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RESUMO



JANUARIO, Y. C. Caracterizacdo funcional de AP-1 e Arc/Arg3.1 no transporte e
processamento de APP na via secretdria tardia. 2021. 97f. Tese (Doutorado). Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

A doenca de Alzheimer é um tipo comum de deméncia causada por degeneracdo e morte neuronal.
Uma das caracteristicas histopatoldgicas desta doenga ¢ o acimulo de peptideos toxicos B-amiloide
(APB) no espaco extracelular, contribuindo para a formagao das placas senis. O precursor direto de AP
é o fragmento carboxi-terminal (CTFp ou C99) da proteina precursora do beta-amiloide (APP). O C99
é detectado em niveis elevados no cérebro com Alzheimer e seu acimulo intracelular foi relacionado
a neurotoxicidade precoce, independentemente de AB. A clivagem proteolitica de APP em C99 ocorre
durante seu transporte na via secretéria. No entanto, as causas para 0 aumento dos niveis celulares de
C99 sdo pouco compreendidas. Neste trabalho objetivou-se estudar a participacdo da proteina
adaptadora 1 (AP-1) e de Arc/Arg3.1 no transporte e processamento de APP na via secretdria tardia.
Ensaios de imunoprecipitagdo e duplo hibrido mostraram que AP-1 interage com a APP e esta
interacdo requer o dominio conservado 682YENPTY687 na cauda citosolica de APP e dois locais de
ligagdo na subunidade p1A de AP-1. Para entender a importancia de AP-1 no transporte de APP
utilizou-se ensaios de imunofluorescéncia e microscopia confocal realizados em células de linhagem
humana (HeLa e H4) ou cultura priméria de neurbnios de rato. As analises foram realizadas
empregando técnicas de silenciamento por RNAI, uso de células com gene deletado por CRISPR/Cas9
combinado com o resgate da expressdo, expressdo de dominante negativo e a expressdo de um mutante
de APP deficiente na interacdo com AP-1. A observacdo dos dados mostrou que AP-1 é essencial para
transferir APP do complexo de Golgi para os endossomos. A interferéncia no transporte mediado por
AP-1 leva a retencdo de APP na rede trans-Golgi. Para analisar o processamento de APP e geracao do
fragmento C99 em células HelLa foi utilizado o ensaio de western blot com uso da ferramenta de
transporte sincronizado na via secretoria com Retention Using Selective Hooks (RUSH). O bloqueio
no transporte de APP mediado por AP-1 reduz a cinética de geracdo de C99, mas leva ao aumento dos
niveis intracelulares de C99 no estado de equilibrio da distribuicdo subcelular de APP. Os resultados
indicam que AP-1 controla diretamente a distribuicdo subcelular de APP de forma a regular a geracéo
e 0 acumulo intracelular do fragmento patogénico C99. Isso indica que os defeitos no transporte de
APP/C99 mediado por AP-1 podem ser um fator potencial que contribui para o desenvolvimento da
doenca de Alzheimer. Em conjunto com estes resultados também foi estudado a participacdo da
proteina Arc/Arg3.1 no transporte e processamento de APP. Arc é uma proteina que controla a
plasticidade neuronal e cuja atividade foi anteriormente relacionada ao acimulo de AP. Ensaios de
western blot em células H4 mostraram que a expressdo de Arc aumenta os niveis de APP e todos os
seus fragmentos carboxi-terminais (CTFs), incluindo o fragmento C99. O uso de uma droga que inibe
a atividade lisossomal mostrou que Arc favorece a geracdo do fragmento C99. Além disso, ensaios de
imunofluorescéncia e microscopia confocal indicaram que Arc favorece o acimulo de APP no sistema
endossomal. Como tentativa de elucidar o possivel mecanismo pelo qual Arc controla o transporte

intracelular de APP na via secretéria tardia foi analisado se Arc interage com as proteinas adaptadoras



de vesiculas (APs). Foi observado por ensaio de imunoprecipitacdo e ensaio de duplo hibrido que Arc
interage eficientemente com a subunidade média p de AP1, AP-2, AP-3 e AP-4. Estes dados mostram
gue Arc interfere no transito endolisossomal de APP levando ao aumento do fragmento C99 e que é
capaz de interagir com diferentes APs, sendo esta a base de um possivel mecanismo pelo qual Arc
regula o transporte de APP.

Palavras-chave: 1. Alzheimer. 2. APP. 3. Arc/Arg3.1. 4. AP-1. 5. Via secretoria. 6.
Golgi. 7. Endossomos.



ABSTRACT



JANUARIO, Y. C. Functional characterization of AP-1 and Arc/Arg3.1 in the transport and
processing of APP at the late secretory pathway. 2021. 97p. Thesis (phD Degree). Ribeirdo Preto
Medical School, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

Alzheimer's disease is a common type of dementia caused by neuronal degeneration and death. A
hallmark of this disease in the brain is the accumulation of toxic amyloid-p (Ap) peptides in the
extracellular space, contributing to the formation of senile plaques. The direct precursor of A is the
carboxy-terminal fragment (CTFB or C99) of the amyloid-beta precursor protein (APP). C99 is
detected at high levels in the brain with Alzheimer's disease and its intracellular accumulation has
been linked to early neurotoxicity, independently of AB. The proteolytic cleavage of APP at C99
occurs during its transport in the secretory pathway. However, the causes for the increased cellular
levels of C99 are poorly understood. This work aimed to study the participation of adaptor protein 1
(AP-1) and Arc/Arg3.1 in the transport and processing of APP at the late secretory pathway.
Immunoprecipitation and yeast two-hybrid assays showed that AP-1 interacts with APP. This
interaction requires the conserved domain 682YENPTY687 in the cytosolic tail of APP and two
binding sites in the w1A subunit of AP-1. To understand the AP-1 importance in the APP transport,
immunofluorescence and confocal microscopy assays were performed in human cell lines (HeLa and
H4) or primary rat neurons. Analyzes were performed using RNAI silencing techniques,
CRISPR/Cas9 gene deleted cells combined with the rescue of expression, dominant-negative
expression and the expression of an APP mutant deficient in the interaction with AP-1. Observation
of the data revealed that AP-1 is essential for transferring APP from the Golgi complex to endosomes.
Interference with AP-1-mediated transport leads to APP retention in the trans-Golgi network. To
analyze APP processing and C99 fragment generation in cells, we used western blot assays using the
synchronized transport tool in the secretory pathway with Retention Using Selective Hooks (RUSH).
Delaying APP transport in AP-1 deleted cells reduces C99 generation Kinetics. Interestingly, at the
stead state of APP subcellular distribution, the intracellular levels of C99 were increased upon AP-1
depletion. Our results indicate that AP-1 directly controls the subcellular distribution of APP in a way
that regulates the generation and intracellular accumulation of the pathogenic C99 fragment. This
indicates that defects in AP-1-mediated transport of APP/C99 may be a potential contributing factor
to Alzheimer's disease. Together with these results, the participation of the Arc/Arg3.1 protein in the
transport and processing of APP was also studied. Arc is a protein that controls neuronal plasticity and
whose activity was previously related to Ap accumulation. Western blot assays in H4 cells show that
Arc expression increases APP levels and all of its carboxy-terminal fragments (CTFs), including the
C99 fragment. The use of a drug that inhibits lysosomal activity showed that Arc favors the generation
of the C99 fragment. Immunofluorescence and confocal microscopy assays indicated that Arc favors
the accumulation of APP in the endosomal system. In an attempt to elucidate the possible mechanism
by which Arc controls the intracellular transport of APP in the late secretory pathway, was analyzed
whether Arc interacts with vesicle adapter proteins (APs). It was observed by immunoprecipitation
and yeast two-hybrid assay that Arc interacts with the medium p subunit of AP1, AP-2, AP-3 and AP-

4. These data indicated that Arc alters APP endolysosomal transit, leading to an increase in the C99
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fragment and interacts with different APs as a possible mechanism by which Arc regulates APP
transport.

Keywords: 1. Alzheimer. 2. APP. 3. Arc/Arg3.1. 4. AP-1. 5. Secretory pathway. 6. Golgi. 7.
Endosomes.
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INTRODUCAO



Introducéo geral

O sistema de endomembranas das células eucaridticas transporta de forma
dindmica proteinas entre os seus diferentes compartimentos (Dacks and Field 2018). O
trafego de vesiculas mantém a identidade dos diferentes compartimentos intracelulares,
regula as comunicacbes célula-célula e governa diferentes processos celulares (De
Matteis and Luini 2011). As vesiculas de transporte formam um sistema fechado que
podem carregar diferentes tipos de carga em seu interior ou associada a elas, como
proteinas e lipidios, que sao direcionadas para compartimentos alvo especificos (Cho and
Stahelin 2005). As células possuem diversas rotas de transporte intracelular e diferentes
maquinarias participam da inicializacdo, da selecdo de cargas especificas e do
direcionamento das vesiculas de transporte para compartimentos alvo (De Matteis and
Luini 2011; More et al. 2020; Feyder et al. 2015). Fatores que levam ao desequilibrio
funcional de componentes das maquinarias de transporte de vesiculas podem resultar na
desregulacédo do equilibrio dindmico. Isto pode resultar na retencdo prolongada de cargas
em compartimentos de membrana, no direcionamento das cargas para compartimentos
incorretos e a degradagédo prematura ou atrasada das cargas (Olkkonen and Ikonen 2006;
De Matteis and Luini 2011; Yarwood et al. 2020).

Existem associacOes descritas entre defeitos no transporte de vesiculas e doencas
neurodegenerativas como doenc¢a de Huntington, doenca de Parkinson e varios outros
disturbios neuroldgicos (Yarwood et al. 2020). Na doenca de Alzheimer (DA) essa
associacdo é também evidente e tem um papel relevante em promover os eventos
moleculares que desencadeiam a doenca (Rajendran and Annaert 2012; Yarwood et al.
2020). A DA ¢é uma doenca neurodegenerativa e é a causa prevalente de deméncia que
cresce em todo o mundo. Os relatérios mais recentes da Organizacdo Mundial da Salude
(OMS) enfatizam que a DA estd em sétimo lugar no ranking das principais causas de
morte no mundo (OMS, 2020) (Figura 1). Estes numeros alarmantes reforcam a
importancia de se entender mais aspectos moleculares sobre essa doenca. Nesta revisao
bibliografica serdo abordadas informagfes relevantes sobre a DA enfatizando a
importancia do transporte intracelular da proteina precursora do beta-amiloide (APP) na
via secretoria tardia. Também serdo introduzidas duas proteinas com fungdes relevantes
no transporte de APP, o complexo adaptador 1 (AP-1) e a proteina Arc/Arg3.1 (activity-
regulated cytoskeleton-associated/Activity-Regulated Gene 3.1 Protein Homolog), a qual

sera chamada neste trabalho apenas como Arc.



Leading causes of death globally

2000 2019

1. Ischaemic heart disease

2. Stroke

3. Chronic obstructive pulmonary disease

4. Lower respiratory infections
o
5. Neonatal conditions

@ O

6. Trachea, bronchus, lung cancers

7. Alzheimer's disease and other dementias

8. Diarrhoeal diseases
@ @]
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9, Diabetes mellitus

10. Kidney diseases
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Source: WHO Global Health Estimates.

Figura 1: Principais causas de morte no mundo nos anos de 2019 e 2020 de acordo com a OMS. 1.
Doencgas do coragdo (isquemia); 2. Derrame; 3. Doengas pulmonares obstrutivas crénicas; 4. Infecgdes
respiratérias das vias aéreas inferiores; 5. Condi¢des neonatais; 6. Cancer de traqueia, brénquios ou pulméo;
7. Doenca de Alzheimer e outras deméncias; 8. Doencas diarreicas; 9. Diabetes mellitus; e 10. Doencas
renais. Fonte: OMS.

Epidemiologia da doenca de Alzheimer

A DA é uma doenca neurodegenerativa progressiva. Os sintomas iniciais sao
falhas de memdria, confusdo e concentracdo reduzida. Com a progressdo da doenca
podem ocorrer manifestacdes mais graves como déficits de memdria, dificuldade para
falar, deficiéncia motora, ansiedade, paranoia e outras deficiéncias cognitivas. Nos
estagios finais da doenca, os pacientes tornam-se totalmente dependentes de cuidadores
para o gerenciamento de seu bem-estar fisico e mental. As projecGes sobre os custos
associados ao cuidado e ao tratamento medicamentoso de pacientes com DA representam
um dos principais problemas socioecondmicos a medida que a populacdo global
envelhece e a prevaléncia da doenca aumenta. DA representa cerca de 60 a 70% dos casos

de deméncia. De acordo com a OMS, 50 milhdes de pessoas vivem com deméncia (OMS,



2020) e os custos globais associados a doenca foram de aproximadamente 818 bilhdes de
dolares em 2015. As projecGes para 2050 sdo que 152 milhdes de pessoas sejam
diagnosticadas com deméncia, sendo que, grande parte dessa populagdo seré de paises
subdesenvolvidos (OMS, 2020). Os impactos socias e financeiros nos proximos anos
também devem subir se ndo forem desenvolvidos tratamentos efetivos ou cura.

No Brasil, o niumero de pessoas com DA representa cerca de 1,2 milhdo. Contudo,
nem todos os casos sdo diagnosticados. Muitas vezes os sintomas da doenca Ssdo
interpretados erroneamente como sinais normais do envelhecimento (Associacao
Brasileira De Alzheimer, 2020). Um levantamento recente realizado com dados obtidos
de hospitais de diferentes regides do pais, entre os anos de 2008 e 2018, mostrou que
houve um aumento do nimero de pessoas internadas diagnosticadas com DA, com
predominancia de mulheres, da raca branca, acima de 80 anos e residentes na regido
Sudeste (Santos et al. 2019). Estes dados refletem o envelhecimento da populacdo

brasileira e o concomitante crescimento de doengas neurodegenerativas.

Histérico

O médico alemdo Alois Alzheimer descreveu em 1906 o caso clinico de Auguste
Deter. A paciente de 50 anos apresentava distirbios progressivos de sono e memdria,
agressdo e confusdo. Seu relato inicialmente gerou pouco interesse entre os psiquiatras e
neuropatologistas da época, mas ele persistiu na caracterizacdo da condicdo peculiar de
Auguste Deter. As investigacfes morfoldgicas e histoldgicas realizadas por Alzheimer no
cérebro de Auguste Deter apds sua morte revelaram uma atrofia cerebral geral. Ele notou
também uma abundancia de emaranhados neurofibrilares intraneuronais (NFTSs) e placas
amiloides extracelulares, duas alteracdes marcantes na histopatologia da DA (Hippius and
Neunddrfer 2003; Serrano-Pozo et al. 2011). Durante grande parte do século XX 0 nome
de Alois Alzheimer permaneceu em relativa obscuridade até que o aumento de casos
clinicos de deméncia despertasse 0 interesse nas investigacbes de sua base
neuropatoldgica. Desde entdo, a compreensdo das bases genéticas e moleculares da DA

se expandiram e é defendido que se trata de uma doenca majoritariamente multifatorial.



Caracteristicas histopatoldgicas da doenca de Alzheimer

A DA pode ter seu inicio de forma precoce (Alzheimer familiar) ou com inicio
tardio (Alzheimer esporadico), ocorrendo majoritariamente antes e depois dos 65 anos,
respectivamente (discutido em mais detalhes na sessdo “Alzheimer familiar de inicio
precoce e Alzheimer esporadico de inicio tardio”). As duas formas de Alzheimer
apresentam as mesmas neuropatologias tipicas da DA (Lane, Hardy, and Schott 2018).
Além dos NFTs e placas amiloides, outras caracteristicas neuropatoldgicas no cérebro
doente com DA incluem neurites distréficas contendo a proteina tau hiperfosforilada,
astrécitos com func@es celulares e moleculares alteradas, células da micrdglia ativadas e
angiopatia amiloide cerebral (Serrano-Pozo et al. 2011). Essas caracteristicas
neuropatoldgicas podem influenciar na neurodegeneracdo progressiva com perda
sinaptica e neuronal (Serrano-Pozo et al. 2011).

Os NFTs sdo compostos por filamentos citoplasmaticos agregados da proteina tau
hiperfosforilada (Montejo de Garcini, Serrano, and Avila 1986; Kosik, Joachim, and
Selkoe 1986; Grundke-Igbal et al. 1986). A proteina tau faz parte da familia de proteinas
associadas a microtubulos (MAP) e sdo essenciais para a montagem e estabilizacdo de
microtibulos em neurénios (Weingarten et al. 1975; Neve et al. 1986). A fosforilacao de
tau regula sua associacao aos microtubulos e a hiperfosforilagéo de tau dissocia a proteina
dos microtubulos (Alonso et al. 1994). Problemas no enovelamento e a hiperfosforilagao
no C-terminal de tau representam acontecimentos moleculares importantes para a
agregacdo de tau e eventual formacdo de NFTs (Nizynski, Dzwolak, and Nieznanski
2017). Agregados de tau liberados pelos neurdnios afetados podem espalhar o processo
neurodegenerativo no cérebro em um mecanismo semelhante ao prion (J.L. Guo and Lee
2014; Frost, Jacks, and Diamond 2009).

As placas amiloides sdo agregados proteicos de peptideos Af com tamanho
predominante de 40 ou 42 aminodcidos, denominados respectivamente AB40 ou Ap42
(Masters et al. 1985; Glenner and Wong 1984). O peptideo AB é um subproduto
metabolico derivado da clivagem proteolitica sequencial de APP (Kang et al. 1987). O
processo ocorre a partir da clivagem proteolitica sequencial de APP pelas enzimas de
processamento [-secretase e y-secretase (Haass et al. 2012). As placas amiloides tem
maior abundancia de AP42, o qual é mais insoluvel e tem maior propensdo a auto
agregacao em comparacdo a APB40 (lwatsubo et al. 1995). Em 1992 foi postulada a

hipotese da cascata amiloide a qual defende que a agregacdo do AP seja o agente



desencadeador das neuropatologias da DA, incluindo a formacdo de NFTs, morte
neuronal e deméncia (J.A. Hardy and Higgins 1992). A hipotese amiloidogénica e outras
hipoteses desencadeadoras da DA serdo introduzidas nas sessdes posteriores.

Alzheimer familiar de inicio precoce e Alzheimer esporadico de inicio tardio

O Alzheimer familiar de inicio precoce ou fAD (familiar Alzheimer’s disease) Se
manifesta como uma doenca hereditaria rara associada a mutagdes genéticas
autossomicas dominantes (Shao, Peng, and Wang 2017). Nestes casos 0s sintomas
normalmente surgem antes dos 65 anos, com alguns casos podendo ocorrer ja aos 30 anos
de idade. As mutacbes no fAD sdo predominantemente encontradas em APP e nas
presenilinas 1 e 2 (PSEN1 e PSEN2) do complexo y-secretase, as quais Sao responsaveis
pela etapa final de clivagem de APP e liberagdo do AP (Figura 2) (Shao, Peng, and Wang
2017). Grande parte das mutacdes no fAD alteram o processo de clivagem de APP,
levando a produgdo aumentada de AP ou uma maior producéo de Ap42 em razdo de AB40
(Shao, Peng, and Wang 2017). Muta¢Bes em PSENL1, a qual é a subunidade catalitica da
y-secretase que cliva APP e libera o Ap (De Strooper et al. 1998; Baulac et al. 2003; Bai,
Rajendra, et al. 2015), também foram identificadas (Cruts, Theuns, and VVan Broeckhoven
2012). Estas mutagOes propiciam uma maior geragdo de AP42 e desencadeamento da
doenca (Bai, Yan, et al. 2015). De forma semelhante, mutacdes em PSEN2, uma
subunidade da y-secretase homologa a PSEN1, também aumentam a producdo de Ap42
em razdo de AB40 (Shao, Peng, and Wang 2017).

Cerca de 95% dos casos de DA sdo da forma esporadica de inicio tardio (late onset
Alzheimer's disease. LOAD), onde os sintomas surgem aos 65 anos ou mais (Shao, Peng,
and Wang 2017). LOAD tem causa multifatorial como a idade, genética e exposicdo a
fatores de risco (Shao, Peng, and Wang 2017). Apesar de multifatorial existem alguns
fatores genéticos descritos que favorecem o surgimento de LOAD. Mutagdes no gene
APOE configuram uma das causas mais conhecidas como fator de risco para LOAD
(Pericak-Vance et al. 1991; Shao, Peng, and Wang 2017). APOE codifica a
Apolipoproteina E, uma lipoproteina responsavel pelo transporte e metabolismo de
lipidios e colesterol. Existem trés isoformas principais de APOE (&2, €3 e €4). APOE ¢4
é reconhecida como um fator de risco para LOAD, nos portadores heterozigotos o risco
de desenvolver DA é trés vezes maior, enquanto que nos portadores homozigotos o risco
de desenvolver DA aumenta de 10-12 vezes (Corder et al. 1993; Saunders et al. 1993).
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Embora os mecanismos moleculares sobre a associacdo de APOE com a patogénese da
DA ainda néo sejam totalmente elucidados, os dados indicam que as diferentes isoformas
de APOE estdo associadas as diferencas na degradacédo e agregacdo de AP (Christensen
et al. 2010; Hashimoto et al. 2012). Além disso, a dosagem do alelo APOE &4
(homozigoto ou heterozigoto) estd associada a secre¢do aumentada de AP, formacéo de
oligdmeros AP e de placas amiloides no cérebro (Christensen et al. 2010; Hashimoto et
al. 2012).

