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Resumo

Farizatto KLG. Estudo da degradacdo da proteina Tau hiperfosforilada por
vias independentes do proteassoma, em modelo experimental de
neurodegeneracéo [tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo; 2014.

O desenvolvimento das doencgas neurodegenerativas, como a doenca de
Alzheimer, estd associado a presencga de agregados proteicos contendo Tau
hiperfosforilada (p-Tau). Esta disfuncdo da Tau leva a prejuizos na
homeostase celular. Um mecanismo chave para diminuir e/ou prevenir 0s
danos promovidos pelos agregados contendo Tau seria o estimulo de sua
degradacdo. Neste sentido, a proposta do presente estudo foi analisar a
degradacao da proteina Tau ap6s aumento da expressdo exdgena da co-
chaperona Bag-2, a qual influencia o sistema proteassomal de degradacao;
bem como avaliar a ativacdo dos sistemas de degradacdo, a fim de
correlacionar estes sistemas em cultura de células primarias e organotipica
do hipocampo de ratos. Os resultados mostraram que a rotenona foi capaz
de aumentar os niveis de p-Tau e que a superexpressao de Bag-2, foi
eficiente em prevenir e degradar a p-Tau. O mecanismo envolvido neste
processo envolve a coordenacao dos sistemas proteassomal e lisossomal, ja
que a Rab7 e a Rab24 (envolvidas na via lisossomal) mostraram-se
diminuidas na fase que antecede a agregacao proteica, enquanto houve
aumento da Rab24 na presenca dos agregados proteicos. Com relagdo ao
peptideo beta amiloide, foi demonstrado tendéncia de aumento de p-Tau
acompanhado de diminuicdo da atividade proteassomal e lisossomal. O
tratamento com PADK (ativador lisossomal) foi capaz de reverter este efeito
nestas diferentes condicdes. A analise da interrelacdo entre os sistemas
mostrou que uma inibicdo do proteassoma favorece a via lisossomal e que o
inverso nao se repete. Os resultados sugerem que a modulagédo das vias de
degradacao pode ser interessante para o estudo, prevencao e tratamento
das doencas neurodegenerativas associadas a agregacgao de proteinas.

Descritores: Doencas neurodegenerativas; Doenga de Alzheimer;
Tauopatias/fisiopatologia; Proteinas Tau; Peptideos beta-amiloides;
Emaranhados neurofibrilares; Lisossomos; Chaperonas moleculares;
Proteinas rab de ligagdo ao GTP; Rotenona/farmacologia; Ratos
endogamicos Lewis; Hipocampo; Envelhecimento/efeito de drogas; Ratos
Sprague-Dawley; Modelos animais.
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Summary

Farizatto KLG. Study of hyperphosphorylated Tau protein degradation by
proteasome independent pathways, in experimental ~model of
neurodegeneration [thesis]. Sao Paulo: Universidade de Sao Paulo,
Faculdade de Medicina; 2013.

Neurodegenerative diseases, such as Alzheimer’s, are associated to protein
inclusions containing hyperphosphorylated Tau (p-Tau). It is well established
that Tau dysfunction impairs cell homeostasis. A key mechanism to prevent
and/or reduce the damage promoted by aggregates of Tau might be its
degradation. In view of this, the aims of the present study is to evaluate p-
Tau clearance following exogenous expression of Bag-2, which stimulates
proteasome; as well as to analyze the activation of both lysosome and
proteasome pathways in order to understand the crosstalk between these
two systems in primary and organotypic cultures of rat hippocampus. Results
showed that rotenone was able of increasing p-Tau that was prevented and
degraded by Bag-2 overexpression. Mechanisms involved in this process
involve the coordination of cell degradation systems, depending upon
aggregation status, since Rab7 and Rab24 (involved in lysosomal pathway)
were decreased before protein aggregation, while Rab24 increased in the
presence of protein inclusions. Amyloid-beta peptide also increased p-Tau
accompanied by decreased proteasome and lysosome activity. PADK
(lysosomal activator) treatment reverted that inhibition promoted by amyloid-
beta peptide. Inhibition of proteasome leads to activation of lysosome, but
lysosome inhibition does not affect proteasome. Overall results suggest that
targeting degradation pathways might be useful to understand, prevent and
treat neurodegenerative diseases associated with protein deposits.

Descriptors: Neurodegenerative diseases; Alzheimer disease;
Tauopathies/physiopathology; Tau proteins; Amyloid beta-peptides;
Neurofibrillary tangles; Lysosomes; Molecular chaperones; rab GTP-binding
proteins; Rotenone/pharmacology; Rats, inbreed Lewis; Hippocampus;
Aging; Rats, Sprague-Dawley; Models, animal



Normas

Esta tese estd de acordo com as seguintes normas, em vigor no momento

desta publicagao:

Referéncias: Apresentadas de acordo com as normas da Associacao
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT). Abreviaturas dos titulos dos

periodos de acordo com List of Journals Indexed in Index Medicus.

Estrutura textual: Desenvolvida de acordo com o disposto em:

Universidade de Sao Paulo. Faculdade de Medicina. Divisédo de Biblioteca e
Documentacgdo. Guia de apresentacao de dissertacdes, teses e monografias.
Elaborado por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A. L. Freddi,
Maria F. Crestana, Marinalva de Souza Aragao, Suely Campos Cardoso,
Valéria Vilhena. 3a ed. Sao Paulo: Divisao de Biblioteca e Documentacéo;

2011.



Sumario

1. Introducao 1
1.1. Envelhecimento e dados epidemioldgicos 1
1.2. A doenca de Alzheimer e a agregacao de proteinas 3
1.3. As vias de degradacao celular 8

1.3.1. O sistema de degradagao proteassomal 9
1.3.2. A co-chaperona Bag-2 11
1.3.3. O sistema de degradagéao lisossomal 12
1.3.4. A interrelacdo entre os sistemas proteassomal e lisossomal. 14
1.4. Proteinas Rab7 e Rab24 e sua relacdo com a neurodegeneracao__ 16
1.5. Modelos experimentais de neurodegeneracao 20
1.5.1. Indugéo de agregados proteicos pela rotenona 20
1.5.2. Modelo de inclusdo proteica apds exposicao a beta-amiloide 22
1.5.3. Estudo da interrelacdo entre as vias de degradacao 23

2.0bjetivos 24
2.1. Objetivos Gerais 24
2.2. Objetivos especificos 24

3.Materiais e Métodos 25
3.1. Animais 25
3.2.Cultura primaria de células do hipocampo 25
3.3.Cultura organotipica do hipocampo 27
3.4. Preparo dos clones e transfeccao 30
3.5. Tratamentos 32

3.5.1. Tratamento com rotenona e expressao exogena de Bag-2. 32
3.5.2. Tratamento com peptideoAB1-42 38
3.5.3. Tratamento com ativador e inibidor lisossomal 38
3.5.4. Tratamento com inibidor proteassomal 39
3.6.Imunocitoquimica 39
3.7. Extracao de Proteina e Western Blotting 40
3.8. Extracao de RNAe PCR em Tempo Real 42
3.9. Ensaio sobre a atividade Proteassomal 44
3.10. Ensaio sobre a atividade da Catepsina B 45
3.11. Analise dos resultados 46
. Resultados 47
4.1 Caracterizacao e validacao da cultura de células do hipocampo 47
4.2.Transfeccao com Bag-2 48
4.3. Bag-2diminui os niveis de p-Tau e aumenta t-Tau. 51
4.4. 24 horas parece insuficiente para analise da acao de Bag-2. 53

Xl



4.5. Bag-2 promove degradacao p-Tauem periodo de 48h, ap6s a inducao de

agregados com rotenona 55
4.6. Expressao exégena de Bag-2 previne a hiperfosforilacaoda Taupela
rotenona 57
4.7. Anadlise dos niveis das proteinas Rab7 e Rab24 apés tratamento com
rotenona e superexpressao da Bag-2 58
4.8. O PADK foi capaz de aumentar os niveis de Catepsina B inclusive na
presenca do inibidor proteassomal 60
4.9. Efeito dos inibidores dos sistemas lisossomal e proteassomal sobre
marcadores celulares especificos e sobre suas atividades 61
4.9.1. Proteinas do sistema de degradacao autofagolisossomal 61
4.9.2 Analise dos niveis da subunidade 20S do Proteassomo 63
4.9.3. Atividade lisossomal e proteassomal 64
4.9.4.Inibicdo dos sistemas de degradacdo ndo altera os marcadores sindpticos 66
4.10. Efeito do peptideo AB1-42 sobre os niveis de p-Tau e integridade
sinaptica 67
4.12. Efeito do peptideo AB1-42 sobre os niveis das proteinas relacionadas
com as vias de degradacao 69
4.13. Atividade do proteassomo apods tratamento com AR e moduladores de
degradacao celular 70
4.14. Efeito do tratamento com peptideo AB1-42 sobre a atividade dos
compartimentos de degradacao variando o tempo 73
5. Discusséao 75
5.1. Agregacao proteica 75
5.2. Efeito da Bag-2 sobre a degradacao de p-Tau 77
5.3.Associacao da Bag-2 com a expressao de Rab7 e Rab24 79
5.4. Interrelacao entre as rotas de degradacao 82
6. Conclusoes 88
7. Referéncias Bibliograficas 89
8. Anexos 102
8.1. Aprovacao do comité de ética da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo 102

8.2. Aprovacao do comité de ética do Instituto de Biociéncias da
Universidade de Sao Paulo 103

Xl



1. Introducao
1.1. Envelhecimento e dados epidemioldgicos

O processo de envelhecimento esta associado ao declinio progressivo
na capacidade de resposta e adaptacdo aos desafios do ambiente. Tal
declinio inclui as fungbes do sistema nervoso central o qual desenvolve
alteracdes complexas no decorrer da idade, sendo elas: alteracbes nas
estruturas e na composicdo bioquimica das células, alteracdes
neuroquimicas, deficiéncia de reparacdao, formacdo de placas senis e
neurofibrilares culminando com a morte neuronal, 0 que leva a alteracoes
macroscopicas como: aumento da area dos sulcos e ventriculos cerebrais
(Decarli et al., 2005).

Dados epidemiolégicos publicados sobre o envelhecimento pelas
Nagdes Unidas em 2009 contabilizavam 737 milhdes de individuos na faixa
etaria igual ou acima de 60 anos, sendo que a concentracdo dos idosos nos
diferentes continentes é diretamente proporcional a renda per capita: uma
em cada cinco pessoas tem idade superior a 60 anos de idade na Europa, ja
na América Latina, Asia e Caribe ha uma em cada dez pessoas e no
continente Africano a proporcdo é de uma para cada dezenove pessoas
(United Nations, 2009).

A tendéncia mundial no aumento da expectativa de vida da populacao
esta atrelada tanto as melhores condicées de saneamento basico quanto ao
desenvolvimento de terapias eficazes na prevencdo e no tratamento de
doencas, fator este que tem colaborado para o declinio progressivo das

taxas de mortalidade (Alzheimer's Association, 2012).



Juntamente com as perspectivas de envelhecimento populacional,
tem sido projetado o aumento de doencas que a ciéncia ainda esta
buscando entendimento, como, por exemplo, a doenca de Alzheimer para a
qual o maior fator de risco é justamente o envelhecimento. Desta forma,
cerca de 90% dos casos da doenca de Alzheimer sdo caracterizados como
esporadicos, sem uma etiologia definida que acomete individuos idosos
(Alzheimer's Association, 2012), em contraposicdo aos casos genéticos
em que mutacées em diversos genes contribuem para o surgimento da
doenca de Alzheimer mais precocemente, correspondendo a cerca de 10%
dos casos da doenca.

Em 2009, dados publicados pelas Nacdes Unidas projetavam que, no
ano de 2050, a populacao idosa por volta dos 60 anos sera de 2 bilhdes de
pessoas, sendo que 20% da populacéo idosa ira corresponder a individuos
acima de 80 anos (United Nations, 2009). Em conjuncdo a isso a
prevaléncia da doenca de Alzheimer estimada para 2050 quadruplicara em
relacdo a 2006, em havia cerca de 26,6 milhdes de pessoas acometidas
(Alzheimer's Association, 2007).

De acordo com um estudo populacional brasileiro realizado com
idosos numa comunidade de Sao Paulo, a prevaléncia de deméncia varia de
2%, entre individuos com idade de 65 a 69 anos; a altissimos 40%, entre
aqueles com idade superior a 84 anos (Herrera, Caramelli e Nitrini, 1998),
sendo que 60% a 70% destes casos de deméncia correspondem
especificamente a doengca de Alzheimer. Outras doencas que também

compoem este quadro sdo: degeneracdo lobar frontotemporal, doenca de



Parkinson e acidente vascular cerebral (Alzheimer's disease international,
2009).

Os gastos associados ao cuidado de pacientes com doenca de
Alzheimer e outras deméncias chegaram a 200 bilhées no ano de 2012, e a
perspectiva € que esse custo chegue a 1,1 trilhdo em 2050 nos Estados
Unidos (Alzheimer's Association, 2012).

A deméncia leva a inabilidade em desempenhar diversas funcgdes,
desde atividade laboral até incapacidade de cuidado préprio. Cerca de 12%
dos anos vividos pelos individuos acometidos por deméncias sdo em estagio
de inabilidade. Caso as intervencbes terapéuticas fossem capazes de
atrasarem a progressao da doencga por apenas um ano, haveria 9,2 milhdes
de casos da doenga a menos em 2050 (Alzheimer's Association, 2007).

De uma maneira geral, as doengas neurodegenerativas compartilham
alteracoes fisioldgicas, celulares e moleculares as quais serdo detalhadas

adiante especificamente para a doenca de Alzheimer.

1.2. A doenca de Alzheimer e a agregacao de proteinas

A doenca foi descrita por Alois Alzheimer, em 1906. Alzheimer nasceu
na Alemanha em 14 de junho de 1864, em Marktbreit, e faleceu em 19 de
dezembro de 1915 (Kircher e Wormstall, 1996). Ele era médico, psicélogo e
cientista. Sua trajetéria ficou marcada quando concluiu o caso de uma de
suas pacientes, Auguste Deter, que em estagios precoces da doenca,
descrevia seus sintomas como: “eu tenho perdido a mim mesma’,

identificado como lapsos de memoria. Auguste era uma mulher saudavel até



que os sintomas da doencga ficaram mais evidentes, aos 51 anos de idade,
caracterizados por desorientacao, perda de memdéria recente e inabilidade
no uso da linguagem, até que, a com a progressao da doenca, ela passou a
requerer cuidados especiais.

Apbs a morte de sua paciente, aos 55 anos, Alzheimer examinou o
cérebro dela identificando e descrevendo suas  alteragdes.
Macroscopicamente, ha nitida perda de massa encefalica, alargamento dos
ventriculose espacamento dos giros cerebrais, caracterizando o quadro de
atrofia cerebral (Cipriani et al., 2011). Microscopicamente, foi identificada a
presenca de placas acumuladas nos espacos entre as células nervosas,
bem como agregados neurofibrilares no meio intracelular (Graeber et al.,
1998). A presenca desses agregados de proteinas serve ainda hoje, como
marcadores para o diagnéstico das duas formas da doenca de Alzheimer,
esporadica e familial.

