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RESUMO

DECKER, Helena. Disfungdo Sindptica e Comprometimento do Transporte Axonal
induzidos por Oligdmeros do Peptideo B-amildide. Rio de Janeiro, 2010. Tese
(Doutorado em Ciéncias Morfologicas) Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

Oligomeros soluveis do peptideo f-amildide (APOs), as principais neurotoxinas responsaveis pela
patologia da Doenga de Alzheimer (DA), se acumulam no cérebro de pacientes acometidos pela
DA e se ligam seletivamente a terminais sinapticos excitatorios, o que desencadeia a faléncia
sinaptica. A identidade do receptor especifico destes oligdmeros ainda permanece desconhecida.
Como os APOs interferem com a funcao dos receptores glutamatérgicos do subtipo N-metil-D-
aspartato (NMDAR), nés formulamos a hipotese de que a presenga dos NMDARs ¢ requerida
para a ligacdo sindptica dos APOs. Para investigar esta hipotese, foram utilizados vetores
amplicon para silenciar os NMDARs em neurdnios hipocampais em cultura. Este procedimento
reduziu em cerca de 90% a expressdo dendritica de NMDARs e bloqueou o estresse oxidativo
induzido por ABOs. De forma impressionante, o silenciamento de NMDARs aboliu a ligacio de
APOs as sinapses. Entretanto, estes oligdmeros ndo se ligam diretamente aos NMDARs, ja que o
tratamento com insulina, que induz a redugdo da expressdo de sitios de ligacdo dos APOs, ndo
provoca a redu¢ao dos niveis de NMDARSs na superficie neuronal. A identificagdo de NMDARs
como componente-chave do complexo receptor da ligagdo de APOs pode contribuir para o
desenvolvimento de novas intervengdes terapéuticas para prevenir a faléncia sindptica induzida
por ABOs. Outro aspecto da disfungdo neuronal investigado neste trabalho diz respeito ao efeito
dos ABOs no transporte axonal, fundamental para a comunica¢do e sobrevivéncia neuronal. Ja
estd bastante estabelecido que o comprometimento do transporte axonal € uma caracteristica
inicial em varias doengas neurodegenerativas, incluindo DA, porém os mecanismos responsaveis
ainda s30 pouco conhecidos. Através de imageamento em tempo real, nds observamos que APOs
induzem o comprometimento do transporte de vesiculas secretorias densas (DCVs) e
mitocondrias em neurdnios hipocampais em cultura. Antagonistas de NMDAR, incluindo D-APS,
MKS801 e memantina, preveniram o déficit no transporte induzido por ABOs, identificando o
NMDAR como um participante inicial deste mecanismo, ainda na membrana celular. Tanto a
inibi¢do farmacoldgica quanto a expressdo de uma forma dominante negativa da proteina quinase
glicogénio sintase -3 (GSK-3P) preveniram o comprometimento no transporte induzido por
APOs. Além disso, foi demonstrado, através de técnicas bioquimicas e imunocitoquimicas, que os
ABOs ndo afetam a estabilidade e integridade dos microtibulos (MTs), indicando que ABOs
comprometem o transporte axonal por um mecanismo mais sutil do que a desintegracdo dos MTs,
como, por exemplo, a desregulagdo de vias de sinaliza¢do intracelular. Estes resultados
demonstram que os APOs afetam o transporte axonal negativamente por um mecanismo iniciado
por NMDARSs e mediado por GSK-3f e estabelece uma nova conexdo entre ABOs e a patologia
da DA.
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ABSTRACT

DECKER, Helena. Disfungdo Sindptica e Comprometimento do Transporte Axonal
induzidos por Oligdmeros do Peptideo B-amildide. Rio de Janeiro, 2010. Tese
(Doutorado em Ciéncias Morfologicas) Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

Soluble oligomers of the amyloid-p peptide (APOs), increasingly recognized as the main
neurotoxins in Alzheimer’s disease (AD) pathology, accumulate in AD brains and target
excitatory post-synaptic terminals. This is thought to trigger synapse deterioration, a mechanism
possibly underlying AD memory loss. A major unknown is the identity of the receptor(s) targeted
by oligomers. Because oligomers interfere with N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR)
function, we hypothesized that NMDARSs might be required for oligomer binding to synapses. An
amplicon vector was used to knock-down NMDARs in mature hippocampal neuronal cultures,
yielding 90% reduction in dendritic NMDAR expression and blocking oligomer-induced neuronal
oxidative stress. Remarkably, NMDAR knock-down abolished oligomer binding to synapses.
Nevertheless, oligomers do not directly bind to NMDARs, since insulin, which has been shown to
down-regulate oligomer-binding sites, did not cause NMDAR down-regulation. Establishing that
NMDARs are key components of the synaptic oligomer binding complex may illuminate the
development of novel approaches to prevent synapse failure triggered by APOs. Another issue
investigated in this study is the effect of ABOs on axonal transport of organelles, a neuronal
function crucial to communication and survival. Disruption of axonal transport is a hallmark of
several neurodegenerative diseases, including AD. Even though defective transport is considered
an early pathologic event, the mechanisms by which neurodegenerative insults impact transport
are poorly understood. We show that ABOs induce disruption of organelle transport in primary
hippocampal neurons in culture. Live imaging of fluorescent protein-tagged organelles revealed a
marked decrease in axonal trafficking of dense-core vesicles and mitochondria in the presence of
0.5 uM APOs. NMDAR antagonists, including D-AP5, MK801 and memantine, prevented the
disruption of trafficking, thereby identifying signals for ABO action at the cell membrane.
Significantly, both pharmacological inhibition of glycogen synthase kinase-3f (GSK-3p) and
transfection of neurons with a kinase-dead form of GSK-3B prevented the transport defect.
Finally, we demonstrate by biochemical and immunocytochemical means that ABOs do not affect
microtubule stability, indicating that disruption of transport involves a more subtle mechanism
than microtubule destabilization, likely the dysregulation of intracellular signaling cascades.
Results demonstrate that APOs negatively impact axonal transport by a mechanism that is
initiated by NMDARs and mediated by GSK-3p and establish a new connection between toxic
AP oligomers and AD pathology.
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INTRODUCAO

I.1) Doenca de Alzheimer

A Doenga de Alzheimer (DA) ¢ a forma mais prevalente de deméncia progressiva
entre os idosos, afetando cerca de 25 milhdes de pessoas em todo o mundo (Ferri e cols.,
2005). Apesar dos avangos no diagnostico e tratamento, a doenga continua incuravel mais
de um século apds sua descri¢do inicial. O maior fator de risco para o desenvolvimento
da DA ¢ a idade. A incidéncia da DA ¢ de cerca de 5 % em individuos com idade acima
de 65 anos e 50% em individuos com mais de 85 anos (Lindsay e cols., 2002). A
incidéncia da DA tem crescido muito nos ultimos anos, pois estd diretamente relacionada
ao aumento da expectativa de vida da populacdo. Uma vez que o aumento na expectativa
de vida ¢ um evento global, e que os custos individuais do tratamento da DA s3o muito
elevados, a DA constitui um enorme problema de saude publica. Dessa maneira, grupos
de pesquisa no mundo inteiro dedicam seus esfor¢cos a melhor compreender os
mecanismos que ddo inicio a esta enfermidade e buscam a identificacdo de substancias
que possam ser utilizadas para interromper a progressao ou até mesmo reverter os
sintomas da doenca.

Esta doenca ¢ caracterizada pelo progressivo declinio da fun¢do cognitiva,
extinguindo caracteristicas inerentes a natureza humana, privando os individuos de
capacidades como aquisi¢do e consolidacdo de memdria, raciocinio, abstracao e

linguagem. A progressao da doenca acarreta grave perda de memoria, atengao, fala e



alteracdes comportamentais incluindo disturbios depressivos e psiquidtricos. Geralmente
o curso médio da DA ¢ de 8 anos, quando, enfim, ocorre um estado de incapacitagao total
das fung¢des dos pacientes, que precede o dbito.

Por motivos ainda ndo completamente elucidados, a progressao desta patologia
ocorre por um processo de disfungdo neuronal seguido de extensa neurodegeneragdo que
se inicia em areas cerebrais especificas decisivas para as fungdes da memoria, como o
hipocampo, cortex frontal e entorrinal. Inicialmente, a memoria explicita ou declarativa,
que se refere a recordagdo de fatos ou acontecimentos, em oposi¢ao as habilidades
motoras, ¢ a mais prejudicada. Apds alguns anos, a morte neuronal se estende para
praticamente todas as regides do cérebro. A atrofia cerebral generalizada ¢ evidente em
fases terminais da doenca, e pode-se visualizar um consideravel alargamento dos sulcos e
estreitamento dos giros em comparag@o a um cérebro normal (Figura 1A). Além disso, os
pacientes acometidos pela DA exibem grande diminui¢do no metabolismo energético no

cortex frontal e nos lobos temporais (Figura 1B).
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Figura 1. Alteracées anatomicas e histopatolégicas da doenca de Alzheimer. A)
Comparacdo entre um cérebro saudavel ou normal (2 esquerda) e um cérebro acometido
pela Doenga de Alzheimer (DA) (a direita). Note que em fases terminais da doenca
ocorre um considerdvel alargamento dos sulcos e estreitamento dos giros, além da
evidente atrofia cerebral em comparagdo a um cérebro normal. B) Imagens de PET Scan
(do inglés, “positron emission tomography”) demonstrando a captacdo de glicose no
cérebro de uma pessoa saudavel (a esquerda) e um cérebro acometido pela DA (a direita)
(cores vermelha e amarela revelam altos niveis de captagdo de glicose). C) Cortes
histopatologicos post-mortem (coloragdo por prata) de cérebro de paciente com DA
demonstrando emaranhados neurofibrilares (* cor vermelha) e placas amildides (** cor
azul) circundadas por neuritos distréficos. Adaptado de Mattson (2004).



1.2) Marcadores histopatolégicos da Doenca de Alzheimer

O primeiro caso de DA foi relatado em 1906 pelo médico neuropatologista Alois
Alzheimer (1864-1915) durante um congresso cientifico na Alemanha. Dr. Alzheimer
descreveu uma enfermidade psiquica que envolvia oscilagdes nos estados de animo e
consideravel perda de memoria em uma de suas pacientes, Auguste D., internada no
‘Asilo para enfermos mentais e epiléticos’ de Frankfurt, Alemanha. A analise
histopatologica post-mortem de seu cérebro revelou a presenca de algumas lesdes, como
formacdes filiformes e outras compactas, e Dr. Alzheimer intuiu que a causa das
espetaculares alteragdes na personalidade residia nessas lesdes. Este médico entrou para a
historia da medicina e esta doencga foi batizada com seu nome.

Somente cerca de 80 anos apoés esta descrigdo inicial, as lesdes neuropatoldgicas
foram identificadas como emaranhados neurofibrilares, que constituem depositos
intraneuronais compostos pela proteina tau em um estado anormalmente hiperfosforilado
(Grundke-Igbal e cols., 1986), e placas amiloides ou senis, que sdo depdsitos protéicos
extracelulares compostos majoritariamente pelo peptideo B-amildide (AP) (Glenner &
Wong, 1984; Masters e cols., 1985). Também sao observados neuritos distroficos,
astrocitos reativos e microglia ativada ao redor das placas (Dickson e cols., 1988;
McGeer & McGeer, 2002). Até os dias de hoje, mais de cem anos apds o primeiro relato,
estes achados ainda sdo considerados os principais marcadores histopatologicos da DA, e
a comprovacao definitiva do diagnostico de DA ¢ realizada somente ap0s a visualizagdo
post-mortem destes marcadores (Figura 1C). Na clinica, s3o realizados testes

neuropsicologicos especificos (Langbart, 2002), que visam excluir outras possiveis



causas de deméncias e apontam para um provavel diagnostico de DA, o qual s6 sera

confirmado ap6s a morte do paciente.

1.2.1) Agregados neurofibrilares

Os emaranhados neurofibrilares (NFTs) sdo agregados intraneuronais compostos
primariamente pela proteina tau em um estado anomalamente hiperfosforilado,
polimerizada em filamentos helicoidais pareados (PHFs) que se agregam no interior do
neurdnio (Grundke-Igbal e cols., 1986; Goedert e cols., 1988). A proteina tau ¢ uma das
proteinas associadas ao microtubulo (MAPs) e possui papel fundamental na regulacao da
dindmica do microtiibulo neuronal. Uma vez hiperfosforilada, a tau perde sua capacidade
fisiologica de ligar-se e estabilizar os microtubulos (MTs). Sua fun¢do ¢ normalmente
regulada via fosforilagdo e de-fosforilagao de sitios especificos que precedem a
polimerizacao e formagao dos NFTs (Wang & Liu, 2008).

Tau pode ser fosforilada em mais de 30 residuos de serina/treonina por inumeras
quinases (Hanger e cols., 1998; Igbal e cols., 2005), como a proteina quinase dependente
de AMP ciclico (PKA) (Jicha e cols., 1999), a proteina quinase II dependente de
calmodulina (CaMKII) (Xiao e cols., 1996), a proteina quinase glicogénio sintase-3[3
(GSK-3B) (Pei e cols., 1999), e a proteina quinase 5 dependente de ciclina (cdk5) (Pei e
cols., 1998), sendo que todas essas quinases ja foram encontradas em NFTs em analise
post-mortem de pacientes acometidos por DA. Tanto cdk5 quanto GSK-3f estao
associadas aos MTs ¢ a fosforilagao de tau por cdkS promove sua subseqiiente

fosforilagao por GSK-3p (Sengupta e cols., 1997). Além disso, a combinagdo de PKA e



CaMKII com GSK-3p ou cdk5, ou cdk5 mais GSK-3p, pode induzir a formacao de NFTs
em estudos realizados in vitro, com proteina tau fosforilada purificada de cortex de
pacientes DA (Wang e cols., 2007). A de-fosforilagdo da tau anormalmente fosforilada ¢
realizada, principalmente, pela proteina fosfatase-2A (PP-2A) (Wang e cols., 1995), que
co-localiza com tau e MTs no tecido cerebral (Sontag e cols., 1999). Em cérebros de
pacientes DA, tanto a atividade quanto os niveis de RNA mensageiro de PP-2A estao
diminuidos (Gong e cols., 1993; Vogelsberg-Ragaglia e cols., 2001), e a diminui¢do da
atividade cerebral de PP-2A resulta em hiperfosforilacao de tau (Gong e cols., 2000;
Planel e cols., 2001), tanto por reduzir o potencial de de-fosforilagdo quanto por aumentar
a atividade das quinases PKA, CaMKII e membros da familia das proteinas quinases
ativadas por mitégenos (MAPK) (Bennecib e cols., 2001; Kins e cols., 2003; Pei e cols.,
2003).

No cérebro e no liquido cérebroespinal de pacientes com DA, os niveis de tau
hiperfosforilada sdao 3-4 vezes maiores do que no cérebro de pessoas saudaveis (Khatoon
e cols., 1992, 1994). De maneira semelhante, j& foi demonstrado que oligdmeros do
peptideo B-amiloide (ABOs) induzem aumento de 2-3 vezes nos niveis de tau

hiperfosforilada em neurénios hipocampais em cultura (De Felice e cols., 2008).



1.2.2) Placas amiléides

Apesar do papel central do peptideo A, maior componente das placas amiloides
(Masters e cols., 1985), na fisiopatologia da DA, ¢ importante notar que este peptideo ¢
produzido ao longo da vida por seres humanos e outros mamiferos, sendo componente
normalmente presente nos fluidos biologicos (Seubert e cols., 1992; Ghiso e cols., 1997)
e no parénquima cerebral (Tabaton e cols., 1994). Sua degradacgao ¢ realizada por varias
enzimas, incluindo a neprisilina, a IDE (enzima degradadora de insulina), a ECA (a
enzima conversora de angiotensina) e o proteassoma (Iwata e cols., 2005).

A producao do peptideo AP ¢ proveniente do processamento proteolitico da
proteina precursora amildéide (APP). A APP exerce importante papel na regulacao de
fungdes celulares, especialmente no sistema nervoso central (SNC), onde estd envolvida
na plasticidade sinaptica e sinaptogénese (Gralle & Ferreira, 2007). Na Figura 2 esta
exemplificada a via amiloidogénica de processamento da APP, na qual a proteina ¢
clivada por - e y- secretases, originando o peptideo AP (Selkoe, 2001). O ponto de
clivagem do dominio transmembrana da APP ¢ varidvel e, por isso, peptideos A de
diferentes tamanhos, variando de 38 a 43 aminoacidos, sdo liberados no cérebro
(Schoonenboom e cols., 2005). Entretanto, apenas as formas mais longas, contendo 40-43
aminoacidos (denominados AB;.49, ABi-42 ou ABi43, dependendo do nimero de
aminoacidos) sdo encontradas nas placas amildides, sendo o AB.4; a isoforma mais

abundante nas lesdes (Jarrett e cols., 1993).



No envelhecimento normal, o peptideo AP liberado permanece soluvel no
cérebro, sendo progressivamente degradado e/ou removido. Em individuos acometidos
pela DA, o peptideo AP, presente em grande quantidade, agrega formando fibrilas
amildides (Figura 2) que se depositam progressivamente no ambiente extracelular,

acumulando-se na forma de placas amildides (Stromer & Serpell, 2005).
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Figura 2. Producio e agregacido do peptideo AB. O peptideo AP ¢ gerado pela
protedlise da proteina APP pelas enzimas [-secretase e y-secretase. Os niveis de
mondmeros sdo controlados tanto pela taxa de producao quanto pela taxa de degradagao.
Certa quantidade de mondmeros de AP pode se agregar formando oligomeros e
posteriormente fibrilas. Adaptado de Walsh e cols (2005).
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As placas amildides sdo compostas predominantemente por fibrilas amiléides -
extensos polimeros de morfologia fibrilar compostos por multiplas subunidades do
peptideo AP interagindo entre si para formar folhas-f3 intermoleculares, com as fitas-f3
orientadas perpendicularmente ao eixo longitudinal da fibra (Stromer & Serpell, 2005).
Este tipo de estrutura fibrilar amiloide ja foi descrito em depdsitos protéicos encontrados
em variados tecidos em diversas patologias. Exemplos importantes sdo os corpusculos de
Lewy, agregados amildides intracelulares da proteina alfa-sinucleina encontrados em
neurdnios da substancia negra de portadores da Doenca de Parkinson, e os depositos
amiloides pancreaticos compostos pelo polipeptidio amiloide da ilhota (IAPP)
encontrados em pacientes com diabetes mellitus tipo II. Atualmente, sdo conhecidas mais
de 30 doencas humanas, comumente denominadas amiloidoses, que tém como principal
caracteristica histopatologica a presenca de depdsitos amiloides de proteinas (Ferreira e
cols., 2006). Apesar da completa auséncia de homologia na seqiiéncia de aminoacidos
das proteinas que formam os depositos em cada tipo de amiloidose, todas as fibras
amiloides apresentam propriedades estruturais e morfologicas em comum (Stefani &

Dobson, 2003).
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1.3) Cascata amiléide

1.3.1) Fibras amiléides versus oligdomeros do peptideo AP

Com a finalidade de explicar a etiologia da DA, em 1992, um grupo de
pesquisadores desenvolveu uma hipotese que ficou conhecida como “cascata amildide”.
Com base nessa hipdtese, a deméncia em DA depende da morte neuronal causada pelas
fibras amildides, as quais sao encontradas nas placas amiloides (Hardy & Higgins, 1992).
Durante muitos anos, as placas amiloides foram consideradas o achado fisiopatologico
decisivo para a caracterizacao e desenvolvimento da DA. No entanto, recentes estudos
demonstraram que estas placas sdo fracamente relacionadas com o declinio cognitivo
(McLean e cols., 1999; Naslund e cols., 2000), e que a imunizagdo passiva de
camundongos transgénicos para DA com anticorpos monoclonais anti-A3 pode reverter
rapidamente a perda de memoria, sem reduzir as placas amildides, possivelmente através
do aumento da remocao e/ou seqiiestro de espécies soluveis do peptideo A (Dodart e
cols., 2002; Kotilinek e cols., 2002).

Estes dados sugerem que formas soltveis (oligomeros) de A, presentes no
cérebro e no liquido cerebrospinal de pacientes em concentragdes sub micromolares,
ainda em fases precoces da doenga em que nao ha morte neuronal, estdo mais
intensamente relacionados com o comprometimento da cogni¢ao (Gong e cols., 2003;
Klein, 2006; Ferreira e cols., 2007; Haass & Selkoe, 2007). Além disso, observou-se

também que os primeiros sintomas de déficit cognitivo se manifestam antes mesmo que
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qualquer depdsito fibrilar possa ser detectado, e que nesse estagio inicial da doenga os
niveis de oligdmeros de A ja estdo aumentados no fluido cerebrospinal (Lue e cols.,
1999; McLean e cols., 1999). Alguns grupos chegam a propor, inclusive, que a formagao
de fibrilas amildides, tidas inicialmente como o agente causador das alteragdes
patologicas da DA, poderia representar uma estratégia do organismo para remover os
oligdmeros em circulagdao (Walsh & Selkoe, 2004; Ferreira e cols., 2007; Haass &
Selkoe, 2007).

Apo6s mais de uma década, com base nesses dados, surgiu uma nova versao da
“hipodtese da cascata amildide” que propde um mecanismo alternativo de perda de
memoria baseado no impacto de oligdmeros pequenos e soliveis de AP nas sinapses
neuronais (Klein e cols., 2001; Haass & Selkoe, 2007). A nova versao propde que
modificac¢des graduais nos niveis do peptideo AP (especialmente na forma de oligdmeros
soluveis de AP) promovem alteragdes sinapticas, ativacao de microglia e astrocitos,
conversao da proteina tau soluvel em agregados e, finalmente, em filamentos helicoidais
pareados soluveis (PHF) (Haass & Selkoe, 2007). Estes eventos induzem a progressiva
perda neuronal associada a multiplas disfun¢des nos sistemas de neurotransmissores e
déficit cognitivo (Figura 3).

Atualmente, os oligdbmeros soluveis de AP, diferentemente das fibras e
monodmeros de AP, sdo considerados as principais espécies responsaveis pelas

manifestagdes iniciais da fisiopatologia da DA, como por exemplo, faléncia sindptica

(Klein, 2006; Ferreira ¢ cols., 2007).
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Mudancas no metabolismo do peptideo Af3
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Figura 3. Hipotese da cascata amiléide atualizada. Seqiiéncia hipotética de eventos
deflagrados pelo peptideo AP. Note que este ¢ um mecanismo alternativo de perda de

memoria baseado no impacto dos oligdmeros pequenos e soliveis de AP nas sinapses
neuronais. Adaptado de Haass & Selkoe (2007).
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1.3.2) Efeitos neurotéxicos dos oligdomeros soliveis do peptideo AB

Os oligdomeros soluveis do peptideo AB (também conhecidos como ABOs ou
“ADDLs”, do inglés “Ap-Derived Diffusible Ligands”) sdo ligantes patogénicos que se
ligam as espinhas dendriticas de forma seletiva as sinapses (Lacor e cols., 2004), e

induzem alteragdes caracteristicas da patologia da DA.

Um estudo recente demonstrou que os APOs induzem hiperfosforilagao da
proteina tau em neurdnios hipocampais, indicando uma conexao direta entre ABOs ¢ a
patologia de emaranhados neurofibrilares encontrada na DA (De Felice e cols., 2008).

Nos cérebros de pacientes acometidos pela DA (Davies e cols., 1987; Moolman e
cols., 2004) e de camundongos transgénicos expressando a proteina APP humana
(Jacobsen e cols., 2006), ou presenilina-1 humana (Koffie e cols., 2009), ocorre uma
diminui¢do dramatica na densidade de espinhas dendriticas, que esta fortemente
associada com o declinio cognitivo encontrado nas fases iniciais da DA (Terry e cols.,
1991). O ataque as sinapses € um evento precoce na DA, que precede a morte celular, e
caracteriza a DA como uma doenga sinaptica (Selkoe, 2002). Curiosamente, a perda
sindptica se mostrou mais pronunciada ao redor das placas amiloides (aproximadamente
15 um das bordas das placas) (Spires e cols., 2005; Koffie e cols., 2009), o que sugere ser

conseqiiéncia de niveis aumentados de oligdmeros soltiveis de AP circundando as placas.

De fato, ABOs induzem disfung¢ao sinaptica por conseqiiéncia da grande perda e
distrofia das espinhas dendriticas em neuronios hipocampais em cultura (Lacor e cols.,

2007; Shankar e cols., 2007). Além disso, ABOs desestabilizam proteinas do
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citoesqueleto dos dendritos, diminuindo, por exemplo, a expressao de drebrina e
aumentando a expressao de espinofilina de forma dependente de tempo e concentragdo
(Lacor e cols., 2007). Esses dados indicam que APOs sdo responsaveis por intensas

alteracdes na plasticidade sinaptica neuronal em um estagio inicial da doenca.

Um trabalho do nosso grupo demonstrou que ABOs induzem desregulagdo da
producao neuronal de espécies reativas de oxigénio (EROs) (De Felice e cols., 2007).
Curiosamente, a producao transiente de EROs exerce papel modulatério sobre a
potenciacao de longo termo (LTP), uma forma de plasticidade sinaptica amplamente
utilizada como paradigma experimental para estudar os processos de formacgao de
memoria, enquanto niveis aumentados de EROs estao implicados no comprometimento

da LTP induzido com o envelhecimento (Serrano & Klann, 2004).

Tanto ABOs extraidos de cérebros de pacientes acometidos pela DA quanto ABOs
sintéticos preparados em laboratério bloqueiam a LTP, assim como também a reversao da
depressdo de longo termo (LTD) (Walsh e cols., 2002; Wang e cols., 2002; Shankar e
cols., 2008), outra forma de plasticidade sinaptica para estudar os processos de formagao
de memoria. De fato, ja foi demonstrado que ABOs interferem rapidamente e de forma
reversivel com a memoria de um comportamento aprendido em ratos (Cleary e cols.,
2005). O ataque das sinapses pelos ABOs constitui um mecanismo especifico de

comprometimento da memoria e mecanismos relacionados a plasticidade sinaptica (Gong

e cols., 2003; Klein e cols., 2004).
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1.3.3) Possiveis ligantes dos oligdmeros soltiveis do peptideo AP

As bases moleculares para a especificidade da ligacao sinaptica dos ABOs ainda
ndo sdo totalmente compreendidas. J& foi demonstrado que a ligagdo desses oligdmeros ¢
abolida pela tripsinizagdo controlada da superficie neuronal (Lambert e cols., 1998), e
que os APOs se ligam de forma especifica em terminais sindpticos em neurdnios
hipocampais e se co-localizam com marcadores sinapticos, como a proteina da densidade
pos-sinaptica PSD-95 (Lacor e cols., 2004). A densidade pos-sinaptica (PSD) ¢ uma rede
protéica composta por proteinas estruturais e de ancoramento, moléculas de adesdo e
enzimas de sinalizagdo celular. A PSD organiza e retine receptores, canais i0nicos,
proteinas quinases e fosfatases. Normalmente, a drea de PSD ¢ proporcional ao numero
de receptores pos-sinapticos (Nusser e cols., 1998); sendo assim, a for¢a da sinapse pode
ser estimada pelo tamanho da PSD. A proteina PSD-95 ¢ importante no ancoramento de
receptores de glutamato as proteinas de sinalizacdo e ao citoesqueleto neuronal (Hering &

Sheng, 2001; Gerrow e cols., 2006).

