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RESUMO

A doenga de Alzheimer é uma desordem neurodegenerativa cuja patogenia
nido é completamente elucidada. Atribui-se ao peptideo beta-amildide (AB), em sua
forma oligomérica ou fibrilada, um importante papel neste processo. Uma vez que a
produgo e a fibrilacdo do peptideo ocorrem ao nivel de membrana neural, sua dindmica
e composicao lipidica podem modular a cascata amiléide e/ou interferir na extensiao do
dano gerado pela mesma. Tendo isto em vista e considerando o potencial sinalizatério
dos glicoesfingolipidios, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do peptideo beta-
amiléide (AP25-35), em sua forma fibrilada ou néo-fibrilada, sobre a biossintese dos
gangliosidios em modelo de cultura organotipica de hipocampo.

Para tanto, foram utilizados ratos Wistar de 6-8 dias, dos quais o hipocampo
foi dissecado, fatiado e submetido a cultura. No 28° dia de cultura foi adicionado AB25-
35 (25uM), em sua forma fibrilada ou niao fibrilada; apds 24h adicionou-se ao meio D-
[1—14C]—galact0se para avaliar a biossintese dos gangliosidios; no 30° dia a morte celular
foi analisada com iodeto de propidio. A partir das fatias, os gangliosidios radiomarcados
foram extraidos, purificados, analisados por HPTLC, fluorografia e densitometria.

Nossos resultados demonstraram uma alteragdo na biossintese de gangliosidios
induzida pelo peptideo beta-amiléide AP25-35, um efeito que foi dependente de seu
estado de fibrilacdo. Desta maneira, o AB25-35, em sua forma fibrilada, promoveu um
aumento na biossintese de GM3 e uma redugio na biossintese de GD1b, ao passo que o
peptideo nio fibrilado levou a um aumento na sintese do gangliosidio GM1.

Uma vez que o GM3 é considerado um gangliosidio apoptético, quando
expresso em neurdnios adultos, um aumento em sua sintese pode estar relacionado aos
eventos toxicos desencadeados pelo peptideo beta-amiléide fibrilado. O GMI, por sua
vez, ainda ndo possui um papel suficientemente claro no desenvolvimento da doenca de
Alzheimer. Uma série de efeitos neuroprotetores sdo atribuidos a este gangliosidio
enquanto fortes evidéncias sugerem que o GMI1 poderia acelerar o processo de
fibrilagdo do beta-amil6ide, e assim influenciar a progressido da doenca.

A fim de investigar o papel do GM1 no presente modelo, realizamos uma série
de experimentos com a finalidade de avaliar uma possivel acdo neuroprotetora deste
gangliosidio. Como resultado, um pré-tratamento das fatias hipocampais com
GMI1(10uM) foi capaz de prevenir a toxicidade induzida pelo peptideo beta-amildide
em sua forma fibrilada, como demonstram os resultados da captacdo de iodeto de
propidio. Com o intuito de corroborar sua ag¢do neuroprotetora, bem como investigar o
mecanismo pelo qual esta neuroprotecdo seria mediada, analisamos o efeito de um
tratamento com GM1 (1h, 6h, 12h ou 24h) sobre as altera¢gdes induzidas pelo peptideo
beta-amiléide no estado de fosforilagdo (ativagdo/inativacdo) da GSK3[B. Nossos
resultados demonstraram um importante efeito neuroprotetor do GM1 apds 24 horas de
tratamento, uma vez que nestas circunstancias este gangliosidio foi capaz de reverter a
ativacdo (defosforilacdo) da GSK3f, uma via de sinaliza¢do associada a morte celular
programada.

Como conclusdo, nossos resultados ddo suporte a participacdo dos
gangliosidios em modelos de doenga de Alzheimer, e sugerem uma ag¢do neuroprotetora
do gangliosidio GM1 frente a toxicidade induzida pelo beta-amiléide, o que, no futuro,
pode ser explorado como uma alternativa terapéutica ao tratamento do Alzheimer.
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ABSTRACT

Alzheimer disease (AD) is a neurodegenerative disorder whose pathogenesis is
still poorly understood. It is attributed to beta-amyloid peptide, in its fibrillar or non-
fibrillar forms, an important role in the disease development and progression. Once the
production and fibrillation of beta-amyloid peptide occurs on the neural membrane
surface, the lipid dynamic and composition of these membranes could modulate
amyloid cascade and/or interfere in the damage triggered by it.

Taking this into account, and considering the potential signalling role of
glycosphingolipids, the objective of this study was to investigate the effect of fibrillar
and non-fibrillar beta-amyloid peptide (AB25-35) upon ganglioside biosynthesis in a
model of organotypic hippocampal culture.

In order to do this, we used 6-8 days old Wistar rats, whose hippocampi were
dissected, sliced and subjected to culture. On the 28" in vitro day, Ap25-35 (25uM) was
added to the culture medium, in its fibrillar or non-fibrillar forms. After 24h incubation,
D-[1-C'*]-galactose was added to the medium with the purpose of labeling ganglioside;
on day 30" in vitro day cell death was analyzed by PI uptake. The radiolabeled
gangliosides were extracted from the hippocampal slices, purified, and analyzed by
HPTLC, fluorography and densitometry.

Our results demonstrated an AP25-35 induced alteration in ganglioside
biosynthesis, an effect which seemed to be dependent on the peptide fibrillation state.
Furthermore, the fibrillar AB25-35 caused an increase in GM3 and a reduction in GD1b
biosynthesis, whereas the non-fibrillar form of this peptide was able to enhance the
synthesis of GM1 ganglioside.

Once GM3 is an apoptotic ganglioside, when expressed in adult neurons, an
increase in its synthesis could take part of the toxic events triggered by the fibrillar beta-
amyloid peptide. GMI, in turn, has a still poorly understood participation in Alzheimer
development. A sort of neuroprotective effects are attributed to this ganglioside while
several evidences suggest that GM1 could accelerate the endogenous fibril formation,
and thence influence the disease progression.

To further investigate the role of GM1 ganglioside in our model, we have
performed some experiments in order to test a possible neuroprotective effect of this
gangliosides. As a result, a pre-treatment of the hippocampal slices with 10uM GM1
was able to prevent the toxicity triggered by the fibrillar beta-amyloid peptide, when
measured by PI uptake protocol. In order to corroborate its neuroprotective action, as
well as to investigate a candidate mechanism by which GMI1 could promote
neuroprotection, we have analyzed the effect of GM1 treatment (1h, 6h, 12h and 24h)
upon the amyloid-induced alterations in GSK3[f phosphorylation/dephosphorylation
state. Our results demonstrated an important effect of GM1 after 24h incubation, once it
was able to reverse the amyloid-induced dephosphorilation (activation) of GSK3p, a
signalling pathway involved in apoptosis triggering.

Taken together, our results provides new and important support for the
ganglioside participation in Alzheimer models, and suggests a protective role of GM1
upon the amyloid induced toxicity, which, in the future, could expand the therapeutic
strategy available for Alzheimer disease treatment.
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ABREVIATURAS

ApoE = Apolipoproteina E

APP = Amyloid beta protein = proteina beta-amildide

AP/Abeta = Amyloid beta peptide = peptidio beta-amildide

AP1-42 = Peptidio beta-amiléide com 40 residuos de aminoécidos

AP25-35 = Peptidio beta-amil6ide semisintético composto da seqiiéncia 25-35 do

peptideo natural

BACE 1 = Principal enzima com atividade -secretase

Cer-ase = ceraminidase

CNS= Central Nervous System= Sistema Nervoso Central

DA (AD) = Doenca de Alzheimer (Alzheimer’s disease)

FAD = Familial Alzheimer’s Disease = Doenga de Alzheimer do tipo familiar

Gal-ase = galactosidase

GalNAc = N-acetil galactosamina

GalNACcT = N-Acetil galactosamina transferase

GalT 1 = galactosil transferase 1

GalT 2 = galactosil transferase 2

GAB = Ganglioside bounded beta-amyloid = beta-amiléide ligado a gangliosidio

Glc= glicose

Glc-ase = glicosidase

GSK3p = Glycogen synthase kinase 35 = enzima glicogénio sintase cinase 3[3

GSL = Glycosphingolipids = glicoesfingolipidios

HPTLC= High Performance Thin Layer Chromatography= Cromatografia em camada
delgada de alta performace

LacCer = lactosilceramida

MAPK = microtubule associated proteins = Proteinas associadas a microtibulo

PKA= Protein Kinase A = proteina quinase A

PKC = Protein Kinase C = proteina quinase C

PI (IP) = Propidium iodide= lodeto de Propidio

PI3K = fosfatidil inositol 3 quinase

SA = sialic acid =acido sialico



sAPPo = Fragmento soltivel da proteina precursora amildide gerado por agio de o
secretase

sAPPp = Fragmento soltivel da proteina precursora amiléide gerado por acéo de [3-
secretase

SialilT 1 = sialiltransferase 1

SialilT 2 = sialiltransferase 2

SialilT 3 = sialiltransferase 3

SialilT 4 = sialiltransferase 4

SialilT 5 = sialiltransferase 5

Trk= Tirosine kinase receptor = Receptor Tirosina cinase

B-gal = beta galactosidase
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1 INTRODUGCAO

1.1 A DOENCA DE ALZHEIMER

Descrita em 1906 por Alois Alzheimer, a doenga de Alzheimer (DA) € uma
desordem neurodegenerativa caracterizada por um comprometimento do sistema
colinérgico, o que leva a um quadro clinico de perda progressiva da memoria e das

demais fungdes cognitivas (Suh and Checler, 2002).

Os danos neuroldgicos causados pela DA sdo ainda considerados irreversiveis.
O prognéstico da doenga costuma ser de 5 a 10 anos, periodo a partir do qual o paciente
torna-se profundamente incapacitado, mudo e imével (Cotran et al., 1994).

Duas formas da doenga sdo descritas. A forma da DA Familiar (FAD), que nédo
perfaz mais do que 5% dos casos da doenga, caracteriza-se por uma instalacdo mais
precoce do quadro clinico, e seria devida a mutagdes em genes como o da proteina
precursora amiléide (APP) ou das presenilinas I e II (Suh and Checler, 2002). A DA do
tipo esporadico, por outro lado, representa em torno de 95% dos casos e apresenta uma
evolucdo mais lenta, sendo que os sintomas raramente surgem antes de o paciente
atingir a idade de 50 anos (Cotran et al., 1994; Suh and Checler, 2002).

Dentre os principais fatores de risco associados a DA, a idade € a que exerce
maior influéncia. Além da idade, porém, a expressdo do alelo €4 do gene da apoE, o
sexo feminino, injdria cerebral prévia e doencas cardiovasculares aumentariam os riscos
de desenvolver-se a patologia (Suh and Checler, 2002).

Atualmente, a DA € considerada a principal forma de deméncia, atingindo
mais de 15 milhdes de individuos no mundo. Sua incidéncia aumenta em funcdo da
idade. Estatisticas indicam que a doenca atingiria 1% da populacdo na faixa etaria de
60-64 anos e mais de 40% da populagdo com idade acima de 85 anos (Zinser et al.,
2007). Considerando projecdes do crescimento populacional que indicam que o ndmero
de individuos com mais de 80 anos atingird a casa dos 300 milhdes em 2050, isso
significa que em menos de 50 anos o nimero de pacientes com DA passard dos 100
milhdes (Suh and Checler, 2002). Em vista do constante cuidado que os pacientes com
DA requerem, estes dados tornam-se demasiado alarmantes, fazendo com que cresca o
interesse em melhor compreender os mecanismos envolvidos na patogenia da doenca,

bem como desenvolver alternativas terap€uticas mais racionais e efetivas.



A DA ¢é uma enfermidade extremamente complexa cujos mecanismos
patogénicos ainda ndo foram suficientemente elucidados (Suh and Checler, 2002). Os
dois principais achados morfoldgicos relacionados a DA, quais sejam, a formacdo de
placas senis extracelulares, e a formacao de emaranhados neurofibrilares intracelulares,
conduziram a elaboracdo das duas principais hipéteses que tentam explicar a sua
patogenia: a hipdtese da cascata P-amildide e a hipdtese da degeneragdo do

citoesqueleto neuronal, respectivamente (Suh and Checler, 2002; Zinser et al., 2007).

1.1.1 A Hipoétese da Cascata Amiloide

A identificag¢@o de placas ou agregados peptidicos extracelulares, por meio de
andlise histologica post mortem de cérebros de individuos com a DA, levantou a
hipdtese de que este evento poderia estar relacionado com o desenvolvimento da
enfermidade, repercutindo nos danos neurais inerentes a esta neuropatia. A identificacéo
do peptideo B-amiléide como principal componente destas placas senis, aumentou o
interesse em desvendar ou compreender o mecanismo pelo qual este peptideo é
formado, bem como o processo que leva a sua agregacdo na forma de placa e,
finalmente, elucidar a forma pela qual este B-amiléide poderia levar ao dano neural

observado (Graeber et al., 1998; Golde, 2006).

1.1.1.1 O Processamento da Proteina Precursora Amiloide (APP)

A proteina precursora amildide (APP) é uma glicoproteina presente nas
membranas neurais. Expressa de forma constitutiva, sua fungdo fisioldgica ainda nao foi
completamente elucidada, contudo seu processamento, por meio de acdo de enzimas
proteoliticas, pode levar a liberacdo do peptideo P-amildide, que corresponde a seu

dominio transmembrana (Suh and Checler, 2002; Zinser et al., 2007).

Sendo basicamente alvo de trés tipos de enzimas proteoliticas, a saber, o-, B-
e y-secretases, a proteina precursora amildide pode seguir duas vias de processamento: o
processamento amiloidogénico, que conduz a libera¢do de um peptideo B-amildide; ou o
processamento dito ndo-amiloidogé€nico, que cliva a APP de forma diferencial,

prevenindo a formagdo do B-amil6ide (Suh and Checler, 2002; Zinser et al., 2007).
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Figura 1.1: Processamento amiloidogénico e nio-amiloidogénénico da APP por o-, B- e -
secretases. Representacdo esquemadtica da APP e de seus fragmentos proteoliticos

sAPPa, sAPPP e AB. (Adaptado de Suh and Checler, 2002)

O processamento amiloidogénico inicia-se quando a proteina precursora
amildide torna-se alvo de enzimas com atividade [-secretase (Figura 1.1). As B-
secretases sdo aspartil proteases transmembranas, cuja principal representante é a
enzima BACE-I, que clivam a APP no segmento N-terminal de seu dominio B-amiléide,
liberando o fragmento solivel SAPPP ao meio extracelular. O fragmento que permanece
ligado 2 membrana serd, entdo, alvo de um complexo enzimdtico com atividade 7y-
secretase, o qual promoverd uma clivagem intramembrana no segmento C-terminal do
dominio B-amildide, liberando um peptidio B-amildide ao meio extracelular (Suh and

Checler, 2002; Zinser et al., 2007).