Os agregados proteicos distribuem-se pelo encéfalo extra e
intracelularmente, e estdo associados aos processos patoldgicos
relacionados com a neurodegeneragao inclusive em individuos idosos nao
acometidos por doencas neurodegenerativas (Dayan, 1970).

A agregacao proteica € uma caracteristica comum das doencas
neurodegenerativas, em conjunto com outras alteracbes nos diversos
compartimentos celulares. Especificamente na doenca de Alzheimer, sao
encontrados agregados contendo a proteina Tau hiperfosforilada e o
peptideo B-amiloide (Selkoe, 1989; Hardy e Selkoe, 2002), ja na doenca de

Parkinson, por exemplo, o agregado proteico contém a a-sinucleina (Gibb e



Lees, 1988), dentre outras. A agregacao de proteinas pode ser causada por
uma alteracao estrutural e/ou bioquimica dessas proteinas, mas também por
falha dos processos de degradacao.

A Tau é uma fosfoproteina, composta por 352-441 residuos de
aminoacidos, cujas funcdes principais sdo de estabilizacdo dos microtubulos
axonais e modulacdodo transporte axonal através de sua distribuicdo no
mesmo bem como interacdo com as proteinas motoras (Dixit et al., 2008).

Existem seis isoformas de proteina Tau ja descritas em células
humanas, todas produto do gene MAPT, diferenciadas durante o
processamento do RNAme por fosforilacdo em diferentes residuos (Goedert
et al., 1989).

Em condi¢cbées normais, a Tau contém 2-3 mols de fosfato por mol de
proteina. O aumento dos niveis de fosfato na molécula Tau promove
diminuicdo da afinidade pela tubulina, leva a desestabilizacdo dos
microtUbulos e acumulos proteicos no corpo celular, prejudicando, dentre
outras funcdes, o transporte intracelular de organelas e vesiculas em geral,
além de ser considerado altamente téxico para o ambiente intracelular
(Kopke et al., 1993). A presenca dos emaranhados neurofibrilares, que sao
agregados filamentasos de Tau hiperfosforilada e hiperacetilada, tem sido
associada como um fator chave na perturbacdo da homeostase celular
(Geschwind, 2003)

Historicamente, acreditava-se que os emaranhados neurofibrilares
seriam os principais fatores neurotoxicos, entretanto recentemente tem-se

demonstrado que as formas oligoméricas solluveis e as formas monoméricas



também sao prejudiciais para as células (Lasagna-Reeves et al., 2012; Ward
etal., 2012).

As formas toxicas (hiperfosforiladas) da Tau deveriam ser
degradadas, mas na doenca de Alzheimer esta forma da proteina Tau
parece ser altamente resistente aos processos de protedlise fazendo com
que a degradacao seja ineficiente e, por consequéncia, esta forma da Tau se
liga a outras proteinas citosélicas formando os emaranhados neurofibrilares.

A fosforilagdo da Tau é principalmente controlada positivamente por
quinases, como aglicogénio sintasequinase-3f (GSK-3B) a quinase
dependente de ciclina 5 (cdk5) e a proteina quinase ativada por mitégeno 1
(MAPK1 / ERK2)(Buee et al., 2000; Gong, Grundke-lgbal e Igbal, 2010). Ja
as proteinas fosfatases 2A e 5 (PP2A e PP5) sao as principais reguladoras
de diminuicdo da hiperfosforilacdo da Tau (Gong, Grundke-Igbal e Igbal,
1994; Goedert et al.,, 1995; Liu et al., 2005), de fato estudos demonstraram
que ha diminuicdo dessas fosfatases em pacientes com doenca de
Alzheimer (Gong et al., 1993; Loring et al., 2001; Vogelsberg-Ragaglia et al.,
2001; Liu et al., 2005).

Pacientes acometidos pela doenca de Alzheimer apresentam
aumento de 4 a 8 vezes nos niveis encefalicos de Tau hiperfosforilada
(Khatoon, Grundke-Ilgbal e Igbal, 1994), o que tem sido atribuido a disfuncao
na sua restauracado (desfosforilacdo) e degradacédo (Poppek et al., 2006)
bem como a ativacdo exarcebada das proteinas quinases citadas

anteriormente, e ndo a alteragbes na expressdo do RNAm (Mah et al., 1992).



Fatores ambientais também podem  contribuir para a
neurodegeneracdo. A hiperinsulinemia parece aumentar o risco para doenca
de Alzheimer (Ott et al., 1996). Estudos in vivo e in vitro mostraram que a
insulina aumenta a fosforilacdo de Tau em células SH-SY5Y (linhagem
celular de neuroblastoma humano) e em cultura primaria de neurbnios
corticais de rato (Lesort, Jope e Johnson, 1999; Lesort e Johnson, 2000).
Meske e colaboradores (2008) observaram que o tratamento de neurénios
corticais em cultura com insulina poderia levar a uma interagao regulatoria
das vias da GSK-3p e PP2A aumentando os niveis de fosforilagdo da Tau.

A ativacdo da GSK-33 também pode ser resultado de sua interacéao
com o peptideo beta-amiloide (Terwel et al., 2008), mostrando uma
regulacao positiva entre os principais componentes dos agregados proteicos
caracteristicos da doenca de Alzheimer.

O peptideo beta-amiloide € formado por 40-42 aminoacidos
originados pela clivagem da proteina integral de membrana precursora
amiloide (APP) realizada pelas enzimas beta e gama-secretase. A producao
do peptideo B-amiloide € considerada um dos fatores determinantes na
patofisiologia da doenca de Alzheimer (Haass et al., 2008), no entanto, sua
citotoxicidade esta associada a sua fungao sobre a proteina Tau (Rapoport
et al., 2002).

Exposicdo de neurbnios em cultura a oligdmeros de AB1-42 levam a
uma marcagao positiva a proteina Tau nos dendritos, aumento local de
célcio livre, desestruturacao dos espinhos dendriticos e dos microtubulos

(Zempel et al., 2010). Em complemento a isso, a associacdo de ABi1-42 e Tau



levam a prejuizos sinapticos e cognitivos (Roberson et al., 2011; Shipton et
al., 2011). Além disso, estudos tém mostrado que na doenca de Alzheimer
oligbmeros de AB e Tau estdo presentes na mitocéndria prejudicando a
geracao de energia e aumentando os niveis de radicais livres (Rhein et al.,
2009; Gotz et al., 2010).

Os oligbmeros parecem ser resistentes a degradacdo pelos
compartimentos celulares, o que contribui para sua citotoxicidade (Soto,
2003). Encéfalos de pacientes com doenca de Alzheimer apresentam
diminuicdo na capacidade de degradacdo da proteina Tau pelas
subunidades do proteossomo quando comparados com individuos normais
da mesma idade (Yen, 2011). Esse quadro se mantém nas diversas doencas
neurodegenerativas, as quais também apresentam disfuncdo no sistema
ubiquitina-proteassomo resultando no acumulo da Tau hiperfosforilada
(Bence, Sampat e Kopito, 2001). Além disso, o peptideo AR acumula-se
proximo ao lisossomo, provocando estresse lisossomal (De Kimpe et al.,
2013), perda sinaptica e déficit cognitivo (Bahr et al., 1998). Fatores como
estes contribuem fortemente para o0s mecanismos das doencas
neurodegenerativas, levando a desestabilizacdo dos microtubulos,
agregados de proteinas, faléncia no trafego celular e perda da integridade

sinaptica.

1.3. As vias de degradacao celular
As vias centrais de degradacgao celular envolvem o proteassomo e o

lisossomo o0s quais sdo responsaveis pela reciclagem dos componentes



celulares e manutencado da boa qualidade das proteinas celulares. Esses
mecanismos funcionam em sinergia, podendo um ser modulado pelo outro.
As contribui¢cdes de cada uma das vias sobre a modulagao, por exemplo,dos
niveis da proteina Tau e quais caminhos suas isoformas adotam tem sido
alvo de diversos estudos.

O estudo de vias alternativas bem como a interagao modulatéria entre
os sistemas de degradacdo parece ser uma estratégia interessante para a
modulacao das vias de degradacdo durante o entendimento dos processos

neurodegenerativos.

1.3.1. O sistema de degradacao proteassomal

Os constituintes celulares a serem degradados, especialmente os
conteudos oriundos do direcionamento executado pelas chaperonas e co-
chaperonas durante o processo de sintese proteica (“folding” e “refolding”)
para manter a qualidade das proteinas, sao feitos pelo sistema ubiquitina-
proteassoma. Durante as desordens neurodegenerativas, a elevada
presenca de emaranhados proteicos contendo cadeias poliubiquitinadas
prejudica a degradacao (Mayer et al., 1989) pela saturacao e rompimento do
sistema de degradacdo via ubiquitina-proteassoma (Bence, Sampat e
Kopito, 2001).

De fato, o acumulo de proteinas ubiquitinadas, placas de peptideo AR,
agregados de Tau e distrofia dos neuritos, como é observado no cérebro de
pacientes com a doenca de Alzheimer, pode ser resultante do prejuizo no

sistema ubiquitina-proteassoma (De Vrij et al., 2004).



O sistema de protedlise da Tau utiliza um complexo proteico que
consiste numa ligase E3 de ubiquitina chamada CHIP (do inglés “Carboxyl-
terminus of Hsp70 Interacting Protein”) em conjunto com a chaperona
Hsp70. Petrucelli e colaboradores (2007) sugeriram que a formacédo desse
complexo direciona a Tau para sua eliminagcdo por meio da maquinaria de
degradacao celular dependente de ubiquitina.

O complexo conformacional do proteassoma é denominado 26S,
formado pela subunidade 19S, que é a unidade regulatéria do proteassoma,
com a subunidade 20S, que é o sitio catalitico. O 19S se acopla com a
subunidade 20S em ambos os lados do centro catalitico. A subunidade 19S
€ responsavel pelo reconhecimento dos substratos poliubiquitinados bem
como pela desubiquitinacdo, desdobramento e abertura da tampa do
proteassomo, permitindo a entrada do conteddo a ser degradado na porcao
catalitica. A subunidade 26S esta envolvida na degradacao de proteinas que
participam em diversas fungdes celulares essenciais, como no controle do
ciclo e diferenciacao celular, resposta inflamatéria e apoptose.

O sistema de ubiquitinacdo e degradacao de proteinas pelo complexo
proteossomal 26S é essencial para a manutencao da homeostase celular
(Glickman e Ciechanover, 2002). Mas, controversamente, a remocao de
proteinas danificadas, principalmente de proteinas oxidadas, se da por um
processo independente de ubiquitinas (Jung et al., 2009). Cerca de 20% a
30% dos proteassomos nas células de mamiferos ndo apresentam a
subunidade regulatéria e estdo comprometidos com a degradacdao de

proteinas agregadas (Tanahashi et al., 2000; Babbitt et al., 2005).
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Durante a doenca de Alzheimer, bem como no envelhecimento, ha
uma inibicdo da atividade proteossomal encefélica (Merker e Grune, 2000).
Corroborando com isto, Schubert e colaboradores (2009) mostraram prejuizo
na atividade quimiotripsina do proteassoma em um primeiro momento,
seguido de um aumento, em cultura primaria de ratos tratada com peptideo
beta-amiloide.

O acumulo de proteina Tau ubiquitinada nas células neuronais de
pacientes com doenca de Alzheimer pode ser atribuido a uma falha no
sistema ubiquitina-proteassoma, como mencionado. Entretanto, uma via
alternativa para degradacdo dessas formas toxicas de Tau é a via
independente de ubiquitina, através da subunidade 20S do proteassomo
(Delobel et al., 2005; Elliott, Tsvetkov e Ginzburg, 2007). O estudo destas
vias de degradacdo ou o desvio de uma via de degradacdo considerada
preferencial, como € o caso da via ubiquitina-proteassoma, para uma via nao
preferencial, como a via da co-chaperona Bag-2, pode ser uma estratégia
interessante do ponto de vista cientifico e farmacol6gico, uma vez que o

déficit da via preferencial ja esta bem descrito.

1.3.2. A co-chaperona Bag-2
A proteina Bag-2 (Bcl2-associated athanogene 2) inibe a ligase de
ubiquitina CHIP, o que resulta em bloqueio da degradacao via proteossomo
26S (Arndt et al., 2005). Esta proteina faz parte da familia Bag, que interage
com o dominio das chaperonas Hsp70/Hsc70 promovendo a troca de

substratos do dominio ATPase através da regidao C-terminal, modulando a
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atividade das chaperonas, que, por sua vez, em grande parte, executam a
degradacgao pelo proteassomo.

Foi mostrado que Bag-2 favorece a degradacdao da proteina Tau
através do proteassomo pela via independente de ubiquitina em células
COS7 expressando agregados neurofibrilares (Carrettiero et al., 2009). Por
outro lado, a co-chaperona Bag-1 tem efeito oposto ao da Bag-2. Elliott e
colaboradores (2007) mostraram que a superexpressao de Bag-1 promoveu
um acumulo de Tau. Assim, ressalta-se a importancia da familia proteica
Bag na relacao dos niveis de Tau e, consequentemente, para a patologia e
tratamento da doenca de Alzheimer.

Segundo Carrettiero e colaboradores (2009), a co-chaperona Bag-2,
ao inibir a ubiquitinagdo de Tau, parece desviar sua degradacao para uma a
via de degradacao alternativa independente de ubiquitina através da
subunidade 20S do proteassomo. Entende-se que este mecanismo possa
ser compensatério ou modulatério, uma vez que a degradagdo dependente
de ubiquitina ndo consegue dissolver os agregados e que as cadeias
poliubiquitinadas presentes nos agregados proteicos acabam favorecendo a
0 processo de morte celular.

1.3.3. O sistema de degradacao lisossomal

Dano lisossomal na presenca dos agregados proteicos bem como
distarbios na autofagia promovem um importante efeito durante o progresso
da neurodegeneragdo, resultando em acionamento dos mecanismos de
apoptose e perda de massa neuronal (Ditaranto, Tekirian e Yang, 2001; Lai

et al., 2008; Nixon, Yang e Lee, 2008).
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Ao encontro disso, o estimulo do transporte anterégrado do lisossomo
no axénio parece atrasar a degeneracao do neurénio motor (Lim e Kraut,
2009).

Apesar das vias de degradacdo estarem sobrecarregadas o0s
mecanismos proteoliticos estdo ativados. Os oligbmeros de AB1-42 sao
internalizados por neurbnios e astrécitos, mas se acumulam no
compartimento lisossomal (Sasaki et al., 2001; Laferla, Green e Oddo, 2007;
De Kimpe et al., 2013).

A inducdo na melhora do complexo autofago-lisossomo, melhora a
degradacao de agregados protegendo a célula dos efeitos toxicos dessas
proteinas malformadas (Ravikumar, Sarkar e Rubinsztein, 2008). Todavia,
dependendo do estagio da doenca, as vias lisossomal e endossomal podem
se encontrar superreguladas (Cataldo et al., 1996), mostrando um
mecanismo compensatorio.

O estresse lisossomal induz o deslocamento de fatores detranscrigao
especificos, que sao enviados do citoplasma para o nucleo, como uma
resposta celular para o aumento na degradacgao via lisossomo (Sardiello et
al., 2009). Defeitos no processamento poés-traducional das enzimas
lisossomais bem como erro no trafego lisossomal também sao importantes
fatores a serem considerados no decurso da neurodegeneracao (Sardiello e
Ballabio, 2009).

