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E proposto que a neurodegeneracdo que ocorre na doenga de Alzheimer seja decorrente do
acumulo intra e extracelular de peptideos beta-amildide (AB), num processo que envolve
comprometimento do metabolismo oxidativo mitocondrial. O objetivo do presente trabalho foi
investigar e comparar os efeitos das formas agregada (oligomérica e fibrilar) de AB42 e da
forma ndo agregada (monomérica) de AB40 na funcdo mitocondrial. Mostrou-se, em
eletroforese em gel de poliacrilamida, que o protocolo de preparo das formas agregadas e nao-
agregada dos peptideos estava de acordo com o perfil de agregagédo descrito na literatura.
Estimou-se o consumo de oxigénio por mitocdndrias isoladas de cérebro de ratos, na presenga
ou auséncia de peptideos AP, utilizando como substratos malato e glutamato. Nao houve efeito
significativo de 12 yM dos peptideos AB na respiragcdo mitocondrial em estado de repouso
(estado 4) ou durante a fosforilacdo oxidativa (estado 3), porém observou-se um estimulo do
estado 4 quando os peptideos foram utilizados na concentragao de 24 uM. O estimulo mais
significativo na respiracdo mitocondrial em estado 4 foi observado com o ABR40 (39%), quando
comparado aos estimulos observados na presenca das formas oligomérica (31%) e fibrilar
(29%) de AB42. O maior efeito de AB40 pode ser devido a sua caracteristica hidrofdbica,
permitindo sua maior interagdo na membrana mitocondrial. A partir destes resultados, avaliou-
se o efeito de AB40 (24 uyM) na razdo ADP/O, sendo observada uma redugao de 11% neste
parametro. Ao se comparar o efeito de AB40 (24 uM) em mitocondrias cerebrais sinapticas e
nao-sinapticas, observou-se que as organelas sinapticas foram mais suscetiveis ao peptideo,
apresentando um estimulo do estado 4 de 38%, enquanto que as nao-sinapticas apresentaram
um estimulo de apenas 15%. Quando o meio de reagao contendo AB40 foi ultrafiltrado (corte >
3 kDa) o estimulo da respiragédo mitocondrial foi abolido. Observou-se uma redugéo de 71% na
produgéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) no estado 4 da respiragdo na presencga de
AB40 (24 uM) e quando o peptideo AB42 oligomérico foi testado a redugdo foi de 29%. A
reducao observada na producdao de EROs pode ser explicada pelo desacoplamento parcial da
respiragdo mitocondrial provocada pelos peptideos AB. Nao houve diferenca na capacidade de
retencdo de Ca”** por mitocondrias na presenca de peptideos AB. Por fim, verificou-se que o
peptideo ApP40 leva a uma diminuicao da fluidez das membranas mitocondriais. Conclui-se que
peptideos AP podem ser diretamente toxicos a mitocondrias neuronais, o que pode ter um papel

na fisiopatologia da doenca de Alzheimer.
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Neurodegeneration in Alzheimer’s disease involves intra- and extracellular accumulation of beta-
amyloid peptides (AB) in a process leading to impairment of mitochondrial oxidative metabolism.
The aim of the present study was to investigate and compare the effects of the aggregated
forms of AB42 (oligomers and fibrils) and the unaggregated form of AB40 (monomers) on
mitochondrial function. Polyacrylamide gel electrophoresis was run as a control and showed that
our preparation protocols generated aggregated and unaggregated forms of the peptides in
agreement with the patterns reported in the literature. Oxygen consumption by isolated rat brain
mitochondria was measured in the presence or absence of AB peptides, using malate and
glutamate as substrates. AB peptides at 12 uM did not have a significant effect on respiratory
state 4 (resting respiration) or state 3 (ADP-stimulated respiration). However, a higher state 4
respiration was observed when the peptides were used at a concentration of 24 yM. The most
significant increase in mitochondrial state 4 respiration was observed with AB40 (39%) followed
by AB42 oligomers (31%) and fibrils (29%). The bigger effect found with AB40 may be due to its
hydrophobicity, which enables greater interaction with the inner mitochondrial membrane. We
then evaluated the effect of AB40 (24 uM) on the ADP/O ratio and found an 11% reduction in
this parameter. Comparing the effect of AB40 (24 uM) on synaptic and non-synaptic
mitochondria, we observed that the former were more susceptible to AB40, with an increase in
the state 4 respiration of 38%, while the latter showed only a 15% increase. After ultrafiltration (3
kDa cutoff) of the reaction medium containing AB40, no effect on mitochondrial respiration was
observed. We found 71% and 29% inhibition of mitochondrial reactive oxygen species (ROS)
production in state 4 in the presence of the AB40 monomer and AB42 oligomer at 24 uM,
respectively. The inhibition of ROS production may be explained by the partial mitochondrial
respiratory uncoupling caused by the AB peptides. These peptides were not observed to have
any effect on mitochondrial Ca** uptake or retention. Lastly, our results indicated that AB40
leads to a decrease in mitochondrial membrane fluidity. We conclude that AB peptides may be
directly toxic to neuronal mitochondria, this may play an important role in the pathophysiology of

Alzheimer’s disease.
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Doengas neurodegenerativas fazem parte de um grupo heterogéneo de desordens
caracterizadas por uma perda seletiva e gradual de sistemas neuronais, de ordem anatémica
e/ou funcional, por exemplo, as doengas de Alzheimer, Parkinson, Huntington e esclerose

lateral amiotroéfica.

Com os avangos recentes da genética molecular, alguns genes relacionados a doencgas
neurodegenerativas foram localizados e caracterizados em detalhe (Bertoli-Avella et al., 2004;
Bossy-Wetzel et al., 2004; Bettens et al., 2010; Wollmer, 2010). Essa identificacdo molecular
consiste na avaliagdo da estrutura de componentes do DNA. As alteragcdes nesta molécula
podem ser de diferentes extensdes como a perda de grandes porgdes do DNA, a simples troca
de um de seus componentes ou outros rearranjos mais complexos. Em decorréncia de uma
mutagao, um gene pode deixar de exercer a sua fungao ou adquirir fungdes distintas da original,
levando ao aparecimento de doencas (Bertoli-Avella et al., 2004; Bossy-Wetzel et al., 2004). O
uso de ferramentas moleculares, que permite a identificacdo pré e pods-sintomatica dessas

doengas, tem gerado perspectivas de novas possibilidades terapéuticas.

Sao diversos os fatores passiveis de causar lesdes neuroldgicas. Destacam-se, entre
elas, além de doengas hereditarias e neurodegenerativas, o traumatismo encéfalo craniano,
infecgdes, doengas vasculares e isquemia cerebral. Em geral, as lesdes no sistema nervoso
central (SNC) sao permanentes e causam deterioragao irreversivel do tecido nervoso (Lipton,
1999). A disfungéo mitocondrial pode participar nesse processo através da participagdo em vias
que podem levar a morte celular por apoptose ou necrose (Kroemer et al., 2007; Tait e Green,

2010).

As mitocOndrias sao organelas responsaveis pela respiracao celular e sintese de ATP.
Participam também da homeostase intracelular de calcio, sintese de esterdides, geracao de
radicais livres e morte celular. Recentemente tem sido demonstrado sua interagdo com algumas

proteinas especificas relacionadas a doencas genéticas e neurodegenerativas (Lin e Beal,
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2006; Tillement et al., 2010).

Ha varios estudos que comprovam a participacdo de alteragdes do metabolismo
energético e da mitocondria na morte celular e que a abertura do poro de transicdo de
permeabilidade mitocondrial (TPM) possui um papel regulatério sobre a viabilidade celular (Lin e
Beal, 2006; Vercesi et al., 2006; Kroemer et al., 2007; Tait e Green, 2010). Diante disto, o foco
desta dissertacdo foi verificar alteragdbes mitocondriais relacionadas a mecanismos

fisiopatoldgicos da doenga de Alzheimer.

1.1. Fung¢do mitocondrial, produgao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e

estresse oxidativo

Em organismos aerdbicos, o metabolismo de carboidratos, lipideos e aminoacidos
converge em uma etapa final que envolve a doagao dos elétrons removidos desses nutrientes
para o oxigénio molecular. Esse processo ocorre na cadeia de transporte de elétrons (cadeia
respiratoria) mitocondrial, gerando agua e liberando energia. A energia liberada é convertida
primeiramente na forma de um gradiente transmembrana de proétons e, posteriormente, utilizada

para a sintese de ATP via fosforilagcdo oxidativa mitocondrial (Mitchell, 1966).

Os elétrons provenientes das coenzimas NADH e FADH,, reduzidas durante a oxidagao
de carboidratos, aminoacidos e acidos graxos, sado transferidos a NADH desidrogenase
(complexo |) e coenzima Q, respectivamente. O complexo | transfere seus elétrons a forma
oxidada da coenzima Q (UQ), gerando a forma reduzida desta coenzima (UQH;). A UQH, é,
entdo desprotonada, resultando na formagao da espécie aniénica semiquinona (UQH’), a forma
que doa elétrons ao citocromo c. Existem dois conjuntos separados de UQH’, um na face
citoplasmatica e outro na face matricial da membrana mitocondrial interna, e as duas formas de
UQH’ sédo oxidadas juntas, regenerando UQ e doando elétrons para o complexo lll. A seguir o

citocromo c¢ sera reduzido e ira transferir elétrons a citocromo ¢ oxidase (complexo V). Este
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complexo é responsavel pela transferéncia de elétrons para o oxigénio molecular, resultando na
geracao de agua, em um processo envolvendo quatro passos consecutivos de transferéncia de

um elétron (Devlin, 2003).

O ATP formado durante este processo é essencial para a manutencao de atividades
celulares dependentes de energia, como a contragdo muscular, formacdo de impulsos
nervosos, transporte idnico e sintese de macromoléculas. Deste modo, ndo é surpreendente
que falhas do metabolismo energético mitocondrial estejam associadas a disfungdo e morte
celular por causas diversas incluindo infarto cardiaco, acidente vascular cerebral e doencgas

neurodegenerativas (Vercesi et al., 2006; Kowaltowski et al., 2009).

O sistema de transporte de elétrons mitocondrial € uma importante fonte de EROs,
sendo a produgado mitocondrial de EROs um processo continuo e fisiolégico. Dependendo do
tecido, condigao respiratéria e substratos utilizados, 0,02 a 2% do total do consumo mitocondrial
de oxigénio (O,) resulta na geracao de radical &nion superdxido (O,7) in vitro (Boveris, 1977; St-
Pierre et al., 2002; Kowaltowski et al., 2009; Murphy, 2009). Este processo é devido a redugao
monoeletronica de O, sobretudo nos complexos | e Ill da cadeia respiratoria. Estes complexos
respiratorios estdo localizados na membrana mitocondrial interna e a producao de O, ocorre no
lado matricial no complexo | e nos espagos matricial e intermembrana no complexo respiratério
[l (Turrens, 2003; Murphy, 2009). Outros trabalhos também mostram que desidrogenases
soluveis presentes na matriz mitocondrial, como as piruvica e a-cetoglutarica, podem ser

importantes fontes de produgao de O, (Starkov et al., 2004; Tretter e Adam-Vizi 2004).

