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RESUMO 

 

DANIELLE COZACHENCO FERREIRA 

 

ENVOLVIMENTO DE REGULADORES TRADUCIONAIS E DO SISTEMA UBIQUITINA-

PROTEASSOMA EM MODELOS DE TOXICIDADE DE OLIGÔMEROS DE Aβ 

 

Orientador: Sergio T. Ferreira 

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para obtenção do título de 

Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e aprovação no RCS Trabalho de 

Conclusão de Curso. 

 

Evidências crescentes apontam que o sistema ubiquitina-proteassoma (UPS), principal 

maquinaria de degradação celular, encontra-se inibido na doença de Alzheimer (DA). Essa inibição 

parece diminuir a degradação do peptídeo β-amiloide (Aβ), facilitando seu acúmulo e agregação, 

formando oligômeros de Aβ (AβOs), neurotoxinas fundamentais na DA. A inibição do 

proteassoma também parece levar a diminuição de proteínas sinápticas, característica da DA. Por 

outro lado, já foi demonstrado que ocorre redução da síntese global de proteínas em modelos de 

DA. Esses dois eventos podem estar interligados, por exemplo, através de repressores traducionais. 

Nós hipotetizamos que, na DA, AβOs induzem inibição proteassomal, que levaria ao acúmulo de 

repressores traducionais que, por fim, inibiriam a tradução, especialmente de proteínas sinápticas.  

A partir disso, investigamos quais alterações os AβOs, utilizados como modelo agudo de DA 

pelo nosso grupo, causam no UPS e na síntese de proteínas, avaliando reguladores traducionais. 

Vimos, por exemplo, que os AβOs induzem redução do proteassoma em sinapses neuronais. Vimos 

também aumento de expressão do gene Fmr1 e da proteína correspondente, o repressor Fragile-X 

mental retardation protein (FMRP), em culturas neuronais hipocampais expostas a AβOs ou 

lactacistina, inibidor farmacológico do proteassoma. Já em relação à tradução, observamos 

diminuição de diversas proteínas das vias de ERK e mTOR no hipocampo de camundongos Swiss 

7 dias depois da injeção intracerebroventricular (i.c.v.) de AβOs. Essas vias estão associadas à 

síntese de proteínas sinápticas e regulação dos níveis de FMRP. Portanto, nossos resultados 

sugerem que os AβOs induzem disfunção proteassomal, acúmulo de repressores e redução da 

tradução, possivelmente por intermédio das alterações no UPS. 

 

 

Palavras-chave: doença de Alzheimer, oligômeros de Aβ, reguladores traducionais, sistema 

ubiquitina-proteassoma
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ABSTRACT 

 

DANIELLE COZACHENCO FERREIRA 

 

INVOLVEMENT OF TRANSLATIONAL MODULATORS AND THE UBIQUITIN-

PROTEASOME SYSTEM ON Aβ OLIGOMERS TOXICITY MODELS 

 

Supervisor: Sergio T. Ferreira 

Summary of the monograph presented to the Institute of Microbiology Paulo de Góes at the 

Federal University of Rio de Janeiro, as a partial requirement for obtaining the Bachelor degree 

in Biological Sciences: Microbiology and Immunology. 

 

Increasing evidence shows that the ubiquitin-proteasome system (UPS), the main cellular 

degradation machinery, is inhibited in Alzheimer’s disease (AD). This inhibition seems to reduce 

amyloid-β peptide (Aβ) degradation, facilitating its accumulation and aggregation, forming Aβ 

oligomers (AβOs), major neurotoxins in AD. Proteasome inhibition also seems to induce decrease 

of synaptic proteins levels, which is characteristic of AD. On the other hand, studies have shown 

decrease of global protein synthesis in models of AD. These two events may be connected, for 

example, via translational repressors. We hypothesize that, in AD, AβOs induce proteasomal 

inhibition, which it’d lead to translational repressors accumulation that, lastly, it’d inhibit 

translation, especially of synaptic proteins.   

From that, we investigated what alterations AβOs, used as an acute model of AD in our group, 

cause in the UPS and protein synthesis, analyzing translational modulators. We found, for example, 

that AβOs induce proteasome decrease in neuronal synapses. We also found the increase of Fmr1 

gene expression and its corresponding repressor protein, Fragile-X mental retardation protein 

(FMRP), in hippocampal neurons cultures exposed to AβOs or lactacystin, a pharmacological 

inhibitor of proteasome. Regarding the translation, we found decrease of many ERK and mTOR 

pathway proteins, in hippocampi of Swiss mice 7 days after intracerebroventricular (i.c.v.) injection 

of AβOs. These pathways are associated with synaptic protein synthesis and FMRP levels 

regulation. Therefore, our results suggest that AβOs induce proteasomal dysfunction, repressors 

accumulation and translation decrease, possibly through UPS alterations.  

 

 

Key-words: Alzheimer’s disease, Aβ oligomers, translational modulators, ubiquitin-proteasome 

system  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1.A doença de Alzheimer  

1.1.1. Epidemiologia 

À medida que ocorre um aumento da expectativa de vida da população mundial, há também 

um aumento na incidência de doenças crônicas e incapacitantes, como a demência. No Brasil, 

55,1% das demências são decorrentes da doença de Alzheimer (DA) (Herrera et al., 2002).  

A DA é a maior causa de demência no mundo, acometendo 1 em cada 10 pessoas após os 65 

anos de idade (Thies et al., 2013). Devido ao aumento da população idosa, a doença tem se tornado 

um desafio para a saúde pública. Além do impacto na vida dos pacientes e seus familiares, a doença 

tem um enorme impacto na economia.  

Nos EUA, o custo atual já é de 226 bilhões de dólares ao ano, sendo previsto um aumento dos 

gastos de até 1 trilhão de dólares anual até 2050 (Alzheimer’s Association, 2015).  

Apesar do enorme avanço nas pesquisas nos últimos anos, ainda não há uma terapia eficaz 

capaz de impedir ou reverter a progressão da doença. Os medicamentos aprovados até o momento 

são somente paliativos (Melnikova, 2007). 

 

1.1.2. Histórico 

A DA foi descrita pela primeira vez em 1906 pelo psiquiatra e neuropatologista Alois 

Alzheimer, após publicar o relato de caso de sua paciente Auguste Deter. Com 51 anos de idade, 

Auguste apresentava comportamento imprevisível, desorientação e prejuízo cognitivo pronunciado 

(Maurer, Volk, e Gerbaldo, 1997).  

Após a morte de Auguste, Dr. Alzheimer realizou análises histológicas de seu cérebro, 

encontrando atrofia generalizada no córtex cerebral, região associada às habilidades intelectuais, e 

no hipocampo, região associada ao processamento de memória.   

Encontrou, ainda agregados proteicos, que denominou de “inclusões filamentosas” e “placas 

senis” (Moller e Graeber, 1998).  
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1.1.3. Marcadores histopatológicos 

Somente cerca de 70 anos mais tarde, descobriu-se que o principal componente das inclusões 

filamentosas, agora chamada de emaranhados neurofibrilares (NFTs), é a proteína tau (Goedert et 

al., 1988). Esta proteína é responsável pela estabilização do microtúbulo e, em cérebros de 

pacientes acometidos pela DA, torna-se hiperfosforilada e agregada no interior de neurônios 

(Bancher et al., 1989).  

Já as placas senis ou placas amiloides (Fig. 1) são compostas pelo acúmulo do peptídeo β-

amiloide (Aβ) (Glenner e Wong, 1984), formado a partir da clivagem da proteína precursora 

amiloide (APP). Essa proteína sofre processamento por duas vias: pela via não-amiloidogênica e 

pela amiloidogênica.  

Na via não-amiloidogênica, a APP é clivada pela α-secretase, liberando o fragmento solúvel 

sAPPα no meio extracelular; seguida da γ-secretase, liberando o fragmento p3 no meio extracelular 

e o domínio intracelular da APP (AICD) no meio intracelular.  