APP METABOLISM

TAU METABOLISM
Causes ] chouestenon
% 5 IMMUNE RESPONSE
Alzheimer’s Emoomosns
CYTOSKELETON/AXON DEVELOPMENT
EPIGENETICS
UNKNOWN

NEW GWAS GENE
High risk

Med risk

Risk of Alzheimer’s

Low risk

Frequency in the population (%)

Figura 2: Mutagdes raras e comuns que contribuem para o risco da doenca de Alzheimer. Sdo
demonstrados diferentes genes com o risco maior ou menor de desencadear a doenc¢a de Alzheimer e sua
relagcdo com a frequéncia com que é encontrada na populagdo. As diferentes cores representam diferentes
grupos funcionais de proteinas. Fonte: Karch and Goate 2015.

Recentemente, estudos de GWAS (genome-wide association study) analisaram
milhGes de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) em milhares de amostras para
identificar genes de risco associados a DA (Figura 2) (Hirschhorn and Daly 2005; Karch
and Goate 2015). Os fatores de risco geneticos identificados de LOAD podem ser
classificados em diferentes classes funcionais como genes de resposta imunologica, de
metabolismo do colesterol e do trafego no sistema endossomal (Lane, Hardy, and Schott
2018; Karch and Goate 2015). E Importante ressaltar que varias mutacdes associadas a
LOAD foram identificadas em diversos genes associados ao transporte de proteinas,
como a proteina SorLA (também chamada de SorL1ou LR11), um receptor que facilita o

trafego de vesiculas da superficie celular para o complexo de Golgi, também regula o



transporte e processamento de APP e a producéo de AP (Offe et al. 2006; Andersen et al.
2005; Na et al. 2017). Outros ensaios de GWAS observaram mutacdes associadas a
LOAD em componentes do complexo retromero (Small et al. 2005; Vardarajan et al.
2012). Mais informacGes sobre maquinarias de transporte intracelular serdo abordadas

nesta introducéo.

A proteina precursora do beta-amiloide (APP)

APP é uma proteina transmembrana do tipo 1, altamente conservada e foi o
primeiro gene descoberto ligado a patogénese da DA (Goldgaber et al. 1987; Tanzi et al.
1987; Kang et al. 1987). Além disso, APP € importante para diversas funcoes
neurofisioldgicas ao longo do desenvolvimento (Mdller, Deller, and Korte 2017). APP
pertence a uma pequena familia de proteinas que incluem homologos APLP1 (amyloid
beta precursor like protein 1) (Wasco et al. 1992) e APLP2 (amyloid beta precursor like
protein 2) (Wasco et al. 1993). Todas as proteinas da familia ttm um grande dominio N-
terminal extracelular, um dominio transmembrana de passagem Unica e uma cauda
citoplasmatica curta (Muller, Deller, and Korte 2017). Embora APP e APLPs
compartilhem diversas regides conservadas a sequéncia AP esta exclusivamente presente
em APP (Mdller, Deller, and Korte 2017). APP e APLP2 s&o expressas em todos 0s
tecidos com maiores niveis de expressdo no sistema nervoso e na juncao neuromuscular
(Slunt et al. 1994; Lorent et al. 1995; Thinakaran et al. 1995), em contraste com a
expressdo de APLP1 que é encontrado apenas no sistema nervoso (Lorent et al. 1995).

APP é codificado por um tnico gene localizado no cromossomo 21 e o splicing
alternativo da origem a trés isoformas principais, sendo APP695, APP751 e APP770 de
acordo com o numero de residuos de aminoacido da proteina (Sandbrink, Masters, and
Beyreuther 1994, 1996). As isoformas APP751 e APP770 sdo expressas em todos 0s
tecidos (Sandbrink, Masters, and Beyreuther 1994, 1996) enquanto a isoforma APP695
é predominantemente expressa no cérebro (Kang and Muller-Hill 1990). As proteinas da
familia APP sdo importantes no desenvolvimento inicial do sistema nervoso, em especial
na diferenciacdo e migracdo neuronal (Magara et al. 1999; Lopez-Sanchez, Muller, and
Frade 2005; Shariati et al. 2013; Muller, Deller, and Korte 2017). APP e APLPs também
sdo importantes para a manutencdo da morfologia neuronal (Hick et al. 2015) e nos

mecanismos de aprendizagem espacial e memoria (Weyer et al. 2011; Hick et al. 2015).



As secretases de processamento de APP

Existem dois genes com atividade de clivagem B-secretase, BACEL (B-site APP
cleaving enzyme 1) e BACE2 (B-site APP cleaving enzyme 2), provenientes dos
cromossomos 11 e 21, respectivamente (Acquati et al. 2000; Solans, Estivill, and de La
Luna 2000; Sun et al. 2005). BACEL e BACE2 sdo aspartil-proteases transmembrana do
tipo 1 e compartilham 64% dos aminoacidos com organizacdo estrutural semelhante
(Bennett et al. 2000; Solans, Estivill, and de La Luna 2000; Yan 2017; Ostermann et al.
2006). BACEL1 foi identificada por quatro grupos independentes em 1999 como a f-
secretase iniciadora da clivagem de APP para a producéo de subsequente AB (Hussain et
al. 1999; Sinha et al. 1999; Vassar et al. 1999; Yan et al. 1999). Em contraste, BACE2
mostrou-se clivar APP de forma mais eficiente em uma porcéo interna de Ap, gerando
um peptideo menor e sem a toxicidade de Ap (Farzan et al. 2000; Sun et al. 2005; Sun,
He, and Song 2006; Yan et al. 2001).

APP também pode ser clivado por outra secretase em uma por¢do interna do
peptideo AP de APP impedindo sua geracao (Esch et al. 1990). Este local de clivagem é
conhecido como o local de clivagem da a-secretase e representa a etapa de clivagem
inicial ao longo da via de processamento ndo amiloidogénica (Esch et al. 1990; Yuan et
al. 2017). A proteina transmembrana ADAM10 foi posteriormente identificada como a
principal protease com atividade a-secretase atuante na clivagem constitutiva de APP
(Kuhn et al. 2010; Jorissen et al. 2010).

O complexo y-secretase € uma aspartil-protease composto por proteinas
transmembrana responsaveis por gerar a clivagem final de varias proteinas
transmembrana do tipo 1 em porg¢des intramembrana, como APP, Notch e N-caderina
(Struhl and Adachi 2000; Wolfe et al. 1999; Bai, Yan, et al. 2015; Uemura et al. 2006).
O complexo y-secretase € composto pela PSEN1 ou PSEN2, as quais representam o
nacleo catalitico de y-secretase, e trés outras subunidades com fungdes acessorias:
nicastrina (NCT), APH1 (anterior pharynx-defective 1) e PEN-2 (presenilin enhancer 2)
(Baulac et al. 2003; Bai, Yan, et al. 2015; Steiner et al. 2002; Gu et al. 2003; LaVoie et
al. 2003; Kimberly et al. 2003). A perda de qualquer subunidade do complexo

compromete a atividade proteolitica de y-secretase (Pardossi-Piquard et al. 2009).



A hipotese da cascata amiloide

A hipotese da cascata amiloide preconiza os agregados de Ap como elemento
desencadeador da DA (Figura 3). Existem evidéncias substanciais que apoiam a hipotese
amiloidogénica e vém, por exemplo, de descobertas de mutacfes genéticas associadas a
DA presentes em APP, PSEN1 e PSEN2 do complexo y-secretase as quais alteram o
processamento de APP, resultando na superproducéo de espécies toxicas de AB (Scheuner
et al. 1996; Saito et al. 2011; Cruchaga et al. 2012; J. Hardy 2017).

Individuos com sindrome de Down (trissomia do cromossomo 21) possuem 3
copias do gene APP e normalmente desenvolvem a neuropatologia da DA com cerca de
40 anos (Masters et al. 1985; Glenner and Wong 1984). Além disso, casos raros de
individuos com duplicacdo do locus APP desenvolvem DA, mas ndo sdao portadores da
sindrome de Down (Rovelet-Lecrux et al. 2006). Em contrapartida, portadores da
sindrome de Down que adquiriram uma por¢éo do cromossomo 21 que ndo possui 0 gene
APP ndo desenvolvem DA (Prasher et al. 1998). Esses dados indicam que a expressao
aumentada de APP favorece o surgimento da DA presumivelmente devido a producéo
excessiva de Ap.

Outro fator importante sdo mutagdes pontuais presentes em APP que protegem
contra o surgimento da DA ou favorecem seu desenvolvimento. Um exemplo notavel é a
mutacdo missense (A673T) no gene APP identificada em islandeses a qual resulta na
menor producdo de AP, diminuindo o risco de DA e o declinio cognitivo em idosos
(Jonsson et al. 2012). Em contrapartida, o gene APP que carrega a “mutacdo sueca”
(K670N/M671L), a qual ja é caracterizada como risco aumentado de fAD (Citron et al.
1992) favorece o processamento amiloidogénico (Kimura, Hata, and Suzuki 2016) e a
producdo de AP (Perez, Squazzo, and Koo 1996). Ensaios in vitro utilizando neurdnios
derivados de células-tronco obtidas a partir da bidpsia de individuos com DA mostraram
inicialmente um acumulo de AP extracelular, seguido por um aumento nos niveis da
proteina tau hiperfosforilada (Muratore et al. 2014; Moore et al. 2015). A remocao dos
peptideos AP liberados com anticorpos especificos diminuiu 0s niveis de tau

hiperfosforilada (Muratore et al. 2014). Também foi observado que a adicdo de
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oligdbmeros AP isolados a partir do cortex de pacientes com DA sdo suficiente para induzir

a hiperfosforilagdo de tau (Jin et al. 2011).
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— Estrutura cerebral
— Memaria
— Funcao clinica

Normal Cognitivamente Normais CCL Deméncia

ccL - comprometimento Estagio clinico da doenca
cognitivo leve
AB - proteina beta amiloide

Tau - Proteina Tau Grafico adaptado de Jack et al. 2010. Sperling et al Alzheimer & Dementia 2011

Figura 3: Anomalias neuroldgicas observadas na doenca de Alzheimer nos diferentes estagios clinicos
da doenca. Inicialmente os niveis de AP séo alterados afetando a proteina tau. Estas modifica¢des iniciam
0 processo de neurodegeneragdo e 0 comprometimento das fun¢des cognitivas. Fonte: traduzido e adaptado
de Jack et al. 2010, Alzheimer’s & Dementia.

Hipoteses alternativas para o desenvolvimento da doenca de Alzheimer

A hipotese da proteina tau como causadora de DA ¢ a mais investigada entre as
alternativas a hipétese da cascata amiloide. Algumas das evidéncias que suportam esta
hipotese sdo, por exemplo, que emaranhados de tau podem ser observados nos cérebros
de pacientes com DA sem o acumulo de AP (Ghoshal et al. 2002). A patologia causada
pela tau também se correlaciona mais com a gravidade e progressdo da DA do que 0s
niveis de Ap (Maccioni et al. 2006). Contudo, é notavel a diferenca na quantidade de
pesquisas relacionas a Ap no desencadeamento da DA em comparacgéo a tau o que indica
que mais pesquisas devem ser feitas para corroborar ou descartar a “hipotese tau” na DA.
Outras hipoteses discutidas na literatura cientifica da DA tratam sobre a “hipdtese do
estresse oxidativo” (Markesbery 1997) e “hipotese inflamatéria” (Zotova et al. 2010).

Mais recentemente tem surgido uma nova hipétese para explicar o surgimento da

DA que deve ser destacada para este trabalho, a hipdtese de que o fragmento C99 de APP
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seria um importante desencadeador da DA (Checler et al. 2021; Jevtic and Provias 2019).
Dentre as evidéncias é observado, por exemplo, que o acimulo intracelular de C99 esta
associado a neurotoxicidade precoce e disfungdo cognitiva no inicio da DA (Tan and
Gleeson 2019; Lauritzen et al. 2019). A esse respeito, também se observou que o acumulo
intracelular de C99 em neur6nios humanos compromete a fungdo do lisossomal (Hung
and Livesey 2018; Lauritzen et al. 2016; Lauritzen et al. 2012), um fator frequentemente
observado na fAD (Lie and Nixon 2019).

O processamento de APP e geragdo do AB

O processamento de APP pode ocorrer pela via amiloidogénica, gerando o A, ou
pela via ndo amiloidogénica sem a geracdo do AP, sendo que, as clivagens sdo realizadas
pelas secretases de processamento o-secretase, [B-secretase e y-secretase (Figura 4).
Concomitantemente, APP pode ser processado por outras enzimas gerando fragmentos
com diferentes funcdes fisiologicas (Mdller, Deller, and Korte 2017; Czeczor and McGee
2017).

A via de processamento amiloidogénica € iniciada pela clivagem de APP por
BACEL1 na extremidade N-terminal do peptideo AP, entre a metionina M596 e o acido
aspartico D597 (1° aminoacido do Ap), com as posi¢Ges dos aminoacidos referentes a
isoforma APP695. Esta clivagem inicial por BACE1 gera o fragmento C99 (o termo C99
sera adotado neste trabalho), também chamado de fragmento C-terminal § (B-CTF) e 0
ectodominio soltivel SAPPP (Hussain et al. 1999; Sinha et al. 1999; Vassar et al. 1999;
Yan et al. 1999). O fragmento C99 transmembrana é subsequentemente clivado pela y-
secretase em uma porgédo intramembrana liberando o peptideo AP e o fragmento AICD
(APP intracellular domain) (Qi-Takahara et al. 2005; Takami et al. 2009; Tomita 2014).
Interessantemente, a clivagem intramembrana de C99 por y-secretase pode ocorrer em
varios locais, produzindo, espécies distintas de peptideos AP de varios comprimentos que
variam entre AB37 a Ap49 (Qi-Takahara et al. 2005; Takami et al. 2009; Tomita 2014).
Os dados indicam que os peptideos AP mais longos sofrem multiplas clivagens sucessivas
por y-secretase até produzir as duas espécies mais abundantes de Ap, os peptideos Ap40
e AP42 (Qi-Takahara et al. 2005; Takami et al. 2009; Tomita 2014).
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Figura 4: Figura esquematica das vias de processamento de APP. A via de processamento nédo
amiloidogénica ¢ iniciada pela clivagem de APP por a-secretase (fundo amarelo) e a via de processamento
amiloidogénica e geragdo do AP é iniciada pela B-secretase (fundo vermelho). Na via ndo amiloidogénica,
a clivagem inicial por a-secretase gera os fragmentos sAPPa e C83. A clivagem por y-Secretase gera 0s
fragmentos p3 e AICD. Na via amiloidogénica, o processamento ¢ iniciado pela [B-secretase gerando 0s
fragmentos sAPPJ e C99. A clivagem subsequente por y-Secretase gera os fragmentos Ap e AICD. Fonte:
(Tan and Gleeson 2019).

A via de processamento ndo amiloidogénica elimina a producgéo do peptideo Ap
intacto a partir da clivagem inicial de APP entre a lisina K16 e leucina L17 do AP pela a-
secretase. Esta clivagem gera o fragmento transmembrana C83 (também chamado de
fragmento C-terminal @ ou a-CTF) e o ectodominio de sAPPa (Esch et al. 1990; Kuhn
et al. 2010). Diferentes evidéncias tem mostrado que sAPPa possui atividades
neurotroéficas (Ninomiya et al. 1994) e neuroprotetoras (Smith-Swintosky et al. 1994;
Hefter et al. 2016; Corrigan et al. 2014), propriedades que se contrastam com a
neurotoxicidade de AB (Lane, Hardy, and Schott 2018) e a possivel funcdo pré-apoptotica
atribuida ao fragmento SAPPB (Nikolaev et al. 2009), ambos gerados na via
amiloidogénica do processamento de APP. A clivagem subsequente de C83 na porc¢éo
intramembrana por y-secretase gera um peptideo truncado AB17-40/ AB17-42 de 3 kDa
(peptideo p3) e o fragmento intracelular AICD (Haass et al. 1993; Haass and Selkoe

1993). O peptideo p3 ndo é tdxico e ndo possui uma funcéo fisioldgica conhecida (Mdller,
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Deller, and Korte 2017). O fragmento AICD pode funcionar como um regulador
transcricional (Cao and Stdhof 2001; Cupers et al. 2001; Gao and Pimplikar 2001).

Sitios intracelulares de producio de Ap

O encontro de APP com BACEL no sistema de endomembranas é uma etapa
essencial para o processamento amiloidogénico e subsequente produgdo de AB (Tan and
Gleeson 2019). O processamento de APP pode ocorrer em VAarios compartimentos
intracelulares ao longo da via secretéria e endocitica, mas as evidéncias indicam que o
processamento amiloidogénico e produgdo de AP deve ocorrer principalmente no
complexo de Golgi e em compartimentos endossomais (Kinoshita et al. 2003; Greenfield
et al. 1999; Xu et al. 1997; Toh et al. 2017; Toh et al. 2018; Chia et al. 2013; Burgos et
al. 2010; Yamazaki, Koo, and Selkoe 1996; Choy, Cheng, and Schekman 2012). BACE1
tem a atividade catalitica ideal em pH acido (Vassar et al. 1999; Shimizu et al. 2008; Das
et al. 2013) e este fato é consistente com o pH encontrado em endossomos e no complexo
de Golgi, onde BACEL cliva APP (Kinoshita et al. 2003; Greenfield et al. 1999; Xu et al.
1997; Toh et al. 2017; Toh et al. 2018; Chia et al. 2013; Burgos et al. 2010; Yamazaki,
Koo, and Selkoe 1996; Choy, Cheng, and Schekman 2012). Esses dados demonstram que
o trafego intracelular e a localizacdo de BACEL e APP sdo eventos importantes para a

geracdo de peptideos AP.

O itineréario de APP no sistema de endomembranas

APP é sintetizado no RE e sofre modificagdes pds-traducionais no complexo de
Golgi. Na rede trans-Golgi (TGN), APP ¢é direcionado para endossomos iniciais (Burgos
etal. 2010; Toh et al. 2017). Na via endocitica, APP é internalizado a partir da membrana
plasmatica (MP) por meio da endocitose mediada por clatrina e direcionado para
endossomos iniciais (Xiao et al. 2012; Nordstedt et al. 1993; Koo and Squazzo 1994;
Kinoshita et al. 2003). A partir dos endossomos iniciais APP é transportado para
endossomos tardios e para posterior degradacao lisossomal (Koo et al. 1996; Yamazaki,
Koo, and Selkoe 1996; Haass et al. 1992; Lorenzen et al. 2010). Alternativamente, parte
do APP internalizado pode ser reciclado de volta para o TGN a partir dos endossomos
iniciais (Choy, Cheng, and Schekman 2012; Chia et al. 2013).
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O transporte de APP entre os diferentes compartimentos € regulado por
maquinarias de transporte que predominantemente utilizam sinais presentes em sua cauda
citosolica. APP possui trés motivos de tirosina em sua cauda citosélica que podem mediar
seu trafego intracelular. O motivo de transporte 653YTSI656 compreende o motivo
candnico de tirosina, seguindo a sequéncia consenso Y XX, onde Y é um tirosina, X é
um amino&cido qualquer e @ um aminoacido hidrofébico (Lai, Sisodia, and Trowbridge
1995). A serina S655 de APP695 ¢ passivel de ser fosforilada, o que regula o destino de
APP na via endocitica. Com a serina S655 fosforilada, APP segue uma via de transporte
retrogrado a partir dos endossomos iniciais para 0 TGN (Vieira et al. 2010). A via de
transporte retrégrado de APP fosforilada para 0 TGN é mediada indiretamente pelo
complexo retrdmero via interagdo com o receptor SorLA (Vieira et al. 2010; Bhalla et al.
2012). Estes estudos mostram como o estado fosforilado de APP regula seu destino entre
a degradacdo e a reciclagem para o TGN.

As outras duas tirosinas da cauda citosolica de APP estdo contidas no dominio
conservado 681GYENPTY687 de APP695. Neste dominio esta contida a sequéncia
consenso de endocitose NPXY (Lai, Sisodia, and Trowbridge 1995). MutacGes nos
residuos G681, Y682, N684 e P685 de GYENPTY comprometem a endocitose de APP e
culminam na diminui¢do da geragdo de AP em ensaios com culturas celulares (Lai,
Sisodia, and Trowbridge 1995; Perez et al. 1999). Por outro lado, a tirosina Y687 em
681GYENPTY687 ndo € necessaria para a endocitose de APP (Perez et al. 1999). No
entanto, ela participa do processo de degradacdo de APP, pois a mutacdo Y687A aumenta
a meia-vida de APP em aproximadamente 50% (Perez et al. 1999). A tirosina Y687 é
parte de um terceiro motivo de interacdo 687YKFFE691 o qual é necessario para regular
o trafego pds-Golgi de APP para os endossomos em uma via dependente do adaptador
AP-4 (Burgos et al. 2010). A interrupcado desta via de trafego resulta na retencdo de APP
no TGN e 0 aumento na geracdo de AP (Burgos et al. 2010). Este foi o primeiro achado
relevante que relaciona as proteinas adaptadoras (APs) com o transporte e processamento
de APP.