O radical livre O, apresenta reatividade quimica moderada em solugéo aquosa, e pode
sofrer diversas reagbes na mitocondria, gerando outros produtos da reducgéo parcial do O,
como o peréxido de hidrogénio (H.O,) e o radical hidroxila (OH’). Superdxido dismutases
(SODs), presentes na matriz mitocondrial (Mn-SOD) (Weisiger e Fridovich, 1973; Fridovich,

1995) e no espaco intermembranas (Cu,Zn-SOD) (Okado-Matsumoto e Fridovich, 2001),
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catalizam a geragao de H,O, a partir da dismutagdo de O,". O H,O, € uma espécie quimica
permeavel por membranas e mais estavel, podendo ser removida por diferentes enzimas com
atividade peroxidasica, como a catalase, glutationa peroxidase e peroxiredoxina (Kowaltowski et
al., 2009). Alternativamente, H,O, pode gerar HO', uma ERO altamente oxidativa e citotdxica. A
maior parte do HO" gerado in vivo provavelmente provém da reagéo de H,O, com ferro (H,O, +

Fe* — OH + OH" + Fe®*) (Halliwell e Gutteridge, 1992).

EROs geradas pela mitocdndria podem oxidar macromoléculas tanto destas organelas
como de outras estruturas intracelulares. De fato, oxidagado de proteinas, peroxidagao lipidica e
dano oxidativo de DNA por EROs geradas pela mitocondria ja foram mostrados em diversos
estudos (Bindoli, 1988; Castilho et al., 1995; Richter et al., 1995; Lenaz, 1998; Cadenas e

Davies, 2000).

1.2. Transporte mitocondrial de Ca** e transicdo de permeabilidade mitocondrial

Ha diversas evidéncias que alteracdes na homeostase mitocondrial de Ca®* estdo
relacionadas com estresse oxidativo celular e podem ser causas da morte celular em diversas
doengas neurodegenerativas (Nicholls e Budd 2000; Vercesi et al., 2006). A mitocéndria capta
jons Ca?" utilizando o potencial elétrico proténico transmembrana (A¥) como forga de transporte
e através da atividade de um canal especifico da membrana interna, acumulando grandes
quantidades deste cation (Gunter et al., 1998). A captacdo mitocondrial de Ca* ocorre
sobretudo mediada pelo fluxo deste ion por um canal da membrana interna sensivel ao
vermelho de ruténio (Gunter et al., 1998; Kirichok et al., 2004; Perocchi et al., 2010). O efluxo de
Ca”" da matriz mitocondrial ocorre através de trocadores Ca*/Na* e Ca*/H* (Gunter et al.,

2004).

A captacdo mitocondrial de Ca?* foi descrita ha aproximadamente 50 anos (Chance,
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1965; Rizzuto et al., 1992; Carafoli, 2003), mas por muito tempo acreditou-se que mitocondrias
ndo captariam Ca®* em condicdes fisiolégicas, ja que a afinidade do canal é significativamente
mais alta que a concentracdo do Ca** intracelular em situacéo de repouso (Gunter et al., 1998).
Entretanto, mostrou-se que, de fato, mitocondrias tém um importante papel na homeostase de
Ca?* intracelular em condigdes fisioldgicas, e captam Ca?* principalmente pela existéncia de
micro-compartimentos, com altas concentragdes deste ion, localizados préximos a estas
organelas (Rizzuto et al., 1993). Em condi¢gdes de maior demanda energética, a captacao
mitocondrial de Ca** esta associada & ativagdo das enzimas intramitocondriais desidrogenases
piravica, isocitrica e a-cetoglutarica (Hansford, 1991). A mitocondria também age como um
estoque intracelular com grande capacidade para Ca®* em condicdes patoldgicas (Gunter et al.,
1998; Nicholls e Budd, 2000). No entanto, um grande acimulo mitocondrial de Ca*" pode levar
a uma permeabilizacdo nao-seletiva da membrana mitocondrial interna, conhecida como
transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM) (Kowaltowski et al., 2001), um fenébmeno que

pode levar a morte celular por necrose ou apoptose.

A TPM é uma permeabilizacdo nao-seletiva da membrana mitocondrial interna,
tipicamente promovida por estresse oxidativo e acumulo excessivo de Ca?* na matriz
mitocondrial, num processo que pode ser estimulado ou inibido por uma variedade de
compostos ou condi¢gdes (Zoratti e Szabo, 1995; Lemasters et al., 1998; Crompton, 1999;
Kowaltowski et al., 2001; Gunter et al., 2004; Vercesi et al., 2006; Saito e Castilho, 2010). Na
TPM, a permeabilizagdo da membrana mitocondrial interna resulta em perda de componentes
da matriz mitocondrial, comprometimento da fungdo mitocondrial e inchamento mitocondrial,
com consequente ruptura da membrana mitocondrial externa e liberagdo de proteinas do
espacgo intermembranas (Zoratti e Szabo, 1995; Lemasters et al., 1998; Crompton, 1999;
Kowaltowski et al., 2001; Green e Kroemer, 2004). Como resultado, a TPM pode participar

ativamente de eventos que iniciam a morte celular por necrose ou apoptose.
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As alteragdes de membrana que levam a TPM ainda ndo estao totalmente esclarecidas.
A TPM claramente envolve proteinas da membrana mitocondrial interna, provavelmente um
grupo de proteinas da membrana mitocondrial interna que se agregaria em consequéncia de
alteracbes estruturais (Kowaltowski et al., 2001; He e Lemasters, 2002; Ronchi, Castilho e

Vercesi, resultados nao publicados).

Uma grande variedade de antioxidantes protege contra a TPM causada por condi¢des
distintas, sugerindo que este processo é o resultado de estresse oxidativo mitocondrial levando
a oxidacao de tidis (Fagian et al., 1990; Valle et al., 1993; Castilho et al., 1995; Kowaltowski et
al., 1998; Kowaltowski et al., 2009). lons Ca* podem ainda modular diretamente a abertura do
poro de TPM, como indicado por experimentos mostrando que o Ca** é necessario para a TPM

mesmo apos a oxidagao de tidis (Kowaltowski e Castilho, 1997; Kowaltowski et al., 1997).

1.3. Mitocéndria e morte celular

A apoptose mediada pela mitocéndria é iniciada quando proteinas participantes deste
processo, por exemplo citocromo c e fator indutor de apoptose (AlF), séo liberadas da organela
para o citosol (Tait e Green, 2010). Como proteinas pré-apoptéticas mitocondriais estdo
localizadas no espacgo intermembranas, a liberagcdo destas proteinas geralmente envolve
somente a permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa, uma situagdo que tem a
vantagem de manter a integridade da membrana interna e, consequentemente, da fosforilagéo
oxidativa (Crompton, 1999). A permeabilizacado da membrana mitocondrial externa geralmente é
um processo promovido por proteinas pro-apoptoticas da familia do Bcl-2, incluindo o Bax, Bid e

Bad (Kelekar e Thompson, 1998; Lovell et al., 2008).

A mitocdndria também pode liberar fatores pro-apoptéticos para o citosol apds lesdo da
membrana mitocondrial interna ou indugdo da TPM, como resultado do inchamento da matriz

com rompimento da membrana externa (Kroemer et al., 1998; Lemasters et al., 1998;
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Crompton, 1999). Esta forma de apoptose pode ocorrer quando ha uma leséo ou estresse
celular que de alguma forma induz a TPM, e geralmente aparece associada com morte celular
por necrose. Nestas condi¢des, o fator determinante entre a morte celular por apoptose ou
necrose sera a disponibilidade de concentragdes fisioldgicas de ATP no meio intracelular (Leist

et al., 1997; Crompton, 1999; Tait e Green, 2010).

A via mitocondrial, ou via intrinseca de apoptose, pode agir independentemente da via
extrinseca, que €& mediada pela ativacdo de receptores de morte celular da membrana
plasmatica. Alternativamente, a via mitocondrial de apoptose pode participar amplificando

passos da via extrinseca (Wajant, 2002).

1.4. Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer é uma desordem neurodegenerativa, caracterizada por perda
progressiva de memoria e diminuigdo de multiplas fungdes cognitivas, num processo associado
com a perda de neurdnios, de sinapses e fungdo sinaptica, com respostas inflamatérias e
anormalidades mitocondriais (Reddy e Beal, 2008). Os defeitos mais consistentes nos
componentes mitocondriais, na doenca de Alzheimer, sdo deficiéncias em varias enzimas
chaves do metabolismo oxidativo, incluindo os complexos a-cetoglutarato desidrogenase e
piruvato desidrogenase e a citocromo c¢ oxidase (Wang et al., 2007; Reddy e Beal, 2008;

Tillement et al., 2010).

Na doenca de Alzheimer ocorre o metabolismo anormal da proteina precursora de
amiléide (PPA) e niveis elevados de peptideos beta-amildide (AB), fatores chaves na
neuropatologia desta doenca, cujas maiores caracteristicas patoldgicas sado as placas
extracelulares contendo peptideos AB e os emaranhados neurofibrilares intracelulares (Atamna
e Frey, 2007; Reddy e Beal, 2008). O acumulo intraneural de peptideos AB também ocorre e é

um evento precoce na progressdo da doenca de Alzheimer, podendo preceder a formagao de
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depositos extracelulares de peptideos AR (LaFerla et al., 2007). Em adigdo, tem sido
demonstrado que os niveis de peptideos AR intraneural diminuem com o acumulo de placas

extracelulares (LaFerla et al., 2007).

1.5. Epidemiologia e sintomatologia da doenca de Alzheimer

De acordo com o relatério publicado em 2009 pela Alzheimer’s Diesease International
35,6 milhdes de pessoas apresentam quadro de deméncia, sendo que 60 a 80% desses casos
correspondem a doenga de Alzheimer. A incidéncia da doenga de Alzheimer aumenta com a
idade, dobrando a cada intervalo de 5-10 anos. Para pessoas com idades entre 65 e 69, 70 e
74, 75 e 79, 80 e 84 e 85 anos ou mais idosos a incidéncia da doenca de Alzheimer tem sido
estimada em 0,6%, 1,0%, 2,0%, 3,3% e 8,4% respectivamente (Hebert et al., 1995). A
prevaléncia também cresce exponencialmente com a idade, aumentando de 3% entre as
pessoas com 65 e 74 anos para quase 50% entre os idosos com 85 anos ou mais. Segundo o
National Institute of Health (NIH)', 5,1 milhdes de pessoas com mais de 65 anos sdo afetadas
pela doenca de Alzheimer nos Estados Unidos da América. A partir dos dados do Censo norte-
americano de 2000 foi estimado que 4,5 milhdes de pessoas tinham a doenga de Alzheimer e
que este numero aumentaria para 13,2 milhdes de pessoas em 2050 (Hebert et al., 2003).
Herrera et al. (1998) em estudo realizado em uma cidade do interior do estado de Sao Paulo,
Brasil, encontrou uma prevaléncia de deméncia de 7,1% em pessoas com idade igual ou
superior a 65 anos, sendo que 54% dos casos de deméncia foram diagnosticados como doenga
de Alzheimer. Além da idade, existem outros fatores de risco como, histérico familiar de
deméncia, traumatismo craniano, fatores genéticos, género feminino, baixo nivel educacional,

doengas vasculares e fatores ambientais. A partir do diagndstico da doenga de Alzheimer a

'http://www.nia.nih.gov/Alzheimers/ Publications/ADProgress2008/rapid/epidemiology.htm
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sobrevida média atual dos pacientes € de 3 a 4 anos se a pessoa tem idade superior a 80 anos

quando feito o diagndstico, podendo chegar a mais de 10 anos se a pessoa for mais jovem?.