Existem algumas proteinas sinapticas especificas de sitios positivos para PSD-95
que constituem potenciais candidatos para a ligacdo de ABOs. Uma dessas proteinas ¢ o
receptor glutamatérgico do subtipo N-metil-D-aspartato (NMDARSs), que exerce fungdes
fundamentais em mecanismos de plasticidade sindptica, como aprendizado ¢ memoria
(Morris e cols., 1986; Collingridge & Singer, 1990; Bliss & Collingridge, 1993). Dados

publicados recentemente pelo nosso grupo mostram que NMDARSs co-imunoprecipitam
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com oligdmeros em preparacdes de membrana sinaptossomal tratadas com ABOs e

extraidas com detergente (De Felice e cols., 2007).

De forma bastante interessante, o impacto neuronal deletério dos ABOs mostrou-
se dependente dos NMDARSs em diversos estudos recentes. Ja foi demonstrado que os
APBOs estimulam a formacdo de EROs por um mecanismo dependente da ativacao de
NMDAR (De Felice e cols., 2007). A utilizacao de um anticorpo dirigido contra a por¢ao
extracelular da subunidade NR1 de NMDARSs bloqueou totalmente a formagao de EROs
e reduziu de forma significativa a ligacdo de ABOs em neurdnios hipocampais. Estes
resultados sugerem que os ABOs se ligam muito proximamente ou diretamente aos
NMDARs (De Felice e cols., 2007). Além disso, ABOs induzem desequilibrio de fungdes
fisiologicas reguladas pela ativacdo dos NMDARs, incluindo a desregulagao da
homeostase de célcio (Kelly & Ferreira, 2006; De Felice e cols., 2007). Diversos
trabalhos tem também demonstrado que ABOs reduzem os niveis de NMDARs de
superficie (Snyder e cols., 2005; Lacor e cols., 2007; Shankar e cols., 2007; De Felice e
cols., 2009), sendo este evento associado com estimulos de endocitose ou bloqueio do

recrutamento para a membrana plasmatica.

Trabalhos recentes sugerem outros possiveis alvos para os ABOs, como € o caso
da proteina prion celular (PrP), que foi apontada como um possivel receptor para a
ligacao de ABOs (Lauren e cols., 2009). Este estudo mostrou que ABOs se ligam com
muita afinidade a PrPC, sem requerer a conformagao infecciosa PrPSC, em neuronios

hipocampais em cultura. Anticorpos anti-PrP® previnem a ligacdo de ABOs e o bloqueio
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de LTP (Lauren e cols., 2009). Além disso, ndo foi observado os déficits de aprendizado
e memoria espacial em animais transgénicos para doenga de alzheimer com expressao
nula para PrP® (uma alteragdo comum desses animais), o que indica que os déficits
cognitivos encontrados na DA requerem PrP€ (Gimbel e cols., 2010). Entretanto, outro
trabalho demonstrou que, em camundongos knockout para PrPC, ABOs comprometem a
memoria a longo prazo da mesma maneira que em neuronios selvagens, o que sugere que
os efeitos de ABOs sdo independentes da PrP® (Balducci e cols., 2010). Estudos mais
aprofundados serdio necessarios para elucidar a real participagio da PrP€ na patologia da

DA.

Outro possivel candidato € o receptor glutamatérgico do subtipo AMPA (4cido a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropidnico). Resultados em neurdnios hipocampais
em cultura demonstram que a inibi¢do farmacologica de receptores AMPA de superficie,
particularmente a sua subunidade tipo 2 (GLUR2), inibe a ligagdo de ABOs em espinhas
dendriticas (Zhao e cols., 2010). Além disso, resultados demonstram que ABOs
interagem preferencialmente com complexos sinapticos que contenham GLUR2 e que
calciuneurina, uma proteina fosfatase dependente de calcio, regula o processo endocitico
responsavel pela rapida internalizardo de receptores AMPA ligados a ABOs (Zhao e cols.,

2010).

Além disso, a interacdo de ABOs com o dominio extracelular do receptor de

NTR

neurotrofina p75 (p75" ) parece estar envolvida na distrofia neuritica induzida por

ABOs in vitro e in vivo (Knowles e cols., 2009). Outros possiveis receptores envolvidos
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na ligagdo neuronal induzida por ABOs incluem o receptor de produtos de glicacao
avangada (RAGE) (Sturchler e cols., 2008) e a proteina Frizzled (Magdesian e cols.,

2008), a qual induz a inibicdo da via de sinalizacdo Wnt/B-catenina.

Nos ultimos anos os avangos nessa area t€ém sido bastante significativos, porém

até agora, o receptor especifico de ABOs continua desconhecido.

1.4) Transporte axonal

As células neuronais sao polarizadas em dois dominios: axonal e
somatodendritico. Esses dois dominios exibem grandes diferencas ndo somente
morfologicas como funcionais. Dendritos sdo curtos, espessos nas regides proximais € se
afilam gradativamente, enquanto os axonios sao finos e muito longos, em alguns casos
apresentando até 10.000 vezes a area de superficie dos dendritos (Bartlett & Banker,
1984). Muitas das proteinas que sdo necessarias nos axonios e terminais sinapticos sao
sintetizadas no corpo celular e transportadas pelo axonio em complexos de proteinas ou
organelas, também designados de cargas (Grafstein & Forman, 1980). Os dendritos
possuem, além desse tipo de transporte, o transporte de RNAs mensageiros especificos
que fornecem suporte para a sintese local de proteinas (Job & Eberwine, 2001).

O transporte axonal € responsavel por movimentos bidirecionais de um grande
numero de componentes celulares, como mitocondrias, endossomos, precursores de
vesiculas sinapticas (SVs) ou vesiculas secretorias densas (DCVs , do inglés “Dense Core

Vesicles™) (Borgonovo e cols., 2006). Muitos processos bioldgicos sdo facilitados por
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estas organelas, incluindo sobrevivéncia neuronal, desenvolvimento, aprendizado e
memoria.

As células neuronais se comunicam principalmente via mensageiros quimicos,
liberados de SVs ou DCVs. SVs sdo formadas e preenchidas com neurotransmissores
classicos nos sitios pré-sinapticos, onde permanecem armazenando ou liberando seus
conteudos. Ja as DCVs percorrem grandes distancias no interior de axdnios e dendritos,
desde o corpo celular onde sdo formadas até sitios distais pré- e pds-sindpticos, onde seus
contetidos protéicos e neuropeptidicos sdo armazenados e liberados (Silverman e cols.,
2005; Lochner e cols., 2008).

Geralmente, as organelas ou vesiculas sdo transportadas por transporte axonal
rapido a uma velocidade de 50-200 mm por dia, e as proteinas citoplasmaticas, como
tubulina e neurofilamentos (NFs), sdo transportadas por transporte axonal lento a uma
velocidade de 0,1-3 mm por dia (Hirokawa e cols., 1990; Hirokawa & Takemura, 2005).
Os registros das distancias percorridas pelas DCVs chegam a 10.000 vezes o diametro do

corpo celular neuronal.
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1.4.1) Citoesqueleto neuronal: microtibulos

Os microtibulos (MTs) se distribuem em orientagao longitudinal tanto em
axonios quanto em dendritos (Hirokawa, 1982), e servem de trilhos pelos quais as cargas
serdo transportadas (Figura 4) (Hirokawa, 1998). Os MTs sdo estruturas tubulares de
aproximadamente 25 nm de didmetro formadas por heterodimeros de a e 3 tubulina. Os
mesmos possuem polaridade intrinsica, com rapido favorecimento da polimerizagao para
a extremidade positiva (do inglés, extremidade “plus end”) e uma lenta polimerizagao
para a extremidade negativa (do inglés, extremidade “minus end”) (Desai & Mitchison,
1997). Os MTs, tanto em axonios como em dendritos, sdo unipolares, com a extremidade
“plus end” apontando para a diregdo oposta ao corpo celular (Burton & Paige, 1981; Baas
e cols., 1988), com exce¢do dos dendritos proximais, que possuem polaridade mista

(Baas e cols., 1988).
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Figura 4. Estrutura dos microtibulos (MTs). A) Pela eletromicrografia de um axonio
de camundongo, podem-se visualizar as estruturas tubulares correspondentes aos MTs e
uma organela sendo transportada com a ajuda de uma proteina motora (pequena estrutura
tubular indicada pela seta). Barra de escala, 50 nm. B) Os MTs sdo formados pela
organizagdo tubular de 13 protofilamentos, os quais contem unidades repetidas de
heterodimeros de a- e B- tubulina inseridos exclusivamente na extremidade “plus end”.
Adaptado de Hirokawa (1998) e do site manual.blueprint.org.
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Os MTs nascentes sao dindmicos e instaveis (Desai & Mitchison, 1997), e varias
proteinas associadas aos MTs (MAPs) controlam a sua dindmica de polimerizagao in
Vitro e in vivo. As proteinas MAPs formam finas estruturas filamentosas que interligam
os MTs, conferindo-lhes estabilidade estrutural (Hirokawa, 1982). Axonios e dendritos
expressam MAPs diferentes, e possivelmente este ¢ o fator que determina a diferenga no
espacamento entre MTs em axdnios (~ 20 nm) e em dendritos (~ 65 nm).

A proteina tau ¢ uma das varias MAPs que regulam a dinamica dos MTs (Wang
& Liu, 2008) e nos ultimos anos varios trabalhos relacionam sua fun¢do com patologias
relacionadas com o transporte. A proteina tau exerce tanto papel fisioldgico como
patoldgico nas células (Figura 5). Quando o estado de fosforilacao de tau esta
apropriadamente coordenado, tau exerce controle na regulagdo do crescimento neuritico
(Biernat & Mandelkow, 1999; Biernat e cols., 2002), no transporte axonal (Spittaels e
cols., 2000; Tatebayashi e cols., 2004) e na estabilidade e dindmica dos MTs (Cho &
Johnson, 2004). Entretanto, em condigdes patologicas, ocorre um desequilibrio nos niveis
de fosforilacao e defosforilacdo € um aumento aberrante de tau fosforilada causa
formagdo de filamentos de tau, componentes dos NFTs (Abraha e cols., 2000),
desestabilizacdo da estrutura dos MTs (Lu & Wood, 1993) e, possivelmente, favorece a
morte celular (Fath e cols., 2002).

Alguns trabalhos associam a sobrexpressdo de tau ao comprometimento do
transporte axonal por prejudicar o acoplamento das proteinas motoras a suas cargas

(Ebneth e cols., 1998; Trinczek e cols., 1999; Stamer ¢ cols., 2002). Curiosamente,
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entretanto, um recente estudo mostrou que os niveis de transporte axonal in vivo ndo sdo
afetados pela dele¢ao ou sobrexpressdo de tau em camundongos (Yuan e cols., 2008).
Os ax0dnios apresentam também os neurofilamentos (NFs), filamentos
intermediarios de aproximadamente 10 nm de didmetro, que se interpdem aos MTs,
formando uma rede fasciculada. A quantidade de NFs ¢ diretamente proporcional a area

do axonio (Hirokawa & Takemura, 2005).
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Figura 5. Papel fisiologico e patolégico da proteina tau fosforilada. A proteina tau
atua na estabilizacdo dos MTs, crescimento neuritico e regulacdo do transporte axonal, e
também em situagdes patologicas como na formagdo de protofibrilas, disfungdo dos MTs
e conseqiiente morte celular. Adaptado de Johnson & Stoothoff (2004).
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1.4.2) Citoesqueleto neuronal: proteinas motoras

Existem duas superfamilias de proteinas motoras que se movem sobre os MTs: A
superfamilia das quinesinas (KIFs) (Figura 6A), que, com exce¢do dos membros da
familia 14, se movem da porg¢do proximal (ou seja, préximo ao corpo celular) em dire¢ao
a porgao distal (extremidade “plus end”) dos MTs e participam do transporte anterogrado,
transportando seletivamente moléculas do corpo celular neuronal para os axonios e
dendritos; e a superfamilia das dineinas (DYNs) (Figura 6A), que se movem da por¢ao
distal (dos terminais axonais ou dendriticos) em direcao ao corpo celular, participando do
transporte retrogrado (Vale e cols., 1985; Vallee e cols., 1988; Hirokawa e cols., 1990;
Hirokawa, 1998; Vallee e cols., 2004).

O movimento das proteinas motoras ¢ dependente da hidrolise de ATP, que da
suporte energético para que os dominios motores dessas proteinas se movam sobre 0s
MTs (Vale, 2003). Em alguns casos, a maquinaria de transporte requer uma proteina
adaptadora que se associa diretamente com a proteina motora e os componentes das
vesiculas e organelas. Um exemplo de proteina adaptadora ¢ a dinactina, que esta
tipicamente associada com a proteina motora DYN, controlando o transporte retrégrado.
Um artigo recente estabeleceu novos conceitos sobre as fun¢des da dinactina na
regulagdo do transporte de DCVs, os quais seriam mais abrangentes, por exercer controle

também sobre o transporte anterogrado dependente de KIFs (Kwinter e cols., 2009).
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Figure 6. Transporte axonal e proteinas motoras. A) Existem duas superfamilias de
proteinas motoras que se movem sobre os MTs, quinesinas (KIFs) que se movem na
direcdo anterograda e dineinas (DYNs) que se movem na direcdo retrograda. B, C)
Representagdes esquematicas da estrutura das proteinas motoras KIFs e DYNs,
respectivamente. A estrutura das KIFs consiste de duas cadeias pesadas e duas cadeias
leves, dois dominios globulares (10 nm de diametro cada), uma haste e uma estrutura em
forma de cauda. A estrutura das DYNs consiste de duas cadeias pesadas, trés cadeias
intermediarias, e quatro cadeias leves. Adaptado de Vale (2003) e De Vos ¢ cols. (2008).
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Alguns trabalhos identificaram a APP como um dos possiveis receptores da KIF 1
(Kamal e cols., 2000; Gunawardena & Goldstein, 2001). Outro trabalho sugere que o
peptideo AP pode ser gerado em transito, com o transporte das vesiculas, assim ligando o
transporte da APP com DA (Kamal e cols., 2001). Apesar de estes estudos estabelecerem
conexoes bioldgicas possiveis e surpreendentes entre o transporte axonal dependente de
KIFs e o desenvolvimento da DA (Goldstein, 2001), estudos aprofundados precisam ser
realizados, pois ainda existem contradigdes em relacao a se estes achados condizem com
0 que acontece in Vivo na DA.

O estudo do transporte de organelas tem sido amplamente investigado, pois ainda
falta muito para a completa compreensao dos mecanismos que o controlam, incluindo sua
especificidade, direcionalidade e controle temporal. O acoplamento das proteinas motoras
as suas cargas ¢ potencialmente um mecanismo regulador e, conseqiientemente, a busca
por receptores e adaptadores que ligam as proteinas motoras as suas cargas tem sido um

dos maiores focos de pesquisa dessa area.
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1.4.2.1) Superfamilia das quinesinas (KIFs)

A superfamilia das KIFs ¢ uma grande familia de proteinas motoras dependentes
de MTs, composta por 45 membros em camundongos ¢ humanos (Aizawa e cols., 1992;
Hirokawa, 1998; Miki e cols., 2001; Hirokawa & Takemura, 2004). A ‘quinesina
convencional’ foi o primeiro membro a ser identificado bioquimicamente como
integrante do transporte axonal rapido dependente de MTs (Brady, 1985; Vale e cols.,
1985). Nos anos seguintes, varias proteinas motoras diferentes foram identificadas e
caracterizadas. Somente recentemente, um grupo de pesquisadores estabeleceu uma nova
nomenclatura para organizar e classificar as KIFs, baseada na organizagdo em 14 grandes
familias (KIFs 1 a 14), para facilitar a compreensao do parentesco genético que ja tinha
sido identificado com nomes diferentes em varias filogenias (Lawrence e cols., 2004).

A estrutura das KIFs consiste de duas cadeias pesadas (KHCs) e duas cadeias
leves (KLCs) (Vale e cols., 1985; DeBoer ¢ cols., 2008), dois dominios globulares (10
nm de didmetro cada), uma haste e uma estrutura em forma de cauda (Figura 4B), com o
comprimento total de 80 nm (Figura 6B). Os dominios globulares (compostos pelas
cadeias pesadas) possuem o dominio motor (alto nivel de homologia entre as KIFs), e
contém uma seqiiéncia de ligacdo ao MT e ATP. Todas as KIFs possuem seqiiéncias
diferentes fora do dominio motor, ¢ a diversidade desses dominios, responsaveis pela
ligacdo das proteinas motoras as suas cargas, o que explica como que as KIFs podem
transportar muitas cargas diferentes (Scholey e cols., 1989; Hirokawa, 1998). Na Figura 7
podem-se observar diversos subtipos de KIFs e cada subtipo transportando seletivamente

suas cargas em axonios ou em dendritos.
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Figura 7. Superfamilias das quinesinas (KIFs) e o transporte axonal e dendritico de
suas cargas. a) Um exemplo representativo de um neurdnio, estendendo seus dendritos
(esquerda) e seu unico axoOnio (direita) a partir do corpo celular. Podem-se visualizar
diversas organelas sendo transportadas no axonio (b) ou nos dendritos (c) por diferentes
KIFs de forma anterdgrada sobre os MTs, como, por exemplo, a mitocondria, sendo
transportada pela KIF5 no axdnio, e vesiculas contendo NMDARs sendo transportadas

pela KIF17 nos dendritos. Adaptado de Hirokawa & Takemura (2005).
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1.4.2.2) Dineinas (DYNs)

A proteina motora dineina (DYN), também conhecida como dineina cerebral ou
dineina citoplasmatica, foi descoberta em 1987 (Lye e cols., 1987). Existe um grande
numero de exemplares com fungdes diferentes (Pfister e cols., 2005). Ela ¢ composta por
duas cadeias pesadas, trés cadeias intermedidrias, e quatro cadeias leves (Paschal e cols.,
1987; Porter & Johnson, 1989). O complexo dineina citoplasmatico ¢ composto também
por varias subunidades ndo cataliticas que conectam as proteinas adaptadoras, como
dinactina e dinamitina, com as organelas (Figura 6C). As dineinas interagem com uma
variedade de proteinas que ndo pertencem ao complexo estrutural, mas que sdo cruciais

para suas fungdes celulares (Kardon & Vale, 2009).

1.4.3) Coordenacio Bidirecional do transporte

Para manter a ordem nas avenidas intracelulares, o movimento das proteinas
motoras precisa ser regulado. Por isso, ¢ muito freqiiente que o complexo proteina
motora-organela troque de direcdo (como, por exemplo, da direcdo anterdgrada para
retrograda), e o tempo de viagem nessas duas direcdes ¢ determinado pela necessidade e
distribuicao de cada populacio de organelas.

O transporte bidirecional permite a regulagdo dindmica, a corre¢do de erros e a
distribuicao celular de organelas variadas (Gross e cols., 2002; Vale, 2003; Mallik &

Gross, 2004; Welte, 2004; Muller e cols., 2008), incluindo mitocondrias (Hollenbeck,
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1996; Chada & Hollenbeck, 2003), endossomos (Hollenbeck, 1993), fagossomos
(Blocker e cols., 1997), DCVs (Hayden, 1988; Wacker e cols., 1997), virus (Smith e
cols., 2001; McDonald e cols., 2002), e filamentos intermediarios (Shah e cols., 2000),
além de outras vesiculas nos axdnios e cones de crescimento de neurdnios (Gilbert &
Sloboda, 1984; Lochner ¢ cols., 1998; Sabo & McAllister, 2003).

Quando o axo6nio estd bloqueado, como, por exemplo, quando ha a ruptura da
estrutura do axonio, forma-se uma regido de reversdo. Apds apenas alguns minutos,
muitas organelas se acumulam no lado proximal da lesdo e iniciam a reversao da direcdo
de movimento, voltando para o corpo celular (Smith, 1988), onde as organelas podem
instruir o nucleo para responder ao dano. Esta reversao de movimento pode ser mediada,
pelo menos em parte, pelo recrutamento adicional de dineinas para estas organelas (Li e
cols., 2000).

Existem algumas hipdteses para explicar a regulagdo do transporte bidirecional,
representadas de forma resumida na Figura 6. Na primeira hipotese (Figura 8A), acredita-
se que somente uma proteina motora pode estar acoplada a organela (ou carga) de cada
vez e que os movimentos reversos acontecem quando a proteina motora acoplada é
trocada pela proteina motora de polaridade oposta.

De acordo com a segunda hipotese (Figura 8B), ambas as proteinas motoras estao
acopladas a carga e ao MT, trabalhando em sentidos opostos, € a dire¢do do movimento
depende da maior for¢a relativa resultante da competig¢@o entre as proteinas motoras. Por
exemplo, na Figura 8B, a proteina motora KIF ¢ mais forte do que a DYN a esquerda,

porém ¢ mais fraca que duas DYNs a direita. Dessa forma, a carga da esquerda se move
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de maneira anterdgrada e a carga da direita se move de maneira retrograda. E um detalhe
importante ¢ que mais de uma proteina motora ligada na mesma carga poderia oferecer
maior vantagem (Mallik & Gross, 2004).

A terceira hipotese, que ¢ atualmente a mais aceita, defende que ambas as
proteinas motoras estdo acopladas a carga, porém se movendo de forma unidirecional
(somente uma das proteinas motoras, KIFs ou DYNss, esta ativa). No momento em que o
complexo proteina motora-organela recebe um sinal para alterar a dire¢do, a proteina
motora inativa assume o controle, recuperando a atividade e reprimindo a atividade da
outra proteina motora. Para que este mecanismo funcione, existe uma complexa
maquinaria de coordenacao (representada em cor-de-rosa na Figura 8C), que determina
quando uma das proteinas motoras estd ativamente engajada com o MT e a outra proteina
estd desligada (Gross e cols., 2002; Gross, 2003; Welte, 2004; Muller e cols., 2008;

Welte & Gross, 2008).
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Figura 8. Os trés possiveis mecanismos de regulacio do transporte bidirecional.
Proteinas motoras quinesinas estdo representadas em coloragdo laranja e as dineinas estdo
em verde. Os receptores das cargas foram omitidos com o propodsito de simplificagdo. A)
Nessa hipotese, somente uma proteina motora pode estar acoplada a carga de cada vez.
Os movimentos reversos acontecem quando a proteina motora acoplada ¢ trocada pela
proteina motora de polaridade oposta. B) Nessa hipotese, ambas as proteinas motoras
estdo acopladas a carga e ao MT, trabalhando em sentidos opostos, de forma que a
direcdo do movimento depende da forga relativa resultante da competicdo entre as
proteinas motoras. (C) A terceira hipdtese, atualmente mais aceita, defende que ambas as
proteinas motoras estdo acopladas a carga, e uma complexa maquinaria de coordenagio
(representada em cor-de-rosa), define quando determinada proteina motora deve estar
ativamente engajada com o MT e a outra proteina desligada. Adaptado de Welte (2004).
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1.4.4) Envelhecimento, doencas neurodegenerativas e transporte axonal

Durante o envelhecimento, o nosso corpo sofre alteragdes que induzem perda de
fungdes celulares. Um exemplo disso ¢ a redugdo no nimero e comprimento dos feixes
de MTs em neuronios hipocampais de pacientes idosos (Cash e cols., 2003). De forma
interessante, esse comprometimento da estrutura dos MTs ndo ¢ dependente de alteragdes
na proteina tau (Cash e cols., 2003), embora, durante o envelhecimento, ocorram
alteracdes na distribui¢do de proteinas associadas ao MT, como a proteina tau no cortex
frontal de ratos (Niewiadomska & Baksalerska-Pazera, 2003), e alteragdes morfoldgicas e
bioquimicas de neurofilamentos (NF) no nervo cidtico de camundongos (Uchida e cols.,
2004). Vale, ainda, ressaltar, que ja foi demonstrado que ha o acimulo de proteinas ao
longo dos axdnios no envelhecimento, como € o caso da proteina APP que se acumula em
axonios comprometidos de ratos idosos (Kawarabayashi e cols., 1993). Porém, até¢ agora
ndo estd bem esclarecido como estas mudangas que ocorrem no envelhecimento se
relacionam e afetam o transporte axonal.

A perturbacao do transporte neuronal ¢ considerada uma manifestacdo patologica
precoce em multiplas doencas neurodegenerativas, incluindo a doenca de Huntington
(Trushina e cols., 2004), esclerose amiotrofica lateral (Morfini e cols., 2009), e a doenga
de Alzheimer (DA). Em particular, o comprometimento do transporte axonal foi
encontrado em cérebro de pacientes com a DA (Muresan & Muresan, 2009) e em
modelos animais da DA, como, por exemplo, camundongos transgénicos que

sobrexpressam a proteina amildide humana APP (Stokin e cols., 2005; Salehi e cols.,
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2006), ou superexpressam a enzima superoxido dismutase (SOD) (Massaad e cols.,
2010), ou que apresentam mutagdes na presenilina-1 (Lazarov e cols., 2007) ou na
proteina tau (Ishihara e cols., 1999; Zhang e cols., 2004).

Nos ultimos anos, alguns trabalhos demonstraram um efeito toxico dos
mondmeros ou das fibras de AP sobre o transporte axonal em neuronios em cultura
(Hiruma e cols., 2003; Rui e cols., 2006). Além disso, foi observado o comprometimento
do transporte de organelas quando oligomeros de AP foram aplicados no meio
intracelular de axoplasmas de lula gigante (Pigino e cols., 2009). Entretanto, ainda ndo
foi investigado o papel dos oligomeros de A (ABOs), as principais neurotoxinas
responsaveis pela fisiopatologia da DA, sobre o transporte axonal em neurdnios de
mamiferos. Além disso, ainda s3o pouco compreendidos os mecanismos pelos quais

diferentes insultos comprometem o transporte axonal.
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IT) OBJETIVOS

I1.1) Objetivo Geral

Investigar mecanismos de disfungdo sinadptica e comprometimento do transporte axonal

induzidos pelos oligdmeros soluveis do peptideo B-amildide (ABOs).

I1.2) Objetivos Especificos

I1.2.1) Identificar alvos de ligacdo dos ABOS

I1.2.1.1) Padronizar a técnica de knockdown de proteinas em culturas maduras de

neurdnios dissociados de hipocampo de rato (18 DIV), através da infeccdo neuronal com

vetores virais expressando a seqiiéncia “antisense” da subunidade NR1 do NMDAR.

I1.2.1.2) Avaliar a ligacdo de ABOs em neurdnios silenciados NR1-NMDAR com o

intuito de identificar um possivel alvo de ligagao sindptica dos ABOs.
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I1.2.2) Avaliar os efeitos dos ABOs no transporte axonal de organelas em neuronios

hipocampais em cultura.

I1.2.2.1) Investigar os efeitos de ABOs sobre o transporte axonal de vesiculas secretorias

densas (DCVs) e mitocondrias em neurdnios hipocampais em cultura.