As proteinas adaptadoras (APs)

A familia de proteinas adaptadoras (APs) desempenha um papel central no
transporte de proteinas na via secretéria e endocitica (Bonifacino 2014). Atualmente
existem cinco APs identificados, sendo AP-1, AP-2, AP-3, AP-4 e AP-5 (Figura 5). Os
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adaptadores AP-1 e AP-2 foram os primeiros APs identificados a partir de extratos
enriquecidos de vesiculas revestidas por clatrina (Pearse and Robinson 1984; Pearse
1975; Keen 1987; Keen, Willingham, and Pastan 1979). O adaptador AP-1 regula o
transporte de proteinas entre 0 TGN e em endossomos iniciais, enquanto que AP-2 recruta
cargas para endocitose na membrana plasmatica (Robinson 2004). AP-3 e AP-4 foram os
préximos adaptadores descobertos a partir de buscas por sequéncias similares as de AP-
1 e AP-2 (Simpson et al. 1996; Simpson et al. 1997; Dell'Angelica et al. 1997;
Dell'Angelica, Ooi, and Bonifacino 1997; Dell'Angelica, Mullins, and Bonifacino 1999;
Hirst et al. 1999). AP-3 e AP-4 foram observados associados ao TGN e endossomos como
AP-1. AP-3 participa do direcionamento de cargas para endossomos tardios/ lisossomos
e AP-4 direciona cargas a partir do TGN para endossomos iniciais e para periferia da
célula (Bonifacino 2014; Mattera et al. 2017; Davies et al. 2018). O ultimo adaptador
descrito, AP-5, foi identificado a partir de analises comparativas das estruturas
secundarias de suas subunidades em relacdo as subunidades dos demais APs (Hirst et al.
2011). AP-5 atua na selecdo de cargas direcionando-as para endossomos tardios e
lisossomos (Figura 5) (Hirst et al. 2011; Hirst et al. 2013).

Os APs sdo complexos heterotetraméricos (4 subunidades distintas) composto por
duas subunidades grandes de aproximadamente 100 kDa, sendo uma subunidade f em
cada AP denominada pla g5 para AP-1 a AP-5, e uma com nome especifico para cada
AP sendo v, a, 9, € e { para AP-1 a AP-5, respectivamente; uma subunidade média de
aproximadamente 50 kDa, u1 a u5 para AP-1 a AP-5, respectivamente; e uma subunidade
pequena de aproximadamente 20 kDa, o1 a 65 para AP-1 a AP-5, respectivamente (Hirst,
Irving, and Borner 2013; Robinson 2004). AP-1, AP-2 e AP-3 sdo mais heterogéneos
devido a existéncia de isoformas maltiplas de suas subunidades as quais sdo codificadas
por diferentes genes. AP-1 possui duas subunidades y (yl e y2), duas subunidades ul
(L1A e ulB) e trés ol (c1A, o1B e c1C). AP-2 possui duas subunidades o (aA e aC).
AP-3 possui duas subunidades B3 (B3A e p3B), duas subunidades u3 (u3A e u3B) e duas
03 (03A e 63B) (Boehm and Bonifacino 2001). Isso aumenta o repertorio funcional
desses APs de acordo com a composicao das diferentes isoformas.

Estruturalmente os APs sdo observados como um complexo globular formando
um ndcleo central do qual se projetam duas alcas flexiveis contendo em suas extremidades
um pequeno dominio globular (Collins et al. 2002; Heldwein et al. 2004; Traub and
Bonifacino 2013; Ren et al. 2013; Robinson and Bonifacino 2001). O ndcleo central dos

APs € importante para 0 seu recrutamento para membranas especificas de forma
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dependente de GTPases Arf e fosfolipidios, bem como reconhecimento de sinal das
proteinas carga (Bonifacino 2014; Hirst, Irving, and Borner 2013; Traub and Bonifacino
2013). Por outro lado, as alcas flexiveis e os dominios globulares recrutam proteinas de
revestimento, como a clatrina, e proteinas acessorias importantes para a curvatura da

membrana e formacdo da vesicula de transporte carregando cargas especificas para

4

Endossomo
tubular

compartimentos alvo (Bonifacino 2014; Hirst, Irving, and Borner 2013; Traub and
= AP-3
tardio
AP5
para AP-5), a subunidade média p (ul-u5 para AP-1-AP-5, respectivamente), importante para o
AP-1a AP-5. As subunidades grandes sdo importantes para a interagcdo com as proteinas da maquinaria de
endossomos iniciais; AP-1 transporta entre 0 TGN e endossomos iniciais; AP-3 direciona proteinas dos
mas o compartimento alvo ainda ndo é conhecido. Neste esquema nédo é representado o direcionamento

Bonifacino 2013).
Plasmatica
/ = AP-1
(o]
AP-4
ndossomo
Figura 5: Caracteristicas estruturais e rotas de trafego dos APs. Desenho esquematico da estrutura
reconhecimento da cauda citosélica de proteinas que serdo transportadas nas vesiculas e as duas
trafego, como clatrina. Os complexos adaptadores direcionam proteinas carga a partir de diferentes locais
endossomaos para lisossomos; AP-4 transporta proteinas carga a partir do TGN para endossomaos iniciais ou
polarizado que AP-1 e AP-4 participam ou o papel diferenciado de outras isoformas no trafego. Fonte:

AP1 E\) = AP-5

AP1 AP4 ‘// Rede trans-Golgi
generalizada de AP-1 a AP-5 demonstrando as subunidades pequena denominada ¢ (o1 para AP-1 a 65
subunidades grandes B1-B5 para AP-1 a AP-5, e as subunidades v, a, 6, € e {, respectivamente presentes em
no sistema de endomembranas da célula. AP-2 direciona proteinas a partir da membrana plasmatica para
diretamente para a membrana plasmatica; AP-5 reconhece proteinas carga a partir de endossomos tardios,
modificado de Hirst et al. 2011.

Motivos de aminoacidos reconhecidos pelos APs

O reconhecimento de sinais especificos nas caudas citosolicas de proteinas carga
permitem a incorporagao seletiva dessas proteinas em vesiculas de transporte nas vias de
trafego biossintéticas e endociticas. O motivo de tirosina YXX@ e o motivo de dileucina
[DE]XXXL[LI] séo dois sinais de classificacdo bem caracterizados (X é um aminoacido
qualquer e @ é hidrofébico). Os sinais YXX@ sdo tipicamente reconhecidos pela
subunidade p de AP-1 a AP-4 (Bonifacino and Traub 2003; Park and Guo 2014). Os
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sinais de dileucina [DE]XXXL[LI] s&o reconhecidos pelos hemicomplexos de AP-1 (y e
ol), AP-2 (a e 62), e AP-3 (6 € 63) (Bonifacino and Traub 2003; Park and Guo 2014).

Anadlises de interacBes com caudas de proteinas carga permitiram o entendimento
com mais detalhes de como os motivos de interagéo se ligam a u1A (Jia et al. 2012), p2
(Collins et al. 2002; Owen and Evans 1998), u3A (Mardones et al. 2013) e u4 (Hirst et
al. 1999; Aguilar et al. 2001). Os sitios de reconhecimento da sequéncia sinal candnica
Y XX presentes em pl, u2 e u3 foram denominados bolso de ligagao de tirosinas (Owen
and Evans 1998). Interessantemente, o bolso de ligacéo de tirosinas de p4 estruturalmente
equivalente ao presente em p2 esta localizado na regido oposta da molécula (Burgos et
al. 2010; Ross et al. 2014).

Funcdes de AP-1

AP-1 pode transportar proteinas carga entre 0 TGN e endossomos iniciais. Esta
funcdo de AP-1 foi descoberta a partir de estudos do transporte de hidrolases lisossomais
ligadas a receptores de manose 6-fosfato (MPRs) do TGN para os endossomos (Hille-
Rehfeld 1995; Meyer et al. 2000). A auséncia de AP-1 funcional levou a secrecao das
hidrolases lisossomais para 0 meio extracelular ao invés de entrega-las aos lisossomos
(Meyer et al. 2000). Interessantemente, observou-se também que a auséncia de AP-1
funcional resulta no acimulo de MPRs nos endossomos iniciais (Meyer et al. 2000),
indicando o que AP-1 atua no transporte bidirecional entre 0 TGN e endossomos iniciais.

Outros estudos visaram entender as diferencas funcionais de AP-1 contendo
diferentes isoformas de suas subunidades. AP-1 possui duas isoformas da subunidade p1,
plA e pnlB, chamados de AP-1A e AP-1B, respectivamente (Ohno et al. 1999; X. Guo et
al. 2013). Enquanto AP-1A ¢é expresso em todos os tecidos, AP-1B € encontrado apenas
em células epiteliais polarizadas (Ohno et al. 1999; X. Guo et al. 2013). Os papéis de AP-
1A e AP-1B no direcionamento polarizado de proteinas para a membrana basolateral de
células epiteliais foram extensivamente investigados (Gravotta et al. 2012; H. Zhang et
al. 2012; X. Guo et al. 2013). Analises funcionais AP-1A e AP-1B mostraram que ambos
sdo importantes para o direcionamento de varias proteinas transmembranas para a regido
basolateral de células epiteliais polarizadas (Folsch et al. 1999; Gan, McGraw, and
Rodriguez-Boulan 2002; Sugimoto et al. 2002; Diaz et al. 2009; Almomani et al. 2012;
Gravotta et al. 2012; Hase et al. 2013). Ensaios de interacdo do dominio citosolico de

proteinas transmembrana com AP-1B identificaram motivos de interacdo ndo-candnicos
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com afinidades de interacéo diferentes das observadas para AP-1A (X. Guo et al. 2013).
Portanto, AP-1A e AP-1B tém papéis complementares e ndo sobrepostos no
direcionamento do transporte basolateral em células epiteliais polarizadas.

AP-1A, mas ndo AP-1B, é expresso em neurdnios e realiza o transporte polarizado
de cargas nessas células, tais como o do receptor de transferrina (TfR), mGIluR1, NMDA,
NR2A e NR2B, direcionando-os para dominios somatodendriticos em neurdnios do
hipocampo de rato (Farias et al. 2012; Bonifacino 2014). O bloqueio da funcéo de AP-1
nessas celulas leva ao direcionamento incorreto de mGIuR1, NR2A e NR2B para 0s
axonios (Farias et al. 2012). Esses resultados destacam a importancia do AP-1 na
regulacéo da polaridade de neurdnios. Além disso, uma mutacdo na subunidade 61 em
humanos esta associada ao retardo mental ligado ao cromossomo X e diversos disturbios
neuroldgicos, destacando a importancia de AP-1 para os neurénios (Tarpey et al. 2006;
Saillour et al. 2007).

A cauda citosolica de APP contém motivos de aminoacidos que medeiam sua
interacdo com a subunidade p4 de AP-4 (Burgos et al. 2010). Foi também relatada a
interacdo de APP com as subunidades pu1A e pulB de AP-1 (Icking et al. 2007). No
contexto da possivel interacdo de APP com AP-1, apenas a funcdo de AP-1B foi
analisada, onde se observou que AP-1B medeia o trafego polarizado de APP em células
epiteliais (Icking et al. 2007). Contudo, a relevancia da possivel interacdo de APP com
AP-1A ndo foi mais estudada. Até a producao deste trabalho a interacdo descrita de APP
com AP-1A ndo tinha sido confirmada por outros pesquisadores e sua relevancia para o

trafego e processamento de APP ndo era conhecida.

A proteina como Arc/Arg3.1

As conexdes sinapticas entre 0s neurdnios sdo dinamicas, podendo ser reforgcadas
ou interrompidas. A modificacdo dindmica no processo de comunica¢do sinaptica entre
neurdnios é denominada plasticidade sinaptica, fenbmeno essencial para o aprendizado
de novas informacdes e consolidacdo da memoria (Benfenati 2007; Squire et al. 2008).
Dentre as modificacbes associadas a plasticidade sindptica podem ser destacadas a
potenciacdo de longa duracdo (LTP) e a depresséo de longa duracdo (LTD). Na LTP é
observado um aumento de longa duragdo no potencial sinaptico, o qual pode durar dias
ou até semanas e estd diretamente relacionado ao aumento da densidade de proteinas

canais na sinapse. Por outro lado, na LTD ocorre uma diminui¢do no potencial sinaptico
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por um longo tempo duragéo, sendo associada a reducdo da densidade de proteinas canal
envolvidas na atividade sindptica (Benfenati 2007; Squire et al. 2008).

A plasticidade sinéptica requer em nivel molecular a expressdo transitoria de
genes, que tem funcdes importantes na modulacdo da atividade sinaptica (Minatohara et
al. 2015). Estes genes sdo denominados immediate-early genes (IEGS) e participam da
indugéo da LTP ou LTD (Miyashita et al. 2008; Okuno 2011; Minatohara, Akiyoshi, and
Okuno 2015). Dentre os IEGs com acdo efetora e papel determinante na manutencéo da
plasticidade sinaptica foi identificado o gene que codifica a proteina Arc (Lyford et al.
1995; Link et al. 1995).

Arc é uma proteina citoplasmatica de aproximadamente 50 kDa capaz de se
associar com membranas por meio de um mecanismo ainda ndo conhecido e que também
possui sinal de localizacdo nuclear (Chowdhury et al. 2006; Korb et al. 2013). Arc é
expressa em diferentes regiGes cerebrais como o hipotalamo (Nishimura et al. 2003),
cortex (Ramirez-Amaya et al. 2005; Vazdarjanova et al. 2006), bulbo olfatério (Guthrie
et al. 2000) e o hipocampo (Lyford et al. 1995; Link et al. 1995). Estudos em
camundongos knockout para o gene de Arc mostraram que esta proteina € importante para
0 armazenamento de memorias de longo prazo e aprendizado espacial (Plath et al. 2006).
A nivel molecular, sabe-se que o aumento prolongado da atividade sinaptica ativa vias de
sinalizacdo que induzem a expressdao génica de Arc e a proteina atua localmente nas
espinhas dendriticas diminuindo a atividade sinaptica e induzindo a LTD (Chowdhury et
al. 2006; Rial Verde et al. 2006; Korb et al. 2013; W. Zhang et al. 2015).

Arc modifica o trafego intracelular de APP e geracio do peptideo neurotoxico Af

Apesar de sua importancia na plasticidade sinaptica, a desregulacdo da expressao
e degradacdo de Arc esta associada com varias doengas neurocognitivas, como a sindrome
do X fragil (Niere, Wilkerson, and Huber 2012), sindrome de Angelman (Greer et al.
2010), a esquizofrenia (W. Zhang et al. 2015) e a DA (Wu et al. 2011; Bi et al. 2017).

Foi observada a ocorréncia de uma variagao na regidao 3’ UTR do gene codificante
de Arc a qual esta significativamente associada com a DA. Esta mutagéo leva ao aumento
da expresséo de Arc e favorece a producdo do A (Bi etal. 2017). Arc também ¢ altamente
expresso no cortex frontal de pacientes com a DA (Wu et al. 2011). Como mecanismo
molecular, foi proposto que Arc induz o direcionamento de APP, 3-secretase BACEL e

y-Secretase para endossomos iniciais, favorecendo o processamento amiloidogénico de
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APP e ageracdo do AB (Wu et al. 2011). Neste processo foi demonstrado que Arc € capaz
de interagir com a y-secretase e redireciona-la para os endossomos iniciais (Wu et al.
2011). Contudo, os mecanismos moleculares utilizados por Arc para modificar o
transporte intracelular de APP e de BACE1 néo s&o conhecidos. E importante ressaltar
que entender como Arc modifica o transporte de APP e BACEL permite compreender a

relacdo entre a desregulacéo da plasticidade sinaptica e desencadeamento da DA.

Arc interage com as proteinas adaptadoras AP-2 e AP-4

A plasticidade sinaptica tem como um dos fatores regulatérios a alteracdo da
disponibilidade dos receptores de glutamato do tipo AMPA (AMPARS) nas membranas
pos-sinapticas (Derkach et al. 2007). Diferentes trabalhos demostraram que a expressao
de Arc regula negativamente a expresséo dos AMPARs na sinapse dendritica
(Chowdhury et al. 2006; Rial Verde et al. 2006; Korb et al. 2013; W. Zhang et al. 2015).
O principal mecanismo utilizado por Arc para diminuir os niveis de AMPARs na
membrana dos dendritos se d& por meio da inducdo da endocitose do receptor
(Chowdhury et al. 2006; Rial Verde et al. 2006). Em concordancia com este achado,
camundongos knockout para Arc tém a densidade de AMPARs anormalmente aumentada
nas membranas dendriticas e sua endocitose ocorre de forma menos dindmica
(Chowdhury et al. 2006). Contudo, pouco se sabe sobre o destino de AMPARs
endocitados de forma dependente da acao de Arc.

O processo de endocitose de AMPARs mediado por Arc requer a interacao de Arc
com duas proteinas da maquinaria endocitica: endofilina e dinamina (Chowdhury et al.
2006). Estas proteinas participam da formagdo da vesicula endocitica facilitando a
deformacdo da membrana plasmatica, seguido de estrangulamento para liberacdo da
vesicula, respectivamente, o que parece facilitar o processo de endocitose de AMPARs
mediado por Arc (Chowdhury et al. 2006). Durante meu mestrado, eu fui coautor de um
trabalho o qual demonstrou que Arc é capaz de interagir com o complexo AP-2 e que esta
interacdo é determinante para regular negativamente a expressao dos AMPARs (DaSilva
et al. 2016). A descoberta da interacdo de Arc com AP-2, bem como, da sua interagéo
com dinamina e endofilina, demonstra a importéancia da interacdo de Arc com elementos
da maquinaria de transporte para realizar suas funcdes celulares. O achado da interacédo
de Arc com AP-2 levanta o questionamento sobre a possibilidade de Arc interagir com

outros membros da familia de adaptadores (AP1, AP3, AP4 e AP5), e se a interagdo de
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Arc com os complexos APs é importante para as modificacfes no trafego e processamento
de APP mediadas por Arc.

Durante meu mestrado foi identifiquei que Arc interage especificamente com a
subunidade pu4 do complexo AP4. Neste mesmo contexto, também foi observado que a
expressao de Arc eleva os niveis de APP e do fragmento C99 (Dissertacdo de Mestrado
de Yunan C. Janudrio, dados ndo publicados). Ensaios preliminares de
imunofluorescéncia e microscopia confocal também permitiram observar que Arc
aumenta os niveis de APP em endossomos iniciais. Juntos estes dados preliminares
pavimentam questdes importantes sobre a interacdo de Arc com os APs e a importancia

dessas interacOes para alteragdes no transporte e processamento de APP.
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OBJETIVOS E HIPOTESE



Objetivo geral do trabalho

e Analisar a relevancia de AP-1 e Arc para o trdfego e processamento de
APP.

Objetivos especificos para AP-1 e APP

e Confirmar e caracterizar a interagdo de APP com a subunidade plA.

e Determinar se AP-1 atua no transporte de APP entre o complexo de Golgi

e endossomos iniciais.

e Analisar se a interrupc¢do do transporte de APP mediado por AP-1 altera o

processamento amiloidogénico.

Obijetivos especificos para Arc e APP

e Analisar se a superexpressao de Arc altera os niveis totais dos fragmentos
C-terminal de APP.

e Determinar quais proteinas adaptadoras APs interagem com Arc.

Hipotese geral da tese

Levando em consideracdo o levantamento bibliografico que relaciona AP-1 e Arc
com o transporte de APP e de suas secretases de processamento, a hipotese geral desta
tese é que o desequilibrio funcional em AP-1 ou Arc deve afetar diretamente o transporte

e processamento amiloidogénico de APP.
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MATERIAL E METODOS



Material e métodos

Plasmideos para expressao das proteinas de interesse

As tabelas abaixo descrevem plasmideos comerciais utilizados, as respectivas
proteinas de interesse codificadas e a referéncia da origem dos plasmideos.

Tabela 1. Plasmideos para expressdo das proteinas de interesse em células de

mamiferos.

pEGFP C2 vazio Clontech (adquirido comercialmente)
pPEGFP N1 APP WT-GFP (Burgos et al. 2010)

PEGFP N1 APP F/P-D/A-GFP  (Burgos et al. 2010)

pEGFP N1 APP Y682A-GFP  Plasmideo gerado durante o doutorado
pCI-Neo ulA WT-3xHA (Farias et al. 2012)

pCIl-Neo nlA W408S-3xHA (Farias et al. 2012)

pCIl-Neo udA WT-3xHA (Ross et al. 2014)

pPEGFP N1 Rab5 Q79L-GFP  Doado por J. Bonifacino (NIH)

pmCherry N1 vazio Clontech (adquirido comercialmente)
pmCherry C2 APP WT-mCherry Doado por J. Bonifacino (NIH, EUA)
pmCherry C2 Arfl Q71L-mCherry Doado por J. Bonifacino (NIH, EUA)
RUSH monocistrénico APP WT Doado por D. Gershlick (CIMR, Inglaterra)
RUSH bicistrénico APP WT Doado por D. Gershlick (CIMR, Inglaterra)
RUSH bicistrénico APP Y682A Plasmideo gerado durante o doutorado
pVSV-G - Addgene (adquirido comercialmente)
pCL-Eco - Addgene (adquirido comercialmente)
pMSCV estreptavidin-KDEL Doado por D. Gershlick (CIMR, Inglaterra)
pCI-Neo Arc WT (DaSilva et al. 2016)

Os plasmideos Rab5 Q79L-GFP, Arfl WT-mCherry e Arfl Q71L-mCherry foram
cedidos por Juan Bonifacino (NICHD/NIH, Maryland, EUA). Os plasmideos comercias
pPEGFP-C2 e pmCherry foram obtidos comercialmente (Clontech, Califérnia, EUA). As
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mutacdes em APP F/P-D/A referem-se a substituicGes de ponto F615P e D664A. O
plasmideo expressando APP Y682A-GFP foi gerado durante o doutorado por mutagénese

sitio dirigida utilizando o kit QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis a partir do
plasmideo APP F/P-D/A-GFP (Agilent, Califérnia, EUA). Os plasmideos utilizados no
sistema RUSH para expressar APP WT foram cedidos por David Gershlick (CIMR,
Cambridge, Inglaterra) e a descricdo dos plasmideos e mecanismos moleculares de

funcionamento do sistema estdo descritos em detalhes na sessdo “Retention using

selective hooks (RUSH)”, no material e métodos. Os demais plasmideos foram doacdes

de diferentes autores e a metodologia para gerar cada plasmideo estd descrita nas

respectivas referéncias.