Zheng e colaboradores (2010) mostraram que alteracdes lisossomais
podem ser consideradas marcadores de estagios iniciais de degeneracao

axonal e, consequentemente, a manutencao da funcao lisossomal em niveis
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normais poderia ser importante para retardar a progressdo de doencas
neurodegenerativas.

Os lisossomos sao organelas dindmicas envolvidas tanto na
reciclagem quanto na remocdo de componente e proteinas do meio
intracelular e extracelular, oriundos das vias endocitica, secretéria e
autofagica (Luzio, Bright e Pryor, 2007). O papel que os lisossomos
desempenham sobre a degradacdo de proteinas € determinante para a
funcédo celular (Dermaut et al., 2005), especialmente quando se trata de
proteinas agregadas.

E estimado que haja cerca de 50-60 hidrolases &cidas no lisossomo
(Journet et al., 2002), e que uma melhor eficiéncia nos fatores pré
enzimaticos, assim como na acidificacdo, poderia ser uma alternativa para
uma melhor performance desta via proteolitica. De acordo com isso, Butler e
colaboradores (2011) mostraram que o tratamento farmacol6gico com o
modulador lisossomal Z-Phe-Ala-diazomethylketone (PADK) aumenta em
cerca de 4-8 vezes os niveis de catepsina B, promovendo diminuicido dos
agregados AB1-42 em camundongos transgénicos superexpressando a
proteina precursora amiloide (APP) e protecdo sinaptica, verificadas pela

expressao da sinaptofisina e sinapsina Il.

1.3.4. A interrelacdo entre os sistemas proteassomal e lisossomal.
As vias de degradacao endossomal e autofagossomal, cujos destinos
€ o lisossomo, estdao coordenadas com o sistema ubiquitina-proteassoma.

Juntos eles representam o mecanismo central de degradacao, reciclagem e
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plasticidade neural altamente complexo e regulatério. Esta relacao
interdependente entre os sistemas proteassomal e lisossomal envolve a
associacdo com a ubiquitina a qual sinaliza e direciona os substratos ao
proteassoma ou lisossomo (Clague e Urbe, 2010). Os agregados de
proteinas e organelas sdo ubiquitinados para a degradacdo seletiva por
autofagia (Dikic, Johansen e Kirkin, 2010; Youle e Narendra, 2011).

Essa interrelacdo também fica evidenciada quando a atividade do
proteassoma esta inibida, onde ha aumento do sistema autofago-lisossomal
(Agholme et al., 2012) e 0 acumulo de proteinas passa a ser autofagocitado
(Fortun et al., 2003). Ja a inibicdo da autofagia na célula neuronal, leva a
ubiquitinacdo dos agregados e promove um efeito negativo no sistema
ubiquitina-proteassoma (Korolchuk et al., 2009).

Especificamente com relacédo a proteina Tau, monémeros de Tau mal
enovelados sao direcionados preferencialmente para o sistema de protedlise
proteassomal, ja a forma oligomérica é preferencialmente entregue ao
sistema autofago-lisossomal (revisto por Chesser, Pritchard e Johnson,

2013) (FIGURA 1).
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Figura 1. llustracdo simplificada dos mecanismos proteassomal e lisossomal
de degradacdo ressaltando o direcionamento da proteina Tau para a
protedlise em diferentes estagios de hiperfosforilacdo, bem como as
principais proteinas envolvidas nesse processo. Modificado de Chesser et
al., 20183.

1.4. Proteinas Rab7 e Rab24 e sua relacao com a neurodegeneracao
Para complementar outros aspectos que envolvem os compartimentos
de degradacao, propde-se o estudo de 2 proteinas envolvidas juntamente na
degradacdao e no trafego intracelular, proteinas Rab7 e Rab24, sendo
bastante interessante seu estudo, uma vez que 0 prejuizo no trafego
também ja foi relatado no mesmo modelo de neurodegeneragdo empregado

neste estudo (Melo et al., 2013).
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O trafego intracelular conta com o aparato completo de diversas

estruturas e moléculas. As proteinas Rabs fazem parte da grande familia

das GTPases, cuja funcdo é de direcionamento, formacdo, endocitose e

fusdo de vesiculas e organelas (Stenmark, 2009), como exemplificado na

figura 2.
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Figura 2. Representacdo esquematica da participacdo das proteinas Rab

nas diversas etapas do trafego intracelular. Modificado de Stenmark (2009).
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A organizacado e garantia de transporte e entrega dos componentes
do trafego intracelular é dada pela pelas proteinas Rab em associacao com
as proteinas motoras, sobre o citoesqueleto de microtibulos e actina
(Hirokawa, 1998; Tuxworth e Titus, 2000; Vale, 2003).

Disfuncdo nessas proteinas pode causar grande prejuizo celular,
como acumulo de proteinas no reticulo endoplasmatico e falhas nas vias de
degradacao (Scheper et al., 2007). Além disso, elas tém sido associadas as
doencgas neurodegenerativas por executarem papel essencial em todo esse
contexto relacionado com o trafego dos componentes intracelulares
contendo agregados de proteinas. Cataldo e colaboradores (2000)
mostraram que o trafego intracelular esta alterado antes mesmo da
formagdo dos agregados, o que pode ser determinante no processo de
neurodegeneragao (Mandelkow et al., 2003; Bronfman et al., 2007; Martin,
2007). A regulacao do trafego e formagao de vesiculas endociticas também
parece ser importante para a formacéao das placas senis (Haass et al., 1992).

A proteina Rab24 regula a formacgédo dos autofagossomos (Stenmark,
2009), porém, esta ndao parece ser sua Unica funcdo dentro da célula.
Olkkonen e colaboradores (1993), demonstraram que a Rab24 esta
envolvida no transporte retrogrado de proteinas entre a regiao Cis- do
complexo de golgi em direcao ao reticulo endoplasmatico, o que sugere seu
envolvimento no processo de degradagao.

Células tratadas com inibidor de proteassomo apresentam aumento
do RNAm da Rab24 (Egami et al., 2005), parecendo ter um efeito

compensatério por ativar a via da autofagocitose quando ha inibicdo da via

18



proteassomal. Seki e colaboradores (2009) mostraram uma maior atividade
da Rab24 durante o processo de regeneragao axonal de neurénios motores.
Apesar de haver alguns estudos ja descritos envolvendo a Rab24 em tecido
encefalico, seu papel ainda é desconhecido na neurodegeneragdo, em
particular envolvendo a degradacéao da proteina Tau.

A Rab7 tem como principal funcao direcionar as vesiculas e organelas
vindas do endossomo tardio e autofagossomo para o lisossomo (Feng et al.,
2001) favorecendo a autofagia (Jordens et al., 2001; Gutierrez et al., 2004).

Deficiéncias na funcdo bem como mutacdes no gene da Rab7 foram
descritas em doencas neurodegenerativas como a doenca de Charcot-
Marie-Tooth e doenca de Alzheimer implicando em prejuizo da degradacao
celular (Verhoeven et al., 2003; Cataldo et al., 2008).

Em adicdo, a Rab7 parece ter papel chave no crescimento neuronal,
uma vez que esta participa no trafego retrégrado dos receptores de NGF
(fator de crescimento neuronal) do tipo TrkA. Uma disfuncdo no trafego da
Rab7 poderia resultar numa inibicdo do crescimento celular ou promover
apoptose (Deinhardt et al., 2006).

O papel das Rab7 e Rab24 nas doencas neurodegenerativas ainda
vem sendo discutido. Desta forma, estudar suas participagcdes na
formacgao/degradacdo dos agregados proteicos pode contribuir para o
entendimento dos mecanismos alterados, especialmente por uma possivel

participacdo das Rabs na fase inicial das doencas neurodegenerativas.
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1.5. Modelos experimentais de neurodegeneracao
1.5.1. Inducéao de agregados proteicos pela rotenona

A rotenona é um pesticida natural e um inibidor especifico do
complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial. As alteragdes intracelulares
promovidas ap6s sua exposicdo sao consideradas relativamente
equivalentes as alteragcbes que sao verificadas durante o envelhecimento,
tais como: presenca de agregados de proteinas e aumento no estresse
oxidativo. O efeito da rotenona mais bem caracterizado esta sobre o
complexo | mitocondrial, no entanto, alguns estudos ja demonstraram efeitos
como inibi¢cdo do proteassomo e disfuncdo da enzima Gliceraldeido-3-fosfato
Desidrogenase (GAPDH), (Sherer et al., 2003; Dukes, Korwek e Hastings,
2005; Huang et al., 2009; Chou et al., 2010).

O modelo de tratamento com rotenona para a inducao de agregados
proteicos € bastante utilizado em trabalhos in vivo (Sherer, Kim et al., 2003;
Hoglinger, Lannuzel et al., 2005; Feng, Liang et al., 2006)

Os efeitos in vitro da rotenona sobre culturas primarias de neurdnios
foram demonstrados por nosso grupo que em baixas concentracbes de
rotenona foram capaz de induzir agregados proteicos, contendo Tau
hiperfosforilada (Figura 3A e 3B) e B-amiloide (Figura 3C e 3D) em células
do hipocampo (Chaves et al., 2010).

Além disso, as concentragdes padronizadas como sendo capazes de
induzir agregados (0,5 e 1nM) ndo promoveram morte celular consideravel,
demonstrando que o modelo experimental proposto esta adequado para a

andlise anterior a morte celular (FIGURA 4).
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Figura 3. Imagens digitais ilustrativas de cultura de células do hipocampo
apds exposicao a 0,5nM (A e C) e 1nM (B e D) de rotenona durante 48h
submetidas a técnica de imunocitoquimica, apresentando marcagao positiva
para Tau hiperfosforilada (B) e p-amiloide (D). Barra de escala = 50um. As

imagens foram retiradas de Chaves e colaboradores (2010).
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Figura 4. Imagens digitais ilustrativas de cultura de células do hipocampo

apds exposigcao a 0,5nM (A), 1nM (B) e 10nM (C) de rotenona durante 48h
ao ensaio de morte celular utilizando azul de Tripan, reagente que atravessa
a membrana plasmatica de células mortas. Barra de escala = 50um. As
imagens foram retiradas de Chaves e colaboradores (2010).

1.5.2. Modelo de inclusao proteica apos exposicao a beta-amiloide

Tratando-se do modelo de inclusbes proteicas, ja esta bem
estabelecido na literatura o uso do peptideo (3-amiloide (fragmento AB1-42)
como modelo para se estudar e simular algumas das alteracées ocorridas
nas desordens da neurodegeneracdo, dentre as quais aumenta os niveis da
proteina Tau hiperfosforilada, promovendo aumento dos niveis proteicos e
de sua hiperfosforilagao (Glabe, 2008; Roychaudhuri et al., 2009).

A injecdo intracerebroventricular de oligbmeros soluveis de A
oriundos cérebro de pacientes com a doenca de Alzheimer ou de peptideo
sintético aceleram a fosforilacdo de Tau (Ma et al., 2009; Jin et al., 2011). Da
mesma forma, em cultura de células. Tokutake e colaboradores (2012)
demonstraram que mesmo concentragdes fisioldgicas de AP seriam

suficientes para induzir a hiperfosforilacdo de Tau.
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1.5.3. Estudo da interrelacao entre as vias de degradacao

Considerando que a integridade e funcdo do proteassomo sao
importantes para a homeostase celular, conforme descrito anteriormente,
sua inibicao é utilizada como modelo experimental para neurodegeneracao.

A lactacistina é um inibidor proteassomal que age tanto in vitro como
in vivo. Além disso, a inibicdo promovida na atividade das subunidades
tripsina e quimiotripsina € rapida e irreversivel (Fenteany et al., 1995),
provando ser uma ferramenta interessante para o estudo dos processos
neurodegenerativos.

O composto E64 é um inibidor de proteases lisossomais e interrompe
a atividade de todas as classes de catepsinas, sendo um potente inibidor
irreversivel e altamente seletivo. A presencga dos inibidores proteassomal e
lisossomal também pode auxiliar no entendimento das respostas de
interrelacdo dos sistemas de degradacdo, uma vez que a auséncia da
funcdo de uma via pode desencadear uma resposta tanto compensatéria
quanto modulatéria sobre o outro sistema de degradacdo, neste caso,
respondendo o “cross-talk’ entre proteassoma e lisossomo. Parte deste
estudo utilizou ambos os componentes no modelo de inclusdo proteica para
descrever algumas respostas.

Também foi utilizado o composto PADK (Z-phenylalanyl-L-alanyl-
diazomethyl ketone) para a ativacdo lisossomal e identificagdo de
mecanismos neuroprotetores e/ou de desvio da rota de degradacédo o dos

agregados proteicos (Bahr, Wisniewski e Butler, 2012).
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2.0bjetivos

2.1. Objetivos Gerais
Analisar o efeito da co-chaperona Bag-2 sobre o perfil de degradacéao
de Tau hiperfosforilada, bem como a interacdo entre os sistemas lisossomal

e proteassomal na degradacéo intracelular de agregados proteicos.

2.2. Objetivos especificos
1) Analisar os efeitos da superexpressao da proteina Bag-2 em prevenir a
hiperfosforilacdo da Tau e/ou estimular a degradacdo dos agregados

proteicos em cultura de células do hipocampo tratadas com rotenona;

2) Analisar aexpressdao do RNAm e os niveis das proteinas Rab7 e Rab24 a
fim de inferir sobre otrafego do autofagossomo e endossomo tardio antes,
durante e apdés a formacdo dos agregados proteicos contendo Tau
hiperfosforilada em cultura de células do hipocampo tratadas com rotenona

na presenca e ausénciade BAG-2 exdgena.

3) Analisar o efeito do tratamento com o peptideo AR sobre os niveis da
proteina LC3 | e Il, catepsina B e Rab-7 bem como da subunidade 20S do
proteassomo, além dos marcadores de integridade sinaptica: GIuR1 e

sinapsina Il em cultura organotipica do hipocampo.

4) Analisar o efeito dos moduladores da atividade lisossomal e proteassomal
sobre a agregacao proteica, bem como a interacdo entre as duas vias de
degradacdo, em culturas organotipicas do hipocampo submetidas ao

tratamento com o peptideo AB.
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3.Materiais e Métodos
3.1. Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) neonatos da linhagem
Lewis, adquiridos do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biologica
(CEMIB) da Universidade de Campinas e criados no biotério do Instituto de
Biociéncias da Universidade de Sao Paulo. Esta linhagem de ratos foi
escolhida por apresentar suscetibilidade a agregacdo de proteinas
constitutivas ap6s o tratamento com rotenona.

Os experimentos propostos estdo em conformidade com todos os
aspectos éticos de experimentacdo animal instituto de Biociéncias — USP
(CEA/IB-USP protocolo 136/2011), pela coordenadoria de ética em pesquisa
da Faculdade de Medicina da USP (protocolo 168/10) e de acordo com o
protocolo institucional aprovado e obtido pelo comité de uso e cuidado com

animal da Universidade da Carolina do Norte em Pembroke - EUA.

3.2.Cultura primaria de células do hipocampo

Para a cultura de células, a metodologia empregada foi uma
modificacao da descrita por Kivell e colaboradores (2001).