Ja o processamento ndo-amiloidogénico inicia-se quando a APP torna-se alvo
de enzimas com atividade a-secretase (Figura 1.1). As o-secretases sdo metaloproteases
de membrana que, ao contrdrio das B-secretases, clivam a APP dentro do dominio
amil6ide, prevenindo a formacéo do peptideo B-amildide, e ao contrario disso, liberando

ao meio extracelular o fragmento solivel sAPP«, considerado neuroprotetor (Suh and

Checler, 2002; Zinser et al., 2007).

1.1.1.2 O Peptideo B-amilside

O B-amiléide produzido pode ter basicamente dois destinos: permanecer em
forma soliivel no meio extracelular ou agregar-se, tornando-se insoldvel e depositando-
se na forma de placas senis. Por muito tempo a forma agregada e insolivel do -
amiléide era considerada a unica forma patogénica deste peptideo, entretanto estudos
recentes indicam que formas oligoméricas do B-amildide, as quais corresponderiam a
formas soliveis do mesmo, poderiam apresentar grande potencial neurotéxico e afetar
de forma significativa diferentes vias de sinalizacdo celular. Estes arranjos distintos do
peptideo podem representar formas intermedidrias do processo de fibrilagdo, ou
corresponder a uma via distinta de processamento e polimeriza¢do do peptideo B-
amiléide (Figura 1.2). Desta maneira, ainda ndo hd um consenso sobre qual forma
apresentaria maior participacdo sobre o desenvolvimento e a evolucdo da DA: a
fibrilada ou os diferentes arranjos que caracterizam o peptideo em sua forma solivel
(Suh and Checler, 2002; Haass and Selkoe, 2007; Pimplikar, 2009).

Desta forma, a cascata amiléide ndo pode ser resumida a formacdo de placas
senis, mas deve ser compreendida como um processo dindmico e complexo em que ndo
apenas a forma fibrilada, mas também formas intermedidrias ou alternativas de
polimerizacdo do peptideo exerceriam papel crucial nas alteragdes neurais observadas
na DA. Assim, a idéia inicial de que seria possivel bloquear os efeitos neurotéxicos
desencadeados pela cascata amildide, ao impedir-se o processo de fibrilacdo e de
formacdo das placas senis, passa a ser questionada. Isto devido a estudos recentes que
propdem que um bloqueio do processo de fibrilacdo poderia resultar em maior formagao
de oligdbmeros de B-amildide, os quais embora sejam soliveis ¢ ndo evoluam para a
formagdo de placas, apresentariam efeitos deletérios em potencial (Suh and Checler,

2002; Haass and Selkoe, 2007; Pimplikar, 2009).
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Figura 1.2: Processo de oligomerizacio e fibrilacio do peptideo B-amiléide: (A) O peptideo
B-amiléide pode sofrer um processo sequencial de agregagdo, formando oligdbmeros,
protofibrilas e fibrilas insoldveis. (B) Alternativamente, o -amiléide pode sofrer um
processo de oligomerizacdo indepentente, formando oligdmeros que, embora ndo

evoluam para formacdo de fibrilas, apresentariam considerdvel efeito neurotdxico.

(Adaptado de Da Silva et al., 2009)

1.1.2 A Hipoétese da Degeneracio do Citoesqueleto Neuronal

A observacdo de emaranhados neurofibrilares intracelulares e a identificagdo
da proteina Tau, uma proteina da familia das MAP’s (microtubule associated proteins),
como unidade formadora destes emaranhados, deram suporte a hipétese de que uma
degeneracdo do citoesqueleto neuronal pudesse estar envolvida na patogenia da DA
(Golde, 2006).

A proteina Tau é uma proteina cuja principal fung¢do bioquimica é a
estabilizacdo dos microtibulos, estando envolvida na regulagdo da polimerizacdo e
despolimerizagdo dos mesmos durante o processo de extensdo axonal. Atua ligando-se
as unidades de tubulina, possibilitando, desta forma, a organizacdo em hélice das
mesmas e o crescimento/alongamento dos microtibulos. Sua atividade é regulada, a

nivel pos-traducional, por mecanismos de fosforilagdo e desfosforilacdo (Drechsel et al.,



1992). Quando sob ac¢do de enzimas cinases diversas, tais como GSK-3f, a proteina Tau
pode ser hiperfosforilada, processo que compromete a ligacdo desta proteina a tubulina
e, conseqiientemente, leva a uma desestabilizacdo/desestruturacdo dos microtibulos
bem como a fibrilagio e deposicdo intracelular da proteina Tau na forma de
emaranhados neurofibrilares (Figura 1.3) (Suh and Checler, 2002; Igbal et al., 2005;
Hernandez and Avila, 2007).

Ta.u ligz}nda Tau soltvel Agregad?s . Emarz.mh.ados
ao microtiabulo hiperfosforilada de Tau soluveis neurofibrilares

7 _,%

Figura 1.3: Fosforilacao da proteina Tau e formaciao dos emaranhados neurofibrilares.

(Adaptada de Golde, 2006)

O desmonte dos microtibulos, com a consequente desorganizacdo do
transporte axonal, aliado a deposi¢do intracelular de proteina Tau hiperfosforilada,
acarretam em alteracdes bioquimicas e morfoldgicas dos neur6nios, culminando em
ultima andlise, em processo de perda de funcdo e morte neuronal (Suh and Checler,

2002; Igbal et al., 2005; Hernandez e Avila, 2007).

1.1.3 Interrelaciao das Hipéteses Patogénicas

Nenhuma destas hipéteses, quando consideradas isoladamente, representaria
fielmente o verdadeiro mecanismo que desencadeia a patologia. Condizente a

complexidade que representa a DA, o mais racional talvez fosse aceitar que os



diferentes mecanismos patogénicos sugeridos estejam intimamente correlacionados, de
forma que o desencadeamento de um interferisse no desencadear de outro.

O fato de a maioria das mutacdes que levam a forma familiar DA situar-se nos
genes da APP (aumentando os niveis de AB1-42) ou das presenilinas (enzimas com
atividade y-secretase) reforga a idéia de que o processamento amiloidogénico da APP,
com liberagdo de P-amildide, seria uma etapa chave ao desenvolvimento da DA.
Contudo, os defensores da hipétese da proteina Tau, sustentam-se no fato de que a
formacdo dos emaranhados neurofibrilares, e ndo a de placas senis, correlacionar-se-iam
com os niveis de déficit cognitivo dos pacientes (Suh and Checler, 2002).

Algumas pesquisas tém demonstrado que a liberacdo do PB-amildide e a
formacdo de placas senis favoreceriam a fosforilagio da proteina Tau e,
conseqilentemente, corroboraria em uma maior formagdo dos emaranhados
neurofibrilares. De fato, estes estudos demonstram que o AB1-42, uma vez injetado em
cérebro de camundongos mutantes para a proteina Tau, leva a um aumento de até cinco
vezes no nimero de emaranhados neurofibrilares na regido injetada. Na verdade, apesar
de alguns pesquisadores sustentarem a idéia de que a formacao de placa per se ndo seria
suficiente para desencadear a formacdo dos emaranhados, ha suficientes indicios de que
a deposicdo do B-amil6ide pelo menos acelere tal processo (Suh and Checler, 2002).

O mecanismo pelo qual ocorreria a conexdo entre a formacdo de placa
amiléide e de emaranhados neurofibrilares ainda ndo foi completamente compreendido,
porém ¢ sugerida a participacdo dos seguintes eventos:

a) ativacdo de proteinas cinases por parte do P-amildide, em especial a
GSK3p, principal enzima envolvida na fosforilagdo da proteina Tau (Suh and Checler,
2002; Rapoport and Ferreira, 2000; Nassif et al., 2007);

b) liberacdo de citocinas, decorrentes do processo de gliose reativa
desencadeado pelo peptideo fibrilado, as quais poderiam modular o processo de
fosforilagdo da proteina Tau (Blurton-Jones and Laferla, 2006; Montagut et al., 2006);

c¢) inibi¢do da atividade proteossomica por parte do P-amiléide, o que
favoreceria a formacdo e dep6sito dos emaranhados neurofibrilares (Blurton-Jones and
Laferla, 2006; Montagut et al., 2006).

De qualquer forma, mesmo que o mecanismo exato ndo seja por um todo

compreendido, a constatagdo de que mutagdes no gene da APP e das presenilinas levam



tanto a formagdo de placas como de emaranhados neurofibrilares, sustenta a hipétese de
que o evento B-amiléide antecederia a “Taupatia” (Suh and Checler, 2002).

Estes achados viriam a reforgar as evidéncias que propdem o B-amiléide como
sendo um agente causal da doenca de Alzheimer, e em parte dariam sustentacio ao
emprego de modelos experimentais de toxicidade do peptideo B-amiléide para o estudo
de alteracdes bioquimicas/comportamentais que acompanhariam a DA, bem como para
estudos farmacoldgicos para esta patologia (Suh and Checler, 2002).

Assim, torna-se um grande desafio elucidar o processo pelo qual a cascata
amil6ide, compreendendo produ¢@o das formas solivel e/ou fibrilada do B-amiléide,
desencadearia seus efeitos toxicos, bem como as alteragdes bioquimicas e celulares que
antecederiam a perda de funcdo ou a morte neuronal. Diferentes estudos atribuem parte
dos efeitos toxicos do B-amildide a alteragdes que 0 mesmo promoveria na homeostasia
do calcio (Mattson and Chan, 2001; Suh and Checler, 2002), no desencadear de estresse
oxidativo e processo inflamatério (Markesbery, 1997; Monji et al., 2001; Suh and
Checler, 2002), e na ativacdo de vias sinalizatérias envolvidas no desencadear de morte
celular, como é o caso da via da GSK3B (Suh and Checler, 2002; Nassif et al 2007;
Hooper et al., 2008; Herndndez, et al., 2009a,b).

Apesar disso, é pouco oportuno e sensato centralizar ou resumir o efeito da
cascata amildide sobre um unico parametro, visto que muitas alteracdes poderiam
anteceder ou mesmo mediar a ativacdo dos eventos celulares acima citados. Desta
forma, diversos pesquisadores t€ém dirigido seus esfor¢os a identificacdo das mais
diversas alteracdes bioquimicas e celulares que poderiam ter participagdo sobre a
cascata amildide, e desta forma acompanhar ou promover o desenvolvimento da DA.

Neste sentido, um ndmero considerdvel de trabalhos indica a participacdo de
lipidios de membrana, ou da organizacdo e dindmica das mesmas, no processamento da
cascata amildide, bem como apontam o potencial destes lipidios em modular parte dos

efeitos bioldgicos desencadeados pelo préprio peptideo B-amildide (Ariga et al., 2008).

1.2. GANGLIOSIDIOS

Gangliosidios correspondem a glicoesfingolipidios (GSL) de membrana, que
normalmente apresentam em sua estrutura pelo menos um residuo de 4cido sidlico. O
cido sidlico, considerado componente caracteristico da familia dos gangliosidios, pode

ser representado pelo dcido N-acetil-neuraminico ou acido N-glicolil-neuraminico,
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sendo o primeiro o que mais comumente compde os gangliosidios cerebrais. A
quantidade de residuos de acido sidlico por molécula de gangliosidio varia de 1 a 7,
embora existam gangliosidios desprovidos de écido sidlico, os quais sdo denominados
assialogangliosidios. Os residuos de acido sidlico ligam-se as unidades de galactose da
cadeia oligossacaridica via ligacdo glicosidica a2-3, ou a outros residuos de acido

sidlico via ligacdo o2-8 (Figura 1.4) (Yu and Saito, 1992).
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Figura 1.4: Estrutura dos principais gangliosidos do SNC (GM3, GD3, GM1, GD1a, GD1b
e GT1b): CER=ceramida; Gal=galactose; GalNAc=N-acetil-galactosamina;
Glc=glicose; SA=sialic acid (4cido sidlico) (Adaptado de Matsuzaki, 2007)

A variagdo na extensdo da cadeia oligossacaridica, bem como no nimero e na
disposi¢do dos residuos de 4cido sidlico, conferem aos gangliosidios certa
heterogeneidade. Os mesmos podem ser classificados, segundo sua rota de sintese, em
quatro séries: o, a, b, c.

A nomenclatura mais utilizada para designar as diferentes espécies de
gangliosidios foi proposta por Svennerholm (1963). Segundo o sistema proposto, os
gangliosidios recebem uma nomenclatura conforme sua estrutura quimica. Eles sdo

denominados pela letra G, seguida de letra maitscula M, D, T, Q, P, H ou S) que



designa o nimero de residuos de acido sidlico na molécula (monossialo-, dissialo-,
trissialo-, tetrassialo-, pentassialo, hexassialo- ou heptassialo-, respectivamente),
seguido de um ndmero que, por convengdo, ¢ a subtragdo da quantidade de residuos de
acucares neutros presentes na molécula, do ndmero 5, e finalmente seguido de uma letra
mindscula (a, b ou c) que distingue as diferentes espécies do mesmo grupo mono, di, tri
e tetrassialilado. Assim, o monossialotetra-hexosilgangliosidio GM1 (GM1la), que é
considerado o protétipo da familia glnglio (familia de GSL a que pertencem os
gangliosidios), pertence a série “a” da rota de sintese dos gangliosidios, sendo
constituido por um residuo de 4cido sidlico (unido a galactose interna por ligacdo

glicosidica 02-3) e quatro residuos de oses neutras unidas entre si através de ligacdes

glicosidicas B (Mocchetti, 2005).

1.2.1 Metabolismo dos Gangliosidios

A biossintese dos gangliosidios é um processo extremamente complexo que
ocorre no reticulo endoplasmaético e no aparelho de Golgi (d'Azzo et al., 2006).

No reticulo endoplasmatico ocorre a sintese do nudcleo esfingdide e a
montagem da molécula de ceramida. Sob acdo da enzima serina palmitoil-CoA-
transferase, serina e palmitoil-CoA sdo convertidos em 3-deidroesfinganina que, por
reacOes subseqiientes, ddo origem a esfinganina, esfingosina ou fitoesfingosina. O
nicleo esfingdide formado € entdo unido a uma cadeia de acido graxo por meio de
ligacdo amida, dando origem a uma molécula de ceramida (Mocchetti, 2005; Zinser et
al., 2007).

A ceramida é entdo transportada ao aparelho de Golgi, onde é glicosilada ao
cerebrosidio glicosilceramida, por meio de uma reacdo catalisada pela enzima
glicosilceramida sintase. Este cerebrosidio torna-se substrato da galactosiltransferase I,
sendo convertido a lactosilceramida (LacCer). A lactosilceramida, por sua vez, é
sialilada em seu residuo de galactose por a¢do da enzima GM3 sintase (Sialiltransferase
I), dando origem ao primeiro gangliosidio: GM3. Seguindo a via de sintese dos
gangliosidios, 0 GM3 pode ser novamente sialilado por acdo da enzima GD3 sintase
(sialiltransferase II), recebendo o segundo residuo de acido sidlico a ser unido por
ligacdo «a2-8 ao é4cido sidlico jd presente na molécula, e assim dar origem ao

gangliosidio GD3 (Figura 1.5) (d'Azzo et al., 2006).
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Figura 1.5: Biossintese das séries “0”, “a”, “b” e “c”’ dos gangliosidios.