Tabela 2. Plasmideos para expressao das proteinas de interesse em leveduras.

pACT nlA (Janvier et al. 2003; Chaudhuri et al. 2007)
pACT ulB (c-terminal) (X. Guo et al. 2013)

pACT u2 (Janvier et al. 2003; Chaudhuri et al. 2007)
pACT u3A (Janvier et al. 2003; Chaudhuri et al. 2007)
pACT ud (Janvier et al. 2003; Chaudhuri et al. 2007)
pACT B2 Doado por J. Bonifacino (NIH)

pACT ulA D174A (Farias et al. 2012)

pACT ulA W408S (Farias et al. 2012)

pACT ulA F238A Plasmideo gerado durante o doutorado
pACT ulA S266D Plasmideo gerado durante o doutorado
pGADT7 vazio Clontech (adquirido comercialmente)
pGBKT7 Arc WT Plasmideo gerado durante o mestrado
pGBT9 TGN38 tail (Ohno et al. 1995)

pGBKT7 APP tail (Burgos et al. 2010)

pGBKT7 vazio Clontech (Adquirido comercialmente)
pGBKT7 APP tail Y653A Plasmideo gerado durante o doutorado
pGBKT7 APP tail 1656A Plasmideo gerado durante o doutorado
pGBKT7 APP tail Y-A/I-A Plasmideo gerado durante o doutorado
pGBKT7 APP tail Y687A Plasmideo gerado durante o doutorado
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pGBKT7 APP tail F690A Plasmideo gerado durante o doutorado

O plasmideo pACT B2 foi cedido por Juan Bonifacino (NICHD/NIH, Maryland,
EUA). Os plasmideos comercias pGBKT7 e pGADT7 foram obtidos comercialmente
(Clontech, California, EUA). O plasmideo pGBKT7 Arc foi gerado previamente no
laboratdrio a partir da subclonagem de Arc com as enzimas de restricdo EcoRI e Sall. As
mutagdes listadas na cauda citosolica de APP e em pulA foram geradas por mutagénese
sitio dirigida utilizando o kit QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis (Agilent,
Califérnia, EUA). Os plasmideos pGBKT7 APP Y-A/lI-A refere-se a mutacdes pontuais
na cauda citosolica de APP nos aminoacidos Y653A e 1656A. Os demais plasmideos
foram doacOes de diferentes autores e a metodologia para gerar cada plasmideo esta

descrita nas respectivas referéncias.

Tabela 3. Plasmideos para expressao das proteinas de interesse em E. coli.

pGEX GST GE Healthcare (adquirido comercialmente)
pGEX GST-Arc WT (DaSilva et al. 2016)
pGEX GST-Arc W197A  (DaSilva et al. 2016)

O plasmideo comercial pGEX-GST foi obtido comercialmente (GE Healthcare,
lllinois, EUA). GST-Arc WT e GST-Arc W197A foram gerados anteriormente no

laboratdrio e foram descritos na referéncia citada.

Cultura celular

As linhagens celulares foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM - Life Technologies, California, EUA), suplementado com soro fetal
bovino 10% (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA), glutamina 584mg/L (Life
Technologies, Califérnia, EUA), NaHCOs 3,7g/L, penicilina 100U/mL e estreptomicina
100g/mL (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). Células H4 (neuroglioma humano) foram
obtidas comercialmente (American Type Culture Collection, Virginia, EUA). As células
HeLa CRISPR/Cas9 nlA KO e a HeLa WT parental foram doadas por Margaret S.
Robinson (Universidade de Cambridge, Inglaterra) e foram descritas anteriormente

(Navarro Negredo et al. 2017). Células PEAK sé&o celulas HEK-293 transfectadas com o
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antigeno T de SV-40 (de Carvalho et al. 2014) e foram usadas para ensaios de co-
imunoprecipitagéo.

Culturas primarias de neurdnios corticais foram estabelecidas a partir de cérebro
de ratos Wistar embrionarios no 18° dia apds o acasalamento. As areas corticais foram
dissecadas, submetidas a digestdo com tripsina (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) e
mecanicamente dissociadas na presenca de DNAse (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). As
células foram plaqueadas em laminulas de vidro de 22 mm revestidas com poli-L-lisina
0,5mg/mL (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). O meio de cultura consistiu em Neurobasal
(Gibco, Massachusetts, EUA) suplementado com Penicilina-Estreptomicina a 1%
(Invitrogen, Califérnia, EUA), L-Glutamina a 0,5% (ForMedium, Norfolk, Inglaterra), B-
27 a 2% (Gibco, Massachusetts, EUA) e soro de cavalo a 5% (Invitrogen, Califérnia,
EUA). No dia seguinte, o meio foi trocado por meio isento de soro de cavalo. As células
foram mantidas a 37 °C e 5% de CO2 em uma incubadora umidificada. A cultura de
neurdnios e transfec¢des foram realizadas pelo estudante de Mestrado do laboratério
Luan Oliveira em visita ao laboratério da Dra. S6nia A. L. Correa (University of
Bradford, Inglaterra) seguindo critérios do comité de ética da Inglaterra. A aquisi¢do das
imagens no microscopio, analise dos resultados e montagem das imagens foi realizada

pelo doutorando Yunan Costa Januério, autor desta tese.

Transfecgdes e drogas utilizadas na cultura celular

Para transfeccdo de plasmideos de expressdao foi utilizado o reagente
lipofectamina 2000 (Life Technologies, Califérnia, EUA), seguindo as recomendacfes
do fabricante. Para transfeccdo de siRNA foi utilizado o reagente Oligofectamina (Life
Technologies, California, EUA), seguindo as recomendag6es do fabricante. A sequéncia
de siRNA utilizada ¢ constituida de duplex de nucleotideos com 3’dTdT com sequéncia
de humano como alvo sendo y1 (5’-GGAAGAGCCUAUUCAGGUA-3’) (Dharmacon,
Lafayette, EUA).

A droga DAPT (N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine t-
butyl ester) foi obtida comercialmente (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) e adicionada no
meio de cultura completo na concentragdo de 1uM, apds aproximadamente 4 horas de
transfeccédo para inibir a atividade de y-secretase. O tempo de incubacéo variou em cada
experimento e é descrito em detalhes nas legendas das respectivas figuras. O tratamento

com biotina foi realizado aproximadamente 16 horas apos as transfec¢des por diferentes
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tempos e ¢ descrito na sessdo “Retention using selective hooks (RUSH)” do material e
métodos. As células foram incubadas com 40uM de biotina solavel (Sigma-Aldrich,
Missouri, EUA) por diferentes tempos antes da fixacdo ou lise. A droga bafilomincina
Al (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) foi adicionada no meio de cultivo de células e
incubada a 37 °C pelos tempos de 0, 2, 4 e 8 horas. O ligante EGF (Thermo Scientific,
Massachusetts, EUA) foi adicionado no meio de cultura na concentragéo de 50ng/mL e
incubado com as células a 37 °C por 3 horas.

Anticorpos

Tabela 4. Anticorpos utilizados para western blot e imunofluorescéncia.

Anti-plA (AP-1) Abcam (Cambridge, Inglaterra)

Anti-y1 (AP-1)

BD Biosciences (California, EUA)

Anti-g (AP-4)

BD Biosciences (California, EUA)

Anti-p2 (AP-2)

Doado por G. Mardones (UACh, Chile)

Anti- p3A (AP-3)

Doado por G. Mardones (UACh, Chile)

Anti- p4 (AP-4)

Doado por G. Mardones (UACh, Chile)

Anti-TGN46 Bio-Rad (California, EUA)

Anti-EEA1 BD Biosciences (California, EUA)
Anti-GM130 BD Biosciences (California, EUA)
Anti-CD63 BD Biosciences (California, EUA)

Anti-HGS/HRS

Abcam (Cambridge, Inglaterra)

Anti-GAPDH Sigma (Missouri, EUA)
Anti-HA Sigma (Missouri, EUA)
Anti-GFP Doado por R. Hedge (MRC, Inglaterra)

Anti-mCherry

Doado por R. Hedge (MRC, Inglaterra)

Anti-Arc Synaptic Systems (Goettingen, Alemanha)
Anti-B-actina Thermo Scientific (Massachusetts, EUA)
Anti-6E10 Covance (New Jersey, EUA)

Anti-EGFR Abcam (Cambridge, Inglaterra)

Anti-IgG de Camundongo-HRP

GE (Buckinghamshire, Inglaterra)
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Anti-l1gG de Coelho-HRP GE (Buckinghamshire, Inglaterra)

Anti-IgG de Camundongo-Alexa 594 GE (Buckinghamshire, Inglaterra)
Anti-1IgG de Coelho-Alexa 647 GE (Buckinghamshire, Inglaterra)
Anti-l1gG de Ovelha-Alexa 647 GE (Buckinghamshire, Inglaterra)

O anticorpo anti-GFP e anti-mCherry foram cedidos por Ramanujan Hedge
(MRC, Cambridge, Inglaterra). Os anticorpos anti-u2 (AP-2), anti-u3A (AP-3) e anti-p4
(AP-4) foram doados por Gonzalo Mardones (FAME/UACAh, Chile).

Alinhamento de sequéncias e representacdo da estrutura de proteinas

Diferentes sequéncias de proteinas de genes homologos de APP de diferentes
organismos e da familia de genes APP em humanos foram obtidas do banco de dados
UniProt. O identificador de entrada da sequéncia das proteinas utilizadas sdo: P05067-4
(APP isoforma 695 de Homo sapiens), P12023-2 (APP isoforma 695 de Mus musculus),
Q6NRR1 (APP de Xenopus laevis), E1C440 (AAPP de Gallus gallus), 093279 (APP de
Takifugu rubripes), 14599 (APP-like de Drosophila melanogaster), Q10651 (APP-like
de Caenorhabditis elegans), P51693 (APLP1 de Homo sapiens), Q06481 (APLP2 de
Homo sapiens). As sequéncias das caudas citosolicas foram alinhadas utilizando o
software livre Clustal Omega (Sievers et al. 2011). A representacdo de superficie do
dominio C-terminal de plA foi obtida a partir do banco de dados de estruturas de
proteinas PDB (PDB ID 1W63) (Heldwein et al. 2004). A visualizacdo e a analise do
modelo estrutural da proteina foram realizadas usando a versdo gratuita do software

PyMOL (www.pymol.org).

Ensaio de duplo hibrido

Os ensaios de interacdo proteinas-proteina no sistema de duplo hibrido foram
realizados pela co-expressao dos plasmideos codificando GAL4-BD; TRP1 e GAL4-AD;
LEU2; GAL4-BD e GAL4-AD sdo expressas fusionadas as proteinas estudadas (Figura
6). Os plasmideos foram utilizados para expressdo em leveduras competentes S.
cerevisiae. Os genes TRP1 e LEU2 sdo marcadores nutricionais que codificam enzimas

essenciais para a sintese de triptofano e leucina, respectivamente. A transformacéo das
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leveduras com os dois plasmideos capacita 0 seu crescimento em meio restritivo sem 0s
aminoacidos triptofano e leucina. A interacdo das proteinas de interesse resulta na
transcricdo do gene reporter HIS3 dependente de Gal4, capacitando o crescimento das
leveduras em meios restritivo sem o aminoacido essencial histidina (-His) (Figura 6).
Para os ensaios de duplo hibrido foram utilizadas as cepas de AH109 e HF7c
(Clontech Laboratories, Mountain View, EUA). Col6nias da levedura foram pré-
cultivadas em meio YPD (1% extrato de levedura, 2% peptona, 20% glicose, 0,001%
sulfato de adenina) a 30 °C por 16-18 horas sob agitacdo. A pré-cultura foi entdo
quantificada e diluida em meio fresco para a DOsoo de 0,5 e incubadas a 30 °C até a D.Os00
alcancasse 0.7. Os plasmideos foram inseridos nas leveduras pelo método de
transformacdo mediado por acetato de litio (LiAc) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). As
leveduras foram recuperadas do meio YPD, lavadas em agua esteéril e ressuspendidas em
solucdo fresca de TE 1X (1L0mM Tris-HCI, ImM EDTA, pH 7.5) e LiAc 1M. Em seguida,
foi adicionado na suspenséo de leveduras a solugdo de transformagédo composta por LiAc
1M, TE 10X, 50% PEG 3350 (polietilenoglicol) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), 1ug
de DNA carreador fita simples (espermatozoide de salméo) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) e 1 ug de cada DNA plasmideal. A mistura foi incubada a 30 °C por 30
minutos sob agitacdo. Em seguida, foi adicionado DMSO (contracdo final de 10%)
(Dimethyl Sulphoxide) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e as células submetidas ao
choque térmico por 15 minutos a 42 °C seguido por 2 minutos de incubacdo no gelo. As
células transformadas foram lavadas com agua estéril e incubadas em meio restritivo,
0.67% de Bacto Yeast Nitrogen base without aminoacids (BD Difco, Franklin Lakes,
EUA), 2% glicose (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), 10% solu¢do 10X de amino&cidos
essenciais menos leucina (-Leu) e triptofano (-Trp) (aminoacidos da Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA) e incubadas a 30 °C por 2-4 dias para obtencdo de coldnias. As leveduras
que cresceram no meio restritivo foram diluidas em éagua estéril e normalizadas para
DOsoo de 0.2. Este material foi igualmente distribuido em placas com os meios restritivos
-Leu/-Trp (placas controle) e -Leu/-Trp/-His (placas de teste onde o crescimento indica a

interacdo das proteinas) e incubadas a 30 °C por 2-4 dias para observacao do resultado.
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Dominio de Dominio de

ligagdo de ativacdo de
GAL4(BD) GAL4(AD)
Proteina Proteina
TRP1 "lsca” LEU2 "Alvo"
~"-—.—f

Crescimento

Promotor Repérter

de GAL4 de HIS3 Meio
restritivo -His

Figura 6: Esquema representativo do sistema de duplo hibrido em leveduras. Estdo representados 0s
vetores de expressdo (acima) e a transcri¢do do gene reporter decorrente da interagdo entre as proteinas de
interesse pela ativacdo de Gal4 (abaixo) permitindo o crescimento das leveduras em meio restritivo sem o
aminodcido essencial histidina. A co-transformacéo é feita com os plasmideos codificando o dominio de
ligacdo do fator de transcrigdo Gal4 (BD) expresso em fusdo com a ‘proteina isca’ e a enzima da via
metabdlica do triptofano (TRP1); ou o dominio de ativagdo de Gal4 (AD) expresso em fusdo com a
‘proteina alvo’ e a enzima da via metabolica da leucina (LEU2).

Ensaio de interacdo proteina-proteina por pull down

Para a expressdo das proteinas recombinantes GST ou GST-Arc foi utilizada a
linhagem de E. coli BL21 Rosetta (Merck Millipore, Massachusetts, EUA). Apos 18
horas de proliferagdo em meio LB, as culturas foram diluidas para D.Osoo igual a 0,2 €
entdo incubadas a 37 °C sob agitacdo até que a D.Os0o fosse igual a 0,8. Adicionou-se
entdo IPTG na concentracéo final de 0,5mM e as culturas foram incubadas a 30 °C por 3
horas para a expressdo das proteinas de interesse. Apos o tempo de expressdo os pellets
foram congelados a -80 °C para posterior lise. O tampé&o de lise utilizado consistiu em
50mM de Tris; ImM de EDTA; 500mM NaCl; 50uL/mL de lisozima (estoque
100mg/mL); 1uL/mL de aprotinina (estoque a 1,2mg/mL), 1% de triton X-100 e 1% de
NP-40, pH igual a 7.4. Os lisados foram incubados com beads de agarose conjugada com
glutationa (GE Healthcare, Buckinghamshire, Inglaterra) por 3 horas a 4 °C, sob agitacao.
As lavagens para remocdo de proteinas ligadas de forma inespecifica foram realizadas
utilizando o tampéo de lise. Em seguida os lisados contendo as proteinas de interesse
foram adicionados em iguais quantidades aos tubos contendo as beads com as proteinas

fusionadas a GST. As amostras foram novamente incubadas por 3 horas a 4 °C, sob
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agitacdo. Apos a incubacdo realizou-se as lavagens com tampao de lavagem (Tris/HCI
10mM, pH 7,5, NaCl 150mM, EDTA 0,5mM) gelado por 3 vezes, seguido da adi¢do de
tamp&o de amostra contendo SDS. As amostras foram estocadas a -80 °C e posteriormente

analisadas por western blot.

Imunoprecipitacdo por ensaio de GFP-Trap

O ensaio de GFP-Trap® (ChromoTek, Munich, Alemanha) foi realizado seguindo
as recomendagdes do fabricante. Células PEAK foram plaqueadas em placa de 100 mm.
No dia seguinte as células foram transfectadas com plasmideos para expressar GFP ou
APP-GFP em conjunto com nlA WT-3X-HA. Apds expressao por aproximadamente 16
horas, as células foram lisadas com tampé&o contendo 10mM de Tris/HCI pH 7,5, 150mM
de NaCl, 0,5mM de EDTA, 0,5% de NP40 e inibidores de proteases (Sigma-Aldrich,
Missouri, EUA). O lisado proteico clarificado foi incubado com as beads de GFP-Trap
durante 1 hora a 4 °C sob rotacdo. Em seguida, as beads foram lavadas 3 vezes com
tampéo de lavagem (Tris/HCI 10mM, pH 7,5, NaCl 150mM, EDTA 0,5mM), seguido de

analise das proteinas por western blot.

Imunofluorescéncia e Microscopia Confocal

As células foram cultivadas sobre laminulas de vidro (Knitell Glase, Bielefeld,
Alemanha). Apds aproximadamente 18 horas para adesdo das células, elas foram
transfectadas com plasmideos de interesse, incubadas por 2-4 horas com meio de
transfeccdo e em seguida incubadas por mais 18-24 horas para a expressao das proteinas.
A células foram entdo fixadas em 4% de paraformaldeido diluido em PBS, por 10 minutos
a temperatura ambiente. Entéo, as células foram lavadas com PBS e permeabilizadas com
0,1% de Saponina (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) diluida em PBS durante 30 minutos
em temperatura ambiente. Antes de realizar a imunomarcagéo os sitios inespecificos de
ligacdo foram bloqueados com gelatina porcina 0,2% (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) e
0,1% de Saponina diluidos em PBS por 30 minutos a 37 °C. Posteriormente, as células
foram incubadas com os anticorpos primarios diluidos na solugdo de bloqueio por 30
minutos a 37 °C, lavadas com PBS e em seguida incubadas com anticorpos secundarios
diluidos na solucéo de bloqueio por 30 minutos a 37 °C. Ao término da incubagdo com

os anticorpos as laminulas foram montadas sobre 1dminas de vidro com Fluoromount G

34



(EM Sciences, Washington, DC, EUA). A aquisicdo das imagens foi realizada no
microscopio confocal Zeiss LSM 780 (Zeiss, Oberkochen, Alemanha), situado no
departamento de Biologia Celular e Molecular e Bioagentes Patogénicos da FMRP-USP.
O processamento da imagem pos-aquisicdo foi realizado com o software Fiji/lmageJ
(Schindelin et al. 2012). A anéalise de colocalizacdo foi realizada usando o plugin
colocalization threshold para determinar o coeficiente de correlagdo de Pearson entre dois
canais de fluorescéncia, usando fatias de imagens no plano Z com intervalos de 0,3um de
pelo menos sete células de trés experimentos independentes. O coeficiente de correlacdo
de Pearson representa todos os pixels diferentes de zero que se sobrepdem as imagens dos
canais e retorna um valor entre -1 e +1, onde +1 é a correlacéo positiva total e 0 € nenhuma
correlacdo e -1 € a correlacdo negativa total. O ensaio PLA-Duolink (Sigma-Aldrich,
Missouri, EUA) foi realizado seguindo as instruc@es do fabricante.

Os ensaios de imunofluorescéncia em neurdnios foram realizadas pelo estudante
de Mestrado do laboratorio Luan Oliveira em visita ao laboratorio da Dra. Sénia A. L.
Correa (University of Bradford, Inglaterra) de acordo com protocolo descrito previamente
(Eales et al. 2014). Resumidamente, os neurdnios foram fixados usando paraformaldeido
4%, pH 7,4, em HBS por 10 minutos. A autofluorescéncia foi reduzida por tratamento
com glicina 0,1M e as laminulas montados na presenca do meio de montagem Mowiol
(Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). As laminas foram trazidas para o Brasil para aquisi¢cao
das imagens, processamento e analises as quais foram realizadas pelo doutorando Yunan

Costa Januario, autor desta tese.

