste trabalho, os autores demonstram que TNF induz uma
inibi¢do da potenciacdo de longa duracao, importante mecanismo de plasticidade sinaptica,
e ainda, que o grau de inibigao foi tempo e dose dependente. Estudos posteriores
confirmaram estes resultados. (Tancredi e cols., 1992; Albensi and Mattson, 2000). Outro
grupo demonstrou que TNFa produzido por células gliais, afetam diretamente a for¢a
sinaptica por modular o trafego de receptores AMPA, além de exercer um efeito sobre a
transmissao glutamatérgica (Stellwagen e cols., 2005; Pickering e cols., 2005). O dramético
efeito sinaptico induzido pelo TNFa, se correlaciona profundamente com as crescentes
evidéncias que apontam a disfuncdo sindptica como a questdo central da doenga de
Alzheimer, especificamente com respeito ao déficit de memoria. Um estudo demonstrou

que a inibi¢do da LTP induzida pelos oligdmeros do peptideo B-amildide ¢ mediada pelo



TNFa (Rowan e cols., 2007; Wang e cols., 2005). Além disso, eles demonstraram que esse
efeito inibitorio da LTP pode ser prevenido por ligantes que neutralizam TNF soluvel
(Rowan e cols., 2007). De forma similar, outro grupo demonstrou que a inibicao de TNFa
previne a deficiéncia da memoria de reconhecimento induzida pelo AP em modelos animais
(Alkam e cols., 2008). Interessantemente, um estudo clinico demonstrou que os niveis de
TNFa estao vinte e cinco vezes mais altos em pacientes com DA, em comparagao com
individuos controle (Tarkowski e cols., 1999). Ainda neste trabalho, foi observado que os
pacientes nao apresentavam alteragdes séricas desta citocina, sugerindo uma alteracao
somente no SNC (Tarkowski e cols., 1999). Alguns anos mais tarde, esse mesmo grupo
demonstrou que o elevado nivel de TNFa no fluido cérebro espinhal estava correlacionado
com a progressao da doenga. Adicionalmente, pacientes com transtorno cognitivo leve
apresentavam aumento significativo de TNFa, indicando a participagdo desta citocina em
eventos iniciais da patogénese da DA (Tarkowski e cols., 2003).

Diante de todas as evidéncias apresentadas até o momento, seria razoavel pensar
numa correlacdo entre a inibi¢@o da atividade sinaptica induzida pelos oligdmeros e pelo
TNFa e a sinalizag@o por insulina nos neurénios. Como de fato, ja foi demonstrado que
oligomeros soluveis de AP induzem a disfun¢@o da sinalizagdo por insulina em neurdnios
hipocampais (Zhao e cols., 2008; De Felice e cols., 2009), e esta, exerce um papel
fundamental nos processos de aprendizado e memoria (Dou e cols., 2005). Além disso,
sabe-se que elevados niveis de TNFa podem induzir um quadro de resisténcia a insulina no

sistema periférico (Hotamisligil e cols., 1994).



IT) OBJETIVOS

O objetivo desta dissertacao foi estudar o impacto dos oligdmeros de peptideo AP
sobre a sinaliza¢do de insulina, em culturas primarias neuronais de hipocampo de rato,
buscando compreender melhor as bases moleculares da resisténcia a insulina no sistema
nervoso central. Os objetivos especificos foram:

1. Investigar o efeito dos oligdmeros de AP sobre a fung¢do do substrato do receptor de
insulina -1 (IRS-1), mediador imediato para propagacdo da sinaliza¢do de insulina.

2. Investigar possiveis mecanismos de acdo subjacentes aos efeitos observados sobre a
funcdo do IRS-1, através do uso de ferramentas farmacologicas.

3. Investigar o papel da sinalizagdo de insulina na manuten¢do da uma func¢ao fisiologica
importante da célula neuronal, o transporte axonal, diante do efeito toxico dos oligdmeros.
4. Testar se a insulina, a exendina-4 e o infliximab protegem contra o impacto dos

oligdmeros de AP na sinaliza¢@o de insulina.



IITI) METODOS

Descrigdes dos métodos especificos utilizados no desenvolvimento da parte
experimental desta dissertagdo encontram-se no artigo em fase final de redagdo anexado em
“Resultados”. Nesta se¢do serdo descritos, de forma mais detalhada, algumas metodologias

rotineiramente usadas nessa tese.

I11.1) Preparacio e caracterizacdo dos Oligomeros de Ap

APB1-42 (Bachem Inc., Torrance, CA) foi solubilizadoa 1 mM em 1,1,1,3,3,3-
hexafluoro-2-propanol (HFIP; Merck) gelado e a solugdo limpida e incolor resultante foi
incubada a temperatura ambiente por 60 minutos. A solucdo foi entdo colocada em gelo
por 10 minutos e aliquotada, em fluxo laminar, em microtubos. Os microtubos foram
deixados abertos na capela de fluxo laminar durante 12 horas para evapora¢do do HFIP.
A eliminagdo completa do HFIP foi feita por centrifugacdo em SpeedVac® por 10
minutos. As aliquotas contendo os filmes de AP foram estocadas a -20 °C para utilizagao
posterior.

As preparagoes dos oligdmeros de AP foram feitas, a partir destes estoques,
segundo protocolo previamente descrito (Lambert e cols, 1998). A cada preparagao dos
oligdmeros, uma aliquota de AP foi ressuspensa em dimetilsulfoxido anidro (DMSO;
Sigma, St.

Louis, MO) de forma a obter uma solugao a 5 mM. Esta solugao foi diluida em PBS

estéril a 100 pM e incubada a 4 °C por 24 horas. Uma amostra de mesmo volume de



DMSO 2% em PBS foi preparada e incubada a 4 °C por 24 horas, e usada
experimentalmente como controle (veiculo). Apos a incubagao, a preparagao foi
centrifugada a 14.000 g por 10 minutos a 4 °C para remocao de agregados insoluveis de
APB. O sobrenadante da centrifugagdo, contendo os oligdmeros, foi mantido a 4 °C até a sua
utilizacdo em um periodo maximo de até 48 horas apds o preparo. Para determinar a
concentracao dos oligdmeros nas preparacdes, utilizou-se o método de BCA (Pierce,
Rockford, IL).

Como sdo metaestaveis, as preparacdes dos oligdmeros, realizadas semanalmente
no
laboratdrio, sdo rotineiramente analisadas por Western blot e cromatografia de gelfiltragao

para caracterizar as espécies oligoméricas presentes.

I11.1.1) Gel-filtracao por HPLC

As analises foram feitas com 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,
filtrado através de membrana de nitrocelulose Millipore (Billerica, MA) 0,45 um,
mantido em gelo durante toda a analise. As analises foram feitas através de cromatografia
liquida de alto desempenho (high performance liquid chromatography, HPLC), com
detecgao simultanea de absor¢do a 280 nm e fluorescéncia com excitacdo a 275 nm ¢
emissdo a 305 nm.

Antes da inje¢do da amostra dos oligdmeros, a coluna foi lavada durante 1 hora com

agua Milli-Q® e equilibrada por 1 hora com a fase mdvel, 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 uL. dos oligdmeros foram injetados, e a analise

feita com os mesmos parametros usados para o veiculo. Os dados das cromatografias

foram transferidos para o programa Microsoft® Excel 2002, onde os cromatogramas

foram preparados para relatorios semanais de caracterizacao das preparagoes.
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Figura 6: Cromatograma representativo de gel-filtracio dos Oligomeros (ADDLs).
Através da gel-filtragdo € possivel detectar duas populagdes de agregados. A primeira,
formada por oligomeros 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.