(Adaptado de Maccioni et al., 1999)

Durante o periodo embriondrio, GM3 e GD3 sdo os gangliosidios
predominantes. A medida que o SNC amadurece, ocorre a maturagido das enzimas
envolvidas na biossintese de gangliosidios mais complexos. Desta forma, N-acetil-
galactosamina transferase (GalNAc-T) transfere um residuo de N-acetil-galactosamina
aos substratos GM3 e GD3, dando origem respectivamente aos gangliosidios GM2 e
GD2. A atividade relativa das enzimas GD3 sintase e GalNAc-T determina o
direcionamento do processo biossintético para as duas séries de gangliosidios de maior
expressdo no SNC adulto: séries a e b, respectivamente. Reacdes subseqiientes de

galactosilacdo e sialilacao (Figura 1.5) dardo origem aos gangliosidios complexos de
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maior expressdo no tecido neural, respectivamente: GM1 e GDla (série a); GD1b e
GT1b (série b) (Maccioni et al., 2002; Sohn et al., 2006).

A regulacdo da biossintese dos gangliosidios ainda é tema de pesquisa, ndao
tendo sido completamente elucidada. A nivel génico, a expressdo da enzima GM3
sintase responde a acdo de ésteres de forbol ou, indiretamente, a agdo de proteina cinase
A e C (PKA e PKC), proteina cinase ativada por estresse/cJNK e p38 MAPK, por meio
do sitio CREB presente em sua regido promotora. A sublocalizacdo da enzima no
aparelho de Golgi, bem como a presenca de isoformas da GM3 sintase, também afetam
0 processo biossintético. Duas isoformas de GM3 sintase sdo descritas em células de
mamiferos, uma isoforma menor e localizada no Golgi proximal (cis/medial/trans)
primariamente envolvida na sintese dos gangliosidios mais simples (GM3 e GD3); e
uma isoforma maior, localizada no Golgi distal, a qual estd envolvida na producgéo de
GM3 que sera direcionado para a biossintese de gangliosidios complexos (GM1, GDl1a,
GDI1b, GT1b). Outro fator importante a regulacdo da biossintese dos gangliosidios € o
fato de as enzimas envolvidas no processo formarem complexos multienzimaticos que
direcionam a formag¢do de produtos (gangliosidios) especificos, segundo a atividade
relativa das enzimas do complexo enzimdtico, bem como da sublocalizacdo do mesmo
no aparelho de Golgi (Prokazova et al., 2009).

O catabolismo dos gangliosidios também ¢é um evento importante na
homeostasia destes GSL, podendo ocorrer na superficie da membrana plasmética ou
ocorrer no ambiente lisossomal, apds evento endocitico (Maccioni et al., 2002; d'Azzo
et al., 2006).

Na superficie celular, ou na superficie de vesiculas endociticas, isoformas de
neuroaminidases residentes de membrana, tais qual neuroaminidase 3 (Neu3), catalizam
a conversdo de multissialogangliosidios em gangliosidios menos complexos por meio
de clivagem da ligacdo 02-3 entre 4dcido sidlico e galactose terminal/distal da cadeia
oligossacaridica, e das ligacdes 02-8 entre dois residuos de dcido sidlico unidos entre si
(Achyuthan and Achyuthan, 2001; Zanchettim et al., 2007; Miyagi et al., 2008a,b).

A nivel lisossomal ocorre o processo de degradag@o dos gangliosidios, onde a
acdo combinada e subseqiiente de neuroaminidases (sialidases), beta-galactosidase,
hexoaminidases e beta-glicosidase levam a degradac@o dos gangliosidios a ceramida.

(Figura 1.6) (d'Azzo et al., 2006).
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Figura 1.6: Degradacao dos gangliosidios. (Adaptado de d’Azzo et al., 2006)

E a regulagdo conjunta dos processos de sintese, reciclagem e degradagio que
permite a célula modular seu contetudo e perfil de gangliosidios segundo seu estagio de
desenvolvimento/ontogenia, 0 momento celular e o ambiente no qual a mesma estd
inserida. O perfil de gangliosidios é, portanto, ndo apenas tecido- e célula-especifico,
mas apto a ser modulado segundo as necessidades celulares. (Maccioni et al., 2002;

Prokazova et al., 2009).

1.2.2 A Localizacio Subcelular dos Gangliosidios

Correspondendo a familia de glicoesfingolipidios com maior expressdo no
sistema nervoso central, os gangliosidios sdo encontrados em praticamente todas as
membranas celulares de mamiferos, estando presentes, contudo, em maior abundancia
nas membranas neurais, onde perfazem mais de 10% do contetddo lipidico total.
Expressos majoritariamente na fatia exofacial das membranas neurais, apresentam-se
inseridos no meio hidrofébico das mesmas através de seu nicleo ceramida, projetando
sua cadeia glicidica hidrofilica para o ambiente extracelular (Mocchetti, 2005).

H4, no entanto, trabalhos que demonstram a presenca de gangliosidios ndo

apenas na membrana plasmdtica, mas também nas membranas que compdem as demais
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organelas celulares, bem como na membrana que reveste o nucleo da célula (Ledeen

and Wu, 2006a,b; Garofalo et al., 2007; Tempera et al., 2008).

1.2.3 As Funcoes Biologicas Propostas aos Gangliosidios

Aos gangliosidios tém sido atribuidas as mais diversas func¢des bioldgicas,
podendo atuar em processos de ontogenia celular e tecidual, bem como modular
diversos processos bioquimicos e fisioldgicos.

De grande importancia nos processos de proliferacdo e diferenciacdo celular,
os gangliosidios s@o capazes de modular o ciclo celular, afetar a expressdo génica e a
capacidade responsiva da célula frente a fatores tréficos. No sistema nervoso central,
gangliosidios participam da interagdo neurdnio-glia, influenciando a migracio neural, a
formagdo bem como a manutencdo das sinapses. Uma vez apresentando a capacidade de
interagir com diversos componentes extracelulares a partir de sua cadeia
oligossacaridica, os gangliosidios parecem facilitar a deposicdo de mielina, o que lhes
confere um papel importante no processo de mielinizacdo (Mendez-Otero and Santiago,
2001; Vyas and Schnaar, 2001; Negreiros et al., 2003; Freire et al., 2004; Mocchetti et
al., 2005; Ichikawa et al., 2009; Lopez and Schnaar, 2009).

Aos gangliosidios é também atribuida uma participagdo nos mecanismos de
transmissdo sindptica, neuroplasticidade e formac¢do de memoria. Capazes de interagir
com alguns neurotransmissores através de interagdes eletrostiticas, os gangliosidios
presentes nas membranas pds-sindpticas concentrariam tais neurotransmissores € 0S
direcionariam a seus respectivos receptores protéicos. Além disso, complexas intera¢des
formadas entre gangliosidios, colesterol e os receptores protéicos possibilitariam uma
modulagdo da conformacao e da atividade dos mesmos, afetando a resposta celular a ser
desencadeada pelo processo sindptico (Svennerholm, 1980; Rahmann, 1995; Jia-Qi et
al., 2005; Mocchetti et al., 2005; Fantini and Barrantes, 2009).

Como ja comentado, porém, os gangliosidios formam uma familia muito
heterogénea, de forma que diferentes gangliosidios poderiam estar envolvidos em
diferentes fungdes fisiologicas/bioquimicas, dependendo do momento e das
circunstancias celulares em que s@o expressos, bem como de sua localizacdo e da forma
como se organizam e se dispdem nas membranas celulares.

Neste sentido, ao GM1, um dos gangliosidios mais abundantes no SNC adulto,

seria atribuido um efeito neuroprotetor e neurotréfico (Mocchetti, 2005), ao passo que
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os gangliosidios GM3 e GD3, de maior expressio na fase embriondria, estariam
envolvidos com o desencadear de processos apoptéticos quando expressos em células
neuronais maduras (Kristal and Brown, 1999; Garcia-Ruiz et al., 2000; Sohn et al.,
2006; Valaperta et al., 2006).

Uma das principais participagdes dos gangliosidios, no entanto, é enquanto
componente lipidico funcional dos microdominios de membrana denominados rafts

lipidicos.
1.2.4 Os Rafts e a Dinamica das Membranas Neurais

Os rafts correspondem a microdominios de membrana enriquecidos em
colesterol e glicoesfingolipidios (Figura 1.7). Formados em decorréncia de uma
interacdo preferencial entre o niicleo hidrofébico do colesterol e as bases esfingdides
que compdem os glicoesfingolipidios, os rafts seriam formados a partir do Golgi ou na
superficie da membrana plasmatica, como decorréncia da difusdo lateral de seus lipidios

(Simons and Ikoren, 1997; Chauhan, 2003).
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Figura 1.7: Estrutura dos microdominios de membrana (Rafts): Enriquecidos em
colesterol e em glicoesfingolipidios, os microdominios segregam proteinas de
membrana e compartimentalizam eventos celulares

(Adaptado de Alchorn, 2007)
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Correspondendo a estruturas extremamente dindmicas, os rafts podem ser
formados ou desmontados rapidamente, ou ter sua composicdo lipidica e protéica
alterada conforme o momento e as necessidades celulares. Diferentes rafts podem
coalescer, num processo denominado clustering, e desta maneira formar plataformas
lipidicas maiores, que permitam a aproximacgdo e interagdo momentinea de proteinas
anteriormente segregadas em microdominios distintos. Este processo tem despertado
muito interesse, pois permitiria a célula manter enzimas ou receptores protéicos em
estado de off state, até o momento em que, sendo sinalizada, a célula promova, por um
mecanismo ainda ndo completamente elucidado, o encontro dirigido de microdominios
e a ativacdo de uma resposta ou de uma via de sinalizatdria especifica (Simons and
Ehehalt, 2002; Chauhan, 2003; Reid et al., 2007).

Por outro lado, como a funcionalidade de uma proteina é influenciada pela
conformacdo espacial de suas cadeias polipeptidicas, o ambiente lipidico no qual esteja
inserida pode ser um fator importante a modulacio de sua atividade. Assim,
determinadas proteinas apresentam-se ativas unicamente quando inseridas nos rafts, ao
passo que outras apresentam atividade mesmo quando fora destes microdominios
(Simons and Ehehalt, 2002; Wahrle et al., 2002; Cheng et al., 2007).

A composi¢do lipidica dos microdominios de membrana dita sua formagdo e
dindmica. Ao passo que o colesterol é considerado o principal constituinte lipidico
responsdvel pela estruturacdo e estabilizagdo dos rafts, os gangliosidios seriam
responsdveis pela funcionalidade destes microdominios. Ao interagir com proteinas de
membrana através de suas cadeias oligossacaridicas ou de seu nucleo esfingéide, os
gangliosidios podem afetar a segregacdo destas proteinas nos rafts e diretamente
determinar alteracdes na conformacdo e funcionalidade das mesmas, como

anteriormente comentado (Chauhan, 2003; Fantini and Barrantes, 2009).

1.3 A PARTICIPACAO DOS GANGLIOSIDIOS E DA DINAMICA DAS
MEMBRANAS NEURAIS NA DOENCA DE ALZHEIMER

Em virtude das diversas fungdes bioldgicas atribuidas aos gangliosidios e a
organizagdo/dinamica lipidica das membranas, altera¢des na expressdo destes lipidios,
bem como de sua organizacdo nas membranas bioldgicas, podem acompanhar ou
participar do desenvolvimento das mais diversas patologias, desde erros inatos do

metabolismo (Trindade et al., 2002; Stefanello, et al., 2007; Vianna et al., 2008),
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processos isquémicos (Trindade et al., 2001; Ramirez et al., 2003), ou mesmo doengas
neurodegenerativas como a DA (Simons e Ehehalt, 2002; Cheng et al., 2007; Ariga et
al., 2008).

Neste sentido, um crescente nimero de pesquisas tém sido realizadas com o
intuito de esclarecer a real participacdo dos gangliosidios e dos rafts lipidicos no
desencadear dos eventos que levam ao desenvolvimento da DA, bem como de sua
participa¢@o nos danos neurais associados a esta patologia.

Foi demonstrado que a amiloidogénese é um processo que ocorre nos rafts de
membrana. Uma vez que a principal enzima com atividade -secretase (BACEI) tem
sua maior atividade em um ambiente rico em colesterol e glicoesfingolipidios (raff), sua
localizac¢do nestes microdominios é fundamental para a sua funcionalidade. Por outro
lado, a Proteina Precursora Amiléide (APP) pode ser encontrada tanto nos rafts
lipidicos como fora destes microdominios (dominio fosfolipidico), sendo sua
secregacdo nestes distintos dominios de membrana um evento reguldvel pela célula e
que determinaria seu processamento: amiloidogénico ou ndo-amiloidogénico (Figura
1.8). Desta forma, o pool de APP presente nos rafts encontraria um ambiente favordavel
a clivagem efetuada por BACE1, e consequentemente seria alvo de processamento
amiloidogénico, levando a formacgdo de um peptideo B-amil6ide. Por outro lado, a APP
presente no dominio fosfolipidico, por estar menos propensa a interagir com BACEI,
seria alvo preferencial de enzimas oO-secretases, que dirigem seu processamento para a
nao formacdo do peptideo B-amildide (processamento ndo-amiloidogénico) (Chauhan,
2003; Ehehalt et al., 2003; Reid et al., 2007; Zinser et al., 2007).

Embora ndo esteja claro quais eventos determinam a segregacdo de APP nos
distintos dominios de membrana, o fato de ser demonstrada uma interacdo entre esta
proteina e o gangliosidio GM1 (um gangliosidio que acumula nos rafts em funcdo da
idade) (Yamamoto et al., 2008; Zhang et al., 2009), leva-nos a supor que a composi¢io
lipidica dos microdominios de membrana possa influenciar a localizagdo da APP nos
rafts, e, consequentemente, a producdo do peptideo B-amildide (Zha et al., 2004).
Condizente a isto, foi demonstrado que um tratamento de culturas celulares com um
inibidor da biossintese de gangliosidios seria capaz de reduzir a amiloidogénese, efeito

revertido pelo tratamento com GSL exdgenos (Tamboli et al., 2005).
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Figura 1.8: Segregacido das proteinas APP (Proteina Precursora Amiléide), B-
secretase e o-secretase nos diferentes dominios de membrana. A APP
inserida nos rafts interage com a cadeia oligossacaridica dos gangliosidios e é
alvo de B- e y-secretases, sofrendo procesamento amiloidogénico. A APP nio
inserida nos rafts torna-se alvo preferencial de o-secretases, € segue via ndo-

amiloidogénica de processamento.

O processo de fibrilagdo do peptideo P-amildide também é um evento que
ocorreria ao nivel dos rafts de membrana. Neste sentido, ¢ demonstrado que a interagéo
entre o peptideo P-amildide e o residuo de 4cido sidlico do gangliosidio GMI,
conduziria a alteracdes conformacionais na estrutura do peptideo, no sentido de
estabilizar sua forma B-pregueada e, com isso, acelerar a fibrilogénese (Figura 1.9)
(Matsuzaki, 2007; Yanagisawa, 2007).