Retention using selective hooks (RUSH)

O Sistema RUSH se utiliza da interacdo reversivel entre as proteinas
estreptavidina de Streptomyces avidinii e o peptideo de ligacdo a estreptavidina
(streptavidin-binding peptide - SBP). A adi¢do de biotina no sistema libera a SBP da
estreptavidina, uma vez que a afinidade entre estreptavidina e biotina é extremamente
forte. No sistema usado neste trabalho, a estreptavidina foi expressa em fusdo com uma
sequéncia sinal para tradugéo no reticulo endoplasmatico proveniente da proteina STIM1
de humano em seu N-terminal e a sequéncia de retencao/ recuperacéo no reticulo KDEL
no C-terminal. Dessa forma estreptavidina-KDEL funciona como um “gancho” de
retencdo no reticulo endoplasmatico (RE) mantendo SBP neste compartimento (Figura

7). A proteina SBP, por sua vez, é expressa tambem com uma sequéncia sinal de traducgao
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no reticulo endoplasmatico da proteina IL-2 de humano (interleucina 2) em seu N-
terminal. APP de humano, isoforma 695, foi expresso em fusdo com o C-terminal de SBP.
As proteinas fluorescentes mCherry e eGFP foram expressas em fusdo com APP em seu
N e C-terminal, respectivamente (Figura 7). Ao longo desta tese este sistema sera
chamado de plasmideo APP-RUSH. A presenca das duas proteinas fluorescentes nas
extremidades opostas de APP também permite monitorar a clivagem de APP em células
vivas.

Para os ensaios de imunofluorescéncia de APP no sistema RUSH, utilizou-se um
plasmideo de expressdo bicistronico contendo um promotor CMV para expressar
estreptavidina-KDEL, seguido de uma sequéncia IRES que permite a traducdo de uma
segunda fase de leitura e que codifica a SBP-mCherry-APP-GFP, ambas traduzidas no
reticulo endoplasmatico a partir de suas respectivas sequéncias sinais. O plasmideo
bicistronico do APP-RUSH foi gerado pelo método Gibson assembly a partir do
plasmideo estreptavidina-KDEL/SBP-EGFP-Ecadherin, o qual foi cedido por Franck
Perez (plasmideo Addgene # 65286) (Boncompain et al. 2012). As células HeLa WT
parentais e Hela u1A KO foram transfectadas com o plasmideo bicistronico APP-RUSH.
Aproximadamente 16 horas apds a transfeccgdo, as células foram incubadas com biotina
40uM para saida sincronizada de APP do reticulo endoplasmético e incubadas por
diferentes tempos antes da fixacdo. A imunofluorescéncia foi realizada conforme descrito
no item “Imunofluorescéncia e Microscopia Confocal” do material e métodos. As células
foram fotografadas em um microscépio confocal de varredura a laser Zeiss LSM 780
(Zeiss, Oberkochen, Alemanha). O ensaio in vivo seguiu as mesmas etapas. A adicdo de
biotina nas células foi realizada no microscopio apos focalizar células transfectadas. As
células foram mantidas com 5% de CO2 a 37 °C provenientes do proprio microscépio e
as imagens foram obtidas pelo periodo de 3 horas.

Para ensaios de western blot utilizando o sistema RUSH, as células HeLa WT
parentais e Hela p1A KO foram transduzidas com lentivirus para o estabelecer linhagens
estaveis expressando estreptavidina-KDEL. Células PEAK foram co-transfectadas em
uma placa de cultura de 100 mm com os plasmideos pVSV-G (plasmideo Addgene #
138479), pCL-Eco (plasmideo Addgene # 12371) e pMSCV-estreptavidina-KDEL, o
qual foi gerado a partir do plasmideo pMSCV-GFP (plasmideo Addgene # 86537). Para
a transfeccdo utilizou-se polietilenoimina linear de massa molar 25 kDa (PEI)
(Polysciences Inc., Warrington, EUA). Apo6s aproximadamente 36 horas da transfeccao,

0 sobrenadante foi coletado, submetido a centrifugacdes para eliminar debris celulares e
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adicionado as células HeLa WT parentais e Hela p1A KO para transducéo viral. Apos
aproximadamente 24 horas de incubag&o, adicionou-se puromicina 1ug/ml, para selegéo
das células transduzidas. Células controle ndo transduzidas foram mantidas com
puromicina para monitorar o tempo de sele¢éo das células.

O ensaio de western blot de APP-RUSH utilizou o plasmideo monocistronico para
expressar SBP-mCherry-APP-GFP nas linhagens HeLa WT e Hela p1A KO expressando
estreptavidina-KDEL. O plasmideo SBP-mCherry-APP-GFP foi gerado a partir do
plasmideo comercial pEGFP C2 (Clontech, California, EUA) inserido a sequéncia de
SBP-mCherry-APP entre o promotor CMV e GFP (Figura 7). As linhagens HeLa WT e
H1A KO expressando estreptavidina-KDEL foram transfectadas com o plasmideo APP-
RUSH monocistronico. 4 horas apés a transfec¢do, o meio de cultura foi trocado por meio
completo contendo 1uM de DAPT e mantidas na cultura por aproximadamente 18 horas
para expressdo das proteinas. O meio de cultura foi entdo substituido por meio completo
contendo 40uM de biotina e 1uM de DAPT, as células foram incubadas por diferentes
tempos e entdo lisadas para analise por western blot como descrito na sessao (“Preparo

de lisados celulares e western blot”)

Plasmideo do RUSH Bicistrénico
cMV IRES

[ Tosstmi[esteptavigna[koEL]  Tpsia | ssp

Plasmideo do RUSH Monocistronico
CMV

| [psw2| seP |

Figura 7: Desenho esquematico do plasmideo bicistronico e monocistrénico do sistema RUSH.
Representacdo esquematica do vetor bicistronico e monocistronico utilizado nos experimentos. No
plasmideo bicistronico o promotor CMV expressa estreptavidina contendo o peptideo sinal de STIM-1 (p.s.
STIM-1) no N-terminal e o peptideo KDEL no C-terminal. Esta sequéncia sinal retém a estreptavidina no
RE. A sequéncia IRES permite a traducdo de APP independente de estreptavidina. APP é expresso com o
peptideo sinal de I1L-2 (p.s. IL-2) o qual direciona a tradu¢do da proteina no RE. A proteina de ligacdo a
estreptavidina (SBP) se liga fortemente a estreptavidina-KDEL e retém APP no RE. mCherry é expresso
no N-terminal e GFP é expresso no C-terminal de APP, associado a cauda citoplasmética. No plasmideo
monocistrénico o promotor CMV expressa diretamente SBP com o peptideo sinal no N-terminal e
mCherry-APP-GFP no C-terminal. Estreptavidina-KDEL é expresso por meio de infecgdo lentiviral e
selecdo com drogas. O tratamento com biotina soltvel libera APP de estreptavidina-KDEL, permitindo que
a APP siga a rota secretora.

Preparo de lisados celulares e western blot

As ceélulas foram lisadas utilizando o tampéo de lise contendo Tris/HCI 50mM,
pH 7,5, NaCl 15mM, glicerol 10%, EDTA 5mM, triton X-100 1%, suplementado com

coquetel de inibidor de proteases (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). As amostras foram
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centrifugadas por 20 minutos a 4 °C e 18.000 x g para separar a fase nuclear da fase
citoplasmatica. A quantificagdo e equalizacdo da concentracdo de proteinas nas amostras
foi feita com o reagente protein assay da Bio-Rad (Califérnia, EUA). Apds serem
equalizadas adicionou-se o tampao de amostra (160mM de Tris/HCI pH 6,8, glicerol
20%, SDS 4%, B-mercaptoetanol 4% e azul de bromofenol 0,1%). O lisado total de
cérebro utilizado no ensaio de pull down foi obtido de camundongos adultos C57BL6/J,
protocolo CEUA/FMRP 219/2019.

O gel para separacao de proteinas utilizado no SDS-PAGE continha 10% de
acrilamida. A eletroforese foi realizada com voltagem constante de 90 volts em tampé&o
de corrida eletroforética composto por 25mM de Trizma base, 190mM de glicina e 0,1%
de SDS. As proteinas foram eletrotransferidas a partir do gel de poliacrilamida para
membranas de nitrocelulose (GE Healthcare, Buckinghamshire, Inglaterra) com tampéo
gelado composto de 25mM Trizma base, 190mM glicina em metanol 10% a 360mA por
1 hora e 15 minutos. A eficiéncia da transferéncia foi avaliada por coloragdo com solucao
de 0,1% de Ponceau (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) diluida em 5% de acido acético.

Apds a transferéncia as membranas foram incubadas em solucdo de bloqueio
contendo 5% de leite em po desnatado (Leite Molico) e 0,1% de BSA (Sigma-Aldrich,
Missouri, EUA), diluidos em PBS suplementado com 0,1% de Tween (Sigma-Aldrich,
Missouri, EUA), por 1 hora sob agitagdo. As membranas foram lavadas e incubadas com
a solucdo contendo o anticorpo primario por 1 hora a temperatura ambiente ou por 18
horas a 4 °C. Em seguida, as membranas foram lavadas novamente e incubadas com a
solucdo de anticorpos secundarios adequados conjugados com HRP por 1 hora sob
agitacdo. A deteccdo das proteinas foi feita utilizando-se solucdo de ECL 0,1M de Tris-
HCI, pH 8,5, 1,256mM de Luminol (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), 0,2mM de acido
cumarico (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) e 0,02% de H,0O, com subsequente captacédo
do sinal de luminescéncia no aparelho ChemicDoc (Bio-Rad, Califérnia, EUA) acoplado
ao sistema digital e software Image Lab (Bio-Rad, Califérnia, EUA).

Analise estatistica

Todos os dados estatisticos sdo demonstrados como meédia + desvio padréo e o
namero de amostras “n” é indicado na legenda de cada experimento. Os diferentes testes
estatisticos utilizados estdo descritos nas legendas das respectivas figuras. Os valores p

sdo rotulados da seguinte forma: * representa p<0,05; ** representa p<0,01; ***
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representa p<0,001. As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes para
valores p<0,05. Os dados foram plotados em gréficos e analisados usando o software
GraphPad Prism 5.0.
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Parte |

Mapeamento dos aminoacidos de APP mediadores da interacdo com plA

Um trabalho anterior descreveu a interagdo de pulA com APP, porém nao
investigou a relevancia funcional dessa interacdo (Icking et al. 2007). Assim, para
entender a importancia de AP-1A no trafego e processamento de APP, incialmente, visou-
se confirmar a interagdo de APP com plA utilizando ensaio de co-imunoprecipitacao.
Desta forma, 1A fusionado com HA foi co-expresso juntamente com GFP ou APP-GFP
em células PEAK seguido da captura do GFP a partir dos extratos celulares utilizando
beads de GFP-Trap. A partir da andlise por western blot observou-se que plA foi
eficientemente co-imunoprecipitado com APP-GFP em comparagdo com a condigéo
controle contendo apenas GFP (Figura 8A). A analise da cauda citosolica de APP de
humano, isoforma 695, mostra a existéncia de trés tirosinas (posicdes 653, 682 e 687) que
podem potencialmente mediar a interagcdo com pu1A (Figura 8B). Assim, foram realizados
ensaios de interacdo proteina-proteina por ensaio de duplo hibrido em leveduras para
mapear aminoacidos essenciais na interacdo APP:u1A. Nestes ensaios a cauda citosélica
da proteina TGN38 foi utilizada como controle positivo para a intera¢cdo com plA (Ohno
et al. 1995). Dessa forma, foi confirmada a interacdo da cauda de APP com plA, bem
como a interacdo com a subunidade p4 de AP-4, como demonstrado anteriormente
(Burgos et al. 2010) (Figura 8C). Em contraste, a cauda de APP ndo interagiu com p2
(AP-2) ou u3A (AP-3) (Figura 8C). TGN38 interagiu com p1A, u2 e u3A, como esperado
(Figura 8C). Em seguida, analisou-se a relevancia das tirosinas presentes na cauda de
APP para sua interacdo com as isoformas pu1A e pulB de AP-1. Os ensaios de duplo
hibrido mostraram que o mutante APP Y653A tem sua interacdo parcialmente reduzida
com p1A, mas a mutacdo néo afetou a interagdo com p1B (Figura 8D). Em contraste, foi
observado que as substitui¢cdes nas tirosinas Y682A ou Y687A reduzem a interagdo de
APP com ulA e uplB (Figura 8D). Nenhuma dessas substituicbes comprometeram
integralmente a interacdo de APP com p4 (Figura 8D), conforme mostrado anteriormente
(Burgos et al. 2010).
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Figura 8: A caracterizacio da interacdo de APP com pulA demonstra que o dominio %2YENPTY®’
de APP ¢ requirido para a interacdo. A) Ensaio de imunoprecipitacdo pela técnica de GFP-Trap com
células co-expressando GFP ou APP-GFP com plA-HA. O plA-HA foi eficientemente co-
imunoprecipitado com APP-GFP em niveis mais altos em comparacdo com o controle negativo
expressando apenas GFP. O input representa 5% da amostra utilizada no ensaio de interagcdo. B)
Aminoacidos que comp®e a cauda citosdlica de APP, isoforma 695, destacando as tirosinas nas posicoes
653, 682 e 687. C) Ensaio de duplo hibrido da cauda citosélica de APP com as subunidades médias p de
AP-1 a AP-4. O crescimento da levedura em meio sem histidina (-HIS) indica interagdo entre as proteinas.
A cauda de APP interagiu com plA e p4. A cauda citosélica da proteina transmembrana TGN38 foi
utilizada como controle positivo para interacbes com plA, p2 e p3A. “Vazio” representa o plasmideo
necessario para a transformacéo da levedura, mas sem nenhuma proteina expressa e foi utilizado como
controle negativo da interagdo. D) Ensaio de duplo hibrido para testar a interacdo da cauda citosélica de
APP contendo mutag¢fes em suas tirosinas com a p1A, plB e p4. APP Y653A teve sua interacdo reduzida
com plA. As mutagBes em ambas as tirosinas Y682A ou Y687A bloquearam a interacdo com pl1A e ul1B.
E) Alinhamento da sequéncia de APP de vertebrados (Vert.), genes relacionados a APP (APL1 e APPL)
presentes em invertebrados (Invert.) e genes da familia APP em humanos (APLP1 e APLP2). Em destaque,
0 motivo de aminoéacidos YXX@ (vermelho), YENPTY (verde) e o sitio de ligacdo a AP-4p4 (azul). F)
Mutacdes no motivo YXX@ (especificamente, APP Y653A, APP 1656A ou o duplo mutante APP
Y653A/1656A) afetam parcialmente a interacdo de APP com ulA. APP contendo as muta¢des no motivo
YXX@ ndo apresentou diferengas na interacdo com plB. G) MutagBes no dominio YKFFE de APP
(especificamente, APP Y687A e APP F690A) inibem a interacdo de APP com p1A e p1B. H) A interacdo
de APP Y687A com p4 é parcialmente afetada, enquanto que o mutante APP F690A ndo interage com p4.
O resultado do ensaio de GFP-Trap é um resultado representativo de 4 ensaios independentes e os resultados
dos ensaios de duplo hibrido sdo representativos de pelo menos dois ensaios independentes.
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Cada uma das tirosinas da cauda citosélica de APP faz parte de um dominio
conservado presente em APPs homologos de diferentes espécies ou em diferentes genes
da familia APP de humanos (Figura 8E). A tirosina 653 esta no contexto de um dominio
de tirosina classico YXX@ (sendo Y uma tirosina, X qualquer aminoacido e @ um
aminoacido hidrofobico). Notavelmente, os residuos Y e @ sdo conservados nas caudas
citosolicas de APP de diferentes vertebrados e na cauda citosolica de genes da familia
APP (Figura 8E). As tirosinas 682 e 687 sdo parte de um dominio conhecido como
YENPTY, o qual tem todos os seus aminoacidos conservados em vertebrados,
invertebrados e na familia APP (Figura 8E). A tirosina 687 também foi descrita como
parte do dominio YKFFE o qual é mediador da interacdo com u4 e é conservada nos
APPs de vertebrados, mas mostra algumas variagdes em invertebrados e na familia APP
(Figura 8E). Realizou-se entdo novas mutagdes nos aminoacidos dos diferentes dominios
da cauda de APP. Foi observada uma reducéo na interacdo de u1A com os mutantes APP
I656A ou APP Y653A/I656A duplo mutante (Figura 8F), indicando que mutacbes no
motivo canbnico YXX@ da cauda de APP afetam parcialmente a interagdo com plA.
Contudo, ndo foi observado reducéo na interacdo com plB. A tirosina Y687 ¢ parte do
motivo YKFFE e é essencial para a interacdo com (1A e sua substituicdo por uma alanina
afeta parcialmente a interacdo com p4 (Figura 8D e 8H). Em contrapartida, a mutacéo
APP F690A bloqueou a interagdo de APP com pl1A, ulB e p4 (Figuras 8G-H). Estes
resultados indicam que aminoacidos distintos sdo requeridos para a interacdo de APP com
M1A, p1B e p4. Aléem disso, os dados revelam que o mutante APP Y682A é uma
ferramenta (til para estudar a funcdo da interacdo de AP-1, preservando sua interacao
com AP-4.

Mapeamento dos aminoacidos de u1A mediadores da interacdo com APP

Apds mapear aminoacidos presentes na cauda de APP necessarios para a interacédo
com H1A procurou-se investigar o sitio de ligagdo de APP em pu1A. O dominio C-terminal
das subunidades ps dos APs contém dois locais de interagao distintos para interagdo com
proteinas carga e s@o localizados em superficies opostas da molécula (Owen and Evans
1998; Mardones et al. 2013; Mattera et al. 2014) (Figura 9A). O sitio A, também
conhecido como bolso de ligacao de tirosinas, normalmente reconhece o motivo candnico
YXX@. O sitio B foi originalmente descrito na subunidade p4 como o sitio de
reconhecimento da sequéncia YKFFE de APP (Burgos et al. 2010; Ross et al. 2014).
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Inicialmente foi testada a importancia do sitio A de u1A na interacdo com APP. Para isto,
foram realizados ensaios de duplo hibrido usando u1A contendo mutacfes no bolso de
ligacdo de tirosinas e que comprometem a interagdo com a sequéncia Y XX,
especificamente os mutantes ulA D174A ou plA W408S (Bonifacino and Traub 2003;
Traub and Bonifacino 2013). Como esperado, a interacdo da cauda de TGN38 com u1A
foi perdida com mutacdes em ambos os residuos (Figura 9B) (Farias et al. 2012).
Interessantemente, observou-se que a interacdo de APP com plA foi abolida pela
substituicdo W408S (Figura 9B), sugerindo que o sitio A em 1A é necessario para esta
interacdo. Com base na homologia estrutural com p4, também analisou-se a importancia
do sitio B homologo em p1A, usando mutantes plA com substituicdes nos residuos
F238A ou S266D (Mattera et al. 2014). A substituicdo p1A F238A reduz a interagdo com
a cauda de APP, enquanto a substituicdo S266D nao mostrou diferencas visiveis (Figura
9C). Similarmente, a interacdo de TGN38 com U1A também foi comprometida com a
mutacdo F238A no sitio B de ul1A (Figura 9C). Estes resultados indicam a participacao
do sitio B de pu1A para a interagdo com APP e TGN38.