1.6. Aspectos genéticos da doenca de Alzheimer

Uma propor¢do substancial de individuos com doenga de Alzheimer apresenta
evidéncias significativas de componentes genéticos. Parentes de primeiro grau de pacientes
com doenca de Alzheimer tém uma maior incidéncia para a doenga do que a populagdo em
geral e 15 a 35% dos pacientes com doenca de Alzheimer tém parentes de primeiro grau
afetados (Breitner e Folstein, 1984). Até 25 % dos casos de doenga de Alzheimer podem estar

relacionados com disfuncdes genéticas ja conhecidas®.

Estudos genéticos da forma familiar da doenga de Alzheimer sdo uma importante fonte
de informacao sobre a hipétese amiléide. Mutagbes na PPA, presenilinas 1 e 2 (PES1 e PES2)
correspondem por todos os casos da forma familiar da doenga, enquanto o alelo €4 no gene da
apolipoproteina E (apo E) aumenta o risco de se ter a doenga. Até o momento,
aproximadamente 180 mutagbes na forma familiar da doenca de Alzheimer foram identificadas
na PES1, 20 mutacdes para a PES2 e 36 para a PPA*. A maioria das mutagées na PPA e nas
presenilinas parece estar associada com o aumento na producao do peptideo AB. As mutagdes
na PPA sao localizadas dentro ou proximas ao sitio de clivagem do peptideo AB gerando um
aumento na sua produgéo, embora algumas mutag¢des foram identificadas no meio do peptideo
AB e podem ser responsaveis pelo aumento na fibrilizagdo. Mutagdes na PS1 e PS2 sao
distribuidas por toda a molécula. A questdo se estas mutagdes representam um ganho de

toxicidade ou uma perda da fungao da PPA e das presenilinas ainda nao esta solucionada.

A maioria dos casos de doenga de Alzheimer familiar de inicio precoce esta associada

2http://www.nia.nih.gov/Alzheimers/Alzheimersinformation/Generalinfo/
*hitp://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20301340
*http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations
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com mutagbes em 2 genes, PES1 e PES2, localizados nos cromossomos 14 e 1,
respectivamente. Estas presenilinas fazem parte do complexo da y-secretase, necessaria para
a sintese dos peptideos AB. Mutagdes nesses sitios eventualmente alteram o processamento

da PPA o favorecendo um aumento da produgao e deposi¢ao do peptideo AB (Selkoe, 1997).

Um dos maiores fatores de risco para o desenvolvimento da doenca de Alzheimer é ser
portador do alelo €4 da apo E, situado no cromossomo 19 (Sherrington et al., 1995). O
mecanismo pelo qual a apo E influencia na patogénese da doenca de Alzheimer ainda
permanece desconhecido, mas pode estar relacionado com um menor clearance dos peptideos
AB formados. De fato, a apo E, possivelmente pelo sequestramento através de ligagbes
protéicas, elimina a neurotoxicidade do peptideo AB em culturas de células de hipocampo
(Whitson et al., 1994). De forma interessante, o estresse oxidativo também seria importante na
acado da apo E, porque a formacdo de complexos apo E/AB estd aumentada em tampdes

oxigenados e completamente abolida sob condi¢des redutores (Strittmatter et al., 1993).

1.7. Peptideos beta-amiléide (AB) e neurodegeneragao

O peptideo AR é produzido em qualquer local onde a proteina precursora de amildide
(PPA) e B- e y-secretases estejam presentes. A maior parte do peptideo AB produzido € de uma
cadeia de 40 residuos (Ap40), enquanto uma pequena proporgao (aproximadamente 10%) é de
uma variante de 42 residuos (AB42), sendo esta mais propensa a formagao fibrilar do que AB40
(Hardy e Selkoe, 2002; Reddy e Beal, 2008; Querfurth e LaFerla, 2010). Um desbalanco entre a
producdo e a eliminagdo do peptideo AB causa seu acumulo, que € indicado como um
importante fator para o inicio da doenca de Alzheimer (Hardy e Selkoe 2002; Querfurth e
LaFerla, 2010). Notadamente, oligbmeros soluveis tém se mostrado como as formas mais

téxicas do peptideo AR (Ferreira et al., 2007).
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A PPA é uma proteina transmembrana tipo | que se localiza principalmente na
membrana plasmatica, mas também pode ser encontrada no complexo de Golgi, reticulo
endoplasmatico, endossomos, lisossomos e nas membranas mitocondriais (Reinhard et al.,

2005; LaFerla et al., 2007).

A PPA exerce papel importante como molécula receptora de superficie e de adesao
entre células e entre o neurbnio e a matriz cerebral; na regulacdo do processo neuronal, da
divisdo de células-tronco neuronais, da homeostase de calcio e de metais e da sobrevivéncia
celular. Aparentemente a PPA nao tem funcao essencial durante a embriogénese, sendo que
sua funcido é mais importante na fase adulta, por exemplo, nos casos de reparacao cerebral

apos estresse traumatico (Reinhard et al., 2005; Zheng e Koo, 2006).

A clivagem e o processamento da proteina precursora amiléide (PPA) podem ser
divididos em uma via n&o-amiloidogénica e em uma via amiloidogénica. Pela via nao-
amiloidogénica a PPA é clivada pela a-secretase produzindo um fragmento denominado sAPPa
que é secretado para o meio extracelular. O fragmento da PPA retido na membrana plasmatica
€ posteriormente clivado pela y-secretase, produzindo um pequeno fragmento denominado p3.
De uma forma muito importante, a clivagem pela a-secretase ocorre dentro da regido AR,

prevenindo a formacéao do peptideo AB (LaFerla et al., 2007).

A via amiloidogénica € uma via alternativa de clivagem, onde a PPA é submetida a
protedlises sequenciais pela B- e y-secretase, resultando no fragmento AR que é téxico e se
acumula no espago extracelular e em compartimentos celulares prejudicando funcdes celulares
(Reddy e Beal, 2008). O acumulo de peptideos AB esta associado a disfungdo mitocondrial e

sinaptica e hiperfosforilagcao do fau.
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1.8. Peptideos AB e mitocéndrias

Apesar da maior parte dos estudos focarem no efeito téxico do acumulo extracelular do
peptideo AB, resultado da clivagem de PPA localizada na membrana plasmatica ou da secrecao
celular deste peptideo, o acumulo intracelular de peptideos AR € possivel (Gouras et al., 2000;
LaFerla et al., 2007; Querfurth e LaFerla, 2010). Sitios intracelulares de producao de peptideos
AB também sao descritos, incluindo no aparelho de Golgi, reticulo endoplasmatico e corpos
multivesiculares (Busciglio et al., 1993; Cook et al., 1997; Hartmann et al., 1997; Wild-Bode et
al., 1997). Os endossomos sao provavelmente um sitio importante de geracao de peptideos AB
(Kinoshita et al., 2003). Foi demonstrado que bloqueando a internalizagdo de PPA, tanto pela
remog¢ao do seu dominio citoplasmatico ou pela retirada de potassio do meio, levou a uma
reducgéo significativa dos niveis de peptideos AB, indicando que a endocitose de PPA é uma

importante via de geracao destes peptideos (Koo e Squazzo, 1994).

O peptideo AB danifica diretamente as membranas das organelas intracelulares,
incluindo a membrana interna da mitocondria. Como a cadeia respiratoria esta acoplada a esta
membrana, sua consequente disfuncio estimula a producao de espécies reativas de oxigénio
(EROs), que ocasiona uma perda de potencial de membrana, e compromete a viabilidade
neuronal como um resultado da deplecao energética (Moreira et al., 2002; Aleardi et al., 2005;
Caspersen et al.,, 2005). A mudanga na estrutura da membrana mitocondrial afetaria sua
permeabilidade ocasionando aumento da liberacdo do citocromo c¢ e, conseqlientemente, a
ativacado da apoptose (Moreira et al., 2002; Wang et al., 2007; Reddy e Beal, 2008). Além disso,
peptideos AB ocasionam diminuigdo da respiragao mitocondrial (estado 3 e 4), redugéo na
atividade de enzimas mitocondriais (a-cetoglutarato desidrogenase e aconitase), além de alterar

a atividade da piruvato desidrogenase (Wang et al., 2007).

A atuacgao direta do peptideo AB na disfungdo mitocondrial ainda nao esta totalmente

estabelecida, sendo necessarios experimentos nessa area que possam elucidar os mecanismos

32



pelos quais a AB interfere na respiracdo mitocondrial, nas enzimas da cadeia respiratéria, na
formacéao do poro de transicao de permeabilidade e na capacidade de captagcdo e acumulo de

Ca*

1.9. Tratamento na doenga de Alzheimer

O tratamento da doenca de Alzheimer envolve estratégias farmacologicas e
intervencbes psicossociais para o paciente e seus familiares. No campo do tratamento
farmacoldgico, iniUmeras substancias psicoativas tém sido propostas para preservar ou
restabelecer a cognicdo, o comportamento e as habilidades funcionais do paciente com
deméncia. Contudo, os efeitos das drogas hoje aprovadas para o tratamento da doenca de
Alzheimer limitam-se ao retardo da evolucdo natural da doenga, permitindo apenas uma

melhora temporaria do estado funcional do paciente.

Entre as abordagens farmacoldgicas, o o6rgao norte-americano Food and Drug
Admistration (FDA) aprovou dois tratamentos para os sintomas cognitivos da doenca de

Alzheimer: inibidores de colinesterases (donepezil, rivastigmina e galantamina) e a memantina.

O uso dos inibidores de colinesterases baseia-se no pressuposto déficit colinérgico que
ocorre na doenga, e visa 0 aumento da disponibilidade sinaptica de acetilcolina, através da
inibicdo das suas principais enzimas cataliticas, a acetil e a butirilcolinesterase. Tem efeito
sintomatico discreto sobre a cogni¢ao, algumas vezes beneficiando também certas alteragbes

nao-cognitivas da deméncia.

O uso da memantina reside nos seus efeitos sobre a neurotransmissao glutamatérgica
que, assim como a colinérgica, encontra-se alterada nessa doenca. As regides corticais e
subcorticais que contém neurdnios e receptores glutamatérgico sofrem perdas estruturais e

funcionais na evolucao da doenca de Alzheimer (Li et al., 1997; Rogawski e Wenk, 2003). A
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memantina € um antagonista nao-competitivo de receptores NMDA (N-metil-D-aspartato),
permitindo sua ativacao fisioldgica durante os processos de formacdo da memodria, porém

bloqueando a abertura dos canais e sua ativagéo patoldgica (Parsons et al., 1993).
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2. Objetivos
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2.1. Objetivo Geral

E proposto que a neurodegeneracdo na doenca de Alzheimer seja decorrente do

acumulo e da agregagéao do peptideo AB. Diante disso, o objetivo desse trabalho foi estudar a

disfungcédo mitocondrial causada diretamente pelo peptideo ARB.