I11.1.2) Western blot para Oligomeros de Ap (ADDLSs)



Amostras das preparagdes dos oligomeros foram adicionadas a tampao de amostra e
resolvidas por eletroforese em gel de gradiente de 10-20% de acrilamida (Invitrogen)
com tampao de corrida Tris/Tricina/SDS, a 120 V por 60 minutos a temperatura
ambiente. O material no gel (20 pmol de A/canaleta) foi eletrotransferido para
membranas de nitrocelulose Hybond ECL (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) a
100 V por 1 hora a 4 °C, usando tampao contendo 25 mM Tris, 192 mM glicina, 20%
(v/v) metanol, 0,02% SDS, pH 8,3. As membranas foram bloqueadas com BSA 3 % em
tampao Tris-HCl 20 mM contendo Tween-20 0,1 % (TBS-T) por 1 h a temperatura
ambiente. Um anticorpo monoclonal murino especifico contra oligdmeros de AB (NU1),
gentilmente doado pelo Dr. William Klein, da Universidade Northwestern (Evanston,
USA), foi diluido a 1 pg/mL em BSA 3 %/TBS e incubado com as membranas por 90
minutos. Apods trés lavagens de 10 minutos com TBS-T, as membranas foram incubadas
com anticorpo secundario anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase na
diluig¢@o de 1:50.000 (em TBS-T) por 1 hora. As membranas foram lavadas trés vezes por
10 minutos com TBS-T e reveladas com o substrato SuperSignal West Femto Maximum

Sensitivity (Pierce, Rockford, IL) diluido 1:1, e expostas em filme Kodak.
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Figura 7: Western blot representativo das preparacoes de Oligomeros de Ap. O
tamanho dos agregados varia de dimeros até oligdmeros de ~50-100 kDa. Imagem de
microscopia eletronica de transmissdo (aumento de 85.000x) obtida pela Dra. Andréa
Paula-Lima.

I11.2) Culturas primarias de hipocampo rato

Embrides de rato Sprague-Dawley foram obtidos de ratas com 18 dias de gestacdo
para preparo de culturas de hipocampo. Ap6s decapitagdo dos embrides, os encéfalos
foram removidos e transferidos para uma placa de Petri contendo solugdo estéril de PBS
glicose 2% a 37°C. Com o auxilio de lupa, os hipocampos foram dissecados, as meninges
foram retiradas e o tecido foi fracionado com tesoura cirtirgica estéril. As células foram
dissociadas mecanicamente com pipetas Pasteur de pontas flambadas, e centrifugadas a

1000 X g por 4 minutos a temperatura ambiente. Apds remocao do sobrenadante, as



células foram ressuspensas em meio Neurobasal suplementado com 2% de suplemento
B27 (Gibco, Grand Island, NY), 0.5 mM de glutamina (Gibco), 100 U/mL de
penicilina/estreptomicina (Gibco) e 10 pg/mL de fungizona (Cristalia, Itapira, SP). Apos
quantificacdo em camara de Neubauer, as células foram plaqueadas com densidade de
1.500 células/mm2 (placas de 6 e 96 pogos, 100 e 400 puL por pogo respectivamente) e
1.000 células/mma2 (placas de 6 pogos, 1,5 mL por poco) . As placas foram previamente
tratadas com solucdo de poli-L-lisina a 10 pg/mL. As culturas foram mantidas a 37°C, em
estufa umidificada contendo 5% C0O2/95% ar atmosférico, por periodos de 18-21 dias in
vitro (DIV). Um ter¢o do volume de meio em cada pogo foi trocado por meio Neurobasal

suplementado fresco a cada 7 DIV.

I11.3) Imunocitoquimica

Apo6s 18-19 DIV, foi avaliado o nivel de imunodetec¢ao de IRS-1 fosforilado em
residuos de serina 636 ou tirosina 465, além da imunodetec¢do de ligagdo dos oligdmeros
em culturas de hipocampo expostas ou nao aos oligomeros de Ap (500 nM) durante 3
horas. As células foram fixadas pela adi¢do de paraformaldeido 4% a igual volume de meio
de cultura por 5 minutos, seguido de incubacdo apenas com paraformaldeido 4% durante 10
minutos. As células foram, entdo, bloqueadas por 2 horas em solucao contendo 10 % de
NGS (Gibco, Grand Island, NY) em PBS, em camara imida, temepratura ambiente. Apds o
bloqueio, as células foram incubadas a 4 °C por 12 horas na presenga do anticorpo primario
monoclonal anti-oligomeros de AP 1pg/mL (NU4) (Lambert e cols., 2007) gentilmente
cedido pelo Prof. William Klein (Northwestern University). Apds a lavagem com

abundante volume de PBS, as células foram incubadas com o anticorpo policlonal anti-IRS-



1 pserina 636 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA ) (1:200 por duas horas
temperatura ambiente em solucao contendo 10 % de NGS, 0,1 % de Triton X-100 (Merck,
Darmstadt, DE) em PBS, em camara imida. Apos a incubacao com os anticorpos
primarios, as células foram extensamente lavadas com PBS. Anticorpos secundarios anti-
IgG murino conjugado a Alexa 555 (Molecular Probes, Carslbad, CA) e anti-IgG de coelho
conjugado a a Alexa 488 (Molecular Probes, Carslbad, CA) foram diluidos em solugdo de
bloqueio a 1:2.000 e adicionados as células. Apos 2 horas de incubagdo, as células foram
lavadas trés vezes com PBS. As laminulas com as células foram montadas em laminas na
presenca de Prolong® e examinadas ao microscopio de fluorescéncia invertido TE300
Nikon Eclipse. Foram obtidas imagens de vinte a trinta campos, aleatoriamente escolhidos,

em cada uma das 3 laminulas para cada condi¢ao experimental.

I11.4) Analises dos dados

As intensidades de fluorescéncia da imunomarcac¢do de IRS-1 e dos oligdmeros
foram analisadas em 3-6 experimentos usando culturas neuronais independentes. Vinte a
trinta imagens foram adquiridas em cada uma das condi¢des experimentais por
experimento. Os niveis de intensidade de fluorescéncia do IRS-1 e da ligagdo dos
oligdmeros foram determinados pela quantificacdo da densidade integrada de fluorescéncia

(DIF) das imagens através do programa ImageJ (V1.38, NIH, USA) (Gong e cols., 2003).



IV) RESULTADOS

IV.1) Artigo

Os resultados apresentados no artigo a seguir, mostram que oligdmeros do peptideo
AP aumentam os niveis de fosoforilagcdo em residuos de serina do substrato do receptor de
insulina-1 (IRS-1). Este efeito inibidor ¢ mediado pela proteina c-Jun N-Terminal quinase
(JNK)), de um modo dependente da ativagdo da via de sinalizagdo do fator de necrose
tumoral (TNFa). Este mecanismo inibitério € similar ao observado na resisténcia a insulina
periférica em casos de diabetes tipo 2 e obesidade. A inibigao da sinalizagdo foi prevenida
por drogas que estimulam a sinalizag@o por insulina. Além disso, também observamos que
a insulina e a Exendina-4, preveniram o bloqueio do transporte axonal induzido pelos
oligdmeros. Estes dados refor¢am a hipotese da importancia da sinalizagao de insulina para
a manuten¢ao dos processos biologicos fundamentais para as fungdes neuronais.
Apresentam também implicagdes relevantes para a doenca de Alzheimer e para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas na DA.
O manuscrito em anexo, se encontra em fase final de redacdo, para ser submetido a

publicagdo em breve.
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Abstract

Brain insulin signaling, fundamental for memory formation, is impaired in Alzheimer’s
disease (AD). This is thought to trigger a novel type of insulin-resistant diabetes in the
brains of AD patients. To search for cellular mechanisms that instigate neuronal insulin
resistance in mild cognitive impairment (MCI) and AD, we have investigated the impact of
oligomers on insulin signaling. It is increasingly clear that neuron damage in AD is
attributable to the pathogenic impact of soluble AP oligomers (also known as ADDLs) and
recent work has strongly implicated oligomers in causing CNS neurons to become insulin
resistant. Using mature hippocampal neurons in culture, we found that oligomers inhibit
physiological tyrosine phosphorylation of insulin receptor substrate 1 (IRS-1) by the insulin
receptor (IR) and induce IRS-1Ser636 phosphorylation, similar to what occurs in type 2
diabetes. IRS-1 was found to become phosphorylated at serine 636 at a very early stage of
MCI/AD. Suggesting that similar mechanisms operate in peripheral and brain insulin
resistance, oligomer-induced abnormal IRS-1 phosphorylation was blocked by the c-Jun N-
Terminal Kinase (JNK) inhibitor SP600125 and by infliximab, a tumor necrosis factor-a
(TNF-a) blocking monoclonal antibody currently used to treat arthritis. SP600125 also
blocked oligomer-induced impairment in axonal transport, a defect present in
neurodegenerative diseases. Most significantly, the glucagon-like peptide-1 (GLP-1) analog
exendin-4 and insulin, drugs used for treatment of diabetes, fully blocked the deleterious
impact of oligomers on IR signaling and axonal transport. Our findings identify cellular
mechanisms by which AP oligomers instigate neuronal insulin resistance and suggest that
exendin-4 and infliximab may be attractive new agents to defend neurons against oligomer-

induced damage in AD.