Já na via amiloidogênica, a clivagem da APP é realizada através da ação da β-secretase, 

liberando o fragmento solúvel sAPPβ no meio extracelular; seguida da γ-secretase, liberando o 

AICD e, no meio extracelular, o Aβ (Fig. 2).  

As β-secretases foram identificadas como sendo as proteínas β-site APP cleaving enzyme 

(BACE) 1 e 2; enquanto o complexo de γ-secretases parece ser dependente da atividade 

proteolítica das proteína nicastrina e das presenilinas 1 e 2. As α-secretases, por outro lado, podem 

ser atribuídas a diversas proteínas e não parecem ser específicas para APP (Turner et al., 2003).  

O sítio de clivagem da APP pela γ-secretase determina o tamanho do peptídeo Aβ (Gu et al., 

2004), que pode conter entre 39 a 43 aminoácidos. Enquanto o peptídeo contendo 40 aminoácidos 

é a forma predominante em condições fisiológicas, Aβ contendo 42 é a forma mais encontrada no 

cérebro com DA (Castaño et al., 1986). Diferentemente do Aβ1-40,
 o peptídeo Aβ1-42 possui maior 

tendência à agregação, formando oligômeros solúveis, protofibrilas, fibrilas e placas (Ferreira e 

Klein, 2011 ). 

Apesar da associação da via amiloidogênica com a DA, a clivagem da APP ocorre também em 

condições fisiológicas, e cada fragmento obtido possui uma função, incluindo o Aβ. Por exemplo, 

já foi mostrado que a adição de Aβ em cultura de neurônios impede a morte celular em resposta a 

inibição de β e γ-secretases, o que significa que o peptídeo Aβ em alguma instância é necessário 

para a sobrevivência neuronal (Plant et al., 2003). Ainda que pareça contraditório, em baixas 
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concentrações, o Aβ1-42 também é capaz de melhorar a plasticidade sináptica e memória, 

demonstrado através de tarefa comportamental de medo condicionado (Puzzo et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Marcadores histopatológicos da doença de Alzheimer. Esquema do cérebro de indivíduos com DA 

(direita) comparado a de indivíduos normais (esquerda). No cérebro com DA, é vista a presença dos emaranhados 

neurofibrilares intracelulares e das placas amiloides extracelulares (adaptado de http://thebrain.mcgill.ca).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Processamento da proteína precursora amiloide (APP). Esquema do processamento da APP pela via 

não-amiloidogênica (esquerda), realizada pela α-secretase, liberando o fragmento sAPPα, e pela via amiloidogênica 

(direita), realizada pela β e γ-secretases, liberando o peptídeo Aβ no meio extracelular (adaptado de Laferla, Green, 

e Oddo, 2007).  
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1.1.4. Oligômeros de β-amiloide  

As placas amiloides, de acordo com a teoria da cascata amiloide, eram vistas como principais 

causadoras da patogênese da DA, sendo responsáveis pela geração de NFTs, lesão vascular e morte 

neuronal (Hardy e Higgins, 1992). Tal hipótese foi sustentada pelas seguintes evidências: (1) a 

trissomia no cromossomo 21, localização do gene da APP, está associada a casos de DA (Rumble 

et al., 1989); (2) mutações nos genes de presenilina 1 e 2, responsáveis pela DA familiar, aumentam 

o processamento da APP para formação de Aβ (Scheuner et al., 1996); e (3) o acúmulo de Aβ induz 

a fosforilação, agregação e perda de afinidade da proteína tau pelo microtúbulo (Busciglio et al., 

1995; Tokutake et al., 2012). 

No entanto, estudos posteriores desafiaram tal hipótese ao demonstrar a neurotoxicidade 

associada ao Aβ mesmo na ausência de agregados insolúveis, como fibras ou placas (Sloane et 

al., 1997; Richardson et al., 2003).  Além disso, as placas amiloides são encontradas no cérebro 

de indivíduos idosos não demenciados (Serrano-Pozo et al., 2011), indicando a falta de correlação 

entre as placas e a patogênese da DA. Sendo assim, foi levantada uma nova teoria propondo que 

o Aβ agregado em espécies solúveis globulares formando oligômeros de Aβ (AβOs) seriam as 

neurotoxinas centrais na DA (Hardy e Selkoe, 2002). 

De acordo com essa nova hipótese, o acúmulo de AβOs seria a primeira etapa associada à 

patologia da DA. A corroboração à nova teoria surgiu ao se demonstrar que AβOs são capazes de: 

(1) causar morte celular em concentrações nanomolares; (2) inibir a indução do potencial de longa 

duração (LTP), bloquear a formação de memórias (Lambert et al., 1998); (3) aumentar a liberação 

de espécies reativas de oxigênio (ROS), induzindo estresse oxidativo; (4) induzir disfunção na 

sinalização de cálcio, fundamental para os processos de plasticidade sináptica; e (5) induzir a 

hiperfosforilação de tau (Demuro et al., 2005; Chafekar et al., 2007; De Felice et al., 2007; Pigino 

et al., 2009; Shipton et al., 2011).  

A degradação do peptídeo Aβ enzimática é realizada principalmente por duas proteases 

extracelulares, a neprisilina e a enzima degradadora de insulina (IDE) (Fawzi et al., 2010; Miners 

et al., 2011). Já os AβOs e as fibrilas podem ser fagocitados pela microglia e direcionados à 

degradação pela via lisossomal ou autofágica (Yang et al., 2011; Fu et al., 2012; Cho et al., 2014). 

No cérebro de pacientes com DA, os AβOs que se acumulam no meio extracelular são capazes 

de escapar do processo de depuração celular, provocando disfunção sináptica e morte neuronal. 

Esse acúmulo de proteínas tóxicas pode ocorrer devido a falhas nos mecanismos de degradação 
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celular. Em especial, no sistema ubiquitina-proteassoma (UPS), principal via proteolítica da célula 

eucariótica, visto que a presença de proteínas ubiquitinadas em inclusões intracelulares é uma 

característica associada a diversas doenças neurodegenerativas (Ross e Poirier, 2004).  

 

1.2. O sistema ubiquitina-proteassoma  

1.2.1 Proteassoma 26S 

A degradação de proteínas necessária para manutenção celular é realizada através dos 

lisossomos ou do UPS. Um dos papéis do UPS é fornecer o controle de qualidade celular, 

marcando para degradação proteínas mal enoveladas ou erroneamente modificadas. Nesse 

sistema, a proteína alvo é reconhecida através da poliubiquitinação, ou seja, uma modificação pós-

traducional em que a proteína ubiquitina é associada a seu alvo, que então pode ser direcionado 

para degradação pelo proteassoma 26S. 

O proteassoma 26S é um complexo proteolítico dependente de ATP formado a partir de duas 

porções: uma porção 20S catalítica e a partícula 19S regulatória (Fig. 3a). A subunidade 20S 

possui sete anéis cilíndricos β internos que apresentam atividade catalítica, sendo β1, β2 e β5 que 

possuem atividade como proteases de treonina. Essas subunidades clivam ligações peptídicas em 

sítios C-terminais depois de resíduos ácidos, básicos e hidrofóbicos, e são chamadas atividade de 

caspase, tripsina e quimotripsina, respectivamente. Já os anéis externos são formados por sete 

subunidades α cuja função é atuar como um portão para que o substrato seja reconhecido e 

degradado pelas subunidades β. 

A partícula 19S regulatória é dividida em dois subcomplexos: a base e a tampa. Enquanto a 

base é composta de seis subunidades ATPases, regulatory particle triple-A protein (Rpt) 1 a 6, e 

três subunidades não-ATPases, regulatory particle non-ATPase (Rpn) 1 a 3; a tampa é composta 

de nove subunidades não-ATPases (Rpn 3,5 a 9, 11, 12 e 15). A base tem por função o 

desenovelamento de substratos e a captura de proteínas ubiquitinadas, ao passo que a tampa é 

necessária para deubiquitinação de proteínas marcadas.  