2.2. Objetivos especificos

a)

b)

d)

Caracterizar as formas de agregacao do peptideo AR por SDS-PAGE.
Estudar o efeito das formas monomeérica, oligomérica e fibrilar do peptideo AB na
respiragdo de repouso e durante a fosforilagdo oxidativa em uma suspensdo de

mitocéndrias isoladas de cérebro.

Caracterizar o efeito das formas monomérica, oligomérica e fibrilar do peptideo Ap na

geragao de H,O, por mitocdndrias de cérebro.

Avaliar o efeito in vitro do peptideo AB na captacéo e retencéo de Ca?* por mitocondrias

isoladas de cérebro.

Identificar alteragdes na fluidez de membrana em mitocondrias isoladas tratadas in vitro

com o peptideo AB.
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3. Materiais e Métodos
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3.1. Reagentes — A maioria dos produtos quimicos, incluindo 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol
(HFIP, >99%), 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH), acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2’-
etanosulfénico (HEPES), acido glutadmico, acido malico, adenosina difosfato (ADP), albumina de
soro bovino (BSA), bis-acrilamida, digitonina, dimetilsulfoxido (DMSO; D2650), dodecil sulfato
de sodio (SDS), etileno glicol-bis(B-aminoetil éter)-N,N,N’,N’-acido tetracético (EGTA),
acido etilenodiamino tetracético (EDTA), Laemmli buffer, N,N,N",N'-
tetrametiletilenodiamina (TEMED), oligomicina, Percoll®, peroxidase de raiz forte (HRP) e
persulfato de aménio foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Os peptideos
beta-amiléide (AB40 e ApP42) foram adquiridos da American Peptide (Sunnyvale, CA, USA).
Peptideos dos seguintes lotes foram utilizados: T11123T1, W12022T1, X03076C1, X03076C1,
X08023C1, YO03011T1 e Y03022C1 para AB40; e TO03080X1, U10152X1, W11057T1,
W09017X1, X04032T1, X06062C1 e X12021C1 para AB42. Amplex Red, Calcium Green-5N e
Tris(hidroximetil)Jaminometano (Tris) foram obtidos da Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Perdxido
de hidrogénio (H,0,), cloreto de magnésio (MgCl,) e cloreto de potassio (KCI) foram adquiridos
da ECIBRA (Santo Amaro, Sao Paulo, Brasil). Fosfato de potassio dibasico triidratado (K;HPO,
x 3H,0) foi obtido da Merck (Darmstadt, Alemanha). O meio de cultura Ham’s F-12 (sem fenol e
sem glutamina) foi obtido da Vitrocell (Campinas, Sdo Paulo, Brasil), manitol da Casa da
Quimica (Diadema, Sao Paulo, Brasil) e sacarose da Labsynth (Diadema, Sao Paulo, Brasil).
Os outros reagentes utilizados nos experimentos desta dissertacdo foram de alto grau de

pureza.

3.2. Preparagao dos filmes peptidicos — Os peptideos liofilizados foram estocados a -20°C e
antes da solubilizagao destes, cada frasco contendo 1 mg foi incubado a temperatura ambiente
por 30 minutos. A seguir os peptideos AB40 e AB42 foram dissolvidos em 231 pL e 222 uL de

HFIP para se obter solugbes 1 mM dos peptideos. O HFIP foi adicionado utilizando-se uma
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seringa Hamilton GASTIGHT (1001LTN) de 1 mL com émbolo de teflon. Os frascos foram
mantidos fechados em temperatura ambiente por 60 minutos. Logo apods este periodo, os
frascos foram colocados em banho de gelo por 5-10 minutos e depois esta solugido foi
aliquotada em 6 tubos de microcentrifuga utilizando uma seringa Hamilton GASTIGHT (1705N)
de 50 yL com émbolo de teflon. Os tubos foram mantidos por 90 minutos em uma capela para
permitir a evaporagédo do HFIP. Os filmes peptidicos resultantes foram centrifugados a vacuo
por 10 minutos em temperatura ambiente utilizando uma centrifuga Eppendorf Vacufuge
Concentrator, modelo 5301 (1400 rpm fixos; vacuo 20 mbar) e estocados a -80°C por até 60

dias (Parks et al., 2001; Klein, 2002; Stine et al., 2003).

3.3. Preparagao das solucgoes do peptideo AB — Os filmes dos peptideos AR40 e AB42 foram
ressuspensos para uma concentracdo de 6 mM em dimetilsulféxido (DMSO) com auxilio de
uma pipeta monocanal de volume variavel Eppendorf Research e posteriormente foram
mantidos em um banho sonicador (Microsonic SX-20) por 10 minutos. O peptideo AB42
oligomérico foi preparado diluindo sua solugdo 6 mM em DMSO para uma solugéo final de 1
mM em meio de cultura (Ham’s F-12 sem fenol e sem glutamina) sendo imediatamente
homogeneizada em vértex por 30 segundos e incubada a 4°C por 24 horas. A forma fibrilar do
peptideo AR42 foi obtida pela diluicdo da solugdo 6 mM em DMSO para uma solugao 1 mM em
acido cloridrico (HCI) 10 mM, sendo imediatamente homogeneizada em voértex por 30 segundos
e incubada a 37°C por 24 horas. Para a condicdo monomeérica, o peptideo Ap40 6 mM em
DMSO foi diluido para 1 mM em meio de cultura (Ham’s F-12 sem fenol e sem glutamina),
homogeneizado por 30 segundos em vortex e utilizado em até 4 horas (Parks et al., 2001; Klein,
2002; Stine et al., 2003). Solugbes controles, sem os peptideos AR, foram preparadas em

paralelo, seguindo todos os passos descritos acima.
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3.4. Incubagao das mitocondrias com o peptideo AB — Para avaliar o efeito do peptideo AB
na respiragao mitocondrial, captacao de calcio, producao de espécies reativas de oxigénio e na
fluidez de membrana, mitocondrias foram incubadas com o peptideo AB em diferentes
concentragdes (12 ou 24 uM) a 30°C. Para cada experimento, solugbes controles também

foram utilizadas.

3.5. Animais de experimentagao — Os procedimentos experimentais utilizados neste estudo
foram aprovados pela Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA), FCM/UNICAMP,
por estarem de acordo com os Principios Eticos na Experimentagao Animal (protocolo n° 1536-
1 de 19 de maio de 2008). Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos, adultos,
pesando entre 250 a 300 g, obtidos no biotério central da Universidade Estadual de Campinas
(CEMIB - Centro Multidisciplinar para Investigagdo Biologica). Os animais foram alojados em
gaiolas mantidas em sala climatizada a 22 + 2°C, com ciclo de 12 horas claro e escuro, com

livre acesso a agua e ragao Nuvilab CR-1 irradiada da Nuvital (Dois Vizinhos, Parana, Brasil).

3.6. Isolamento das fragoes mitocondriais (fragdo contendo mitocéndrias sinaptossomais
e nao-sinaptossomais) — Cérebros de dois animais foram rapidamente removidos (1 minuto),
sendo que o cerebelo e o tronco encefalico foram descartados. Para o isolamento de uma
fracdo contendo uma mistura de mitocOndrias sinaptossomais e nao-sinaptossomais de
cérebro, utilizamos o método de centrifugacao diferencial descrito por Rosenthal et al. (1987)
com algumas modificagdes. O tecido cerebral foi removido e colocado num recipiente com 10
mL de meio de isolamento contendo manitol 220 mM, sacarose 75 mM, EGTA-K* 1 mM, BSA
0,1% e HEPES-K" 5 mM (pH 7,4). Os cérebros foram cortados em pequenos pedagos e
extensivamente lavados. Estes fragmentos foram homegeneizados manualmente em
homogeneizadores tipo Dounce por aproximadamente 6 vezes com pistilo frouxo e 8 vezes com
o pistilo apertado para provocar lise celular e obtengdo de uma suspensdo homogénea. A

40



suspenséo foi centrifugada por 3 minutos a 2.000 x g em rotor Beckman 25.50 JA (Beckman,
Palo Alto, CA, USA) para precipitacdo de nucleos e residuos celulares. Apds a primeira
centrifugacao, o sobrenadante foi novamente centrifugado por 8 minutos a 12.000 x g. O
sedimento resultante foi ressuspenso em 20 mL do mesmo meio de isolamento com adigido de
40 pL de digitonina 10% e centrifugado durante 10 minutos a 12.000 x g. O sobrenadante e o
pellet mais externo e superior (parte clara) foram descartados e apenas o pellet central (escuro)
foi ressuspenso em meio contendo manitol 220 mM, sacarose 75 mM, HEPES-K* 5 mM e BSA
0,1% (pH 7,4) e novamente centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos. Todas as centrifugacbes

foram realizadas a 4°C. O sedimento foi ressuspenso e mantido em banho de gelo.

3.7. Isolamento de fragdes enriquecidas de mitocondrias sinaptossomais ou nao-
sinaptossomais — Cérebros de dois animais foram rapidamente removidos (1 minuto), sendo
que o cerebelo e o tronco encefalico foram descartados. Para o isolamento de fragdes
enriquecidas de mitocondrias sinaptossomais ou nao-sinaptossomais, utilizamos o método de
centrifugacao diferencial descrito por Sims (1990) com algumas modifica¢des. O tecido cerebral
foi removido e colocado num recipiente com 10 mL de meio de isolamento | (manitol 225 mM,
sacarose 75 mM, EDTA-K* 1 mM e HEPES-K* 10 mM; pH 7,4). Os cérebros foram cortados em
pequenos pedagos e extensivamente lavados. Estes fragmentos foram homogeneizados
manualmente em homogeneizadores tipo Dounce por aproximadamente 6 vezes com pistilo
frouxo e 8 vezes com o pistilo apertado para provocar lise celular e obtencdo de uma
suspensdo homogénea. A suspensao foi centrifugada por 3 minutos a 1.300 x g em rotor
Beckman 25.50 JA (Beckman, Palo Alto, CA, USA) para precipitacao de nucleos e residuos
celulares. O sobrenadante foi separado (S1) e o pellet foi ressuspendido e centrifugado
novamente como descrito na etapa anterior. Apds essa centrifugagcido, o sobrenadante obtido
(S2) foi adicionado ao S1 e centrifugado por 10 minutos a 20.000 x g. O sedimento resultante foi

ressuspenso em aproximadamente 16 mL do gradiente de Percoll 15% e distribuido em 6 tubos
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com grandientes descontinuos de Percoll, 23 e 40% (pH 7,2). Os gradientes de Percoll foram
preparados em meio |. Os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 30.000 x g, com
aceleracao e desaceleracao lentas. Trés bandas de material foram formadas sobre os
gradientes de Percoll, sendo que a banda sobre o gradiente de Percoll 23% (Fragdo 2)
corresponde a fragdo enriquecida de sinaptossomas e a fragdo formada sobre o gradiente de
Percoll 40% (Fragéo 3) € enriquecida de mitocondrias nao-sinaptossomais. Para a obtengao de
mitocdndrias nao-sinaptossomais, a Fracao 3 € separada, diluida em meio de isolamento | e
centrifugada por 10 minutos a 17.000 x g. O sobrenadante é descartado e o pellet é
ressuspenso em BSA 1% e meio de isolamento Il (manitol 225 mM, sacarose 75 mM, EDTA-K"
200 uM e HEPES-K* 10 mM; pH 7,4) e centrifugado por 10 minutos a 10.000 x g. O sedimento
obtido foi ressuspenso em meio de isolamento 3 (manitol 225 mM, sacarose 75 mM e HEPES-
K" 10 mM; pH 7,4) e mantido em banho de gelo. Todas as centrifugagdes foram realizadas a

4°C.