Introduction

Alzheimer's disease (AD) is a devastating form of dementia that causes progressive decline
in brain function. Memory is known to be specifically affected in AD patients (1). The
mechanism underlying memory loss seems to comprise the impairment of synaptic
information storage caused by soluble AP oligomers, also known as ADDLs (2, 3). AB
oligomers are neurotoxins that accumulate in AD brains (4) and act as pathogenic ligands,
binding to specific sites at synapses (4, 5). Oligomer binding instigates pathological
changes characteristic of AD, including abnormal tau hyperphosphorylation and oxidative
stress (5, 6). Of particular relevance to mechanisms of memory loss, AP oligomers trigger
the internalization of receptors critical to plasticity and memory (7-9), disrupt long-term
potentiation (LTP) (11-13) and induce synapse deterioration (8, 10)

Brain insulin signaling, which can decline with diabetes, aging and AD (11-13), is
important for many aspects of neuronal function, including plasticity and memory
formation (14, 15). Compelling evidence indicates that stimulating brain insulin signaling
in humans through administration of intranasal insulin leads to enhanced learning and
memory (16). Intranasal administration of insulin has also been shown to improve memory
performance in early AD patients (17). In vitro, insulin was found to protect against AP
oligomer-induced inhibition of LTP (18). We have recently shown that insulin protects
synapses by blocking AP oligomer binding to neurons (10). The mechanism of protection,
however, does not involve simple competition between oligomers and insulin for a
common binding site on the neuronal surface. Rather, the down-regulation of oligomer
binding sites in neurons requires insulin receptor (IR) tyrosine kinase activity (10).

Binding of insulin to its receptor initiates a phosphorylation cascade, starting with
IR autophosphorylation at tyrosine residues and subsequent activation of IR substrate-1
(IRS-1) (19). Tyrosine phosphorylation of IRS-1 by the IR allows its interaction with
downstream signaling proteins that promote insulin action. On the other hand, serine
phosphorylation uncouples IRS-1 from the IR, thereby inhibiting its tyrosine
phosphorylation and insulin signaling (20). The dysregulation of IRS-1 signaling thus leads

to peripheral insulin resistance associated with type 2 diabetes mellitus (21, 22).



The connection between AD and a new form of neuronal insulin resistance (a type
of “brain diabetes”) has been recently proposed (23), raising the intriguing possibility that
the molecular mechanisms leading to impaired insulin action in diabetes and in AD may
share common features. In an attempt to determine why neurons become resistant to insulin
in AD, we have investigated the impact of AP oligomers on IRS-1 phosphorylation using
highly differentiated neuronal hippocampal cultures, a preferred model for studies of
synapse cell biology (24) and mechanisms of oligomer-induced neurotoxicity (8, 10).
Results show that oligomers inhibit physiological IRS-1 tyrosine phosphorylation and
induce IRS-1 serine phosphorylation. Of clinical relevance, IRS-1 was found to become
phosphorylated at serine 636 at a very early stage of MCI/AD. Abnormal phosphorylation
of IRS-1 was blocked by the c-Jun N-Terminal Kinase (JNK) inhibitor SP600125 and by
infliximab, a tumor necrosis factor-a. (TNF-a) blocking monoclonal antibody. SP600125
also blocked oligomer-induced impairment in axonal transport, a defect present in
neurodegenerative diseases (25). Activation of JNK and TNF-a is thought to be a common
cause of peripheral insulin resistance in type 2 diabetes and in obesity-related insulin
resistance (26). Infliximab, currently used to treat arthritis and other inflammatory diseases,
has been recently proposed as a new therapeutic approach to treat type 2 diabetes and
obesity-linked insulin resistance (27).

Significantly, insulin and the insulinotropic glucagon-like peptide-1 (GLP-1) analog
exendin-4 blocked the deleterious impact of oligomers on neuronal IR signaling. Notably,
exendin-4 was also found to preserve oligomer-induced impairment in axonal transport.
Exendin-4 is the first of a new class of drugs approved to treat type 2 diabetes. It is a
naturally occurring and long-acting analog of GLP-1 that binds the GLP-1 receptor, thereby
activating signaling pathways downstream of the insulin receptor (28) and enhances
glucose-dependent insulin secretion (29). At present, there is no effective treatment for AD,
leading to an intense search for innovative disease-modifying therapies. Bolstering brain
insulin signaling by exendin-4 and preventing inflammation-induced insulin resistance with
infliximab may constitute novel strategies to counteract mechanisms initiating memory loss

in AD.



Results

IRS-1 becomes phosphorylated at serine 636 in Mild Cognitive Imparment (MCI) and AD
patients. The brain becomes insulin resistant in AD, a phenomenon that has been referred to
as type 3 diabetes. In the periphery, insulin resistance has been linked to serine
phosphorylation of IRS-1 (23, 24). Our initial results demonstrate that in human brain
tissue, IRS-1 becomes phosphorylated at serine 636 (IRS-1pSer636) at a very early stage of
MCI and AD (Fig. 1). These findings are in harmony with peripheral mechanisms that lead
to type 2 diabetes and support the hypothesis that MCI/AD are characterized by CNS

insulin resistance.

Ap oligomers induced serine phosphorylation of IRS-1. 1t is increasingly clear that neuron
damage in AD is attributable to the pathogenic impact of soluble AP oligomers (also
referred to as ADDLs) (3). Recent work has strongly implicated oligomers in causing CNS
neurons to become insulin resistant (10, 13, 23). Thus, we have tested the hypothesis that
IRS-1pS636 in MCI/AD brain could develop from the impact of AP oligomers. We used
highly differentiated hippocampal cell cultures, a model widely used for studies of synaptic
cell biology and that has been instrumental in developing an understanding of oligomer-
induced synaptotoxicity. AP oligomers induce a significant, abnormal elevation of IRS-
1pS636 in neuronal cultures. Results provide a salient pathogenic basis to account for
elevated IRS-1pS in MCI/AD brain. (Fig. 2, Panels A and B). Consistent with expected
insulin resistance associated with IRS-1pS, oligomers inhibit insulin-stimulate tyrosine
phosphorylation of IRS-1 (Fig. 2, Panels D and E), an essential step in the signaling

pathway stimulated by the insulin receptor.

c-Jun N-Terminal Kinase (JNK) and Tumor necrosis factor-o (TNF-o) mediate oligomer-
induced impairment of IRS-1 signaling. The above findings in neurons exposed to
oligomers are similar to what happens in peripheral insulin resistance in type 2 diabetes.
The mechanisms in peripheral insulin resistance in type 2 diabetes and obesity are thought

to involve activation of JNK (26). Testing JNK involvement in the oligomer-induced CNS



insulin resistance, we found that oligomer-induced abnormal IRS-1pS was blocked by the
JNK inhibitor SP600125 (Fig 3, panel C).

It has been suggested that JNK activity is stimulated upstream through the action of
the pro-inflammatory cytokine TNFa (30). Infliximab, a TNFa neutralizing antibody, is a
resource capable of selectively neutralizing TNFa and that has been developed for use in
treatment of rheumatoid arthritis and other inflammatory diseases. Remarkably, infliximab
completely blocked the abnormal serine phosphorylation of IRS-1 triggered by oligomers
(Fig 3, panel D). Infliximab has been recently proposed as a new therapeutic approach to
treat type 2 diabetes and obesity-linked insulin resistance (27). These results thus suggest

that TNF-a modulation may represent a novel therapeutic approach in AD.

Oligomers induce impairment in axonal transport of dense core vesicles (DCVs) via JNK
activation. So far, our results suggest that activation of pro-inflammatory TNFa triggers
JNK-mediated IRS-1pSer. Activation of JNK has been shown to impair axonal transport in
neurodegenerative diseases (25). In fact, several neurodegenerative diseases, including
Alzheimer's disease, display axonal pathologies comprising abnormal accumulations of
proteins and organelles that reveal damage to transport through axons (25). We have
recently found that AP oligomers impair axonal transport in hippocampal neurons (Decker,
Ferreira, Silverman, unpublished results). We next tested the critical hypothesis that the
pathway from oligomers leading to JNK activation is responsible for defects in axonal
transport. Remarkably, the transport defect induced by A oligomers was prevented by
SP600125, a JNK inhibitor (Fig. 4, Supp. Fig. 1 and Table 1). Results thus suggest that
stimulation of insulin signaling plays important roles in preserving axonal transport in

neurons exposed to AP} oligomers.