11.2.2.2) Caracterizar o mecanismo responsavel pelo comprometimento do transporte

axonal de organelas apds 18h de exposicao aos ABOs.
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IIT1) METODOLOGIA

Descrig¢oes detalhadas dos varios métodos utilizados no desenvolvimento desta
tese encontram-se nos artigos em anexo (VIII). Entretanto, nesta se¢do, serdo descritas,
de forma detalhada, apenas algumas das metodologias empregadas, dentre as quais
aquelas utilizadas nos resultados adicionais (IV.3) e aquelas que ndo eram empregadas no
cotidiano do Laboratdrio de Doengas Neurodegenerativas (LDN) até sua implantagdo

para este trabalho - UFRJ.
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I11.1) Preparacao e caracterizacao de oligomeros do peptideo AP (ABOs)

APi.42 (Bachem Inc., Torrance, CA) foram solubilizados em 1,1,1,3,3,3-
hexafluoro-2-propanol (HFIP; Merck, Darmstadt, DE) gelado e a solugdo limpida e
incolor resultante a 1 mM foi incubada a temperatura ambiente, por 60 min. A solugao foi
entdo colocada em gelo por 5-10 min. e aliquotada, em fluxo laminar, em eppendorfs. Os
eppendorfs foram deixados abertos na capela de fluxo laminar durante 12 horas a
temperatura ambiente para permitir a evaporacao do HFIP. A eliminacdo completa do
HFIP foi realizada por centrifugacdo em SpeedVac por 10 min. As aliquotas contendo
peliculas finas e transparentes de AP foram estocadas a -80 °C para utilizagdo posterior.
As preparacdes de ABOs foram feitas, a partir destes estoques de AP, segundo protocolo
previamente descrito por (Lambert e cols., 1998). A cada preparagdo de ABOs, uma
aliquota AP foi dissolvida em DMSO fresco e anidro (Sigma) de forma a obter solugdo a
5 mM. Esta solugdo foi posteriormente diluida a 100 uM em PBS estéril e incubada a 4
°C por 24 horas. Apds a incubacdo, a preparacdo foi centrifugada a 14.000g por 10 min. a
4 °C para remogao de agregados insoluveis de AB. O sobrenadante da centrifugagao,
contendo ABOs, foi mantido a 4 °C até a sua utilizacdo. Para determinar a concentragdo
de ABOs, nas preparacdes, utilizou-se o método de BCA (Pierce, Rockford, IL).

Como sao metaestaveis, as preparagdes de APOs realizadas semanalmente no
laboratorio sdo rotineiramente analisadas por Western blot e HPLC para avaliar a
composi¢do dos agregados (Figura 9). Para as andlises por Western blot, amostras das

preparacdes foram adicionadas a tampao de amostra contendo tricina e resolvidas por
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eletroforese em gel de gradiente de 4-20% de acrilamida com tampao de corrida
Tris/Tricina/SDS, a 120 V por 80 min. a temperatura ambiente. O material no gel (20
pmol de AB/canaleta) foi transferido para membranas de nitrocelulose Hybond ECL
(Amersham, Piscataway, NJ) a 100 V por 1 h 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-HCI 20 mM contendo 0.1% Tween-20 (TBS-
T) por 1 h & temperatura ambiente. Um anticorpo monoclonal especifico contra ABOs
(NU4), gentilmente doado pelo Dr. William Klein, da Universidade Northwestern
(Evanston, USA), foi diluido a 1pg/mL em BSA 3%/TBS e incubado com as membranas
por 90 min. Apos 3 lavagens de 10 minutos com TBS-T, as membranas foram incubadas
com anticorpo secundario anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase na
dilui¢do de 1:20.000 (em TBS-T) por 1 hora. As membranas foram lavadas 3 vezes por
10 min. com TBS-T e reveladas com o substrato SuperSignal West Femto Maximum

Sensitivity (Pierce, Rockford, IL) diluido 1:1 em 4gua, e expostas em filme KodakK.
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Figura 9. Caracterizacao das preparacoes de ABOs. A) Western blot representativo
das preparagdes de APOs (gentilmente cedido por Fabio F. Oliveira e Theresa R.
Bomfim). O tamanho dos agregados varia de dimeros até oligomeros de ~ 50-100 kDa.
No maior aumento (2 direita), pode-se observar uma imagem de microscopia eletronica
de transmissdo (aumento de 85.000x) obtida pela Dra. Andréa Paula-Lima (Universidad
de Chile), onde ¢ possivel observar a conformagao oligomérica dos agregados de ABOs.
B) Cromatograma representativo de gel-filtragdo dos APOs (gentilmente cedido por
Jordano Brito-Moreira). Através da gel-filtracao ¢ possivel detectar duas populagdes de
agregados. A primeira, formada por oligdmeros de alto peso molecular (50-100 kDa),
elui entre 3,5 — 4 minutos, ¢ a segunda formada por agregados de 2-3 monomeros, que
eluem mais tarde, entre 7,5 — 8 minutos.
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I11.2) Culturas primarias de hipocampo de rato

I11.2.1) Protocolo 1: Cultura primaria de neurdnios hipocampais de rato

Este protocolo foi desenvolvido segundo De Felice e cols. (2007). Embrides de
rato Sprague-Dawley foram obtidos de ratas com 18 dias de gestacdo. Apds decapitagdo
dos embrides, os cérebros foram removidos e transferidos para uma placa de Petri
contendo uma solugio estéril de PBS contendo 2% de glicose a 37 °C. Com o auxilio de
uma lupa, os hipocampos foram dissecados, as meninges foram retiradas e o tecido foi
fracionado com tesoura cirargica estéril. As células foram dissociadas mecanicamente
com pipetas Pasteur de pontas flambadas, e centrifugadas a 1000 g por 4 minutos a
temperatura ambiente. Apds remogdo do sobrenadante, as células foram ressuspendidas
em meio Neurobasal suplementado com 2% de suplemento B27 (Gibco, Grand Island,
NY), 0.5 mM de glutamina (Gibco), 100 Unidades/mL de penicilina/estreptomicina
(Gibco) e 10 pg/mL de anfotericina-B (Cristalia, Itapira, SP). Apds quantificagdo em
cAmara de Neubauer, as células foram plaqueadas na densidade de 500 células/mm? em
100 pL de meio por pogo. O plaqueamento foi feito em placas de 96 pogos previamente
tratadas com solugéo de poli-L-lisina a 10 pg/mL. As culturas foram mantidas a 37 °C,
em estufa contendo 5% CO,/95% ar atmosférico, por periodos de 18-21 dias in vitro

(DIV).
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I11.2.2) Protocolo 2: Co-cultura de hipocampo de rato.

Este protocolo de co-cultura neuronal permite o cultivo de neurdnios hipocampais
em baixa densidade (Kaech & Banker, 2006), o que ¢ um limitante para muitos
protocolos convencionais. O segredo da baixa densidade neuronal ¢ o suporte trofico
fornecido pela monocamada de astrocitos cultivadas na placa de cultura sem contato
direto com os neurdnios. Esta configuracdo de cultura ‘sanduiche’, onde os neurdénios
crescem em um estreito espago entre a laminula e a superficie da placa de cultura (Figura
10A), cria um microambiente onde fatores secretados por neuronios e astrocitos se
concentram e a tensdo de oxigénio ¢ reduzida (Brewer & Cotman, 1989).

Quando utilizado este protocolo, os neurdnios hipocampais se tornam
apropriadamente polarizados, desenvolvem extensas arvores dendriticas e axonais, e
formam conexdes sindpticas numerosas e funcionais (Figura 10B). Neuronios preparados
através desse protocolo sdo utilizados largamente para visualizar a sub-localizagdo de
proteinas endogenas, para avaliar o transporte de proteinas e para estudar os mecanismos
moleculares do desenvolvimento da polaridade neuronal, crescimento dendritico e

formagdo de sinapses.
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Figura 10. Co-cultura neuronal de hipocampo de rato. A) Esquema representativo da
configuragdo de cultura ‘sanduiche’, em que os neurdnios crescem em um estreito espago
entre a laminula e a superficie da placa de cultura contendo a monocamada de astrécitos.
B) Um exemplo representativo de uma cultura com 21 DIV. Através da imagem no
contraste de fase (a2 esquerda), ¢ possivel identificar alguns corpos celulares e seguir o
trajeto de alguns dendritos. Porém, ¢ impossivel identificar o axénio de cada célula. A
expressao de GFP (a direita) permite a visualizagao completa do trajeto dos dendritos e
permite a identificagdo do axonio do neurdnio transfectado, que emerge proximo da base
de um dendrito. As numerosas espinhas dendriticas sdo caracteristicas dos neuronios
piramidais nesse estagio de desenvolvimento. Barra de escala, 25 pm. Adaptado de
Kaech & Banker (2006).
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Este protocolo de cultura (representado de forma esquematica na Figura 11)
envolve a preparagdao de uma suspensao de neuronios hipocampais dissociados,
plaqueados em laminulas de vidro tratadas com poli-L-lisina (Sigma-Aldrich). Apds a
adesdo neuronal, as laminulas foram transferidas para placas de culturas contendo uma
monocamada de astrdcitos. Na pratica, este protocolo foi desenvolvido em trés etapas:

Etapa 1: A monacamada de astrdcitos foi preparada a partir de cortices de ratos
recém-nascidos (P1). As células gliais cresceram, inicialmente em garrafas, em meio
suplementado com soro de cavalo até atingirem 85% de confluéncia, para entdo serem
transferidas para placas de cultura. Aproximadamente 24 horas antes da etapa 3
(preparagdo de neurdnios hipocampais), o meio foi substituido por meio Neurobasal sem
soro suplementado com B27 e Glutamax (Invitrogen, Carlsbad, CA). Nesse periodo, a
confluéncia da monocamada glial deve ser maior que 40% e os astrdcitos ja iniciaram a
secre¢do de fatores troficos, que condicionam e preparam o meio de cultura para os
neurdnios. A qualidade da camada glial é notavelmente importante para o
desenvolvimento ¢ maturacao dos neuronios.

Etapa 2: Esta etapa ¢ essencial para o sucesso da cultura e consiste no tratamento
das laminulas de vidro (de boa qualidade) com &cido nitrico, esterilizacao por calor,
seguido do tratamento com poli-L-lisina. Os pontos de parafina devem ser preparados
com cuidado para ndo desprenderem durante os dias de cultura, pois sdo estes pontos de
parafina que mantém a estreita distdncia entre os neuronios e a camada de células gliais.

Etapa 3: Os neur6nios dissociados foram obtidos de hipocampos de embrides de

ratos com 18 dias de gestacdo, e cultivados em laminulas a uma densidade de 50-100



47

células/mm?. Apds um periodo de 2-3h em meio de plaqueamento para a adesdo dos
neurdnios nas laminulas, essas laminulas foram transferidas de placa e suspensas (com a
ajuda de pontos de parafina) sobre a camada de astrocitos. O meio de cultura ja foi pré-
condicionado com os fatores troficos secretados pelos astrocitos, o que suporta o

desenvolvimento e a viabilidade dos neuronios em baixa densidade.
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Figura 11. Resumo esquematico do protocolo de co-cultura neuronal. Adaptado de
Kaech & Banker (20006).
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I11.3) Silenciamento de receptores NMDA

Os vetores virais utilizados sdo derivados do herpes virus simplex tipo 1 (HSV-1)
e foram construidos segundo Adrover e cols. (2003). Os plasmideos amplicon utilizados
contém a origem de replicacdo de DNA e a seqiiéncia de empacotamento do herpes virus
simplex tipo 1 (HSV-1), com dois transgenes que carregam a seqiiéncia NR1 “antisense”
(-) e a seqliéncia para proteina verde fluorescente GFP (Figura 12). As culturas de
neurdnios hipocampais cultivadas por 18 DIV (segundo protocolo descrito acima) foram
expostas aos vetores virais A,-GFP-NR1 (-) (“antisense”) ou A,-GFP-LacZ (controle de
infecgdo), por 2 horas a 37 °C. Apos infecgdo, o meio contendo os vetores virais foi
removido e substituido por meio condicionado desta mesma cultura. Os ensaios foram
realizados apds 30 horas de silenciamento (tempo de meia vida dos NMDARs). Para
determinar a eficiéncia do silenciamento dos NMDARS, os neurdnios foram
imunomarcados com anticorpo anti-NR1 (Santa Cruz, Temecula, CA; 1:50). Ensaios de
imunocitoquimica foram realizados como descrito em De Felice e cols. (2008) e
informacdes detalhadas estdo descritas no artigo nimero 1 (Receptores NMDAR estao
envolvidos na ligagdo sinaptica de oligdmeros de APB), atualmente submetido para

publicagdo.
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Figura 12. Mapas dos plasmideos amplicon. A representagdo esquemadtica dos
plasmideos amplicon (A) A,-GFP-NR1(-) (“antisense”), e (B) A,-GFP-LacZ (controle de
expressao). A flecha sobre HCMV e prlE4 indica o sentido da transcrigdo, a flecha sobre
os transgenes (NR1 ou LacZ) indica a orientagdo do inicio da leitura. Seqiiéncias do
HSV-1: origem de replicacao (Ori-S) e seqiiéncia de empacotamento (a). Promotores: do
citomegalovirus humano (HCMV) e do HSV-1 IE4 (prlE4). Seqiiéncias de origem
bacteriana: gene de resisténcia a ampicilina (AmpR) e origem de replicagao (ColEl).

Adaptado de Adrover e cols. (2003).
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I11.3.1) Construcao dos vetores virais

Os vetores virais foram preparados no laboratério da Dra. Diana Jerusalinsky, na
Universidade de Buenos Aires (UBA) em Buenos Aires, Argentina, em colaboragdo com
o Dr. Alberto L. Epstein, da Universidade de Lyon, Franca. Para preparacao dos vetores,
foram utilizados plasmideos amplicon com expressdao de EGFP e também do cDNA da
seqiiéncia “antisense” da subnidade NR1 do receptor NMDA (pA-GFP-NR1(-)) ou do
gene LacZ (pA-GFP-LacZ) (Adrover e cols., 2003). Os estoques de vetores foram
preparados usando o virus HSV1 LaLAJ helper, neuroatenuado e nao replicativo, como
descrito em Zaupa e cols. (2003) com poucas altera¢des. De forma breve, células 7b
(Krisky e cols., 1998) foram transfectadas com plasmideos amplicon com Lipofectamina
Plus (Invitrogen, Paisley, UK). Um dia depois, as células foram infectadas com o virus
LaLLAJ com uma multiplicidade de infec¢do de 0.3 (p.f.u., do inglés “plaque forming
unit”) por célula. Quando o efeito citopatico foi maximo, as células foram coletadas por
centrifugacdo, rompidas por trés ciclos de congelamento/descongelamento para liberar as
particulas virais e centrifugadas a 5.000 g por 5 min. para concentrar os restos celulares.
O sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C. As particulas virais (HSV-1 LalLAJ)
foram tituladas em células 7b (Machuca e cols., 1986) e em células Vero. Para titular as
particulas virais, células Gli36 foram infectadas com dilui¢des seriadas de cada vetor
estoque e uma contagem foi feita das células que expressam a proteina EGFP, como
descrito em Zaupa e cols. (2003). Os titulos dos vetores usados nesse estudo foram acima

de 10® particulas/mL.
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I1.4) Avaliaciao do transporte axonal

I11.4.1) Expressao de plasmideos fluorescentes

Para avaliar o transporte axonal, proteinas fluorescentes recombinantes foram
expressas por transfeccdo em neuronios hipocampais de rato (segundo o protocolo de co-
cultura descrito acima) mantidos por 10-13 dias in vitro (DIV). A transfeccao foi
realizada com 6 pL de lipofectamina 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) e 1 ug de DNA
(volume para 4 laminulas independentes) por 2 horas, e a expressao dos constructos foi
realizada por pelo menos 24 horas antes da avalia¢do do transporte (Kwinter e cols.,
2009; Kwinter & Silverman, 2009). Foram analisados dois exemplos de proteinas
carregadas em DCVs, o fator neurotrofico derivado de cérebro (BDNF) e o
neuropeptideo Y (NPY), ambos fatores troficos com implicagdes diretas na DA (Mattson,
2008; Rose e cols., 2009). Além disso, foi utilizado um plasmideo que permite
reconhecer mitocondrias. Informacdes detalhadas estdo no artigo ntimero 2 (“AfP
oligomers disrupt axonal transport via an N-methyl-D-aspartate receptor-dependent
mechanism that is mediated by glycogen synthase quinase 3f in primary cultured
hippocampal neurons”), atualmente no prelo no peridédico The Journal of Neuroscience.

A distin¢do entre dendritos e axonios foi baseada em aspectos morfologicos
identificados ao microscopio, como espessura € comprimento, € a confirmacgao foi
realizada apds a aquisi¢ao dos filmes por imunomarcagao para MAP-2, uma proteina

exclusiva de dendritos (Figura 13).
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Contraste Fase

Figura 13. Identificagdo axonal. Neuronios hipocampais (10-13 DIV) cultivados com
suporte de células gliais, expressam polaridade com clara distin¢do entre dendritos e
axonios.  Painel A, expressio de GFP soluvel para identificagdo do neuronio
transfectado. Painel B, contraste de fase. A taxa de transfeccdo de cultura primaria
neuronal ¢ baixa (~ 10%), o que contribui para a distingdo entre dendritos e axonios e
facilita a avaliacdo de transporte de organelas (* corpo neuronal; flechas ressaltam o
percurso do axonio). Painéis C-E, confirmagdo por imunocitoquimica do axoénio,
utilizando o marcador dendritico MAP-2. Nota-se que a imunomarcagdo de MAP-2 ¢
ausente no axonio. Escala da barra = 100 um (A) e 20 um (C). Adaptado do material
suplementar publicado em Kwinter e cols. (2009).



54

I11.4.2) Aquisicao dos filmes

A aquisicdo dos filmes foi feita em tempo real numa cdmara aquecida a 37 °C, e
200 imagens (frames) foram capturadas ao longo de aproximadamente 50 segundos
(Kwinter e cols., 2009). Um exemplo representativo de como o movimento das vesiculas
¢ visualizado estd na Figura 14A. As imagens foram adquiridas usando um microscopio
de fluorescéncia convencional (DMI 6000 B, Leica Microsystems AG, Wetzlar,
Germany) equipado com uma camera CCD resfriada (Hamamatsu Photonics KK,
Bridgewater, NJ, USA) controlada pelo Software MetaMorph (Universal Imaging,
Downingtown, PA, USA). As células foram mantidas em uma camara fechada com
temperatura controlada a 37 °C (Warner Instruments, Hamden, CT, USA) contendo meio

tamponado (Hanks 1x suplementando com Ca*" e Mg, 0,6% glicose, ¢ 10 mM HEPES).
p p
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I11.4.3) Analise dos dados

As analises quantitativas dos filmes foram realizadas no software MetaMorph
(Molecular Devices, Sunnyvale-CA, USA), pela avaliagdo de kimograficos (do inglés
“kymographs”). Os kimograficos expressam a informagao de cada movimento registrado
durante os filmes (Figura 14B), permitindo que, através do tragado de cada movimento,
sejam calculadas a distancia e velocidade com que cada vesicula ou organela se move. O
fluxo axonal foi definido como o total da distancia percorrida pelas organelas,
normalizado pelo comprimento do axénio analisado e a duragdo de cada filme (Kwinter e
cols., 2009). Todos os valores foram compilados para anélise no Excel e SPSS.
Diferengas significativas entre as diferentes condigdes experimentais utilizadas foram
indicadas pelo teste-T independente com variancias iguais ou desiguais em intervalo de

confianca de 95%.
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Figure 14. Quantificacao do transporte axonal. A) Imagens selecionadas de um filme
representativo de DCVs. Particulas individuais se movem na dire¢do anterograda
(indicada pela seta cor verde) e na regido retrégrada (indicada pela seta cor vermelha). B)
Kimograficos representativos ilustrando o movimento de vesiculas de TPA-mCherry
(fator ativador de plasminogénio tecidual conjugado a um fluordéforo de cor cereja) em
um axonio. As linhas horizontais no kimografico representam os objetos estaciondrios,
enquanto as linhas diagonais representam organelas se movendo pelo axonio de forma
anterograda ou retrograda. A longa seta verde e a vermelha representa as vesiculas
correspondentes do painel (A). Ainda em (B), kimografico a direita, pode-se observar o
efeito de um agente despolarizador dos MTs, nocodazole. Note que hd uma drastica
redu¢ao do numero de organelas que se movem (auséncia de linhas diagonais), o que
corresponde a graves alteragdes no transporte de DCVs. Adaptado de Kwinter &
Silverman (2009).
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II1.5) Avalia¢ao estrutural do citoesqueleto neuronal

I11.5.1) Ensaio bioquimico: fracio solivel e polimerizada de tubulina

Para separacao das fragdes soluvel e polimerizada de tubulina, foi utilizado o
protocolo de (Black e cols., 1996) com pequenas modificagdes. Para extrair a fragdo
constituidas pelas proteinas soltveis, as células foram incubadas por 5 minutos a 37 °C
com o tampao de extragdo PHEM (60 mM PIPES, 25 mM HEPES, 10 mM EGTA, 2 mM
MgCl2, pH 6,9) suplementado com 10 uM de taxol e 0,2% Triton X-100. Este tampao
estabiliza a estrutura do citoesqueleto, mantendo intactas todas as proteinas associadas ao
MT. Apos estes 5 minutos, o tampao foi gentilmente removido e misturado com tampao
de amostra para SDS-PAGE. Para extrair a fragdo polimerizada, um volume equivalente
de tampao de extracdo PHEM foi acrescentado sobre as células, seguido de extragdo por
fric¢do. Esta fracdo também foi misturada com tampao de amostra SDS-PAGE

Volumes equivalentes de cada fragdo (soluvel e polimerizada), determinando o
equilibrio entre estas fragdes, foram analisados por imunoblotting com anticorpo para
tubulina. A analise quantitativa e densitométrica foi realizada utilizando o software Image

J (National Institutes of Health, MD).
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I11.5.2) Ensaio imunocitoquimico: remocao das proteinas soliveis

Este protocolo foi utilizado para a visualizacdo dos feixes de tubulina que
evidenciam a organizacao estrutural dos MTs e para a avaliagdo do gradiente proximo-
distal de fosforilacdo de tau ao longo dos axdnios. A remocao das proteinas soluveis
permite um melhor acesso e visualizagdo da estrutura dos MTs (Kempf e cols., 1996).
Inicialmente, os neurdnios foram lavados com tampao de extragdo [0 mM PIPES/KOH,
pH 6,8, 1 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 30% (v/v) glicerol, e 1 mM GTP]. Em seguida, os
neurdnios foram incubados por 30 segundos com o tampao de extrag¢do acrescido de
0,02% de saponina, e lavados novamente com o tampao de extra¢do. Todas as etapas
foram realizadas a 37 °C, sob gentil agitagdo. A fixagdo foi realizada por 1 hora com 2%
(w/v) de paraformaldeido e 0,1% de glutaraldeido em tampao de extracdo. As células
foram permeabilizadas por 30 minutos com Triton X-100 em PBS e incubadas por 7
minutos com 10 mg/mL de NaBH4 em PBS e por 20 minutos com 0,1 M de glicina em
PBS e, subseqiientemente, bloqueadas por 1 hora com 1% (w/v) de BSA em PBS. As
etapas subseqiientes seguem os protocolos convencionais de imunocitoquimica

(Silverman e cols., 2005).
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IV) RESULTADOS

IV.1) ARTIGO 1: Receptores NMDA sao requeridos para a ligacao sinaptica de
oligomeros de AB (titulo em inglés: “N-methyl-D-aspartate receptors are required for

synaptic targeting of Alzheimer’s toxic A} oligomers™)

A primeira parte do meu projeto de doutorado teve como principal interesse
investigar o envolvimento e a participacao do receptor NMDA (NMDAR) nas disfung¢des
sinapticas induzidas por ABOs. Considerando que os ABOs interferem com a fungdo dos
NMDARSs (Snyder e cols., 2005; De Felice e cols., 2007; Lacor e cols., 2007; Shankar e
cols., 2007), nés formulamos a hipotese de que a presenga dos NMDAR poderia ser

requerida para a ligagao de ABOs nas sinapses.

A principal ferramenta metodologica utilizada foi o silenciamento (knockdown)
dos receptores NMDA através da infeccdo viral utilizando vetores amplicon derivados do
virus Herpes. Estes vetores sdo neurotropicos e expressam a seqiiéncia “antisense” da
subunidade NR1 do NMDAR (descri¢do detalhada em “Metodologia’). Foi estabelecida
uma colabora¢ao com o Laboratdrio de Neuroplasticidade da Universidade de Buenos
Aires, Argentina, coordenado pela Dr. Diana Jerusalinsky, visando o aprendizado da

utilizagdo desses vetores virais em neurdnios hipocampais maduros (Adrover e cols.,

2003; Cheli e cols., 20006).
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Esta técnica de silenciamento permitiu a redu¢do de aproximadamente 90% da
expressao de NMDARSs nos dendritos neuronais e bloqueou a formacao de espécies
reativas de oxigénio (EROs) induzidas por ABOs. Notavelmente, o silenciamento de
NMDARs aboliu a ligacao de ABOs nas sinapses. Esta descoberta levantou a intrigante
possibilidade de que o NMDAR poderia ser o até aqui desconhecido receptor de ABOs.
Para responder esta questao, seria necessario diminuir a expressao do receptor de ABOs
através de uma maneira independente de NMDAR. Com este proposito, nds utilizamos
um achado recente do nosso grupo, de que a estimulagdo com insulina bloqueia a ligacao
dendritica de ABOs por induzir a regulacdo negativa dos receptores de ABOs (De Felice e
cols., 2009). Consistentemente com estes achados, o tratamento de neurdnios
hipocampais com insulina induziu a redug¢do significativa (~ 50%) da ligacdo de ABOs e
preveniu a endocitose de NMDARs induzida por ABOs. Estes dados indicam que os

NMDARSs sdo necessarios, mas nao suficientes para a ligagao de ABOs.

Os resultados obtidos nessa parte do meu projeto de doutorado estdo disponiveis
na forma de um artigo cientifico (vide anexo VIII.1), atualmente submetido para

publicagdo.
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IV.2) ARTIGO 2: Oligomeros de AP comprometem o transporte axonal através de
um mecanismo dependente de receptores NMDA e mediado pela glicogénio sintase
quinase 3 em neurdnios hipocampais em cultura (titulo em inglés: “ AP oligomers
disrupt axonal transport via an N-methyl-D-aspartate receptor-dependent mechanism that

is mediated by glycogen synthase kinase 3f3 in primary cultured hippocampal neurons”

A segunda parte do meu projeto de doutorado foi desenvolvida no laboratério de
Neurociéncias Celulares, da Universidade Simon Fraser, Vancouver-Canada, sob co-
orientagdo do Dr. Michael A. Silverman, durante um doutorado-sanduiche, patrocinado
pela CAPES.

O laboratorio do Dr. Silverman investiga principalmente o controle fisioldgico do
transporte dendritico e axonal de organelas em neurdnios hipocampais em cultura,
utilizando técnicas de imagem em tempo real (time lapse imaging) e expressao de
proteinas fluorescentes (descricdo detalhada em “Metodologia”).