Para experimentos comparativos entre mitocondrias sinaptossomais e néao-
sinaptossomais, as Fragbes 2 e 3 descritas acima, obtidas apds a centrifugacao do gradiente de
Percoll, foram separadas e tratadas com digitonina 0,01% para promover a permeabilizagao dos
sinaptossomas. Foram adicionados 10 L de digitonina 10% aos pellets ressuspensos em BSA
1% e meio de isolamento Il (10 mL), que foram centrifugados por 10 minutos a 10.000 x g. Os
sobrenadantes foram descartadados e os pellets ressuspensos em meio de isolamento Il e
novamente centrifugados por 10 minutos a 10.000 x g. Os sedimentos enriquecidos de
mitocdndrias sinaptossomais ou nao-sinaptossomais foram ressuspensos em meio 3 e

mantidos em banho de gelo.

3.8. Determinagao de proteina — As concentragbes de proteina das suspensdes mitocondriais

foram determinadas pelo método de Biureto (Gornall et al., 1949) na presencga de colato 0,2%.
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O método é baseado na reagéo de sulfato de cobre em meio alcalino (reativo de biureto) com
proteinas e peptideos, dando origem a um complexo com tonalidade violeta, quantificado a 540
nm em espectrofotbmetro. A absorbéncia € considerada diretamente proporcional a
concentracao de proteina na solugao analisada. Uma solugdo de BSA a 1% foi utilizada como

padréo.

3.9. Medida do consumo de oxigénio — O consumo de O, por suspensdes de mitocdndrias
isoladas de cérebro foi monitorado polarograficamente utilizando-se um eletrodo tipo Clark
marca Hansatech com o uso do software Oxygraph Plus V 1.01 (Hansatech Instruments Ldt
England). Considerou-se que a solubilidade do O, em agua é de 235 pmol x L™, a 30°C e 1 atm
(Reynafarje et al., 1985). As suspensdes foram adicionadas ao meio de reagéo contendo KCI
130 mM, HEPES-K* 20 mM, K,HPO, 2 mM, MgCl, 1 mM e EGTA 200 uM (pH 7,2) e mantidas
em camara fechada (0,75 mL), termostatizada a 30°C, sob agitacdo constante, na presenca ou
auséncia dos peptideos AB. A qualidade das mitocéndrias foi avaliada pela determinagdo do
controle respiratério (CR), calculado pela razédo entre as velocidades de consumo de O, nos
estados de fosforilagao oxidativa (estado 3) e repouso (estado 4). A suspensédo mitocondrial foi
considerada adequada para o uso quando esta razao foi superior a 5,0 utilizando malato 5 mM

e glutamato 5 mM como substratos.

3.10. ADP/O — A razdo ADP/O indica o numero de moléculas de ADP fosforiladas para ATP

quando dois elétrons sao transferidos de um substrato através da cadeia respiratéria para a

reducao de um oxigénio (%Oz). Esse valor foi calculado a partir da adigcado de 300 uM de ADP em

suspensdes mitocondriais (0,5 mg/mL) em meio de reagédo contendo KCI 130 mM, HEPES-K*
20 mM, Ko;HPO, 2 mM e EGTA 200 uM (pH 7,2) e mantidas em camara fechada (0,75 mL),

termostatizada a 30°C, sob agitagao constante, na presenga ou auséncia dos peptideos AR.
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3.11. Captagdo de Calcio — A concentracdo de Ca®* extramitocondrial foi monitorada
utilizando-se o sal de hexapotassio Calcium Green-5N (CaG-5N). Mitocéndrias isoladas (0,5
mg/mL) foram suspensas em meio de reagdo (KCl 130 mM, HEPES-K* 20 mM, K,HPO4 2 mM,
MgCl, 4 mM; pH 7,2) contendo EGTA 15 yuM, malato 5 mM e glutamato 5 mM, ADP 50 uM,
oligomicina 1 pug/mL e CaG-5N 0,2 pyM, na presenca ou auséncia dos peptideos AB. A
fluorescéncia foi continuamente monitorada a 30°C usando um espectrofluorimetro (Shimadzu
RF-5301pc) com comprimentos de onda de excitagdo e emissdao de 506 e 532 nm,

respectivamente, com largura das fendas de 5 nm (Murphy et al., 1996).

3.12. Espécies reativas de oxigénio — A produgédo de perdxido de hidrogénio (H,O,) pelas
mitocdndrias isoladas foi determinada fluorimetricamente através da conversdo de Amplex Red®
10 uM na presenca de peroxidade de raiz forte (HRP) 1 U/mL, a um composto altamente
fluorescente, resorufina (Zhou et al., 1997). A fluorescéncia foi monitorada ao longo do tempo
em um espectrofluorimetro Shimadzu RF-5301p¢ usando comprimentos de onda de excitagao e
emissdo de 563 e 587 nm, respectivamente, com largura das fendas de 5 nm. Sob estas
condicbes, um aumento linear na fluorescéncia indica um aumento da taxa de producgdo do
H,O, pelas mitocdndrias. Uma curva de calibracao foi feita através da adi¢gao de concentragoes

conhecidas de peroxido de hidrogénio.

3.13. Ultrafiltracdo — Solugbes controle e dos peptideos AR foram adicionados ao meio de
reagdo (KCl 130 mM, HEPES-K* 20 mM, K,HPO4 2 mM, MgCl, 1 mM e EGTA 200 uM; pH 7,2)
contendo malato e glutamato 5 mM e aliquotadas em 2 Filtros Amicon® Ultra - 0,5 mL 3K
Ultracel® (Millipore, Carrigtwohill, Co. cork, Ireland. Lot# ROEN02788), que foram centrifugados
por 20 minutos a 14.000 x g (Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415 R - rotor de angulo fixo;

45°). Para a recuperacao do material retido, os filtros foram invertidos e centrifugados por 2
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minutos a 1.000 x g. Ao volume obtido apds a centrifugagéo foi adicionado meio de reagéo,

malato 5 mM e glutamato 5 mM.

3.14. SDS-PAGE — Quantidades iguais dos peptideos AB40 monomérico, AB42 oligomérico e
AB42 fibrilar (7 ug), apos incubagdes por até 24 horas, foram homogeneizadas em tampao
Laemmli 2x concentrado contendo 2% de SDS, 125 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 50% de glicerol e
0,005% de azul de bromofenol, em uma raz&o de amostra/tampao de 1:1. Os peptideos foram
caracterizados eletroforeticamente em SDS-PAGE 17%, em tamp&o contendo 0,25 M de Tris
(pH 8,3), 1,92 M de glicina e 1% de SDS. Utilizou-se como padrdo de peso molecular o
PageRuler™ Prestained Protein Ladder #SM0671 (Fermentas, Lot# 00049756). Os géis foram
submetidos a uma amperagem constante (20 mA) durante 2,5 a 3,5 horas utilizando uma fonte
BIO-RAD Power Pac 200. A eficacia da caracterizagao por eletroforese foi verificada através da
coloragao por prata, utilizando o kit Pierce® Silver Stain (Thermo Scientific, Lot # LA140640A),

de acordo com as instrugbes do fabricante.

3.15. Medidas de fluidez de membrana — Mudancgas na fluidez de membranas mitocondriais
de cérebro de rato foram avaliadas por mudancas na anisotropia fluorescente (r) de marcador
ligado a mitocondria. Foi utilizado como sonda o 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) que monitora
a fluidez de fases altamente hidrofobicas (Kawato et al., 1977). DPH 5 pyM foi adicionado em
suspensdes de mitocdndrias 0,5 mg/mL sob agitagdo em meio de reacdo contendo KCI 130
mM, HEPES-K* 20 mM, K;HPO, 2 mM, MgCl, 1 mM e EGTA 200 uM (pH 7,2) e a mistura foi
incubada por 40 minutos a 30°C antes de se medir a fluorescéncia polarizada. A fluorescéncia
foi monitorada ao longo do tempo em um espectrofluorimetro Shimadzu RF-5301pc usando
comprimentos de onda de excitacdo e emissao de 340 e 460 nm, respectivamente, com largura

das fendas de 5 nm. Os valores de anisotropia foram obtidos pelas medidas de I, e Iy, isto €&,
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as intensidades do plano horizontal e perpendicular ao plano vertical da polarizagdo da fonte de

excitagdo, respectivamente.

A Anisotropia (r) foi definida pela equagao:

r= (la-Gl)/(ln+2Glur)

Onde G ¢ igual a Iw/Ih, € é o fator de corregao de artefatos instrumentais.

Quanto maior a anisotropia observada, menor ¢ a fluidez de membrana.

3.16. Analise estatistica — As analises estatisticas foram determinadas utilizando-se o software
GraphPad Prism 5 (San Diego, USA). Os dados experimentais foram expressos como sendo a
média dos valores * erro padrao da média (média + e.p.m.), submetidos a analise de variancia
(ANOVA), seguida pelo pos-teste de Bonferroni para comparagdes multiplas ou teste t de
Student quando apenas um parametro foi comparado entre dois grupos. Todas as figuras
apresentadas nos resultados sdo representativas de pelo menos trés experimentos

independentes.
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4. Resultados
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Primeiramente, para verificar se o protocolo de preparagao e agregagao dos peptideos
ApB estava funcionando de acordo com o reportado na literatura (Parks et al., 2001; Klein, 2002;
Stine et al., 2003), realizamos avaliagdes em eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE).

Aplicamos no gel de poliacrilamida 7 ug de cada forma do peptideo AB para que
pudéssemos observar as formas agregadas do peptideo AB42 e a forma ndo-agregada do
peptideo AB40. Os resultados da Figura 1 mostram a forma monomérica do peptideo AB40
como uma banda abaixo do marcador de peso molecular de 10 kDa, o que esta de acordo com
o0 peso molecular deste peptideo que é de 4.329 Da. Em relagcdo ao peptideo AB42,
conseguimos visualizar a presenca de tetrdmeros correspondentes a forma oligomérica (cabeca
de seta), quando este foi preparado em meio de cultura Ham's F-12 (sem fenol e sem
glutamina) e incubado por 24 horas a 4°C. As setas menores indicam a forma fibrilar do
peptideo ApP42, obtida quando este foi preparado em HCI 10 mM e incubado por 24 horas a
37°C. Observa-se ainda a presenga da forma monomérica do peptideo AB42 juntamente com
as formas oligomérica ou fibrilar. Estes resultados demonstram que o protocolo de preparo das
formas agregadas e nao-agregadas dos peptideos esta de acordo com perfil de agregagao
reportado na literatura (Mason et al., 1999; Dahlgren et al., 2002; Stine et al., 2003; Sanz-Blasco
et al., 2008). A seguir, iniciamos a avaliacdo do efeito das diferentes formas de agregacao dos

peptideos AR em mitocéndrias isoladas.
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Figura 1 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 17% dos peptideos AB. Perfil dos
peptideos AB40 e AB42 apdés um periodo de 0 e 24 horas de incubagdo, respectivamente. Para a
condicao “Oligomer” o peptideo AB42 foi incubado em meio de cultura Ham’s F-12 (sem fenol e sem
glutamina), enquanto para a condi¢ao “Fibril” o peptideo AB42 foi mantido em HCI 10 mM. A cabeca de
seta indica as bandas referentes a forma oligomérica (tetrdmeros) e as setas pequenas indicam os
agregados da forma fibrilar do peptideo AB42. Dados representativos de 3 experimentos independentes.
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Os resultados mostrados na Figura 2 sao referentes ao estudo do efeito de diferentes
formas de agregacao de peptideos AR, nas concentracdes de 12 e 24 uM, no consumo de
oxigénio por mitocOndrias isoladas de cérebro de rato na presenca de substratos para o
complexo | da cadeia respiratéria. O consumo de oxigénio mitocondrial foi acompanhado no
estado respiratério 3 (Chance e Williams, 1955), isto €, durante a fosforilagdo de ADP, quando
ocorre um estimulo da respiragao mitocondrial e na presenga de oligomicina (estado 4), um

inibidor da fosforilagdo oxidativa.