Para cada experimento foram utilizados cerca de 20 ratos neonatos
com no maximo 1 dias de vida pés-natal. Ap6s decapitados, os encéfalos
foram colocados em placa de petri estéril com solugao fisiolégica gelada
preparada no dia. Essa solucao é constituida de 0,7% de NaCl, 0,04% de
KCl, 0,016% de KH2PO4, 0,062% de MgSO47H20, 0,21% de NaHCOS,

0,23% de glicose e agua Milli-Q, pH ajustado para 7,2. A solucao
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foiesterilizada com filtro (0,22um) e seringa estéreis no fluxo laminar. Com o
auxilio de instrumentos cirurgicos, os hemisférios cerebrais foram separados

e foi feita a remocao bilateral do hipocampo, como ilustra figura 5.

Imm

Figura 5. Imagem ilustrativado encéfalo de rato neonato destacando a
regiao do hipocampo, dissecada para a cultura de células primaria.
Modificado do atlas de Altman e Bayer (1995).

As células foram dissociadas mecanicamente com uma tesoura, e
quimicamente com tripsina 0,05% (Gibco), colocadas num tubo falcon
contendo solugao fisiol6gica e incubadas a 37°C por 40 minutos em banho-
maria com agitacdo. Apds o periodo de incubacao, ja no fluxo laminar foi
adicionada a solucdo contendo o tecido 0,006% de inibidor de tripsina
(Gibco), seguido de uma dissociagcdo com auxilio de uma pipeta Pasteur até
que as células ficassem em suspenséo.

A solucdo contendo as células completamente dissociadas foi

centrifugada a 300g por 5 minutos para separagao do precipitado celular. As

26



células foram entdo ressuspendidas em meio de cultura Neurobasal A
(Gibco) suplementado com 0,012% de Glutamax (Gibco), 0,2% de B27
(Gibco), 0,036% de L-Glutamina (Sigma) e 0,04% de Gentamicina (Gibco)e
plaqueadas na concentracéo de 1800 células por milimetro quadrado.

A quantidade de células necessaria para a placa de cultura escolhida
foi calculada com base na area da placa. As placas de culturas eram
tratadas no dia anterior a cultura com 0,01% de poli-D-lisina 10ug/ml
(Sigma). Ap6s plaqueadas, as células foram cultivadas em estufa contendo
5% de CO2 a temperatura de 37°C durante nove dias, tendo meio de cultura
trocado apdés 3 horas ap6s o plaqueamento e a cada 3 dias durante o

periodo de cultivo.

3.3.Cultura organotipica do hipocampo

Foram utilizados ratos Sprague—Dawley (Charles River Laboratories,
Wilmington, MA) com 12 dias de idade. O encéfalo foi rapidamente
removido, dissecado e o hipocampo foi colocado em solugao fisiologica
contendo: 124mM de NaCl, 3 mM KCI, 1,5 mM KH2PO4, 4mM MgSQOy, 4nM
MgSQO4, 2mM CaCl, 2H,0, 26mM NaHCO3;, 10mM glicose, 2mM acido
ascorbico, 75uM adenosina.

Apés isso, os hipocampos foram posicionados no micrétomo para
serem retiradas seccoes transversas (400 um). As seccdes foram colocadas
em placa de petri contendo a mesma solugéo fisiolégica até o momento de
serem plaqueadas. O plaqueamento das seccbes foi feito com auxilio de

pinceis esterilizados. As secc¢des foram colocadas em placa de cultura (Milli-
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cell Organotypic Insert, Millipore), mantidas em meio contendo 50% meio
neurobasal (Sigma, St. Louis, MO), 25% de soro de cavalo (Gemini Bio-
products, Sacramento, CA), e suplementos definidos como previamente
descrito (Bendiske et al., 2002). As sec¢des foram mantidas a 37°C em
incubadora enriquecida com 5% de CO.durante o periodo de 14-25 dias até
serem empregadas nos tratamentos propostos. A figura 6 ilustra os 2

protocolos experimentais do presente trabalho.
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Figura 6. Esquema ilustrando os diferentes
modelos experimentais de agregacao proteica e
diferentes  tratamentos empregados neste

trabalho.
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3.4. Preparo dos clones e transfeccao

O cDNA da chaperona Bag-2 (open biosystems) foi clonado em vetor
fluorescente pEGFP-C1(Clontech) (FIGURA 7). Foram desenhados primers
com sequéncias especificas para o cDNA da Bag-2 contendo os sitios de
restricio Bam-H1 e Bgl-2. Foi adicionada a sequéncia FLAG a Bag-2 a fim
de identificar a expressao da proteina Bag-2.

A técnica de PCR foi aplicada para fazer a amplificacdo das
respectivas sequéncias, posteriormente aplicadas em gel agarose 0,8%,
separadas e purificadas. Depois de purificadas, as sequéncias de cDNA
foram inseridas no vetor pEGFP-C1através da complementariedade dos
sitios de restricdo apresentados nos sitios de clonagem multiplas dos
vetores.

As sequéncias de cDNA foram clonadas e digeridas com duas
enzimas de restricado, Bam-H1 e Bgl2 (New England biolabs), purificadas
utilizando o kit de purificacdo (QIAGEN) e ligadas aos vetores pela acao da
ligase T4 (New England Biolabs).

Os vetores foram adicionados a uma solucdo contendo bactérias
competentes (Oneshot MAX efficiency DH5aTM, Invitrogen cat. 12297-016),
transformadas por eletroporacéo e incubadas em meio LB durante 1 hora. A
solucdo foi plaqueada em placa de Petri com agar contendo 30ug/ml de
antibiético Kanamicina (Invitrogen). Apds 24 horas de incubagéao, 10 col6nias
foram escolhidas e separadas em um tubo estéril contendo 2ml de meio

SOC e antibidtico e novamente incubadas por 24 horas a 37°C. Apds isso,
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as bactérias foram lisadas, o DNA dos vetores foi purificado (QIAGEN
plasmid maxiprep Kit).

A verificagdo do sucesso da clonagem foi realizada via PCR e
digestdo enzimatica, com as enzimas acima descritas; as
coléniasselecionadas foram transferidas para 1L de meio de crescimento
2XYT contendo 10% Triptona, 5% de extrato de levedura em pd e 10%
NaCl, incubadas por 24 horas sob agitacao. Finalmente o DNA foi purificado,
diluido em 1ml de agua e quantificado, pronto para ser transfectado nas
culturas de células neuronais do hipocampo.

A transfeccao foi feita com os vetores contendo a sequéncia para a
proteina Bag-2 e o vetor p-EGFP-C1 vazio, ou seja, sem conter nenhuma
sequéncia especifica, sendo aplicado para os grupos controle. A transfeccao
foi feita através do reagente lipofectamina 2000 (Invitrogen), formando
lipossomas que atravessam a membrana plasmatica celular e liberam a
sequéncia de interesse no meio intracelular. A Bag-2 foi inserida nas culturas
de células primarias do hipocampo, antes, durante e apos o tratamento com

diferentes concentracdes de rotenona durante 24h, 48h, 72h ou 96h.
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PEGFP-1 Vector Information PT3026-5

GenBank Accession #: U55761 Catalog #6086-1
MCS
(12-89)
Apal | \
(3780
BsrG | (807)
POUHC EGFP Not | (s20)
Xba I* (830)
Ect(101 [)19 |
3274 SV40
HSV TK
ponA PEGFP-1 pO'VA AfI (1058)
4.2 kb ¢
1.
P Dra lll (1292)
Kan'/ SV40 ori
Neo" P svao,
Stul
(1997)
" 2 31 4 51 61 n 81 9 EGFP
TA GCG CTA CCG GAC TCA GAT CTC GAG CTC AAG CTT CGA ATT CTG CAG TCG ACG GTA CCG CGG GCC CGG GAT CCA CCG GTC GCC ACC ATG GTG
Ecod? Il Bylll Xhol \ Hindlll EcoRl Psil Sall  Knl |~ Apal ~ Bamhl Agel
ac

Accl Aspnigl Bsp120| Xmal
Ech36 1l Sacll Smal

Figura 7: Esquema do vetor pEGFP-1 utilizado para clonar a sequéncia da
Bag2. Informagdes sobre o vetor no Gen Bank Accession (U55763), numero
de catédlogo (6084-1), obtido da BD Biosciences. As enzimas de restricdo

utilizadas foram: Bam-H1 e Bgl2.

3.5. Tratamentos

Os tratamentos, periodo de exposicdo as drogas e suas
concentragbes foram estabelecidos com base em dados previamente
publicados, experimentos de curva concentracao-resposta e curva temporal

para determinacao dos parametros, condi¢des e concentracdes ideais.

3.5.1. Tratamento com rotenona e expressdao exogena de Bag-2.
Com base nos resultados prévios do nosso grupo de pesquisa

(Chaves, Melo et al., 2010), previamente detalhado, elegeu-se concentracao
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de 0,3nM de rotenona (Sigma) para a analise dos parametros de
interesseantes da agregacao proteica, a concentracao de 0,5nM para a
analise durante a formacao dos agregados proteicos e 0,7nM para a analise
apods a formacao dos agregados. O grupo controle foi exposto a DMSO
(0,001%).

A rotenona foi preparada com DMSO (Sigma) em solucao estoque de
1uM e diluida em meio de cultura nas concentragdes determinadas para
aplicacao nas células.

O controle de transfeccao foi feito com o vetor vazio e no grupo
experimental a transfeccdo foi feita com o vetor plasmideal contendo a
sequéncia de Bag-2. No entanto, os esquemas apresentados adiante
mencionam apenas a transfeccao do vetor com a sequéncia de Bag-2 para
simplificagao.

Foram feitos 4 experimentos diferentes para a analise do decurso
temporal e da concentracdo para a acao da rotenona e da Bag-2 sobre os
parametros de interesse.

Para a analise no periodo de 24 horas a exposicao a rotenona e a

transfeccao foram feitos concomitantemente (FIGURA 8).
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. Transfeccao com o Plasmideo da Bag2

Figura8. Esquema ilustrativo do protocolo experimental de tratamento das
culturas de células com rotenona (0,5nM) e de transfeccdo com o vetor
plasmideal contendo a sequéncia da co-chaperona Bag-2. A exposicao a
rotenona e a superexpressdao de Bag-2 foram feitas concomitantemente e

por um periodo de 24 horas.

Para a analise de 48 horas os experimentos foram feitos em duas
etapas: 1- o tratamento com rotenona foi iniciado e apds 24 horas foi feita a
transfeccdo com o vetor plasmideal contendo Bag-2 (FIGURA 9A); 2- A
transfecgcdo com o vetor plasmideal da Bag-2 foi feito simultaneamente ao
tratamento com rotenona (FIGURA 9B). A rotenona e a transfecgdo foram
mantidas por 48 horas, no entanto, em intervalos de tempo diferentes. Apés
a retirada da rotenona, as células foram mantidas com meio de cultura como

descrito no item 3.2.
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A Inicio d como Rotenona do
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Figura 9. Esquema ilustrativo do protocolo experimental de tratamento das
culturas de células com rotenona (0,3; 0,5 ou 0,7nM) e de transfec¢gdo com o
vetor plasmideal contendo a sequéncia da co-chaperona Bag-2 durante 48
horas. No primeiro protocolo a rotenona foi aplicada 24 horas antes da
transfeccdo com Bag-2 (A), no segundo protocolo o tratamento com
rotenona foi concomitante a transfeccao com Bag-2 (B).

35



Para a analise em 72 horas o tratamento do grupo rotenona foi
iniciado e ap6s 24 horas foi feita a transfeccao para superexpressao da Bag-
2. A rotenona foi mantida por um periodo de 48 horas e apés seu término foi
adicionado meio de cultura para manutencao da superexpressao de Bag2 foi

por um periodo de 72horas (FIGURA 10).

Retirada da
Transfec¢do com Rotenona do
Inicio do o plasmideo da meio de Extragefo de
tratamento Bag2 cultura proteinas
Inicio da com Rotenona
cultura de
células
F--- .
I ! | |
Dia1 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10 Dia 11

D Tratamento com Rotenona . Transfecgdo com o Plasmideo da Bag2

Figura10. Esquema ilustrativo do protocolo experimental de tratamento das
culturas de células com rotenona (0,5nM ou 0,7nM) durante 48 horas e de
transfeccdo com o vetor plasmideal contendo a sequéncia da co-chaperona
Bag-2 durante 72 horas. A rotenona foi aplicada 24 horas antes da
transfeccdo com Bag-2 e foi mantida por um periodo de 72 horas.

A andlise da acdo da Bag-2 em prevenir a formacao dos agregados
foi realizada durante 96 horas de superexpressdo da co-chaperona. A
transfeccdo com o plasmideo da Bag-2 foi iniciada 48 horas antes do inicio
do tratamento com rotenona, permanecendo por um periodo total de 96
horas na cultura de células. O tratamento com rotenona foi mantido por um

periodo total de 48 horas (FIGURA 11).
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Figurali. Esquema ilustrativo do protocolo experimental para avaliar a acao
da Bag-2 em prevenir a formacao dos agregados proteicos. As células foram
tratadas com rotenona nas concentragbes de 0,5nM e 0,7nM. A
superexpressao de Bag-2 foi iniciada 48 antes do tratamento com rotenona,

somando um periodo total de 96 horas.

Apos os diferentes tratamentos, o meio de cultura foi retirado e as
células foram lavadas com PBS para serem submetidas a técnica de
imunocitoquimica, extracao de proteinas para a técnica de Western Blotting

e/ou extracao de RNAm para a técnica de PCR
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3.5.2.Tratamento com peptideoAB1-42

O peptideo sintético AB1-42 foi obtido da empresa American Peptide
Company (62-0-80B), preparado como solucdo estoque de 50uM em DMSO
e armazenado a -20°C. Para uso, a solucao chamada de pré-agregado foi
preparada na concentragdao de 15uM em PBS, armazenada em temperatura
ambiente e mantida protegida da luz durante 6 dias. Apos isto, a solucao
pré-agregada foi adicionada ao meio de cultura dos experimentos de
inclusdo proteica na concentracdo de 1,5uM suficiente para promover o
aumento da proteina Tau hiperfosforilada. As culturas organotipicas do

hipocampo foram tratadas com o peptideo sintético AB1-42 diariamente.

3.5.3.Tratamento com ativador e inibidor lisossomal

A solucdo estoque de PADK, ativador lisossomal, foi preparada na
concentracao de 30mM e posteriormente diluida em meio de cultura para a
concentragao de uso de 5uM. A solugao de uso foi adicionada diariamente a
seccdes durante um intervalo entre1 dia a 6 dias.

O inibidor lisossomal E64, foi obtido da empresa Sigma Aldrich (cod.
E3132) e preparado numa solugdo estoque de 50mM diluido em DMSO,
seguindo protocolo sugerido pelo fabricante. A solugdo de uso foi preparada
em meio de cultura nas concentragdes de 10uM a 20uM e adicionada

diariamente durante um intervalo entre 1 dia a 6 dias.
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3.5.4. Tratamento com inibidor proteassomal

O inibidor proteassomal, lactacistina, foi obtido da empresa Santa
Cruz Biotechnology, Inc (cod. SC-3575). A solugao estoque foi preparada na
concentragdo de 10mM. Para uso, a solugao foi diluida em meio de cultura
na concentragdo de 10uM e foi adicionada diariamente durante um intervalo

entre 1 dia a 6 dias.

3.6.Imunocitoquimica

A técnica de imunocitoquimica foi realizada para permitir a
caracterizacao da cultura de células primarias empregadas neste estudo e
para identificacao da eficiéncia na transfeccao do plasmideo da Bag-2.