Em seguida, buscou-se observar a interagdo de APP com plA no ambiente
intracelular utilizando a técnica de Duolink em células de neuroglioma humano H4.
Duolink € um ensaio de ligacdo por proximidade (PLA) que permite a deteccdo da
interacdo de proteinas in situ no nivel de molécula Unica gerando sinais fluorescentes em
locais de interagcBes proteina-proteina (Fredriksson et al. 2002; Soderberg et al. 2006).
APP-GFP e u1 A WT apresentaram um sinal detectavel do PLA, representado por pontos
dispersos no citosol (Figura 9D). O mapa de pixels mostra a intensidade de pixels co-
localizados obtidos no canal do PLA e TGN46. Uma baixa co-localizagéo entre os pixels
de PLA e TGN46 gera a cor preta. A alta co-localizacdo entre estes pixels gera a cor
branca. O mapa de pixels co-localizados mostrou que alguns pontos do PLA estdo
bastante proximos ao marcador da rede trans-Golgi TGN46 (Figura 9D). Como controle
negativo do experimento foi utilizado o mutante n1A W408S, o qual observou-se ndo
interagir com APP (Figura 9B). A co-expressdo de APP-GFP com plA W408S nio
apresentou sinal detectavel do PLA (Figura 9E). APP-GFP também foi expresso com u4-
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Figura 9: O bolso de ligacdo de tirosina de plA é necessario para sua a interacdo com APP. A)
Estrutura tridimensional do C-terminal de p1A (obtido a partir do Protein Data Bank PDB ID 1W63)
destacando o bolso de ligacdo de tirosina (em vermelho, bolso de ligagdo do motivo YXXd) e a regido
homdloga em p1A que reconhece a sequéncia YKFFE de APP em p4 (em azul, potencial sitio de ligagdo
de YKFFE), modificado de (Mattera et al. 2014). B) Avaliacdo da interacdo da cauda de APP com pl1A
contendo duas muta¢6es individuais no bolso de ligacéo de tirosina (mutantes p1A D174A e u1A W408S).
A auséncia de crescimento de levedura indica que 1A W408S ndo interage com a cauda de APP. A cauda
citosolica de TGN38 ndo interagiu com ambas as mutacdes em plA. C) ul1A contendo mutagfes no sitio
de ligacdo homoélogo em p4 (mutantes p1A F238A e p1A S266D) foi submetido ao ensaio de duplo hibrido
com cauda de APP. u1A F238A apresentou clara reducdo na interacdo com APP. A cauda TGN38 perdeu
completamente a interagdo com pulA F238A. D-G) Deteccdo da interacdo APP com plA in situ utilizando
ensaio de Duo-link Proximity Ligation Assay (PLA). Células H4 foram transfectadas com APP-GFP em
conjunto com pulA WT-HA (D), u1 A W408S-HA (E), u4 WT-HA (F) ou transfectadas com plasmideo
vazio (G). 16 horas apds a transfeccdo as células foram fixadas, permeabilizadas com 0,1% de Triton X-
100, imunomarcadas com anticorpos anti-GFP (coelho) e anti-HA (camundongo) e anti-TGN46 (cabra)
para imunomarcacdo da rede trans-Golgi. Em seguida foi seguido o protocolo Duolink-PLA com sondas
para os anticorpos de coelho e camundongo, seguindo o manual do fabricante. O anti-TGN46 foi
imunomarcado com anticorpo secundario conjugado com Alexa 647. A fluorescéncia do PLA foi detectada
na transfeccdo de APP-GFP + pulA WT e APP-GFP + p4 WT (D e F, respectivamente). Um menor sinal
de fluorescéncia foi detectado para a transfeccdo de APP-GFP + plA W408S e APP-GFP + plasmideo
controle negativo (E e G, respectivamente). Os pixels colocalizados entre o sinal observado para o PLA e
0 marcador TGN46 representam a projecao total gerada a partir da soma dos pixels colocalizados de cada
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plano Z. Para gerar o mapa de pixels de cada corte Z foi utilizado o software Fiji com o plugin colocalization
threshold. Na coluna referente a sobreposicdo, APP-GFP esta representado em verde, o sinal do PLA em
vermelho e o sinal TGN46 em ciano. A barra de escala representa 10um. O zoom é uma ampliacdo de 2X
de uma area representativa. As imagens em B a G sdo representativas de dois experimentos independentes.

HA como um controle positivo de interacdo. Como esperado, APP-GFP ¢ p4 apresentam
um forte sinal do PLA em pontos dispersos no citosol e com associacdo ao marcador
TGN46 (Figura 9F). O controle negativo expressando apenas APP-GFP com plasmideo
vazio mostrou uma fraca deteccdo do ensaio de PLA (Figura 9G). A distribuicdo
subcelular de APP nas células expressando plA W408S mostrou-se diferente da
observadas para as demais condic¢des, com sua fluorescéncia acumulada na regido
justanuclear (Figura 9D-G). E importante ressaltar que alguns pontos de fluorescéncia do
PLA ndo apresentaram também a fluorescéncia do GFP associado ao APP. Uma possivel
resposta é a de que o PLA tem um sinal de fluorescéncia mais forte que o GFP. Dessa
forma o GFP néo foi observado porque esta em baixa concentracdo. Além disso, ndo foi
observado sinal de fluorescéncia do PLA nos controles negativos como com a expressao
de ulA W408S ou com o plasmideo vazio. Em conclusdo, estes resultados suportam o
achado da interagdo de ul1A com APP ¢ reforgam a importancia do bolso de ligacdo a

tirosinas de p1A para a interagao.

Auséncia de AP-1 funcional leva ao acumulo de APP no complexo de Golgi

Para confirmar a importancia de AP-1 no trafego de APP o mutante p1A W408S-
HA foi expresso em células H4 (Figura 10A-B). Este mutante é eficientemente
incorporado no complexo AP-1 (Farias et al. 2012) e atua como um dominante negativo,
inibindo o transporte de cargas dependentes de 1A (Farias et al. 2012; Navarro Negredo
et al. 2017). Em comparacdo com u1lA WT, a superexpressdo de 1A W408S aumentou
o sinal de APP enddgeno na area justanuclear em estreita associacdo com TGN46 (Figura
9D-E e Figura 10A-C). A fungdo de AP-1 no trdfego de APP também foi testada
utilizando RNAI para o knockdown (KD) da subunidade yl de AP-1 nas células H4.
Usando esta abordagem observou-se que em condic¢des controle o APP enddgeno esta
principalmente presente em estruturas pontilhadas dispersas no citosol (Figura 10D). Em
contraste, no KD de AP-1y1, APP endogeno é redistribuido para a regido justanuclear
onde aumenta sua associagdo com o marcador TGN46 (Figura 10E-G).
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A importancia de AP-1 para o trafego de APP foi confirmada também em células
HelLa expressando APP-GFP. APP pode ser clivado no sistema de endomembranas
gerando fragmentos CTFs contendo GFP na porgdo C-terminal. Dessa forma, a
fluorescéncia de GFP pode ser APP-GFP ou CTFs-GFP (Figura 11A). Na condicédo
controle a expressao de APP-GFP tem distribuicdo principalmente em pontos dispersos
no citosol (Figura 11B). Em contraste, APP-GFP foi claramente acumulado na regido
justanuclear em células HeLa CRISPR/Cas9 knockout (KO) para p1A (Navarro Negredo
et al. 2017), onde se co-localiza com a proteina do complexo de Golgi GM130 (Figura
11C-D e 11F). A expressao dispersa no citosol, caracteristica de APP-GFP, foi resgatada
nas células p1A KO ao expressar p1A WT-HA ex6geno (Figura 11E-F). Juntos, os dados
demonstram a importancia de AP-1 para o transporte de APP na via secretéria tardia.
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Figura 10: Interferir no transporte mediado por AP-1 aumenta a associa¢do de APP com o complexo
de Golgi. A e B) plA WT-HA ou plA WA408S-HA foram transfectados em células H4. Apds
aproximadamente 16 horas da transfeccdo, as células foram fixadas, permeabilizadas e imunomarcadas com
anticorpo anti-6E10 para deteccdo de APP enddgeno em conjunto com anticorpos anti-HA e anti-TGN46.
As células que expressam p1A W408S-HA apresentaram mais APP acumulado & regido justanuclear em
associacdo com TGN46. A sobreposicao é a combinacéo dos canais APP e TGN46. C) A co-localizacdo de
APP enddgeno com TGN46 foi medida usando o software Fiji com coeficiente de Pearson. Os valores
representam a média £+ SEM de pelo menos 15 células diferentes provenientes de 3 experimentos
independentes. D) Células H4 foram imunomarcadas para APP endogeno, subunidade y1 de AP-1 e
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TGN46, seguido por analise de microscopia confocal. O APP enddgeno é observado principalmente em
pontos no citosol com associagdo moderada com o marcador TGN46 (G). E) As células H4 foram
submetidas a duas transfecc¢des de siRNA para o KD de y1, o qual foi confirmado por western blot. F) As
células KD para a subunidade y1 foram fixadas, permeabilizadas e imunomarcadas para APP endogeno,
subunidade y1 ¢ TGN46. Na auséncia de yl, o APP enddgeno se acumulou na regido justanuclear em
estreita associacdo com o marcador TGN46. G) A co-localizacdo de proteinas foi analisada usando software
Fiji com coeficiente de Pearson. APP apresentou uma co-localizagcdo aumentada com o marcador TGN46
no KD de y1. Os valores representam a média = SEM de pelo menos 11 células diferentes provenientes de
3 experimentos independentes. A barra de escala representa 10um. As caixas de zoom sdo uma ampliacéo
de 2X. *** representa p <0,001. A significancia estatistica foi calculada pelo teste t de Student bicaudal em
(C) e (G).
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Figura 11: A auséncia da subunidade pl1A aumenta a associacio de APP com o complexo de Golgi.
A) Esquema representativo do processamento de APP-GFP. Os fragmentos de processamento de APP s&o
0 C99, C83, AICD-y e C31. Todos estes fragmentos estio fusionados ao GFP. O processamento é mediado
pelas enzimas B-secretase, a-secretase, y-secretase ou caspases. O local de reconhecimento do anticorpo
6E10, o qual reconhece APP ndo clivado e o fragmento C99 sdo representados. APP foi expresso com as
mutagdes F615P e D664A, que diminuem a atividade da a-secretase e bloqueia a clivagem por caspases. A
droga DAPT foi utilizada para inibir a atividade da y-secretase e permitir a visualizagdo do fragmento C99
no western blot. B) Células HelLa transfectadas com APP-GFP foram fixadas, permeabilizadas e
imunomarcadas com anti-GM130 e anti-HA, seguido por analise em microscépio confocal. APP-GFP foi
observado em pontos no citosol com moderada colocalizagdo com GM130 (F). C) Western blot de HeLa
comparando células WT com as células KO para a subunidade ulA de AP-1. D) Células HeLa pl1A KO
transfectadas com APP-GFP foram imunomarcadas com anti-GM130 e anti-HA e visualizadas em
microscdpio confocal. APP-GFP foi principalmente observado acumulado na regido justanuclear em
associacdo com GM130 (F). E) As células p1 A KO foram co-transfectadas com APP-GFP e ul1 A WT-HA
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para resgatar a fungdo de AP-1, seguida da imunomarcacdo com anti-GM130 e anti-HA. APP-GFP foi
observada principalmente em pontos no citosol com baixa associagdo com o marcador GM130 (F). F) A
co-localizacdo de APP-GFP e GM130 foi analisada usando o software Fiji com o coeficiente de Pearson.
Células KO para pl1A apresentaram maior co-localizagdo de APP com o marcador GM130 em comparagdo
com as células WT e as células com o resgate da expressdo de plA. Os valores representam a média +
desvio padrdo de pelo menos 11 células diferentes provenientes de 3 experimentos independentes. A barra
de escala representa 10pm. As caixas de zoom sdo uma ampliacéo de 2X. *** representa valor p<0,001. A
significancia estatistica foi calculada por ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

O mutante APP Y682A tem seu trafego na via secretoria tardia comprometido

Os ensaios de interacdo proteina-proteina mostraram que APP contendo a mutagéo
Y682A néo interage com plA (Figura 8D). Para aprofundar o entendimento da
importancia de u1A no trafego de APP, APP Y682A-GFP e APP WT-mCherry foram
expressas em células H4 e comparadas de forma direta seu padréo de distribuicdo em uma
mesma célula co-transfectada. Foi observado que APP Y682A estd marcadamente
presente na regido justanuclear, na superficie celular e mais associada ao marcador
TGNA46, diferentemente da distribuicdo de APP WT que foi encontrada principalmente
em pontos dispersos no citosol (Figura 12A). A reduzida presenca de APP Y682A em
pontos dispersos no citosol sugere uma restricdo no seu direcionamento para endossomos.
Em seguida, expressou-se a forma mutante da GTPase Rab5 Q79L constitutivamente
ativa que provoca um aumento dramatico no tamanho de endossomos iniciais
favorecendo analises em microscopia (Stenmark et al. 1994). Com esta abordagem
observou-se que, enquanto APP WT esta fortemente associado a esses endossomos
aumentados (Figura 12B), APP Y682A apresenta sinal fluorescente reduzido nestas
estruturas e um sinal aumentado na periferia da célula (Figura 12C), confirmando que o

residuo Y682 é importante para a localizacdo de APP em endossomos.

A distribuicdo de APP Y682A e APP WT foi caracterizada comparando sua
associacdo com diferentes marcadores endégenos da via secretoria tardia, como TGN46
(marcador do TGN), EEA1 e HRS (marcadores de endossomos iniciais) e CD63
(marcador de endossomos tardios). Observou-se que APP Y682A se acumula na regido
justanuclear e apresenta uma co-localizacdo aumentada com o marcador TGN46, como
esperado (Figura 13A e 13E). Também foi observado quantidades reduzidas de APP
Y682A associado a EEAL e HRS, em comparagdo com APP WT (Figuras 13B-C e 13F-
G). APP Y682A também apresentou um aumento em sua associacdo com CD63 em
comparagdo com APP WT (Figura 13D e 13H).
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Finalmente, utilizou-se neurdnios primarios de rato para coexpressar APP
Y682A-GFP e APP WT-mCherry. Desta forma, foi confirmado o aumento da
colocalizagdo de APP Y682A com a proteina do complexo de Golgi GM130 na regido
justanuclear também em neurénios primarios (Figura 14A-B), em comparacdo com APP
WT-mCherry. Em conjunto, estes resultados indicam que a tirosina Y682 em APP € parte
de um sinal de transporte entre endossomos e 0 TGN.
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Figura 12: APP Y682A esta mais associado ao complexo Golgi e menos associado a endossomos. A)
A linhagem H4 de neuroglioma humano foi transfectada com APP WT-mCherry juntamente com APP
Y682A-GFP. 16 horas ap0s a transfeccéo, as células foram fixadas, permeabilizadas e imunomarcadas com
anti-TGN46. Analises de microscopia confocal mostraram APP Y682A mais concentrado na regido
justanuclear em estreita associagdo com TGN46 e enriquecido na superficie celular. As setas verdes
destacam locais contendo exclusivamente APP Y682A-GFP e as setas vermelhas destacam locais contendo
apenas com 0 APP WT-mCherry. B) e C) As células H4 foram transfectadas com Rab5-mCherry Q79L em
conjunto com APP Y682A-GFP (C) ou APP WT-GFP (B). 16 horas ap6s a transfecgéo, as células foram
fixadas e analisadas sob microscépio confocal. APP WT mostrou-se enriquecido nos endossomos
aumentados, visualizados pela alta fluorescéncia da GFP nestas estruturas. APP Y682A apresentou
fluorescéncia reduzida nestas estruturas e é enriquecido na regido justanuclear e na superficie celular. A
barra de escala representa 10um. As caixas de zoom sdo uma ampliagdo de 2X. As imagens em (A), (B) e
(C) séo representativas de dois experimentos independentes.
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Figura 13: APP Y682A é mais associado ao TGN e a endossomos tardios em comparacédo a APP WT.
APP Y682A-GFP e APP WT-GFP foram transfectadas em células H4 e 16 horas pds-transfecgdo foram
fixadas, permeabilizadas e imunomarcadas com anticorpos anti-TGN46 (A), anti-EEAL (B), anti-HRS (C)
e CD63 (D). APP WT-GFP esta principalmente associado a endossomos iniciais imunomarcados com
EEAL e HRS, marcadores de endossomos iniciais. APP Y682A-GFP é mais associado ao TGN46 e CD63,
marcadores do TGN e endossomos tardios, respectivamente. A colocalizagdo das proteinas foi analisada
pelo coeficiente de Pearson. APP Y682A-GFP apresentou uma maior colocalizacdo com TGN46 e CD63,
acompanhada de uma redug&o na colocalizagdo com EEA1 e HRS (E-H). Os valores representam a média
* desvio padrdo de pelo menos 8 células diferentes provenientes de dois experimentos independentes. A
barra de escala representa 10um. As caixas de zoom séo uma ampliacdo de 2X. *** representa p<0,001. A
significancia estatistica foi calculada pelo teste t de Student bicaudal em E-H.
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Figura 14: APP Y682A tem seu transporte entre o complexo de Golgi-endossomos alterada em
neurdnios. A) Neurdnios corticais de rato foram cotransfectados com APP WT-mCherry e APP Y682A-
GFP. 16 horas ap6s a transfeccdo, as células foram fixadas, permeabilizadas e imunomarcadas com o
marcador do complexo de Golgi GM130. As setas verdes destacam pontos enriquecidos para APP Y682A-
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GFP e as setas vermelhas destacam pontos enriquecidos para APP WT-mCherry. B) A colocalizacdo de
APP WT-mCherry e APP Y682A-GFP com GM130 foi comparada em um mesmo neurdnio cotransfectado
usando o coeficiente de Pearson. Os valores representam a média + desvio padréo de 10 células diferentes
provenientes de 3 experimentos independentes. O painel de sobreposicdo é a combinacgdo dos canais APP
WT-mCherry, APP Y682A-GFP ¢ GM130. A barra de escala representa 10um em todo o conjunto de
experimentos. As caixas de zoom sdo uma ampliacdo de 2X. ** representa valor p<0,01. A significancia
estatistica foi calculada pelo teste t de Student pareado bicaudal.

A saida de APP do complexo de Golgi e seu direcionamento para endossomos
iniciais é prejudicado na auséncia de AP-1

Para mostrar evidéncias diretas de que AP-1 medeia o transporte anterdgrado de
APP do complexo de Golgi para os endossomos iniciais, o trafego de APP na via
secretoria foi monitorado por meio da técnica de retention using selective hooks (RUSH)
(Boncompain et al. 2012). Neste sistema, a proteina de interesse é fusionada com uma
proteina reporter e a um peptideo de ligacdo a estreptavidina (SBP). A proteina de
interesse pode ser reversivelmente aprisionada no RE pela coexpressao de estreptavidina
fusionada a uma proteina do RE contendo um sinal de retencdo no reticulo. Apos a adicéo
de biotina nas células, a quimera reporter-proteina-SBP € liberada do RE e segue seu
itinerario dentro da via secretoria de forma sincronizada. Para implementar este sistema
para estudar o trdfego de APP, utilizou-se um vetor baseado em IRES que permite a
coexpressdo de estreptavidina em fusdo com a sequéncia KDEL de retencdo/ recuperagédo
no RE (Boncompain et al. 2012), juntamente com APP fusionado a SBP, mCherry no N-
terminal e GFP no C-terminal (aqui denominado APP-RUSH) (Figura 7). A presenca das
duas proteinas fluorescentes nas extremidades opostas da APP também permite monitorar
a clivagem da APP. As células HeLa WT e HeLa plA KO foram transfectadas com a
construcdo APP-RUSH e monitorou-se a fluorescéncia de mCherry e GFP antes e depois
da adicdo de biotina (Video 1). A andlise preliminar do APP-RUSH in vivo indicou um
atraso no transporte anterégrado de APP-GFP/CTFs-GFP (canal verde) em células KO
para plA.

Para confirmar essa observacdo, repetiu-se esses experimentos com células
imunomarcadas para o complexo de Golgi (anti-GM130) ou endossomos iniciais (anti-
HRS). Nesses experimentos foi monitorado apenas o GFP, uma vez que ele esta fusionado
a cauda citosolica, a qual interage com 1A e representa 0 APP integro ou os fragmentos
C-terminais de APP. Os resultados mostram que APP atinge o complexo de Golgi com
eficiéncia semelhante apds 30 minutos nas células WT e p1A KO (Figura 15A-B e 15G).
Contudo, a falta de AP-1 causa um evidente atraso na saida de APP do Golgi até 120
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minutos (Figura 15D-E e 15G). Em conformidade com estes dados, APP ¢ direcionado
mais eficientemente para os endossomos iniciais nas células WT em comparagdo com
células u1A KO nos tempos posteriores a 30 minutos (Figura 15H-1, 15K-L e 15N). O
transporte anterogrado de APP Y682A e sua associacdo com o complexo de Golgi ou
endossomos iniciais também foram analisados usando o sistema RUSH. Foi observado
que o transporte de APP Y682A do complexo de Golgi para os endossomos iniciais é
atrasado, semelhante ao observado nas células 1A KO (Figura 15C, 15F-G, 15J e 15M-
N). Juntos, esses resultados mostram que a auséncia de AP-1 ou a mutacdo pontual
Y682A prejudica o transporte intracelular de APP do complexo de Golgi para os

endossomos iniciais.
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Figura 15: AP-1 é necessario para a eficiente saida de APP do complexo de Golgi e seu transporte
anterogrado para endossomos iniciais. As células HeLa WT e HeLa pl1A KO foram transfectadas com o
plasmideo bicistronico que codifica estreptavidina-KDEL e mCherry-APP-GFP. Nas células HeLa WT foi
transfectado APP WT-RUSH ou APP Y682A-RUSH. 16 horas apés a transfeccdo, as células foram
incubadas com biotina solGvel por diferentes tempos para monitorar o transporte anterogrado de APP. As
células foram entédo fixadas, permeabilizadas e imunomarcadas com anti-GM130 (A-F) ou anti-HRS (H-
M). No painel sdo apresentadas imagens com tempos de 30 minutos (A-C e H-J) ou 120 minutos (D-F e
K-M) de incubagdo com biotina. O painel de APP representa a fluorescéncia de GFP presente no C-terminal
de APP-RUSH. 30 minutos apds a adicdo de biotina, APP mostrou-se fortemente colocalizada ao marcador
do complexo de Golgi GM130 em todas as condic6es analisadas (A-C) e com uma baixa associagdo com
o marcador de endossomos iniciais (H-J). 120 minutos apés a adi¢do de biotina, APP WT expresso na
HelLa nu1A KO ou APP Y682A estavam mais associados ao marcador do complexo de Golgi (D-F) e menos
associados ao marcador de endossomos iniciais (K-M) em relagdo ao controle APP WT nas células WT.
G) APP expresso nas células plA KO ou com a mutagdo Y682A manteve valores mais altos de
colocalizagdo com GM130 nos tempos de 60 e 120 minutos comparado a situacdo controle. N) A
colocalizagdo de APP com HRS manteve niveis mais baixos nas células p1A KO ou com a mutagdo Y682A
apos 30 minutos em comparacdo com o controle. Os valores nos graficos representam a média + SEM de
pelo menos 7 células diferentes provenientes de 3 experimentos independentes. A barra de escala representa
10pm em todos 0s conjuntos de experimentos. As caixas de zoom sdo uma ampliagéo de 2X. * representa
p<0,05, ** representa p<0,01 e *** representa p<0,001. A significancia estatistica foi calculada pelo teste
t de Student bicaudal em (G) e (N).