Este efeito, no entanto, é dependente de um clustering de diversas moléculas
de GM1 em um mesmo microdominio enriquecido em colesterol (raff) (Matsuzaki,
2007; Yanagisawa, 2007). McLaurin e colaboradores (1998), no entanto, sugerem que
este efeito seja dependente do pH e da forca idnica do meio, podendo o GM1, em
determinadas situacdes, estabilizar a forma [-pregueada (e assim acelerar a
fibrilogénese) ou, paradoxalmente, favorecer a forma o-helicoidal do peptideo (e assim

dificultar sua agregacdo). H4, porém, bons indicios corroborando a importancia da
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interagdo do P-amildide com um cluster de GM1 (GAP), uma vez que anticorpos
dirigidos contra esta forma ligada do peptideo (anti-GAP) seriam capazes de bloquear a

formacdo de fibrilas (Matsuzaki, 2007; Yanagisawa, 2007).
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Figura 1.9: Mecanismo de fibrilaciio do B-amildide a partir de sua intera¢io com GM1 de
membrana: A interacdo do B-amiléide (AP) com um cluster de GM1 presente nos
rafts induz uma alteracdo de sua conformagdo para forma PB-pregueada, o que

aceleraria o processo de fibrilogénese. SM=esfingomielina (Adaptado de Matsuzaki,

2007).

Por outro lado, hd uma série de trabalhos que propdem ao gangliosidio GM1
um efeito neuroprotetor em modelos in vitro da doenga de Alzheimer (Sokolova et al.,
2007). Também h4 relatos de que a administracio de GM1 a pacientes com suposta
doenca de Alzheimer promoveria uma melhora consideravel no desempenho cognitivo
dos mesmos (Svennerholm et al., 2002).

Estudos em animais sadios demonstraram haver um aumento no clustering de
GMI1 com o avango da idade, sugerindo que esta alteracdo poderia em parte explicar a
maior formacdo de placas senis em individuos de idade avancada (Yamamoto et al.,
2008). Por outro lado, andlise post-mortem de cérebro de individuos acometidos pela
DA revelaram uma reducio global no contetido dos diferentes gangliosidios cerebrais, o
que poderia ser decorréncia da perda neural ou indicar que em seus estidgios terminais,
parte dos efeitos deletérios da DA sejam decorréncia de uma desestruturagdo das
membranas bioldgicas e de uma reducdo em seu conteido de gangliosidios
(Svennerholm and Gottfries, 1994).

Estudos da participacdo de outros gangliosidios no desenvolvimento da DA

sao menos freqiientes, porém alguns trabalhos demonstram haver um aumento no
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conteido de GM2 e GM3 nos rafts lipidicos em modelo murino transgénico de doenga
de Alzheimer (Barrier et al., 2007). O GM3, como discutido anteriormente, é um
gangliosidio pré-apoptético, de forma que esta alteracido pode estar envolvida nos danos
neurolégicos que culminam em perda neural.

Assim sendo, ainda ¢é inconclusiva a relagdo entre a expressao de
gangliosidios e a DA, uma vez que os dados da literatura nao nos permitem avaliar até
que ponto as alteragdes lipidicas observadas seriam uma decorréncia da doenga, ou um

efeito prévio e, talvez, predisponente ao desenvolvimento da mesma.
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2. OBJETIVOS

Considerando o até entdo apresentado, o primeiro objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito do peptideo B-amildide AP25-35, em suas formas fibrilada e nao-
fibrilada, sobre a biossintese dos gangliosidios em fatias hipocampais de ratos mantidas
em cultura organotipica, usando a marcagdo metabdlica com D-[1C"] galactose.

Além disso, considerando a discrepancia nos dados referentes a participagcdo do
gangliosidio GM1 na DA (ora mencionado como neuroprotetor, ora mencionado como
acelerador da progressdo da patologia), o segundo objetivo foi analisar o efeito de um
tratamento das fatias hipocampais com GMI1 sobre a toxicidade induzida pelo B-
amiléide. Para tanto, foi avaliado o percentual de morte por necrose e a
ativacdo/inativacdo da via de sinalizacdo GSK3[, a qual, em modelos de doenca de

Alzheimer, esta associada a morte celular.
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3. RESULTADOS

Os resultados desta dissertagdo serdo apresentados na forma de minuta de um
manuscrito de artigo cientifico, a ser submetido a revista Neurochemistry

International, cujas instrucdes encontram-se no anexo (item 7).
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Abstract

In the present study we have investigated the effect of AB25-35 peptide, in its fibrillar
and non-fibrillar form, upon the ganglioside biosynthesis in a model of hippocampal
organotypic cultures. The gangliosides were endogenously labeled with D-1[C'Y
galactose. Our results demonstrated an AP25-35 induced alteration on ganglioside
biosynthesis, an effect which seemed to be dependent on the peptide fibrillation state.
Therefore, the fibrillar AP25-35 caused an increase on GM3 biosynthesis and a
reduction on GD1b biosynthesis, whereas the non fibrillar form of this peptide was able
to enhance the synthesis of GM1 ganglioside. To further investigate the role of GMI1 in
our model, we have performed some experiments in order to test a possible
neuroprotective effect of this ganglioside. As a result, a pre-treatment of the
hippocampal slices with 10uM GM1 was able to prevent the toxicity triggered by the
fibrillar f-amyloid peptide, when measured by propidium iodide uptake protocol. With
the purpose of corroborating its neuroprotective action, as well as to investigate a
possible mechanism by which GM1 could promote neuroprotection, we have analyzed
the effect of GM1 treatment (1h, 6h, 12h and 24h) upon the amyloid-induced alterations
in GSK3f phosphorylation/activation state. Our results demonstrated an important
effect of GMI1 after 24h incubation, since it was able to reverse the amyloid-induced
dephosphorylation (activation) of GSK3p, a signalling pathway involved in apoptosis
triggering and neuronal death in models of Alzheimer disease. Taken together, our
results provide new and important support for the ganglioside participation in
Alzheimer models, and suggest a protective role of GM1 on the amyloid induced
toxicity, which, in the future, could expand the therapeutic strategy available for
Alzheimer treatment.

Keywords: Alzheimer’s disease; f-amyloid; Organotypic culture; Gangliosides; GM1;
neuroprotection, GSK3[3
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Introduction

Gangliosides compose a large family of glycosphingolipids, structurally
characterized by a ceramide hydrophobic core linked to an oligosaccharide chain, which
normally contains at least one sialic acid residue. They are synthesized at the Golgi
apparatus through sequential glycosylation and sialylation of a glucosilceramide moiety
(Tettamanti, 2004).

Gangliosides correspond to around 10% of the brain membrane lipid content,
and represent the functional lipid component of the membrane rafts. So, gangliosides
play important biochemical roles in cell biology, taking part of some processes like cell
differentiation and maturation, synaptogenesis, intercellular communication, neuronal
plasticity, and cell death/survival process. This large plethora of effects reflects and
depends on the expressed ganglioside profile, the localization and organization of these
lipids inside and across the membrane, as well as the biological moment during which
they are expressed. (Svennerholm, 1980; Vyas and Schnaar, 2001; Mocchetti et al.,
2005; Ichikawa et al., 2009; Lopez and Schnaar, 2009).

Taking this into account, little alterations in ganglioside profile and/or
distribution could bring about effects on cellular biology, and so it could participate in
the development and evolution of a large sort of diseases. We have previously
demonstrated alterations in ganglioside profile and/or distribution in models of hypoxia
ischemia (Trindade et al., 2001; Ramirez et al., 2003), organic acidurias (Trindade et al.,
2002), hypermethioninemia (Stefanello et al., 2007) and hyperprolinemia (Vianna et al.,
2008). Several other studies have attributed to gangliosides a participation in the
development of neurodegenerative disorders like Alzheimer disease (Ariga et al., 2008).
Nevertheless, the real role of these lipids in these diseases outcome remains little
understood.

Alzheimer disease is a neurodegenerative disorder characterized by a
progressive and still irreversible cognitive loss. Although it was firstly described in
1906, little is known about its pathogenesis. One of the main proposed hypotheses is the
amyloid cascade, which consists in the production and extracellular deposition of a 3-
amyloid peptide. The produced peptide may remain in a soluble form (monomer,
dimmer or oligomer) or follow on a polymerization process which involves the
formation of peptide insoluble fibril forms. Although the fibrils represent the

preferential form of B-amyloid deposition and the main component of the senil plaques
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(a classic histopathology marker of Alzheimer disease), both insoluble and soluble
forms of the peptide are potentially neurotoxic. However, the exact mechanisms which
regulate the B-amyloid formation, as well as the mechanisms involved in the cellular
response against this peptide are still unclear (Suh and Checler, 2002; Pimplikar, 2009).

Since the production of a P-amyloid peptide occurs on the biological
membranes, and taking into account the occurrence of an interaction between B-amyloid
and GM1 ganglioside, which in turn could facilitate or even accelerate the fibril
formation, a multiple number of researchers has proposed a positive relationship
between GM1 expression and the amyloid cascade processing (Matsuzaki, 2007;
Yanagisawa, 2007). On the other hand, a similarly number of studies suggests a
neuroprotective role for GM1 in several disease models (Krajnc et al., 1994, Lazzaro et
al., 1994; Augustinsson et al., 1997; Svennerholm et al., 2002; Sokolova et al., 2007).

Several studies have proposed a pivotal role for GSK3f signalling pathway in
the development and in the neuronal death observed in Alzheimer disease (Hooper et
al., 2008; Herndndez et al., 2009a;b). It was shown an amyloid induced activation
(dephosporylation) of GSK3p in some experimental models, and a correlation between
its activity and the neurotoxicity triggered by this peptide. For this reason, Koh et al.
(2008) propose the analysis of GSK3[p phosphorytion state (activation state of the
enzyme) as a biochemical parameter in the investigation of possible neuroprotective
drugs.

Thus, our objectives in this study were to investigate a possible effect of -
amyloid treatment on ganglioside synthesis, as well as to contribute with the elucidation
of GMI1 ganglioside effect (neuroprotective or not) on the amyloid-induced toxicity,

accessing cellular viability (PI uptake protocol) and GSK3 signalling pathway.
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1. Experimental procedures

1.1. Materials

Acrylamide, bisacrylamide, SDS and [-mercaptoethanol used in sodium
dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) were obtained from
Sigma (St. Louis, MO, USA) as well as AP25-35, propidium iodide (PI), standard
glycolipids and the ganglioside GM1 used in culture incubation. Polyclonal antibodies
were purchased from Cell Signalling Technology (Beverly, MA, USA). Anti-rabbit IgG
peroxidase-conjugated and reagents to detect chemiluminescence (ECL) were purchased
from Amersham Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ, USA). Millicell culture inserts
were obtained from Millipore (Millicelll-CM, 0.4 mm, Milliporel, Bedford, MA,
USA), 6-well culture plate were from Cell Culture Cluster (Costarl, New York, NY,
USA). Culture medium, HBSS, fungizone and horse serum heat inactivated were
obtained from GIBCO (Grand Island, NY, USA). Gentamicine was from Schering—
Plough (Rio de Janeiro, Brazil). D-[1-"C] galactose (57mCi/mmol) was obtained from
Amersham Life Science (Buckinghamshire, UK). Silicagel high performance thin layer
chromatography (HPTLC) plates were supplied by Merck (Darmstadt, Germany). All

other chemicals and solvents used were of analytical grade.

1.2. Organotypic hippocampal slice cultures

All animal use procedures were approved by local Animal Care Committee and
were in accordance with the NIH Guide for the care and use of laboratory animals.
Organotypic hippocampal slice cultures were prepared according to the method of
Stoppini et al. (1991), with modifications (Valentim et al., 2003; Cimarosti et al., 2005;
Horn et al., 2005). Briefly, 400 um thick hippocampal slices were prepared from 6 to 8-
days-old male Wistar rats using a Mcllwain tissue chopper and separated in ice-cold
Hank’s balanced salt solution (HBSS) composed of (mM): glucose 36, CaCl, 1.26, KCl
5.36, NaCl 136.89, KH,PO4 0.44, Na,HPO4 0.34, MgCl, 0.49, MgSO, 0.44, HEPES 25;
fungizone 1% and gentamicine 36 pg/100 mL, pH 7.2. The slices were placed on
Millicell culture insert and the inserts were transferred to a 6-well culture plate. Each
well contained 1 mL of tissue culture medium consisting of 50% minimum essential
medium, 25% HBSS, 25% heat inactivated horse serum supplemented with (mM, final
concentration): glucose 36, HEPES 25 and NaHCOs 4; fungizone 1% and gentamicine
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36 ug/100 mL, pH 7.3. Organotypic cultures were maintained in a humidified incubator
gasified with 5% CO, atmosphere at 37°C for 30 days. Culture medium was changed

three times a week.

1.3. AB25-35 peptide preparation and culture treatments

AP25-35 stock solutions of 1.5 mM were prepared in sterile distilled water,
stored at - 20°C. To obtain the fibrillar form of B-amyloid peptide, an aliquot of the
stock solution was incubated under 37°C during the 4 days preceding its use in culture
(Casal et al., 2004). The so-called non-fibrillar B-amyloid corresponds to the peptide
that has not been subjected to the aforementioned activation process, so being added to
the culture directly from stock solution. On the 28™ in vitro day, the medium was
replaced by a serum free medium in which it was added 25 uM of fibrillar/non-fibrillar
AP25-35 or not (control slices). Previous experiments showed that this concentration
(25 uM) of AP had the most toxic effect (data not shown), at least for the fibrillar

peptide form.

1.4. Quantification of cellular death

Cellular damage was assessed by fluorescent image analysis of propidium iodide
(PD) uptake (Noraberg et al., 1999). One hour before the end of the treatments, which
means after 48 hours of AB25-35 exposition 7.5 uM of PI was added to the medium. PI
uptake is indicative of significant membrane injury (Macklis and Madison, 1990).
Cultures were observed with an inverted microscope (Nikon Eclipse TE 300) using a
standard rhodamine filter set. Images were captured and then analyzed using Scion
Image software (http://www.scioncorp.com). The area where PI fluorescence was
detectable above background was determined using the ‘‘density slice’” option of Scion
Image software and compared to the total slice area to obtain the percentage of damage

(Valentim et al., 2003).

1.5. Metabolic ganglioside labeling
On the 29" in-vitro day, D-[1-C'*] galactose was added to the serum free culture
medium, at a final concentration of 1 pCi/ml, and the slices were maintained incubated

during the last 24 hours of culture. Subsequent to the death analysis, the slices were
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removed from the plates, washed three times with PBS buffer, and submitted to lipid

extraction protocol.