Insulin and the GLP-1 analog exendin-4 block both oligomer-induced impairment on IRS-1
and the impairment in axonal transport. Enhancement of insulin signaling is a therapeutic
approach used to treat type 2 diabetes. Previous work has indicated that this enhancement
would protect synapses against oligomers (10). Importantly, protection by insulin was
found to require insulin receptor activity (14). We next tested whether this protection

extends to the IRS-1pS/INK pathway we have linked to AP oligomers. Agents tested were



insulin and a newer therapeutic drug for diabetes called Exendin-4. Exendin-4 is a naturally
occurring and long-acting analog of GLP-1 that binds the GLP-1 receptor and activates
signaling pathways downstream of the insulin receptor (28). Significantly, we found that 1
uM insulin and 300 nM exendin-4 prevented both the oligomer-induced increase in IRS-
1pSer636 levels (Fig. 5, panel B and C) and the decrease in IRS-1pTyr465 levels (Sup. Fig.
4). Demonstrating the specificity of the effect of exendin-4, exendin 9-39, a potent GLP-1
receptor antagonist and a competitive inhibitor of exendin-4, completely abrogated the
protective action of exendin-4 (Fig 5, panel D). As would be predicted, insulin and
Exendin-4 a also prevent the impaired axonal transport caused by oligomers (Fig 4, panel F,
Sup. Fig 1, Supp Fig. 2, Supp. Fig. 3, Table 1 and Table 2).

We recently showed that insulin prevents oligomer binding to neurons and protects
against oligomer-induced synapse loss and oxidative stress (10). We next tested whether
exendin-4 might also interfere with oligomer-binding. Exendin-4 did not prevent the attack
to neurons by oligomers (Sup. Fig. 5), indicating that GLP1-receptor activation prevent
oligomer-induced impairment in IRS-1 signaling even when oligomers are attached to
neurons. These results establish that GLP1-receptor activation by exendin-4 may be an

important strategy to prevent oligomer-induced impairment in IRS-1 signaling.



Discussion

Results reported here identify cellular mechanisms that instigate neuronal insulin resistance
in MCI and AD. We found that IRS-1 becomes phosphorylated at Ser636 at a very early
stage of MCI/AD. AP oligomers, soluble synaptotoxins underlying Alzheimer’s memory
loss, induce an abnormal elevation of IRS-1pSer 636, granting a relevant pathogenic basis
to explain elevated IRS-1pSer levels in MCI/AD brain. Abnormal serine phosphorylation
of IRS-1 triggered by oligomers was prevented by the c-Jun N-Terminal Kinase (JNK)
inhibitor SP600125 and by infliximab, a tumor necrosis factor-a (TNF-a) blocking
monoclonal antibody. These results indicate that, similar to what takes place in peripheral
insulin resistance in type 2 diabetes, neuronal insulin resistance in AD derives from an AB
oligomer-induced inflammatory response mediated by TNF-oo and JNK activation.
Interestingly, we found that serine phosphorylation of IRS-1 induced by oligomers was
blocked by both exendin-4, a GLP-1 analog, and insulin. Insulin signaling was further
found to play an important role in preserving axonal transport in neurons exposed to A
oligomers. Results provide a molecular basis for the emerging concept that impaired brain
insulin signaling in AD can manifest as a novel type of insulin-resistant diabetes (23),
illuminating novel approaches to AD therapeutics.

The neuronal insulin receptor (IR) is an element of synapses fundamental to
learning and memory and abundantly present in the cortex and hippocampus (15). Recent
studies showed that brain levels of insulin and IRs are lower in AD brains (17). We have
shown that AP oligomers induce a massive removal of IRs from the membranes of neuronal
processes (9, 10), a finding that has been confirmed in neuropathology studies showing that
IRs are lost from dendrites in AD brain (31). In cultured neurons, insulin treatment prevents
the attack of AP oligomers to neurons, blocks oligomer-induced spine degeneration,
oxidative stress and IR loss (14). Insulin also protects against accumulation of
hyperphosphorylated tau (32), a pathological hallmark of AD that is induced by oligomers
(6). Thus, stimulation of brain insulin signaling appears as a promising approach to prevent
synapse damage and memory loss in AD.

Importantly, the anti-TNF-o antibody, infliximab, was found here to block the
abnormal serine phosphorylation of IRS-1 triggered by AP oligomers. This finding is in



harmony with a very recent study that showed that infliximab prevents oligomer-induced
inhibition of LTP (33). Given the important role of insulin signaling in memory formation
(37), our current results provide a plausible mechanism to explain the beneficial action of
infliximab in LTP.

Neurodegenerative processes in AD are thought to be triggered by a chronic
inflammatory response to AP (34, 35). TNF-a is a pro-inflammatory cytokine released by
microglial cells (36). Once released in the brain, TNF-a can activate surrounding microglial
cells, leading to more TNF-a production and exacerbated inflammatory response. Among
other responses, TNF-o binding to its plasma membrane receptor activates JNK, which
phosphorylates IRS-1 at serine residues, uncoupling it from the IR and blocking
downstream insulin signaling. In support of our results, (37) recently showed that A
oligomers induce tau hyperphosphorylation and inactivation of IRS-1 via JNK activation.
Activation of TNF-a and JNK is thought to be a common cause of peripheral insulin
resistance in type 2 diabetes (30). Infliximab is currently used to treat arthritis and other
pheripheral inflammatory diseases and has been recently suggested as a new therapeutics to
target insulin resistance in type 2 diabetes (33). Indeed, glucose homeostasis was found to
be restored in diabetic mice treated with infliximab (33). Interestingly, our current results
suggest that TNF-o modulation may constitute a novel and efficient mechanism to defend
neurons against AP oligomer-induced blockade of insulin signaling and synapse
deterioration.

We found striking beneficial effects of the GLP-1 analog, exendin-4, against
oligomer-induced impairment in neuronal IRS-1 signaling and axonal transport of
organelles. GLP-1 receptor stimulation is considered a novel pharmacological approach for
diabetes, as it activates signaling pathways downstream of the IR (29). GLP-1 is an
endogenous 30-amino acid peptide (38). In the pancreas, GLP-1 receptor stimulation
activates adenylyl cyclase and generates cAMP, leading to activation of the protein kinase
A and Epac pathways (39). GLP-1 receptor is present and functional in cultured neurons as
well as in rodent and human brains and emerging evidence indicates that its stimulation of
neuronal GLP-1 receptors regulates neuronal plasticity and cell survival (40, 41). Exendin-
4, the first of a new class of drugs approved to treat type 2 diabetes, is a naturally occurring

and long-acting analog of GLP-1. Exendin-4 promptly crosses the blood-brain barrier (42)



and has been shown to be neuroprotective in cellular (45, 46) and rodent models of stroke,
Huntington and Parkinson’s disease (43, 44).

AD is a devastating disease of memory for which there is no cure or effective
treatment. Soluble AP oligomers, potent neurotoxins that accumulate in the brains of AD
patients (4), appear to comprise a prime new target for therapeutics. Oligomers attack
synapses and this attack possibly constitutes a primary event leading to synaptotoxicity and
memory impairment in AD (8, 45). In support of this view, drugs and antibodies designed
to target A} oligomers have provided positive results in AD clinical trials (46). However,
questions about the efficacy and safety of these approaches have still not been fully
addressed. Our findings that exendin-4 and infliximab, drugs that are approved for
treatment of type 2 diabetes and inflammatory diseases, respectively, block the deleterious
impact of AP oligomers on neuronal IR signaling and axonal transport may thus be of

direct relevance to the development of novel therapeutic approaches in AD.



Materials and Methods

Materials. Synthetic AP;_4> peptide was from American Peptides (Sunnyvale, CA).
Scrambled AP;4, was from Anaspec (San Jose, CA). Bovine and human insulin,
1,1,1,3,3,3,-hexafluoro-2-propanol (HFIP), DMSO, poly-L-lysine were from Sigma (St.
Louis, MO). Culture media/reagents, Alexa-labeled secondary antibodies and ProLong anti-
fade reagent were from Invitrogen (Carlsbad, CA). Electrophoresis buffers were from
BioRad (Hercules, California). SuperSignal chemiluminescence reagents and the BCA
protein assay kit were from Pierce (Deerfield, Illinois). Antibodies against total, Tyr465-
phosphorylated or Ser636-phosphorylated insulin receptor substrate 1 (IRS1) were from
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Exendin 4 and exendin 9-39 were from
Bachem (Torrance, CA). SP600125 was from Tocris Bioscience (Ellisville, MO). Plasmid
pP-actin-BDNF-mRFP was received from G. Banker (OHSU, Oregon, USA).
Mitochondrially-targeted YFP was received from G. Rintoul (SFU, BC, Canada).