Apoés o periodo de cultivo, as células foram lavadas com solugéo de
PBS e fixadas com uma solucao de paraformaldeido a 4% diluida em PBS
gelado durante 10 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, as
células foram permeabilizadas com solugao contendo 0,2% de triton durante
30 minutos em temperatura ambiente e bloqueadas em solucado contendo:
PBS, 2% de NGS (soro de cabra, Vector Laboratories), 0,2% de triton e 4%
de BSA (albumina de soro bovino, Sigma) durante 30 minutos em
temperatura ambiente.

Os anticorpos primarios foram diluidos em solucdo contendo 1%
NGS, 2% BSA e 0,2% triton em PBS e incubados durante 18 horas a 4°C.
Os anticorpos primarios utilizados para a caracterizagao da cultura neuronal

foram: anti-GFAP (1:1000, sc-166481; Santa Cruz), para identificacado dos
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astrécitos e anti-Map2 (1:1000, sc 74422; Santa Cruz), para identificacao
dos neurdnios.

Terminado o periodo de incubacao as células foram lavadas 3 vezes
com PBS gelado por 5 minutos cada e posteriormente incubadas com
anticorpo secundario fluorescente conjugado ao Texas-Red 1:70 (Jackson
Laboratories) especifico para o anticorpo primario durante 1 hora em
temperatura ambiente protegido da luz.

As placas de cultura contendo as células marcadas foram montadas
com meio contendo DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, Vector
laboratories) e as células foram analisadas em microscopio de fluorescéncia
Axiophot 2 (Zeiss) equipado com camera AxioCam utilizando a objetivas e
filtros apropriados para identificagdo dos neurdnios, astrocitos e células que

expressam o GFP (indicativo de expressao da Bag-2)

3.7. Extracao de Proteina e Western Blotting

As células foram lavadas com PBS e em seguida lisadas e
homogeneizadas, utilizando-se 100uL de tampéao de lise constituido de 1%
NP40, 0,5% deoxicolato de sédio, 1% SDS, 1imM EDTA, 1mM EGTA e 1%
de coquetel inibidor de proteases (Sigma). A quantidade de proteina foi
acessada pelo método de Bradford (Bradford, 1976). A curva de calibracao
foi feita utilizando-se albumina em quantidade de 0 a 16 ug de BSA por
pOCoO.

Para fracionamento, as amostras de proteinas (20ug) foi adicionado

tampéao de amostra as quais foram desnaturadas a 100°C durante 3 minutos
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antes de serem aplicadas as canaletas do gel de poliacrilamida a 12%. Na
primeira canaleta foi aplicado o marcador de peso molecular (Kaleidoscope,
Bio-Rad, EUA). O tampao de corrida foi preparado com 250mM trisma base
(Sigma), 960mM glicina (Amresco) e 1% SDS (BioRad), as proteinas foram
separadas através de aplicagdo de 100 volts durante 1 hora.

Ap6és a corrida do gel, as proteinas foram transferidas para membrana
de nitrocelulose (BioRad) que foi bloqueada com leite desnatado 5%
preparado em TBS-T durante 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida,
foram feitas diferentes incubag¢des com anticorpos primarios anti-Rab7 (H-
50, 1:1000; Santa Cruz), anti-Rab24 (N-19; 1:500, Santa Cruz), anti-Tau
fosforilada (Ser-199/202, 1:1000; Sigma), anti-Tau total (1:1000, Sigma),
Anti-FLAG (1:1000, Santa Cruz), anti-Catepsina B(1:200; Novus Biologicals
NBP1-19797), anti-GluR1 (1:700, Chemicon, Temecula, RH95), anti-
Sinapsina Il (1:200; Novus Biologicals, nb100-98778), anti-Bag-2 (1:300,
Abcam, ab-80596), anti-LC3 (1:300, Cell Signaling, #2775) e anti- p-actina
(1:1000; Santa Cruz, SC-47778). A solucao diluidora de anticorpos foi
preparada diferentemente, levando em consideragao incubagao do anticorpo
secundario e o0 método de revelacdo da membrana.

Os anticorpos anti- p-Tau, Rab24 e Rab7 foram diluidos em leite
desnatado (3%) em TBS-T e incubados com anticorpos secundarios
conjugados a uma peroxidase (HRP). Os anticorpos da t-Tau, catepsina B,
sinapsina Il, proteassomo 20S, GIuR1 foram preparados em solucao
contendo 1% de BSA diluido em TBS-T e incubados com anticorpo

secundario conjugado a uma molécula de fosfatase alcalina (AP). Os
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anticorpos secundarios foram diluidos em TBS-T contendo leite 3%,
adicionados a membrana e mantido sem incubacao sob agitacao durante 1
hora em temperatura ambiente.

A marcacgao dos anticorpos conjugados a HRP foi revelada através de
incubacdo com reagente quimioluminescente (Immobilon Western
Enhancing Chemiluminescent HPR substrate, ECL kit, Millipore, EUA, Cod.
WBKLS-0500) durante 5 minutos e exposi¢ao a filme apropriado (Hyperfilm
ECL, Life Technologies) que foram revelados conforme instru¢cdes do
fabricante para os anticorpos secundarios conjugados com a molécula HRP.

A marcagao dos anticorpos conjugados a fosfase alcalina foi revelada
através da incubacdao com reagente BCIP/NBT (Merck Millipore) durante 5
minutos na prépria membrana.

Em seguida, as membranas foram submetidas a nova marcagao com
anticorpo anti-B-actina (1:1000, Santa Cruz, SC-47778), para normalizacao,
seguida de incubacédo com o anticorpo secundarioconforme ja descrito.

Os filmes e as bandas obtidas na membrana foram quantificados por
densitometria éptica usando o sistema de andlise de imagens ImageJ

(Image J Software).

3.8. Extracao de RNAe PCR em Tempo Real
O ambiente de trabalho foi Ilimpo utilizando-se solucéo
descontaminante de RNAse (RNAse ZAP, Ambion). Os tubos e ponteiras

utilizados também estavam livre de RNAses. Para a extracdo de RNA foi
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utilizado o kit de extracdo da Invitek (Invosorb RNA mini kit) e seguido o
protocolo sugerido pelo fabricante.

Resumidamente, as células foram lisadas e homogeneizadas com
350uL de solugao RA1 por placa contendo 10% de B-mercaptoetanol. O
lisado foi filtrado e a solugao filtrada foram adicionados 350uL de etanol
70%. Esta mistura passou por uma membrana especial onde ficaram retidos
os acidos nucleicos apds centrifugacdo de 30 segundos a 8000g. A
membrana foi desalinizada e em seguida tratada com DNAse durante 15
minutos a temperatura ambiente. O RNA ligado a membrana foi eluido em
um novo tubo e armazenado em freezer a -80°C até sua utilizacao.

Para acessar a quantidade e qualidade do RNA extraido,
primeiramente uma amostra foi submetida ao espectrofotdbmetro para ter a
absorbancia a UV determinada. As amostras que revelaram uma razao
Aoso:Acgy menor que 1,8 foram descartadas. Apdés a determinacdo da
concentragdo de RNA por tubo, uma amostra contendo 1ug de RNA total foi
fracionada em gel de agarose 1% contendo brometo de etidio. A proporcao
entre as fragdes 28S e 18S do RNA ribossdémico foi de aproximadamente 2:1
indicando que o RNA era de boa qualidade e apropriado para as analises em
PCR em tempo real.

O RNA foi transformado em cDNA, através de transcricdo reversa.
Para tanto, em 1ug de RNA total foram adicionados tampao TagMan, MgCly,
dNTPs, hexameros randémicos, inibidor de RNAse e a enzima transcriptase

reversa atingindo o volume final de 50uL, conforme instrugbes do fabricante
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(TagMan — Applied Biosystems, EUA). Ao final do procedimento o cDNA foi
estocado em freezer a -80°C até sua utilizacdo no PCR em tempo real.

Foram avaliadas a expressdo dos RNAms das Rabs 7 e 24 e Bag-2
apds tratamento com rotenona utilizando-se probes e primers
comercialmente disponiveis e seguindo-se estritamente o protocolo
recomendado pelo fabricante (TagMan — Applied Biosystems, EUA). A
normalizacdo das reacdes foi feita utilizando primers e probe para RNA
ribossbmico (18S) (Applied Biosystems, EUA). As solucbes foram
preparadas de acordo com as instrugdes do fabricante e colocadas em placa
de 96 pocos com qualidade 6ptica (ABI Prism, Applied Biosystems, EUA),
posteriormente lacrada com adesivo também com qualidade optica (ABI
Prism, Applied Biosystems, EUA) e submetida a amplificacdo e detecgéao
através de PCR em tempo real (modelo 7300, ABI Prism, Applied
Biosystems, EUA) por 50 ciclos.

Os dados referentes aos RNAm de estudo foram normalizados
através da subtracdo dos valores referentes ao 18S e comparados entre si

por normalizagéo logaritmica (224).

3.9. Ensaio sobre a atividade Proteassomal

As culturas organotipicas do hipocampo foram submetidas a extragao
de proteina conforme descrito previamente e empregadas no ensaio para
determinacdo da atividade proteassomal, como descrito previamente
(Gaczynska e Osmulski, 2005). O peptideo fluorogénicos-LLVY-AMC

(Calbiochem) foi utilizado como um peptideo padrdo para o ensaio da
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atividade quimiotripsina. Trinta microgramas de proteina foram incubada a
37°C em um tampéao de TrisHCl a 20 mM, pH 7.5, chamado de tampao
padrao.

A incubacao foi iniciada pela adicdo de 10-50 pM do peptideo s-
LLVY-AMC e feita a andlise fluorimétrica com base na reacdo com o
substrato. O comprimento de onda para leitura foi de 365 nm para excitacao
e registrado a 440 nm. A quantidade da fluorescéncia do AMC liberada
oriunda do substrato foi calculada usando uma curva livre de AMC captada
pelo espectrofotometro. A leitura foi feita durante 45 minutos em intervalos
de 3 minutos para cada leitura. Os dados obtidos (Vmax, unidades por
segundo) foram entdo processados através da normalizacdo com o0s

controles negativos (tampao + Suc-LLVY-AMC).

3.10. Ensaio sobre a atividade da Catepsina B

O extrato proteico das culturas organotipicas do hipocampo foi
submetido a ensaio para determinacdo da atividade da catepsina B. O
peptideo fluorogénico Z-Arg-Arg AMC foi utilizado apés uma diluicao de 100x
da concentragao estoque fornecida pelo kit (InnoZyme Cathepsin B Activity
Assay Kit, fluorogenic, Cat. CBA001), combinado com tampao cisteina 1M e
as respectivas amostras equalizadas para 10ug de proteina.

Apébs a mistura dos componentes em placa de 96 pocos, a solucéo foi
incubada a 37°C por 50 minutos e entdo submetida a leitura em

espectrofotobmetro num comprimento de onda de excitacao de 360-380nm e
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emissao 440-460nm. O experimento foi repetido 2 vezes. A leitura da placa

foi feita pelo método fluorimétrico em “Endpoint’.

3.11. Analise dos resultados

Todos o0s experimentos foram repetidos 3 vezes com culturas
independentes, exceto quando especificado diferente. Foram utilizados 3
pocos por experimento (n=3).

Os resultados referentes a cultura primaria de células tratadas com
rotenona e transfectadas com o vetor plasmideal da Bag-2 foram avaliados
por analise de variancia (ANOVA) de 2 vias seguido do pos-teste de
Bonferroni.

Os resultados obtidos a partir das culturas organotipicas tratadas com
peptideo AB e com os moduladores das vias de degradacgao lisossomal e
proteassomal foram avaliados por ANOVA de 1 via, seguido do pés-teste de
Tukey.

Para analise estatistica foi utilizado o programa GraphPad Prism para
Windows (versao 5.00, 21 de janeiro de 2005, GraphPad). Os valores sao
expressos como média * desvio padrdo em porcentagem comparado com o

controle. O valor de p=<0,05 foi considerado para indicar diferenca estatistica.
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4. Resultados
4.1 Caracterizacao e validacao da cultura de células do hipocampo

Os resultados demonstram que 41% dos tipos celulares encontrados
correspondem a neurdnios (imunopositivos ao Map2) e 30% das células
correspondem a astrécitos (imunopositivos ao GFAP) (FIGURA12). Estes
resultados mostram que as culturas utilizadas para realizacao deste projeto
compdem culturas mistas, constituidas tanto por neurbnios quanto células

gliais sendo adequadas ao estudo proposto.

Figura 12. Imagens digitais representativas de cultura de células do
hipocampo de ratos Lewis neonatos ilustrando a marcagdo dos nucleos
(DAPI, A e D), a imunorreatividade ao Map2 (neurdnios) (B), a colocalizacao
da marcagao do Map2 com os nucleos (C), e a imunomarcacao do GFAP
(astrocitos) (E). Barra de escala=50um
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4.2.Transfeccao com Bag-2

A validagdo do modelo experimental utilizando a expressao da Bag-2
foi realizado para verificacdo do potencial de transfeccéo, insercao dos
plasmideos em neurdnios e certificacdo do aumento da expressao de Bag-2.

A metodologia utilizando lipossomas, empregada nas culturas de
células primaria foi capaz de inserir o plasmideo de Bag-2 no meio
intracelular em diferentes tipos celulares como observado por meio da
fluorescéncia emitida pela molécula GFP presente na sequéncia de Bag-2 e
sua colocalizagdao com o marcador neuronal (FIGURA 13).

Os resultados sugerem uma porcentagem de 15% de células
transfectadas, sendo que 7% correspondem a neurdnios.

A anélise do RNAm da co-chaperona Bag-2 mostrou aumento em sua
expressao quando comparamos 0 grupo superexpressando Bag-2 com o
grupo transfectado com o vetor vazio, sem a sequéncia de Bag-2 (FIGURA
14A). Além disso, nao foi observada mudanca na expressdao do RNAm para
Bag-2 enddgena na presenga da rotenona, tampouco a rotenona promoveu
modificacao no padrao de expressao da Bag-2 exégena (FIGURA 14A).

A sequéncia Flag para a Bag-2 foi marcada com anticorpo especifico
identificado por meio da metodologia de western blotting, o que valida os
experimentos que avaliam a influéncia da presenca de Bag-2 sobre

mecanismos intracelulares de interesse do projeto (FIGURA 14B).
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50 um

Figura 13. Imagens digitais representativas de
cultura de células do hipocampo de ratos Lewis
neonatos transfectadas com Bag-2, durante 24
horas, ilustrando células que expressam Bag-2
(GFP, A, D e H) e a colocalizacdo com células
observadas em contraste de fase (B e C), com
nucleos marcados com DAPI (E, F, G e J), ou com
o marcador neuronal Map-2 (I e J). A seta indica
um neurdnio e a cabeca de seta indica uma célula
da glia, ambos transfectados com Bag-2. Barra de
escala=50um (A-F) e 20um (G-J)
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Figura 14. (A) Expressdo do RNAm da Bag-2 em cultura de células do
hipocampo de ratos Lewis neonatos expostas a superexpressado de Bag-2, a
DMSO ou rotenona nas concentracées de 0,3nM, 0,5nM e 0,7nM. Os
tratamentos permaneceram por 48 horas e foram realizados
simultaneamente. (B) Imagem ilustrativa da banda de western blotting
mostrando a presenca da sequéncia Flag ligada a Bag-2 no grupo
transfectado. Os valores sdo expressos como média = desvio padrao,
segundo a analise de varidancia de duas vias seguido do pés-teste de
bonferroni. *p<0,05 quando comparadosos grupos na presenca e auséncia
da superexpressao de Bag-2.
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4.3. Bag-2 diminui os niveis de p-Tau e aumenta t-Tau.

