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A doenca de Alzheimer (DA) é a forma mais prevalente de deméncia, afetando a
memoria e as demais funcgBes cognitivas. Sua patogenia envolve a produgdo de um peptideo
beta-amiloide (AP) pela clivagem da proteina precursora amiloide (APP) por B- e y-secretases
(amiloidogénese). O AP, uma vez liberado ao meio extracelular, passa por processo de
fibrilacdo, depositando-se na forma de placas senis, e apresenta, além de seu efeito
neurotoxico, a propriedade de estimular a propria amiloidogénese. Desta forma, a modulagdo
da cascata amildide representa um importante alvo para regulacdo da evolucdo da DA, e
envolve mecanismos complexos, dentre os quais a compartimentalizacdo das enzimas
amiloidogénicas nos rafts lipidicos, microdominios de membrana enriquecidos em colesterol
e glicoesfingolipidios.

Considerando trabalho prévio do grupo que demonstrou que o AP altera a integridade
dos rafts e que a acdo neuroprotetora do gangliosidio GM1 seria mediada pela preservacao da
estrutura destes microdominios, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da
administragdo i.c.v. de AP1-42 fibrilado sobre a distribui¢do de APP e de BACEl (B-
secretase) nos diferentes dominios de membrana, bem como, o efeito da administracdo de
GM1 sobre este parametro.

Para isso, ratos Wistar machos (150 dias) foram submetidos a cirurgia estereotaxica e
divididos em trés grupos: SHAM (injecdo i.c.v. de TRIS 0,05 M); AP (injegdo i.c.v. de 2 nmol
de AB 1-42 fibrilado); e AB+GM1 (injegdo de AP e subsequente administracdo, também i.c.v.,
de GM1 0,3 mg/kg). O efeito do AP sobre a cogni¢dao, bem como, 0 efeito neuroprotetor do
GM1 foram confirmados com o teste de reconhecimento de objetos, um més apos a cirurgia.
A extracgdo e purificacdo dos rafts foram realizadas em cortex e em hipocampo, a partir de 100
mg de tecido, utilizando técnica de homogeneizacdo em tampao de lise com detergente Triton
X-100 (1%), a 4°C. Para excluir a hipétese de que a localizacdo de APP ou BACEL (Beta-
secretase 1) nos rafts fosse artefato da utilizacdo de detergentes, amostras do grupo SHAM
foram, também, homogeneizadas sem detergente. Os homogeneizados foram, entdo,
submetidos a um gradiente descontinuo de sacarose, sob centrifugacdo refrigerada a
200.000xg por 18h. Quatorze fracOes foram coletadas a partir do topo do gradiente. A fim de
identificar as fracBes rafts, determinou-se a distribuicdo, por western blot, das proteinas
flotilina-1 (marcadora de raft) e clatrina (marcadora de dominio ndo-raft), entre as diferentes
fracdes. As proteinas APP e BACEL foram identificadas igualmente por western blot.

Como resultado observamos que, embora a injecdo i.c.v. de Ap1-42 promova um
desmonte parcial dos microdominios de membrana, 0 peptideo promoveu um aumento na
distribuicdo das proteinas amiloidogénicas (em especial BACE1) nos rafts que ainda
permaneceram integros, efeito este que foi mais evidente em cértex cerebral. Por sua vez, o
tratamento com GM1 preveniu o efeito do AP de desestruturar os rafts e favoreceu a
localizacdo das proteinas amiloidogénicas no dominio ndo-raft das membranas.

Considerando que o ambiente lipidico dos rafts favorece a atividade da BACEL, e que
a amiloidogénese seria dependente da colocalizacdo de APP e BACEL nestes microdominios
de membrana, os presentes resultados representam um importante indicio de que a
estimulagdo da cascata amiléide por parte do AP envolveria alteragdes na composicdo e
organizacdo das membranas neurais e que o0 GM1, ao alterar a distribuicdo das proteinas
amiloidogénicas nos distintos microdominios lipidicos, poderia ter um papel na evolucgéo da
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