1.6. Lipid extraction

Each two washed slices were submitted to lipid extraction using sequentially the
mixture of chloroform:methanol (C:M 2:1, v/v) and chloroform:methanol (C:M 1:2,
v/v). The C:M extracts were combined and this pool was directly freed from water-
soluble contaminants by passing through a Sephadex G-25 column equilibrated in

C:M:Water (60:30:4.5) (Rosales-Fritz et al., 1997; Andrade et al., 2003).

1.7. Chromatography and fluorography

The purified lipid extracts (+3,000 cpm) were evaporated under N, and run
(+2,000 cpm), on HPTLC silica gel 60 plates (Merck), with two successive solvent
systems: first, chloroform/methanol 4:1, v/v) and second,
chloroform/methanol/0.25%aqueous CaCl2 (60:36:8, v/v). The second migration was
run in a TLC tank designed by Nores et al. (1994). Radioactive glycosphingolipids were
visualized by exposition of a radiographic film (Kodak X-Omat AR) at -80°C, usually
during three weeks, and their relative contribution was determined by densitometric
scanning of the X-ray film in a Geliance 600 Image System (PerkinElmer, USA).
Standard gangliosides were visualized by exposure to resorcinol-HCI (Svennerholm,

1957; Lake and Goodwin, 1976).

1.8. GM1 ganglioside culture treatments

GMI solution was prepared in a sterile saline buffer. In order to investigate the
effect of this ganglioside on the amyloid-induced toxicity, a volume of this solution was
added to the medium (at a final concentration of 10 uM) 48h before -amyloid peptide,
and again at the moment of B-amyloid incubation (Guidoni et al., 1989). 48 hours after
the peptide incubation, slices were submitted to death analysis by IP uptake. For
western-blot analysis of signalling proteins, culture slices were treated with GM1
(10uM) and/or fibrillar AB25-35 (25uM) during 1, 6, 12, or 24 hours, but in a way

assuring a final culture time of 30 days.
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1.9. Western blotting assay

After obtaining the fluorescent images of death, slices were homogenized in
lysis buffer (4% sodium dodecylsulfate, 2.1 mM EDTA, 50 mM Tris). Aliquots were
taken for protein determination and [-mercaptoethanol was added to a final
concentration of 5% in order to prevent protein oxidation. Samples containing 35 pg of
protein were resolved by 10% SDS-PAGE. Proteins were electro transferred to
nitrocellulose membranes using a semi-dry transfer apparatus (Bio-Rad, Trans-Blot
SD). After 2 h incubation at 4°C in blocking solution containing 5% non-fat milk and
0.1% Tween-20 in Tris—buffered saline (TBS; 50 mM Tris—HCI, 1.5% NaCl, pH 7.4),
membranes were incubated overnight with the appropriate primary antibody diluted in
the same blocking solution. Primary antibodies against the following proteins were
used: anti-phospho GSK-3B (Ser9) (pGSK-3f, 1:1000), anti-GSK-3B (1:1000), and
anti-f-actin (1:1000). The membranes were then incubated with horseradish peroxidase-
conjugated anti-rabbit antibody (1:1000). The chemioluminescence (ECL) was detected
using X-ray films (Kodak X-Omat). Films were scanned and the percentage of band
intensity was analyzed using Optiquant software (Packard Instrument). For each
experiment, the test groups (treated with GMI, fibrillar AB25-35, or simultaneously
treated with both GM1 and fibrillar AB25-35), were compared to control cultures
(exposed neither to AB25-35 nor to GM1), which were considered 100%, thus assuring
the same signal intensity for control and test groups. Data are expressed as percentage
of phosphorylated protein for GSK3[3, which was obtained by the ratio of the phospho-
protein (pGSK-3B) with its whole amount (GSK-3B) (Frozza et al., 2009). Protein
contents were measured by the method of Peterson (1997). In order to normalize the

value of protein, we detected B-actin in the same analysis.

1.10. Statistical analysis

Data are expressed as mean + S.D. One-way or two-way analysis of variance
(ANOVA) was applied to the means to determine statistical differences between
experimental groups. Post hoc comparisons were performed with Tukey test for
multiple comparisons. Differences between mean values were considered significant

when p < 0.05.
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2. Results

2.1. Toxicity induced by the different AP25-35 peptide forms in organotypic
hippocampal slice cultures

Exposition of cultures to the fibrillar form of AB25-35 peptide (25uM) caused a
marked fluorescence in the hippocampal slices after 48h treatment, indicating a high
incorporation of PI, which in turn means an increase in the cellular necrotic death
process by this peptide form. On the other hand, the non-fibrillar form of AP25-35
peptide (25uM) caused no significant death increase in the culture slices, as presented in
the same photomicrograph in Fig. 1A. The quantification of the photomicrographs is

represented in Fig. 1B.

2.2. AB25-35 effects upon ganglioside biosynthesis

Although neither the fibrillar nor the non-fibrillar f-amyloid forms was able to
carry out an alteration in the total radiolabeling (Fig.2), the chromatographic and
densitometric analysis revealed a distinct effect of the different peptide forms on the
profile and distribution of expressed gangliosides. While the non-fibrillar B-amyloid
caused a significant increase in GM1 biosynthesis, the fibrillar form of this peptide
prompt an increase in GM3 (p<0.05) and a reduction in GD1b (p<0.05) ganglioside
expression (Fig. 3 and 4).

2.3 Investigation of GM1 neuroprotective effect on the amyloid-induced death

Taking into account the literature data that propose a GMI1 neuroprotective
effect on so many different experimental models, we have decided to investigate the
GM1 effect on the B-amyloid toxicity observed in our own model. Since we have
observed a significant toxicity just for the fibrillar B-amyloid, we have chosen this
peptide form for the experiments of neuroprotection.

As can be notice in Fig. 5, treatment of culture slices with 10uM GM1, 48 hours
prior to amyloid and during the 48 hours of this peptide incubation, was able to

significantly prevent the peptide-induced toxicity, when measured by PI uptake.

2.4. Effect of GM1 upon fibrillar B-amyloid-induced alteration of GSK3f
phosphorylation state
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To further investigate the possible neuroprotective effect of GM1 on our model,
as well as to evaluate a possible signalling mechanism involved in it, we analyzed GM1
effect upon AB-induced alteration on the GSK3P phosphorylation state after 1, 6, 12
and 24 hours. Our results show no effect of GM1 or fibrillar AB25-35 treatment after
one hour of treatment. Nevertheless, 6h co-treatment with GM1 and AB25-35 caused a
significant increase in phosphorylation. And, surprisingly, the 12h treatment showed a
GM -induced decrease (p<0.05) in GSK3[3 phosphorylation state. The most interesting
effect, however, was observed in the 24h treatment, in which GM1 was able to rise
GSK3p phosphorylation and co-treatment with GM1 and AP25-35 was able to reverse
the amyloid-induced reduction in GSK3[3 phosphorylation state (Fig.6).

-32 -



3. Discussion

B-Amyloid peptide represents the major component of senile plaques, a
histopathology marker of Alzheimer disease. Although it is not the only biochemical
alteration observed in Alzheimer, the production of a amyloid peptide, which may
remain in soluble forms or be converted into insoluble ones (fibrils), seems to exert a
pivotal or even causal role in the disease development/progression (Suh and Checler,
2002; Wash and Selkoe, 2007).

The natural 3-amyloid peptides are composed of 39 to 43 amino acid residues.
Nevertheless, their shorter synthetic analogous, AB25-35, which contains the amino
acid sequence 25-35 of its natural counterparts, seems to trigger similar toxicity
mechanisms (El Khoury et al., 1996; Yan et al., 1996; Guan et al., 2001; Qui et al.,
2005; Frozza et al., 2009) and, just as the natural B-amyloid peptides, is able to
aggregate into fibrils (Kowall et al., 1992). Consequently, AB25-35 is a convenient tool
for the investigation of neurotoxic mechanisms involved in Alzheimer disease.

Taking into account a lot of studies suggesting a role of gangliosides and
membrane lipid dynamics in the amyloid cascade modulation, as well as a participation
of these lipids in the toxicity mechanisms triggered by amyloid peptide, the present
study has investigated the effect of AB25-35, in its fibrillar or non-fibrillar forms, upon
ganglioside biosynthesis in a model of hippocampal organotypic cultures.

Organotypic cultures are a good alternative to in vivo models, since they provide
a good experimental access to mimic pathophysiological pathways in living tissues, and
because they preserve the cell organization and tissue architecture (Stoppini et al., 1991;
Tavares et al., 2001; Cimarosti et al., 2005; Holopainen, 2005; Horn et al., 2005).

Using this model, we could observe that the B-amyloid induced death was
dependent on its fibrillation state, since the non-fibrillar peptide form was unable to
trigger toxicity, at least that toxicity measured by PI uptake protocols (Figure 1).

Our results demonstrate an AP25-35 effect on ganglioside biosynthesis, which
seemed to be dependent of the peptide fibrillation state. Whereas fibrillar AB25-35
caused an increase in GM3 and a decrease in GD1b biosynthesis, its non-fibrillar form
was able to enhance GM1 biosynthesis (figure 4).

Seeing that GM3 is a ganglioside normally associated with apoptotic

mechanisms, at least when expressed in mature neuronal cells (Sohn et al., 2006;
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Valaperta et al., 2006), and taking into account an anti-apoptotic effect attributed to
GD1b (Chen et al., 2005), the enhancement in GM3 biosynthesis as well as the decrease
in GD1b biosynthesis, as a consequent of fibrillar AB25-35 incubation, could take part
of the toxic mechanisms triggered by this peptide.

GM1, in turn, is a ganglioside normally associated with neuroprotective effects.
The exact mechanism involved in this neuroprotection is not completely understood, but
GMI is able to enhance/potentiate the neurotrophin release and action (Rabin et al.,
2002; Mocchetti et al., 2005), to exert antioxidant effects (Fighera et al., 2004; Furian et
al., 2007; Gavella et al., 2007), to prevent/revert glutamate induced excitotoxicity
(Cunha et al., 1999), and to modulate some signalling pathways involved in
death/survival processes (Mutoh et al., 1995; Pitto et al., 1998; Duchemin et al., 2002;
Lili et al., 2005; Duchemin et al., 2008).

On the other hand, a lot of studies have attributed to GM1 a participation in the
mechanisms of B-amyloid fibrillation, seeing that the interaction of the peptide with this
ganglioside could act as a seed for the aggregation process, accelerating or even
potentiating its fibrillation on membrane surfaces. This effect, however, seems to be
dependent of a clustering of this ganglioside into membrane microdomains (lipid rafts)
(Matsuzaki, 2007; Yanagisawa, 2007), as well as to be dependent of the pH and ionic
concentration of the medium (McLaurin et al., 1998). Besides that, other studies have
suggested a participation of GM1 ganglioside in maturation of Amyloid Precursor
Protein (APP), affecting its localization on membrane surface, and thence, positively
modulating B-amyloid production (Ehehalt et al., 2003; Zha et al., 2004; Zhang et al.,
2009).

To further analyze the real role of this ganglioside (neuroprotective or not) in the
present model, we have performed experiments consisting in the treatment of slices
cultures with a saline GM1 solution, in order to investigate the effect of this ganglioside
upon the APB25-35 induced toxicity. The GM1 concentration used in this experiment
was 10uM, since literature shows that, in this concentration range, gangliosides would
form micelles into water solution, and thus would have a greater ability to be
incorporated by biological membranes (Rauvala, 1979; Ulrich-Bott and Wiegandt,
1984). Considering that just the fibrillar AB25-35 was able to trigger toxicity in our
model, we have chosen this peptide form to perform the neuroprotective investigation.

The pre-treatment of slices with 10uM GM1, 48 hours previous to AB25-35 addition,
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was able to significantly prevent the amyloid toxicity measured after 48 hours of
amyloid incubation, as the PI uptake experiments have demonstrated (Figure 5).

Several studies have proposed a link among amyloid toxicity, Alzheimer
development, and the activation of the GSK3[ signalling pathway. This signalling
pathway exerts an important effect over neurons, triggering the activation of death
processes that could include oxidative stress induction and apoptosis response
activation. In models of Alzheimer disease, GSK3[ signalling pathway, besides its
effect on apoptotic triggering, could represent a link between amyloid
production/fibrillation and the posterior hyper-phosphorylation of Tau protein, which in
turn evolves to the development of other important histopathology marker of Alzheimer
disease, namely the neurofibrillary tangles (Hooper et al., 2008; Herndndez et al.,
2009a;b). Thence, there are researches proposing the analysis of GSK3[ activation,
which is measured by its phosphorylation state (since this enzyme seems to be inactive
when phosphorylated), as a biochemical marker for the study of neuroprotective drugs.
So, drugs which could inhibit the B-amyloid induced activation of GSK3[ could be
considered as potential neuroprotective ones (Koh et al., 2008).

Thus, in order to further analyze the neuroprotective potential of GM1 in our
model, and to propose a possible way by which this ganglioside could trigger its
neuroprotective action, we have investigated the effect of GMI1, in a 10uM
concentration, upon the amyloid induced alterations of GSK3f phosphorylation state
(Figure 6). Although the 1 hour incubation has demonstrated no alteration of GSK3f
phosphorylation, neither with GM1 nor AB25-35, a longer treatment, during 6 hours,
has showed that a co-treatment with GM1 and AP25-35 is able to enhance the
phosphorylation of GSK3B. A 12 hour treatment with GMI1 trigger a decrease in
GSK3p phosphorylation. Most importantly, however, we have observed that GM1 was
able to reverse the activation (or dephosphorylation) of GSK3 (p<0.05) observed after
24 hours of AB25-35 incubation.

Taken together, our results firstly demonstrate a direct effect of a natural -
amyloid peptide analogue on ganglioside synthesis, which seems to be dependent of its
fibrillation state.

We also demonstrated a potential neuroprotective effect of GM1 ganglioside,
which suggests that the amyloid-induced alterations in ganglioside expression really

could affect cell viability and the tissue response against the peptide induced insult.
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Taking this into account, we propose that the GM1 synthesis enhancement triggered by
non-fibrillar amyloid peptide could represent a short-term way of neuroprotective
response of the tissue, although in long run, we could not rule out the hypothesis that
this ganglioside alteration could facilitate a future aggregation of the non-fibrillar
peptide into its more toxic fibril forms.

Although the clinical use of GM1 ganglioside as a neuroprotective drug could be
made difficult because of its low bioavailability into CNS (Orlando et al., 1979;
Ghidoni et al., 1989), as well as because the associated risk in triggering autoimmune
diseases (Guillain Barré Syndrome) (Govoni et al., 1997; Kuwabara, 2007), the recent
development of synthetic GM1 analogues, with improved pharmacokinetic properties
and maybe with a better clinical security, could, in the future, expand the available
therapeutic strategies for Alzheimer disease treatment (Polo et al., 1994; Wells et al.,

1996; Bachis et al., 2002; Wu et al., 2005; Biraboneye et al., 2009).
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Figure Legends

Figure 1: Toxicity induced by 48 hours exposure of the non-fibrillar and the
fibrillar AP25-35 peptide (25uM) in organotypic hippocampal cultures: (A)
representative photomicrographs of slices stained with PI at the end of treatment; (B)
quantitative analysis of hippocampal damage just after each treatment with non-fibrillar
AP25-35 (Non-fibrillar Abeta) and with fibrillar AP25-35 (Fibrillar Abeta),
respectively. Bars represent the mean + S.D., n=8. (*) Significantly different from

control cultures (one-way ANOVA followed by Tukey test, p<0.05).