AP oligomers and scrambled APi4; Preparation. Oligomers were prepared from
AB1-42 as previously described (2, 7). Briefly, the peptide was dissolved in HFIP to 1 mM
and stored as a dried film at -20 °C after solvent evaporation. The film was resuspended in
DMSO to a final concentration of 5 mM, thoroughly vortexed and sonicated for 10 min.
The solution was then diluted with ice-cold PBS to 100 uM and left at 4 °C overnight. The
solution was centrifuged at 14,000 g for 10 min and the supernatant was collected.
Solutions of the scrambled peptide were prepared and treated under conditions identical to

those used to obtain oligomers.

Mature hippocampal cultures. Primary hippocampal neuronal cultures were prepared
according to established procedures (5, 6) and were used after 18-21 DIV. Cultures were
treated at 37 °C for 3 h with 500 nM AP oligomers or an equivalent volume of the
corresponding DMSO/PBS vehicle. When present, insulin (1 pM), exendin 4 (300 nM),
SP600125 (10 uM) or infliximab (1 pg/mL), were added to the cultures 30 min before A

oligomers. Exendin 9-39 (1 uM) was added to cultures 15 min before exendin 4.



Immunocytochemistry. Cells were fixed and blocked as previously described (6, 10),
incubated with both oligomer-selective NU4 mouse monoclonal antibody (47) (1pg/mL)
and IRS1 (pSer636 or pTyr465, as described in “Results”) rabbit polyclonal antibody
(1:200) overnight at 4 °C and then incubated for 1 h at 23 °C with Alexa-conjugated
secondary antibodies. Coverslips were mounted with Prolong and imaged on a Nikon

Eclipse TE 2000-U microscope.

Plasmids and expression of transgenes. pp-actin-BDNF-mRFP was received from G.
Banker (OHSU, Oregon, USA). Mitochondrially-targeted YFP was received from G.
Rintoul (SFU, BC, Canada). Constructs were transfected into neurons at 9 -12 days in vitro
(DIV) using Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA). Cells-expressed constructs for
24 h prior to imaging.

Imaging. Cells were imaged live using a wide-field fluorescent microscope (DMI 6000 B,
Leica, Wetzlar, Germany) as described (48). Axons and dendrites were initially
distinguished based on morphology and confirmed retrospectively by antibody staining

against MAP-2, a dendritic cytoskeletal protein.

Movies and quantitative analyses. Videos were processed using MetaMorph (Universal
Imaging, Downingtown, PA) as described (48). Quantitative analysis was performed using
MetaMorph. All values were compiled for analysis SPSS and significance difference
between treatments was analyzed by t-test with equal or unequal variances at 95%

confidence interval.

Data Analysis. IRS-1(pSer636 or pTyr465) and AP oligomer binding immunofluorescence
intensities were analyzed in 3—6 experiments (see figure legends) using independent
neuronal cultures. Twenty to 30 images were acquired in each experimental condition per
experiment. Histogram analysis of fluorescence intensities at each pixel across the images
was performed using NIH Image J (3) as described (4). Cell bodies were digitally removed

from the images so that only AP oligomer or IRS-1 immunostaining on dendritic processes



was quantified. Statistical significances were assessed by ANOVA followed by post-hoc

Bonferroni test.
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Fig. 1: IRS-1 becomes phosphorylated at serine 636 in mild cognitive impairment (MCI)
and AD. Progressive increase in density of neurons (arrowed) with extra-nuclear IRS-1
pS636 in CA1 from non-cognitive impairment (NCI) to MCI to AD cases. In NCI cases,
virtually all the detectable IRS-1 pS is found in nuclei (hollow arrow heads).
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Fig. 2: AP oligomer induces abnormal phosphorylation of IRS-1. Cultured hippocampal
neurons were exposed to 500 nM AP oligomers at 37 °C for 3 h followed by
immunolabeling with anti-pSer636 IRS-1 (A-C) or anti-pTyrd65 IRS-1 (D-F).
Representative immunofluorescence images are shown for hippocampal neurons treated
with vehicle (A and D), 500 nM AP oligomers (B and E). Panels C and F show integrated
pSer636 IRS-1 and pTyr465 IRS-1 immunofluorescence, respectively, from 4 experiments
using independent cultures (30 images analyzed per experimental condition per culture). #

indicates a statistically significant (p < 0.001) difference relative to vehicle-treated cultures.
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Fig. 3: c-Jun N-terminal kinase (JNK) and Tumor necrosis factor-a (TNFo) mediate
oligomer-induced impairment of IRS-1 signaling. Neurons in culture were pre-treated for

30 min with 10 uM SP600125, a JNK inhibitor, or 1 pg/mL infliximab, a neutralizing



TNFa antibody, followed by 500 nM AP oligomers for 3 h. Representative images are
shown for mature hippocampal cultures treated with vehicle (A), 500 nM oligomers (B), 10
uM SP600125 + oligomers (C), lpg/mL infliximab + oligomers (D). (E) Integrated
pSer636 IRS-1 immunofluorescence levels from 4 experiments using independent neuronal
cultures (20 images analyzed per experimental condition per culture). # indicates
statistically significant (p < 0.001) differences relative to vehicle-treated cultures. *
indicates statistically significant (p < 0.001) differences relative to cultures treated with AP

oligomers.
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Fig. 4: AP oligomers induce impairment in axonal transport of dense core vesicles (DCVs)
via JNK activation. A, Representative kymographs comparing axonal DCV transport in
control (vehicle), AP oligomers-treated neurons (18 h, 500 nM ABO) and cells pre-treated
for 30 min with 10 uM SP600125, followed exposure to S00 nM oligomers. Disruption of
DCV transport was totally prevented by the JNK inhibitor SP600125. B, Quantification of
total transport DCV. A minimum of 15 cells per condition from at least 2 different cultures
were analyzed. # indicates statistically significant (p < 0.001) differences relative to
vehicle-treated cultures. * indicates statistically significant (p < 0.001) differences relative

to cultures treated with AP oligomers.
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Fig. 5: Insulin and Exendin-4 prevents AP oligomer-induced serine phosphorylation of
IRS-1 and the impairment in axonal transport. (A—D) Representative pSer636 IRS-1
immunofluorescence images from hippocampal neurons exposed to 500 nM oligomers for
3h (A), lp insulin + 500 nM oligomers (B), 300 nM exendin-4 + 500 nM oligomers (C), or
1 uM exendin 9-39 + 300 nM exendin-4 + 500 nM oligomers (D). When present, insulin



and exendin were added 30 min prior to oligomer exposure. (E) Integrated pSer636 IRS-1
immunofluorescence levels from 4 experiments using independent cultures (20 images
analyzed per experimental condition per culture). # indicates statistically significant (p <
0.001) differences relative to vehicle-treated cultures. * indicates statistically significant (p
< 0.001) differences relative to cultures treated with AP oligomers, and ** indicates
statistically significant (p < 0.001) differences relative to cultures treated with exendin-4 +
AP oligomers. (F) Quantification of total transport DCV of neurons exposed to AP
oligomers (18 h, 500 nM ABO), and cells pre-treated for 30 min with 1p insulin and 300nM
exendin-4, followed by exposure to oligomers. Disruption of DCV transport was totally
prevented by insulin and exendin-4. A minimum of 15 cells per condition from at least 2
different cultures were analyzed. # indicates statistically significant (p < 0.001) differences
relative to vehicle-treated cultures. * indicates statistically significant (p < 0.001)

differences relative to cultures exposed to AP oligomers.



Supplemental Figure 1: Live imaging showing dense-core vesicle (DCV) transport in
control (vehicle) cultures, neurons, exposed to oligomers (18h, 500nM) or neurons pre-
treated for 30 min with 300nM exendin-4, followed by oligomer exposure. Exendin-4
treatment totally prevented disruption of DCVs transport induced by oligomers. (Esta figura

encontra-se no CD em anexo)

Supplemental Figure 2: Time-lapse imaging of mitochondria transport in control,
oligomer-exposed (18h, 500nM) neurons or cells pre-treated for 30 min with 300nM
exendin-4, followed by oligomer exposure. Exendin-4 completely block oligomer-induced

disruption of mitochondria transport. (Esta figura encontra-se no CD em anexo)
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Supplemental Figure 3: Exendin-4 and insulin prevent AP oligomer-induced inhibition of
mitochondria transport in hippocampal neurons. Quantification of total mitochondrial
transport in control (vehicle), oligomer-exposed neurons (18 h, 500nM) or neurons pre-
treated for 30 min with 1 uM insulin or 300nM exendin-4, followed by oligomer exposure.
Inhibition of mitochondria transport induced by oligomers was totally prevented by
exendin-4 and insulin. A minimum of 15 cells per condition from at least 2 different
cultures were analyzed. # indicates statistically significant (p < 0.001) differences relative
to vehicle-treated cultures. * indicates statistically significant (p < 0.001) differences

relative to cultures exposed to AP oligomers.