Durante a realizagao do meu projeto, a principal observagao experimental foi o
comprometimento do transporte axonal de vesiculas secretorias densas (DCVs) e
mitocondrias na presenca de ABOs. Este efeito foi prevenido pela inibicdo farmacoldgica
dos NMDARs, evidenciando que o efeito dos ABOs se inicia na membrana celular.

O proximo passo foi investigar o mecanismo pelo qual ABOs compromete o
transporte. Iniciamos a nossa investigacao pela via da proteina GSK-3f, uma das diversas
vias de sinalizagdo celular que sdo afetadas por ABOs (Hoshi e cols., 2003; Ferreira e

cols., 2007) e de particular interesse para nosso projeto, pois esta quinase fosforila
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proteinas reguladoras dos MTs e altera a atividade das proteinas motoras (Morfini e cols.,
2002; Wang & Liu, 2008).

Nos observamos que tanto a inibigdo farmacologica da proteina GSK-3f3, como a
expressao exogena de um dominante negativo dessa proteina quinase previnem o efeito
dos ABOs sobre o transporte axonal, evidenciando fortemente que esta via da sinalizagdo
estd envolvida.

Nesse trabalho também foram investigadas possiveis altera¢des na organizagao
dos feixes de tubulina nos MTs, o equilibrio entre tubulina soluvel e ligada ao MT, e os
niveis totais de proteinas motoras. Foi demonstrado que ABOs ndo afeta a estabilidade
dos MTs nem os niveis de proteinas motoras, indicando que o mecanismo pelo qual
ABOs compromete o transporte axonal ¢ mais sutil que a desintegracdo dos feixes de
MTs, envolvendo, por exemplo, a desregulacao de cascatas de sinalizagao celular.

Os resultados obtidos nessa parte do meu projeto de doutorado estdo disponiveis
na forma de um artigo cientifico (vide anexo VIII.2), atualmente no prelo no periddico

The Journal of Neuroscience.
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IV.3) Resultados adicionais (continuacio do estudo do artigo 2):

ABOs induzem hiperfosforilacido de tau, mas niao desintegracio do MT

De acordo com dados anteriores (De Felice e cols., 2008), observamos um
aumento de 2 vezes na fosforilagao de tau em epitopos relacionados com a DA (Ser396 e
Ser404) em neuronios hipocampais tratados por 4 horas com 0,5 uM ABOs (Fig. 15A).
Notavelmente, entretanto, o tratamento por 4 horas com ABOs ndo induz perturbagdo no
transporte axonal de DCVs (Decker e cols., 2010; Fig. 1B).

Apo6s 18 horas de exposi¢ao a ABOs, foi observado um aumento de 5 vezes na
fosforilagdo de tau (pSer396 e pSerd404) (Fig. 15A). Sao estas justamente as condigdes
experimentais (0,5 uM ABOs, 18 horas de tratamento) que comprometem intensamente o
transporte de organelas (Decker e cols., 2010; Fig. 1B). Este grande aumento na
fosforilagao de tau foi parcialmente prevenido pela pré-incubacao dos neuroénios com
memantina, um medicamento aprovado para o tratamento de pacientes com a DA, e
totalmente prevenido por MK-801, D-APS, inibidor de GSK-3j e cloreto de litio (Fig.
15B), inibidores farmacolégicos que também previnem o efeito deletério sobre o
transporte axonal.

De forma muito interessante, ndo hé diferencga na fosforilacdo de dois epitopos de
tau relacionados com a ligagdo ao MT (pThr231 e pSer262) (Sengupta e cols., 1998),
quando comparamos neurdnios controle e tratados com ABOs por 4 horas ou 18 horas

(Fig. 15A), sugerindo que a associacdo de tau aos MTs nao ¢ afetada por ABOs.
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Figura 15. Fosforilacdo de tau em epitopos relacionados a DA, mas nao em epitopos
de ligacao de tau aos MTs. A) APOs induzem fosforilagio de tau em epitopos
relacionados a DA (pSer396, pSer404). Entretanto, ndo ha alteracdo na fosforilagdo de
epitopos de tau envolvidos na ligagdo aos MTs (Thr231, Ser262). No inset, Western blot
para proteina tau total, mostrando que ndo ha alteragdo em neurdnios tratados com ABOs
por 18 horas. (B) O aumento da fosforilagdo de tau em Ser396 induzido pelo tratamento
por 18h com APOs foi parcialmente prevenido pela pré-incubagdo com memantina
(Mem) e completamente bloqueado por MK-801, D-APS, inibidor VIII de GSK-3 (GSK
inh.) e cloreto de litio (LiCl). Foram analisadas no minimo 24 células por condicdo, a
partir de pelo menos 3 culturas diferentes. * e ** indicam diferengas significativas
(p<0,05 e p<0,005, respectivamente) quando comparado com o veiculo (100%).
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Outro parametro analisado que tem papel importante na fungado e
desenvolvimento dos axonios foi o gradiente fisiologico de fosforilagdo de tau ao longo
dos axdnios (correspondendo a niveis mais elevados nas porc¢des distais dos axonios)
(Mandell & Banker, 1996). Através de uma extracdo com saponina, grande parte das
proteinas soliiveis e de membrana € removida, o que permite a visualizacdo do
citoesqueleto neuronal. Este gradiente pode ser visualizado por imunocitoquimica com
anticorpos que reconhecem formas fosforiladas de tau (pSer396 e pSer404), e sua
quantificagdo foi determinada pela razao entre a imunofluorescéncia da regido distal
versus inicial dos axonios.

Podemos observar na figura 16A que a incubagao por 18 horas com ABOs ndo
altera o gradiente de fosforilacao de tau, o que sugere que o nivel de fosforilagdo da tau
ligada aos MTs esta inalterado. O fato de que, apds a extragdo das proteinas soliveis, ndo
estd mais evidente o aumento na fosforilacdo de tau como haviamos observado na figura
15, sugere que o aumento de fosforilagdo de tau induzido pelo tratamento com ABOs
possivelmente afeta preferencialmente uma forma de tau ndo associada com MTs, e que a
tau anormalmente fosforilada foi removida apos a extracdo dos componentes celulares
soltuveis pela saponina.

Com base nesses dados, ¢ possivel supor que a tau hiperfosforilada observada
apos 4 e 18 horas de exposicdo a APOs esteja em forma soluvel, o que ndo estaria
prejudicando a estrutura dos MTs. Além disso, estes dados corroboram nossos resultados
(Decker e cols., 2010) que evidenciam que a desintegragcdo global dos microtubulos ndo

faz parte do mecanismo pelo qual ABOs compromete o transporte axonal.
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Figura 16. O gradiente espacial de tau hiperfosforilada esta inalterado apos 18h de
tratamento com APOs. Imagens representativas de neuroénios 10 DIV imunomarcados
com anticorpo anti-fosfo-tau epitopo Ser396 (A). Nota-se em que hd aumento da
intensidade de fluorescéncia na regido distal do ax6nio. O mesmo padrio de
imunomarcag¢do foi encontrado com anticorpo anti-fosfo-tau epitopo Ser404 (dados ndo
demonstrados). Para visualizacdo deste gradiente, as proteinas soltiveis e de membrana
foram extraidas, seguida de fixagdo com tampao especifico para estabilizar citoesqueleto,
0 que preserva a organizagdo dos MTs e proteinas associadas. A quantificacdo da
imunofluorescéncia (B) foi realizada medindo multiplas regides axonais: proximal
(regido inicial do axdnio, préximo ao corpo celular, indicada pelas cabecas de seta), e
distal (regido terminal do axdnio, indicado pelas setas), e a razdo (em percentual) foi
determinada através da comparagdo entre a imunomarcacao distal em relacdo a regido
inicial, normalizada pela area. * indicam o corpo celular. Foram analisadas 18 células por
condi¢do, a partir de 3 diferentes culturas. Escala da barra = 100 pm.



67

A hiperfosforilagao de tau como um efeito induzido por ABOs correlaciona-se
temporalmente bem com o comprometimento do transporte axonal; entretanto, nao
sabemos se existe uma ligagao direta entre estes dois fenomenos. Uma conseqiiéncia da
hiperfosforilacao de tau sobre o citoesqueleto neuronal ¢ o desligamento de tau dos
microtibulos (MTs), o que resulta em diminuicdo da estabilidade destes (Johnson &
Stoothoft, 2004; Wang & Liu, 2008). Alguns trabalhos associam a superexpressao de tau
com o comprometimento do transporte axonal por prejudicar o acoplamento das proteinas
motoras (Ebneth e cols., 1998; Trinczek e cols., 1999; Stamer e cols., 2002). Porém, um
estudo recente mostrou que os niveis de transporte axonal in Vivo ndo sao afetados pela
delecao ou sobrexpressao de tau em camundongos (Yuan e cols., 2008).

Considerando as contradi¢gdes que ainda perduram na literatura, na continuagao do
nosso trabalho visaremos clarificar se a hiperfosforilagdo da proteina tau € a causa ou
uma das causas do comprometimento do transporte de organelas induzido por ABOs. A
continuagdo desse trabalho ¢ parte do projeto de doutorado de um aluno do Dr.
Silverman, na Simon Fraser University, onde serdo utilizados camundongos knockout
para proteina tau, com o intuito de elucidar e talvez dissociar o envolvimento da proteina

tau do efeito dos ABOs sobre o transporte axonal.
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IV.4) Resultados adicionais (colaborac¢ao no trabalho de De Felice e cols., 2009)

Durante meu doutorado, eu tive o prazer de participar de um trabalho do nosso
laboratorio intitulado “Protecdo das sinapses contra as toxinas da Doenga de Alzheimer:
sinalizagdo de insulina previne a ligacdo patogénica dos oligdmeros de Abeta” (titulo
original em inglés: “Protection of synapses against Alzheimer's-linked toxins: Insulin
signaling prevents the pathogenic binding of Abeta oligomers”.

Este trabalho teve um impacto consideravel na pesquisa em Alzheimer, pois
demonstrou um mecanismo natural de prote¢do das sinapses contra a toxicidade dos
oligdmeros soluveis de AP (também designados ADDLs). De forma muito interessante, o
pré-tratamento com insulina preveniu completamente os efeitos toxicos de ADDLs sobre
a geragdao de EROs e perda de espinhas dendriticas. Neste trabalho também ¢
caracterizado o mecanismo protetor da insulina (De Felice e cols., 2009).

A minha participacgdo neste trabalho envolveu a realizagdo de experimentos
utilizando a sonda DHE, que detecta os niveis de estresse oxidativo, e a quantificagao da
fluorescéncia obtida utilizando o software Image J. Nesse experimento, foi avaliado o

efeito protetor da insulina contra a geragdo de EROs (Figura 17).
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Figura 17 (Figura 4 do artigo de De Felice e cols., 2009). Insulina bloqueia o dano
oxidativo induzido por ADDLs. (F-H) Imagens representativas da fluorescéncia da
sonda DHE em neur6nios hipocampais tratados com veiculo (F), 1 uM ADDLs (G), ou 1
uM insulina + 1 uM ADDLs (H). (I) Quantificagdo da fluorescéncia de DHE. Asterisco
indica diferenca significativa (*, p<0.007) quando comparado com culturas tratadas com
ADDLs.
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A minha segunda contribuicdo a este estudo foi na quantifica¢@o das espinhas
dendriticas, realizada através da contagem manual dos pontos com maior fluorescéncia de
faloidina (por pm) em segmentos de dendritos. Nesse experimento, foi avaliado o efeito
protetor da insulina contra a perda das espinhas dendriticas (Figura 18).

Estes achados estabelecem um novo conceito segundo o qual a estimulacdo da
sinalizagdo de insulina no cérebro apresenta grande potencial para diminuir ou

interromper a progressao da DA.

Os demais resultados deste artigo (publicado na Proc. Natl. Acad. Sci. USA

106(6):1971-1976) estao disponiveis nos anexos dessa tese (vide anexo VIII.3).
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Figura 18 (Figura 5 do artigo de De Felice e cols., 2009). Insulina protege contra a
perda de sinapses induzida por ADDLs. (A—C) Imagens representativas de neuronios
hipocampais tratados com veiculo (A), 100 nM ADDLs (B) ou 100 nM ADDLs + 1 uM
insulina (C) por 24 h. As espinhas dendriticas foram imunomarcadas com faloidina
(verde). (D-F) Dupla marcacdo em maior aumento de segmentos de dendritos neuronais
tratados com veiculo (D), ADDLs (E), ou ADDLs + insulina (F). As espinhas dendriticas
foram marcadas com faloidina (verde) e ADDLs foram detectados com o anticorpo NU4
(vermelho). (G) Quantificacdo do numero de espinhas dendriticas normalizado pelo
comprimento do dendrito. Asterisco indica diferenca significativa (*, P <0.001) quando
comparado com neurdnios tratados com veiculo.
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IV.5) Resultados adicionais (colaborac¢ao no trabalho de Bomfim e cols., 2010)

Durante meu doutorado ‘sanduiche’ na Simon Fraser University, a aluna Theresa
R. Bomfim, orientada pela Professora Fernanda G. De Felice, visitou o laboratdrio do Dr.
Silverman e tivemos a oportunidade de desenvolver alguns experimentos em
colaboragao.

O trabalho de mestrado da Theresa identifica 0 mecanismo pelo qual oligdmeros
de AP provocam resisténcia a insulina no cérebro e sugere que exendina-4, um
medicamento utilizando no tratamento de resisténcia periférica a insulina no diabetes tipo
I, e o infliximab, um inibidor de TNF-a, podem atuam como novos agentes para
defender os neurdnios contra o dano neuronal na DA.

Ja de volta ao Brasil, eu participei da realizagdo de experimentos do projeto da
Theresa, onde avaliamos a participagdo da via da sinalizagdo da proteina c-Jun N-
terminal quinase (JNK) nos efeitos toxicos dos oligdmeros de AP sobre a sinaliza¢ao por
insulina. Nesta abordagem, foi utilizada a transfec¢do de neurdnios por uma forma
dominante negativa da JNK para bloquear esta via de sinalizagdo, revelando que as
alteragdes nos niveis de IRS pSer636 e pTyr465 induzidas por oligdmeros de AP sdo

dependentes da via da JNK (Figura 19).
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Figura 19 (Figura 2 do manuscrito de Bomfim e cols., 2010). Expressio de uma
forma dominante negativa de JNK (JNK DN) bloqueia efeito de ABOs sobre niveis
de IRS-1. (A) Imagem representativa de dois neurdnios, onde um deles esta expressando
o JNK DK (asterisco). (B) Detalhe mostrando a regiao assinalada por um retangulo
tracejado no painel A. Note que o aumento de pSer696 IRS-1 induzido por ABOs
(segmento de dendrito corado em vermelho) ¢ bloqueado no neurdnio transfectado com a
forma dominante negativa (DK) da JNK conjugada a GFP (segmento de neurito corado
em verde). Quantificacdo dos niveis de IRS-1 pSer696 (C) e pTyr465 (D).



No laboratério do Dr. Silverman, os experimentos realizados investigaram se a
via de sinaliza¢do da JNK também estd envolvida nos déficits de transporte axonal
induzido por ABOs. De forma surpreendente, a inibi¢do farmacologica dessa via,
utilizando o inibidor SP600125, aboliu completamente os efeitos deletérios de ABOs
sobre o transporte de DCVs (Figura 20).

Além disso, insulina e exendina-4 previnem os efeitos toxicos de ABOs sobre o

transporte axonal de DCVs (Figura 21).
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Figura 20 (Figura 3 do manuscrito de Bomfim e cols., 2010): Oligomeros de A
induzem comprometimento do transporte de DCVs via ativacio de JNK.
Kimograficos representativos comparando controle (veiculo), tratamento com oligdmeros
de AB (18 h, 500 nM ABO) e pré-tratamento por 30 min. com 10 uM SP600125, seguido
do tratamento com oligdbmeros. O comprometimento do transporte de DCVs foi
completamente prevenido pelo pré-tratamento com o inibidor da JNK. O grafico
expressa a quantificacdo do transporte axonal de DCVs. AP Scr corresponde a uma
preparacdo de “oligomeros” obtida a partir de um peptideo com a mesma composi¢do de
aminoacidos que o peptideo AP mas sequencia aleatéria (AP “scrambled”). Foram
analisadas um minimo de 15 células por condi¢do a partir de pelo menos 2 culturas
diferentes. # indica diferenca estatistica significativa (p < 0.001) quando comparado com
o veiculo. * indica diferenca estatistica significativa (p < 0.001) quando comparado com
oligdmeros de Ap.
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Figura 21 (Figura 4 do manuscrito de Bomfim e cols., 2010): Exendina-4 e insulina
previnem o comprometimento do transporte de DCVs ou mitocondrias induzido por
oligdbmeros AP. Quantificacdo do transporte axonal de DCVs (K) ou mitocondria (L) em
controle (veiculo), tratamento com oligomeros de AP (18 h, 500 nM APBO), tratamento
com oligomeros de AP “scrambled” (18 h, 500 nM), e pré-tratamento por 30 min. com
300 nM de exendina-4 ou 1 uM de insulina, seguido de tratamento com oligdmeros. O
comprometimento do transporte foi completamente prevenido por exendina-4 e insulina.
Foram analisadas um minimo de 15 células por condicdo a partir de pelo menos 2
culturas diferentes. # indica diferenga estatistica significativa (p < 0.001) quando
comparado com o veiculo. * indica diferenga estatistica significativa (p < 0.001) quando
comparado com oligdmeros de AP.
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Este manuscrito estd atualmente submetido para publicacdo e ¢ intitulado
“Oligdmeros de AP induzem resisténcia a insulina no cérebro por mecanismos comuns ao
diabetes tipo 2: protegdo por exendina-4 e Infliximab" (titulo original em inglés:
“Alzheimer's toxic AP oligomers trigger brain insulin resistance by mechanisms common
to type 2 diabetes: Protection by exendin-4 and infliximab”), de autoria de Theresa R.
Bomfim, Helena Decker, Jordano Brito-Moreira, Hala Kazi, Steven E. Arnold, Michael
A. Silverman, Konrad Talbot, William L. Klein, Sergio T. Ferreira ¢ Fernanda G. De

Felice.
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V) DISCUSSAO

V.1) Oligomeros de AP e o seu receptor especifico

O progresso da ciéncia na area da Doenga de Alzheimer (DA) esté prejudicado
por duas questdes fundamentais que possuem implicagdes diretas sobre a compreensao
dos mecanismos moleculares da patogénese da DA e o desenvolvimento de terapias
eficientes.

A primeira delas compreende identificar e caracterizar a natureza das espécies
toxicas responsaveis pelo comprometimento inicial da memoria e disfun¢io neuronal.
Consideraveis avancos ja foram feitos nesse topico nos ultimos anos e ja ¢ consenso na
comunidade cientifica que os oligdmeros soluveis de AP (ABOs) sdo as principais
neurotoxinas responsaveis pelo ataque as sinapses, induzindo faléncia sinaptica em fases
iniciais desta patologia. Varios trabalhos apontam a detec¢do destas espécies como um
marcador neuropatologico adicional da DA (Klein e cols., 2001; Klein e cols., 2004;
Haass & Selkoe, 2007), pois ja foram detectados niveis aumentados de ABOs no cérebro
e liquido cerebrospinal de pacientes acometidos pela DA, quando comparado com
individuos ndo dementes (McLean e cols., 1999; Gong e cols., 2003; Georganopoulou e
cols., 2005). Este aumento nos niveis das formas oligoméricas parece estar restrito a
regides do cérebro responsaveis pelas fungdes cognitivas, como cortex frontal e

hipocampo, regides comprometidas em pacientes com DA (Lacor e cols., 2004).



79

A segunda questao ainda pouco conhecida ¢ a identidade molecular do receptor a
que os ABOs se ligam. A identificacdo desta(s) molécula(s) ird impulsionar o
desenvolvimento de medicamentos que bloqueiam a ligagao desses oligdmeros nos
neurdnios, o que bloquearia seus efeitos toxicos.

Ainda ndo ¢ totalmente compreendida a base molecular para a especificidade da
ligacao sinaptica dos APBOs. J& foi demonstrado que a ligacao desses oligdmeros aos
neurdnios ¢ diminuida pelo tratamento com tripsina (Lambert e cols., 1998), e que os
APBOs se ligam de forma especifica a terminais sinapticos em neurdnios hipocampais e se
co-localizam com marcadores sindpticos, como a proteina da densidade pds-sinaptica

PSD-95 (Lacor ¢ cols., 2004).

Nos ultimos anos, diferentes candidatos foram propostos como ligantes
especificos de ABOs, como ¢ o caso da proteina prion celular (PrP%) (Lauren e cols.,
2009; Balducci e cols., 2010; Gimbel e cols., 2010), do receptor glutamatérgico do
subtipo AMPA (Zhao e cols., 2010), do receptor de neurotrofina p75 (p75™ %) (Knowles
e cols., 2009), do receptor de produtos de glicagao avangcada (RAGE) (Sturchler e cols.,
2008) e da proteina Frizzled (Magdesian e cols., 2008). Porém, até agora, a identidade do
receptor especifico de ABOs permanece desconhecida, e muitos grupos de pesquisa estao

concentrados em elucidar esta questao.
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V.2) Receptor NMDA: parte do complexo-receptor

O presente trabalho propde um conceito novo segundo o qual o receptor dos
ABOs consiste, na realidade, de um complexo protéico, composto pelo receptor NMDAR
€ por uma ou mais proteinas da superficie neuronal.

Através do silenciamento de NMDARs identificamos que a presenca de
NMDARS nas sinapses ¢ estritamente requerida para a ligacao de ABOs e efeitos toxicos
induzidos pelos oligdmeros. Entretanto, constatamos que os ABOs ndo ligam diretamente
aos NMDARs, pois em uma condi¢do em que ha o bloqueio da ligagao de ABOs (na
presenca de insulina), ndo ocorre diminui¢do dos niveis de NMDARs. Este dado indica
que, embora os NMDARSs sejam requeridos para a ligagdo dos ABOs nas sinapses, sua
presenca nao ¢ suficiente. Estas evidéncias podem ser visualizadas de maneira
esquematica na figura 22.

Podemos concluir que o complexo receptor de ABOs requer uma composi¢ao
especifica para induzir toxicidade, e de um ponto de vista terapéutico, isto sugere que
possivelmente se possa bloquear tanto a organizacao/composi¢cdo do complexo receptor
quanto a sua toxicidade através de um grande niumero de componentes moleculares. A
identificacdo dos alvos moleculares dos ABOs pode esclarecer o complicado mecanismo
de faléncia sinaptica na DA e contribuir para o desenvolvimento de medicamentos

eficazes capazes de recuperar ou até prevenir a progressao da doenga.
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Figura 22: Esquema que mostra o complexo receptor de ABOs nas sinapses. No
painel superior pode-se visualizar a ligagdo de ABOs (agregados de cor vermelha), e a
ativagio de NMDAR, com conseqilente influxo de calcio (Ca*"), gera¢do de espécies
reativas de oxigénio (EROs), desencadeando varios efeitos toxicos, entre eles disfungao
sinaptica. Note que o receptor NMDA (NMDAR, receptor amarelo) faz parte do
complexo receptor de ABOs, ou ¢ requerido para a expressao de superficie ou
organizagdo estrutural, pois sua presenca nas sinapses ¢ necessaria para a ligacdo dos
ABOs. No painel inferior pode-se observar o efeito da insulina (estrela de cor verde)
sobre a ligacdo de ABOs e seus efeitos toxicos. Note que o pré-tratamento com insulina
induz a endocitose de componentes do complexo receptor de ABOs, o que possivelmente
desorganiza o complexo receptor de ABOs de tal forma que a ligacdo dendritica de ABOs
¢ bloqueada.
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V.3) Receptor NMDA: efeito no transporte axonal

Evidéncias recentes indicam que ABOs comprometem a transmissao sinaptica via
desregulagdo da funcdo dos NMDARs (De Felice e cols., 2007; Lacor e cols., 2007). Por
outro lado, como a modulagdo sinaptica e alteragdes no transporte axonal estdo
conectadas (Schlager & Hoogenraad, 2009), perturbagdes da atividade sinaptica podem
ter um efeito direto no transporte e vice-versa.

Um dos achados importantes desse projeto foi a identificagdo e caracteriza¢ao do
efeito dos ABOs sobre o transporte axonal de organelas, vesiculas secretorias densas
(DCVs) e mitocondrias, em neurdnios hipocampais em cultura (Decker e cols., 2010,
Fig.1). Para determinar se a disfungao de NMDARs induzida por ABOs € o
comprometimento do transporte estdo interligados, foi utilizada uma abordagem
farmacoldgica, em que trés diferentes inibidores de NMDAR foram utilizados
independentemente 30 minutos antes do tratamento com ABOs. A memantina, um
medicamento aprovado para o tratamento de pacientes com a DA, e o MK-801, ambos
bloqueadores do canal do receptor NMDA, preveniram parcialmente o efeito dos ABOs
sobre o transporte axonal de DCVs. Por outro lado, o0 D-APS5, um potente antagonista
competitivo do NMDAR, preveniu completamente este efeito (Decker e cols., 2010,
Fig.1). E interessante notar que um trabalho recente do nosso grupo demonstrou que D-

APS5 (mas nao a memantina ou o MK-801) reduz significativamente a ligacao de ABOs
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em neuronios hipocampais (De Felice e cols., 2007), o que provavelmente explica a
completa prevencao do efeito dos ABOs pelo D-AP5 em nosso atual estudo.

A proteina GSK-3f exerce papel fundamental na modulagao de uma variedade de
fungdes celulares como proliferacao e diferenciacao (Frame & Cohen, 2001; Grimes &
Jope, 2001), e estd implicada em varias desordens neurologicas, incluindo a DA,
esquizofrenia e transtorno bipolar (Alvarez e cols., 2002; Bhat e cols., 2004). Varios
trabalhos demonstraram que a GSK-3f ¢ responsavel por fosforilar tanto presenilina-1
quanto a proteina tau (Spittaels e cols., 2000; Kirschenbaum e cols., 2001; Avila e cols.,
2004), e exerce regulacao entre LTD e LTP, as duas formas de plasticidade sinaptica
dependentes de NMDAR (Peineau e cols., 2007; Peineau e cols., 2008).