Figure 2: Quantification of total ganglioside radiolabeling (measured as

cpm/ug protein) obtained from organotypic hippocampal slice cultures exposed to non-
fibrillar AB25-35 (Non-fibrillar Abeta), or fibrillar AB25-35 (Fibrillar Abeta) or not
exposed (control). Gangliosides were extracted and purified with sephadex G-25 as
described in Material and Methods. Bars represent the mean + S.D., n=8. (one-way

ANOVA followed by Tukey test, p<0.05)

Figure 3: High performance thin layer-autoradiography of D-[1-C'Y

galactose labeled endogenous gangliosides from organotypic hippocampal slice cultures
exposed to non-fibrillar AB25-35 (Non-fibrillar Abeta), or fibrillar AB25-35 (Fibrillar
Abeta) or not exposed (control). Gangliosides were extracted, purified with sephadex G-
25 and analysed by HPTLC, as described in experimental procedures. The position of
co-chromatographed ganglioside standards is indicated. The present results are

representative of eight independent experiments.

Figure 4: Ganglioside distribution in organotypic hippocampal slice cultures

exposed to non-fibrillar AB25-35 (Non-fibrillar Abeta), or fibrillar AB25-35 (Fibrillar
Abeta) or not exposed (control). Results correspond to densitometric analysis of 8
HPLC-autoradiography as showed in Figure 3. Result for each ganglioside is expressed

as a percentage of the total radioactivity incorporated into all ganglioside bands. Results
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are expressed as mean percentage + S.D. (*) Significantly different from control

cultures (one-way ANOVA followed by Tukey test, p<0.05).

Figure 5: Effect of GMI treatment on fibrillar AB25-35-induced cell death.

The slices were treated or not with 10uM GM1 from the 26" in vitro day. On the 28" in
vitro day, fibrillar AB25-35 was added to the medium, and cell death was analyzed after
48h of its incubation by PI uptake. Control represents the slices treated with none GM1
neither amyloid-peptide. (A) representative photomicrographs of slices stained with PI
at the end of treatment; (B) quantitative analysis of hippocampal damage. Bars represent
the cell death mean + S.D., n=5. (*) Significantly different from control cultures,
(#) significantly different from AP25-35 treated slices (two-way ANOVA followed by
Tukey test, p<0.05).

Figures 6: Effect of 10uM GM1 treatment on fibrillar AB25-35 induced

GSK3p alteration. (A) Representative Western blotting of phospho-GSK3 and GSK3[3
after each treatment; (B) histograms representing the quantitative Western blotting
analysis of GSK3P phosphorylation state. The densitometric values obtained to
phospho- and total-GSK3p were first normalized to their respective control. The control
values are shown as a horizontal clotted line. Data are expressed as a ratio of the
normalized phospho-GSK3[B/GSK3p relation. Bars represent the mean + S.D, n = 3 for
1, 6 and 12h treatments, and n=5 for 24h treatment. (*) Significantly different from
respective control culture, (#) significantly different from respective fibrillar AB25-35

treated group (two-way ANOVA followed by Tukey test, p < 0.05).
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4. DISCUSSAO

Como apresentado na introdugédo do presente trabalho, a doenga de Alzheimer é
uma patologia neurodegenerativa extremamente complexa, cujos mecanismos
patofisioldgicos ainda ndo foram completamente esclarecidos. A producdo de um
peptideo B-amiléide a partir de um processamento anormal da Proteina Precursora
Amiléide (APP), seguida dos processos de oligomerizacdo e/ou fibrilacdo deste
peptideo, sdo eventos que desempenham papel chave no desenvolvimento e na
progressdo dessa patologia. Apesar de ndo serem os Unicos fendmenos bioquimicos
detectados na DA, s@o considerados os responsaveis por boa parte dos efeitos
neurotéxicos nela observados (Suh and Checler, 2002).

Embora por muito tempo, apenas a forma fibrilada do -amil6ide fosse atribuida
uma funcdo neurotdxica, estudos recentes indicam que formas intermedidrias de
agregacdo do peptideo, as quais, apesar de serem soldveis e ndo propensas a depositar-
se no parénquima cerebral, poderiam ter importante participacdo nos danos neurais
desencadeados pela cascata amildide. Desta forma, torna-se necessdrio analisar ndo
apenas os efeitos bioquimicos/celulares deflagrados pelo peptideo fibrilado, mas
também, avaliar a capacidade de formas soldveis deste peptideo induzirem alteracdes
celulares importantes (Walsh and Selkoe, 2007).

Os peptideos B-amil6ides produzidos, naturalmente, pelo metabolismo da APP,
sdo constituidos de 39 a 43 residuos de aminoacidos. Dentre estes, aquele composto por
42 aminoécidos, APB1-42, tem maior propensdo a fibrilar in vivo e, consequentemente
levar a formacdo das placas senis. No entanto, uma série de estudos tem analisado a
possibilidade e viabilidade de se utilizar andlogos sintéticos do peptideo B-amildide em
modelos de DA. Um destes andlogos é o peptideo B-amiléide composto pela seqiiéncia
dos aminoécidos 25-35 do peptideo natural, entdo chamado AP25-35. Este andlogo
desencadeia mecanismos de toxicidade muito semelhantes ao peptideo natural (El
Khoury et al., 1996; Yan et al., 1996; Guan et al., 2001; Qi et al., 2005; Frozza et al.,
2009), e, a exemplo deste, apresenta uma alta capacidade de fibrilacdo in vitro (Kowall
et al., 1992). Desta forma, por razdes praticas e econdmicas, a utilizagdo do APB25-35
torna-se uma alternativa conveniente e vidvel para o estudo da toxicidade ou das

alteracdes bioquimico-celulares desencadeadas pelo B-amildide.
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Em termos de modelo experimental, as culturas organotipicas apresentam uma
série de vantagens frente a modelos de cultura celular ou a modelos in vivo para o
estudo de toxicidade ou de neuroprotecdo, bem como, para a andlise das alteracdes
bioquimicas envolvidas nestes processos. A exemplo das culturas celulares, e ao
contrdrio do que se tem em modelos in vivo, as culturas organotipicas permitem um
maior controle sobre parametros bioquimicos e/ou fisioldgicos como temperatura,
oxigenacdo, disponibilidade de nutrientes ou mesmo de drogas, eventualmente, em
estudo. Além disto, as culturas organotipicas permitem uma manutenc¢io da arquitetura
tecidual e das interagdes/conexdes celulares, bem como possibilitam a manuten¢io do
desenvolvimento das fatias de tecido mantidas em cultura. Desta forma, para o estudo
de alteragdes bioquimicas que acompanham a DA, bem como, para o estudo de
possiveis mecanismos de neuroprote¢do para esta patologia, modelos de cultura
organotipica de fatias hipocampo (principal estrutura cerebral afetada em pacientes com
a DA) representam uma boa alternativa comparada aos modelos in vivo e aos modelos
de cultura celular (Stoppini et al., 1991; Tavares et al., 2001; Cimarosti et al., 2005;
Holopainen, 2005; Horn et al., 2005).

Neste modelo, fatias de 400 micrOmetros sdao obtidas a partir de ratos com idade
entre 6 ¢ 8 dias de vida pds-natal. Embora a DA acometa individuos ja senis, é
necessdrio a utiliza¢do de animais com esta idade para a obtengdo das culturas, visto que
fatias de hipocampo de animais com maior idade ndo apresentariam a mesma
plasticidade e consequentemente, ndo se manteriam vidveis em cultura. A fim de
contornar este problema, as culturas s@o mantidas por um periodo de 30 dias, o qual é
suficiente para uma adequada maturagdo do tecido, na tentativa de mimetizar o estigio
de desenvolvimento de uma fatia de tecido que, eventualmente, fosse obtida a partir de
um animal adulto (Stoppini et al., 1991; Tavares et al., 2001).

Neste sentido, e considerando os dados da literatura que sugerem uma
participacdo dos gangliosidios e da dindmica das membranas neurais, no
desenvolvimento ou no desfeche da DA, o presente trabalho analisou o efeito do
peptideo AP25-35, em sua forma fibrilada e ndo-fibrilada, sobre a biossintese dos
gangliosidios em fatias de hipocampo mantidas em cultura organotipica.

A marcagdo metabdlica dos gangliosidios foi realizada por meio da incubagio
das fatias hipocampais com D-[1-C'Y galactose, a qual, ap6s adentrar as células é
convertida a UDP—[l—C14] galactose, e entdo incorporada na via de biossintese dos

gangliosidios ou dos demais glicolipidios e glicoproteinas. A posterior extragéo lipidica

-55-



com solvente orginico, seguida de purificacdo em silica G25 e da separacdo
cromatografica das espécies lipidicas radiomarcadas, possibilitou analisar
especificamente o efeito dos peptideos (fibrilado e ndo fibrilado) sobre o perfil das
diferentes espécies de gangliosidios.

Como resultado, observamos que o peptideo AB25-35 foi capaz de promover
uma alteracdo na biossintese dos gangliosidios, sendo este efeito dependente de seu
estado de fibrilagdo. Desta forma, o peptideo fibrilado foi capaz de aumentar
significativamente a biossintese de GM3 e reduzir a de GD1b, ao passo que o AP 25-35
ndo submetido ao processo de fibrilagdo in vitro promoveu um aumento na biossintese
do gangliosidio GM1 (p<0.05) (Figura 4).

O mecanismo que leva o peptideo AP25-35 a afetar a biossintese dos
gangliosidios de forma diferencial, conforme seu estado de fibrilagdo, ainda ndo é bem
compreendido. Sabe-se, no entanto, que o B-amiléide em sua forma ndo fibrilada seria
capaz de adentrar as células (LaFerla et al., 2007) e, consequentemente, podemos
imaginar que seu efeito intracelular possa ter uma participacdo importante nos
mecanismos de modulacdo do metabolismo dos gangliosidios. O peptideo fibrilado, por
sua vez, ¢ uma forma de depdsito extracelular, ndo sendo, portanto, captado pelas
células. No entanto, ao propiciar a producdo de espécies reativas de oxigé€nio via
ativacdo de NADPH-oxidases de membrana, o peptideo fibrilado seria capaz de ativar
esfingomielinases neutras, residentes na membrana plasmatica, enzimas que atuariam
clivando esfingomielina e liberando ceramida, a qual pode ser desviada para a sintese de
gangliosidios (Jana and Pahan, 2004). E preciso ressaltar, no entanto, que estes efeitos
sdo propostos ao peptideo AP1-42, ndo havendo estudos neste sentido para com o
peptideo AP25-35.

De qualquer forma, as alteragdes lipidicas propiciadas pelo peptideo AB25-35
permitem-nos sugerir que os gangliosidios possam exercer um papel importante nas
alteracdes celulares que acompanham a cascata amildide.

Uma vez que o GM3 é um gangliosidio normalmente expresso durante as fases
embriondrias do desenvolvimento neural, tendo uma atividade apoptdtica quando
expresso em células neuronais adultas, um aumento na biossintese deste gangliosidio
poderia ter uma participa¢do importante nos mecanismos neurotdxicos desencadeados
pelo peptideo em sua forma fibrilada. Os mecanismos pelos quais este gangliosidio

desencadearia um processo de apoptose ainda ndo foram completamente elucidados,
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porém dados da literatura sugerem que o GM3 seria capaz de mediar parte dos efeitos
neurotdxicos  desencadeados  pelo  neurotransmissor  excitatério  glutamato
(excitotoxicidade glutamatérgica) (Sohn et al., 2006), bem como gerar ceramida ao ser
metabolizado (Valaperta et al., 2006), a qual ¢ um lipidio classicamente associado ao
desencadear de processos apoptdticos em células neurais.

O significado de uma reducdo na biossintese de GD1b nao é muito claro,
principalmente em virtude de pouco conhecimento sobre os papéis bioquimicos ou
sinalizatérios atribuiveis a esta espécie de gangliosidio. No entanto, Chen e
colaboradores (2005) sugerem uma atividade anti-apoptética a este gangliosidio em
modelo de cultura de neur6nios hipocampais. Assim, a diminui¢cdo na sintese de GD1b
(supostamente anti-apopt6tico), aliada a um aumento na de GM3 (apoptético), pode ter
participac@o nos danos celulares desencadeados pelo AB25-35.

Por outro lado, o AB25-35 ndo submetido a fibrilagdo in vitro, foi capaz de
aumentar a biossintese de GM1 (p<0.05) (Figura 4). O significado deste aumento é
ainda controverso, visto que a literatura ndo chegou a um consenso sobre a real
participacdo deste gangliosidio nos eventos associados a DA, ora sendo considerado
modulador da amiloidogénese e fibrilogénese, (e, portanto, tendo participagdo no
desenvolvimento/progressdao da DA), ora sendo associado a processos de neuroprotecao.

Desta forma, é sugerido que o GM1 participe dos processos de maturacdo da
proteina precursora amildide e, ao interagir com esta, através de dominio de ligagdo a
glicoesfingolipidios, possa alterar a distribui¢do da APP nos diferentes dominios de
membrana, o que, como apresentado na introducdo deste trabalho, teria importante
repercussao no processo de amiloidogénese (Zha et al., 2004; Zhang et al., 2009).

Da mesma maneira, diversos estudos t€ém demonstrado uma participacdo do
GM1 nos processos de fibrilagao do B-amildide. Este efeito seria devido a capacidade
deste gangliosidio de interagir com o peptideo, a partir de seu residuo de 4cido sidlico, e
desta forma induzir uma altera¢do na conformagao do -amil6ide no sentido de acelerar
seu processo de agregacdo e fibrilacdo. Este efeito, no entanto, tal qual relatado na
introducdo deste trabalho, é dependente de um clustering de diversas moléculas de GM1
em um mesmo raft lipidico, sendo, portanto dependente também de alteracdes no
conteddo ou distribuicdo de colesterol, bem como da dindmica dos microdominios de
membrana (Matsuzaki, 2007; Yanagisawa, 2007). Além disso, a capacidade do GM1 de

induzir e estabilizar a conformagdo beta-preguecada do peptideo P-amildide é
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dependente do pH do meio, bem como de sua forca idnica (McLaurin et al., 1998). Este
evento foi demonstrado para o AB1-42, sem relatos do mesmo efeito para seu andlogo
sintético APB25-35, alvo do presente estudo. Assim, embora seja tentador propor que o
aumento na sintese de GM1, por parte do B-amil6ide nao fibrilado, represente uma
alteracdo bioquimica no sentido de favorecer uma futura fibrilagdo deste peptideo, os
dados aqui apresentados sdo insuficientes para permitir tal concluséo.