O transporte de APP mediado por AP-1 modifica o acimulo intracelular de C99

O processamento de APP depende de sua associa¢do com secretases no sistema
de endomembranas (Tan and Gleeson 2019). Alteracdes no transporte intracelular que
favorecam o encontro de B-secretase com APP favorecem a geracdo de C99 e secregédo
dos peptideos AB. (Tan and Gleeson 2019). Inicialmente buscou-se analisar se a auséncia
de AP-1 funcional altera o processamento de APP. Dessa forma, o processamento de APP
na via secretoria foi monitorado utilizando o sistema RUSH. As células HeLa WT e HelLa
1A KO expressando constitutivamente estreptavidina-KDEL foram transfectadas com
APP-RUSH com APP contendo as mutac6es de ponto F615P e D664A. Essas mutagdes
na APP inibem a atividade da o-secretase e a clivagem das caspases, favorecendo a
visualizacdo do fragmento C99 (Haass et al. 1994; Jager et al. 2009; Lu et al. 2000). Os
experimentos foram realizados utilizando o farmaco DAPT, que bloqueia a atividade da
y-secretase facilitando a visualizacéo do fragmento C99 (Burgos et al. 2010; Prabhu et al.
2012; Bustamante et al. 2013; Gonzélez et al. 2017). Ap6s 16 horas da transfecgdo, as
células foram incubadas com biotina soltvel por diferentes tempos, lisadas e analisadas
por western blot para monitorar o processamento de APP (Figura 16A-B). Usando um
anticorpo anti-6E10, que reconhece APP e o fragmento C99, fomos capazes de detectar
niveis basais deste produto da PB-secretase em células tratadas com o inibidor de y-
secretase. Foi observado que a geracao do fragmento C99 foi reduzida nos tempos iniciais
em HeLa plA KO em comparagdo com as células WT (Figura 16A-B).
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Interessantemente, 18 horas apos a liberacdo de APP na via secretoria pela adicdo de

biotina o fragmento C99 acumulou-se intracelularmente em maior quantidade nas células

HelLa plA KO em comparagdo com as células WT (Figura 16A-B).
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Figura 16: Auséncia de interagdo com AP-1 altera o processamento de APP e geracdo do fragmento
C99. A) Linhagens celulares HeLa WT e HelLa pulA KO expressando constitutivamente estreptavidina-
KDEL foram transfectadas com o plasmideo que codifica mCherry-APP-F615P/D664A-GFP no sistema
RUSH. Apds 4 horas na presenca do reagente de transfecgdo, adicionou-se meio de cultura completo
contendo 1uM de DAPT e as células foram mantidas por aproximadamente 16 horas para expressao. Em
seguida foi adicionado meio de cultura completo contendo 1uM de DAPT e 40uM de biotina. As células
foram incubadas por 1, 2, 4, 6, 8 e 18 horas com biotina, lisadas e entdo analisadas por western blot para
monitorar o processamento de APP e geracdo do fragmento C99. B) A anélise da densitometria de C99
mostrou que as células HeLa p1A KO geraram menores niveis do fragmento C99 até 6 horas de tratamento
com a biotina e ap6s 18 horas ocorreu um forte acimulo de C99 invertendo as quantidades em comparagdo
com aHeLa WT. C) Células HeLa WT e HeLa u1A KO foram transfectadas com APP F615P/D664A-GFP
com ou sem DAPT 1uM. Ap6s 16 horas as células foram lisadas e as proteinas submetidas a western blot.
D) A analise da densitometria de APP e C99 mostrou que os niveis de APP e C99 estdo aumentados na
HelLa plA KO. E) A razdo C99/APP também foi aumentada em células p1A KO. F) Células H4 foram
transfectadas com APP WT-GFP ou APP Y682A-GFP na presenca DAPT 1uM e o lisado celular analisado

por western blot ap6s 16 horas de expressdo. G) A analise da densitometria de APP e C99 mostrou que 0s
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niveis de APP e C99 diminuiram com a mutagdo Y682A. H) A razdo C99/APP também diminuiu em APP
Y682A. Como controle de carregamento foi marcado a proteina GAPDH em (A), (C) e (F). Os niveis de
APP e C99 foram medidos por densitometria de banda usando o software Fiji. Os valores representam a
média + SEM de pelo menos 3 experimentos independentes. * representa p<0,05, ** representa p<0,01 e
*** representa p<0,001. A significancia estatistica foi calculada pelo teste t de Student bicaudal em (B),
(D-E), (G-H).

O processamento de APP na HeLa WT e p1A KO foi analisado apds a transfecgédo
para expressdo de APP, na presenca ou auséncia de DAPT. Em comparacdo com as
células WT, as células p1A KO mostraram niveis aumentados de APP e C99 (Figura 16C-
D) e também com propor¢do aumentada deste fragmento patogénico em relacdo ao APP
full lenght (Figura 16E). Este dado foi semelhante ao observado para 0 RUSH apds 18
horas de tratamento com biotina. Isso indica que o transporte de APP mediado por AP-1
modifica o processamento e os niveis intracelulares de APP e C99. Em seguida, analisou-
se 0 processamento do APP Y682A na presenca de DAPT. Em contraste ao observado
para o processamento de APP nas células p1A KO, a mutacdo Y682A mostrou niveis
reduzidos de APP e C99 (Figura 16F-G) e uma proporcdo diminuida de fragmento
patogénico C99 (Figura 16H). Os resultados sugerem que AP-1 é essencial no transporte
eficiente de APP do complexo de Golgi para os endossomos iniciais, uma etapa crucial
na regulacdo da geracéo e degradacdo do C99 patogénico nos lisossomos.

A superexpressdo de Arfl modifica o processamento e trafego de APP

A GTPase Arfl modula varias etapas do trafego vesicular e recrutamento de AP-
1, AP-3 e AP-4 parao TGN e endossomos iniciais (D'Souza-Schorey and Chavrier 2006).
Interferir na homeostase da atividade de Arfl afeta o trafego de proteinas na via secretoria
inicial e tardia (D'Souza-Schorey and Chavrier 2006). Assim, buscou-se analisar se a
perturbacdo da homeostase celular de Arfl altera o trafego e processamento de APP. Arfl
WT ou o mutante dominante negativo Arfl Q71L foi coexpresso em conjunto com APP-
GFP, seguido da analise do processamento de APP. A expressao de Arfl WT
modestamente reduziu os niveis de C99 em comparacdo com as células de controle
(Figura 17A). Em contraste, APP se acumulou em células expressando Arfl Q71L, e os
fragmentos C-terminais ndo foram gerados (Figura 17A). Em seguida, investigou-se a
localizagéo subcelular de APP-GFP ao coexpressar Arfl WT ou Arfl Q71L. Diferente da

condicéo controle, em que o APP é distribuido principalmente em pontos no citosol, as
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células expressando Arfl WT acumularam APP na regido justanuclear com forte
associacdo a Arfl WT (Figura 17B-C). Por outro lado, a expressao de Arfl Q71L levou
a um forte acumulo de APP no RE e complexo de Golgi (Figura 17D). Estes resultados
demonstram que perturbar o equilibrio de Arfl altera o transporte e processamento de
APP.

A

APP-FIP-DIAGFP - + + + + + +
Arft WT-mCherry - - - + + - -
Arf1 Q71L-mCherry - - - -+
DAPT - - + - + - +
130 kDa- S s s s - APP-GFP
el -C99-GFP
43 kDa- -C99-GFP
-C83-GFP / AICD-GFP
43kDa. - ————- Arf-1-Cherry
34KDa: -Cherry
43 kDa - -B-actina

Figura 17: A superexpressao de Arfl modifica o processamento e o trafego de APP. A) Células H4
foram transfectadas com APP F-P/D/A-GFP em combinagdo com mCherry, Arfl WT-mCherry ou Arfl
Q71L-mCherry. As células foram tratadas ou ndo com DAPT 1uM durante 16 horas antes da lise. A
producdo de C99 foi reduzida nas células que expressam Arfl WT em comparagdo com o controle que
expressa apenas mCherry. A expressdo de Arfl Q71L blogueou o processamento de APP e acumulou a
forma imatura da APP. Como controle de carregamento foi marcado a proteina pB-actina. A localizagdo
subcelular de APP em células superexpressando Arfl foi analisada por microscopia confocal. Arfl WT
aumentou a presenca de APP na regido justanuclear em comparacdo ao controle negativo expressando
apenas mCherry (B-C). Arf1 Q71L levou bloqueio do transporte de APP-GFP na via secretéria (D). A barra
de escala representa 10um. O zoom ¢ uma ampliagdo de 2X. Figuras (A-D) sdo experimentos
representativos de dois ensaios independentes.
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Parte 11

Arc induz o acimulo de APP e seus fragmentos de processamento

Arc desempenha um importante papel na formacdo da memdria, mas sua
expressao também esté associada a doengas cognitivas como o Alzheimer (Bi et al. 2017;
Wu et al. 2011). Dados anteriores presentes em minha dissertacdo de mestrado permitiram
observar que a superexpressdo de Arc afeta os niveis de APP no interior das células. A
fim de obter mais dados sobre como Arc afeta o processamento de APP e a producgéo do
AP foi analisado o efeito da expressdo de Arc nos niveis de APP e seus fragmentos de
processamento. Arc foi expresso com APP WT ou APP F615P/D664A-GFP na presenca
ou auséncia de DAPT. Os fragmentos C-terminais do processamento de APP sdo
inferidos baseando-se nos pesos moleculares, na alteracdo das bandas de processamento
devido as mutacdes presentes em APP e na presenca de DAPT inibindo a clivagem por
y-secretase (Burgos et al. 2010; Bustamante et al. 2013; Gonzalez et al. 2017; Prabhu et
al. 2012). Foi observado que a expressdo de Arc aumenta os niveis de APP e dos
fragmentos C-terminais derivados do seu processamento (fragmentos C99, C83, AICD e
C31) (Figura 18A). O acumulo de APP e seus CTFs levantou o questionamento de que a
expressdo de Arc poderia estar inibindo a via de degradacdo lisossomal de forma
inespecifica. Para testar essa possibilidade, realizados um ensaio de monitoramento da
degradacédo do receptor de EGF (EGFR) na presenca de Arc (Figura 18B). O EGFR é
amplamente utilizado como modelo para estudos de trafego intracelular de receptores de
superficie e o estimulo com o ligante EGF leva a rapida endocitose e direcionamento do
receptor para degradacdo lisossomal (Ceresa and Peterson 2014). Arc ndo afetou os niveis
do EGFR no estado de equilibrio ou sua degradacdo ap6s estimulo com o ligante (Figura
18B).

A APPGFPWT + - - + - - L
APP-F/P-D/IA-GFP - + + - + +
pCl-NeoArc - - - + + + EGF(50ng/ml) - + - +
pCl-Neo vazio + + + - - - pCl-NeoArc - - + +
DAPT (1,0uM)__- + - - o+ pCl-Neo vazio_+ +
130 KDa_l ——— — —-APP-GFP 180 KDa. === w w— e -EGFR
- -C99-GFP 55 KDa- _
43 KDa = : -ig%)’ﬁ)GEF[,:p S— - ArC
_— Y- -
-C31-GFP 34 KDa-[e— - GAPDH
55 KDa- ———-A\TC
43 KDg-|*. Sk S S e ~-3-actina
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Figura 18: A expressao de Arc aumenta especificamente os niveis totais de APP e seus produtos de
processamento. A) Células H4 foram transfectadas com Arc e APP WT-GFP ou APP F615P/D664A-GFP
na presenca ou auséncia de DAPT 1uM, incubadas em cultura por aproximadamente 18 horas e em seguida
lisadas e analisadas por western blot. Para visualizar APP e seus fragmentos de processamento foi utilizado
0 anticorpo anti-GFP, presente em todos os fragmentos produzidos. A presenca de Arc levou ao aumento
dos niveis totais de APP, C99, C83, AICD e C31. B) Células H4 expressando ou ndo Arc foram tratadas
com o ligante EGF e incubadas a 37 °C por 3 horas. Em seguida as células foram lisadas e os extratos
proteicos analisados por western blot. Foi observado que os niveis do receptor de EGF foram reduzidos
apos o tratamento com ligante EGF mesmo na presenca de Arc. Como controle de carregamento foi
utilizada a proteina B-actina (A) ou GAPDH (B). Figuras A e B sdo experimentos representativos de dois
ensaios independentes.

A inibicéo da acidificagdo endolisossomal mostra que Arc favorece a formagéo do
fragmento C99

A expressdo de Arc leva ao acimulo de APP-GFP e do fragmento C99-GFP
(Figura 18). Esse resultado indica que Arc pode favorecer a clivagem por BACEL ou
inibir a degradacdo do fragmento gerado, resultando em um aumento dos niveis no estado
de equilibrio. Para investigar essas duas possibilidades o experimento foi repetido
tratando as células com bafilomicina Al. Foi analisada a cinética de geracdo do C99-
GFP em células tratadas com bafilomicina Al. Esta droga é um inibidor especifico de
ATPases bombeadoras de protons. Sua agédo bloqueia acidificacao lisossomal e este efeito
também interrompe a degradacdo lisossomal/autofagica nas células (Gonzélez et al.
2017). Células H4 expressando transitoriamente Arc e APP F/P-D/A foram tratadas com
a droga bafilomicina Al pelos tempos de 2, 4 e 8 horas. Neste experimento também foi
adicionado a droga DAPT para visualizacdo do fragmento C99 (Figura 19A-B).
Novamente, o acumulo do C99 foi mais acentuado na presenca de Arc e a inibicdo da
degradacdo lisossomal resultou em incremento dos niveis de C99. Esse resultado indica
que o aumento causado por Arc ndo se deve meramente a inibicdo da degradacédo (Figura
19A-B). Também foi observado que fragmento denominado GFP-core, uma porcao de
GFP resistente a clivagem nos lisossomos (daSilva et al. 2005; daSilva, Foresti, and
Denecke 2006), teve sua producdo reduzida ao longo do tempo, demonstrando que a
degradacéo lisossomal foi eficientemente interrompida pelo tratamento com a droga

(Figura 19A). Estes dados indicam que Arc acelera a formacdo do C99 e quando a
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degradacéo lisossomal/autofagica esta comprometida é possivel observar o incremento

no acumulo deste fragmento.

A BafA1(10uM) 0 2 4 8 0 2 4 8 (h B
APP-F/P-D/A-GFP + + + + + +
pCI-Neo Arc + + o+ 0+
pCl-Neovazio + + + + - - - - 31
130 KDa-" = s s s — v o e -APP-GFP = -e- Controle
2 = = Arc
X
8 © o -/.//.’—/
©
43 KDa- -C99-GFP 8%
34 KDa- MmN - -C83-GFP 2
S5 1 ./.—o————‘°
GFPcore 2=
zg
43 KDa- 2 o me S0 o —w—w -CO9-GFP g
27 KDa- = =2 = 0 T T T T Horas ap6s
- -GFP core N Vv ™ @ bafilomicina A1
55 KDa-
S ——— - A
34 KDa_———-—-——-GAPDH

Figura 19: Arc favorece a geracao do fragmento C99. A) Células H4 expressando APP F615P/D664A-
GFP com ou sem Arc foram incubadas com bafilomicina A1 (ImM) por diferentes tempos para analisar 0
efeito da inibi¢do da degradagéo lisossomal nos niveis de APP e o0 acimulo de seus fragmentos na presenca
de Arc. O fragmento C99 é acumulado mais rapidamente nas células expressando Arc. B) A quantificacdo
de C99 foi calculada em relagdo ao produzido na condicdo controle na auséncia de Arc. A producgdo do
fragmento GFP-core foi reduzida ao longo do tratamento independente da presenca de Arc indicando a
eficiéncia da droga bafilomicina Al. Experimento representativo de dois ensaios independentes.

Arc redireciona APP para o interior de endossomos aumentados

A distribuicdo subcelular de APP na presenca de Arc foi analisada por ensaio de
imunofluorescéncia e microscopia confocal (Figura 20). Neste ensaio foi analisado a
distribuico subcelular de APP enddgeno. As celulas foram transfectadas com Rab5
Q79L-GFP e Arc. Com este experimento foi analisado se Arc modifica a distribuicdo de
APP para os endossomos. A analise do perfil da distribuicdo do APP enddgeno nas células
que ndo expressavam Arc demonstrou que o APP estava majoritariamente espalhado em
pontos no citosol e também presente na membrana limitante dos endossomos (Figura
20A). Entretanto, a expressdo de Arc modificou o padrdo de distribuicdo de APP
tornando-o mais concentrado na membrana e no interior dos endossomos aumentados
(Figura 20B).

Arc interage com AP-1, AP-2, AP-3 e AP-4 via subunidade p

Em minha dissertacdo de mestrado eu mostrei a interagdo de Arc com AP-2 e AP-
4. Devido a importancia destas moléculas adaptadoras para o transporte de varias

proteinas, incluindo APP, busquei analisar se Arc pode interagir com outras proteinas
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adaptadoras. Com este objetivo foi realizado um ensaio de pull down com GST-Arc
recombinante expresso e purificado a partir de E. coli. O mutante Arc W197A também
foi testado por ter sido demonstrado que ele é deficiente na interagdo com AP-2 (DaSilva
et al. 2016). Foi adicionado o lisado total de cérebro de camundongo na presenca de Arc
WT ou W197A imobilizados nas beads de glutationa para interacdo das proteinas. Apos
lavagens, o material foi analisado por western blot utilizando anticorpos contra a
subunidade média p de AP-1, AP-2, AP-3 e AP-4. Com esta metodologia foi possivel
observar que Arc WT interage com as subunidades u de todos os APs testados (Figura
21A). Arc W197A apresentou uma pequena diminuicao na interacdo com as subunidades
u, mas ainda ligeiramente superior ao controle contendo apenas GST. Esse ensaio foi feito
uma Unica vez e devera ser repetido. Para determinar se a subunidade p ¢ mediadora da
interagdo, foi realizado ensaio de duplo hibrido de Arc com plA, p2, u3A e p4. Desta
forma também poderia ser verificado se a interacdo ocorre diretamente, sem a mediacédo
de outra proteina animal. Arc interagiu eficientemente com plA, p2, u3A e p4 (Figura
21B). O controle negativo da interagdo coexpressando Arc e a subunidade 2 de AP-2
ndo apresentou crescimento. Estes resultados permitem concluir que Arc interage
diretamente com AP-1, AP-2, AP-3 e AP-4 utilizando a subunidade .

Rab5 GTP-GFP|

s

Rab5 GTP-GFP

Figura 20: Arc aumenta a associagdo de APP com endossomos. Células H4 foram transfectadas com o
mutante Rab5 Q79L-GFP com ou sem Arc. Ap6s 16 horas de expressdo as células foram fixadas,
permeabilizadas e imunomarcadas com anticorpo anti-Arc e anti-6E10 para detecgcdo de APP enddgeno.
APP ficou mais concentrado no interior de endossomos aumentados contendo Rab5 Q79L nas células
expressando Arc (B) em comparacdo a condigdo controle (A). Imagem representativa de 2 experimentos
independentes. A barra de escala representa 10pm. O zoom ¢ uma ampliagdo de 2X.
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Figura 21: Arc interage com a subunidade p de AP-1, AP-2, AP-3 e AP-4. A) GST e GST-Arc foram
expressos em E. coli. As bactérias foram lisadas e o extrato proteico clarificado foi incubado com beads de
sefarose conjugadas com glutationa para adesdo das proteinas recombinantes. Apds lavagens, foi
adicionada em iguais quantidades extrato proteico de cérebro de camundongo para interagéo das proteinas.
As amostras foram entdo analisadas por western blot e 5% do extrato total de cérebro foi utilizado como
input. Arc interagiu com as subunidades pulA, u2, u3 e p4. Arc contendo a mutagdo W197A foi testado e
observou-se uma pequena diminuigdo na interagdo com a subunidade p dos APs. A membrana foi corada
com ponceau para visualizacdo da adesdo de GST e GST-Arc nas beads. B) Ensaio de duplo hibrido
utilizando a cepa HF7C para analisar a intera¢do de Arc com as subunidades plA, p2, u3A e p4,
respectivamente de AP-1, AP-2, AP-3 e AP-4. Foi observado que Arc interage com a subunidade u de todos
0s APs testados, demostrado pelo crescimento das leveduras em meio restritivo sem histidina (-HIS). O
controle negativo expressando a subunidade B2 de AP-2 ndo apresentou henhum crescimento.
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Discussao

Parte I: AP-1 e APP

Os resultados neste estudo estabelecem o complexo adaptador de clatrina AP-1
contendo a isoforma pulA (AP-1A) como um fator essencial no controle da distribuigéo
de APP/C99 na via secretoria. Os dados mostram que o AP-1 interage com a cauda de
APP no TGN e medeia seu transporte para o sistema endolisossdmico. A interrupgéo
prolongada desta rota de transporte de AP-1 causa o acumulo intracelular de C99. A
interacdo de APP com AP-1A e com a isoforma especifica de células epiteliais AP-1B
era conhecida (Icking et al. 2007). No entanto, a analise funcional destas interacdes foi
restrita a AP-1B, o qual é responsavel pela entrega de APP para o dominio basolateral de
células epiteliais polarizadas (Icking et al. 2007). No presente estudo, objetivamos
compreender a importancia da variante AP-1 ubiqua, AP-1A, no trafego e processamento
de APP. AP-1A ¢ expresso em todos os tipos de células e medeia o transporte bidirecional
entre 0 TGN e os endossomos iniciais (Robinson 2015). Além disso, AP-1A é uma Unica
variante expressa em neurdnios, onde também medeia o trafego de proteinas polarizadas
para 0 dominio somatodendritico (Bonifacino 2014; Mattera et al. 2014; Farias et al.
2012).