A rotenona aumentou a hiperfosforilacdo da Tau em células do
hipocampo em concentracao de 0,5 e 0,7nM quando comparado com células
expostas ao DMSO (FIGURA15A). Os niveis de p-Tau diminuiram ap6s a
superexpressdao de Bag-2 me todas as condi¢cdes experimentais quando
comparadas com o0 grupo que nao expressa Bag-2 exégena (FIGURA 15A).
Além disso, a expressao da Bag-2 diminuiu a p-Tau em células expostas a
rotenona quando comparadas com DMSO (FIGURA 15A).

Os niveis de Tau total aumentaram em células do hipocampo apés
exposicao a 0,3; 0,5 ou 0,7 nM de rotenona quando comparadas com DMSO
(FIGURA 15B). A superexpressao de Bag-2 promoveu aumento da t-Tau no
nas células expostas ao DMSO e a 0,5nM de rotenona quando comparado
com o grupo sem Bag-2 na mesma condigao de tratamento com DMSO ou
rotenona (FIGURA15B). A superexpressao da Bag-2 promoveu diminuicao
da t-Tau nas células expostas a 0,3nM e 0,7nM de rotenona quando
comparada com DMSO (FIGURA 15B). O tratamento com rotenona bem
como a transfeccdo com Bag-2 foram feitos durante 48 horas (FIGURA

15C).
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Figura 15. Niveis de proteina Tau hiperfosforilada (p-Tau) (A) e Tau total (i-
Tau) (B) em cultura de células do hipocampo de ratos Lewis neonatos
expostas a DMSO ou rotenona nas concentragdes 0,3nM; 0,5nM e 0,7nM na
auséncia e presenca de expressdao exogena de Bag-2.(C) llustracdo do
protocolo experimental. Experimento feito em duplicata técnica, N=3. Os
valores sdo expressos como média = desvio padrdao em porcentagem do
controle (DMSO sem expressao de Bag-2), segundo a analise de variancia
(ANOVA) de duas vias. *p<0,05 quando comparado com o0 DMSO na mesma
condicao de expressao de Bag-2; T p<0,05 quando comparado com o grupo
sem a transfeccdo de Bag-2 na mesma condicdo de tratamento com
rotenona ou DMSO.
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4.4. 24 horas parece insuficiente para analise da acao de Bag-2.

Exposicao das células do hipocampo a 0,5nM de rotenona por 24h
nao altera os niveis de p-Tau (FIGURA16A). Entretanto, a rotenona
promoveu diminuicao da t-Tau (FIGURA 16B)

A superexpressao da Bag-2 por 24 horas aumentou os niveis de p-
Tau em células do hipocampo expostas ao DMSO (FIGURA 16A), bem
como aumentou os niveis de t-Tau quando comparado ao grupo sem
superexpressao da Bag-2 na auséncia da exposicao a rotenona (FIGURA
16B). Na presenca de rotenona a Bag-2 promoveu diminui¢cdo nos niveis de
p-Tau e t-Tau (FIGURAS 16A e B).

O protocolo experimental esta ilustrado na figura 16C.
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Figura 16. Niveis de proteina Tau hiperfosforilada (p-Tau) (A) e Tau total (i-
Tau) (B) em cultura de células do hipocampo de ratos Lewis neonatos
expostas a DMSO ou rotenona (0,5nM) na auséncia e presenca de
expressdo exogena de Bag-2. Os tratamentos permaneceram por 24h
conforme ilustrado no protocolo experimental em C, foram realizados
concomitantemente. Experimento feito em duplicata técnica, N=3. Os valores
sdo expressos como média + desvio padrdo em porcentagem do controle
(DMSO sem expressao de Bag-2), segundo a analise de variancia (ANOVA)
de duas vias. *p<0,05 quando comparado com o DMSO na mesma condicao
de expressao de Bag-2; T p<0,05 quando comparado com o grupo sem a
transfeccdo de Bag-2 na mesma condicdo de tratamento com rotenona ou
DMSO.
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4.5. Bag-2 promove degradacao p-Tau em periodo de 48h, apds a
inducao de agregados com rotenona

As andlises dos resultados a seguir foram feitas em decursos
temporais diferentes, variando o tempo de permanéncia do efeito de Bag-2
em 48 horas e 72 horas combinado a exposicao por 48 horas a rotenona.

A exemplo dos experimentos anteriores, a rotenona aumentou 0s
niveis de p-Tau quando aplicada por 48h nas concentragdes de 0,5nM e
0,7nM (Figura 17A). A superexpressdo de Bag-2 por 48 horas foi eficiente
em diminuir os niveis de p-Tau apds a inducao de agregados proteicos com
o tratamento com rotenona nas concentragées de 0,5nM e 0,7nM quando
comparado com o grupo sem Bag-2 exdégeno (Figura 17A).

Nao houve alteragdo dos niveis de p-Tau apds exposicao a 0,5nM e
0,7nM de rotenona por 72h, entretanto a superexpressao da Bag-2 mostrou
diminuir os niveis de p-Tau na presenca de 0,5nM de rotenona quando
comparado com o grupo sem Bag-2 exdégena (Figura 17B).

O protocolo de tratamento com rotenona e expressao da Bag-2 esta

detalhado na figura 17C e D.
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Figura 17. Niveis de proteina Tau hiperfosforilada (p-Tau) em células do
hipocampo de ratos neonatos expostas a DMSO ou rotenona (0,5 ou 0,7nM)
na auséncia e presenca de superexpressao de Bag-2 durante 48 horas (A)
ou 72 horas (B) conforme ilustracdo do protocolo experimental (C e D).
Experimento feito em duplicata técnica, N=3. Os valores sdo expressos
como média = desvio padrao em porcentagem do controle (DMSO sem
expressao de Bag-2), segundo a analise de variancia (ANOVA) de duas vias.
*p<0,05 quando comparado com o0 DMSO na mesma condigdo de expressao
de Bag-2; T p<0,05 quando comparado com o grupo sem a transfeccédo de
Bag-2 na mesma condicao de tratamento com rotenona ou DMSO.
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4.6. Expressao exdgena de Bag-2 previne a hiperfosforilacaoda Tau
pela rotenona

A Bag-2 quando superexpressada por 48h antes da exposicdo a
rotenona foi capaz de diminuir os niveis de p-Tau nas concentracées de
0,5nM, 0,7nM e no DMSO(FIGURA 18A).

O protocolo detalhado de transfeccdo com o plasmideo de Bag-2,

bem como, o tratamento com rotenona esta ilustrado na figura 18 B.
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Figura 18. Niveis da proteina Tau hiperfosforilada (p-Tau) em células do
hipocampo de ratos neonatos expostas a DMSO ou rotenona (0,5nM e
0,7nM) na presenca e auséncia de superexpressdao de Bag-2 (A). O
tratamento com Bag-2 foi iniciado 48h antes do inicio da exposicao
arotenona e mantido por um periodo total de 96h, o tratamento com
rotenona permaneceu nas ultimas 48 horas da superexpressao de Bag-2(B).
Experimento feito em duplicata técnica, N=3. Os valores sdo expressos
como média = desvio padrao em porcentagem do controle (DMSO sem
expressao de Bag-2), segundo a analise de variancia (ANOVA) de duas vias.
*p<0,05 quando comparado com o0 DMSO na mesma condigdo de expressao
de Bag-2; T p<0,05 quando comparado com o grupo sem a transfeccédo de
Bag-2 na mesma condicao de tratamento com rotenona ou DMSO.
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4.7. Analise dos niveis das proteinas Rab7 e Rab24 apés tratamento
com rotenona e superexpressao da Bag-2

Para um melhor entendimento do funcionamento das vias de
degradacao sob a influéncia de Bag-2 e do tratamento com rotenona, foram
feitas analises das proteinas de trafego Rab7 e Rab24 as quais estdo
relacionadas com a via de degradacao lisossomal.

Nao houve alteracao significativa na expressdo do RNAm da Rab7 e
Rab24 apds exposicdo as diferentes concentragcdes de rotenona ou na
presenca de Bag-2 exdgena (FIGURA 19A e B). Ja os niveis protéicos da
Rab7 foram significativamente menores apds a superexpressao de Bag-2
(FIGURA 19C). Os niveis proteicos da Rab24 diminuiram pds exposicao a
0,3 e 0,5 nM de rotenona quando comparado com células expostas ao
DMSO (FIGURA 19D). A superexpressao de Bag-2 nao influencia os niveis
de Rab-24 sem a presenca da rotenona, entretanto, ha diminuicao nos niveis
desta proteina apds exposicao a 0,7nM de rotenona quando compara-se 0s
grupos na presenga e auséncia de Bag-2 exdgena (FIGURA 19D). O

protocolo experimental esta detalhado na Figura 19 E.
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Figura 19. Expressdo do RNAm e niveis dasproteinas Rab7 (A e C) e
Rab24 (B e D) em cultura de células do hipocampo de ratos Lewis neonatos
expostas a DMSO ou rotenona (0,3; 0,5 e 0,7nM) na presenca e auséncia de
superexpressdao de Bag-2. Ambos os tratamento permaneceram por 48
horas e foram realizados concomitantemente (E). Experimento feito em
duplicata, N=3. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdao em
porcentagem do controle (DMSO sem expressdo de Bag-2), segundo a
analise de variancia (ANOVA) de duas vias. *p<0,05 quando comparado
com o DMSO na mesma condi¢do de expressao de Bag-2; T p<0,05 quando
comparado com o grupo sem a transfeccdo de Bag-2 na mesma condicéo de
tratamento com rotenona.
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4.8. O PADK foi capaz de aumentar os niveis de Catepsina B inclusive
na presenca do inibidor proteassomal

Os niveis de catepsina B aumentaram significativamente em cultura
organotipica de hipocampo apés o tratamento com 10uM de PADK (ativador
lisossomal) por 48 horas quando comparado com o controle (FIGURA 20).
Na presenca de lactacistina (inibidor do proteassomo) o componente PADK
também promoveu aumento da expressdo da catepsina B quando
comparado com o controle mas nao atingiu os mesmos niveis do grupo
exposto somente ao PADK (FIGURA 20). A lactacistina nao influenciou os

niveis de catepsina B (FIGURA 20).
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Figura 20. Niveis de Catepsina B em cultura organotipica do hipocampo
expostas ao ativador lisossomal PADK (10uM) e/ou ao inibidor
proteassomal Lactacistina (10uM) por 48 horas. Experimento feito em
duplicata, N=3. Os valores sdo expressos como média + desvio padrao
em porcentagem do controle segundo a analise de variancia (ANOVA) de
uma via. *p<0,05 comparado com o controle, # p<0,05 quando

comparado com os grupos expostos ao PADK e a Lactacistina
isoladamente.
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4.9. Efeito dos inibidores dos sistemas lisossomal e proteassomal
sobre marcadores celulares especificos e sobre suas atividades

A analise dos niveis das proteinas apresentadas a seguir foi feita

apods exposicao das culturas organotipica ao tratamento com Lactacistina e

E64, os quais sdo inibidores do proteassomo e lisossomo, respectivamente,

durante intervalos de tempo variados.

4.9.1. Proteinas do sistema de degradacao autofagolisossomal

Nao foi observada diferenga significativa nos niveis da catepsina B
quando comparados com o controle (DMSQO) (FIGURA 21A). Os niveis da
proteina LC3-1 também nao foram alterados apdés inibicdo do proteassomo e
lisossomo (FIGURA 21B). No entanto, a proteina LC3-Il apresentou um
aumento significativo ap6s o tratamento com Lactacistina por 3 dias quando
comparado com os grupos tratados com Lactacistina + E64 por 2 dias e com

E64 por 2 dias (FIGURA 21C).
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Figura 21. Niveis de proteinas relacionadas com o compartimento
lisossomal: Catepsina B (CB, A), LC3 | (banda superior,B) e LC3 Il
(banda inferior,C) em cultura de células organotipicas do hipocampo
expostas a 5uM de Lactacistina e 10uM de E64 por 24 horas, 48 horas e
72 horas. Experimento feito em duplicata, N=3. Os valores sdo expressos
como média + desvio padrdo em densidade Optica relativa, *p<0,05
segundo a analise de variancia (ANOVA) de uma via.
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4.9.2 Analise dos niveis da subunidade 20S do Proteassomo

O tratamento com inibidor lisossomal E64 juntamente com lactacistina
durante 3 dias promoveu diminuicdo dos niveis da subunidade a do
proteassomo 20S (Figura 22), ao passo que somente o tratamento com

lactacistina ndo tem efeito sobre os niveis proteicos desta subunidade

(FIGURA 22).
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Figura 22. Nivel da subunidade 20S do proteassomo em cultura
organotipica do hipocampo expostas a 5uM de Lactacistina e 10uM de
E64 por 24 horas, 48 horas e 72 horas. Experimento feito em duplicata,
N=3. Experimento feito em duplicata, N=3. Os valores sdo expressos
como média + desvio padrao em densidade Optica relativa, *p<0,05
segundo a analise de variancia (ANOVA) de uma via.

63



4.9.3. Atividade lisossomal e proteassomal

A lactacistina diminuiu a atividade proteossomal como esperado para
um inibidor proteassomal (FIGURA 23A). Além disso, a exposicao das
culturas organotipicas ao PADK ou E64 (moduladores lisossomais),
isoladamente, nao interferiu na atividade proteossomal (FIGURA 23B).
Combinado com lactacistina, o0s moduladores lisossomais nao
potencializaram ou reverteram a resposta a lactacistina (FIGURA 23B).