Na figura 23 pode-se visualizar uma representagdo esquematica do mecanismo
pelo qual GSK-3f regula a plasticidade dependente de NMDAR. A atividade da GSK-
3B determina se a ativagdo do NMDAR induz LTD ou LTP. Durante a LTD, a ativacao
da proteina fosfatase 1 (PP1) leva a defosforilagdo do residuo Ser9 da GSK-3f3 (o que a
torna ativa) favorecendo a ocorréncia de LTD. PP1 também inibe a proteina Akt. Durante
a LTP, a ativagdo dos NMDARs leva a estimulacdo da via da proteina fosfatidilinositol 3
quinase (PI3K)-Akt, com conseqiiente fosforilacdo do residuo Ser9 da GSK-
3B (tornando-a inativa), o que previne a indugdo de LTD. Assim, a proteina GSK-33,
regulada pelas proteinas Akt e PP1, ¢ um determinante critico da direcdo da plasticidade

sindptica dependente de NMDARSs (Peineau e cols., 2007).
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Figura 23. Esquema que mostra a regulacdo da GSK-3 no controle da plasticidade
sinaptica dependente de NMDAR. A atividade da GSK-3f3 determina se a ativagdo do
NMDAR induz ou inibe LTD. Durante a LTD, a ativagao da PP1 leva a defosforilagao do
residuo Ser9 da GSK-3f (o que a torna ativa) favorecendo a ocorréncia de LTD. PP1
também inibe a proteina Akt. Durante a LTP, a ativagdo dos NMDARs leva a
estimulagdo da via da proteina fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K)-Akt, com conseqiiente
fosforilagdao do residuo Ser9 da GSK-3f (tornando-a inativa), o que previne a inducao de
LTD. GSK-3B, proteina quinase da glicogénio sintase 3; PP1, proteina fosfatase 1; P13k,
proteina fosfatidilinositol 3 quinase; LTD, depressdo de longo termo; LTP, potenciagdo
de longo termo. Adaptado de Peineau e cols. (2007).
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Considerando que ja estd bem demonstrado que os ABOs bloqueiam a LTP e
induzem LTD ou inibem sua reversao (Walsh e cols., 2002; Wang e cols., 2002; Shankar
e cols., 2008; Li e cols., 2009), € possivel que a ativacado dos NMDARs pelos ABOs
induza um estimulo na via que ativa LTD, com conseqiiente modulacdo de cascatas de

sinalizacdo que ativam a proteina quinase GSK-3f3.
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V.4) Comprometimento do transporte: vias de sinalizaciao

Alteragdes na atividade de proteinas quinases e fosforilagdo anormal de proteinas
neuronais sao caracteristicas encontradas na DA (Hoshi e cols., 2003; Ferreira e cols.,
2007; Wang e cols., 2007), e algumas dessas quinases anormalmente desreguladas podem
afetar o transporte axonal de organelas (Pigino e cols., 2001; Morfini e cols., 2002;
Pigino e cols., 2003; Morfini e cols., 2009).

Estudos recentes identificaram que algumas proteinas quinases fosforilam de
forma direta e seletiva subunidades das proteinas motoras quinesinas (KIFs). A
conseqiiéncia funcional de cada fosforilagdo ¢ determinada em parte pela principal
funcdo da subunidade alvo. As KIFs, por exemplo, sdo compostas por cadeias leves
(KLCs) e por cadeias pesadas (KHCs) (DeBoer e cols., 2008), e as KLCs exercem um
papel critico na liga¢do das quinesinas as organelas (Stenoien & Brady, 1997).

A fosforilagdo de KLCs por GSK-3 (Morfini e cols., 2002) ou proteina caseina
quinase 2 (CK2) (Morfini e cols., 2001; Pigino e cols., 2009) promove o desacoplamento
de quinesina-1 das organelas, enquanto a fosforilagdo de KHCs por JNK inibe a ligacao
das quinesinas aos MTs (Morfini e cols., 2006; Morfini e cols., 2009). Mecanismo
regulatorio similar € proposto para as dineinas (Susalka & Pfister, 2000; Morfini e cols.,
2007). Estes achados evidenciam um mecanismo molecular para a distribui¢do e entrega
de organelas especificas em determinados compartimentos axonais (Morfini e cols.,

2001). Ilustracdes desses exemplos estdao na figura 24.
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ORGANELA

Figura 24. Esquema que mostra a regulacio da atividade das quinesinas por
fosforilacdo. As quinesinas sao compostas por cadeias pesadas (KHCs, ilustradas em
vermelho) e cadeias leves (KLCs, ilustradas em azul). A fosforilagdo de KLCs por GSK-
36 ¢ CK2 promove o desacoplamento de quinesinas das organelas, enquanto a
fosforizagao de KHCs por JNK inibe sua ligacdo ao MT. Ja foi proposto que as dineinas
também apresentam mecanismo regulatorio similar. MT, microtibulo; KHC, cadeia
pesada da quinesina; KLC, cadeia leve da quinesina; GSK-3f, proteina quinase da
glicogénio sintase 3B, CK2, proteina caseina quinase 2; CK1, proteina caseina quinase 1;
JNK, proteina c-Jun-N-terminal quinase; p38, proteina quinase p38. Adaptado de Morfini
e cols. (2009).
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O transporte axonal de vérias classes de organelas, incluindo mitocondrias,
endossomos, e vesiculas contendo APP, sinaptofisina, sintaxina e receptores tirosina
quinase (Trk), esta inibido em modelos de camundongos transgénicos para a DA (Pigino
e cols., 2003; Lazarov e cols., 2007). De forma interessante, esses animais apresentam
acumulo cerebral de AP, mas ainda ndo se sabe se acumulam especificamente oligdmeros
de AB. Ademais, o mecanismo que eventualmente conecta estas espécies oligoméricas ao
déficit no transporte axonal ainda precisa ser definido.

A perfusdo intracelular de oligdmeros de A inibiu o transporte axonal retrogrado
e anterégrado em axoplasmas isolados de lula gigante (Pigino e cols., 2009). Esta ¢ uma
evidéncia interessante do efeito deletério dos oligdmeros de A sobre o transporte axonal.
Porém, este modelo, mesmo sendo o pioneiro para avaliagdo de transporte axonal,
apresenta algumas limitagdes: consiste de um sistema sem membrana plasmatica (todas
as substancias sao aplicadas no meio intracelular de axonios isolados), a aquisi¢ao dos
filmes ¢ feita por contraste interferencial (DIC), o que ndo permite separar ou rastrear
determinadas populagdes de organelas, e as caracteristicas fisiologicas dos moluscos
estdo muito distantes dos mamiferos (Pigino e cols., 2009).

Outros trabalhos usando A fibrilar apontam o déficit no transporte axonal como
uma alteragao patoldgica da DA. Ja foi demonstrado que AP fibrilar em altas
concentragdes (20 pM) induz alteragdes no transporte de mitocondrias (Rui e cols., 2006)
e de organelas (Hiruma e cols., 2003) em neurdnios hipocampais em cultura.

Os dados obtidos no nosso estudo sdo bastante inovadores, pois demonstramos,

pela primeira vez, o efeito dos ABOs, as neurotoxinas responsaveis pelos danos iniciais
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na DA, sobre o transporte axonal de DCVs e mitocondrias em neurdnios hipocampais de
mamiferos (Decker e cols., 2010).

Buscando a identificagdo do mecanismo pelo qual ABOs comprometem o
transporte axonal e considerando as evidéncias acima citadas, que conectam vias de
sinaliza¢ao com o comprometimento do transporte axonal, nds decidimos investigar se
este efeito ¢ dependente da atividade da GSK-3p. Ja foi demonstrado que os ABOs
induzem ativacao aberrante de muitas quinases, incluindo a GSK-3f (Hoshi e cols., 2003;
De Felice e cols., 2008). Para a fisiopatologia da DA, a GSK-3p ¢ de particular interesse,
pois € encontrada ativa nos emaranhados neurofibrilares (NFTs) em cérebros post morten
de pacientes (Giese, 2009). Além disso, GSK-3f3 pode ser ativada por formas fibrilares de
AP (Rui e cols., 2006). De fato, observamos prevencao do efeito deletério dos ABOs
tanto com a inibi¢do farmacologica, usando dois diferentes inibidores da GSK-3f3, como
em neurdnios transfectados com uma forma dominante negativa da GSK-3f3.

Em nossos resultados, observamos um comprometimento do transporte de forma
bidirecional, sendo mais acentuado na direcdo anterograda, com possiveis conseqiiéncias
na distribui¢do das organelas para as por¢des distais dos axonios, como as sinapses.
Embora ainda ndo tenha sido claramente identificados os subtipos de proteinas motoras
que transportam DCVs em neuronios de mamiferos, nossos dados sugerem que ABOs
comprometem preferencialmente proteinas motoras responsaveis pelo transporte
anterdgrado e a inibigdo farmacologica de GSK-3f preveniu a diminui¢do do transporte
de DCVs em neurdnios hipocampais em cultura para ambas as diregdes. E possivel que a

GSK-3B controle majoritariamente o transporte anterégrado como publicado
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anteriormente (Morfini e cols., 2002); entretanto, muitos estudos defendem um
mecanismo regulatério coordenado, onde a disfun¢do de um tipo de proteinas motoras
compromete o transporte em ambas as dire¢des (Ally e cols., 2009).

Em colaborag¢ao com o trabalho de Theresa R. Bomfim, também foi avaliado se a
via de sinalizacdo da JNK esta envolvida nos déficits de transporte axonal induzido por
ABOs. De forma surpreendente, a inibi¢do farmacologica dessa via, assim como a
expressao exogena de uma forma dominante negativo da enzima, previne os efeitos
deletérios de ABOs sobre o transporte de DCVs.

As perspectivas futuras para esta parte do projeto sdo muito promissoras, pois
existem grandes chances de que a atividade das proteinas motoras esteja reduzida sob
efeito dos ABOs. Os niveis totais das proteinas motoras ndo estdo alterados. Porém, para
responder a estas questdes, existem limitagdes técnicas, pois ainda ndo estao disponiveis

comercialmente anticorpos para as formas fosforiladas das proteinas motoras.
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V.5) Comprometimento do transporte: organizacao estrutural dos MTs

Um marcador central da DA ¢ a fosforilagao de tau, mas seu papel no transporte
axonal ¢ ainda controverso. Existem evidéncias de que o comprometimento do transporte
axonal ¢ uma conseqiiéncia da hiperfosforilagdo de tau (Trinczek e cols., 1999).
Entretanto, um estudo recente demonstra que o transporte axonal in vivo nao ¢ afetado
pela dele¢@o ou sobrexpressdo de tau em camundongos (Yuan e cols., 2008).

Nesse trabalho demonstramos que a exposi¢do de neurdnios por 4 horas a ABOs
induz um aumento de 2 vezes nos niveis de fosforilagao de tau (Resultados adicionais,
Fig. 15), porém nessas condi¢des ndo ha alteragdo no transporte, o que sugere que um
aumento moderado na fosforilagdo de tau ndo apresenta um impacto adverso sobre o
transporte axonal.

Foi observado um aumento mais expressivo da fosforilagdo de tau (~ 5 vezes)
(Resultados adicionais, Fig. 15), temporalmente correlacionado com o comprometimento
do transporte axonal, em exposi¢des mais longas a ABOs (18 horas); entretanto, a tau que
se encontra hiperfosforilada nestas condigdes ndo parece estar firmemente associada com
o citoesqueleto pois foi facilmente removida ap6s extracdo com saponina (Resultados
adicionais, Fig. 16). Fontes de tau ndo associada com MTs incluem aquelas associadas a
actina ou aquelas que estdo sendo transportadas (Fulga e cols., 2007).

A fosforilagao de tau induzida por ABOs em nossos experimentos nao deve levar
a formagdo de NFTs, porque estes agregados sdo dificilmente gerados em cultura

(Rosenmann e cols., 2008) e tais estruturas ndo foram visualizadas através da
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imunomarcagdo com um anticorpo especifico para filamentos helicoidais pareados (PHF-
1) (dados ndo mostrados). Porém, € possivel que a fosforilacao induza alteragdes
conformacionais em tau que possam influenciar negativamente o transporte (Fischer e
cols., 2009). Assim, embora ndo seja possivel excluir um papel para tau, nossos dados
sugerem que a fosforilagdo de epitopos em tau relacionados com DA (pSer396 e
pSer404) ndo € a causa primaria do comprometimento do transporte induzido por ABOs.

Na continuagao desse projeto, o papel de tau sobre o transporte serd investigado
utilizando-se modelos de animais transgénicos, como camundongos knockout para tau.
Em culturas de neurdnios sem tau, sera possivel distinguir se 0 mecanismo pelo qual
APBOs afeta o transporte envolve tau. Além disso, considerando a possibilidade de que tau
possua um papel ativo no efeito de ABOs (Fischer e cols., 2009), poderdo ser
identificados que sitios de fosforilagcdo de tau estdo envolvidos, através da expressao
exogena da proteina.

A desestabilizacdo da rede dos MTs ocorre apds a exposicao a altas concentragdes
(até 10 vezes maiores do que as empregadas no presente estudo) de agregados fibrilares
ou nao fibrilares de A (Blurton-Jones & Laferla, 2006; King e cols., 2006). Entretanto,
em nossos experimentos a estabilidade dos MTs foi mantida apo6s longa exposi¢do aos
APBOs. Estes resultados apoiam a hipdtese de que a desregulacao de cascatas de
sinalizagdo celular mediadas por GSK-3f3 resultam em déficits no transporte axonal. De
forma intrigante, atualmente, GSK-3f ¢ considerada a principal quinase responsavel por
fosforilar a proteina tau (Plattner e cols., 2006; Wang e cols., 2007), o que explica, mais

uma vez, o nosso grande interesse em seu estudo, principalmente buscando a
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compreensdo do mecanismo pelo qual esta quinase atua nos mecanismos de toxicidade
dos ABOs sobre o transporte axonal, e como promissor alvo terapéutico para o tratamento

da DA.

V.6) Comprometimento do transporte: consideracgoes finais

A Figura 25 apresenta um sumario do mecanismo proposto pelo qual ABOs
comprometem o transporte axonal de DCVs. Foi identificado que este efeito deletério ¢
iniciado na membrana plasmatica neuronal, através da ativagdo de NMDARs. Outro
participante deste mecanismo ¢ a proteina quinase GSK-3f3 na sua forma ativa, que por
sua vez pode modular diversos alvos, um dos quais a proteina tau. E importante ressaltar,
entretanto, que apesar da fosforilagao de tau estar bastante aumentada apos exposicao aos
ABOs, ndo obtivemos comprovagao de que o aumento da fosforilagao de tau ¢ uma das
causas primarias do bloqueio do transporte axonal induzido por ABOs.

A atividade das proteinas motoras (em especial das quinesinas) € controlada por
fosforilagdo. A GSK-33 em sua forma ativa reduz a atividade das proteinas motoras, o
que resulta no desacoplamento das mesmas das organelas (Morfini e cols., 2009).
Experimentos adicionais serdo realizados para verificar os niveis de atividade das
proteinas motoras e da GSK-3f, e poderdo fornecer uma explicagdo bastante elegante
para explicar o mecanismo pelo qual ABOs compromete o transporte.

Além disso, serd importante investigar se 0 comprometimento no transporte nao

estad relacionado com modificagdes pos-traducionais da tubulina, como tirosinagdo ou
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acetilagdo. De fato, a fisiologia do transporte axonal ¢ modulada por estas modificagdes
(Fukushima e cols., 2009); por exemplo, a inibi¢do da acetilagdo da tubulina influencia
negativamente a ligacdo e mobilidade da quinesina-1 in vitro (Reed e cols., 2006).
Futuros experimentos serdo necessarios para caracterizar cada etapa do mecanismo pelo

qual ABOs afetam o transporte axonal de organelas.
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Figura 25. Esquema que mostra o sumario dos possiveis mecanismos pelo qual
ABOs comprometem o transporte axonal. O efeito dos ABOs ¢ iniciado na membrana
plasmatica (quadro 1) através da sua ligacdo em um sitio especifico de seu complexo-
receptor (Decker e cols., 2010, manuscrito submetido) que desencadeia a ativacdo de
NMDAR com conseqiiente influxo de célcio. O aumento de célcio intracelular induz
aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs) (De Felice e cols., 2007) com
conseqiiente comprometimento da funcdo sinaptica. O aumento de célcio intracelular
desencadeia também a ativacao das proteinas quinases, como a CaMKII e CK2 (Chung e
cols., 2004) e da proteina fosfatase PP1 que ativa a GSK-3f3 (Peineau e cols., 2007), a
qual estimula a via LTD (Peineau e cols., 2007). Além disso, ABOs possivelmente
induzem aumento de TNFa (por mecanismos ainda ndo conhecidos) que, por sua vez,
ativam seus receptores desencadeando ativacao da via da JNK (Bomfim e cols., 2010,
manuscrito submetido). O quadro 2 indica possiveis mecanismos pelo quais ABOs
comprometem o transporte. A proteina GSK-3 modula diversos alvos, entre eles a
proteina Tau que se encontra anormalmente fosforilada apds tratamento com ABOs
(resultados adicionais, Fig.15). GSK-33, CK2 e JNK modulam a atividade das proteinas
motoras, regulando o acoplamento destas proteinas as organelas ou sua ligacdo aos MTs
(Morfini e cols., 2009). No presente trabalho, foi demonstrado que APOs nao
desestabilizam a organizacdo dos MTs, porém ainda precisa ser investigado se APOs
induzem modifica¢des pds-traducionais na tubulina, alteracdes que controlam a eficiéncia
do transporte.
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V.7) Doenca de Alzheimer e a promessa de tratamentos eficientes

Para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas inovadoras na DA, torna-se
claramente necessario compreender as bases moleculares e celulares desta patologia.
Atualmente, os medicamentos utilizados no tratamento da DA apenas retardam a
progressdo dos sintomas e ndo atacam o(s) agente(s) causador(es).

Uma classe de medicamentos que esta em uso por pacientes em fases iniciais da
DA sdo os anti-colinesterasicos, ou seja, inibidores da atividade da acetilcolinesterase,
principal enzima envolvida na degradag@o da acetilcolina. A acetilcolina ¢ um
neurotransmissor importante nos processos de formagao e consolidacdo da memoria,
dentre outras fun¢des cerebrais (Del Arco & Mora, 2009; Placzek e cols., 2009; Thomsen
e cols., 2010). Estes medicamentos impedem a diminuicao dos niveis de acetilcolina,
resultante da morte de neurdnios no Nucleo Basal de Meynert. Entretanto, ¢ importante
ressaltar que estes inibidores apresentam eficdcia bastante limitada, e, em geral, mesmo
os pacientes que respondem ao tratamento deixam de fazé-lo apds alguns meses de uso
(Mayeux & Sano, 1999). Desta forma, na melhor das hipoteses, os anti-colinesterasicos
produzem um retardo de alguns meses no declinio cognitivo inabaldvel apresentado pelos
pacientes com DA

Abordagens terapéuticas alternativas tém sido propostas envolvendo compostos
com agao antioxidante, como o a-tocoferol (vitamina E) ou o Ginkgo biloba, que visam
reduzir o estresse oxidativo e processos inflamatdrios na neurodegeneragdo da DA. Os

estudos clinicos tém demonstrado que pacientes que recebem este tipo de medicamento



99

apresentam modesto retardo no curso da doenca (Birks & Grimley Evans, 2009;
Weinmann e cols., 2010). Entretanto, tais estudos ainda ndo foram capazes de produzir
resultados que efetivamente demonstrem a¢des modificadoras da doenga por estes
compostos em pacientes com DA.

Além das abordagens terapéuticas descritas acima, o uso de bloqueadores do
receptor NMDA (NMDAR) constitui uma estratégia terapéutica contra o dano
excitotoxico induzido por AB (Mattson, 2003). Muitos estudos experimentais
demonstraram efeitos neuroprotetores de antagonistas seletivos de receptores de
glutamato contra a neurotoxicidade do peptideo AP (Mattson e cols., 1992; Louzada e
cols., 2001; Miguel-Hidalgo e cols., 2002). Neste sentido, o uso de memantina foi
liberado para uso em pacientes com DA (final de 2003 na Europa, e final de 2004 nos
EUA). A memantina ¢ um bloqueador de afinidade moderada de NMDARs, capaz de
permitir sua ativagao fisiologica durante os processos de formagdo de memoria, mas
bloqueia a abertura e ativagao patologica dos canais (Parsons e cols., 1993).

Embora a memantina represente um medicamento promissor no tratamento da
DA, os seus efeitos terap€uticos, até aqui verificados, sio modestos e possiveis efeitos
colaterais deste farmaco ainda estdo sendo avaliados. Ja foi demonstrado que o uso
continuado de antagonistas de receptores de glutamato leva a efeitos colaterais severos,
incluindo quadros de psicose (Rowland e cols., 2005), e, sob certas circunstancias, morte
celular por necrose (Fix e cols., 1993; Ikonomidou e cols., 2000). Desta forma, o uso

clinico continuado de tais antagonistas pode ndo ser conveniente.
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Um achado importante deste trabalho € o efeito dos ABOs no transporte de
organelas em uma fase bastante inicial da DA, precedendo o dano neuronal. Do ponto de
vista biologico, € evidente que este efeito contribua para a neuropatologia da DA em
muitos niveis, devido ao papel crucial do transporte de organelas na fisiologia neuronal.
Por exemplo, uma alteracao encontrada em paciente com a DA ¢ a redugdo de niveis
cerebrais de fatores tréficos, provavelmente como conseqiiéncia da deficiéncia na entrega
de vesiculas contendo BDNF (instrumento de estudo deste trabalho). Portanto, este
mecanismo toxico dos ABOs pode ser a causa de varias alteragdes patologicas presentes
na DA e a identificacdo de medicamentos capazes de prevenir ou reverter este efeito,
como, por exemplo, mecanismos que bloqueiem a via de sinalizacdo da proteina GSK-

3B, podera ser a chave para a cura da Doenga de Alzheimer.
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VI) CONCLUSOES

1. O silenciamento de NMDARs inibe o estresse oxidativo neuronal induzido por ABOs;

2. A ligagao de ABOs ¢ abolida em neuronios silenciados para NMDARSs;

3. A presenca do receptor NMDAR ¢ necessaria, porém nao suficiente, para a ligagao

sinaptica de ABOs;

4. ABOs comprometem o transporte axonal de DCVs e mitocondrias em neurdnios

hipocampais em cultura;

5. Este efeito ¢ iniciado através da ativagdo de NMDAR, e ¢ dependente da via de

sinalizacdo da proteina GSK-3[3;

6. ABOs induzem hiperfosforilagao de tau em epitopos relacionados com DA, porém nao

alteram epitopos de ligagdo nos microtubulos;

7. O mecanismo pelo qual ABOs comprometem o transporte axonal ndo envolve

desintegracao dos microtubulos, degradacao de proteinas motoras ou morte celular.
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Soluble AP  oligomers, known to
accumulate in Alzheimer’s disease (AD)
brains, target excitatory post-synaptic
terminals. This is thought to trigger
synapse deterioration, a mechanism
possibly underlying AD memory loss. A
major unknown is the identity of the
receptor(s) targeted by oligomers.
Because oligomers interfere with N-
methyl-D-aspartate receptor (NMDAR)
function, we hypothesized that NMDARs
might be required for oligomer binding to
synapses. An amplicon vector was used to
knock-down NMDARs in  mature
hippocampal neuronal cultures, yielding
90% reduction in dendritic NMDAR
expression and blocking oligomer-
induced neuronal oxidative stress.
Remarkably, @NMDAR  knock-down
abolished oligomer binding to synapses.
Nevertheless, oligomers do not directly
bind to NMDARs as insulin, shown to
down-regulate oligomer-binding sites, did
not cause NMDAR down-regulation.
Establishing that NMDARs are Kkey
components of the synaptic oligomer
binding complex may illuminate the
development of novel approaches to
prevent synapse failure triggered by Af
oligomers.

N-methyl-D-aspartate receptors
(NMDARs) are critical for synaptic

plasticity mechanisms underlying learning
and memory, such as long-term potentiation
(LTP) (1-3). On the other hand, aberrant
activation of NMDARs has been implicated
in a number of pathological conditions,
including the deleterious neuronal impact of
soluble AP oligomers (4-7). AB oligomers
are neurotoxins that accumulate in the brains
and CSF of Alzheimer’s disease (AD)
patients (8-10), acting as gain-of-function
pathogenic ligands (11) that attack synapses
(12-13) and block LTP (14-16). Recent
studies have shown that binding of AP
oligomers to neurons instigates AD-type tau
hyperphosphorylation (17), changes in
synapse structure and receptor composition
(6, 18) and oxidative stress (7). The attack
on synapses by AP oligomers thus provides
a unifying mechanism linking major features
of AD  neuropathology  with  the
characteristic memory dysfunction in AD
(19-20).

AP oligomers cause deregulation of
NMDAR function, initially disrupting
calcium homeostasis and triggering neuronal
oxidative stress (7, 21), followed by removal
of NMDARSs from dendrites (4-6, 18). These
responses are thought to contribute to
plasticity failure and memory dysfunction in
AD. We recently found that antibodies
against the extracellular domain of the NR1
subunit of NMDARs markedly reduce AP
oligomer binding to neurons (7). This



suggests that AP oligomers bind to synapses
in the close vicinity of NMDARSs, raising the
possibility that NMDARs are necessary
components of or are required for assembly
of the receptor complex that binds
oligomers.

Here, we used herpes virus-derived
amplicon vectors expressing an antisense
sequence for the NRI1 subunit (22-23) to
quantitatively knock-down the expression of
NMDARSs in cultured hippocampal neurons.
Results showed that while control neurons
attacked by AP oligomers exhibit
abnormally elevated ROS levels, this
pathological response was abrogated in
NMDAR knock-down neurons.
Significantly, knock-down of NMDARs
abolished the binding of AP oligomers to
synapses. Insulin prevented oligomer-
induced removal of NMDARs from
neuronal membranes. Because we recently
showed that insulin prevents AP oligomer
binding to neurons by inducing down-
regulation of oligomer binding sites (18),
our current results indicate that NMDARs
themselves are not the molecules to which
oligomers bind but are likely essential
components of an  oligomer-binding
complex. Identifying the molecular targets
of AP oligomers may pave the way for
development of treatments capable of
eliminating oligomer binding to synapses,
effectively halting the progression of AD.

Experimental procedures

Materials. AP, 4, peptide was from
American Peptides (Sunnyvale, California).
Insulin, 1,1,1,3,3,3,-hexafluoro-2-propanol
(HFIP), DMSO and poly-L-lysine were from
Sigma (St. Louis, Missouri). Culture
media/supplements, Alexa-labeled
secondary antibodies, ProLong and DHE
were from Invitrogen (Carlsbad, California).
BCA protein assay kit was from Pierce
(Deerfield, Illinois). Antibody against the
NR1 subunit of NMDARs was from Santa
Cruz Biotechnology (Santa  Cruz,
California).

Neuronal cultures. Primary cultures of
hippocampal neurons from E18 rat embryos
were prepared and maintained in Neurobasal
medium supplemented with B27
(Invitrogen) for 18 days as previously
described (7).

Viral vector construction. Vectors
were prepared using amplicon plasmids
expressing the open reading frame of EGFP
and either the cDNA of NR1 in antisense (-)
orientation (pA-GFP-NR1(-)) or the LacZ
gene (pA-GFP-LacZ) (22). Vector stocks
were prepared using amplicon plasmids
expressing the open reading frame of EGFP
and either the cDNA of NR1 in antisense (—)
orientation (pA-GFP-NRI1(-)) or the LacZ
gene (pA-GFP-LacZ) (24). Vector stocks
were prepared using the non-replicative,
neuroattenuated HSV1 LalLAJ helper virus
as described (24) with slight modifications.
Briefly, 7b cells (25) were transfected with
either amplicon plasmid using
Lipofectamine Plus (Invitrogen, Paisley,
UK). One day later, cells were infected with
the LaLAJ helper virus at a multiplicity of
infection of 0.3 p.f.u. (plaque forming unit)
per cell. When the cytopathic effect was
maximal, cells were collected by
centrifugation, disrupted by three cycles of
freeze/ thawing to release vector particles
and centrifuged at 5,000 g for 5 min to pellet
cell debris. The supernatant was collected
and stored at -80 °C. HSV-1 LaL.AJ helper
virus particles were titrated by plaque assay
on 7b cells (26) and on Vero cells for
identification of potential replication-
competent revertant particles. To titrate
vector particles, Gli36 cells were infected
with serial dilutions of each vector stock and
cells expressing fluorescent EGFP were
scored using a Zeiss Axiophot microscope,
as described (24). Titers of all amplicon
vector stocks used in this study were above
10® particles/ml.