A velocidade de consumo de oxigénio durante o estado respiratério 3, utilizando malato
e glutamato como substratos respiratérios, ndo apresentou redugao significativa na presenca
dos peptideos AB nas concentracoes de 12 e 24 pM. No entanto, os peptideos AR
apresentaram efeito estimulatério na respiragao no estado 4, sendo o peptideo AB42 fibrilar
responsavel por um estimulo de 29,2%, o ApB42 oligomérico de 31,0% e o AB40 pelo maior
estimulo, de 39,3%. Este estimulo do consumo de oxigénio no estado respiratério 4 se refletiu
em reducao do controle respiratério. O tragcado representativo da respiracéo (Painel D) mostra o

estimulo do estado respiratério 4 na presencga de 24 uM do peptideo AB40.
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Figura 2 — Efeito dos peptideos Af na respiragdo mitocondrial. Mitocondrias isoladas de cérebro de
rato (0,5 mg/mL) foram incubadas a 30°C em meio de reagdo padrdo (pH 7,2) contendo malato 5 mM e
glutamato 5 mM na presencga ou auséncia de concentragdes variadas dos peptideos AB (12 ou 24 uM).
ADP 800 pM e oligomicina 1 pg/mL foram adicionados posteriormente para se estimar o consumo de
oxigénio nos estados 3 e 4, respectivamente. Painéis A e B: Efeito dos peptideos AB nas concentragdes
de 12 e 24 uyM no consumo de oxigénio durante o estado 3 (A) e estado 4 (B) da respiragido. Painel C:
Efeito dos peptideos AR nas concentragbes de 12 e 24 uyM no controle respiratério (estado 3/estado 4).
Painel D: Tragados representativos dos experimentos controle e na presenga do peptideo ApR40
monomérico 24 uM. Dados dos Painéis A, B e C representam a média + e.p.m. de pelo menos 4
experimentos independentes realizados em duplicata. *Significativamente diferente de seu respectivo
controle, p<0,05. **Significativamente diferente de seu respectivo controle, p<0,01. BM = mitocondria de
cérebro de rato; Ol. = oligomicina; RCR = controle respiratério.
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Os dados mostrados nas Tabelas | e Il sdo referentes a experimentos onde avaliamos o
efeito das solugdes controles dos peptideos AR na respiracdo mitocondrial. Verifica-se que
estas solugbes controles nao alteraram significativamente as velocidades de respiragdo nos

estados 3 e 4.

Tabela l

Avaliacao do efeito da solugao utilizada nos experimentos com 24 uM de A40

monomeérico ou de AB42 oligomérico.

Estado 3 Estado 4 CR

(nmol Oo/mg/min) (nmol O,/mg/min) (estado 3/estado 4)

49,49 + 2,48 6,04 + 0,18 8,19+ 0,31
Sem adigbes
(100,0 + 5,0%)  (100,0 + 2,9%) (100,0 + 3,8%)

49,68 + 2,74 5,88+0,19 8,43+ 0,33
Solugéo controle
(100,4 + 2,4%) (97,4 £ 1,2%) (102,9 £ 3,1%)

Tabela ll

Avaliacao do efeito da solugao utilizada nos experimentos com 24 uM de AB42 fibrilar.

Estado 3 Estado 4 CR

(nmol O,/mg/min) (nmol O,/mg/min) (estado 3/estado 4)

49,04 + 3,07 6,74 £ 0,63 7,46 £ 0,62
Sem adigbes
(100,0 + 6,3%) (100,0 £ 9,4%) (100,0 £ 8,3%)

46,21 + 3,08 6,27 + 0,46 7,44 £ 0,46
Solugéo controle
(92,2 + 2,2%) (93,1 £ 4,6%) (99,7 £ 3,1%)
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Considerando que a forma monomérica do peptideo ABR40 foi a que induziu alteracdes
mais marcantes na respiragdo mitocondrial (Figura 2), os proximos estudos utilizaram
principalmente este peptideo. Para avaliar o efeito deste peptideo na eficiéncia da fosforilacao
de ADP para ATP, estimamos a razao ADP/O. Foram conduzidos experimentos a 30°C sob
agitacao magnética constante, em meio de reacao (750 pL) contendo substratos respiratérios e
na auséncia ou presenca do peptideo AB40 24 uM (Figura 3). A fosforilagdo do ADP foi iniciada
pela adicao de ADP 300 uM apds 5 minutos de pré-incubagao da suspensao mitocondrial (0,5

mg/mL) na presenca de solugao controle ou de peptideo ApR40.

A razdo ADP/O em suspensbes mitocondriais na condicdo controle e na presenca do
peptideo AB40 24 uM foi de 2,18 £ 0,08 e 1,94 * 0,06, respectivamente. Esta diferenca indica

uma perda da eficiéncia da fosforilagao oxidativa de 11%.
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Figura 3 — Efeito do peptideo AB40 na razao ADP/O. MitocOndrias isoladas de cérebro de rato (0,5
mg/mL) foram incubadas a 30°C, em meio de reagéo padrédo (pH 7,2) contendo malato 5 mM e glutamato
5 mM na presencga ou auséncia do peptideo AR40 (24 uM). ADP 300 uM foi adicionado apds 5 minutos
de pré-incubacdo para iniciar a fosforilagdo oxidativa. Dados representam a média + e.p.m. de 4
experimentos independentes realizados em duplicata. *Significativamente diferente de seu respectivo

controle, p<0,05.
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Com o objetivo de verificar o efeito do peptideo AB40 em mitocdndrias cerebrais
purificadas, sem o uso do detergente digitonina no isolamento, estudamos o efeito deste
peptideo em experimentos de consumo de oxigénio com mitocdndrias nao-sinaptossomais
(Figura 4). Essa fragdo mitocondrial quando incubada com a solugao controle apresentou
valores absolutos de consumo de oxigénio de 51,90 + 1,47 e 8,81 + 0,35 nmol O, x min” x mg™
de proteina, respectivamente para os estados 3 e 4 da respiracdo; e controle respiratorio de
5,91 £ 0,11. Na presenca do peptideo AB40, na concentracdo 24 uM, os valores foram de 49,01
+ 1,34 e 10,02 + 0,37 nmol O, x min” x mg™" de proteina, respectivamente para os estados 3 e
4 da respiragao, enquanto o valor do controle respiratério foi de 4,91 + 0,13. A partir destes
valores constatou-se que na presencga do peptideo AB40 houve uma reducdo do estado 3 de
5,6% e um estimulo de 13,4% do estado 4, culminando em uma reducgao de 16,9% do controle

respiratorio.
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Figura 4 — Estimulo do estado 4 pelo peptideo AB40 em mitocondrias nao-sinaptossomais.
Mitocondrias nao-sinaptossomais isoladas de cérebro de rato (0,5 mg/mL), sem o uso de digitonina no
isolamento, foram incubadas a 30°C, em meio de reagédo padrdo (pH 7,2) contendo malato 5 mM e
glutamato 5 mM, na presenca ou auséncia do peptideo Ap40 24 uM. ADP 800 uM e oligomicina 1 pg/mL
foram adicionados posteriormente para se estimar o consumo de oxigénio nos estados 3 e 4,
respectivamente. Dados representam a média + e.p.m. de 4 experimentos independentes realizados em
duplicata. *Significativamente diferente de seu respectivo controle, p<0,05. **Significativamente diferente
de seu respectivo controle, p<0,01.
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Como nos experimentos com mitocondrias nao-sinaptossomais o peptideo AR40
apresentou um pequeno efeito estimulatério do estado 4, surgiu a hipotese de que uma fracao
de mitocbndrias sinapticas seria mais suscetivel ao peptideo Ap40. Desta forma, conduzimos
experimentos comparativos entre fragdes enriquecidas de mitocdndrias sinaptossomais e nao-
sinaptossomais. Digitonina 0,01% foi utilizada para permeabilizar os sinaptossomas e obtencéo
de uma fracdo enriquecida de mitocdndrias sinaptossomais. Para padronizar as condigdes
experimentais, digitonina também foi utilizada na obtengdo de uma fragcdo enriquecida de

organelas nao-sinaptossomais.

Os resultados da Figura 5 mostram que na presencga do peptideo AB40, mitocdndrias
sindpticas tiveram uma reducao de 8,5% no consumo de oxigénio durante o estado 3, estimulo
de 37,6% do estado 4 da respiracdo e reducao de 32,4% do controle respiratério quando
comparadas ao controle. Ja as mitocdndrias nao-sinaptossomais apresentaram redugdo de
6,9% do estado 3, estimulo de 15,4% do estado 4 e redugao de 18% do controle respiratério.
Desta maneira, constata-se que, de fato, mitocéndrias sinaptossomais foram mais suscetiveis

ao peptideo AB do que mitocéndrias nao-sinaptossomais.
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Figura 5 — Efeito do peptideo AB40 em mitocondrias nao-sinaptossomais e sinaptossomais.
Mitocondrias ndo-sinaptossomais e sinaptossomais isoladas de cérebro de rato (0,5 mg/mL), com o uso
de digitonina 0,01% no isolamento, foram incubadas a 30°C, em meio de reagao padrao (pH 7,2)
contendo malato 5 mM e glutamato 5 mM na presenga ou auséncia do peptideo AB40 24 uM. ADP 800
MM e oligomicina 1 pg/mL foram adicionados posteriormente para se estimar o consumo de oxigénio nos
estados 3 e 4, respectivamente. Painel A: Efeito do peptideo AB40 24 uM no consumo de oxigénio por
mitocondrias ndo-sinaptossomais. Painel B: Efeito do peptideo AB40 24 uM no consumo de oxigénio por
mitocondrias sinaptossomais. Dados representam a média £ e.p.m. de pelo menos 4 experimentos
independentes realizados em duplicata. *Significativamente diferente de seu respectivo controle, p<0,05.
**Significativamente diferente de seu respectivo controle, p<0,01.
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Alteracbes na atividade respiratoria mitocondrial podem reduzir a eficiéncia de
transferéncia de elétrons, resultando ndao somente em uma diminuicdo da producédo de ATP,
mas também em aumento na geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Alexeyev et al.,
2004). Com o intuito de verificar o efeito dos peptideos AR na produgdo mitocondrial de
espécies reativas de oxigénio, realizamos experimentos para se estimar a producao de peréxido
de hidrogénio (H,O,) por mitocéndrias isoladas incubadas na presenga dos peptideos AR40 e
AB42 oligomérico (Figura 6). Os resultados obtidos mostram que o peptideo AB40 reduziu a
producéo de H,O, no estado 3 em 29,7% e no estado 4 em 71,5%. Ja o peptideo AB42 mostrou
um efeito menos significativo, com redug¢ao da produgao de EROs no estado 3 de 13,1% e no