Supplemental table 1: Quantification of transport of DCVs

DCVs
Traffic values %
All events Anterograde Retrograde All events
Flux (min'l)

Vehicle 18h 10.28 + 149 6.60 £1.18 367055 # 100.00 +14.09
ABOs 18h 255+0.49 1.40 £0.29 ** 1.15+023 ** 2478+475 *
ABOs scrambled 8.05+0.55 442 +041 ++ 363044 ++ 78291535 ++
Insulin + ABOs 10.35+1.39 6.13 £0.85 ++ 426081 ++ 100.64 £13.55 ++
Exendin + ABOs 8.68 +1.29 4.35+059 ++ 434085 ++ 84.43 £12.63 ++

JNK inhibitor + ABOs 723+1.23 3.40 £0.80 */+ 3.83+0.54 ++ 70.35+12.01

Velocity (um/s)

Vehicle 18h 1.66 +0.11 1.66 +£0.10 1.63+0.12 100.00 + 6.68
ABOs 18h 1.32+0.07 1.32+0.08 * 1.34+0.07 79.94 +4.15
ABOs scrambled 1.68 +0.09 1.74 £0.07 + 159x0.14 101.51 £5.72
Insulin + ABOs 1.75+0.09 1.82 £0.09 ++ 163009 + 105.44 £ 5.19
Exendin + ABOs 1.39+0.10 1.37 £0.10 1.40+0.11 83.81+6.19
JNK inhibitor + ABOs 1.96 +0.08 1.94 +0.09 1.95+0.08 * 118.61+£4.73
Run length (um)
Vehicle 18h 8.45+0.69 9.53 +0.83 6.78 £0.51 100.00 + 8.19
ABOs 18h 5.20+0.33 530+042 ** 490+039 * 61.56 +3.85
ABOs scrambled 6.03 £0.45 6.52 +0.56 * 5391046 71.32 £5.31
Insulin + ABOs 7.72 +0.61 853 +0.76 ++ 6.70+0.56 + 91.37+7.23
Exendin + ABOs 7.71+0.76 802+073 + 726+094 + 91.19+8.98
JNK inhibitor + ABOs 5.13+0.31 500+042 ** 506+030 * 60.74 + 3.71

++

*%

++

*k

Vehicle n=21 kymographs (21 cells, 3669 vesicles) / ABOs n=25 kymographs (25 cells, 1332 vesicles)
ABOscr. n=10 kymographs (10 cells, 1917 vesicles) / Insulin + ABOs n=14 kymographs (14 cells, 3273 vesicles)
Exendin + ABOs n=15 kymographs (15 cells, 2280 vesicles)/ JNK inhibitor + ABOs n=15 kymographs (15 cells, 2336 vesicles)

* p<0.05 when compared with vehicle (from each column)

** p<0.0001 when compared with vehicle (from each column)

+ p<0.05 when compared with A'/O's (from each column)

++ p<0.0001 when compared with ACJOs (from each column)

# p<0.0001 when compared vehicle anterograde with vehicle retrograde

Supplemental Table 1: Hippocampal cultures expressing the dense-core vesicle (DCV)
cargo, BDNF-mRFP were imaged after exposure to 500 nM AP oligomers (ABO) for 18h.
When present, 1 uM insulin, 300nM exendin-4 or 10uM JNK inhibitor SP600125 were
added 30 min prior to oligomer exposure. Transport parameters (organelle flux, velocity,
run length) of DCVs were extracted from quantitative analysis of kymograph traces as

described in “Materials and Methods™.



Supplemental table 2: Quantification of transport of mitochondria

Flux (min'l)
Vehicle 18h
ABOs 18h
Insulin + ABOs
Exendin + ABOs

Velocity (um/s)
Vehicle 18h
ABOs 18h

Insulin + ABOs

Exendin + ABOs

Run length (um)
Vehicle 18h
ABOs 18h

Insulin + ABOs
Exendin + ABOs

Mitochondria

Traffic values %
All events  Anterograde Retrograde All events
024+0.05 0.10+0.03 0.14+£0.03 100.00 £ 21.70
0.06+0.03 0.02+0.01 * 0.04+0.02 * 26.56+11.84 *
024+0.03 012+0.02 + 0.12+0.03 100.83 £ 14.51 ++
022+0.03 0.11+£0.03 + 0.11x0.02 + 93.79+13.94 +
042+0.04 0.30+0.04 0.46 +0.07 100.00 + 8.73
027+0.07 010+0.05 * 0.35+0.10 63.32 + 18.02
046+0.05 0.39+0.07 + 0.46+0.07 108.89 £ 12.91
042+004 034+0.04 + 047x0.07 100.32 £ 9.31
826+1.07 5.36+0.89 8.89 +1.50 100.00 + 12.93
327+098 1.89+094 ** 280+095 =~ 39.60+11.87 *
6.88+0.79 649+1.12 ++ 583+0.98 83.31 £ 9.51
9.06+1.06 935+211 + 899+1.90 109.70 £ 12.86

Vehicle n=15 kymographs (15 cells, 229 vesicles) / ABOs n=15 kymographs (15 cells, 56 vesicles)
Insulin + ABOs n=13 kymographs (13 cells, 275 vesicles)/ Exendin + ABOs n=14 kymographs (14 cells, 257 vesicles)

*p<0.05, when compared with vehicle (from each column)

**p<0.0001, when compared with vehicle (from each column)

+ p<0.05 when compared with ABOs (from each column)

++ p<0.0001 when compared with ABOs (from each column)

Supplemental Table 2: Hippocampal cultures expressing the mitochondrially-targeted-

YFP were imaged 18 hours after exposure to 500 nM AP oligomers (ABO) for 18h. When

present, I uM insulin or 300nM exendin-4 were added 30 min prior to oligomer exposure.

Transport parameters (organelle flux, velocity, run length) of mitochondria were extracted

from quantitative analysis of kymograph traces as described in “Materials and Methods”.
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Supplemental Figure 4: Exendin-4 and insulin block IRS-1 pTyr 465 inhibition induced
by AP oligomers (ABO). Neurons in culture were pre-treated for 30 min with 300nM
exendin-4 or 1uM insulin, followed by exposure to 500 nM ABO for 3 h. Graph shows
integrated pTyr465 IRS-1 immunofluorescence from 4 experiments using independent
neuronal cultures (20 images analyzed per experimental condition per culture). # indicates

statistically significant (p < 0.001) differences relative to vehicle-treated cultures. *



indicates statistically significant (p < 0.001) differences relative to cultures exposed to

oligomers.
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Supplemental Figure 5: Exendin-4 does not prevent AP oligomer binding to neurons.
Hippocampal neurons were pre-treated for 30 min with 1uM insulin(C) or 300nM exendin-
4 (D), followed by exposure to 500 nM oligomers for 3 h (B). Oligomer binding was
detected using the oligomer-specific NU4 antibody (1). (Panel E) Integrated oligomer



immunofluorescence from 5 experiments using independent cultures (25 images analyzed
per experimental condition per culture). # indicates statistically significant difference (¥,
P< 0.01) relative to vehicle-treated neurons. * indicates statistically significant (*, P <
0.001) differences relative to ABO-treated and ** indicates statistically significant (¥, P <

0.001) differences relative to insulin pre-treated neurons.
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V) DISCUSSAO

Dentre as marcantes oportunidades que emergem do recente progresso em
Neurociéncia, as perspectivas de compreensao e preven¢ao das doengas neurodegenerativas
¢ uma realidade distante. Atualmente, existe um tratamento efetivo para varias condi¢des
neuroldgicas, mas para os mais de 20 milhdes de pacientes acometidos com a doenga de
Alzheimer (DA) ao redor do mundo, esta ndo tem sido uma verdade (Ferri e cols., 2005). A
DA ¢ caracterizada por uma profunda perda de memoria que progressivamente culmina
com um quadro draméatico de deméncia. Embora algumas poucas drogas tenham sido
aprovadas para o tratamento da DA, seus beneficios sdo bastante modestos. Nenhum desses
medicamentos aprovados € capaz de prevenir ou curar a DA. O que esses compostos fazem
¢ retardar um pouco a progressao dos sintomas em um estagio inical da doenga. Dessa
forma, com o passar de um pouco mais de cem anos da descricao inicial da doenga, a falta
de um tratamento efetivo com maior impacto pode ser desanimador. Entretanto, a pesquisa
basica tem identificado alguns dos mecanismos que contribuem para esta doenga
devastadora, fornecendo oportunidades para o desenvolvimento de novas terapias que
atingem as raizes causadoras da DA. Uma significativa atencdo tem sido focada sobre essas
estratégias, objetivando neutralizar os mecanismos que iniciam a perda de memoria,
principal manifestacdo inicial desta deméncia

Uma das questdes misteriosas da DA € porque especificamente a memoria ¢
afetada nesta doenga, ¢ isto tem sido alvo de intensa investigacdo. E crescente o namero de
evidéncias que mostram que a deterioragdo morfoldgica e funcional de sinapses, centrais
para a formacao de memoria, ¢ induzida pelos oligomeros do peptideo B amildide (AP).