Por outro lado, uma série de outros trabalhos tem atribuido ao GM1 um papel
neuroprotetor importante, inclusive em modelos de DA. Segundo os dados disponiveis
na literatura, o GM1 seria capaz de: mediar a liberacdo de neurotrofinas, bem como,
ativar diretamente os receptores (Trk’s) destes fatores neurotréficos (Bachis et al., 2002;
Rabin et al., 2002; Mocchetti et al., 2005); ativar diversas vias de sinalizag@o, a exemplo
das vias da ERK e da PI3K (Mutoh et al., 1995; Pitto et al., 1998; Duchemin et al.,
2002; Lili et al., 2005; Duchemin et al., 2008); exercer efeito antioxidante (Fighera et
al., 2004; Furian et al., 2007; Gavella et al., 2007); reduzir a liberag¢do de interleucinas
inflamatérias como efeito do peptideo B-amiloide (Ariga and Yu, 1999); reverter parte
dos efeitos toxicos de neurotransmissores excitatérios como  glutamato
(excitotoxicidade glutamatérgica) (Cunha et al., 1999); além de restabelecer a sintese de
acetilcolina (um neurotransmissor cuja sintese é profundamente afetada ao longo do
desenvolvimento da DA) (Fong et al., 1995).

Desta maneira, sugerimos que este aumento na sintese de GMI1 poderia
representar, a curto prazo, uma forma de adaptacdo das células/tecido frente a um
insulto, ndo podendo, no entanto, descartar a possibilidade de que, a longo prazo, tal
alteracdo no metabolismo de gangliosidios venha a favorecer o processo de fibrilacdo do
B-amil6ide.

Em virtude disso, realizamos uma série de experimentos com a finalidade de
investigar uma possivel acdo neuroprotetora do GM1 no modelo em estudo. Uma vez
que o AP25-35 foi capaz de promover toxicidade, medida pela captagdo de iodeto de
propidio, apenas quando em sua forma fibrilada (figura 1), optamos por utilizar tdo
somente o peptideo fibrilado nos estudos de neuroprotecao.

Os experimentos consistiram num pré-tratamento das fatias hipocampais com
uma solucdo de GM1, iniciada a partir do 26° dia de cultura, ou seja, 48 horas antes da
adicdo do peptideo B-amiléide. No 28° in vitro, o meio de cultura foi trocado por um

meio soro reduzido, e o APB25-35 fibrilado foi adicionado as culturas juntamente com
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mais uma aliquota de GM1. Com 48h de incubagdo, a morte celular foi analisada por
meio da captacdo de iodeto de propidio. Como resultado, observamos que o GM1, na
concentracdo final de 10 uM foi capaz de reduzir, significativamente, a morte celular
induzida pelo B-amiléide fibrilado (Figura 5). Neste experimento, e por razdes ainda
ndo compreendidas, o AB25-35 apresentou uma toxicidade superior a esperada, fato que
se repetiu em diversas culturas subseqiientes. A explicagdo mais razodvel que propomos
¢ a de que o lote de AP25-35 utilizado nesta bateria de experimentos tenha, por algum
motivo, sofrido um processo de fibrilagio mais intenso. A concentragdio de GMI1
utilizada neste experimento baseou-se em dados da literatura que sugerem que, nesta
concentracdo, os gangliosidios seriam capazes de formar micelas em meio aquoso, e
desta forma, ter sua incorporacdo por parte das células aumentada (Rauvala, 1979;
Ulrich-Bott and Wiegandt, 1984).

No intuito de corroborar uma possivel acdo neuroprotetora do GM1 no presente
modelo, bem como, avaliar um possivel mecanismo sinalizatério pelo qual o GM1
interferiria na toxicidade desencadeada pelo peptideo AP25-35, realizamos
experimentos para averiguar o efeito do GM1 sobre as alteragdes induzidas pelo AB25-
35 na via de sinalizagdo celular da GSK3p.

A via da GSK3B é uma via de sinalizacdo que estd relacionada com
desencadeamento de eventos de morte celular programada, neuroinflamacio e estresse
oxidativo em células neurais. Em modelos de DA a GSK3p, além de participar dos
processos acima citados, desempenha um papel crucial no sentido de mediar a
fosforilagdo da proteina Tau (favorecendo a formagao dos emaranhados neurofibrilares),
reduzir a sintese de acetilcolina, e como conseqiiéncia, mediar parte dos eventos que
levam ao déficit cognitivo. Assim, alguns pesquisadores propdem que esta via
desempenhe uma funcdo central no desenvolvimento e nos danos associados a DA
(Hooper et al., 2008; Herndndez et al., 2009a;b).

A atividade da enzima GSK3fB ¢é regulada por processo de fosforilagdo e
defosforilagdo. Assim, quando fosforilada, a GSK3p, que constitutivamente encontra-se
ativa, é inativada. Andlise de seu estado de fosforilag@o, portanto, permite-nos avaliar a
atividade desta via. Desta forma, alguns trabalhos demonstram que o peptideo beta-
amilo6ide seria capaz de reduzir a fosforilagdo da GSK3p (e consequentemente ativar
esta via de sinalizagdo), e que este evento traria repercussido sobre a toxicidade

desencadeada pelo peptideo, bem como serviria de mediador entre a formacgao de placa
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senil e dos emaranhados neurofibrilares, como anteriormente discutido. Desta forma,
Koh et al. (2008) propdem a andlise do estado de fosforilagio da GSK3p como
parametro ao estudo de drogas neuroprotetoras em modelos de toxicidade do peptideo
beta-amildide.

A fim de avaliar, portanto, o efeito do GM1 sobre as alteracdes induzidas pelo
AP25-35 no estado de fosforilagdo da GSK3[, realizamos uma série de experimentos
em que uma solucdo 10uM deste gangliosidio foi incubada, concomitantemente ao
AP25-35 fibrilado, e, apds 1, 6, 12 ou 24 horas de incubagdo, o estado de fosforilagao
da GSK3p foi analisado por western-blot (Figura 6).

Foi possivel observar um efeito tempo dependente do GMI1 sobre a
ativagdo/inativagcdo da GSK3f. Com uma hora de incubagio, nem o GM1 nem o AB25-
35 foram capazes de afetar o estado de fosforilagio da GSK3P. Com 6 horas de
incubacdo, foi possivel verificar que o tratamento com GMI1 em conjunto com a
incubacdo do AB25-35 promoveu um aumento na fracéo fosforilada (inativa) da enzima.
Com 12 horas de incubacdo, no entanto, 0 GM1 promoveu uma redugao na fosforilagio
da GSK3p. Para estes experimentos (1, 6, ¢ 12 horas) o nimero amostral foi muito
pequeno (n=3), de modo que qualquer conclusdo neste sentido seria especulativa. Com
24 horas de tratamento, no entanto, nosso nimero amostral foi suficientemente grande
(n=6) para demonstrar que, neste tempo de incubagdo, o GMI1 € capaz de aumentar a
fosforilagdo (inibicdo) da GSK3p, e consequentemente, reverter o efeito do B-amiléide
em ativar esta via de morte celular.

Nossos dados, portanto, sugerem fortemente que o GM1 apresente uma acio
neuroprotetora neste modelo. Possivelmente isto seja devido a alteragdes sinalizatérias
que este gangliosidio desencadeia, ndo podendo, entretanto, descartar que o efeito
neuroprotetor deste gangliosidio, também possa ser devido a uma acdo antioxidante, ou
a modulagdo de outras vias de sinalizacdo celular além da GSK3p.

Os dados indicando um efeito neuroprotetor ao gangliosidio GM1, ndo apenas
em modelos de DA, mas também em outros modelos de doencas neuroldgicas, fazem
ressurgir a polémica questdo da utilizacdo deste gangliosidio na clinica médica. Neste
sentido, a utilizacdo clinica de gangliosidios exdgenos, em especial o
monossialogangliosidio GM1, tem sido proposta para uma grande diversidade de
patologias relacionadas ao sistema nervoso: lesdo de medula espinhal (Mahadik and

Karpiak, 1988), neuropatias periféricas (Schneider et al., 1994), isquemia (Lazzaro et
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al., 1994) e hipdxia (Krajnc et al., 1994). No caso da DA, estudos com infusdo
intraventricular continua de GM1 mostrou modesto beneficio em pacientes com DA do
tipo familiar, os quais tornaram-se mais ativos e apresentaram melhora em fungdes
cognitivas como linguagem e compreensao escrita (Gottfries, 1994; Svennerholm, 1994;
Augustinsson et al., 1997; Svennerholm et al., 2002). Além disso, a administragdo de
GMI1 em modelos animais evidencia melhora da memdria nas mais diversas tarefas
(Silva et al, 1996; Fong et al., 1997; Silva et al., 1999; Silv et al., 2000).

Entretanto, o emprego do GM1 na prética clinica é dificultado por duas questdes
principais: sua baixa biodisponibilidade central e o risco de desencadear doencas auto-
imunes.

Devido a presenca da barreira hematoencefilica, a biodisponibilidade central do
GMI1 torna-se extremamente baixa, sendo que apenas cerca de 1 a 3% da dose de GM1
administrada sistemicamente seria capaz de atingir o Sistema Nervoso Central (Orlando
et al., 1979; Ghidoni et al., 1989).

Além disso, a administragdo de gangliosidios exdgenos a pacientes humanos foi
relacionada ao desenvolvimento de uma grave sindrome auto-imune, a sindrome de
Guillain-Barré, caracterizada por wuma polineuropatia motora, normalmente
desencadeada por infecgdes respiratrias ou gastrointestinais, € que envolve a produgio
de anticorpos anti-gangliosidios (Kuwabara, 2007). Embora os dados ndo sejam
consistentes para afirmar que a administracido de gangliosidios exdgenos seja, por si s0,
um fator suficiente para o desenvolvimento desta doenga auto-imune, desde 1985 foram
relatados espontaneamente, na Alemanha, Itdlia e Espanha, pelo menos 45 casos de
pacientes que, apos utilizarem produtos contendo gangliosidios para o tratamento de
neuropatia periférica ou outras desordens, vieram a desenvolver a sindrome de Guillain-
Barré (Govoni et al., 1997).

No entanto, apesar de todas estas questdes, andlogos semi-sintéticos de
gangliosidios estdo sendo produzidos e testados, os quais apresentam um perfil
farmacocinético melhorado e talvez venham a demonstrar uma maior seguranga em
ensaios clinicos. Desta forma, LIGA20, um anilogo semi-sintético do gangliosidio
GMI1, ja foi testado em modelos experimentais, demonstrando uma atividade
neuroprotetora semelhante ou mesmo superior ao do gangliosidio natural, e apresenta
como vantagem, uma maior biodisponibilidade central (Polo et al., 1994; Wells et al.,
1996; Wu et al., 2005). Estudos da relacdo estrutura-atividade de gangliosidios como

GM1, estdo ampliando enormemente o desenvolvimento e a descoberta de novos
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andlogos, de modo que € possivel, num futuro préoximo, que as atividades
neuroprotetoras demonstradas para o GMI1 sejam exploradas farmacologicamente

através destes compostos (Biraboneye et al., 2009).
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5. CONCLUSOES

Frente aos resultados obtidos no presente trabalho, é possivel concluir que:

- O peptideo beta-amildide AP25-35 afeta a biossintese de gangliosidios de
forma dependente a seu estado de fibrilacdo;

- Em sua forma fibrilada, o AB25-35 leva a um aumento na biossintese de
GM3 e a uma redugdo na biossintese de GD1b, ao passo que em sua forma ndo
fibrilada, este peptideo proporciona um aumento na biossintese de GM1.

- O gangliosidio GM1 apresenta atividade neuroprotetora no presente modelo,
atividade esta, possivelmente mediada pelo efeito deste gangliosidio em reverter a
ativacdo da via da GSK3[ (associada a morte neuronal em modelos de DA) por parte do

peptideo beta-amilédide.
Em resumo, este trabalho vem a reforcar as evidéncias da participacdo dos

gangliosidios em modelos da doenca de Alzheimer, e dd suporte ao estudo

neuroprotetor do gangliosidio GM1, ou futuramente, de seus andlogos biossintéticos.
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Guide for Authors
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I. General

Neurochemistry International is devoted to the rapid publication of outstanding original
articles and timely reviews in neurochemistry. Manuscripts on a broad range of topics
will be considered, including molecular and cellular neurochemistry,
neuropharmacology and genetic aspects of CNS function, neuroimmunology,
metabolism as well as the neurochemistry of neurological and psychiatric disorders of
the CNS.

US National Institutes of Health (NIH) voluntary posting (" Public Access") policy

Elsevier facilitates author response to the NIH voluntary posting request (referred to as
the NIH "Public Access Policy"; see =+
http://www.nih.gov/about/publicaccess/index.htm) by posting the peer-reviewed
author's manuscript directly to PubMed Central on request from the author, 12 months
after formal publication. Upon notification from Elsevier of acceptance, we will ask you
to confirm via e-mail (by e-mailing us at NIHauthorrequest@elsevier.com) that your
work has received NIH funding and that you intend to respond to the NIH policy
request, along with your NIH award number to facilitate processing. Upon such
confirmation, Elsevier will submit to PubMed Central on your behalf a version of your
manuscript that will include peer-review comments, for posting 12 months after formal
publication. This will ensure that you will have responded fully to the NIH request
policy. There will be no need for you to post your manuscript directly with PubMed
Central, and any such posting is prohibited.

Exceptions: It is the policy of Elsevier that authors need not obtain permission in the
following cases only: (1) to use their original figures or tables in their future works; (2)
to make copies of their papers for use in their classroom teaching; and (3) to include
their papers as part of their dissertations.

1. Types of communication

(a) Papers reporting original research are considered for publication provided that they
describe significant, new and carefully confirmed findings and that adequate
experimental details are given. All papers must be prepared according to the instructions
given in Section III.

(b) Rapid Communications are those reporting original research and which are
considered of such importance that publication is necessary within the shortest possible
time. These papers should be between 1000 and 4000 words in length, and will be
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published within 10 weeks of acceptance. When submitting a manuscript for
publication as a rapid communication, authors should include a brief statement
justifying the reason for its inclusion in the rapid publication section of the journal.

(c) Short Communications - manuscripts of length up to a maximum of 3,000 words
(including figure legends but not references), with no more than 1 figure and 1 table or
2 of either, will be considered for publication. Articles must be written in English,
contain original experimental results, and should be complete in all respects. The layout
and style should adhere strictly to the instructions given below and, in particular, the
literature reference style (no more than 15 references).

(d) Reviews on a specific topic of neurochemistry written at the invitation of the
Editors-in-Chief or submitted directly by any author will be considered. These need not
only be exhaustive reviews, but can also be shorter articles intended either to draw
attention to developments in a specific field for workers in other scientific disciplines,
or to bring together observations over a wide area which seem to point in a new
direction, to give the author's personal views on a controversial topic, or to direct
soundly based criticism at some widely held dogma or widely used technique in
neuroscience. Authors should always endeavour to make their reviews understandable
to neuroscientists of other disciplines.