 

1.2.2. Ubiquitinação de substratos 

A ligação de ubiquitina em proteínas alvo possui outras funções na célula além de marcá-las 

para degradação. Dentre elas: reparo de DNA, internalização e endereçamento de proteínas, e 

resposta ao estresse; dependendo do resíduo de lisina ubiquitinado (Mabb e Ehlers, 2010).  
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A reação de ubiquitinação ocorre em três etapas: (1) a enzima ativadora E1 liga a ubiquitina 

em sítios de cisteína em uma etapa dependente de ATP; (2) em seguida, a enzima carreadora de 

ubiquitina E2 transfere a ubiquitina para seus resíduos de cisteína; e, por fim, (3) a enzima E3 

ubiquitina ligase transfere a ubiquitina para a proteína alvo (Hershko e Ciechanover, 1998). O 

endereçamento para o proteassoma é usualmente feito através da poliubiquitinação do substrato 

no resíduo de lisina 48 (Fig. 3b). Essas etapas garantem a maior especificidade da reação, 

especialmente pelas enzimas E3 ubiquitina ligase, existindo mais de 600 em humanos (Berndsen 

et al., 2014). 

A proteína após ser ligada a ubiquitina ainda pode sofrer uma reação de deubiquitinação por 

enzimas deubiquitinases (DUBs) e escapar da degradação. As principais DUBs pertencem a duas 

famílias: ubiquitin-specific proteases (USPs) e ubiquitin carboxy-terminal hydrolases (UCHs). 

Essas enzimas podem atuar tanto impedindo a degradação, ao remover a ubiquitina antes que a 

proteína alvo seja clivada, como a facilitando, ao promover a liberação de ubiquitina monomérica 

livre. Portanto, para garantir que uma proteína ligada a ubiquitina seja de fato degradada, tais 

processos precisam ser devidamente regulados.  

Assim sendo, a regulação do UPS pode se dar pela atividade, expressão ou localização de suas 

enzimas (Varshavsky, 2005; Xie e Varshavsky, 2001); assim como por modificações pós-

traducionais em suas subunidades. Um exemplo é a fosforilação de Rpt6, subunidade da partícula 

regulatória 19S, que além de aumentar a atividade do proteassoma, promove seu transporte do 

corpo celular do neurônio para as espinhas dendríticas (Djakovic et al., 2009), local onde ocorre 

a transmissão sináptica. Em leveduras, foi descoberta uma subunidade constitutiva, Rpn 4, capaz 

de induzir aumento de todas as demais subunidades. Já em mamíferos, o fator de transcrição 

nuclear factor erythroid derived 2-related factor 1 (NRF1) possui um papel similar 

(Radhakrishnan et al., 2010). 
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Figura 3. O proteassoma 26S e as etapas da ubiquitinação. (A) Esquema da partícula central 20S, formada por 2 

anéis α exteriores e 2 anéis β interiores, e partícula regulatória 19S, formada por 2 subcomplexos, base e tampa 

(adaptado de Murata et al., 2009). (B) Etapas de ubiquitinação: a ubiquitina se liga à E1, em seguida à E2 e, então, à 

proteína alvo, através da E3. O substrato pode sofrer poliubiquitinação e ser degradado pelo proteassoma, ou sofrer 

ação de deubiquitinases (DUBs) e escapar da destruição (adaptado de Tai e Schuman, 2008).  

  

b a b a 
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1.3. Envolvimento do proteassoma na DA 

Desde a demonstração da presença de proteínas ubiquitinadas nos NFTs e nas placas amiloides 

no cérebro post mortem de pacientes com DA (Perry et al., 1987), diversos trabalhos vêm 

apontando para uma estreita relação entre disfunções no UPS e a DA.  

Alguns anos mais tarde, foi demonstrado, também em análises post mortem de pacientes com 

DA, a inibição da atividade do proteassoma (Keller et al., 2000). Estudos posteriores confirmaram 

a diminuição dessa atividade, assim como observaram o aumento de ubiquitinação, em modelo in 

vitro para DA (Almeida, et al., 2006) e em modelo transgênico de tauopatia (Myeku et al., 2015). 

A inibição do proteassoma parece ocorrer com diminuição da expressão de β5 e da atividade de 

quimiotripsina (Aso et al., 2012). Por outro lado, quando a atividade do proteassoma é recuperada, 

o declínio cognitivo é revertido (Myeku et al., 2015).  

Outros fatores evidenciados em pacientes com DA são: a presença de uma forma mutada de 

ubiquitina (UBB+1) e a diminuição nos níveis da deubiquitinase ubiquitin carboxy-terminal 

hydrolases L1 (UCH-L1) (Osaka et al., 2003; Choi et al., 2004). A UBB+1 possui 19 aminoácidos 

adicionais na parte C-terminal, é resistente à ação de deubiquitinases (Dennissen et al., 2011), 

inibe a degradação pelo proteassoma e induz morte neuronal (Tan et al., 2007).  

A diminuição da atividade da UCH-L1, por sua vez, também já foi demonstrada em animais 

transgênicos para DA (Gong et al., 2006). Essa evidência pode significar uma redução de 

ubiquitina livre e, dessa forma, o impedimento da marcação de substratos para degradação. 

Possivelmente, ainda, essa redução está associada ao acúmulo de proteínas ubiquitinadas 

evidenciado na DA (Ross e Poirier, 2004). Outra possível consequência dessa redução é o escape 

de substratos da degradação. Como o UPS falha em degradar os AβOs, talvez a diminuição dessa 

enzima seja um importante fator para a disfunção do UPS na doença. Entretanto, até o momento 

não há trabalhos na literatura que investiguem esses mecanismos.  

Além disso, a inibição do proteassoma pelo fármaco lactacistina parece causar um aumento 

drástico de Aβ intracelular em linhagens neuronais (Tseng et al., 2008). De acordo com tais 

evidências, então, tem sido proposto que a inibição do proteassoma é um fator fundamental para 

o acúmulo e agregação de Aβ (Baranello et al., 2015). É proposto, ainda, um mecanismo de 

retroação positiva: o Aβ inibe o proteassoma, logo, sua degradação é reduzida e seus níveis 

aumentados, facilitando a formação e o acúmulo dos AβOs (Oh et al., 2005). 
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1.4. Mecanismos de plasticidade sináptica 

O processo de memória refere-se à aquisição, armazenamento e evocação de informações. A 

memória pode ser dividida em memória de curta ou longa duração. Além da diferença entre o 

período o qual a memória pode ser armazenada, essa divisão também é distinguida por seus 

mecanismos. Enquanto a memória de curta duração ocorre através de modificações pós-

traducionais transientes, a memória de longa duração ocorre através da transcrição de determinados 

genes e da síntese proteica, além de depender de modificações estruturais na sinapse (Lynch, 2004). 

Traçando-se um paralelo molecular para a memória, temos os processos de plasticidade 

sináptica. Esses processos atuam fortalecendo, como no caso da LTP, ou enfraquecendo, como na 

depressão de longa duração (LTD), a resposta sináptica e, dessa forma, contribuem para o 

armazenamento ou extinção de memória, respectivamente. 

A LTP é, ainda, dividida em duas fases: a early phase LTP (E-LTP) e a late phase LTP (L-

LTP). A E-LTP se assemelha à memória de curta duração, dura algumas horas e ocorre de maneira 

independente de síntese proteica, enquanto a L-LTP pode durar até dias e é dependente da tradução 

(Lynch, 2004; Citri e Malenka, 2008). 

Os eventos celulares chave para a plasticidade sináptica associada à LTP são decorrentes do 

influxo de cálcio em neurônios pós-sinápticos. A forma mais clássica ocorre através da abertura de 

receptores N-metil-D-aspartato (NMDAR), um canal transmembranar ativado por glutamato. Sua 

ativação, após entrada de cálcio, ativa proteínas quinases como Ca2+/calmodulin-dependent 

protein kinase II α (CaMKIIα), proteína quinase A (PKA), dentre outras, pelo monofosfato cíclico 

de adenosina (cAMP). A PKA, em sequência, entra no núcleo e fosforila cAMP-response-element-

binding protein (CREB), ativando-o, o que leva a transcrição de diversos genes envolvidos na 

plasticidade neuronal (Waltereit e Weller, 2003). Por exemplo, ativação de CREB induz aumento 

no número e tamanho de espinhas dendríticas, assim como de receptores na membrana, modulando 

a resposta sináptica (Lynch, 2004). 