estado 4 de 29,4%.
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Figura 6 — Inibicdo da producido de espécies reativas de oxigénio em mitocondrias tratadas com
os peptideos AB40 e AB42. MitocOndrias isoladas de cérebro de rato (0,5 mg/mL) foram incubadas a
30°C, por um periodo de 5 minutos, em meio de reagdo padrdo (pH 7,2) contendo malato 5 mM e
glutamato 5 mM, Amplex Red 10 uM e HRP 1 U/mL na presenca ou auséncia do peptideo Ap40
monomeérico ou AB42 oligomérico (24 uM), ADP 800 uM e oligomicina 1 ug/mL. Dados representam a
média + e.p.m. de 3 experimentos independentes. **Significativamente diferente de seu respectivo
controle, p<0,01. O peptideo ApR42 oligomérico na auséncia de mitocondrias isoladas produz 2,41 + 1,44
pmol H,O,/min.
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Para confirmar que os efeitos observados nos experimentos sdo de fato decorrentes do
peptideo AB e ndo de contaminantes da preparagao (p. ex.: acido trifluoracético, sédio, fosfato e
acido acético), realizamos um processo de ultrafiltragcido da solugdo contento o peptideo. A
ultrafiliragdo consiste na separagdo de particulas extremamente pequenas e de moléculas
dissolvidas em meio aquoso, sendo que o principio basico deste processo consiste na
separacgao pelo peso molecular. Neste experimento, o peptideo AB40 foi adicionado ao meio de
reacao contendo malato e glutamato e esta solugéo foi submetida a ultrafiltragdo utilizando-se
um filtro para reter moléculas com peso molecular maior que 3 kDa. O Painel A da Figura 7
mostra que a solucao filtrada ndo apresenta o mesmo efeito do peptideo AB40 no consumo de
oxigénio por mitocondrias isoladas (ver Figura 2). De modo a recuperar o peptideo retido
durante a ultrafiltragdo, os filtros foram invertidos e centrifugados a 1.000 x g por 2 minutos. Um
pequeno volume foi obtido depois deste processo e a este volume foi adicionado meio de
reagdo e substratos (malato e glutamato) nas mesmas condigbes do experimento com a
solucao filtrada. O Painel B mostra que este processo de recuperagao do peptideo foi capaz de
reproduzir parcialmente os efeitos observados anteriormente no consumo de oxigénio
mitocondrial. Desta maneira, vimos que os efeitos observados na respiragdo mitocondrial sao

realmente atribuidos a presencga do peptideo AB.
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Figura 7 — Efeitos do peptideo AB40 na respiragdao mitocondrial apés ultrafiltragido do meio.
Mitocondrias isoladas de cérebro de rato (0,5 mg/mL) foram incubadas a 30°C, em uma solugao
ultrafiltrada (Painel A) obtida a partir da centrifugagdo a 14.000 x g por 20 minutos em temperatura
ambiente do meio de reagao padrado (pH 7,2) contendo malato 5 mM e glutamato 5 mM na presencga ou
auséncia do peptideo AB40 24 uM. A solucao recuperada (Painel B) foi obtida a partir da centrifugacéo
do tubo invertido a 1.000 x g por 2 minutos do volume retido da filtragdo do meio de reagao na presenca
ou auséncia do peptideo AB40 24 uM. A solucdo recuperada foi adicionado meio de reacdo padrédo
contendo malato e glutamato. ADP 800 uM e oligomicina 1 ug/mL foram adicionados posteriormente para
se estimar os valores dos estados 3 e 4, respectivamente. Dados representam a média + e.p.m. de 4
experimentos independentes. **Significativamente diferente de seu respectivo controle, p<0,01.
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Mitocéndria e reticulo endoplasmatico sdo as duas principais organelas responsaveis
pela regulagdo da concentracao de calcio intracelular, sendo proposto que uma sobrecarga de
célcio mitocondrial teria um papel importante na ativacdo da morte celular em diversas
desordens neurodegenerativas, como por exemplo, na doenga de Alzheimer (Pivovarova e

Andrews, 2010).

Assim, avaliamos a capacidade de captacdo e retencdo de calcio por mitocéndrias
isoladas de cérebro de rato, utilizando o marcador molecular Calcium Green-5N. Néao
observamos diferenga na captacao e retencado de calcio por mitocdndrias isoladas tanto na
presenca do peptideo AB40 (Figura 8, Painel A), quanto na presenca do peptideo ABR42
oligomérico (Painel B). Quando os experimentos foram realizados na presenga ADP 200 uM e
ciclosporina 1 pM, inibidores da transicdo de permeabilidade mitocondrial (Zoratti e Szabo,
1995), as mitocondrias foram capazes de reter 110% a mais de Ca** adicionado (dados n&o

mostrados).
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Figura 8 — Peptideo AB40 nao altera a captagao de Ca®* por mitocéndrias isoladas. Mitocondrias
isoladas de cérebro de rato (0,5 mg/mL) foram incubadas a 30°C, em meio de reagdo (KCI 130 mM,
KoHPO4 2 mM, HEPES 20 mM, MgCl, 4 mM; pH 7,2) contendo malato 5 mM e glutamato 5 mM, ADP 50
MM, oligomicina 1 ug/mL, CaG-5N 0,2 yM e EGTA 15 yM. Painel A: O tragcado vermelho representa um
experimento conduzido na presenga de peptideo AB40 monomérico 24 uM. Painel B: O tragado
vermelho representa um experimento conduzido na presenca do peptideo AB42 oligomérico 24 uM.

Adicées de Ca®* 15 uM foram feitas a cada 4 minutos.
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Uma explicagao para as alteragcdes observadas na respiracdo mitocondrial poderia ser
que o peptideo AB40 interagisse com a membrana mitocondrial, uma vez que este possui
caracteristicas hidrofébicas, ocasionando uma mudanga na fluidez de membrana. Mason e
colaboradores (1999) mostraram que o peptideo AB40 em sua forma soluvel localiza-se na
regiao hidrofdbica, enquanto a sua forma agregada se associa sobretudo ao grupo hidrofilico de
membranas plasmaticas sinapticas. Para verificar essa possibilidade, conduzimos experimentos
para determinar alteragbes na fluidez de membrana mitocondrial induzidas pelo peptideo AR.
Neste experimento, mitocondrias de cérebro de rato foram carregadas com DPH 5 uM para as
medidas de anisotropia na presenca ou auséncia do peptideo AB40. Verificou-se que
mitocdndrias na presenca do peptideo AB40 tiveram um valor de anisotropia (r) de 0,180 *
0,0018, enquanto na condi¢do controle o valor foi de 0,173 = 0,0008 (Figura 9). Estes
resultados indicam que o peptideo AB40 leva a um aumento da anisotropia e

consequentemente uma diminuicdo da fluidez de membrana.
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Figura 9 — Alteracao da fluidez de membrana induzida pelo peptideo AB40. Mitocéndrias isoladas de
cérebro de rato (0,5 mg/mL) foram suspensas em meio de reagdo padrado (pH 7,2) e carregadas com
DPH 5 uM. A anisotropia, como indice de fluidez de membrana, foi determinada na presenga ou auséncia
do peptideo AB40 monomérico (24 uM) conforme descrito em Materiais e Métodos. Dados representam a
média + e.p.m. de 4 experimentos independentes. **Significativamente diferente de seu respectivo
controle, p<0,01.
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5. Discussao
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A primeira etapa deste trabalho foi a caracterizagao das diferentes formas de agregagao
dos peptideos AB. Os resultados obtidos (Figura 1) validaram o protocolo utilizado (Dahlgren et
al., 2002), que empregou o peptideo AB40 para a obtencao da forma monomeérica e o peptideo
AB42 para as formas oligomérica e fibrilar. Conforme observado por outros grupos (Mason et
al., 1999; Dahlgren et al., 2002; Stine et al., 2003; Sanz-Blasco et al., 2008), notamos a
presenca da forma monomérica juntamente com as formas oligomérica e fibrilar de AB42 em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE). Quando Stine et al. (2003) também analisaram a agregacgéo de
peptideos AB por microscopia de forca atbmica, a presenca da forma monomérica
concomitantemente as formas oligomérica e fibrilar ndo foi observada. Desta forma, estes
autores propuseram que algumas formas de agregacao de AB40 e ApP42, que foram preparadas
sob condigbes de formagao de oligbmeros e fibrilas, podem se dissociar durante a eletroforese

em gel de poliacrilamida (Dahlgren et al., 2002; Stine et al., 2003).

Com o protocolo de agregagao dos peptideos AB caracterizado, o préximo passo do
trabalho foi estudar o efeito toxico das formas oligomérica e fibrilar do peptideo AB42 e da forma
monomeérica do peptideo AB40 em mitocondrias isoladas de cérebro. Foram avaliadas as
velocidades de consumo de oxigénio durante a fosforilgdo de ADP (estado 3) e na respiragéao
de repouso (estado 4), obtida pela inibicdo da fosforilagdo oxidativa por oligomicina.
Observamos que os peptideos AB na concentracdo de 12 e 24 uM n&o causaram uma reducao
significativa do estado 3, porém estes peptideos na concentragédo de 24 uM estimularam a
respiragdo de repouso (estado 4) (Figura 2). Apesar de nao haver diferenga estatisticamente
significativa entre o efeito das formas oligomérica e fibrilar do peptideo Ap42 e da forma
monomeérica do peptideo AB40 na respiragdo no estado 4, houve uma tendéncia do AB40
monomeérico promover um maior estimulo (39%). Como esperado, o estimulo da respiragao de
repouso pelo peptideo AB levou a uma diminui¢cdo (de 11%) da razao ADP/O (Figura 3). Uma

razao ADP/O menor pode ser entendida como uma diminui¢ao na eficiéncia da mitocéndria em
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fosforilar ADP em ATP, ou seja, mais oxigénio e tempo precisam ser despendidos para produzir

uma determinada quantidade de ATP.