Language Editing:

Prior to submission, authors for whom English is not their first language may find it
helpful to use a language and copyediting service such as that available through =+
http://www.elsevier.com.locate/languagepolishing or may contact
authorsupport@elsevier.com for more information. Please note that Elsevier neither
endorses nor takes responsibility for any products, goods or services offered by outside
vendors through our services or in any advertising. For more information please refer to
our Terms & Conditions =+http://www.elsevier.com//termsconditions.

Online Submission:

Neurochemistry International manuscripts may be submitted using the journal's online
submission and review Web site at =+http://www.ees.elsevier.com/nci. To use this
submission route, please go to the Web site and upload your article and its associated
artwork. A PDF is generated and the reviewing process is carried out using that PDF.
All correspondence between editors, authors, and reviewers is performed on this
system, and paper copies are no longer required. There are no submission fees or page
charges. Each manuscript should be accompanied by a letter outlining the basic findings
of the paper and their significance.

2. Submission.

To help ensure that papers are reviewed by the most suitable referees, authors can use
their covering letter to provide a list of up to five candidate referees (including names,
addresses, fax and e-mail) who do not have conflict of interest in the research being
submitted. The Editors reserve the right to choose different referees from the ones

suggested.

3. Refereeing. Every manuscript received by the Editors-in-Chief will be refereed by at
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least two specialists (who may or may not be members of the Editorial Advisory
Board). The final decision on the acceptance of a manuscript will lie with the Editors-
in-Chief and/or the Associate Editors, who will act on the advice of the referees.

4. Submission of manuscripts to Neurochemistry International will be held to imply that
they represent original research not previously published (except in the form of an
abstract or preliminary report) and that they are not being considered for publication
elsewhere in similar form, in any language, without the consent of the publishers.

5. Authors are encouraged to submit a computer disk containing the final version of the
papers along with the final manuscript to the office of the appropriate Editor-in-Chief.
Please observe the following criteria:

(a) Send only hard copy (i.e. no disk) when first submitting your paper.

(b) When your paper has been refereed, revised if necessary and accepted, send a disk
containing the final version with the final hard copy. Make sure that the disk and the
hard copy match exactly.

(c) Specify what software was used, including which release, e.g. WordPerfect 5.1.

(d) Specify what computer was used (either IBM-compatible PC or Apple Macintosh).
(e) Include the text file and separate table and illustration files, if available.

(f) The file should follow the general instructions on style/arrangement and, in
particular, the reference style of this journal as given in the Instructions to Authors.
(g) The file should be one and a half or double spaced and should use the wrap-around
end of line feature, i.e. no returns at the end of each line. All textual elements should
begin flush left; no paragraph indents. Place two returns after every element such as
title, headings, paragraphs, figure and table call-outs.

(h) Keep a back-up disk for reference and safety.

6.Oftprints: The corresponding author, at no cost, will be provided with free e-offprints,
in the form of a PDF file of the article, via e-mail. The PDF file is a watermarked
version of the published article and includes a cover sheet with the journal cover image
and a disclaimer outlining the terms and conditions of use.

Additional paper offprints can be ordered by the authors. An order form with prices will
be sent to the corresponding author.

Copyright:

Upon acceptance of an article, authors will be asked to Transfer copyright. This transfer
will ensure the widest possible dissemination of information. If material from other
copyrighted works is included, the author(s) must obtain written permission from the
copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has pre-printed forms
for use by authors in these cases: contact Elsevier Rights Department, P.O. Box 800,
Oxford, OXS5 1DX, UK, phone: (+44) 1865 843830, fax: (+44) 1865 853333, e-mail:
permissions @elsevier.com. Requests may also be completed online via the Elsevier
home page (=+ http://www.elsevier.com/locate/permissions )

Colour Figures:
If together with your accepted article, you submit usable colour figures, then Elsevier

will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in colour on the Web
(e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether these illustrations are
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reproduced in colour in the printed version. For colour reproduction in print, you will
receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted
article. For further information on the preparation of electronic artwork, please see =+
http://www.elsevier.com/artworkinstructions [Please note: Because of technical
complications that can arise in converting colour figures to "grey scale" (for the printed
version should you not opt for colour in print), please submit in addition usable black-
and-white files corresponding to all the colour illustrations].

Authors should note that a request to revert from full colour to colour only in the
electronic publication at the stage of typesetting and proof correction, will require
separate editorial agreement, with possible re-review if necessary, and may significantly
delay publication of your manuscript.

7. Proofs Proofs will be sent to the author (first-named author if no corresponding
author is identified on multi-authored papers) by PDF wherever possible and should be
returned within 48 hours of receipt, preferably by e-mail. Corrections should be
restricted to typesetting errors; any other amendments made may be charged to the
author. Any queries should be answered in full. Elsevier will do everything possible to
get your article corrected and published as quickly and accurately as possible,
Therefore, it is important that all of your corrections are returned to us in one all-
inclusive e-mail or fax. Subsequent additional corrections will not be possible, so please
ensure that your first communication is complete. Should you choose to mail your
corrections, please return them to: Log-in Department, Elsevier, Stover Court,
Bampfylde Street, Exeter, Devon, EX1 2AH, UK.

II. Experimental Procedures

All experiments on human subjects should be conducted in accordance with the
Declaration of Helsinki. Manuscripts must be accompanied by a statement that all
procedures were carried out with the adequate understanding and written consent of the
subjects.

All animal experiments should be carried out in accordance with the U.K. Animals
(Scientific Procedures) Act, 1986 and associated guidelines, the European Communities
Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) or the National Institutes of
Health guide for the care and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 80-23,
revised 1978).

Manuscripts should be accompanied by a statement that all efforts were made to
minimize animal suffering, to reduce the number of animals used, and to utilize

alternatives to in vivo techniques, if available.

Authors are advised to consult "A fair press for animals" [New Scientist (1992) 1816:
18-30] before preparing their manuscript.

The Editors-in-Chief reserve the right to reject papers if there is doubt whether suitable
procedures have been used.

III. Manuscript requirements
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1. Form

(a) Manuscripts should be typewritten with one and a half or double spacing throughout
and with margins at least 2.5 cm wide. If possible, A4 size (210 x 297 mm) paper
should be used. Four copies of each manuscript should be submitted to facilitate
reviewing by referees. It is only necessary to send photocopies of diagrams, or rough
prints of halftones, with the third and fourth copies.

(b) Each manuscript must have a title page which includes only the title, the authors'
names, the laboratory or origin, the name and address of the person to whom proofs
should be mailed, including a Fax number and e-mail address where possible, and any
necessary footnotes. The title of the paper should be brief; no longer than 100 characters
in length, and should capture and communicate the key message of your research to a
broader audience. To aid this, abbreviations, unless familiar to a broad audience, should
be avoided. Original manuscripts and diagrams are discarded 1 month after publication
unless the Publisher is requested to return original material to the author. Corrections to
the proof should be restricted to printer's errors. Substantial alterations may be charged
to the author. Please note that authors are urged to check their proofs carefully before
return, since late corrections to any articles cannot be guaranteed for inclusion in the
printed journal.

(c) The title should be as short as is consistent with clarity. Papers should not be
numbered in series, but sub-titles are accepted.

(d) A running title, not to exceed 56 letters and spaces, should be included on a separate
sheet.

(e) Pages should be numbered in succession, the title page being page 1.

(f) Tables and figures should be on separate pages placed at the end of the manuscript.
Their desired approximate locations should be indicated in the margin of the text.

(g) Footnotes to the text should be used sparingly; where they must be used their
locations should be indicated by superscript numbers, and they should be typed with
corresponding numbers on a separate sheet. In Tables, reference to footnotes should be
made by the symbols *, 1, %, §, Il, { in that order.

(h) Greek characters should be clearly identified.

(i) Isotopic specifications should conform to the [IUPAC system [Biochem. J. (1975)
145, 1-20].

(j) Drug names should be the official or approved names: trade names or common
names may be given in brackets where the drug is rst mentioned. The manufacturer's
name must be given. The doses of the drugs should be given as unit weight/unit body
weight, e.g. mmol/kg or mg/kg. Concentrations should be given in terms of molarity,
e.g. nM or pM, or as unit weight/volume solution, stating whether the weight refers to
the salt or the active component of the drug. The molecular weight, inclusive of water of
crystallization, should be stated if doses are given as unit weight.

(k) The IUB Enzyme Commission (EC) number must be quoted with the full name of
the enzyme when it is first mentioned in the text. Subsequently the accepted trivial
name should be used, e.g. Full name: Acetyl-CoA: choline O-acetyl transferase (EC
2.3.1.6.) Trivial name: Choline acetyltransferase not choline acetylase. For this
information the author should refer to Enzyme Nomenclature (1973), Elsevier,
Amsterdam and the supplement in Biochim. Biophys. Acta (1976) 429, 1-45.

2. Style

(a) Manuscripts should be concisely written in English in a readily understandable style.
Technical jargon, 'laboratory slang' or words not denied in dictionaries should not be
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used. Abbreviations should be avoided unless they conform to the instructions under
sub-section 6. They must not be used as a short form for experimental procedures or for
concepts.

(b) Redundant words, phrases, and sentences should not be used. For example, the
captions of Tables and Figures, with or without paraphrasing, should not be repeated in
the text. The Editors reserve the right to revise the wording of manuscripts accepted for
publication in Neurochemistry International.

Authors should familiarize themselves with the format and style of recently published
papers.

3. Organization

(a) Each paper must begin with a brief Abstract. It should not exceed 300 words. The
first paragraph of the abstract should summarize the results obtained, the final paragraph
should summarize the major conclusions in such a way that a reader not familiar with
the techniques used can see any implications for his area of neuroscience. Abbreviations
must not be used in the Abstract.

(b) The remaining text of all papers, however short, should be organized in the
following four main sections:

(1) An introductory statement should first 'set the scene' for a non-specialist and then
continue with the specific reasons for undertaking the investigation. Exhaustive reviews
of the literature should be avoided and no attempt should be made to indicate the results
obtained. The heading 'Introduction’ should be omitted.

(ii) Experimental procedures. Procedures used should be given in sufficient detail to
permit the repetition of the work by others. However, published procedures should only
be briefly summarized and only described in detail if they have been substantially
modified. Special chemicals, drugs, etc. with their sources of supply should be grouped
under a separate subheading Materials.

(iii) Results. In this section findings should be described without discussion of their
significance. Sub-sections should be used in order to clarify the expression of the
results.

(iv) Discussion. In this section the authors' interpretations of their findings should be
accompanied by an assessment of their significance in relation to previous work.
Repetition of material given under 'Results' should be avoided. Sub-sections should be
used wherever possible and sub-sections dealing with technical or highly specialized
matter should be clearly separated from the rest of the text so that they can be printed in
small type.

4. Presentation of data in tables or figures

(a) In general, tables and figures should be so constructed that they, together with their
captions and legends, will be intelligible with minimal reference to the text.

(b) Each figure must be accompanied by a caption and explanatory legend typed on a
separate sheet.

(c) Care should be taken to present data in a precise manner. For example, histograms
should not be used when the data can equally well be given in a Table.

(d) Figures:

(i) Each figure must have its number, the authors' names and 'Neurochemistry
International’ written lightly on the reverse side.

(i1) Line drawings should be on white card or paper. Where possible, illustrations should
be submitted in a form suitable for direct reproduction. Delay in publication is
inevitable if figures require redrawing. Line drawings should normally be about twice
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the final size; in no case should the dimensions exceed 20 x 30 cm.

(iii) Symbols on graphs, etc. should be inserted by the author using the following
standard characters:

AetT X+

Supplementary material:

Electronic supplementary material is now accepted to support and enhance your
scientific research. Supplementary files offer the author additional possibilities to
publish supporting applications, movies, animation sequences, high-resolution images,
background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be
published online alongside the electronic version of your article in Elsevier web
products, including ScienceDirect: =+http://www.sciencedirect.com. In order to ensure
that your submitted material is directly usable, please ensure that data is provided in one
of our recommended file formats. Authors should submit the material in electronic
format together with the article and supply a concise and descriptive caption for each
file. For more detailed instructions please visit our Corporate Website at =+
http://www.elsevier.com/authors.

5. References

(a) In the text, references should be quoted by giving author's name, followed by the
year of publication in parentheses. For more than two authors, the name of the first
author is given followed by the words 'et al.".

(b) The reference list should be typed separately at the end of the manuscript in
alphabetical order and arranged as follows: author's name and initials, year, title of the
article, full journal title, volume, first and last page numbers.

For example:

Betz, H., Becker, C.-M., 1988. The mammalian glycine receptor: biology and structure
of a neuronal chloride channel protein. Neurochemistry International 13, 137-146.
References to books should include the author's name and initials, year, title of book,
volume, page numbers, publisher and place of publication. Where relevant, the title of a
paper within a book, and the editor's names, should be given.

For example:

Baker, P. F., 1972. The sodium pump in animal tissues and its role in the control of
cellular metabolism and function. In: Hopkin, L. E. (Ed.) Metabolic Pathways. Vol. 6,
Academic Press, New York, pp. 243-268.

(c) Unpublished experiments may be mentioned only in the text; they must not be
included in the list of References, initials as well as surnames must be given for authors
whose unpublished experiments are quoted.

(d) A paper which has been accepted for publication but which has not appeared may be
cited in the References with the abbreviated name of the Journal followed by the words
'In press'. The date of acceptance of each such paper should be indicated when the
manuscript is submitted to Neurochemistry International.

(e) Personal communications may only be used when written authorization from the
communicator is submitted with the original manuscript: they may only be mentioned in
the text.

6. Abbreviations
(a) Symbols for physical units should be restricted to the Systéme Internationale (S.1.)
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Units. Examples of commonly used symbols can be found in Biochem J. (1975) 145, 1-
20 and more detailed description, in Quantities, Units and Symbols (1971) The Royal
Society, London.

(b) The excessive use of abbreviations in the text is strongly discouraged. In particular,
awkward and unfamiliar abbreviations and those intended to express concepts or
experimental techniques will not be permitted. In order to aid communication between
scientists of different disciplines, authors should only use abbreviations sparingly and
should always define the abbreviation when first used by placing it in parentheses after
the full term, e.g. Acetylcholinesterase (AChE).

7. Chemical and biochemical nomenclature
As far as possible authors should follow the conventions used in The Biochemical
Journal. See Biochem J. (1975) 145, 1-20.

Author enquiries: For enquiries relating to the submission of articles (including
electronic submission where available) please visit this journal's EES page. You can
track accepted articles at mshttp://www.elsevier.com/trackarticle and set up e-mail alerts
to inform you of when an article's status has changed, as well as copyright information,
frequently asked questions and more. Contact details for questions arising after
acceptance of an article, especially those relating to proofs, are provided after
registration of an article for publication

Disclaimer:
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Accordingly, the publishers, the editorial board and editors and their respective
employees, officers and agents accept no responsibility or liability whatsoever for the
consequences of any inaccurate or misleading data, opinion or statement.
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