Como descrito na Introducdo dessa Dissertacdo, estes oligdmeros sdo capazes de se ligar



especificamente a particulares sinapses, agindo como ligantes patogénicos (Gong e cols.,
2003). O ataque dos oligdmeros sobre as sinapses induz alteragdes patologicas semelhantes
as encontradas na DA, como hiperfosforilacao de tau, estresse oxidativo, deterioragdo e
perda das sinapses (De Felice e cols., 2008; De Felice e cols., 2007; De Felice e cols.,
2009). Esses achados possuem uma profunda relevancia clinica, suportada por dados que
demonstram um actimulo significativo de oligdmeros de AP no cérebro e no liquido cérebro
espinhal de pacientes com DA (Gong e cols., 2003). A reunido das principais caracteristicas
patologicas induzidas pela ligagao dos oligdmeros de AP as sinapses fornece um potencial
mecanismo para a patogénese da doenca de Alzheimer (Klein, 2006; Ferreira e cols., 2007).
No presente trabalho, identificamos um novo impacto dos oligdmeros de A sobre
os neuronios, bloqueando a sinalizagdo de insulina. De maneira interessante, nossos dados
indicam que mecanismos similares aos que ocorrem periféricamente em pacientes com
diabetes tipo 2, também parecem ocorrer no cérebro de pacientes acometidos pela DA em
resposta aos oligdmeros de AP. De fato, observamos que niveis elevados de IRS1 com
residuos de serina 636 fosforilados sao encontrados em cérebros de pacientes com
transtorno cognitivo leve, uma fase que freqiientemente antecede a progressao para DA.
Achados ainda mais marcantes, mostrando a existéncia de resisténcia a insulina neuronal
foram encontrados nos cérebros de pacientes com a doenga de Alzheimer (Fig 1- Artigo).
De forma interessante, nossos dados demonstram que os oligdmeros iduziram uma anormal
elevacdo dos niveis de IRS-1pSerina, reduzindo também a fosforilagdo em tirosina pelo
receptor de insulina (IR). Outra observacao importante, ¢ que a inibicao do IRS-1 ocorre
em um curto periodo de tempo, 3 horas de exposi¢ao aos oligdmeros de AP, sugerindo que
este ¢ um evento inicial de toxicidade que possivelmente ocorre nos estagios iniciais da

doenca.



Nos tecidos periféricos, a fosforilagdo do IRS-1 em residuos de serina vem sendo
relacionada fortemente com resisténcia a insulina em casos patoldgicos como obesidade e
diabetes tipo 2 (White, 2002). Portanto, nossos dados suportan a hipotese de que o cérebro
de pacientes com DA sdo caracterizados por uma resisténcia a insulina no SNC como
demonstrado inicialmente por Steen e cols., 2005. Em paralelo, nossos achados estendem
os estudos iniciais de nosso grupo que mostraram de maneira pioneira, que os oligdmeros
tém papel central na indu¢@o na resisténcia a insulina neuronal (Zhao e cols., 2008; De
Felice e cols., 2009).

Nos tecidos periféricos, um conhecido mecanismo de sinalizag¢do capaz de induzir
um quadro de resisténcia a insulina envolve a ativacao do receptor de TNFa, com a
conseqiiente ativacao da JNK, pois o inibidor da JNK (SP600125) e o Infliximab, um
anticorpo monoclonal neutralizante do TNFa solivel preveniram a fosforilagdo anormal em
serina do IRS-1 induzida pelos oligdmeros. Esses compostos também preveniram a reducao
da fosforilagdo em tirosina, passo essencial na transmissao do sinal induzido pela insulina.
Esses dados sugerem, portanto, que a inibi¢do do IRS-1 nas células neuronais induzida
pelos oligdmeros possivelmente ¢ mediada pela ativagdo da sinalizagdo de TNFa e JNK.
Esse mecanismo ¢ similar ao mecanismo conhecido por induzir resisténcia a insulina
periférica no diabetes tipo 2 ¢ em doengas relacionadas a obesidade.

Estas duas condic¢des patologicas sdo estreitamentamente associadas com um
quadro de inflamacao cronica, caracterizado por uma produgdo anormal de citocinas, como
também pela ativacdo de uma complexa rede de vias de sinalizagdo inflamatérias (Wellen
and Hotamisligil, 2005). Evidéncias experimentais, epidemioldgicas e clinicas produzidas
na ultima década conectam causalmente os moduladores inflamatérios ao desenvolvimento

de doengas metabolicas, particularmente diabetes tipo 2. (Wellen and Hotamisligil, 2005;



Shoelson e cols., 2006). Em resposta a esse quadro inflamatorio, em casos de obesidade, a
ativacdo de serina/treonina quinases, como a JNK, e a conseqiiente inibi¢ao do IRS-1 sdo
descritos como mecanismos centrais da resisténcia a insulina. Dados demonstram que uma
dramadtica protecdo contra a obesidade e diabetes foi observada em camundongos que ndo
expressam JNK (Hirosumi e cols., 2002)

Camundongos obesos apresentam uma super produ¢do de TNFa no tecido adiposo,
fazendo um forte link entre a obesidade, diabetes e a inflamagao cronica. (Hotamisligil e
cols., 1993). Outros dados, também utilizando modelos de animais obesos que estdo com a
fun¢do de TNFa inibida, demonstram uma clara normalizag¢ao da sensibilidade a insulina e
da homeostase de glicose, refor¢cando a hipotese de que a resposta inflamatéria desempenha
um critico papel da regulacdo da a¢do da insulina (Uysal e cols., 1997; Ventre e cols.,
1997). Um aumento significativo da producdo de TNFa ¢ observado no tecido adiposo e
muscular de humanos obesos (Hotamisligil e cols., 1995; Kern e cols., 1995; Saghizadeh e
cols., 1996). E a administragdao exdgena desta citocina leva a resisténcia a insulina (Krogh-
Madsen e cols., 2006). De forma interessante, o uso, bem difundido, de um tratamento com
agentes anti-TNFo em doengas inflamatorias tal como atrite reumatoide tem produzido um
claro resultado secundario, melhorando a sinalizagdo por insulina nestes pacientes,
suportando a hipdtese de um papel central do TNFa na sensibilidade sistémica a insulina
em humanos (Gonzalez-Gay e cols., 2006; Kiortsis e cols., 2005).

Trabalhos recentes demonstram que pacientes acometidos com a DA apresentam
niveis elevados de TNFa no fluido cérebro espinhal, induzido por um cronico processo
inflamatério em reposta ao AP (Tarkowski e cols., 1999). Em paralelo, os niveis elevados
de TNFa sdo apontados como os mediadores da inibi¢cdo da LTP induzida pelos oligomeros

(Wang e cols., 2005) e vem sendo correlacionado com a progressao da doenca (Tarkowski



e cols., 2003). De maneira interessante, um trabalho recente mostrou que o infliximab foi
capaz de prevenir a inibigdo da LTP causada pelos oligdmeros (Hu e cols., 2009). Dado o
importante papel da insulina na plasticidade sindptica (Zhao e cols., 2004), nossos
resultados fornecem um possivel mecanismo para explicar o efeito benéfico do Infliximab
na LTP. Este composto € utilizado no tratamento de doencas inflamatdrias como artrite
reumatodide, e vem sendo recentemente proposto como um novo tratamento para o diabetes
tipo 2. Realmente, o tratamento com Infliximab foi capaz de recuperar a homeostase de
glicose em animais diabéticos (Araujo e cols., 2007). De forma muito interessante, nossos
presentes resultados sugerem que modulacao da sinalizacdo de TNFa pode constituir um
novo e eficiente mecanismo para proteger os neuronios contra o bloqueio da sinaliza¢ao por
insulina e da deterioragdo das sinapses na DA.