Na DA, sabe-se que os AβOs causam inibição de LTP hipocampal, in vitro e in vivo (Selkoe, 

2008). Além disso, os receptores de glutamato parecem exercer um papel central na ligação de 

AβOs em neurônios (Liu et al., 2010; Renner et al., 2010; Zhao, et al., 2010). Já foi demonstrado 

que os AβOs interagem com e ativam NMDAR (Téxido et al., 2011). O silenciamento desse 

receptor diminui a ligação de AβOs em dendritos de neurônios hipocampais e seu nocaute anula o 
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estresse oxidativo causado pelos AβOs, que é mediado pela ativação aberrante de NMDAR (Decker 

et al., 2010).  

 

1.5. UPS na plasticidade sináptica e na memória 

A atividade neuronal é um processo dependente tanto de síntese quanto de degradação 

proteica. Atualmente, sabe-se que a proteólise desempenha um papel fundamental no 

desenvolvimento do sistema nervoso e nos processos de plasticidade sináptica e memória (Bingol 

e Sheng, 2011). 

Uma forma de regulação da resposta sináptica é através da exocitose e endocitose de receptores 

de glutamato (GluR) (Luscher et al., 1999; Ehlers et al., 2000), sendo o proteassoma necessário 

para sua internalização (Burbea et al., 2002).  

A atividade do proteassoma atua, inclusive, na modulação da LTP. A inibição do UPS induz 

aumento da E-LTP, ao passo que suprime a L-LTP, etapa dependente de síntese proteína (Dong 

et al., 2008). O UPS atua também em outra forma de plasticidade, similar à LTP em Aplysia, a 

facilitação de longa duração (LTF). A LTF também depende da ativação da PKA que, por sua vez, 

é mediada pela degradação de sua subunidade regulatória pelo proteassoma. Quando PKA ativa 

CREB, este realiza a transcrição, dentre outros genes, de Ap-Uch (UCH-L1 em Aplysia). Sem Ap-

Uch funcional, a LTF é comprometida (Hedge et al., 1997). Dessa forma, o UPS controla a 

degradação e a síntese proteica, regulando o fortalecimento das sinapses. 

Corroborando esse trabalho, outros posteriores demonstraram que a LTP é prejudicada no 

hipocampo de ratos após injeção de lactacistina (Fonseca et al., 2006; Karpova et al., 2006); e que 

o proteassoma é necessário para a formação de novas espinhas dendríticas (Hamilton et al., 2013).  

Nesse sentido, a localização do proteassoma parece desempenhar uma importante função. 

Após estímulo por atividade neuronal, ele é transportado da árvore dendrítica para as espinhas 

dendríticas, onde participa do remodelamento estrutural necessário para a plasticidade sináptica e 

memória (Bingol et. al., 2006; Tai e Schuman, 2008). Esse estímulo parece induzir aumento na 

atividade do proteassoma pela fosforilação da proteína Rpt6 da subunidade 19S e levar ao acúmulo 

de proteínas ubiquitinadas (Ehlers, 2003; Djakovic et al, 2009). Tanto o transporte do proteassoma 

para a sinapse quanto a fosforilação de Rpt6 parecem ser dependentes de CamKIIα (Bingol et al., 

2006; Bingol et al., 2010).  
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Já foi comprovado também o papel do UPS na consolidação da memória, onde um aumento 

de ubiquitinação e da atividade do proteassoma é visto no hipocampo de ratos após treino em teste 

de esquiva inibitória. Ainda, a inibição do proteassoma com injeção de lactacistina no hipocampo 

desses animais causou amnésia retrógrada total quando foram submetidos à tarefa 

comportamental, após o treino (Lopez-Salon et al., 2001). 

Acredita-se atualmente que a perda de memória e sináptica características da DA (Ingelsson 

et al., 2004; Reddy et al., 2005) são decorrentes dos AβOs (Selkoe, 2002). Essa perda pode ocorrer 

devido a alterações na regulação da tradução, possivelmente em consequência de alterações na 

degradação proteassomal. De fato, já foi demonstrado que a inibição do proteassoma causa 

redução da tradução global e de proteínas sinápticas em cultura de neurônios (Ding et al., 2006; 

Bajic et al., 2012). Também parece ocorrer redução da tradução global na DA, que parece estar 

relacionado, ao menos em parte, com a disfunção sináptica e, consequentemente, de memória (Ma 

et al., 2013).  

 

1.6. Tradução de proteínas 

Para a síntese proteica, é necessário que ocorram os processos de transcrição e tradução. Na 

transcrição, o DNA serve de molde para a síntese de RNA, que ocorre no núcleo da célula. A fita 

de RNA então migra para o citoplasma, onde será traduzida. O RNA mensageiro (mRNA) contém 

o código para produção da cadeia polipeptídica, organizado em códons, e cada aminoácido é 

adicionado à fita com auxílio de um RNA transportador (tRNA), baseado na sequência desses 

códons. A tradução ocorre em complexos ribossomais através de três etapas: iniciação, 

elongamento e terminação. 

A etapa de iniciação é a principal para o controle da tradução. Essa etapa se inicia quando o 

fator de iniciação eucariótico (eIF) 2 liga-se ao tRNA complexado a metionina.  Com essa ligação, 

o complexo ternário se associa a subunidade menor do ribossomo (40S) e a outros fatores de 

iniciação (eIF1, eIF1A e eIF3), formando, então, o complexo de pré-iniciação 43S (Fig. 4A) 

(Buffington et al., 2014). 

Em seguida, o complexo 43S se liga ao mRNA, através de eIF3, poly(A)-binding protein 

(PABP) e eIF4F. O eIF4F é um complexo formado por eIF4E, eIF4A e eIF4G. A proteína 

adaptadora eIF4G se liga a PABP, levando à circularização do mRNA (Jackson et al., 2010). 
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Assim, o complexo 43S percorre a fita de mRNA em busca do códon de iniciação AUG para 

formação do complexo de pré-iniciação 48S. Para seu reconhecimento, o códon AUG tem suas 

bases pareadas com o anti-códon do tRNA, no sítio P do ribossomo 40S. Esse processo leva à 

hidrólise de GTP do eIF2 pela GTPase eIF5B, fazendo com que eIF2-GDP perca a afinidade e se 

dissocie do ribossomo, junto com eIF1, eIF1A e eIF3 (Fig. 4B). Após essa dissociação, as 

subunidades 40S e 60S se associam, com auxílio de eIF5B, para formar o complexo 80S 

ribossomal.  

A etapa seguinte, de elongamento, requer fatores de elongamento eucarióticos (eEF) da 

tradução para prolongar a fita polipeptídica.  Os fatores eEF1A e eEF1B são recrutados para a 

transferência de aminoacil-tRNAs para o ribossomo.  

Por fim, quando o ribossomo alcança o códon de terminação, os fatores de elongamento se 

soltam e a fita recém-sintetizada é liberada do mRNA e do ribossomo através de códons de 

terminação (Fig. 4C) (Buffington et al., 2014). 
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Figura 4. Etapas da tradução. (A) A tradução de proteínas se inicia com a formação do complexo 43S a partir da 

ligação do complexo ternário com a subunidade 40S ribossomal. (B) O complexo 43S então se liga ao mRNA e o 

percorre, reconhecendo o códon de iniciação. (C) A subunidade 60S se une à 40S formando o complexo 80S ribossomal 

para começar a etapa de elongamento da fita polipeptídica. Quando o códon de terminação é encontrado, os fatores de 

elongamento se soltam e a fita recém-sintetizada é liberada através de fatores de terminação (Buffington et al., 2014). 