Nossos resultados indicando disfungao mitocondrial causada diretamente por peptideo
AB sdo complementares a varios estudos que ja evidenciaram alteragbes mitocondriais pela
exposicao de células intactas a estes peptideos (Abramov et al., 2003; Cardoso et al., 2004;
Reddy e Beal, 2005; Woodhouse et al., 2006; Vina et al., 2007; Sanz-Blasco et al., 2008;
Tillement et al., 2010). Em células intactas é mais provavel que a disfungcao mitocondrial seja
secundaria a alteracdes intracelulares e na membrana plasmatica provocadas pelo peptideo
AB, como o aumento da produgao de espécies reativas de oxigénio e excitotoxicidade (Abramov
et al., 2003; Demuro et al., 2005; De Felice et al., 2007; LaFerla et al., 2007; Sanz-Blasco et al.,
2008). E importante ressaltar que, enquanto em células intactas a forma oligomérica do
peptideo AB é a mais toxica (Dahlgren et al., 2002), em mitocdndrias isoladas notamos efeito
semelhante com todas as formas. Apesar de que alguns estudos evidenciaram o acumulo
intracelular de peptideos AR em tecido cerebral de pacientes com doenga de Alzheimer (Gouras
et al., 2000; Takahashi et al., 2002), a forma de agregacao predominante destes peptideos no

meio intracelular ainda é desconhecida.

Nossos resultados estdo de acordo com evidéncias de disfungbes do metabolismo
energético verificadas em pacientes com doenga de Alzheimer. Alguns estudos mostraram uma
menor concentragdo do aminoacido N-acetilaspartato (NAA), como um indicador de fungéo
mitocondrial neuronal e densidade (Kantarci, 2007; Moffett et al., 2007). Em um estudo
multicéntrico realizado por Jessen e colaboradores (2009), utilizando espectroscopia de prétons
por ressonancia magnética (‘H-MRS), foi observado que concentracdes de NAA e a razdo
metabdlico NAA/Cr foram mais baixas no lobo temporal medial em pacientes com doenca de

Alzheimer em comparagao com pacientes controles.
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Notadamente, através do uso de isolamentos enriquecidos com mitocéndrias
sinaptossomais e nao-sinaptossomais (neuronais € nao-neuronais), verificamos que
mitocOndrias sinaptossomais foram mais suscetiveis ao efeito do peptideo AR (Figura 5). De
certa forma, este resultado se correlaciona com a neurodegeneragéo observada na doenga de
Alzheimer, onde ha uma perda predominante de neurbnios colinérgicos (Contran et al., 2005).
Embora ndo tenhamos uma explicacdo molecular para a maior suscetibilidade de mitocondrias
sinapticas ao peptideo AR, isto pode ser devido ao fato de mitocbndrias sinapticas
apresentarem uma respiragdo em estado 4 mais acoplada do que mitocdndrias nao-sinapticas,
assim pequenas alteragdes na bioenergética mitocondrial podem ser suficientes para causar um
estimulo significativo na respiragcdo. Em adigdo, em estudo recente com camundongos
transgénicos que super expressam a PPA/AB humana foi observado predominantemente em
mitocdndrias sinapticas, quando comparadas a organelas nao-sinapticas, um comprometimento
do metabolismo oxidativo, representado por uma diminuicdo da respiracdo mitocondrial, niveis
elevados de ciclofilina D, estresse oxidativo e maior vulnerabilidade a transicdo de

permeabilidade mitocondrial (Du et al., 2010).

Quanto ao estimulo da respiracao de repouso pelo peptideo AB40, propomos que isso
se deva a alteragbes na estrutura da membrana mitocondrial interna causada por este peptideo.
Mostramos que na presenca de concentragdes micromolares do peptideo AB40 houve uma
diminuig¢ao de fluidez da membrana mitocondrial (Figura 9), o que pode levar a um aumento da
permeabilidade da membrana a prétons (Ricchelli et al., 1999). O efeito do peptideo AB40 na
fluidez de membrana mitocondrial esta de acordo com outros estudos (Muller et al., 1995;
Mason et al., 1999) que demonstraram que peptideos AB40 se intercalam profundamente no
nucleo de hidrocarbono da membrana sinaptica levando a alteragdes, dose-dependente, da
fluidez de membrana. Em adigcdo, alguns trabalhos evidenciaram alteragdes na fluidez de

membrana em material obtido de pacientes com doenga de Alzheimer. Enquanto Mecocci e
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colaboradores (1997) identificaram diminuicdo da fluidez de membrana mitocondrial, Ortiz e
colaboradores (2008) descreveram uma redugido na fluidez de membrana em particulas

submitocondriais e eritrocitos de pacientes com doencga de Alzheimer.

Varios estudos sugerem a ocorréncia de estresse oxidativo na disfungdo neuronal que
ocorre na doenga de Alzheimer (para revisdes recentes ver: Moreira et al.,, 2008; Sultana e
Butterfield, 2010). Este estresse oxidativo precede o surgimento das placas amildides e uma
maior quantidade de peptideo AB poderia ser gerada como uma resposta compensatodria pelos
neurbnios para atenuar este estresse (Goldsbury et al., 2008). Nossos resultados mostraram
que os peptideos AB40 monomérico e AB42 oligomérico reduziram a produgdo de EROs em
mitocOndrias isoladas (Figura 6). Este fato se deve ao desacoplamento parcial promovido pelos
peptideos AB na respiragdo mitocondrial (estimulo do estado 4) (Votyakova e Reynolds, 2001).
Conforme relatado na literatura (Huang et al.,, 1999), observamos que peptideos AB42
oligoméricos, na auséncia de mitocéndrias, produzem uma pequena quantidade de H,0O, (2,41
pmol H,O,/min). Nossos resultados indicam que o estresse oxidativo observado na doenga de

Alzheimer nao se deve a um efeito direto de peptideos AB na produgcao mitocondrial de EROs.

Apesar dos resultados de consumo de oxigénio e geragcdo de EROs mostrarem
alteracbes no metabolismo mitocondrial, ndo observamos alteragbes na capacidade de
captagao e retencdo de Ca®* por mitocondrias na presenca de peptideos AB40 e AB42 (Figura
8). Este resultado pode ser explicado pelo fato de que a quantidade total de Ca** captado néo
depende do potencial de membrana, quando este esta acima de 130 mV (Nicholls, 1978).
Portanto, uma pequena despolarizagdo mitocondrial promovida pelos peptideos AB nao afeta a

quantidade total de Ca®* captado pelas mitocondrias.

Trabalhos anteriores de outros grupos ja avaliaram o efeito de peptideos AB em

mitocdndrias isoladas (Canevari et al., 1999; Rodrigues et al., 2000; Moreira et al., 2001; Casley
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et al., 2002; Kim et al., 2002; Moreira et al., 2002; Aleardi et al., 2005). Os principais resultados

encontrados por estes autores serédo apresentados e brevemente discutidos a seguir.

Moreira et al (2001 e 2002) demonstraram que, na presenga de concentragdes
micromolares de Ca®', o fragmento 25-35 do peptideo AR (AB25-35; 100 M) causou uma
diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial relacionada a indugdo da transicdo de
permeabilidade mitocondrial. Mitocéndrias de cérebro foram mais suscetiveis ao efeito de AB25-
35 que organelas de figado. O peptideo AB40 (2 pM) teve um efeito semelhante quando
comparado ao peptideo AB25-35 (50 uM). Os autores atribuiram o maior efeito do peptideo
AB40 ao fato deste ter sido pré-incubado para formagéao de agregados, mas nao descreveram o
modo de preparo € o tempo de incubacao; e o peptideo AR25-35 foi utilizado nos experimentos
sem pré-incubagéao. Os trabalhos de Moreira e colaboradores (2001 e 2002) focaram nos efeitos
do peptideo AR25-35, sendo que apenas um resultado experimental com AB40 foi reportado, o
que dificulta uma comparagdo com o nosso protocolo, onde nio obtivemos indugéo da transicao

de permeabilidade de membrana na presenca deste peptideo.

Rodrigues e colaboradores (2000) e Kim e colaboradores (2002) observaram
inchamento mitocondrial e liberagdo de citocromo ¢ em organelas expostas a concentragbes
micromolares dos peptideos AB25-35 e AB40. A presenca de ciclosporina A, um inibidor do poro
de transi¢cdo de permeabilidade mitocondrial, teve pouco ou nenhum efeito protetor sobre as
alteracbes mitocondriais observadas. Estes resultados indicam que estas alteracdes
mitocondriais se devem a uma interacdo direta dos peptideos AB com a membrana
mitocondrial, em sua maior parte n&o relacionada a inducido de transi¢cdo de permeabilidade

mitocondrial.

Canevari e colaboradores (1999) e Casley e colaboradores (2002) observaram inibigao
da respiragdo de mitocéndrias nao-sinaptossomais na presenca de altas concentragbes dos

peptideos AB25-35 e ApP42. A inibicao da respiragdo mitocondrial se mostrou associada a uma
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inibigdo do complexo IV (citocromo ¢ oxidase) da cadeia respiratéria e das desidrogenases
pirivica e alfa-cetoglutarica. Estes resultados diferem dos nossos, que mostram que peptideos
AB (24 pM) levam a estimulo da respiragdo de repouso (estado 4), com uma tendéncia nao
significativa de inibigdo da respiracao durante a fosforilagdo oxidativa (estado 3). Acreditamos
que as diferengas entre estes resultados e os reportados nesta Dissertacdo se devem ao fato
dos trabalhos de Canevari et al. (1999) e Casley et al. (2002) terem utilizado mitocéndrias nao-
sinaptossomais com baixos controles respiratérios (CR = 3,3; utilizando malato e glutamato
como substratos) e expostas a altas concentragdes de peptideos AB (= 50 uM). Desta forma,
estas condigbes experimentais foram mais propicias a observagéo de inibigao da respiragao, ja
a observagao de um estimulo da respiracao de repouso requereria condigdes experimentais

mais brandas e o uso de mitocdndrias sinaptossomais bem acopladas.

Por fim, Aleardi e colaboradores (2005) também observaram inibicdo da respiragao
mitocondrial por peptideos AB25-35 e AB42 (= 20 uM), num mecanismo associado a inibigdo do
complexo IV (citocromo c¢ oxidase). Estes autores utilizaram preparagbes aparentemente
contendo sinaptossomos e mitocéndrias nao-sinaptossomais, que apresentaram um baixo
controle respiratorio (2,8, utilizando piruvato e malato como substratos). Apesar que Aleardi et
al. (2005) utilizaram concentracbes de peptideos AR semelhantes aos resultados desta
Dissertacao, possivelmente as condigbes experimentais destes autores, assim como discutido
acima para os trabalhos de Canevari et al. (1999) e Casley et al. (2002), foram mais propicias a

observagao de um efeito inibitério na respiragao.

71



6. Conclusoes

72

o



As formas monomeérica, oligomérica e fibrilar de peptideos AB tiveram um
efeito toxico a mitocéndrias isoladas de cérebro, representado por um

desacoplamento parcial da respiracido mitocondrial de repouso.

Mitocdndrias neuronais (sinapticas) se mostraram mais suscetiveis ao
efeito toxico de peptideos AB que organelas nao-neuronais (ndo-

sinapticas).

Os efeitos de peptideos AR em mitocdndrias isoladas se correlacionaram

com uma diminui¢ao da fluidez (aumento de anisotropia) de membrana.

Peptideos AR levaram a uma diminuigdo da produgdo mitocondrial de

EROs, provavelmente devido ao estimulo da respiracao.

Peptideos AB ndo alteraram a capacidade de mitocéndrias isoladas de

captarem e reterem Ca?".

Conclui-se que peptideos AR em concentracbes micromolares podem ser
diretamente téxicos a mitocondrias neuronais, o que pode ter um papel na

fisiopatologia da doenga de Alzheimer.
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