Por outro lado, inibicdo proteassomal com lactacistina promoveu
aumento da atividade lisossomal, medida pela atividade da catepsina B
(FIGURA 23C), tal efeito foi revertido pela presencga do inibidor lisossomal
(E64) (Figura 23D). O tratamento dom PADK nao alterou a atividade da

catepsina B quando combinado com lactacistina (FIGURA 23D).
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Figura 23. Atividade do proteassoma e da Catepsina B em culturas
organotipicas do hipocampo expostas a: (A e C) 5uM de Lactacistina por
24 horas, 48 horas e 72 horas; (B e D) 5uM de Lactacistina, 10uM de
E64 por 24 horas, 48 horas e 72 horas e 3uM de PADK por 96 horas.
Experimento feito em duplicata, N=3. Os valores sdo expressos como
média * desvio padrdao da porcentagem do controle para a atividade da
Catepsina B e a média do VMax por segundo para atividade do
proteassoma, *p<0,05 quando comparado com seu respectivo controle.
segundo a analise de variancia (ANOVA) de uma via.
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4.9.4.Inibicao dos sistemas de degradacdo nao altera os marcadores
sinapticos

O tratamento com inibidores do proteassomo e lisossomo nao
influenciou os niveis proteicos dos marcadores sinapticos sinapsina Il

(FIGURA 24A) e da subunidade GIuR1 doreceptor de glutamato (AMPA)

(FIGURA 24B).
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Figura 24. Niveis proteicos da Sinapsina Il (A) e GluR1 (B) em cultura
organotipica do hipocampo expostas a: 5uM de Lactacistina e 10uM de
E64 por 24 horas, 48 horas e 72 horas. Experimento feito em duplicata,
N=3. Os valores sao expressos como média * desvio padrdo em
densidade optica relativa, *p<0,05 segundo a andlise de variancia
(ANOVA) de uma via.
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4.10. Efeito do peptideo AB1-42 sobre os niveis de p-Tau e integridade
sinaptica

Os niveis da proteina p-Tau de 70kDa e 40kDa né&o se alteraram ap0s

o tratamento com AB e de AB combinado com PADK, Lactacistina ou E64

por 4 dias (FIGURA 25A e B), apesar de haver uma tendéncia de aumento

com o peptideo AB. O marcador sinaptico GluR1 também nao teve seus

niveis alterados em nenhuma das condicdes de tratamentos citados

anteriormente (FIGURA 25C).
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Figura 25. Niveis da proteina Tau hiperfosforilada (p-Tau) de 70kDa e
40kDa em cultura organotipica do hipocampo expostas a 1,5uM peptideo
beta-amiloide 1-42 (AB), combinado ou ndo com 5uM de Lactacistina,
20uM de E64 ou 3uM de PADK por 4 dias. Experimento feito em
duplicata, N=3. Os valores sdo expressos como média + desvio padrao
em densidade Optica relativa, *p<0,05 segundo a andlise de variancia
(ANOVA) de uma via.
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4.12. Efeito do peptideo AB1-42 sobre os niveis das proteinas
relacionadas com as vias de degradacao

Foi observado aumento significativo dos niveis de catepsina B quando
apos tratamento concomitante A + PADK comparado com as culturas
organotipicas tratadas apenas com AR + DMSO, sem tratamento e AR +
Lactacistina (FIGURA 26A). Ja a subunidade 20S proteassomal nao se

alterou em nenhuma das condi¢des de tratamento citadas (FIGURA 26B).
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Figura 26. Niveis de Catepsina B (CB) (A) e do proteassomo 20S (B) em
cultura organotipica do hipocampo expostas a 1,5uM peptideo beta-
amiloide 1-42 (AB) e/ou 5uM de Lactacistina, 20uM de E64 e 3uM de
PADK por 4 dias. Experimento feito em duplicata, N=3. Os valores séao
expressos como média + desvio padrdo em densidade Optica relativa,
*Pp<0,05 comparado com o controle; #p<0,05 nas comparacodes indicadas,
segundo a analise de variancia (ANOVA) de uma via.
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4.13. Atividade do proteassomo apés tratamento com AR e
moduladores de degradacao celular

A analise da atividade proteassomal foi feita pela mensuracao da
atividade do sitio catalitico 20S apés o tratamento com AB ou AB com
Lactacistina, concomitante, por 4 dias. As amostras também foram
submetidas a 2 dias de tratamento com AB, sendo adicionado no segundo
dia Lactacistina, PADK e/ou E64 por mais 2 dias, totalizando 4 dias de
tratamento. Observou-se diminuicdo significativa da atividade do
proteassoma na presenca de AR combinado com o inibidor de proteassoma
(Lactacistina) (FIGURA 27). A presenca de PADK parece inibir sutilmente a
atividade do proteassomo na presenca de AP, além disso, o PADK ter
revertido em parte essa inibicdo proteassomal quando analisado o grupo
exposto ao AR com lactacistina e PADK (FIGURA 27).

A atividade proteassomal foi realizada também apds 6 dias de
tratamento com AP (AB6d) na presenca de lactacistina e PADK. Foi
observada uma reducao significativa apos o tratamento com A sozinho e na
presenca de lactacistina (FIGURA 28). O tratamento com o ativador
lisossomal PADK reverteu a inibicdo do proteassomo na presenca de AR

(FIGURA 28).
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Atividade do Proteassomo

Figura 27. Atividade do proteassomo em cultura organotipica do
hipocampo exposta AB (1,5uM) com e sem Lactacistina (L, 5uM) por 4
dias ou 2 dias, bem como na presenca de 20uM de E64 ou 3uM de
PADK (P) adicionados nos ultimos 2 dias, totalizando 4 dias de
tratamento. Experimento feito em duplicata, N=3. Os valores séao
expressos como média + desvio padrao, *p<0,05 comparado com DMSO
4d; # p<0,05 comparado com Ap4d, segundo a anadlise de variancia
(ANOVA) de uma via.
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Figura 28. Atividade do proteassoma em cultura organotipica do
hipocampo expostaa 1,5uM A durante 6 dias na presenca e auséncia de
lactacistina (L, 5uM) ou3uM de PADK (P) adicionados nos 3 ultimos 3
dias de tratamento ou concomitante ao AB. O controle foi feito incubando-
se as fatias com meio padrdo (ST) por 3 dias seguido de adigcdo do
DMSO (diluente da lactacistina e PADK) por mais 3 dias. Experimento
feito em duplicata, N=3. Os valores sao expressos como média * desvio
padrao, **p<0,01 comparado com o controle (ST3d/DMSQO3d), segundo a
andlise de variancia(ANOVA) de uma via.
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4.14. Efeito do tratamento com peptideo AB1-42 sobre a atividade dos
compartimentos de degradacao variando o tempo

A atividade do proteassoma reduziu apés 6 dias de exposicdo ao
peptideo AR quando comparada com seu respectivo controle. Os resultados
para a atividade do proteassomo com 4 dias e 6 dias foram colocados num
mesmo eixo para permitir uma analise estatistica considerando a variacao
do tempo de tratamento (FIGURA 29A). Esses resultados ja foram
apresentados anteriormente de forma separadas.

O tratamento da cultura organotipica com o peptideo AR durante 6
dias aumentou a atividade da catepsina B quando comparada com 4 dias de
tratamento e com seu respectivo controle (FIGURA 29B). Os niveis de Rab-7

apresentaram o mesmo padrao de resposta da catepsina B (FIGURA 29C).
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Figura 29. Atividade do proteassoma (A), da catepsina B (B) e niveis
proteicos da Rab-7 (C) em cultura organotipica do hipocampo expostas a
1,5uM de AB durante 4 dias e 6 dias. Experimento feito em duplicata,
N=3. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo do VMax
por Segundo e densidade Optica relativa. *p<0,05 e **p<0,01 quando
comparado com DMSO ou dia 0; # p<0,01 comparado com 4 dias,
segundo a analise de variancia (ANOVA) de uma via.

74



5. Discussao
5.1. Agregacao proteica

A utilizagdo de cultura mista faz com que nosso modelo experimental
mantenha a interacao neurdnio/glia essencial para o desenvolvimento das
sinapses, se aproximando, mesmo que parcialmente, das condigcbes em que
0S neurdnios in situ estao expostos.

Ressalta-se que o modelo de agregados de proteina constitutivas
através da adicao de rotenona estad bem estabelecido na literatura (Schmidt
e Alam, 2006; Chaves et al., 2010). O modelo tem vantagem sobre os
modelos de mutacdo genética ou transfectados, pois pode ser relacionado
as doencas neurodegenerativas esporadicas.

No presente estudo foi confirmado que o tratamento com rotenona
eleva os niveis de p-Tau de forma dependente da concentracao e do tempo.

A rotenona induz agregacao proteica pela disfuncdo mitocondrial e
inibicdo do proteassoma, os quais sdo caracteristicas comuns encontradas
durante o envelhecimento (Boveris e Navarro, 2008). A rotenona age
também diretamente sobre o0s microtibulos (Cartelli et al, 2010),
favorecendo os mecanismos associados com sua desestabilizacdo. Hongo e
colaboradores (2012) demonstraram que a rotenona induz a
desestabilizacdo do microtubulo em linhagem de células SH-SY5Y e que a
inibicdo da via GSK3B atenuou esse efeito. Sugere-se que o efeito da
inibicdo da via GSK3[3, esteja relacionado com a fosforilacdo de Tau e seu

efeito sobre os microtubulos.
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Além disso, hd uma relacdo positiva entre os niveis de Tau
hiperfosforilada e o aumento dos niveis de AB (Terwel et al, 2008),
favorecendo o quadro de neurodegenerativo

O efeito do peptideo AB em aumentar os niveis de p-Tau também é
bem claros (Rhein et al.,, 2009; Chabrier et al., 2012). Mais do que isso,
Miller e colaboradores (2011) sugerem que AP tenha uma interacéo
preferencial com o sitio de fosforilacdo R2 de Tau. Foi demonstrado que
uma mutacao neste sitio € capaz de levar a formagao de agregados por
diminuir a afinidade de Tau pelo microtubulo (Barghorn et al., 2000; Von
Bergen et al.,, 2001). Desta forma, o rompimento da fungdo neuronal esta
associada a presenca de AR e p-Tau.

Nossos resultados obtidos com o tratamento de AB mostraram uma
tendéncia de aumento nos niveis de p-Tau, o que deve ser confirmado com
analises complementares futuras.

De maneira geral, a agregacao de proteina é um fator que colabora
com o processo de neurodegeneragdo, bem como pode culminar na morte
celular. Considerando as importantes alteracées causadas por ela, este
déficit celular observado poderia ser controlado pelos sistemas de protedlise,
0S quais encontram-se prejudicados durante o processo neurodegenerativo
(Yen, 2011). A compreensao das alteragdes, regulacao e efeito das vias de
degradacao pode trazer resultados interessantes, visando a degradacao e

prevencao da formacao dos agregados como um possivel alvo terapéutico.
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5.2. Efeito da Bag-2 sobre a degradacao de p-Tau

Os niveis de p-Tau diminuiram significativamente apés a
superexpressao da cochaperona Bag-2 nas células expostas as diferentes
concentragdes de rotenona ap6s 48h de tratamento. E interessante observar
que a Bag-2 promoveu um efeito ténue em 72h, o que sugere o auge de seu
efeito combinado com a rotenona em 48h. Isso pode ser justificado por
modificacdes tanto na superexpressao de Bag-2 exégena quanto na agao da
rotenona no decorrer do tempo.

Os experimentos de 24 horas mostraram aumento da p-Tau e t-Tau
na presenca de Bag-2, o que devera ser melhor investigado ja que neste
periodo a expressao da Bag-2 exdgena nao esta em seu auge, bem como
ndao ha outros fatores a que a célula estivesse submetida. Ja apoés o
tratamento com rotenona ha uma clara diminuicao da p-Tau, evidenciando a
resposta protetora da associacao da Bag-2 com a rotenona.

A cochaperona Bag-2 é regulada pelo micro-RNA miR-128a.
Carrettiero e colaboradores (2009), mostraram que o tratamento com miR-
128a leva a uma diminuicdo do RNAm da Bag2 e que, consequentemente,
leva a aumento das formas de Tau hiperfosforilada. Além disso, miR-128a
parece estar superregulada na doenca de Alzheimer e a diminuicdo nos
niveis de Bag-2 conferiria um risco para neurodegeneracao.

Em linhagem celular, utilizando modelo de agregados com aumento
de Tau exdégena e de Tau mutante, foi visto que a superexpressao da Bag-2

degradou p-Tau majoritariamente via sistema proteassomal, através da
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subunidade 20S, pois ap6s inibicado do proteassoma com Lactacistina houve
aumento nos niveis de p-Tau (Carrettiero et al., 2009).

A Bag-2 tem se mostrado eficiente em degradar preferencialmente as
formas hiperfosforiladas de Tau, desempenhando, portanto, um efeito
neuroprotetor e interessante.

A expressdao do RNAmM para a Bag-2 mostrada nos presentes
resultados confirma que a transfeccdo utilizando o vetor plasmideal
aumentou os niveis génicos de Bag-2 validando o modelo experimental de
transfeccao. Observou-se também que a rotenona parece nao influenciar a
expressao enddégena e exégena de Bag-2.

Os resultados encontrados no experimento de prevencdo dos
agregados pela Bag-2 houve significativa redugdo nos niveis de p-Tau
quando superexpressada 48h anterior ao inicio do tratamento com rotenona,
em todas as concentracdes. O interessante € que os niveis de p-Tau na
presenca de Bag-2 se equiparam aos do controle DMSO na auséncia de
Bag-2 exdégena, sugerindo que o aumento intracelular de Bag-2 anterior ao
inicio do estimulo de agregados de proteina, poderia prevenir o aumento de
p-Tau pela rotenona.

Tanto na doenca de Alzheimer quanto no modelo experimental
atividade proteassomal serd avaliada no modelo em etapas futuras.

A Bag-2 é uma molécula moduladora da chaperona Hsp70 (Xu et al.,

2008), a qual, juntamente com a Hsp90 (Dou e Goldfarb, 2002) favorecerem
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a ligacao da proteina Tau aos microtubulos, o que seria mais um fator que
preveniria a agregacao.

Outra acao da Bag-2 poderia ser de modulagcdo do sistema
lisossomal, uma vez que os sistemas de degradacao celular podem interagir
entre si, conforme ja& mencionado. Os experimentos realizados durante o
estagio na Universidade da Carolina do Norte contemplam, em outro modelo
experimental, as interacbes entre estes dois sistemas sob diferentes

condicoes, o0 que sera detalhado adiante.

5.3.Associacao da Bag-2 com a expressao de Rab7 e Rab24

Os niveis proteicos de Rab7 apds o tratamento com rotenona nao
apresentaram grandes alteragbes mesmo apdés o aumento de p-Tau
observado anteriormente. A superexpressao da co-chaperona Bag2 parece
inibir a Rab7 na presenca de rotenona, o que pode levar ao prejuizo na
degradacao pela via autofagica, cujo destino final é o lisossomo, e uma das
moléculas que mediaria essa resposta é a Rab7.

Rab7 é uma molécula chave no trafego endocitico entre 0 endossomo
primario e o endossomo tardio, & essencial para a manutencdo do
lisossomo, estando diretamente envolvida no recrutamento, na fusado de
vesiculas e funcionamento do lisossomo (Press et al., 1998; Bucci et al.,
2000).

O RNAm da Rab-7 nao sofreu modificagbes significativas
relacionadas com nenhumas das condicoes, seja apds o tratamento com

rotenona ou a influéncia da superexpressdao da co-chaperona Bag-2
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sugerindo que as modificacbes observadas sado provavelmente pos
traducionais.

Adicionalmente, a hiperfosforilagdo da proteina Tau parece interferir
na ligacdo das proteinas motoras, prejudicando o transporte axonal
(Tatebayashi et al., 2004) e a entrega das vesiculas pela Rab7 que é
dependente do complexo motor dineina/dinactina, podendo entdo as
variacdes de Tau interferem na expressao da Rab7 paralelamente ao efeito
da Bag-2.

A disfuncao da via endossomal € uma caracteristica que aparece nos
estagios iniciais das doengas neurodegenerativas. Os endossomos parecem
estar mais vulneraveis e largos em algumas regioes cerebrais relacionadas
com a doencga de Alzheimer (Cataldo et al., 1997; Nixon et al., 2000). Apesar
de nossos resultados ndao mostrarem alteragdo da Rab7, pacientes com
doenca de Alzheimer apresentam aumento na expressdo desta Rab no
hipocampo (Ginsberg et al., 2010).