A 

B 
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1.7. Mecanismos de regulação da tradução 

A regulação da tradução ocorre através de todas as etapas. Durante a etapa de iniciação, pode 

se dar pela fosforilação da subunidade α do fator de iniciação eucariótico 2 (eIF2α) e pela ligação 

da proteína Fragile-X mental retardation protein (FMRP) em mRNAs específicos. Após essa 

ligação, FMRP recruta a proteína cytoplasmic FMRP-interacting protein 1 (CYFIP1), que se 

associa a eIF4E e impede a montagem ribossomal (Fig. 5A).   

A FMRP também é capaz de impedir a tradução na etapa de elongamento, ligando-se a região 

codificante do mRNA alvo (Fig. 5B). Essa proteína pode, ainda, se ligar em regiões de mRNAs 

alvo e recrutar componentes do RNA-induced silencing complex (RISC) ou microRNAs 

complementares para inibir a tradução (Santoro et al., 2012). O complexo RISC também é capaz 

de inibir a tradução nas etapas de iniciação e elongamento (Carthew e Sontheimer, 2009) (Fig. 

5C). Sua degradação, através do UPS, permite que ocorra um aumento de mRNAs prontos para 

tradução na sinapse seguida de estímulo neuronal (Banerjee et al., 2009). 

O mesmo ocorre para FMRP, que também é alvo do proteassoma (Hou et al., 2006). Após 

estímulo neuronal na sinapse, seus níveis diminuem, enquanto os níveis e a atividade do 

proteassoma aumentam (Bingol e Schuman, 2006; Djakovic et al., 2009; Bingol et al., 2010), 

indicando a promoção da síntese proteica a partir de sua degradação. Sendo assim, essa proteína 

é atualmente considerada um dos principais reguladores da tradução mediada por atividade 

neuronal (Jr et al., 2012). 

Da mesma forma, existem outros repressores traducionais (ou moduladores negativos da 

tradução) importantes para regulação da síntese de proteínas relacionadas com a plasticidade 

sináptica e memória. O proteassoma, por sua vez, atua na regulação dos níveis desses repressores 

em neurônios (Dong et al., 2014).  

O proteassoma parece ter um papel em limitar a E-LTP e induzir a manutenção do L-LTP. A 

limitação da E-LTP parece ser pela degradação de eIF4E e eIF1A, ao passo que a manutenção da 

L-LTP parece ser pela degradação dos repressores traducionais polyadenylate-binding protein 

interacting protein 2 (Paip2) e eukaryotic initiation factor 4E-binding protein (4E-BP) (Dong et 

al., 2008; Dong et al., 2014). 

As 4E-BPs inibem a tradução pela ligação constitutiva ao fator eIF4E. Somente através da 

ativação de mTOR que ocorre a dissociação desse repressor, permitindo a síntese proteica (Hoeffer 

e Klann, 2010). 
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Após a indução da LTP, outro repressor, activating transcription factor 4 (ATF4), também 

sofre degradação proteassomal. Após sua degradação, torna-se possível a ativação de CREB e de 

brain-derived neurotrophic factor (BDNF), um fator neurotrófico envolvido na expressão de LTP 

(Dong et al., 2008). 

Levando esses dados em consideração, é possível supormos que a inibição do proteassoma 

mediada pelos AβOs resulta no acúmulo de repressores traducionais, tais como FMRP, 4E-BPs e 

ATF4. O acúmulo desses repressores impedindo a tradução pode ser, consequentemente, uma 

importante causa da redução seletiva dos níveis de proteínas sinápticas na DA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Mecanismos de repressão da tradução por FMRP. (A) FMRP recruta CYFIP1 para bloquear a formação 

do complexo eIF4F e impedir o início da tradução. (B) FMRP causa a desmontagem do complexo ribossomal durante 

a fase de elongamento. (C) FMRP recruta RISC para inibir a tradução na etapa de iniciação e elongamento (Adaptado 

de Santoro et al., 2012).  
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1.8. FMRP e a via de mTOR   

Quando em sua forma fosforilada, a FMRP inibe a síntese de proteínas sinápticas, como a 

PSD-95. A ativação dessa proteína repressora está acoplada à estimulação sináptica através de 

receptores metabotrópicos de glutamato (mGluR) do tipo 1 e 5, por exemplo. Quando este estímulo 

ocorre, induz defosforilação de FMRP e ativação da tradução (Muddashetty et al., 2011). Quando 

defosforilada, a FMRP é induzida à degradação por Cdh1-APC, uma E3 ubiquitina-ligase (Huang 

et al., 2015). 

O estímulo de mGluR é um dos mecanismos de indução de LTD e requer uma cascata de 

sinalização que culmina na internalização de receptores AMPA. A ativação tanto da via de ERK 

como de mTOR são necessárias para função normal da LTD. Portanto, como FMRP é um passo 

importante na mediação de mGlurR-LTD, é possível supor que seja regulado por ambas as vias. 

Além disso, estudos recentes indicam que a via de mTOR também é regulada negativamente 

por FMRP. Dessa forma, mTOR encontra-se downstream e upstream à FMRP. Já foi visto, por 

exemplo, que animais nocaute para Fmr1, gene que codifica FMRP, apresentam sinalização 

exagerada de mTOR. Esses animais apresentam também um aumento dos níveis de quinases de 

mTOR, aumento da fosforilação dos alvos de mTOR, como S6 quinase (S6K) e 4E-BP, e aumento 

dos níveis do complexo eIF4F (Sharma et al. 2010). 

Em condições normais, o complexo 1 de mTOR (mTORC1), quando ativado, fosforila 4E-BP 

e impede que esse repressor se ligue e sequestre eIF4E. Essa fosforilação permite, então, que eIF4E 

se ligue ao complexo eIF4F e inicie a tradução. Por outro lado, a fosforilação de S6K em Thr389 

a ativa, e essa proteína, por sua vez, age em diversos substratos, como a proteína ribosomal S6, 

fatores de transcrição e outras proteínas envolvidas na iniciação e elongamento da tradução (Fig. 

6) (Sengupta et al., 2010).  

A mTOR é ativada por phosphatidyl inositol 3 kinase (PI3K) e Akt e apresenta um papel 

fundamental na sobrevivência, proliferação celular e na autofagia (Hay e Sonenberg, 2004). Outra 

via também importante para essas funções é a via de ERK1/2, que, como mTOR, fosforila S6K, 

mas em Thr421/Ser424 (Dufner e Thomas, 1999).  

Em neurônios, mTOR está presente na sinapse, onde modula a tradução local de proteínas, e é 

essencial para diferentes formas de plasticidade sináptica, incluindo a LTP (Tang et al., 2002; 

Cammalleri et al., 2003).  
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Está claro na literatura que, na DA, a via de mTOR encontra-se alterada. No entanto, se a via 

está aumentada ou diminuída ainda está em discussão. Muitos grupos têm visto um aumento em 

diferentes modelos de DA (Oddo, 2012; Tramutola et al., 2015), porém também existem trabalhos 

relatando uma diminuição (Lafay-Chebassier et al., 2005; Ma et al., 2010). 

Caccamo e cols., por exemplo, mostraram que a fosforilação de mTOR e S6K está aumentada 

em células 7PA2, um modelo para DA, e no córtex e hipocampo de camundongos transgênicos. 

Eles, assim como outro grupo, também demonstraram que a inibição de mTOR, com rapamicina, 

leva à diminuição dos níveis de Aβ1-42 e recupera a perda de memória nos camundongos 

transgênicos (Caccamo et al., 2010; Spilman et al., 2010). Como mTOR suprime a autofagia, esses 

trabalhos propõem que a inibição dessa via e, portanto, indução da autofagia, facilita o clearance 

dos agregados de Aβ.  

Por outro lado, dos trabalhos que vêem diminuição dessa via, já foi vista diminuição de mTOR 

e S6K fosforilada em células de neuroblastoma, após administração de Aβ1-42, no córtex de 

camundongos transgênicos e linfócitos de pacientes com DA (Lafay-Chebassier et al., 2005). A 

fosforilação de S6K e 4E-BP também já foi vista em outros modelos, como em slices hipocampais 

e cultura de neurônios de camundongos transgênicos para modelo de DA, e slices hipocampais 

tratados com Aβ1-42 (Ma et al., 2010). Nesse caso, essa diminuição poderia ser explicada como 

causa ou consequência de redução do controle traducional. 