Preparation and characterization of
Ap oligomers. AP oligomers (also known as
ADDLs) were prepared as previously
described (8, 27). Briefly, ABi4 (Bachem
Inc., Torrance, CA) was dissolved in cold
hexafluoro-2-propanol (Merck), incubated at
room temperature for 60 min plus 10 min on



ice and the solution was allowed to
evaporate. The dried films were stored at -80
°C. For oligomer preparation, films were
resuspended to 5 mM AP in anhydrous
DMSO (Sigma), diluted to 100 uM in cold
sterile PBS and incubated at 4 °C for 24
hours. The preparation was centrifuged at
14,000 g for 10 min at 4 °C to remove
insoluble aggregates and the supernatant
containing soluble AP oligomers was
transferred to clean tubes and stored at 4 °C.
Oligomer solutions were used within 24
hours of preparation. Protein concentration
was determined using the BCA Protein
assay (Pierce, Rockford, IL) and bovine
serum albumin as a standard. Routine
characterization of oligomer preparations
was performed by size exclusion
chromatography on a GPC-100 column
(Eprogen, Darien, IL).

Experimental treatments of cultures and
immunocytochemistry. Hippocampal
neurons (18 DIV) were exposed to A-GFP-
NRI1(-) or A-GFP-LacZ (mock) vectors for 2
hours at 37 °C (in a 5% CO, atmosphere).
Vector-containing medium was removed
and cells were incubated for 30 hours at 37
°C in conditioned medium produced by the
same culture. Cultures were immunolabeled
for  NMDAR (anti-NR1; Santa Cruz,
Temecula, CA; 1:50 dilution) to determine
the efficiency of knock-down (relative to
control non-infected or LacZ-infected
cultures). Additional infected cultures were
treated for different times with AP
oligomers or vehicle, as indicated under
“Results”. The insulin results were done in
non-infected neurons and 1 puM of insulin
were added 30 minutes prior AP oligomers
treatment.  Immunocytochemistry =~ was
performed as previously described (17)
using anti-NR1 or monoclonal AP oligomer-
selective NU4 antibody (28) (1:1,000
dilution) and anti-rabbit or anti-mouse Alexa
Fluor 555-conjugated secondary antibody,
respectively (1:1,000 dilution; Molecular
Probes, Eugene, OR). Coverslips were
mounted using Prolong Gold (Molecular
Probes). Cells were imaged on a Nikon
Eclipse TE300 microscope or on a Zeiss
LSM510 META confocal microscope.

Quantitative analysis of
immunofluorescence data was carried out
using NIH Image J (Windows version) as
described (17).

Neuronal oxidative stress. Formation
of reactive oxygen species (ROS) was
measured in  live  neurons  using
dihydroethidium (DHE, Molecular Probes,
Eugene, OR), a fluorescent probe sensitive
to various ROS species, including hydrogen
peroxide, hydroxyl radical, peroxyl radicals
and peroxynitrite. Cultures incubated for 5 h
at 37 °C with 1 uM AP oligomers or vehicle
were loaded with DHE (10 uM) during the
last 40 min of incubation with oligomers.
Cells were rinsed three times with warm
PBS, once with phenol red-free Neurobasal
medium and were immediately imaged on
the Nikon microscope. Analysis of DHE
fluorescence was carried out using Image J
as described (7). Appropriate thresholding
was employed to eliminate background
signal before histogram analysis. In each
experiment, sixteen images were analyzed
per experimental condition to allow
quantitative determination of changes in
neuronal ROS levels. At least three
experiments using independent neuronal
cultures were performed and integrated
fluorescence levels were normalized by the
number of cells in each image.

Data Analysis. Quantitative analysis
of immunofluorescence data was carried out
using NIH Image J (Windows version) as
described (7). Appropriate thresholding was
employed to eliminate background signal
before histogram analysis. Cell bodies were
digitally removed from the images so that
only dendrite immunofluorescence was
analyzed. In each experiment, twenty four
images were analyzed per experimental
condition to allow quantitative
determination of changes in NMDAR or AP
oligomers immunofluorescence levels. At
least three experiments using independent
cultures were performed and results were
normalized by the number of cells in each
image. NR1 or AP immunofluorescence
levels in individual dendrites imaged by
confocal microscopy were determined by



histogram analysis using Image J in 12
individual dendrite segments (20 um each).

RESULTS

NMDAR knock-down in hippocampal
neurons. To investigate the role of
NMDARs in AP  oligomer-induced
synaptotoxicity, we initially aimed to knock-
down NMDARs in mature hippocampal
neurons in culture. Expression of NMDARs
was disrupted by infection with an amplicon
vector expressing an antisense transgene
directed to the constitutive NR1 subunit of
NMDARs. This vector has been previously
shown to cause a major decrease in NR1
protein levels both in primary neurons in
culture and in the hippocampi of adult rats
(22-23). Neuronal cultures (18 DIV) were
infected by either A-GFP-NRI(-) (NRI1
antisense vector) or A-GFP-LacZ (control
vector for mock infection) at a multiplicity
of infection of 5. About 40% of the neurons
were infected (as determined by GFP
expression; supplemental information Figure
S1A) and cell viability was fully preserved
in infected cultures (Figure S1B). Neurons
infected by A-GFP-LacZ (mock infection)
exhibited punctate NR1 dendritic labeling,
indistinguishable from the pattern exhibited
by non-infected control neurons (Figure 1A,
O). By contrast, overall NRI1
immunoreactivity was markedly reduced in
neurons infected by A-GFP-NR1(-) (Figure
1B, J) compared to mock-infected controls.
Image analysis of individual dendrite
segments revealed ~ 90% decrease in
dendritic NMDAR expression in A-GFP-
NR1(-)-infected neurons compared to mock-
infected neurons (Figure 1H, K, I). These
results demonstrate that NMDAR knock-
down was efficiently achieved in our
cultures.

Ap oligomer-induced ROS formation is
blocked in NMDAR knock-down neurons.
AP oligomers have been shown to instigate
excessive neuronal ROS formation through
a mechanism that could be blocked by
NMDAR antagonists (7). In harmony with
those results, AP oligomer-induced ROS

formation was evident in non-infected
neurons and was blocked specifically in
NMDAR knock-down neurons (Figure 2).
This result demonstrates directly, for the
first time, the crucial role of NMDARS in
oligomer-induced ROS formation.

NMDAR knock-down eliminates
synaptic binding of Af oligomers. We have
recently shown that antibodies against the
extracellular N-terminal domain of the NR1
subunit of NMDARs partially (~ 60%)
blocked binding of AP oligomers to neurons
in culture (7). APV, an NMDAR antagonist,
caused a similar reduction in binding,
suggesting that oligomers bind either
directly to NMDARs or to a protein that
interacts closely with NMDARSs at synapses
(7). To determine whether NMDARs are
required for AP oligomer targeting to
neurons, we next investigated oligomer
binding to NMDAR knock-down neurons.
Remarkably, A-GFP-NRI(-)-infected
neurons showed virtually no binding of A
oligomers to their processes (Figure 3B, H,
I). In contrast, both mock-infected and non-
infected neurons exhibited a characteristic
punctate pattern of dendritic AP oligomer
binding (Figure 3A, C), ruling out the
possibility that the reduced binding in
knock-down neurons could be a non-specific
consequence of infection by the amplicon
vector. AP oligomer binding was markedly
reduced in NMDAR knock-down neurons
compared to mock-infected or non-infected
neurons (Figure 3J). Image analysis of
individual dendrite segments revealed ~
90% decrease in oligomer binding to
NMDAR knock-down neurons (Figure 3K),
in excellent agreement with the reduction in
dendritic NR1 immunoreactivity described
above. These results show that oligomer
binding to neurons strictly requires the
presence of NMDARSs at synapses.

NMDARs are necessary but not
sufficient for A oligomer binding. Results
described above raised the possibility that
AP oligomers might bind directly to
NMDARSs at synapses. However, inspection
of hippocampal cultures that were double-
labeled for AP oligomers and for NMDARs



suggested that this is not the case. In accord
with previous reports (e.g., 9), AP oligomers
bound only to a subset of hippocampal
neurons in culture (Fig. 4D). Interestingly,
both oligomer-attacked and non-attacked
neurons exhibited similar levels of surface
NMDAR immunoreactivity (Fig. 4B),
suggesting that additional protein
components (other than NMDARs) are
necessary for assembly of a receptor
complex that binds AP oligomers at
synapses.

To further investigate this issue, we
sought an independent way to down-regulate
oligomer binding without interference with
neuronal NMDAR levels. To this end, we
took advantage of our recent finding that
stimulation of insulin signaling down-
regulates AP oligomer binding sites at the
neuronal surface (18). Treatment of
hippocampal neuronal cultures with insulin
caused a significant (~ 50%) reduction in
dendritic oligomer binding (Fig. 5E). If A
oligomers were indeed binding to
NMDARs, one would expect to find a
parallel decrease in dendritic NMDAR
immunoreactivity in insulin-treated neurons.
In contrast, we found that insulin treatment
not only did not induce down-regulation of
NMDARs, but rather prevented the
internalization of NMDARs induced by A
oligomers (Fig. 5A-D). Thus, in the
presence of insulin A oligomer binding is
markedly reduced despite the fact that
NMDARs remain at the neuronal
membrane. Taken together, these results
indicate that NMDARSs are necessary but not
sufficient for AP oligomer binding to
synapses.

DISCUSSION

Progress in AD research has been
hampered by two fundamental issues with
broad implications for our understanding of
the molecular mechanisms of pathogenesis
and for the rational development of novel
and effective therapeutics. The first problem
comprises the nature of the toxic species
responsible  for the initial —memory

impairment and for neuronal dysfunction in
AD. In this regard, considerable advances
have been made in the past decade with
increased recognition that soluble AP
oligomers are the proximal neurotoxins that
attack synapses and cause synapse failure in
the early phases of pathology. The other
major unknown is the molecular identity of
the molecule(s) that bind AB oligomers with
high specificity at excitatory synapses.
Identification of such AP oligomer-binding
receptor(s) will open the way for
development of drugs that block neuronal
targeting of A} oligomers.

AP oligomers are ligands for post-
synaptic spines and co-localize with PSD-95
(9). The specific binding of AP} oligomers to
synapses is lost upon controlled trypsin
treatment of neurons, suggesting the
involvement of cell-surface proteins (27). A
number of candidate oligomer-binding
proteins have been proposed in the past few
years. For example, a recent study showed
that AP oligomers bind with nanomolar
affinity to cellular prion protein (PrP%) and
that anti-PrP antibodies reduce AB oligomer
binding to neurons and rescue synaptic
plasticity (29). These findings suggest that
PrP® is closely involved in synaptic binding
and mediates synaptotoxicity of AP
oligomers (30). On the other hand, another
study has shown that PrP-expressing and
PrP-knockout mice are equally susceptible
to long-term memory impairment induced
by AP oligomers injected into their brains
(31), indicating that, at least in part, the
deleterious effects of AP oligomers on
plasticity are independent of PrP.

Co-immunoprecipitation and
photoactivated amino acid cross-linking
studies indicated that A} oligomers interact
with complexes containing the GIluR2
subunit of AMPA (a-amino-3-hydroxyl-5-
methyl-4-isoxazole-propionate) receptors, a
conclusion that was corroborated by the
observation that pharmacological removal of
surface AMPA receptors or inhibition of
AMPA receptors with antagonists reduced
AP oligomer binding to neurons (32).



In addition, interaction of AP
oligomers with the extracellular domain of
p75 neurotrophin receptor (p75~ <) has been
reported to mediate AP oligomer-induced
neuritic dystrophy in vitro and in vivo (33).
Other putative receptors involved in
neuronal binding of AP oligomers include
the receptor for advanced glycation end
products (RAGE) (34) and Frizzled (35),
which leads to inhibition of Wnt/B-catenin
signaling.

Until now, however, the identity of
the specific receptor(s) that bind oligomers
at synapses has remained elusive. Current
results establish that presence of NMDARs
is required for oligomer binding to synapses.
We have previously demonstrated that
NMDARs co-immunoprecipitate with AP
oligomers from detergent-extracted
oligomer-treated rat synaptosomal
membranes (7). Consistent with our finding
that an N-terminal anti-NR1 antibody
markedly reduced oligomer binding to
dendrites (7), we now show that oligomer
binding is virtually abolished in dendrites of
NMDAR  knock-down neurons. One
possible explanation for this result would be
that NMDARs are the receptors that bind
AP oligomers at synapses. If that were the
case, one would expect changes in oligomer
binding to parallel changes in NMDAR
levels at the neuronal surface. This is in
contrast with the observation that similar
NMDAR levels are found in both oligomer-
attacked and non-attacked neurons. Further
insight into this issue was obtained by pre-
treatment of neurons with insulin before
addition of AP oligomers. Insulin induced a
marked reduction in dendritic oligomer
binding in the absence of changes in
NMDAR immunoreactivity, i.e., oligomers
failed to bind to dendrites despite the fact
that the surface expression of NMDARs was
unaffected. This result suggests that
NMDARs are either constituents of a multi-
protein receptor complex that binds AP
oligomers (which may include other protein
components such as those mentioned above)
or they are required for the assembly/surface

expression of the AP oligomer-binding
receptor.

Recent studies have shown that AP
oligomers  disrupt neuronal calcium
homeostasis via aberrant activation of
NMDARs (7, 21). NMDARSs have also been
implicated in other neuronal pathologies
induced by oligomers, e.g., tau
hyperphosphorylation (17) and synapse loss
(6). Directly demonstrating the role of
NMDARs in AP oligomer-instigated
neuronal damage, oligomers failed to induce
oxidative stress in NMDAR knock-down
neurons, while non-infected or mock-
infected neurons exhibited robust ROS
response to oligomers. These observations
support the idea that, in addition to their role
in oligomer binding, NMDARs also mediate
aberrant signaling that culminates in
neuronal damage in AD.

NMDAR function is essential for
learning, memory and for the induction of
LTP (36-38). Moreover, specific subunits of
NMDARs, such as NR2B, mediate synaptic
plasticity in vivo (39-40). Thus, new drugs
optimized as blockers of AP oligomer
binding that do not impair physiological
NMDAR function potentially could provide
improved AD therapeutics. In this regard,
we recently showed that antibodies blocking
the N-terminal extracellular domain of
NMDARs  significantly reduced AP
oligomer binding to neurons without
interference with receptor response to
glutamate (7).

In conclusion, the current results
demonstrate that NMDARs play a pivotal
role in the assembly and/or expression of the
receptor that binds AP oligomers at
synapses. This discovery supports the new
concept of a multi-component assembly
mechanism required for stabilizing the toxic
accumulation of AP oligomers at the
synaptic membrane. Whether oligomers
target a pre-assembled receptor complex that
already exists at the membrane or whether
they act as scaffolding molecules to promote
the assembly of such complex remains to the
determined. Whatever the case, a key
concept that derives from this notion is that



clustering of AP oligomer-bound receptors
may be required for toxicity, for example,
for triggering excessive calcium influx and
ROS formation. From a therapeutic point of
view, this suggests that clustering and
toxicity can possibly be blocked by
interfering with a number of the constituent
molecular components of the receptor

complex. Uncovering the synaptic targets of
AP oligomers may provide insight into the
complexity of the mechanisms that underlie
synapse failure in AD and may pave the way
for development of novel and more effective
AD therapeutics.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. NMDAR knock-down in mature hippocampal neurons. Cultured hippocampal
neurons (18 DIV) were exposed to either A-GFP-NR1(-) vector [NR1 knockdown; indicated as
NMDAR(-)] or A-GFP-LacZ vector (infection control; indicated as MOCK) followed by
immunolabeling with anti-NMDAR (NR1 subunit). Panels 4 and C, respectively, show
representative images from mock-infected or non-infected (CTRL) neurons; no differences in
NRI1 expression levels were detected between these conditions. Panel B shows a representative
image from an NMDAR knock-down [NMDAR(-)] neuron showing markedly reduced dendritic
NRI1 expression. Panels D and E: GFP fluorescence images of the same fields as in panels 4 and
B, respectively. Panels F and G: overlays of NR1 immunofluorescence (red) and GFP
fluorescence (green). Panels A and [/ show high-magnification images of dendrite segments
contained in the dotted rectangles indicated in panels F and G. Panels J and K: Quantification of
NRI1 levels based on integration of dendritic immunofluorescence in ~ 120 neurons (J) and in 12
individual (20 um) dendrite segments (K). See also Figure S1. * or # indicate statistically
significant (p < 0.001 or p < 0.0001, respectively) decreases compared to mock-infected neurons.
Scale bar, 10 um.

Fig. 2. ROS formation induced by AP oligomers (ABOs) is blocked in NMDAR knock-
down neurons. Cultured hippocampal neurons (18 DIV) were exposed to either A-GFP-NR1(-)
vector (NMDAR(-)) or A-GFP-LacZ vector (MOCK). After infection, neurons were incubated
for 5 h at 37 °C with 1 uM APBOs or vehicle. They were loaded with DHE (10 uM) during the last
40 min of incubation with oligomers. Panels 4 and B: representative DHE fluorescence images
from mock-infected or NMDAR(-) neurons, respectively, treated with ABOs. Panels D and FE:
GFP fluorescence images of the same fields as in panels 4 and B, respectively. Similar to non-
infected neurons, a prominent increase in ROS production induced by A oligomers is evident in
mock-infected neurons (4 and C, arrowheads). In contrast, very low DHE fluorescence is
observed in NMDAR(-) neurons (B and D, arrowheads). Panel E: Quantification of DHE
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fluorescence (see SI Methods). * Statistically significant (p < 0.001) decrease compared to both
mock-infected and non-infected neurons treated with ABOs. Scale bar, 40 pm.

Fig. 3. Synaptic AP oligomer (ABO) binding is blocked in NMDAR knock-down neurons.
Cultured hippocampal neurons (18 DIV) were exposed to either A-GFP-NRI(-) vector
[NMDARC(-)] or A-GFP-LacZ vector (MOCK). After infection, neurons were treated for 15 min
at 37 °C with 500 nM ABOs or an equivalent volume of vehicle followed by immunolabeling
using NU4 anti-oligomer antibody (28). Panels 4, B and C show representative images from
mock-infected, NMDAR(-) and non-infected (CTRL) neurons, respectively. Panels D and E: GFP
fluorescence images of the same fields as in panels 4 and B, respectively. Nuclear staining
(DAPI) is shown in blue. Arrowheads point to cell bodies that were infected by A-GFP-NR1(-) or
mock vectors. Panels /" and G: overlays of ABO immunofluorescence (red) and GFP fluorescence
(green) in mock-infected or NMDAR(-) neurons, respectively. Panels A and [I: high-
magnification confocal images of dendrite segments from mock-infected or NMDAR(-) neurons,
respectively. Panels J and K: Quantification of APO immunofluorescence based on integration of
dendritic immunofluorescence in ~ 120 neurons (J) and in 12 individual (20 pm) dendrite
segments (K). * or # indicate statistically significant (p < 0.01 and p < 0.001, respectively)
decreases compared to mock-infected neurons. Scale bar, 10 um.

Fig. 4. Surface NMDAR levels are similar in AP oligomer-attacked and non-attacked
neurons. Cultured hippocampal neurons (18 DIV) were treated for 15 min at 37 °C with 500 nM
AP oligomers (APOs) or an equivalent volume of vehicle followed by double immunolabeling
using anti-NMDAR (NR1 subunit) and NU4 anti-oligomer antibody. Note that similar NMDAR
labeling is present in both AP oligomer-attacked and non-attacked (arrowhead) neurons. Scale
bar, 50 pm.

Fig. 5. Insulin blocks AP oligomer (ABO) binding but does not affect surface NMDAR
levels. Cultures were pre-incubated with 1 uM insulin for 30 min and treated for 4 hours at 37 °C
with 400 nM ABOs (or an equivalent volume of vehicle) followed by immunolabeling using anti-
NMDAR (NR1 subunit) or NU4 anti-oligomer antibody. Panels 4, B and C: representative
images of vehicle-treated, APO-treated and (insulin + APO)-treated cells, respectively,
immunolabeled against NMDAR (yellow) and stained with DAPI (blue). Quantification of NR1
(D) or APO immunofluorescence (E) was based on integration of dendritic immunofluorescence
in ~ 90 neurons. Bars represent means + SEM of four independent experiments carried out in
triplicate each. * indicates a statistically significant difference (p < 0.05) compared to vehicle-
treated neurons. # indicates statistically significant difference (p < 0.05) compared to APO-treated
neurons. Scale bar, 10 um.
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SUPPLEMENTAL DATA - Decker et al

Supplemental Figure 1
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Fig. S1. Knockdown efficiency and cell viability. Cultured hippocampal neurons (18 DIV)
were exposed to either A-GFP-NR1(-) vector [NR1 knockdown; indicated as NMDAR(-)] or A-
GFP-LacZ vector (infection control; indicated as MOCK). Panel A shows the quantification of
infected neurons; Panel B shows cell viability evaluated Live/Dead assay. Non-infected cultures
presented 70 % (dashed line) viability at 18 DIV.
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Abstract:

Disruption of axonal transport is a hallmark of several neurodegenerative diseases,
including Alzheimer’s disease (AD). Even though defective transport is considered an
early pathologic event, the mechanisms by which neurodegenerative insults impact
transport are poorly understood. We show that soluble oligomers of the amyloid-f3
peptide (ABOs), increasingly recognized as the proximal neurotoxins in AD pathology,
induce disruption of organelle transport in primary hippocampal neurons in culture. Live
imaging of fluorescent protein-tagged organelles revealed a marked decrease in axonal
trafficking of dense-core vesicles and mitochondria in the presence of 0.5 uM ABOs. N-
methyl-D-aspartate receptor (NMDAR) antagonists, including D-AP5, MK801 and
memantine, prevented the disruption of trafficking, thereby identifying signals for ABO
action at the cell membrane. Significantly, both pharmacological inhibition of glycogen
synthase kinase-3 (GSK-3f) and transfection of neurons with a kinase-dead form of
GSK-3p prevented the transport defect. Finally, we demonstrate by biochemical and
immunocytochemical means that ABOs do not affect microtubule stability, indicating that
disruption of transport involves a more subtle mechanism than microtubule
destabilization, likely the dysregulation of intracellular signaling cascades. Results
demonstrate that ABOs negatively impact axonal transport by a mechanism that is
initiated by NMDARs and mediated by GSK-3f3 and establish a new connection between

toxic AP oligomers and AD pathology.



Introduction

Fast axonal transport (FAT) is crucial for neuronal function and survival. Because
the axon is mostly devoid of biosynthetic machinery, proteins, lipids, and organelles are
transported long distances from the cell body, and trophic factors secreted from axonal
targets are transported retrogradely from the synapse to the cell body. Multiple
neurodegenerative diseases, including Alzheimer’s disease (AD), Huntington’s disease,
and amyotrophic lateral sclerosis display defective FAT as an early pathologic event
(Morfini et al., 2009). In particular, axonal transport defects have been found in AD brain
and in transgenic mouse models of AD (Salehi et al., 2006; Lazarov et al., 2007).

Soluble oligomers of the amyloid- peptide (also known as ABOs or ADDLSs) are
neurotoxins that accumulate in the brains and cerebrospinal fluid of AD patients and AD
mouse models, acting as gain-of-function pathogenic ligands that attack synapses and
block LTP in experimental models (Walsh et al., 2002; Wang et al., 2002; Klein, 2006).
An increasing body of evidence indicates that ABOs, which are distinct from A fibrils
and monomers, are the proximal neurotoxins responsible for synapse failure and the early
manifestations of AD pathology (Klein, 2006; Ferreira et al., 2007). Although A}
monomers and fibrils have been shown to interfere with transport (Hiruma et al., 2003;
Rui et al., 2006) or when oligomeric AP is applied to isolated squid axoplasm (Pigino et
al., 2009), a role of pathogenic APOs in disruption of FAT has not been demonstrated.

APBOs interfere with N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR) function, inducing
abnormal calcium influx and neuronal oxidative stress (De Felice et al., 2007) and

instigate aberrant activation of kinases, including glycogen synthase kinase-3f (GSK-3p3)



(Hoshi et al., 2003; De Felice et al., 2008). Of direct relevance to the present study, GSK-
3P impairs kinesin-1-based transport in squid axoplasm (Morfini et al., 2002).

Here, we demonstrate that ABOs cause severe axonal transport defects in cultured
hippocampal neurons by the direct imaging of actively transporting fluorescently-tagged
organelles, most notably BDNF-containing secretory vesicles. This impact on FAT is
prevented by NMDAR antagonists, including memantine, and by inhibition of GSK-3f
by pharmacological or molecular tools. We also show that the integrity of the
microtubule (MT) network and the protein levels of several microtubule-based motor
proteins are unaffected by ABO exposure. Results establish that ABOs instigate transport
defects in mammalian neurons through a GSK-3B-dependent mechanism that is

independent of overt deleterious effects on the MT network.

Results
Disruption of organelle trafficking by soluble Af oligomers (ABOs)

To determine whether ABOs have an impact on fast axonal transport,
hippocampal neuronal cultures expressing BDNF-mRFP, a dense core vesicle (DCV)
cargo, or mitochondrially-targeted-YFP were live imaged 4 or 18 h after treatment with
0.5 uM ABOs. Representative kymographs of DCVs (Fig. 1A) and movies of DCV or
mitochondria transport (Fig. S1A, B) readily demonstrate differences between organelle
flux in control and ABO-treated neurons. Axonal fluxes of both DCVs (Fig. 1B) and
mitochondria (Fig. S2) were dramatically decreased (by ~76% and ~74%, respectively)
after 18 h (but not after 4 h) of exposure to ABOs. Interestingly, ABOs inhibited

bidirectional organelle flux with a greater effect on anterograde DCV transport (Fig. S2).



Additionally, we found significant reductions in average run-lengths of both DCVs and
mitochondria (by ~39% and ~56%, respectively) and in average velocity of DCVs (~
21%) (Fig. S2). Importantly, and in line with previous reports (Deshpande et al., 2006;
De Felice et al., 2007), during the time frame of our experiments ABOs had no effect on
cell viability assessed using propidium iodide staining (data not shown). In addition,
cellular morphology after 18 h exposure to ABOs was normal compared to controls; the
axonal plasma membrane was intact, without any blebbing (Fig. S3A), and the Golgi
apparatus, a key component of the secretory pathway, exhibited normal stacked
appearance in perinuclear and dendritic compartments (Fig. S3B). These observations
indicate that the effect of ABOs on axonal transport did not result from gross changes in

cell morphology and viability.