Estas GTPases tém papel relevante também no trafego retrégrado de
neurotrofinas e seus receptores, sendo estes fatores chaves na progressao
da doenca de Alzheimer (Bronfman et al., 2007; Mufson et al., 2007). A
Rab7, especificamente, também controla o trafego do receptor TrkA (Saxena
et al., 2005).

Os resultados observados para a Rab24 mostraram, apdés o
tratamento com rotenona, um aumento consideravel de seus niveis no

periodo de pos-agregacao e uma reducao no periodo pré-agregado.
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Parece que o recrutamento da Rab24 culmina com a ampla presenga
dos agregados proteicos, sendo coerente com o acionamento do mecanismo
celular de degradacéo via complexo autofago-lisossomal, uma vez que esta
GTPase esta presente na formacao dos autofagossomos, e sua interacao
com a Rab7 encaminha os conteldos para o lisossomo. Maltese e
colaboradores (2002) mostraram que a proteina Rab24 esta co-localizada
com a LCS3-Il, uma proteina marcadora da maturagdo dos autofagossomos
também estudada neste projeto em cultura organotipica. Munafo e
colaboradores (2002) também demonstraram que a Rab24 esta amplamente
presente em vacuolos autofagicos, além de sua disfuncao ter sido
identificada em individuos com doenca de Alzheimer (Nixon, 2005).

A presenga da co-chaperona Bag2, diminui os niveis de Rab24 no
periodo pds-agregado. Por outro lado, ha aumento nos niveis de Rab24 em
células expostas a 0,5nM de rotenona na presenca de Bag-2. Assim, os
mecanismos de degradacdo da p-Tau podem variar entre proteassomo e
lisossomo dependendo do estagio de agregacao.

A superexpressao de Bag-2, sozinha, ndo altera os niveis proteicos
de Rab-24. Os resultados para expressao génica da Rab-24 indicam que
essas variacdes sao pos-traducionais.

Embora esse dado isolado n&o represente necessariamente o
favorecimento da via lisossomal por Bag-2 um dado interessante é que a
inibicdo do proteassomo, leva ao aumento nos niveis da Rab-24 (Egami et

al., 2005). Este dado € um indicativo de que estudar a interacdo entre Bag-2
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e Rab-24, paralelamente a inibicdo do proteassomo pode ser interessante
para o futuro.

De fato, alguns componentes que envolvem a degradagdo via
lisossomo estdo alterados na fase inicial e progressiva da doenca de
Alzheimer, como, por exemplo, as catepsinas (Mathews, Jiang, et al., 2002)
e a Rab7 (Ginsberg et al., 2010), como ja mencionado. Evidéncias mostram
que alteragcdes na via endocitica se iniciam antes mesmo das caracteristicas
claras da doenca de Alzheimer (Cataldo et al., 2000; Mathews, Guerra, et al.,
2002). No entanto, a associacdo das vias de degradacdo mediada pelas
proteinas Bag-2, Rab7 e Rab24 ainda séo alvo de investigagao.

Para melhor compreensdo da interrelacdo entre os sistemas de
degradacao, propOs-se 0 projeto em colaboracdo com o grupo de pesquisa
do Professor Ben A. Bahr, da Universidade da Carolina do Norte em que se

utilizaram ativadores e inibidores de componentes destes sistemas.

5.4. Interrelacao entre as rotas de degradacao

O tratamento com o peptideo AB induziu a uma tendéncia de aumento
nos niveis de p-Tau, como ja discutido anteriormente. Essa tendéncia no
aumento de p-Tau veio acompanhada de uma reducao de seus niveis apés
o tratamento com o ativador lisossomal PADK. Este resultado pode ser
atribuido a um favorecimento da via lisossomal, uma vez que as doses
utilizadas do PADK séo eficientes em aumentar os niveis de catepsina B.

Quando avaliadas as respostas para a catepsina B apés o tratamento

com o PADK, foram encontradas respostas que corroboram tanto na analise
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dos niveis de proteinas quanto para o ensaio de sua atividade. E importante
destacar que independentemente de haver quaisquer condi¢cdes adversas na
célula, como, por exemplo, um estimulo estressor com o peptideo AR que
influenciou os niveis de Tau, o fato de aumentar os niveis de catepsina B foi
suficiente para encontrar uma resposta benéfica.

A Catepsina B é uma importante protease na quebra do peptideo
amiloide e com funcdes neuroprotetoras (Mueller-Steiner et al., 2006; Butler
et al., 2011), Butler e colaboradores (2011)mostraram uma relacao de
aumento de catepsina B promovida pela infusdo de PADK sistemicamente,
com a reducao de AB1-42 no encéfalo de camundongos modelo de doenca
de Alzheimer, além da diminuicdo na atividade da B-secretase, enzima que
faz a clivagem de AB, que, no caso da doenca de Alzheimer, parece estar
alterada e ser um elemento responsavel no aumento de p-amiloide.

Interessantemente, o PADK tem sido descrito por aumentar a
eficiéncia do compartimento lisossomal, uma vez que ele aumenta a
capacidade de degradacdo das proteinas patogénicas sem significativas
alteracoes celulares, como, por exemplo, nas proteinas sinapsina Il, GluR1 e
beta actina (Bahr, 2009). A resposta inversa, ou seja, uma inibicao, esta em
sinergia com os efeitos mencionados, como mostraram Lee e colaboradores
(2013), que verificaram que a inibicao da catepsina B levaria ao acumulo de
a-sinucleina, relacionado com a doenca de Parkinson, afetando de maneira
significativa a degradacao de proteinas. Além disso, a deficiéncia nas
catepsinas B e catepsina L levariam a axonopatia e perda neuronal

subsequente (Felbor et al., 2002).
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Diferentemente do proteassoma, que depende do desdobramento das
proteinas para passar no estreito poro catalitico, o sistema
autofagolisossomal é capaz de degradar substratos como proteinas
funcionais e mal dobradas, agregados e oligbmeros. No entanto,
diferentemente do sistema proteassomal, a degradagao via lisossomo ocorre
somente no corpo celular (Korolchuk, Menzies e Rubinsztein, 2010).

O sistema lisossomal degrada ainda as organelas celulares, como as
mitocbndrias, os ribossomos e as subunidades proteassomais, dentre outros
(Cuervo et al., 1995). Este resultado prové a possibilidade de que o sistema
autofagolisossomal poderia afetar a atividade proteassomal.

Os resultados apés tratamento com PADK, AR, lactacistina e E64
mostraram nao alterarem os marcadores de funcionalidade neuronal: GluR1
e sinapsina Il, sendo este um resultado importante uma vez que o0s
tratamentos propostos visavam estudar os mecanismos de alteracdo durante
o desenvolvimento das doencas neurodegenerativas, com intuito de
promover um estimulo estressor e nao perturbacgdes celulares irreversiveis.

As proteinas sindpticas sao caracterizadas como marcadores de
integridade de funcdo, uma vez que distirbios em sua expressao sao
observados em pacientes com deméncia, desordem cerebral progressiva e
perda neuronal (Stokin et al., 2005). Segundo Kanaan e colaboradores
(2013), neurdnios afetados na doenca de Alzheimer seguem um padrao de
degeneracao em que anormalidades na fungéo sinaptica e na conectividade
axonal precedem a morte das células somaticas. Além disso, também ja foi

demonstrado que perturbacdes lisossomais induzidas experimentalmente
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promovem déficits na integridade sinaptica (Bahr, Wisniewski e Butler,
2012).

A participacdo dos compartimentos de degradagdo, tanto na
prevencao quanto no tratamento das desordens neurodegenerativas, esta
associada ao acumulo de proteinas. Nossos resultados mostraram que,
além de uma regulacao positiva, como melhora do “clearance” lisossomal
pelo aumento de Catepsina B, a interrelacdo entre os 2 sistemas de
protedlise seria um ponto chave para se compreender 0S mecanismos
fisiopatolégicos durante o] desenvolvimento das doencas
neurodegenerativas.

O ensaio do proteassomo apds a utilizacdo do PADK e do E64,
componentes seletivos para o lisossomo, mostrou que, independentemente
de haver uma ativacdo ou inibicdo do sistema lisossomal, a atividade do
proteassomo nao se altera. Uma revisao feita por Korolchuk e colaboradores
(2010) postula ainda que uma inibicdo na autofagia possa inibir o sistema
ubiquitina-proteassoma.

Em nossos resultados a combinacdo da lactacistina (inibidor
proteassomal) com PADK (ativador lisossomal) ou o E64 (inibidor
lisossomal) ndo promoveu alteracado na atividade proteassomal, que estava
reduzida pela lactacistina. Isso sugere que os moduladores lisossomais néao
influenciam a atividade do proteassomo. Por outro lado, a inibicao
proteassomal elevou os niveis de LC3Il (marcador de atividade lisossomal).

Os resultados das amostras tratadas com o peptideo AR mostraram

que o efeito do peptideo sobre a atividade do proteassoma (diminuig¢ao)
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acontece somente ap6s 6 dias de incubagao, o que pode estar relacionado
ja a presenca dos agregados proteicos. Por outro lado, o tratamento com
PADK restaurou a atividade proteassomal na presencga de AB.

A atividade da catepsina B aumentou depois da exposicao a AB por 6
dias, assim como aumentaram o0s niveis de Rab-7. Aparentemente dentro
desta proposta experimental a rota de degradacao esta sendo desviada para
o sistema lisossomal. Estes dados ficam claros tanto quando analisamos a
proteassomal pela lactacistina.

Pacientes com doenca de Alzheimer apresentam um aumento da
catepsina B no plasma quando comparados com pacientes normais
(Sundelof et al., 2010). Em linhagem celular e em tecido cerebral apds a
exposicdo a AB também foram observados niveis elevados desta protease
(Bendiske e Bahr, 2003; Mueller-Steiner et al., 2006). Essas evidéncias
mostram que o sistema lisossomal esta responsivo as mudancas que
ocorrem na célula perante o desenvolvimento da neurodegeneragao.

Prejuizo no sistema ubiquitina proteassoma levaria a um aumento na
funcdo autofagica, sendo considerado como um mecanismo compensatoério
(Korolchuk, Menzies e Rubinsztein, 2010). Mais do que isso, uma
superregulacao do sistema de autofagia através da rapamicina preveniu a
morte celular provocada pela disfung¢ao do proteassomo (Pan et al., 2008).

Uma das explicagdes propostas e revisada por Hoyer-Hansen e

Jaattela (2007) é que a compensacao do sistema lisossomal mediante aos
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déficits encontrados na via ubiquitina-proteassoma seria uma reposta ao
estresse do reticulo endoplasmatico.

A combinacgéo da solucéo de pré-agregado com o componente PADK
levou a uma reposta protetora do PADK, ja que a lactacistina, por si s6, leva
a uma reducao drastica na atividade proteassomal que culmina em prejuizos
para a célula.

A participacao dos compartimentos de degradacao para equilibrio da
sintese e degradacao de proteinas pode ser uma pec¢a chave no d&mbito das
doencgas neurodegenerativas, uma vez que estas compartiiham um aspecto
comum, 0 acumulo proteico patogénico.

A manutencdo nos niveis de Tau pelos sistemas de degradacgao
mostra-se ser determinante para a prevencao da formacgao dos agregados e
para a homeostase celular. Sendo assim, ndo s6 a funcionalidade dos
sistemas de protedlise como a inter-relagcdo entre eles levaria a
compreensao acerca do desenvolvimento das patologias associadas ao
acumulo de proteinas seria causado por uma deficiéncia primaria em um dos
sistemas de degradacdo, podendo levar a importantes mudancgas, sendo
elas de ordem primaria ou secundaria na outra via.

Em conclusdo, com base nos resultados apresentados, sugere-se que
a interrrelacdo entre os sistemas de degradagdo seja importante para a
degradacao de agregados de proteinas, cada qual em momentos distintos. A
analise das rotas de degradacado contribuino ambito das doencas

neurodegenerativas e as colocam como alvos terapéuticos interessantes.
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6. Conclusoes

> Os modelos utilizados séo interessantes para o estudo das vias
de degradacao celular e inclusao protéica, pois mimetizam as alteracoes
encontradas nas doencas neurodegenerativas.

> A superexpressao da cochaperona Bag-2 foi eficiente na
prevencao e degradacao da proteina p-Tau, apds a inducao de agregados
de proteina através do tratamento com rotenona.

> A Rab7 parece ser parcialmente inibida na presenca da
superexpressao de Bag2, sugerindo menor ativacdo lisossomal antes da
formacgao dos agregados na presenca de Bag-2.

> A Rab24 tem seus niveis diminuidos no periodo pré-agregado
e aumentados no periodo pés-agregado apds a inducao de agregados pelo
tratamento com rotenona, e a superexpressdo de Bag-2 parece favorecer a
via proteassomal antes da formacgéao dos agregados e a via lisossomal apos
estabelecidos os agregados proteicos.

> A ativagao lisossomal foi eficaz em diminuir os niveis de p-Tau.

> A inibicdo no proteassoma levou a um efeito compensatorio
pelo lisossomo, mas os moduladores lisossomais ndo interferiram na
atividade proteassomal.

> Os sistemas de degradagdao atuam em periodos distintos

durante a agregacao proteica.
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8. Anexos

8.1. Aprovacdao do comité de ética da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo

MEDICINA
ST
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

A CEUA do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, em sessdo de 18.08.10, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n°® 168/10 intitulado: "ESTUDO DA DEGENERACAO
DA PROTEINA TAU HIPERFOSFORILADA  POR  YIAS
INDEPENDENTES DO PROTEOSSOMA, EM MODELO EXPERIMENTAL
DE NEURODEGENERACAQ” e seus anexos, que utilizard 200 rattus
norvegicus, linhagem de Lewis, apresentado pelo Programa de Fisiopatologia

Experimental.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP-FMUSP, o
relatério final sobre a pesquisa, ( Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de

Animais - Lei No 11.794 -8 de outubro de 2008).

Pesquisador (a) Responsavel: Merari F.R. Ferrari

Pesquisador (a) Executante : Karen L.G. Farizatto

CEP-FMUSP, 18 de agosto de 2010.

Dr. Eduardo Pompeu
_Coordenador
Comissio de Etica no Uso de Animais-

Prof. Dr. Eduardo Massad
Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo Rua Ovidio Pires de
Campos, 225, 5° andar - CEP 05403 010 - Sao Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail:
cep.fmusp@hcnet.usp.br
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8.2. Aprovacao do comité de ética do Instituto de Biociéncias da

Universidade de Sao Paulo

®
- UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS

Instituto
de Biociéncias

OF CEUA/IB/039/2011
Ref. 2011.1.756.41.8
Sao Paulo. 10 de agosto de 2011.

Prezada Senhora

Dirijo-me a V. Sa para informar que a Comissdo de Etica em Uso de
Animais do 1B (CEUA), em reunidio realizada no dia 08/08/2011, APROVOU o Projeto
“Estudo da degradagio da proteina TAU Hiperfosforilada por vias independentes do
proteassoma, em modelo experimental de neurodegeneragdo™ — Protocelo 136/2011, de

sua responsabilidade.

Atenciosamente.

of i (_ 7/
LU ['
Profa. Dra. Mariz Vainzof
Coordenadora da Comissio de itica no

Uso de Animais do IB (CEUA)

Ilma. Sra.
Profa. Dra. MERARI DE FATIMA RAMIRES FERRARI
Departamento de Genética e Biologia Evolutiva do IBUSP.
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