Recentemente, foi publicado um trabalho mostrando que a ativação de mTORC1 aumenta a 

degradação proteica dependente do UPS e promove a transcrição de genes do proteassoma através 

de NRF1 (Zhang et al., 2014). Dessa maneira, é possível traçar uma conexão entre a via de mTOR 

e a disfunção proteassomal na DA. Pode ser que esse seja um dos mecanismos que levam à inibição 

do UPS na doença. Talvez ocorram alterações nessa via na DA que fazem com que mTOR deixe 

de ativar o proteassoma, diminuindo o clearance de Aβ. Contudo, essa abordagem ainda é recente 

e mais estudos precisam ser feitos para elucidar esse mecanismo.   

Nesse trabalho, pretendemos investigar de que maneira os AβOs afetam a degradação 

proteassomal e a regulação da tradução, analisando FMRP e a via de mTOR. Acreditamos que a 

alteração desses dois eventos está relacionada na DA, onde uma inibição do UPS pelos AβOs 

estaria levando à desregulação da tradução e, por fim, à diminuição da síntese de proteínas 

sinápticas.  
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Figura 6. Sinalização de mGluR através das vias de ERK e mTOR. Interações entre FMRP e as vias de ERK e 

mTOR, mostrando a cascata de sinalização ativada pela indução da LTD (Santoro et al., 2012). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Devido às evidências que apontam para o envolvimento do UPS na patogênese da DA, torna-

se de grande importância o estudo das alterações e dos mecanismos envolvidos na disfunção do 

proteassoma mediada pelos agregados tóxicos de Aβ.  

Além disso, considerando-se a perda sináptica na DA e a importância da regulação dos níveis 

proteicos em neurônios, também é fundamental estudarmos as alterações na regulação traducional 

em função dos AβOs e da inibição proteassomal. Dessa forma, é possível fornecermos evidências 

dos mecanismos pelos quais os AβOs atuam na redução da síntese proteica, em especial de 

proteínas sinápticas. 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

Investigar a relação da inibição do proteassoma com a regulação da tradução de proteínas no 

contexto da DA. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 Investigar possíveis alterações nos níveis do proteassoma causadas pelos AβOs, em cultura 

de neurônios hipocampais e camundongos injetados i.c.v.; 

 Avaliar se a inibição do proteassoma leva a um acúmulo de repressores da síntese de 

proteínas, como FMRP e ATF4, também nos modelos de cultura neuronal e em 

camundongos injetados com AβOS;  

 Investigar se os AβOs induzem alterações em vias de sinalização relacionadas com a 

regulação da tradução, como nas vias de ERK e mTOR;  

  Avaliar se as alterações na síntese de proteína são mediadas pela disfunção no proteassoma. 
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4. METODOLOGIA 

 

4.1. Considerações éticas 

Os animais utilizados nesse estudo foram camundongos machos Swiss, com cerca de 3 meses 

de idade, oriundos do Centro de Criação de Animais de Laboratório (CECAL-FIOCRUZ). Os 

procedimentos realizados têm a aprovação do Comitê de Ética para o Uso de Animais da UFRJ (nº 

137/15). Os animais foram acomodados em grupos de cinco por caixa com fornecimento de água 

filtrada e ração ad libitum. O ciclo claro/escuro foi de 12 h e a temperatura mantida em 22°C. 

 

4.2. Preparação e caracterização de AβOs 

A preparação e caracterização dos AβOs foram realizadas conforme descrito em Lambert e 

colaboradores, 2001. O peptídeo comercial Aβ1-42 humano (American Peptide, CA, USA) foi 

solubilizado à concentração de 1mM de 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP; Merck, NJ, 

USA) gelado e a solução límpida resultante incubada à temperatura ambiente por 60 min. Em 

seguida, a solução foi deixada em gelo por 10 min, e então aliquotada em microtubos, em fluxo 

laminar, que foram mantidos abertos durante 12 horas para evaporação do HFIP. As alíquotas 

foram estocadas a -20ºC para utilização posterior. 

A partir do estoque, AβOs foram ressuspendidos em dimetilsulfóxido anidro (DMSO; Sigma, 

St. Louis, MO) para obtenção de uma solução 5mM, que foi diluída em 100μM de PBS estéril e 

incubada por 24 horas, a 4ºC. Para o controle (veículo), foi utilizada uma amostra de DMSO 2% 

em PBS, incubada nas mesmas condições. Em seguida, as preparações foram centrifugadas a 

14000g por 10 min, a 4ºC, a fim de se remover os agregados insolúveis de Aβ. Os AβOs contidos 

no sobrenadante foram mantidos a 4ºC até sua utilização, não excedendo o período máximo de 48 

horas.  

As preparações foram analisadas rotineiramente por cromatografia de gel filtração para 

caracterização das espécies oligoméricas, onde é usualmente visto um pico de oligômeros de alto 

peso molecular e um pico de baixo peso molecular, confirmado por Western blot (Fig. 7). As 

análises foram feitas através de cromatografia líquida de alto desempenho (high performance 

liquid chromatography, HPLC) com detecção simultânea de absorção a 280nm e fluorescência 

com excitação a 275nm e emissão a 305nm; utiliza-se uma coluna de sílica GPC 100 com limite 
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de exclusão de proteínas na faixa de 3000 a 300000 kDa; fase móvel usada de PBS pH 7 e filtrada 

com membrana de nitrocelulose Millipore (Millerica, MA). 

A coluna foi equilibrada com a fase móvel com fluxo de 0,5 ml/min por 1 h. Em seguida, 

foram injetados 50µl de veículo com o mesmo fluxo e tempo de corrida de 15 min. Por fim, a 

coluna foi reequilibrada com a fase móvel e foram injetados 50µl de AβOs, com o mesmo tempo 

de corrida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Caracterização dos AβOs. (A) Cromatografia por exclusão de tamanho mostrando os picos de eluição dos 

AβOs, pico 1=150 kDa e pico 2=10 kDa. (B) Western blot para marcação com anticorpo específico para AβOs 

(Lambert et al., 2001) mostrando a presença de dímeros, trímeros, tetrâmeros e oligômeros de alto peso molecular 

(~50-10 kDa). O painel à esquerda mostra um filme menos exposto para melhor visualização dos oligômeros de alto 

peso. O painel à direita mostra o mesmo filme superexposto para melhor detecção dos oligômeros de baixo peso 

molecular (imagem fornecida por Sofia Jürgensen).   

 

4.3. Injeção i.c.v. de AβOs em camundongos 

Os camundongos foram anestesiados por inalação de Isoflurano (2,5%, Abbot Laboratórios do 

Brasil Ltda.), através de um sistema de vaporização com fluxo controlado (Harvard Apparatus, 

Holliston, MA, EUA), e submetidos a uma única injeção intracerebroventricular (i.c.v.) freehand 

de AβOs (10 pmol/camundongo) ou veículo, diluídos em PBS estéril, em um volume final de 3µl 

(seringa Hamilton, ligada a uma agulha de 2,5mm de comprimento por um capilar). A injeção foi 

feita na altura de 1mm à esquerda da linha média traçada e 1mm posterior à linha horizontal. Em 

seguida, o camundongo foi colocado de volta em sua caixa.  
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4.4. Preparação enriquecida em sinaptossomas  

Os camundongos injetados foram eutanasiados – através de asfixia por CO2 seguida de 

deslocamento cervical – para dissecção do hipocampo, que, em seguida, foi homogeneizado em 

solução gelada de tampão Tris/sacarose (0,32M sacarose, 1mM EDTA, 1mM EGTA, 10mM Tris-

HCl, pH 7,4) com auxílio de um potter (Wheaton, Millville, NJ). As amostras foram avolumadas 

para 10ml e centrifugadas por 3 min a 4ºC a 1330g, no rotor R20A2 na centrífuga Himac CR22GII 

(Hitachi). O sobrenadante foi em seguida transferido para outro tubo falcon.  