Um recente trabalho demonstrou que individuos que apresentam uma producao
elevada de TNFa apresentam um risco consideravel de desenvolver a doenga de Alzheimer
(Tan e cols., 2007). Desse modo, a utilizagdao de terapias anti-TNFa seria promissora no
tratamento deste processo neuroinflamatdorio. Um trabalho recente demonstra uma melhora
cognitiva clara e signficativa em pacientes acometidos pela DA, os quais receberam uma
dose periespinhal de etanercepte, um anticorpo monoclanal anti-TNFa (Tobinick and
Gross, 2008a; Tobinick, 2007). Os intrigantes resultados deste estudo mostram que dentro
de minutos ap6s a primeira dose de etanercepte, o paciente apresentou uma profunda
melhora na sua aten¢do, comportamento e orietagdo (Tobinick and Gross, 2008a; Tobinick
and Gross, 2008b; Tobinick, 2007). Essa rapida melhora cognitiva seguida da
administracdo periespinhal de etanercepte sugere a existéncia de uma imediata reversao dos

mecanismos patofisiologicos na DA mediados pelo TNFa, possivelmente por prevenir os



efeitos toxicos desta citocina sobre a atividade sinaptica (Chang e cols., 2006; Stellwagen
and Malenka, 2006).

Sabe-se que para desenvolvimento, funcao e sobrevivéncia de uma célula neuronal &
um eficiente transporte axonal € necessario (De Vos e cols., 2008). Diversas doencas
neurodegenerativas, incluindo a DA, demonstram uma disfung¢ao no transporte axonal de
proteinas, organelas como as mitocondrias, importante para geragao de energia na
terminacao pré-sinaptica. Comprometendo desta forma uma importante fungao fisiologica
dos neurdnios. Um grande nimero de trabalhos demonstra que a ativacao de JNK possui
um importante papel no bloqueio do transporte axonal (De Vos e cols., 2008). Dados
recentes de nosso grupo mostram que oligdmeros inibem o transporte axonal em neurdnios
hipocampais (Decker, H. e cols., submetido). Desta forma, nos testamos a hipdtese de que a
ativagdo da JNK pelos oligdmeros seria responsavel pela deficiéncia no transporte axonal.
De forma muito interessante, o tratamento prévio com o inibidor da JNK preveniu de forma
significativa a inibi¢do do transporte nos neurdnios hipocampais. Dados adicionais de
Decker e cols. mostram que o tratamento das culturas com um inibidor de GSK3p, preveniu
o bloqueio do transporte. Nesse sentido, nossos dados sugerem um possivel mecanismo
pelo qual os oligdmeros de AP induzem o bloqueio do transporte axonal. E ainda, reforcam
a hipotese da importancia da manutenc¢ao da sinalizagao por insulina para a fisiologia das
células neuronais.

Até os dias atuais, as abordagens terapéuticas utilizadas para o tratamento da DA
falham em retardar a progressao rapida dos sintomas, e a necessidade por novas e efetivas
estratégias ainda existe. Nosso grupo vem investigando mecanismos celulares que
fisiologicamente protejam as sinapses contra o efeito toxico dos oligdomeros do peptideo

AP. Esse mecanismo protetor poderia contribuir para preservar a fungdo cognitiva em



individuos saudaveis, por outro lado, tal mecanismo estaria deficiente em pacientes em
estagios iniciais da doenga de Alzheimer e ainda poderia servir como alvo de drogas
terapéuticas. Recentes trabalhos sdo consistentes em mostrar que um desses mecanismos de
protecdo poderia ser fornecido pela sinalizacao de insulina do SNC, dada a importancia do
sinal induzido pela insulina em processos de plasticidade sinaptica. Além disso, recentes
trabalhos vém demonstrando que a insulina e drogas que aumentam a sensibilidade a
insulina, como a rosiglitazona, melhoram a performace cognitiva em modelos de animais
transgénicos para a DA, e ainda, em pacientes em estagios iniciais desta doenga (Dhamoon
e cols., 2009; Pedersen e cols., 2006). Nosso grupo demonstrou recentemente que o
tratamento prévio de culturas de neurdnios hipocampais maduras com insulina bloqueou a
ligacdo dos oligdmeros aos neurdnios. Essa protecao ¢ dependente da atividade tirosina
quinase do receptor de insulina, sugerindo que ambos, insulina e oligdmeros, nao
competem pelo mesmo sitio de ligacao (De Felice e cols., 2009). Ainda neste trabalho, o
tratamento com insulina protegeu contra o estresse oxidativo induzido pelos oligdmeros
(De Felice e cols., 2009), que inclusive ¢ uma caracteristica patologica presente no cérebro
de pacientes com DA (De Felice e cols., 2007). Outro dado muito interessante foi a
protecao pela insulina contra a profunda perda de sinapses induzidas por estas toxinas (De
Felice e cols., 2009). No presente trabalho, o tratamento com insulina preveniu contra a
inibi¢do do IRS-1 induzida pelos oligdbmeros. Esses dados vém reforcar o papel
neuroprotetor da insulina contra os danos toxicos co AP, e ainda, sugerem a sinalizagao
deste hormdnio como um alvo de estudos, para produ¢do de ferramentas tteis na
intervengdo terapéutica na DA.

Ainda na busca por uma abordagem terapéutica alternativa, nos investigamos o mais

novo medicamento aprovado para o tratamento de diabetes tipo 2, cujo principio ativo € o



composto Exendina-4. Esse ¢ um peptideo agonista seletivo de longa duracao do receptor
de GLP-1, e a ativagdo deste, ativa proteinas da via de sinalizagdo de insulina, o que
caracteriza seu papel insulinotrdpico, bem caracterizado em tecidos periféricos. No SNC,
estimulacao do receptor de GLP-1 estd envolvida em processos de plasticidade sinaptica e
sobrevivéncia neuronal (Abbas e cols., 2009). Exendina-4 cruza prontamente a barreira
hemato-encefalica, e tem demonstrado um efeito neuroprotetor em modelos animais para
quadros isquémicos, doenga de Parkinson e Huntington (Martin e cols., 2009; Li e cols.,
2009). No presente trabalho, nds encontramos um efeito bastante interessante, onde o
Exendin-4 foi capaz de prevenir a inibigdo do IRS-1 pelos oligomeros de AB. Além disso, a
ligacao dos oligdmeros aos neurdnios nao foi inibida pelo tratamento com Exendina-4,
sugerindo que a protecao por este peptideo envolve vias de sinalizagao intracelular que
bloqueiam estes danos celulares provocados pelos oligdmeros. Outra informac¢ao muito
importante ¢ que tanto o Exendina-4, quanto a Insulina, preveniram o bloqueio do
transporte axonal induzido pelos oligdmeros. Reforcando a hipdtese de que a manutengdo
da sinalizacdo por insulina ¢ fundamental para preservar uma fungao fisioldgica, de
tamanha importancia, como o transporte axonal de organelas.

Em conclusdo, observamos que oligdmeros do peptideo f-amiloide, potentes
toxinas da doenga da Alzheimer, induzem uma fosforilagao anormal do IRS-1 em residuos
de serina, fornecendo uma relevante base patogénica para explicar a presenca de IRS-
IpSerina que observamos no cérebro de pacientes com transtorno cognitivo leve e em
pacientes acometidos pela doenga de Alzheimer. Nossos dados ainda indicam, que a
inibi¢do desta importante proteina para a sinalizagao de insulina pelos oligdmeros, é
mediada pela ativacdo da sinalizagcdo de TNFa e JNK . Mecanismo este similar ao

observado para resisténcia a insulina periférica em casos de diabetes tipo 2. De forma



interessante, a inibi¢do do IRS-1 foi completamente prevenida pela Insulina e pelo
Exendina-4. A estimulagdo da sinalizag¢ao por insulina também foi capaz de preservar o
transporte axonal em neurdnios expostos aos oligomeros. Nosso conjunto de resultados
fornece uma base molecular para o recente conceito de que a deficiéncia da sinalizagao por
insulina da doenga de Alzheimer se manifesta como uma nova forma de diabetes. Além
disso, traz informagdes relevantes para o estudo da patogénese da DA, e pode contribuir
para o desenvolvimento de novas e eficientes abordagens terapéuticas. Fico muito feliz com
a conclusdo deste trabalho, e espero, como uma neurocientista em formagao, continuar
trabalhando para que, num futuro nao muito distante, as pessoas possam preservar por toda

vida seu patrimdnio mais valioso, suas memorias.
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