Disruption of DCV transport is prevented by blocking NMDARs

Pre-treatment of neurons for 30 minutes with D-AP5 (35 uM), a competitive
NMDAR antagonist, completely prevented the transport defect induced by ABOs (Fig.
1B, Fig. S2). To further investigate the role of NMDARs, the high affinity channel
blocker MK-801 (10 pM) and a moderate affinity blocker, memantine (10 uM), were
used. Both compounds prevented transport defects induced by ABOs, albeit to a lower
extent than D-APS5 (Fig. 1B, Fig. S2). Interestingly, D-APS, but not MK-801 and
memantine, blocks ABO binding to neurons (De Felice et al., 2007). Results thus suggest
that aberrant activation of NMDARSs by ABOs plays a central role in initiating the

disruption of FAT.



Involvement of GSK-3p signaling

Several kinases are activated by ABOs, including GSK-3f (Hoshi et al., 2003;
Ferreira et al., 2007). To explore whether GSK-3f plays a role in ABO-induced inhibition
of FAT in primary neurons, cultures expressing BDNF-mRFP were pre-treated for 30
minutes with GSK-3p inhibitor VIII (100 nM or 5 uM). GSK-3f inhibitor VIII
completely prevented the transport defect induced by ABOs (Fig. 1B, F ig. S2) and LiCl
(2 mM), another GSK-3f inhibitor, yielded partial protection (Fig. 1B, Fig. S2).
Significantly, transfection of an inactive, kinase-dead form of GSK-3f3 (K85A) (Seo et
al., 2008) fully blocked the transport defect in ABO-treated neurons (Fig. 2B, C).
Conversely, transfection with a constitutively active form of GSK-3 (S9A), significantly
inhibited DCV transport even in the absence of ABOs (Fig. 2B, C). These data provide

strong support for a role of GSK-3f in the deleterious impact of ABOs on FAT.

ABOs do not induce MT destabilization

ABOs induce an increase in tau phosphorylation (De Felice et al., 2008), a
modification that may alter cytoskeletal dynamics in neurons. Although a possible role of
tau hyperphosphorylation in the disruption of FAT remains to be fully investigated, we
have examined whether changes in the microtubule network might be a cause of the
transport defect. To this end, MT stability was assessed through biochemical and
immunocytochemical means. We found the equilibrium between polymerized and
unpolymerized tubulin was unchanged in ABO-treated cells compared with controls (Fig.
3A). As a positive control for MT depolymerization, cells were treated with nocodazole,

and the amount of soluble tubulin increased significantly (Fig. 3A). To further assess the



integrity of the MT network, we evaluated the presence of bundled MT arrays using
semi-quantitative immunocytochemistry. MT appearance between control and ABO-
treated neurons (Fig. 3A) was indistinguishable (n=25 cells for both conditions).

Because degradation of synaptic proteins (e.g. PSD-95) results from ABO
exposure (Roselli et al., 2005), we asked whether the ABO-induced transport defect might
be explained by degradation of elements of the transport apparatus. To answer this
question, we measured protein levels of the motor protein dynein, the primary motor for
retrograde transport, and of the anterograde kinesins, KIF1A, KIF5A, and KIF5C, motors
implicated in the transport of DCVs and/or mitochondria (Hirokawa and Noda, 2008;
Park et al., 2008), as well as total tubulin levels. Treatment with ABOs for 18 h did not
modify the total levels of tubulin or any of the motor proteins investigated, eliminating
the possibility that axonal transport defects could be caused by protein degradation (Fig.
4B). Taken together, these data indicate that the mechanism by which ABOs disrupt
transport is not related to MT destabilization or changes in protein levels directly required

for organelle transport.

Discussion

APOs are central to the pathology of AD and lead to neuronal dysfunction,
including dysregulation of NMDARSs and blockade of LTP (Lambert et al., 1998; Wang
et al., 2002; De Felice et al., 2007). The present study demonstrates that ABOs instigate
disruption of axonal transport via a mechanism initiated by NMDARs and mediated by

GSK-3f. Notably, we demonstrate that ABOs do not alter cytoskeletal integrity,



indicating that dysregulation of intracellular signaling cascades, not disintegration of
microtubules, may negatively impact FAT.

Recent evidence indicates that ABOs compromise synaptic transmission via
dysregulation of NMDAR function (De Felice et al., 2007). Notably, synaptic modulation
and changes in transport are linked (Schlager and Hoogenraad, 2009), and thus perturbing
synaptic activity might have a direct effect on transport. Although the mechanism of
action of ABOs at the plasma membrane is not known specifically, it has been shown that
ABOs modulate NMDA and insulin receptors (De Felice et al., 2007, 2009). To
determine whether ABO-induced NMDAR dysfunction and transport impairment were
mechanistically coupled, hippocampal neurons were treated with two NMDAR channel
blockers and a competitive antagonist prior to ABO treatment. D-APS, a strong
antagonist, completely prevented the disruption of transport induced by ABOs.
Interestingly, previous work from our group demonstrated that D-APS5 (but not
memantine or MK-801) significantly reduced ABO binding to hippocampal neurons (De
Felice et al., 2007), likely explaining the prevention of transport defects in the current
experiments. Understanding the exact role of NMDARs on disruption of FAT will
require further investigation; however, one possibility is that ABOs produce LTD-like
stimuli via NMDARs by modulating signaling cascades that activate GSK-3f3 (Peineau et
al., 2007), which in turn has deleterious effects on transport.

Alterations in intracellular calcium are another element coupling synaptic
modulation via NMDARs and changes in transport. For example, Ca®" is a regulator of
mitochondrial transport via the Ca>" responsive signaling protein Miro (Wang and

Schwarz, 2009), and increases in cytosolic Ca®* via synaptic activity lead to decreased



mitochondrial transport. Conversely, transport of AMPA receptors and of recycling
endosomes is dependent on increased neuronal Ca>" levels (Wang et al., 2008). The role
of Ca*" on DCV transport has been investigated in Drosophila motor neurons, where a
transient increase is required for the capture of transiting vesicles (Wong et al., 2009).
However, the role of Ca*" in long-range microtubule transport in neurons is not fully
understood. For example, axonal transport in isolated squid axoplasm is unaffected by
changes in Ca”" levels (Brady et al., 1984). Although we cannot rule out a role for Ca®
influx via NMDARs affecting DCV transport, the fact that Ca" alterations are not
synchronous with the observed changes in transport suggests that they are not likely to
play a significant role. In fact, the timeframe of intraneuronal Ca** changes induced by
APOs is on the order of seconds to minutes (De Felice et al., 2007) whereas ABO-
induced transport defects take several hours (> 4 h) to develop. Additionally, several
forms of delayed calcium-triggered events described thus far, such as glutamate-induced
excitotoxicity and delayed cytoplasmic Ca®" deregulation, lead to neuronal death in less
than two hours (Szydlowska and Tymianski, 2010), whereas our results demonstrate that
neurons are not severely compromised for up to 18 hours in the presence of 0.5 uM
APBOs. Finally, neuronal death is not induced by ABOs for up to five days at
concentrations more than twice those used in the present study (Deshpande et al., 2006).
Thus, it seems unlikely that Ca*" deregulation induced by aberrant NMDAR activation is
a primary cause for the disruption of transport.

Another pathology induced by ABOs is excessive generation of ROS (De Felice et
al., 2007). Although ROS are thought to cause transport defects in neurodegenerative

disorders (Morfini et al., 2009), a salient role for ROS in the present study is not



supported by the finding that N-acetyl-cysteine, a potent cell-permeant antioxidant, had
no protective effect against ABO-induced inhibition of transport under our experimental
conditions (data not shown).

Dysregulation of signaling cascades that modulate FAT could be a contributing
factor in AD (Morfini et al., 2009). GSK-3f is of particular interest, as it can be activated
by fibrillar forms of AP, and active GSK-3f is found in neurofibrillary tangles (NFTs) in
post-mortem AD brains (Giese, 2009). GSK-3f activation by fibrillar Ap has been
implicated in disruption of mitochondrial transport in primary neurons (Rui et al., 2006).
In addition, in squid axoplasm activated GSK-3f selectively disrupts anterograde
transport of organelles by uncoupling kinesin-I from its cargo (Morfini et al., 2002). Our
results demonstrate that bidirectional transport in hippocampal neurons is disrupted by
APBOs. The impairment is higher for anterograde transport, with possible consequences in
the distribution of organelles to distal portions of the cell, e.g. synapses. Although the
motor for DCV transport has not been clearly identified in mammalian neurons, it
appears likely that ABOs preferentially disrupt a plus-end motor, possibly KIF1A (Park et
al., 2008). Whether KIF1A is regulated by GSK-3f is yet to be determined. Interestingly,
inhibition of bidirectional transport was prevented in cells treated with GSK-38
inhibitors. It is possible that GSK-3f largely governs anterograde transport (Morfini et
al., 2002); however, several recent studies have uncovered regulatory mechanisms that
are coordinated through opposing motors, whereby disrupting the action of one motor
disrupts bidirectional transport (Ally et al., 2009). Our results suggest that GSK-3f is a
central regulator of DCV trafficking and that this kinase may phosphorylate components

of the transport complex directly or indirectly.



APBOs are known to induce hyperphosphorylation of tau (De Felice et al., 2008);
however, it is unclear how this modification of tau influences transport. Destabilization
of microtubules results from exposure to high concentrations (up to 10-fold compared to
this study) of both fibrillar and non-fibrillar AB aggregates (Blurton-Jones and Laferla,
2006; King et al., 2006); however, no change in microtubule stability was observed in our
experiments using 0.5 uM ABOs. These results further support the notion that
dysregulation of signaling cascades mediated by GSK-3f result in FAT defects.

One outstanding question is how the binding of ABOs, thought to localize
predominantly to dendritic synaptic sites (Klein, 2006), leads to an axonal transport
deficit. We have observed a reduction in dendritic transport of DCVs in the presence of
APBOs (unpublished observations); however, we have yet to distinguish the temporal
sequences of these events, i.e., to determine whether dendritic transport deficits precede
axonal deficits. Nevertheless, the molecular constituents involved in regulation of
transport, for example GSK-3, are present in both axonal and dendritic compartments
(Peineau et al., 2008). It is also possible that GSK-3f is activated in dendrites and then
either diffuses or is actively transported into the axon. Finally, we propose that ABO-
induced transport defects are a temporally intermediate insult faced by AD neurons, as
has been suggested more generally for axonopathies (Morfini et al., 2009). Upon ABO
binding to neurons, events such as aberrant calcium influx and generation of ROS are
immediate effects; on the other hand, the generation of NFTs and the resulting
neurodegeneration are longer-term effects. Transport defects likely contribute to
neuropathophysiology on many levels due to the centrality of transport to neuronal

function.



Material and Methods

Plasmids. pf-actin-BDNF-mRFP was received from G. Banker (OHSU, Oregon, USA).
Mitochondrially-targeted YFP was received from G. Rintoul (SFU, BC, Canada).
pcDNA3 HA-GSK3p S9A pcDNA3, HA-GSK3p K85A (Addgene, Cambridge).

Information about additional antibodies and reagents are in supplemental data.

Hippocampal cell cultures and expression of transgenes. Primary neurons were
prepared as described (Kaech and Banker, 2006), and cultured in Neurobasal/B27
medium with antioxidants. 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.

AP oligomers preparation. Soluble A} oligomers (ADDLs) were prepared by the
method of (De Felice et al., 2007). 0.5 uM ABOs were added to cultures at the

appropriate times (4 or 18 hours; see “Results”) before imaging.

Imaging. Cells were imaged live using a wide-field fluorescent microscope (DMI 6000
B, Leica, Wetzlar, Germany) as described (Kwinter et al., 2009). Axons and dendrites
were initially distinguished based on morphology and confirmed retrospectively by
antibody staining against MAP-2, a dendritic cytoskeletal protein. Quantification of

binding of ABOs was done in 9-12 DIV neurons (Fig. S4).



Biochemical quantification of tubulin. Neurons were treated for 18 h with 0.5 pM
APBOs. Cells were extracted with MT-stabilizing buffer I as described (Black et al., 1996).
Equal volumes of triton-soluble and -insoluble fractions were then analyzed by
immunoblotting with anti—a-tubulin. Information about immunobloting is in

supplemental data.

Immunocytochemistry. Cells were fixed and stained as previously described (Kwinter
et al., 2009). For saponin extractions, cells were washed with MT-stabilizing buffer I1

(Kempf et al., 1996).

Movies and quantitative analyses. Videos were processed using MetaMorph (Universal
Imaging, Downingtown, PA) as described (Kwinter et al., 2009). Quantitative analysis of
the p-tau spatial-gradient was performed using MetaMorph, comparing the ratio of
fluorescent signals between the initial and distal portions of the axon. Quantitative

analysis of immunofluorescence data was carried out using Image J (De Felice et al.,

2008).
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Figure Legends

Fig. 1. APOs block organelle flux in hippocampal neurons. (A) Representative
kymographs comparing axonal DCV transport in control (vehicle) and APO-treated
neurons (18 h, 0.5 uM APOs). Organelle flux is markedly reduced in the presence of
ABOs (right kymograph). (B) Effects of ABOs and other treatments on DCV flux.
Disruption of transport can be partially prevented by memantine (Mem), MK-801,
lithium, while full protection was obtained with D-AP5 and GSK-3f inhibitor VIII (GSK
inh.). A minimum of 15 cells from at least 2 different cultures were analyzed per
condition; ** p<0.0001 relative to vehicle-treated cultures, * p ranging from 0.007 to
0.05 relative to vehicle-treated cultures in different experimental conditions. # p ranging
from 0.0001 to 0.01 relative to APO-treated cultures in different experimental conditions.
+ p<0.05 comparing Mem+ABOs and D-AP5+ABOs;, ++ p< 0.005 comparing ABOs +
LiCl and ABOs+GSK inh. (5uM). The first 4 bars are not significantly different between

them (p>0.05). Complete statistic evaluation is presented in Fig. S2.

Fig. 2. Expression of kinase-dead GSK-3f (GSK-3p KD) (K85A) prevents ABO-induced
transport defects. (A) Expression of BDNF-RFP and HA-tagged GSK-3 KD in the same
neuron; star indicates cell body, arrows indicate the axon. (B) Expression of GSK-3 KD
in neurons prevents APO-induced transport defect. Conversely, expression of
constitutively kinase-active GSK-3B (GSK-3 KA) (S9A) in the absence of APOs
disrupts 50% of DCV transport. Cells were fixed post-imaging and stained with anti-HA
to confirm the presence of GSK-3B (K85A or S9A). (C) Summary of transport data.

Vehicle/GSK-3B KD n=12 kymographs (12 cells, 1930 vesicles); ABO/GSK-3 KD n=19



kymographs (19 cells, 3468 vesicles); GSK-3 KA n=13 kymographs (13 cells, 1320
vesicles). * (p<0.05); ** (p<0.0001) indicate a statistically significant difference
compared to vehicle KD; © (p<0.05) ™ (p<0.0001) indicates a statistically significant

difference compared to ABO KD; Scale bar = 25 um.

Fig. 3. Neuronal cytoskeleton integrity is unaffected by APO treatment. (A) Top panel -
immunoblots of tubulin from neurons extracted in MT buffer I. The ratio of soluble (S) to
polymerized (P) tubulin in vehicle- and ABO-treated cells is unchanged. Bottom panels:
Representative images of tubulin immunocytochemistry in neurons fixed in MT buffer II.
(B) Motor proteins implicated in the transport of DCVs and/or mitochondria display
similar levels between control and APO-treated neurons. For immunocytochemistry, a
minimum of 24 cells per condition from at least 3 different cultures were analyzed; for
immunoblots, extracts from three different cultures were analyzed. * and ** indicate
statistically significant differences (p<0.05 and p<0.005, respectively) from vehicle-

treated neurons (100%). Scale bars = 25 pum.
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Supplemental Material

Antibodies and reagents. Mouse monoclonal antibody against dynein IC 74 KD was
received from Kevin Pfister (University of Virginia, Charlottesville). Rabbit polyclonal
KIF1A, KIF5A and KIF5C antibodies were received from Lawrence S. B. Goldstein
(University of California at San Diego). Rabbit polyclonal ABO antibody was prepared in
the Laboratory of Neurodenegerative Diseases, Federal University of Rio de Janeiro,
Brazil. Mouse monoclonal antibody against Golgi matrix protein of 130 kDa (cis-Golgi
marker GM130) was from BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ). Rabbit polyclonal or
mouse monoclonal MAP-2 antibodies were from Chemicon (Billerica, MA). Mouse
monoclonal tubulin (DM1A clone), lithium chloride (LiCl), Memantine (Mem), N-acetyl-
cysteine (NAC), nocodazole, ((+)-5-methyl-10,11- dihydro-5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-
5,10-imine maleate (MK-801) were from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Propidium
iodide was from Bioshop (Burlington, ON). D(-)-2-amino-5-phosphonopentanoic acid
(D-AP5) was from Precision Biochemical (Vancouver, Canada). GSK-3f inhibitor VIII

was from Calbiochem (Darmstadt, Germany).

Immunobloting. 12 DIV neurons exposed to 0.5 uM ABOs for 18 h were lysed in RIPA
buffer with a cocktail of protease inhibitors (Roche, Nutley, NJ). Samples were resolved
on a 10% SDS—polyacrylamide gel followed by transfer to PVDF membranes.
Membranes were probed using dynein IC 74 KD, KIF1A, KIF5C, KIF5A or tubulin
antibodies. Immunoreactive bands were visualized using peroxidase-conjugated

secondary antibody (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA).



Densitometric scanning and quantitative analysis were carried out using Image J software

(National Institutes of Health, MD).

Fig. S1. (A) Live imaging showing dense-core vesicle transport in control versus ABO-
treated (18h, 0.5 uM) neurons. Note the significant difference between BDNF-mRFP
vesicle flux in controls compared to APO-treated neurons. (B) Time-lapse imaging of
mitochondria transport in control versus ABO-treated (18h, 0.5 pM) neurons. Note the
significant difference between mitochondria flux in controls compared to ABO-treated

neurons.

Fig. S2. Hippocampal cultures expressing the dense-core vesicle (DCV) cargo, BDNF-
mRFP or mitochondrially-targeted-YFP were imaged 18 hours after treatment with 0.5
uM ABO. Transport parameters (organelle flux, velocity, run length) of DCVs and
mitochondria were extracted from quantitative analysis of kymograph traces as described

in “Methods”.

Fig. S3. Cell morphology is not altered by APO treatment. (A) Representative segments
of live-imaged axons transfected with eGFP. Note that cellular morphology after 18 h
exposure to APOs was normal compared to controls. (B) Representative images of
vehicle- and APO-treated cells stained with Golgi and MAP-2 antibodies. Golgi
apparatus distribution and organization was preserved after 18h of ABOs treatment.

Cytoskeletal and Golgi structures are unaffected by APO treatment. Scale bars = 15 um

(A), 10 um (B).



Fig. S4. Dendritic binding of ABOs in 9-12 DIV hippocampal neurons. (A)
Representative image of a 12 DIV cultured hippocampal neuron treated with 0.5 uM
ABOs (18 h) followed by immunolabeling under non-permeabilizing conditions using
anti-ABO antibody. (B) Overlay of ABO immunofluorescence (green), MAP-2 (a
dendrite-specific marker, red) and nuclear staining (DAPI, blue). (C) Quantification of
the percentage of neurons immunostained with ABOs antibody in hippocampal cultures
as a function of age in culture (days in vitro, DIV). A minimum of 60 neurons per

condition from 3 different cultures were analyzed. Scale bar = 20 pum.



Supplemental Figure 2. Quantitative analysis of DCV and mitochondria transport
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Mitochondria
Traffic values %
All events Anterograde Retrograde All events
Flux (min‘1)
Vehicle 18h 0.24 £ 0.05 0.10 £0.03 0.14 £ 0.03 100.00 + 21.71
AROs 18h 0.06 £ 0.03 0.02+0.01* 0.04 +£0.02* 26.56 + 11.84*
Velocity (um/s)
Vehicle 18h 0.42 £0.04 0.30 £ 0.04 0.46 £ 0.07 100.00 £ 8.73
AROs 18h 0.27 £ 0.07 0.10 £ 0.05 0.35+0.10 63.32 + 4.65
Run length (pm)
Vehicle 18h 8.26 + 1.07 5.36 £ 0.89 8.89 + 1.50 100.00 + 12.93
AROs 18h 3.27 £ 0.98 1.89 £ 0.94** 2.80 £ 0.95* 39.60 + 11.87*

DCVs: Vehicle n=21 kymographs (21 cells, 3669 vesicles) / ABOs n=25 kymographs (25 cells, 1332 vesicles)
ABOscr. n=10 kymographs (10 cells, 1917 vesicles) / NAC + ABOs n=17 kymographs (17 cells, 872 vesicles)
Mem + ABOs n=14 kymographs (14 cells, 1024 vesicles) / MK-801 + ABOs n=18 kymographs (18 cells, 2539 vesicles)
D-AP5+ABOs n=18 kymographs (18 cells, 3110 vesicles) / LiCl +ABOs n=17 kymographs (17 cells, 2988 vesicles)
GSK inh.5 mM+ABOs n=18 kymographs (18 cells, 3602 vesicles) / GSK inh.100 nM+ABOs n=19 kymographs (19 cells, 3583 vesicles)
Mitochondria: Vehicle n=15 kymographs (15 cells, 229 vesicles) / ABOs n=15 kymographs (15 cells, 56 vesicles)

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

*% h<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)

# p<0.0001, when compared anterograde vehicle with retrograde vehicle
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Synapse deterioration underlying severe memory loss in early
Alzheimer’s disease (AD) is thought to be caused by soluble
amyloid beta (AB) oligomers. Mechanistically, soluble AB oli-
gomers, also referred to as AB-derived diffusible ligands (ADDLs),
act as highly specific pathogenic ligands, binding to sites localized
at particular synapses. This binding triggers oxidative stress, loss of
synaptic spines, and ectopic redistribution of receptors critical to
plasticity and memory. We report here the existence of a protective
mechanism that naturally shields synapses against ADDL-induced
deterioration. Synapse pathology was investigated in mature cul-
tures of hippocampal neurons. Before spine loss, ADDLs caused
major downregulation of plasma membrane insulin receptors (IRs),
via a mechanism sensitive to calcium calmodulin-dependent kinase
Il (CaMKIl) and casein kinase Il (CK2) inhibition. Most significantly,
this loss of surface IRs, and ADDL-induced oxidative stress and
synaptic spine deterioration, could be completely prevented by
insulin. At submaximal insulin doses, protection was potentiated
by rosiglitazone, an insulin-sensitizing drug used to treat type 2
diabetes. The mechanism of insulin protection entailed a marked
reduction in pathogenic ADDL binding. Surprisingly, insulin failed
to block ADDL binding when IR tyrosine kinase activity was
inhibited; in fact, a significant increase in binding was caused by IR
inhibition. The protective role of insulin thus derives from IR
signaling-dependent downregulation of ADDL binding sites rather
than ligand competition. The finding that synapse vulnerability to
ADDLs can be mitigated by insulin suggests that bolstering brain
insulin signaling, which can decline with aging and diabetes, could
have significant potential to slow or deter AD pathogenesis.

therapeutics | diabetes | aging | receptors | plasticity

Izheimer’s disease (AD) is a neurological disorder charac-

terized by profound memory loss and progressively cata-
strophic dementia. Currently there is no effective treatment for
AD, but the pursuit of novel disease-modifying therapeutics is
the object of intense investigation. Significant attention focuses
on strategies that could neutralize the mechanism(s) initiating
memory loss, the major manifestation of early AD (1, 2). Why
memory is specifically targeted in AD has long been a funda-
mental mystery, but it is increasingly evident that the crucial
pathogenic event is the functional and morphological deterio-
ration of specific memory center synapses induced by potent
neurotoxins that accumulate in AD brain (3-9).

Recent evidence shows that the neurotoxins in AD comprise
aggregates of the amyloid-B peptide (AB) (10), a molecule
generated by proteolytic cleavage of the amyloid precursor
protein. While monomeric AB is not neurotoxic, the peptide
exhibits a marked toxic gain-of-function upon self-association.
Fibrillar forms of AB found in amyloid plaques were until
recently considered responsible for neuronal damage in AD, but
the discovery that small AB oligomers, also known as AB-derived
diffusible ligands (ADDLs), are potent central nervous system
(CNS) neurotoxins (11), has led to a new view of AD patho-

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.0809158106

genesis (3). Unlike the insoluble fibrils, ADDLs are diffusible
molecules that attach with specificity to particular synapses,
acting as pathogenic ligands (1, 12). The attack on synapses
inhibits long-term potentiation (LTP) (11, 13, 14), a classic
paradigm for memory-related synaptic mechanisms. ADDL
binding further induces AD-like pathology including neuronal
tau hyperphosphorylation (15), oxidative stress (16), and syn-
apse deterioration and loss (17-21). The pathological relevance
of ADDLs has been substantiated by their disease-specific
accumulation in human brain and CSF (1, 22) and by the
accumulation of structurally equivalent oligomers in transgenic
mouse AD models (23). By explaining why AD targets memory
and accounting for major features of neuropathology, the ligand-
based attack on specific synapses by ADDLs provides a poten-
tially unifying mechanism for AD pathogenesis.

Predictably, therapeutic drugs and antibodies targeting ADDLs have
shown promise in preclinical studies and early clinical trials (24, 25).
Nonetheless, because no effective approach to AD therapeutics is yet
available, the need to identify novel drug targets remains. We have
hypothesized that cellular mechanisms exist that physiologically protect
synapses against ADDL toxicity. Such active synaptic protection mech-
anisms could contribute to preserved cognitive function in normal
individuals, while impaired mechanisms might serve as drug targets for
individuals at early stages of AD or presenting mild cognitive impair-
ment. Recent reports are consistent with the possibility that one such
protective mechanism could be provided by CNS insulin signaling.
Insulin plays a key role in plasticity mechanisms in the CNS (26, 27) and
it recently has been shown that insulin and the insulin-sensitizing drug
rosiglitazone improve cognitive performance in mouse models of AD
and in patients with early AD (28-30). Conversely, insulin-resistant type
2 diabetes patients show significantly increased risk for developing AD
(31). Moreover, experimental induction of diabetes in mouse models of
AD results in premature cognitive failure and degeneration of synapse
structure (32, 33).

To test the hypothesis that insulin signaling provides a physio-
logical defense mechanism against ADDLs’ synaptotoxicity, we
have used highly differentiated hippocampal nerve cell cultures, a
preferred model for studies of synapse cell biology (34, 35) and
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mechanisms of ADDL pathogenicity (12, 18). Results show that
insulin blocks ADDL binding to synapses, thereby preventing the
ensuing neurotoxicity. Decreased binding is the result of down-
regulation of ADDL binding sites through a mechanism requiring
insulin receptor (IR) tyrosine kinase activity. This downregulation
is the converse of ADDL-induced IR downregulation, which we
have recently described as a mechanism underlying CNS insulin
resistance in AD (9). Thus, physiological insulin and pathological
ADDLs negatively regulate the abundance of each other’s binding
sites, creating a competitive balance between synapse survival and
degeneration. Because insulin signaling in the brain is known to
decline with age (36), the outcome of this balance represents a
unique risk factor for AD well suited for therapeutic intervention.
By restoring the balance to favor synapse survival, new drugs
designed to specifically enhance CNS insulin signaling would pro-
vide a new and potentially significant class of AD therapeutics.