No tubo contendo o pellet, foram acrescidos 10ml de solução tampão e o pellet foi 

homogeneizado com o potter. A solução foi mais uma vez centrifugada, como na condição 

anterior, e o sobrenadante transferido para o mesmo tubo do sobrenadante da primeira 

centrifugação.  

Os tubos contendo os sobrenadantes foram então centrifugados por 10 min a 21200g a 4ºC, o 

sobrenadante proveniente descartado e o pellet ressuspendido em 3ml de solução tampão 

manitol/sacarose com 15% de Percoll (225mM de manitol, 75mM de sacarose, 1mM de EGTA, 

0,1% de BSA, 15% Percoll, 10mM de HEPES, pH 7,2).  

Em um tubo de centrífuga, foi montado o gradiente de sacarose, pipetando-se 3ml de solução 

manitol/sacarose com 40% de Percoll, seguida da mesma solução com 23% de Percoll. A amostra 

diluída em 15% de Percoll foi, então, adicionada ao gradiente e centrifugada por 5 min a 30700g 

com aceleração 6 e desaceleração 4 a 4ºC. 

Com uma pipeta, a camada de sinaptossoma (a camada do meio, dentre 3 camadas) foi 

transferida para outro tubo, avolumada com 10ml de tampão Tris/sacarose para a limpeza do 

Percoll e centrifugada por 10 min a 17000g a 4ºC com aceleração 9 e desaceleração 7. O 

sobrenadante foi descartado, o pellet avolumado para 15 ml com tampão manitol (0,32M de 

manitol, 1mM de EDTA, 1mM de EGTA, 0,2 mg/ml de BSA sem ácidos graxos e 10mM de Tris-

HCl, pH 7,4) e a amostra centrifugada a 6900g por 10 min a 4ºC com aceleração 9 e desaceleração 

7 (adaptado de Dunkley et al., 2008). Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet 

ressuspendido em 150µl de tampão RIPA (25mM Tris-HCl pH 7,5, 150mM NaCl, 1% NP-40, 1% 

deoxicolato de sódio, 0,1% SDS; 5 mM EDTA; 1% triton) + coquetéis de inibidores de protease 

e de fosfatase (Pierce – Thermo scientific, Rockford, IL). 
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4.5. Preparo, cultivo e tratamento de culturas primárias de neurônios hipocampais 

O hipocampo de embriões de ratas Wistar de 18 dias de gestação foi utilizado para preparação 

das culturas. A rata foi eutanasiada, através de asfixia por CO2 seguida de deslocamento cervical, 

e os embriões removidos e colocados em placa de Petri com solução de PBS-glicose 2% estéril. 

A dissecção dos hipocampos foi realizada com auxílio de lupa e instrumentos cirúrgicos, dentro 

do fluxo laminar, e esses transferidos para um tubo falcon, junto com 2ml de PBS-glicose 2%. No 

tubo, foram adicionados 300µl de solução de tripsina 0,25% + EDTA 0,02% por 5 min. O meio 

foi então retirado e foram acrescentados 5ml de meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

(DMEM) com 10% de soro fetal de cavalo, 2mM de glutamina, 500 µg/mL de 

penicilina/estreptomicina e 2,5 μg/mL de fungizona (Gibco, Grand Island, NY). Os hipocampos 

foram dissociados através de homogeneização com pipeta.  

A solução foi transferida para outro tubo falcon e foi feita a contagem de células através da 

câmara de Neubauer. Para imunocitoquímica, foram plaqueadas 50000 células/ml em placas de 

24 poços contendo lamínulas previamente tratadas com ácido nítrico e, para Western blot, foram 

plaqueadas 500000 células/ml em placas de 6 poços. As placas foram previamente tratadas com 

poli-L-lisina por 24 horas a 10 e 1 ug/ml, respectivamente. Após 1 hora, o meio de cultura foi 

substituído por Neurobasal, com 2% de B27, 2mM de glutamina, 500 µg/ml de 

penicilina/estreptomicina e 2,5 μg/ml de fungizona. As culturas foram então mantidas a 37ºC com 

5% de CO2 por 18 a 21 dias in vitro (DIV). 

Após 18 DIV, as culturas foram tratadas com 500nM de AβO, 500nM de lactacistina, 500nM 

de AβO+500nM de lactacistina ou um volume equivalente de veículo (2% de Me2SO em PBS) 

por 3 ou 24 h. Para imunocitoquímica, os neurônios foram fixados com paraformaldeído 4%; para 

Western blot, foram raspados com cell scrapper em tampão RIPA + inibidores; e, para PCR, foram 

homogeneizados com tampão de lise do kit SV Total RNA Isolation System (Promega) para 

extração de RNA.  

 

4.6. Ensaio de Live/Dead 

Os poços de placa de 96 foram homogeneizados e avolumados para 100ul de meio Neurobasal 

acrescidos de lactacistina 100nM, 500nM ou 5uM, em duplicata. Cada duplicata foi tratada por 3, 

6 ou 24 horas, a fim de se traçar uma curva dose-temporal. 40 min antes da captura de imagens, 

os poços foram tratados com 2uM de calceína (indicador de célula íntegra) e 1uM de brometo de 
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etídeo (indicador de célula morta) (Viability/Cytotoxicity Kit - Invitrogen). Para controle negativo, 

um poço não recebeu tratamento e, para controle positivo, um poço foi tratado com metanol 70% 

10 minutos antes da adição das sondas. Para fotografar, foi utilizado o microscópio Nikon no 

aumento de 20 e foram capturadas 3 imagens por poço, em campo claro e nas frequências 488 

(calceína) e 594 (etídeo). Para análise, foi utilizado o programa ImageJ (NIH, Bethesda, USA) 

para quantificar intensidade de fluorescência (calceína) e análise de partículas (etídeo).   

 

4.7. Imunocitoquímica 

Após fixação com paraformaldeído 4% com sacarose 4% por 10 min, as lamínulas foram 

lavadas com PBS e permeabilizadas com 0,1% Triton X-100 por 5 min, sendo lavadas com PBS 

novamente. O bloqueio foi realizado com 10% de soro de cabra (NGS) em PBS por 1 hora, o 

anticorpo primário foi diluído em 1% NGS em PBS e as lamínulas incubadas por 18 h a 4ºC. O 

anticorpo primário utilizado foi anti-Rpt6 (1:200, Enzo Life Sciences). 

Dado o período de incubação, as lamínulas foram lavadas com PBS e incubadas com anticorpo 

secundário fluorescente Alexa Fluor (Invitrogen) por 2 h à temperatura ambiente e ao abrigo da 

luz. Novamente, as lamínulas foram lavadas e então montadas em lâminas com Prolong Gold com 

DAPI (Invitrogen).  

As imagens das células foram capturadas com microscópio Zeiss LSM510 META com o 

módulo Apotome e foi traçado um limiar de intensidade no ImageJ (NIH, Bethesda, USA) para 

eliminar os sinais de fundo, analisando-se a densidade integrada de fluorescência das imagens. 

 

4.8. Dosagem de proteínas totais e Western blot  

A amostra obtida a partir de sinaptossoma ou cultura de células foi homogeneizada com 

tampão RIPA (25mM Tris–HCl, pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% NP-40 [Invitrogen], 1% deoxicolato 

de sódio, 0,1% SDS, 5mM EDTA, 1% Triton X-100) e coquetel de inibidores de proteases e 

fosfatases (Pierce–Thermo Scientific). A concentração de proteínas totais foi realizada com kit 

Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific) e a leitura espectrofotométrica feita em um leitor 

de ELISA (SpectraMax M2 – Molecular Devices).  