A mutacdo na tirosina Y653, a qual compreende o motivo classico de tirosina
Y XX@ afeta parcialmente a interacdo de APP com plA, mas ndo afetou a interagdo com
a isoforma ul1B (Figura 8). Este dado se opde com as observacdes de Icking (2007) onde
observou-se a diminuicdo na interagcdo de APP mutante Y653A com ulB, mas ndo com
ulA (Icking et al. 2007). A diferenca nas observagdes podem ser devido a técnica de
interacdo utilizada, sendo que neste trabalho utilizou-se ensaio de duplo hibrido e Icking
(2007) utilizou ensaios de pull down de GST (Icking et al. 2007). As mutacfes nas
tirosinas Y682 e 0 Y687 na cauda do APP aboliram totalmente a interacdo com AP-1A e
AP-1B (Figura 8). Esses residuos de tirosina sao parte do dominio YENPTY, um sinal de
classificacdo (sorting) implicado em diferentes fungdes no transporte intracelular de APP
(Tan and Gleeson 2019). A analise especifica de APP Y682 foi importante porque esta
tirosina ndo é necessaria para a interagdo de APP com a subunidade p4 de AP-4 (Burgos
et al. 2010), permitindo investigar o transporte de APP dependente da interacdo de AP-1,
sem perturbar a interacdo de APP com AP-4. Curiosamente, mutacOes adicionais em APP
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no sitio YKFFE também aboliram a interacdo de APP com plA, plB e p4 (Figura 8),
indicando que AP-1 e AP-4 compartilnam residuos desta regido de interagdo em APP.

Também foram obtidos resultados de que 1A pode utilizar dois dominios
estruturalmente separados para interacGes com as caudas citosélicas, denominados sitios
A e B (Figura 9). As mutagdes na cauda de APP no motivo de tirosina YXX@ diminuiram
a afinidade por u1A e mutagdes na por¢cdo YENPTY e YKFFE aboliram a interacéo. Por
outro lado, mutagdes no sitio de ligagbes a Y XX@ presente no sitio A de u1A aboliram
completamente sua interacdo com APP e TGN38. J& mutacBGes no sitio B, que por
homologia estrutural com p4 reconheceria a sequéncia YKFFE, afetaram parcialmente a
interacdo de W1A com APP e aboliu totalmente a interagdo com TGN38 (Figura 9). Em
concordancia com estes dados, um trabalho anterior também discutiu a possibilidade da
participacdo de dois sitios de reconhecimento em H1A para interacdo com a cauda
citosdlica, especificamente na interacdo de p1A com a glicoproteina viral NiV-F (Mattera
et al. 2014). A distancia entre os dois sitios de ligagdo em p1A ¢ de 30 A, e um peptideo
ndo estruturado composto por pelo menos 14 aminoacidos apresenta aproximadamente
45 A (Mattera et al. 2014) . A cauda de APP tem 47 residuos de aminoécidos e a cauda
de TGN38 possui 33 residuos, isto indica que uma interacdo simultdnea com ambos os
locais de ligacdo em p1A é fisicamente possivel. Trabalhos anteriores ja relataram ainda
um terceiro dominio em plA composto de aminoacidos basicos que funcionam em
conjunto com o bolso de ligacdo de tirosina para regular a interacdo com moléculas de
MHC-I e a interacdo com Nef do HIV (X. Guo et al. 2013; Navarro Negredo et al. 2017,
Jia et al. 2012), sugerindo mais uma vez que a interacdo estavel de 1A com proteinas
carga pode ser dependente de mais de um ponto de interacéo.

Um achado central neste estudo foi o0 de demonstrar que a interacdo de APP com
AP-1A € necessaria para a saida eficiente de APP do complexo de Golgi, fato que nao
havia sido observado anteriormente (Icking et al. 2007). Para isso, foram utilizadas
diversas abordagens complementares. Inicialmente, foi demonstrado que células H4 com
0s niveis da subunidade yl diminuidos por RNAI redistribuem a APP enddgena da
periferia da célula para a regido justanuclear e aumenta sua colocalizagdo com um
marcador de TGN (Figura 10). Vale ressaltar que é conhecido na literatura que
comprometer uma das subunidades dos APs com RNAI, por exemplo, desestabiliza o
complexo e compromete 0s niveis de expressdo das demais subunidades como 0 pl1A
(Tavares et al. 2017; Tavares et al. 2020). Um fenotipo semelhante também foi observado

em células HeLa p1A KO expressando APP-GFP (Figura 11). E importante ressaltar que
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a mudancga na distribuicdo de APP-GFP para o complexo de Golgi nas células KO foi
revertida a partir do resgate da expresséo de 1A exdgeno, confirmando a especificidade
do fenétipo de 1A KO (Figura 11). Em concordancia com estes dados, a superexpressao
do mutante de p1A que ndo se liga a APP (W1A W408S), mas €é capaz de se integrar em
um complexo de AP-1 (Navarro Negredo et al. 2017; Farias et al. 2012), aumentou a
associacao de APP com marcador TGN46 em células H4 (Figuras 9-10). A expressédo do
dominante negativo 1A W408S ja foi utilizada em estudos para caracterizar outras
proteinas carga de AP-1 (Navarro Negredo et al. 2017; Mattera et al. 2014; Farias et al.
2012). Estes dados corroboram que a auséncia de AP-1A funcional aumentam os niveis
de APP enddgeno ou exdgeno no complexo de Golgi.

A evidéncia para o papel de AP-1 no trdfego de APP foi reforcada comparando a
distribuicdo subcelular de APP WT e o mutante APP Y682A, que ndo interage com AP-
1, enquanto preserva a capacidade de ligacdo de AP-4 (Figura 8). Os resultados obtidos
em cultura primaria de neurdnios (Figura 14) e células H4 (Figura 12 e 13) demonstram
que a APP Y682A estd mais associada ao complexo de Golgi/TGN em compara¢do com
APP WT. Além disso, APP Y682A é enriquecida na superficie celular (Figura 12), exibe
menor associacdo com marcadores de endossomos iniciais (Figura 13), mas mostra uma
associacdo aumentada com marcadores de endossomos tardios (Figura 13). Essas
observagdes s@o consistentes com descri¢cOes anteriores (Caster and Kahn 2013; Lai,
Sisodia, and Trowbridge 1995; Matrone et al. 2008; Matrone et al. 2012; Perez et al.
1999). Contudo, nenhum desses estudos anteriores correlacionou a funcdo de AP-1 com
mudancas na localizacdo de APP. Uma possivel interpretacdo desses achados é que AP-
1 seja responsavel por mediar uma rota de transporte direta e eficiente de APP a partir do
complexo de Golgi para endossomos iniciais. Na auséncia desta interacdo, APP poderia
seguir a via secretdria constitutiva em direcdo a membrana plasmatica ou ter o seu
transporte mediado por AP-4 (Burgos et al. 2010). Dados recentes sobre a funcéo de AP-
4 no transporte de proteinas carga tem demostrado que este adaptador estaria envolvido
no direcionamento de proteinas para sitios de biogénese de autofagossomos (Davies et al.
2018; Mattera et al. 2017; Ivankovic et al. 2020; De Pace et al. 2018). Desta forma, uma
maior associacdo de APP Y682A mutante com marcador de endossomos tardios faria
sentido. Vale ressaltar que outras proteinas também podem participar deste fendtipo
observado. A tirosina Y682 é descrita como fosforilavel e a principal mediadora da

interacdo de APP diversas proteinas como FE65, X11/Mint e JIP-1(Tan and Gleeson
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2019). Esta lista agora aumenta com os achados deste trabalho incluindo também AP-1
na complexa rede de interagdo com APP.

A funcédo de AP-1 no transporte entre 0 TGN e os endossomos é bem elucidada,
com evidéncias para participacdo nas rotas de transporte anterogrado e retrogrado,
dependendo da carga proteica transportada (Robinson 2015). As analises realizadas da
distribuicdo de APP no estado estacionario indicam um acimulo de APP no TGN ao
interferir na atividade de AP-1 (Figuras 10 e 11). No entanto, esses experimentos nao
permitem distinguir com rigor entre um transporte anterégrado defeituoso do TGN ou
uma recuperacdo acelerada a partir dos endossomos pelo transporte retrogado. Uma
proteina importante neste contexto é a proteina SorLA a qual interage diretamente com
APP e o direciona a partir de endossomos iniciais de volta para 0 TGN, um mecanismo
dependente da interacdo de SorLA com o complexo retromer (Goldstein and Das 2021;
Fjorback et al. 2012). A auséncia de AP-1 funcional direcionando APP para endossomos
iniciais poderia favorecer a via retrograda mediada por SorLA-retromer deslocando o
equilibrio de APP intracelular para o complexo de Golgi. Neste sentido, para definir a
rota de transporte mediada por AP-1 no transporte de APP e sua importancia no trafego
entre 0 TGN e endossomos iniciais foi utilizado o sistema de RUSH (Boncompain et al.
2012) o qual permitiu monitorar o transporte anterogrado de APP ao longo do tempo de
forma sincronizada. Usando essa abordagem, fomos capazes de mostrar que o AP-1 é
necessario para a saida eficiente de APP do Golgi e sua entrega aos endossomos iniciais
(Figura 15).

Trabalhos anteriores demonstraram que a retengdo de APP no Golgi aumenta os
niveis de C99 intracelular (Huse et al. 2000; Burgos et al. 2010; Tan and Gleeson 2019;
Toh et al. 2018). Portanto, a hipotese inicial deste trabalho era a de que interferir com a
funcdo de AP-1, a qual mostrou-se ser importante para a saida de APP do complexo de
Golgi, aumentaria os niveis de C99 na célula. De fato, esta nocdo foi confirmada por
nossos dados mostrando que os niveis de C99 aumentam em células p1A KO no estado
de equilibrio (Figura 16). Uma hipdtese plausivel que explica este fato € que APP retido
no complexo de Golgi poderia aumentar a sua exposi¢do ao BACEL recém-sintetizado,
facilitando a geracéo do fragmento C99. E relevante destacar que enquanto este trabalho
estava sendo realizado, foi demostrado que o BACE1 também é transportado a partir do
TGN de maneira dependente de AP-1 (Tan et al. 2020). Em seus experimentos, 0s autores
do estudo observaram que a auséncia de AP-1 funcional eleva a associacdo de BACE1

com o TGN e o mais importante, a auséncia de AP-1 aumentou 0s niveis do fragmento
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C99 e a secrecdo de AP (Tan et al. 2020). Contudo, a analise da cinética de producdo de
C99 utilizando o sistema RUSH demonstrou um resultado mais complexo. A geracdo de
C99 em células u1A KO é mais lenta nos tempos iniciais e o acumulo sé ocorre apds
varias horas de expressdo quando o sistema fica em equilibrio. Este resultado refuta
hipdteses anteriores as quais argumentam que a retencdo de APP no complexo de Golgi
favorece o processamento pela -secretase BACEL (Huse et al. 2000; Burgos et al. 2010;
Tan and Gleeson 2019; Toh et al. 2018). Estes dados indicam, na verdade, uma menor
capacidade de clivagem pela BACEL no complexo de Golgi. De fato, BACE1 tem sua
atividade catalitica 6tima em pH acido (Vassar et al. 1999; Shimizu et al. 2008; Das et al.
2013). A retencdo de APP no complexo de Golgi gera o fragmento C99 mais lentamente
(Figura 16). Com seu transporte anterégrado para endossomos comprometido ele deve se
acumular gradativamente superando 0s niveis totais gerados em condi¢Ges normais. Em
concordancia com esta observagéo, o artigo que descreve a importancia da interacdo de
AP-4 para o transporte de APP a partir do TGN também observou um atraso na geracao
de C99 nos momentos iniciais, ocorrendo um acumulo deste fragmento apenas no estado
de equilibrio, mas ndo discutiram esse dado observado (Burgos et al. 2010).

APP contendo a mutag&o na tirosina Y682 gerou menores niveis de C99 no estado
de equilibrio (Figura 16). A diminuicdo nos niveis de APP Y682A e seu fragmento C99
estd em concordancia com a observacao de que eles estdo mais associados ao marcador
de endossomos tardios/lisossomos (Figura 13). Evidéncias anteriores demonstraram que
mutacdes nesta tirosina diminuem a secrecdo de AP e isto se deve em parte pela
endocitose comprometida de APP com a tirosina Y682 mutante (Caster and Kahn 2013;
Lai, Sisodia, and Trowbridge 1995; Matrone et al. 2008; Matrone et al. 2012; Perez et al.
1999). Também ja foi observado que mutacBes na tirosina Y682 comprometem a
interacdo de APP com SorL A (La Rosa et al. 2015). Na auséncia desta interacdo, APP é
direcionada mais rapidamente para degradacdo lisossomal resultando em menores niveis
da proteina e seus fragmentos de processamento (La Rosa et al. 2015).

Recentemente foi demostrado que os autofagossomos sdo organelas criticas no
processo de controle dos niveis de APP e seus fragmentos citoplasmaticos e que este
processo envolve seu transporte para o sistema endolisossdmico (Gonzalez et al. 2017).
Portanto, outra consequéncia do transporte ineficiente de APP do complexo de Golgi para
o sistema endossomal € uma deficiéncia no controle dos niveis de APP/C99 mediada por

autofagia, resultando em um aumento de seus niveis intracelulares. O C99 se acumula
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nos estagios iniciais da patologia no hipocampo de modelos de camundongos com
Alzheimer (Lauritzen et al. 2012) e acredita-se que ele possa atuar como iniciador de
deficiéncias de plasticidade sinéptica (Bourgeois et al. 2018; Jiang et al. 2010; Lauritzen
et al. 2016; Checler et al. 2021; Pulina et al. 2020). Discussfes mais recentes tém
apontado o C99 como possivel responsavel pela morte neuronal na DA e nédo as placas
amiloides de AP (Pulina et al. 2020). As estratégias clinicas mais recentes que atuaram
diretamente no AP secretado ndo conseguiram resultados promissores (Huang, Shen, and
Zhao 2019; Panza et al. 2019). Isto reforca a importancia de entender quais mecanismos
moleculares favorecem a clivagem de APP por BACE1 e o acimulo de C99 de forma
desiquilibrada.

Coletivamente, os resultados definem AP-1A como um adaptador chave que
controla diretamente a distribuicdo subcelular de APP e com um papel decisivo no
transporte de APP do TGN para o sistema endolisossdmico, auxiliando na regulacao dos
niveis do fragmento C99 patogénico (Figura 22). Portanto, defeitos no transporte mediado
por AP-1 de APP podem ser considerados um fator potencial de contribuicdo para a

etiologia da DA.

APP Condicéo Condigdo
com AP-1 funcional sem AP-1 funcional
#C99
L — i e 1/ —
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de Golgi de Golgi
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Figura 22: Modelo proposto para a via de transporte celular mediada por AP-1. Em condi¢es normais
APP é majoritariamente transportado a partir do complexo de Golgi para endossomos iniciais de forma
dependente de AP-1. Este transporte favorece o rapido processamento de APP e geracédo do fragmento C99
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nos endossomos iniciais. A partir dos endossomos iniciais C99 e APP podem seguir para via de degradagdo
lisossomal, controlando os niveis intracelulares do fragmento C99. Na auséncia do transporte mediado por
AP-1, APP tem seu transporte, a partir do complexo de Golgi para endossomos iniciais, prejudicado. Isto
leva ao acimulo de APP no complexo de Golgi, com seu processamento e geracdo do fragmento C99
ocorrendo mais lentamente. Devido ao seu acimulo no complexo de Golgi, APP pode ser transportado pela
via constitutiva para a superficie celular. Na membrana plasmatica APP é endocitado e enviado para
endossomos iniciais onde também pode ser clivado gerando o fragmento C99. Nos endossomos iniciais,
APP e C99 podem ser enviados pela via retrégada de volta para 0 complexo de Golgi. A auséncia da via
direta de degradacdo mediada por AP-1 permite o acumulo a longo prazo do fragmento C99 no interior das
células.

Parte Il: Arc e APP

Os dados obtidos demonstram que Arc modifica o transporte intracelular de APP
culminando em seu acumulo intracelular e aumento da geracdo do C99 e demais
fragmentos de processamento (Figura 18). O fato da expressédo de Arc ndo modificar os
niveis de EGFR, bem como ndo atrapalhar sua degradacdo apos estimulo com EGF,
reforcam a ideia de que Arc esta agindo especificamente sobre o transporte e
processamento de APP (Figura 18). Interessantemente, a inibicdo da degradacdo
lisossomal/autofagica com bafilomicina A1 demonstrou que Arc favorece a producéo do
C99 (Figura 19). Outro dado que reforca esta ideia € o acimulo de APP em endossomos
(Figura 20), ja que este acimulo pode favorecer o processamento amiloidogénico de APP
(Agostinho et al. 2015; Das et al. 2016). Estes dados ajudam a entender a associacéo de
Arc com a DA reportados anteriormente (Wu et al. 2011; Bi et al. 2017) e reforcam a
importancia da correta regulacdo da expressdo de Arc, uma vez que a expressao continua
de Arc favorece a produgdo do Ap (Wu et al. 2011; Bi et al. 2017).

Apesar da forte relevancia de APP para a DA, esta proteina € indispensavel para
0 desenvolvimento e funcionamento normal da neurofisiologia do cérebro (Mdiller,
Deller, and Korte 2017). APP participa da regulacdo da plasticidade sinéptica e
homeostase do célcio. E importante destacar que o fragmento solivel sAPPa, produzido
a partir da clivagem de APP pela a-secretase, medeia muitas de suas acdes fisiologicas
neuroprotetoras (Fol et al. 2016; Forest et al. 2018). Foi observado que o aumento de
sAPPa eleva a produgdo de mRNA de Arc e a sintese da proteina (Livingstone et al.
2019). Estes dados sugerem uma cascata coordenada onde a clivagem nao amiloidogénica
de APP induz a expressdo de Arc regulando a plasticidade sinéptica (Livingstone et al.
2019).

A interacdo de Arc com as proteinas adaptadoras de transporte pode ser o

mecanismo molecular utilizado por Arc para seletivamente modificar o transporte de
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APP. De fato, APP e suas enzimas de processamento tem seu transporte intracelular
mediado por AP-1, AP-2 e AP-4 e perturbagdes nestas interagcfes modificam o
processamento amiloidogénico de APP (Icking et al. 2007; Burgos et al. 2010; Prabhu et
al. 2012; Marcello et al. 2013; Sannerud et al. 2016). Nossos esforcos visando caracterizar
a interacdo de Arc com as proteinas adaptadoras permitiram concluir que Arc interage
com a subunidade p de AP-1, AP-2, AP-3 e AP-4 (Figura 21). As proteinas adaptadoras
regulam o transporte intracelular de diversas proteinas transmembrana, associadas com
diversas func@es celulares (Robinson 2015). Levando em consideracdo que Arc requer
AP-2 para induzir a endocitose do receptor AMPA (DaSilva et al. 2016) uma pergunta
que fica em aberto é se Arc modifica o transporte intracelular de outras proteinas que tem
o transporte mediado pelos APs. E interessante ressaltar a similaridade observada entre
Arc e a proteina Nef, uma proteina acessoria do HIV que € objeto de estudo do nosso
laboratdrio. Nef interage com AP-1, AP-2 e AP-3 e esta interacdo é importante para
modular o transporte de diferentes receptores celulares a fim de favorecer a patogénese
do virus (Pereira and daSilva 2016). Nef, por exemplo, utiliza-se de AP-2 para acelerar a
endocitose de CD4 a partir da membrana plasmatica (Chaudhuri et al. 2007). Os achados
sobre a interacdo de Arc com os APs podem demonstrar um mecanismo geral utilizado

por Arc para modular o transporte de diferentes receptores neuronais.
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CONCLUSOES



Conclusotes
Em concluséo, os resultados apresentados nesta tese demonstram a interagdo de

AP-1A e a cauda citosolica de APP. Os aminodcidos presentes no dominio YENPTY e
YKFFE de APP sd0 necessarios para a interacdo de APP com AP-1A. No transporte
intracelular observou-se que AP-1 participa do transporte de APP a partir do TGN para
endossomos iniciais. Interromper este processo retem o APP no TGN e isto altera a
geragdo do fragmento C99. A reten¢do por um curto periodo de APP no TGN diminui a
geragdo do C99 e a retencdo prolongada de APP no TGN até o estado de equilibrio
aumenta a producdo de C99. Assim, estes achados mostram que AP-1 é importante para
0 correto transporte e processamento de APP.

Conclui-se também que a expressao da proteina Arc altera os niveis intracelulares
de APP e seus fragmentos de processamento. Arc também mostrou-se favorecer a
producdo do fragmento C99. No transporte intracelular, Arc favoreceu a associacdo de
APP com endossomos. Também foi observado que Arc interage fisicamente com as
subunidades plA, u2, u3A e u4 dos APs. Estes dados permitem concluir Arc pode

interagir com multiplos elementos da maquinaria de transporte intracelular.
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