Results

ADDLs Induce Loss of IRs from Neuronal Surfaces. We recently
reported that ADDLs cause a major loss of IRs from neuronal
dendrites (9), in harmony with the impact of ADDLs on other
essential plasticity-related neuronal molecules such as N-methyl-
D-aspartate (NMDA) receptors (18, 20). We have now extended
those observations using both immunocytochemistry and sur-
face biotinylation. Immunocytochemical analysis showed that
ADDLs induced elimination of dendritic IRs (Fig. 1 A-E) and
a parallel increase in immunoreactivity in the cell body, indicat-
ing IR redistribution (Fig. 1 A and B). Remarkably, neurons
attacked by ADDLs (green puncta) showed virtual absence of
dendritic IRs and intense somatic labeling whereas neurons
devoid of ADDLs exhibited abundant dendritic IR labeling (red
puncta) (Fig. 1F). Control experiments showed that a peptide
corresponding to a scrambled AB sequence and subjected to
exactly the same procedure as used for preparation of ADDLs
had no effect on insulin receptor levels (Fig. 1E) and was not
detected by oligomer-specific antibodies (data not shown). Sur-
face biotinylation results showed that surface-exposed IR levels
were decreased by 22% and 68%, respectively, after 30 minor 3 h
of exposure to 100 nM ADDLs (Fig. 1G). We did not detect any
changes in intracellular IR levels in ADDL-treated neurons, in
line with our previous results showing no changes in total IR
levels measured by Western blots in total homogenates from
ADDL-treated neurons (9). Importantly, surface levels of the
membrane protein Na*/K*-ATPase, used as a control, were not
affected by ADDLs [supporting information (S7) Fig. S1]. Sur-
face biotinylation results also indicated that ADDLs had no
measurable impact on overall surface protein levels (Fig. S1).
These results are consistent with the notion that ADDLs have a
selective impact in accelerating the endocytosis of particular
surface proteins, such as IRs.

Casein Kinase 2 (CK2) and Ca?*/Calmodulin-Dependent Kinase Il
(CaMKIl) Mediate ADDL-Induced Loss of IRs and NMDA subtype
glutamate receptors (NMDARs). IRs play key roles in important
neurological processes including learning and memory (26, 27)
and tau phosphorylation (37, 38). Thus, ADDL-induced loss of
IRs might represent an important early mechanism underlying
memory impairment and other pathological features of AD. As
noted above, AP oligomers also cause internalization of
NMDARs. Physiologically, activity-dependent internalization of
NMDAR:s is mediated by CK2 and CaMKII (39). We therefore
tested the hypothesis that ADDL-induced internalization of
NMDARs and IRs might share common mechanisms involving
CK2 and CaMKII. Consistent with this hypothesis, we found that
DMAT, a CK2 inhibitor, completely blocked ADDL-induced
loss of both IRs and NMDARs from the dendrites of hippocam-
pal neurons and that KN93, a CaMKII inhibitor, afforded partial
protection against ADDL-induced loss of both receptors (Fig. 2

1972 | www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.0809158106
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Fig. 1. ADDLs induce the removal of IRs from dendritic plasma membranes.
Cultured hippocampal neurons were exposed to 100 nM ADDLs at 37 °Cfor3h
followed by immunolabeling with anti-IRa (yellow). Nuclear staining (DAPI) is
shown in blue. A and B show representative images from vehicle- and ADDL-
treated cultures, respectively. C and D show high-magnification images of
dendrites contained in the dotted rectangles indicated in A and B, respec-
tively. () Quantification of IR immunofluorescence levels (see S| Methods) for
cultures treated with vehicle (V), ADDLs (A), or scrambled Ag peptide (Scr). (F)
A representative image showing double labeling for ADDL binding (NU4
oligomer antibody; green) and IRa (red). (G) Surface abundance of IRs in
hippocampal neurons exposed to vehicle or 100 nM ADDLs for 0.5 or 3 h,
assessed by surface biotinylation (see S/ Methods). Asterisk indicates statisti-
cally significant (*, P < 0.0002) decrease compared to vehicle-treated cultures.

and Fig. S2). Neither DMAT nor KN93 alone had any statisti-
cally significant effect on dendritic IR and NMDAR levels (Fig.
2E). These results indicate that CK2 and CaMKII mediate
ADDL-induced loss of synaptic receptors germane to plasticity.

Insulin Blocks ADDL-Induced Loss of IRs. Recent studies have shown
that intranasal administration of insulin improves memory in
both nondemented humans and in AD patients (30, 40). More-
over, insulin ameliorates AB-induced inhibition of LTP in hip-
pocampal slices (41, 42). We therefore asked whether insulin
might protect surface IRs in neurons exposed to ADDLs.
Significantly, we found that 100 nM insulin partially prevented
and 1 uM insulin completely blocked ADDL-induced loss of
dendritic IRs in hippocampal cultures (Fig. 3 A-E) and IR
accumulation in the cell body (Fig. 3 A-D).

Rosiglitazone Potentiates the Neuroprotective Action of Insulin. Ros-
iglitazone, a peroxysome proliferator-activating receptor
(PPAR)-vy agonist, is an insulin-sensitizing drug that stimulates
IR protein kinase activity. It is used for treating insulin-resistant
type II diabetes and is currently in clinical trials for AD (28, 43).
We next investigated whether rosiglitazone might potentiate the
ability of submaximal insulin doses to protect against ADDL-
induced IR loss. In ADDL-treated cultures, neurons exhibiting
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Fig. 2. CK2 and CaMKIl mediate ADDL-induced loss of insulin and NMDA
receptors. (A-D) Representative high magnification images of IR« labeling in
dendrites from hippocampal neurons treated for 3 h with vehicle (A), 100 nM
ADDLs (B), 100 nM ADDLs + 5 uM KN93 (C), or 100 nM ADDLs + 10 uM DMAT
(D). (E) Quantification of IR (black bars) and NMDAR (white bars) immunoflu-
orescence. Bars correspond to integrated immunofluorescence intensities (see
SI Methods) from 3 experiments using independent cultures (30 images
analyzed per experimental condition per culture). Asterisks indicate statisti-
cally significant (¥, P < 0.05; **, P < 0.001) increases compared to ADDL-
treated cultures.

the characteristic punctate pattern of synaptic ADDL binding
showed very low dendritic IR levels (Fig. 3 F-H). In contrast,
neurons that were pretreated with 100 nM insulin + 10 uM
rosiglitazone showed markedly reduced ADDL binding and
abundant IRs in dendrites (Fig. 3 /-K). Quantitative analysis
showed that dendritic IR levels in cells exposed to ADDLs in the
presence of 100 nM insulin + 10 uM rosiglitazone were similar
to the levels found in control cultures and in cultures treated with
ADDLs in the presence of 1 uM insulin (Fig. 3E). In the absence
of exogenous insulin, rosiglitazone conferred partial protection
against ADDL-induced loss of IRs (Fig. 3E). We note, however,
that the effects of rosiglitazone and insulin were synergistic
rather than additive, indicating potentiation of insulin protection
by rosiglitazone.

Insulin Prevents ADDL-Binding to Neurons and Protects Against ADDL-
Induced Oxidative Stress. Double-labeling for IRs and ADDL
binding (detected by oligomer-selective NU4 antibody) (44)
revealed that neurons treated with insulin + rosiglitazone
showed markedly reduced ADDL binding (Fig. 3 J and K). This
result suggested an insulin-dependent regulation of ADDL-
binding sites. We next pretreated hippocampal neurons with
either 100 nM or 1 uM insulin for 30 min and then added 100
nM ADDLs for an additional 30 min. Low (100 nM) insulin
caused a noticeable reduction and high (1 uM) insulin caused
a major (=70%) blockade of ADDL binding to neurons
(Fig. 4 A-E).

We recently showed that ADDLs induce oxidative stress in
hippocampal neurons (16), thus establishing a connection be-
tween the neuronal impact of ADDLs and a major AD neuro-
pathology. As might be predicted from the blockade of ADDL
binding, we found that insulin effectively inhibited ADDL-
induced neuronal oxidative stress (Fig. 4 F-I).

Insulin Prevents ADDL-Induced Synapse Loss. To allow direct com-
parison of ADDL-induced changes in dendritic spine density

De Felice et al.
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Fig. 3. Insulin prevents ADDL-induced pathological trafficking of IRs. (A-D)
Representative IR immunofluorescence images from hippocampal neurons
treated with vehicle (A), 100 nM ADDLs (B), 100 nM ADDLs + 100 nM insulin
(C), and 100 nM ADDLs + 1 uM insulin (D). (E) Integrated IR immunofluores-
cence from 6 experiments using independent cultures (30 images analyzed per
experimental condition per culture). Asterisk indicates statistically significant
(*, P < 0.005) increase compared to ADDL-treated cultures. (F-K) Neurons
treated for 3 h with 100 nM ADDLs alone (F-H) or with 100 nM ADDLs + 100
nM insulin + 10 uM rosiglitazone (I-K) followed by double labeling for IR (red)
and ADDLs (green). (H and K) Merged images of IRand ADDL immunolabeling.
Note the inverse correlation between ADDL binding and dendritic IRae immu-
noreactivities on dendritic process.

relative to changes in IR levels, spines were labeled with
phalloidin in tandem with the IR antibody. IRs were eliminated
while the number of spines was unaffected in hippocampal
neurons exposed to ADDLs for 3 h (Fig. S3). This indicates that
loss of insulin receptors precedes and is not a consequence of
overall collapse and retraction of synaptic spines. We also note
that after a 3-h exposure to ADDLs, a time at which insulin
receptors are largely removed from the surface, there is no loss
of EphB2 receptors (18). Interestingly, after a 24-h exposure to
ADDLs a pronounced loss of spines was detected (Fig. 5),
confirming our previous results (18). Remarkably, insulin com-
pletely protected against ADDL-induced spine degeneration
(Fig. 5). Double labeling using phalloidin and the NU4 anti-
ADDLs antibody revealed a marked reduction in spine density
in isolated dendrites attacked by ADDLs (Fig. 5E) compared to
vehicle-treated neurons (Fig. 5D). In insulin-treated neurons, a
marked reduction of ADDL binding was observed along with the
presence of abundant, healthy spines (Fig. 5F).

Protection by Insulin Requires IR Activity. Previous work from our
group has shown that ADDLs colocalize with PSD-95 and
synaptic spines labeled with CaMKII (12). We recently suggested
that ADDLs interact with a receptor complex that includes IRs
(9). This raised the possibility that blockade of neuronal ADDL
binding by insulin could be the result of direct competition
between ADDLs and insulin for a common binding site on
neuronal surfaces, as also recently suggested (41). Surprisingly,
however, inhibition of IR protein tyrosine kinase (PTK) activity
by AG1024 completely abolished the ability of insulin to block
ADDL binding (Fig. 5). In fact, AG1024 caused significant
increases in neuronal ADDL binding both when AG1024 was
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Fig. 4. Insulin blocks neuronal ADDL binding and ADDL-induced oxidative

stress. (A-D) Representative images from hippocampal neurons treated with
vehicle (A), 100 nM ADDLs (B), 100 nM ADDLs + 100 nM insulin (C), and 100 nM
ADDLs + 1 uMinsulin (D). ADDL binding was detected using NU4 antibody. (E)
Integrated ADDL immunofluorescence intensities from 6 experiments using
independent cultures (25 images analyzed per experimental condition per
culture). Asterisk indicates statistically significant (*, P < 0.01) decrease com-
pared to ADDL-treated cultures. (F~-H) Representative DHE fluorescence im-
ages in hippocampal cultures treated with vehicle (F), 1 wM ADDLs (G), or 1 uM
insulin + 1 M ADDLs (H). (/) Integrated DHE fluorescence. Asterisk indicates
statistically significant (*, P < 0.007) differences relative to ADDL-treated
cultures.

added alone and in the presence of exogenous insulin. These
results suggest that inhibition of ADDL binding by insulin
involves an IR signaling-dependent downregulation of ADDL
binding sites, consistent with known effects of neuronal IRs on
synaptic receptor trafficking (45, 46).

Discussion

We have identified a unique molecular mechanism that protects
CNS neurons against ADDLs, soluble neurotoxins putatively
responsible for the synaptic deterioration underlying Alzhei-
mer’s memory failure. ADDLs are known to initiate deteriora-
tion by acting as highly specific pathogenic ligands. We have
found that ADDL binding to particular synaptic sites and the
resulting neuronal oxidative stress, IR downregulation, and
synapse loss are markedly decreased by the presence of insulin.
Interestingly, neuroprotection by insulin requires IR activity.
Thus the mechanism of protection does not involve simple
competition between ADDLs and insulin for a common binding
site on the neuronal surface, but rather is a signaling-dependent
downregulation of ADDL binding sites. The insulin-sensitizing
drug rosiglitazone, a PPARy agonist, potentiated the ability of
insulin to protect synapses against ADDLs. Results strongly

1974 | www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.0809158106
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Fig. 5. Insulin blocks ADDL-induced synapse loss. (A-C) Representative
images from hippocampal neurons treated with vehicle (A), 100 nM ADDLs (B),
or 100 nM ADDLs + 1 uM insulin (C) for 24 h. Spines were labeled using
phalloidin (green). (D-F) Double-labeling high-magnification images of den-
drites from neurons treated with vehicle (D), ADDLs (E), or ADDLs + insulin (F).
Spines were labeled by phalloidin (green) and ADDLs were detected using the
NU4 antibody (red). (G) Quantification of spine number per unit dendrite
length. Asterisk indicates statistically significant difference (*, P < 0.001)
relative to vehicle-treated neurons.

support the hypothesis that insulin signaling plays a role in
defending CNS neurons against AD and provide a disease-
specific basis for treatments based on stimulating CNS insulin
pathways.

Although the brain once was considered insulin insensitive, it
is now known that CNS insulin signaling is important for many
aspects of neuronal function, including plasticity and memory

W)
N
*

NU4
Immunoreact.

(r.u.)

>
O
v
=
o
+
+

Insulin - - +
AG1024 - - -

++ +
1

Fig. 6. Protection by insulin requires IR tyrosine kinase activity. (A-C) Rep-
resentative images from hippocampal neurons treated with 100 nM ADDLs
(A), 100 nM ADDLs + 1 uM insulin (B), or 100 nM ADDLs + 1 uM insulin + 5 uM
AG1024 (C). ADDL binding was detected using the NU4 anti-ADDL antibody.
(D) Integrated ADDL immunofluorescence from 3 experiments using indepen-
dent neuronal cultures (25 images analyzed per experimental condition per
culture). Pound sign indicates statistically significant (¥, P < 0.001) difference
relative to ADDL-treated cultures. Asterisk indicates statistically significant
(*, P < 0.007) differences relative to cultures treated with ADDLs + insulin.

De Felice et al.



Lo L

P

1\

=y

formation (26, 27, 47). Recently, human subjects have been
found to respond to CNS insulin signaling stimulation with
enhanced verbal memory performance (40). When given to
subjects with early AD, intranasal insulin also improves perfor-
mance (30) but only at higher doses, suggesting involvement of
additional mechanisms other than stimulation of plasticity.
Results here support the hypothesis that the beneficial effect of
insulin in AD derives at least in part from an acute decrease in
ADDL synaptotoxicity. In harmony with this possibility, it
recently was shown that insulin ameliorates AB oligomer-
induced inhibition of LTP (41, 42), a standard paradigm for
plasticity and memory mechanisms. Long-term CNS insulin
stimulation potentially could increase cognitive benefits to AD
patients further by reducing ADDL-induced neuronal deterio-
ration. Insulin, besides decreasing ADDL binding, ADDL-
induced spine degeneration, oxidative stress, and insulin recep-
tor loss (as shown here), also protects against accumulation of
hyperphosphorylated tau (48), a pathological hallmark of AD
that is induced by ADDLs (15).

The marked decrease in ADDL binding caused by insulin
ostensibly could be a simple competitive interaction at the cell
surface, which would be consistent with coimmunoprecipitation
data (9, 41). However, this mechanism is not supported by the
current experiments using AG1024, an inhibitor of IR PTK. When
receptor activity is blocked, insulin no longer prevents ADDL
binding. Furthermore, we note that addition of rosiglitazone mark-
edly enhanced the ability of submaximal insulin to block ADDL
binding (Fig. 3 E-/). These findings indicate that the mechanism of
protection involves insulin signaling-dependent downregulation of
ADDL binding sites from the neuronal surface. Future identifica-
tion of proteins lost from the membrane in response to insulin could
provide insight into the nature of the ADDL binding sites, which
have yet to be determined.

It is intriguing that insulin and ADDLSs have reciprocal effects
on their neuronal binding sites. Insulin signaling downregulates
ADDL binding, while ADDLs downregulate IRs. Given that
insulin protects neurons against AD-causing neurotoxins, it
follows that dysfunctional CNS insulin signaling would be an AD
risk factor. In fact, brain insulin signaling declines with age (36),
the primary risk factor for AD. An elevated risk for AD also
exists in type 2 diabetes patients, who manifest deficient CNS
insulin signaling. This deficiency is likely a consequence of
decreased insulin uptake into the brain following sustained
peripheral hyperinsulinemia (31). Experimentally induced dia-
betes moreover causes AD mice models to exhibit accelerated
cognitive failure (32, 33). Significantly, the marked loss of IRs
from synaptic plasma membranes seen in response to ADDLs (9)
has been confirmed in neuropathology studies showing that IRs
are lost from dendrites in AD brain (49).

Recent clinical trials indicate that insulin-sensitizing drugs
such as rosiglitazone improve cognition and memory in both AD
and type 2 diabetes patients (28, 43, 50, 51). The basis for the
cognitive benefits of rosiglitazone has not been established,
although reductions in inflammation and amyloid plaque burden
have been hypothesized. However, rosiglitazone attenuates def-
icits in learning and memory in AD animal models without
affecting amyloid deposition (29). A plausible mechanism of
protection is provided by the current finding that rosiglitazone

1. Gong, etal. (2003) Alzheimer’s disease-affected brain: presence of oligomeric A beta
ligands (ADDLs) suggests a molecular basis for reversible memory loss. Proc Nat!/ Acad
Sci USA 100:10417-10422.

2. Mattson MP (2004) Pathways towards and away from Alzheimer’s disease. Nature
430:631-639.

3. Scheibel ME, Lindsay RD, Tomiyasu U, Scheibel AB (1975) Progressive dendritic changes
in aging human cortex. Exp Neurol 47392-47403.

4. Terry RD, et al. (1991) Physical basis of cognitive alterations in Alzheimer’s disease:
synapse loss is the major correlate of cognitive impairment. Ann Neurol 30:572-
580.
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potentiates the ability of insulin to protect synapses against
ADDLs. This effect is particularly salient given the relevance of
synaptotoxic AB oligomers to AD memory impairment (7, 8).
Overall, an appealing strategy to protect synaptic memory
mechanisms would be to increase the inherent synaptic defense
against ADDLs while, in tandem, reducing ADDL abundance.
Improved insulin-signaling sensitizing drugs may serve the first
function, while therapeutic antibodies may serve the latter, as
suggested by promising results from recent clinical trials (25).

Materials and Methods

Materials. Synthetic AB1-4, peptide was from American Peptides (Sunnyvale,
California). Scrambled AB1-42 peptide was from Anaspec (San Jose, California).
Bovine and human insulin, 1,1,1,3,3,3,-hexafluoro-2-propanol (HFIP), DMSO,
papain and poly-L-lysine were from Sigma (St. Louis, Missouri). Culture medi-
um/reagents were from Invitrogen (Carlsbad, California). Precast electro-
phoresis gels, Alexa-labeled secondary antibodies, ProLong, Alexa 488-
conjugated phalloidin, and DHE were from Invitrogen. Electrophoresis buffers
were from BioRad (Hercules, California). SuperSignal chemiluminescence re-
agents, Sulfo-NHS-SS-biotin, neutravidin, and the BCA protein assay kit were
from Pierce (Deerfield, lllinois). Streptavidin was from Fluka (Sigma, Buchs,
Switzerland). Antibodies against the « subunit of insulin receptors (IRa),
Na*,K*-ATPase and NR1 subunit of NMDA receptors were from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, California).

ADDL and Scrambled Ap1-4; Preparation. These were prepared from AB_s; or
scrambled A as previously described (1, 11) and detailed in S/ Methods.

Mature Hippocampal Cultures. Primary hippocampal neuronal cultures were
prepared according to established procedures (15, 16) and were used after 21
DIV. Cultures were treated at 37 °C for 3 h with 100 nM ADDLs or an equivalent
volume of F12 vehicle. Insulin (100 nM or 1 wM) or rosiglitazone (10 uM), when
present, were added 30 min before ADDLs. AG1024 (5 uM) was added to
cultures 30 min before insulin.

Surface Biotinylation-Based Western Blot Assay. Surface proteins from neuro-
nal cultures treated with vehicle or ADDLs were biotinylated and analyzed by
Western immunoblotting as detailed in S/ Methods.

Immunocytochemistry and Phalloidin Labeling. Cells were fixed and blocked as
previously described (15), incubated with both ADDL-selective NU4 mouse
monoclonal antibody (44; 1 ug/mL) and IR-a rabbit polyclonal antibody (1:500)
overnight at 4 °C and then incubated for 3 h at 23 °C with Alexa-conjugated
secondary antibodies. Spines were labeled with Alexa 488-conjugated phal-
loidin (which binds to spine-localized dense bundles of F-actin) for 20 min at
23 °C, according to manufacturer’s instructions. Coverslips were mounted
with Prolong and imaged on a Nikon Eclipse TE 2000-U microscope.

Oxidative Stress. Formation of reactive oxygen species (ROS) was evaluated in
live neurons using dihydroethidium (DHE) as detailed in S/ Methods.

Data Analysis. IR and ADDL binding immunofluorescence intensities were
analyzed using NIH Image J as described in SI Methods.
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ADDL and Scrambled ABi-42 Preparation. ADDLs were prepared
from ABi-4z as previously described (1, 2). Briefly, the peptide
was dissolved in HFIP to 1 mM and stored as a dried film at
—80 °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 phenol red-free Ham’s F12 medium to 100 uM and left
at 4 °C overnight. The solution was centrifuged at 14,000 X 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 ADDLs.

Surface Biotinylation-Based Western Blot Assay. Neuronal cultures
treated with vehicle or ADDLs were washed with ice-cold PBS
and incubated for 15 min at 4 °C in 1.5 mg/mL of the cell-
impermeant sulfo-NHS-SS-biotin reagent. Unreacted biotinyla-
tion reagent was quenched and removed by washes with ice-cold
TBS. Cultures were harvested with 1% Triton X-100, 0.1% SDS
in PBS + a protease inhibitor mixture. Lysates were incubated
on ice for 30 min with 5-sec vortexing every 5 min and centri-
fuged at 10,000 X g for 5 min at 4 °C. Protein concentration in
the supernatant was determined by the BCA assay. Fifty micro-
grams of protein (from soluble lysates) were mixed with 50 uL
of agarose-immobilized streptavidin or neutravidin at 23 °C
under agitation for 1 h. Samples were centrifuged at 5,000 X g
for 2 min and the supernatants containing the nonbiotinylated
(nonsurface) proteins were collected. Pellets containing strepta-
vidin- or neutravidin-conjugated beads were washed with lysis

1. Gong, etal. (2003) Alzheimer’s disease-affected brain: presence of oligomeric A beta
ligands (ADDLs) suggests a molecular basis for reversible memory loss. Proc Natl Acad
Sci USA 100:10417-10422.

2. Lambert MP, et al. (1998) Diffusible, nonfibrillar ligands derived from A beta1-42 are
potent central nervous system neurotoxins. Proc Nat/ Acad Sci USA 95:6448—-6453.

De Felice et al. jwww.pnas.org/cgi/content/short/0809158106

buffer and biotinylated (surface) proteins were eluted from the
beads with Laemli sample buffer + 50 mM DTT or 2%
B-mercaptoethanol for 30 min at 23 °C. Surface, nonsurface, and
total proteins were analyzed by Western blot using anti-IR« or
anti-Na®,K*-ATPase antibodies. In a parallel set of experi-
ments, total biotinylated surface proteins from control or
ADDL-treated cultures were determined by dot immunoblots
probed with HRP-conjugated streptavidin.

Oxidative Stress. Formation of reactive oxygen species (ROS) was
evaluated in live neurons using dihydroethidium (DHE), a
fluorescent probe sensitive to superoxide anion formation.
Cultures were incubated in neurobasal medium without phenol
red for 4 h at 37 °C with vehicle, ADDLSs, or insulin + ADDLSs
and were immediately imaged. DHE fluorescence was analyzed
using National Institutes of Health (NIH) Image J software (3)
as previously described (4). Sixteen images were analyzed in each
experimental condition (carried out in quadruplicate from 2
independent experiments) and were combined to allow quanti-
tative estimates of changes in neuronal ROS levels.

Data Analysis. IR and ADDL binding immunofluorescence in-
tensities 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. His-
togram 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 ADDL or IR immunostaining on dendritic processes was
quantified.

3. Abramoff MD, Magelhaes PJ, Ram SJ (2004) Image processing with Image J. Biophoton
Int 11:36-42.

4. De Felice FG, et al. (2007) A beta oligomers induce neuronal oxidative stress through
an N-methyl-D-aspartate receptor-dependent mechanism that is blocked by the Alz-
heimer drug memantine. J Biol Chem 282:11590-11601.
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Fig.S1. Levels of surface-exposed membrane proteins in ADDL-treated neurons. (Left) Surface abundance of Na*/K*-ATPase in hippocampal neurons exposed
to vehicle (V) or 100 nM ADDLs (A) for 3 h, assessed by surface biotinylation (see Methods) followed by probing with anti-Na/K-ATPase antibody. Total and
surface-exposed Na*/K*-ATPase levels were determined by densitometry using NIH Image J. (Right) Overall abundance of surface-exposed proteins in
hippocampal neurons exposed to vehicle (V) or 100 nM ADDLs (A) for 3 h, assessed by surface biotinylation (see Methods) followed by probing using
HRP-conjugated streptavidin. Intensities were determined by densitometric analysis of dot blots.
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Fig. S2. CK2 and CaMKIl mediate ADDL-induced loss of insulin and NMDA receptors. (A-D) Representative images of IRa labeling in hippocampal neurons
treated for 3 h with vehicle (A), 100 nM ADDLs (B), 100 nM ADDLs + 5 uM KN93 (C), or 100 nM ADDLs + 10 uM DMAT (D).
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Fig. S3.

receptors in the absence of spine loss.
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vV A

Lack of overall impact on synapses by short-term exposure to ADDLs. (A and B) Representative images from hippocampal neurons treated with vehicle
(A) or 100 nM ADDLs (B) for 3 h. Spines were labeled using phalloidin (green) in tandem with the IR antibody (red). (C and D) IR« labeling in the same neurons
asin A and B, respectively. (E and F) Quantitation of spine numbers per unit dendrite length (E) and integrated IRa immunofluorescence intensities (F). Asterisk
indicates statistically significant (*, P < 0.001) difference relative to vehicle-treated cultures. Note that short-term exposure to ADDLs eliminates dendriticinsulin
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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