A partir da dosagem, as amostras foram preparadas com tampão de amostra diluído 5 vezes 

(2% SDS, 5% β-mercaptoetanol, 10% glicerol, 62,5mM Tris e azul de bromofenol) na 

concentração de 5 µg/µl, fervidas por 5 min e corridas em gel de poliacrilamida 10% de 1,5mm 
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com tampão de corrida Tris/Glicina/SDS a 100V em sistema da Biorad. A transferência para uma 

membrana de nitrocelulose foi realizada a 100V por 90 min com tampão de transferência 

Tris/Glicina contendo 10% de metanol.  

As membranas foram bloqueadas com Odyssey Blocking Buffer (Licor) ou BSA 5% diluídos 

em tampão Tween-Tris (TBS-T) e incubadas por 18 h a 4ºC com anticorpo primário diluído na 

solução de bloqueio. Os anticorpos primários utilizados foram anti-FMRP (1:300, Abcam), anti-

ATF4 (1:1000, Abcam), anti-phospho eIF4E (1:2000, Abcam), anti-eIF4E (1:2000, BD 

Biosciences), anti-phospho S6K1 (1:1000, Abcam), anti-S6K1 (1:1000, Origene), anti-proteasome 

20S C2 (1:1000, Abcam), anti-phospho S6 (1:1000, Cell Signaling), anti-phospho ERK1/2 

(1:1000, Cell Signaling), anti-phospho 4E-BP1 (1:1000, Cell Signaling), anti-phospho mTOR 

(1:1000, Cell Signaling), anti-beta actina (1:10000, Abcam), anti-ciclofilina (1:2000, Abcam). 

Em seguida, as membranas foram lavadas com TBS-T, incubadas com anticorpo secundário 

fluorescente (1:50000) por 1 h à temperatura ambiente e lavadas novamente para a detecção em 

scanner de infravermelho (Licor). As imagens foram analisadas pelo programa Image J (NIH, 

Bethesda, USA). 

 

4.9. Extração de RNA e síntese de cDNA 

A extração de RNA foi realizada através do kit SV Total RNA Isolation System (Promega). Em 

microtubos autoclavados, 175μl de tampão de lise do kit e β-mercaptoetanol foram adicionados à 

amostra e homogeneizados por inversão. Em seguida, 350μl de tampão de diluição do kit foram 

acrescentados e homogeneizados por inversão. A solução foi centrifugada a 12000g por 3 min e o 

lisado transferido para outro microtubo. 200μl de etanol foram acrescidos e homogeneizados com 

pipeta. O lisado foi, então, transferido para o Spin Basket Assembly contido no kit e centrifugado a 

12000g por 1 min, à temperatura ambiente. 

Após adição de 600µl de solução de lavagem contida no kit, a amostra foi centrifugada mais 

uma vez a 12000g por 1 minuto e o eluente foi descartado. Foram adicionados, então, 50µl da 

solução de DNAse (tampão central amarelo, 0,09M MnCl2 e DNAse I, todos contidos no kit) ao 

Spin Basket Assembly, que foi incubado por 15 min. Em seguida, foram adicionados 200µl de 

solução de encerramento da DNAse. A amostra foi mais uma vez centrifugada a 12000g por 1 min.  

Foram adicionados à amostra mais 600µl de solução de lavagem e centrifugada a 12000g por 

1 min. O cesto foi esvaziado e mais 250µl de solução de lavagem são adicionados, seguido de uma 
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centrifugação a 12000g por 2 min.  

O conteúdo restante foi transferido para o tubo de eluição do kit e 10µl de água livre de 

nuclease foram adicionados. Uma última centrifugação foi realizada a 12000g por 1 min para eluir 

o RNA que, em seguida, foi armazenado em freezer -80ºC. 

Para determinação da concentração de RNA, utilizamos espectrofotômetro NanoDrop 

(Thermo, Waltham, MA), pela densidade ótica a 260nm. Para verificação da pureza e intregridade 

do RNA, analisamos a razão entre a densidade ótica a 260 e 280nm.  

A síntese de cDNA a partir do RNA obtido foi realizada através do kit High Capacity cDNA 

Reverse Transcription (Applied Biosystems). Para tal, o mix é preparado de acordo com as 

especificações abaixo: 

 

Tabela 1. Preparação do mix para síntese de cDNA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cada amostra de RNA foi diluída em água DEPC para concentração de 1 µg/µl e 10µl desse 

RNA foram adicionados a 10µl do mix, em eppendorfs, que foram então colocados em 

termociclador, com a seguinte reação: 

 

Tabela 2. Etapas de reação para síntese de cDNA 

 Passo 1 Passo 2 Passo 3 Passo 4 

Temperatura (°C) 25 37 85 4 

Tempo (min) 10 120 5 ∞ 

 

Ao final da reação, o cDNA sintetizado foi armazenado em freezer -20ºC. 

 

Componente Volume/Reação (µL) 

10x RT Buffer 2 

25x dNTP Mix (100 mM) 0,8 

10x RT Random Primers 2 

Multiscribe® Reverse Transcriptase 1 

Inibidor de RNAse 1 

H2O livre de nucleases 3,2 

Total por reação 10 
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4.10. PCR em Tempo Real 

A reação de polimerase em cadeia (PCR) foi realizada em termociclador 7500 Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems). Em uma placa de 96 poços para PCR (MicroAmp Optical 96 Well 

Reaction Plate [Applied Biosystems]), a amostra de cDNA diluída dez vezes foi pipetada em 

triplicata (3µl por poço). O mix previamente preparado (7,5µl de SYBR® Green Master Mix, 0,75µl 

de primer foward e reverse e 3µl de água DEPC), foi adicionado às amostras (12µl por poço).  

Primers para o gene da β-actina foi utilizado para normalização e um poço contendo o mix 

sem o cDNA foi utilizado como controle negativo.  

A placa foi rapidamente centrifugada para sedimentar o líquido no fundo e colocada no 

termociclador, com a seguinte reação:  

 

Tabela 3. Etapas da reação de qPCR 

Etapa  Temperatura Tempo (ciclos) 

Aquecimento inicial 95°C 10 min (1x) 

Desnaturação 95°C 15 min (40x) 

Amplificação 60°C 1 min (40x) 

Finalização 95°C 7 min (1x) 

 

A fluorescência foi registrada durante toda a etapa de amplificação. Ao término das ciclagens, 

a curva de dissociação foi dada para estimar a especificidade da amplificação. Para quantificação, 

foi calculado o ΔΔCt de cada uma das amostras.  

 

4.11. Análises estatísticas 

A partir da quantificação, os dados obtidos foram dispostos em planilhas do software 

GraphPad Prism 6.0 (GraphPad, La Jolla, CA) e analisados quanto à normalidade. Em vista da 

análise e das condições experimentais, o melhor teste estatístico foi escolhido e aplicado. Foram 

consideradas significativas quando as diferenças apresentam valor de p menor ou igual a 0,05. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. AβOs causam diminuição da subunidade proteassomal Rpt6 em prolongamentos 

sinápticos 

Inicialmente, fomos analisar os níveis do proteassoma em animais injetados i.c.v. com AβOs 

ou em cultura de neurônios. Para isso, realizamos um Western blot para a subunidade C2 do 

proteassoma 20S com amostras de hipocampo de camundongos 24 horas (Fig. 8A) e 7 dias (Fig. 

8B) depois da injeção i.c.v. de 10pmol de AβOs; e com amostras de cultura primária de neurônios 

hipocampais expostas por 24 horas com 500nM de AβOs ou lactacistina, inibidor do proteassoma 

(Fig. 8C). Os resultados mostram que não há diferença nos níveis desta subunidade do proteassoma 

entre os grupos, em nenhum dos modelos utilizados.  

Poderíamos não ter visto diferenças uma vez que, no Western blot, a marcação é feita em todo 

o hipocampo e/ou em todas as células. Decidimos avaliar, então, os níveis do proteassoma em 

prolongamentos sinápticos de neurônios expostos a AβOs. Para isso, realizamos uma 

imunocitoquímica para Rpt6, uma das subunidades regulatórias do proteassoma, em cultura 

primária de neurônios hipocampais. Como resultado, vimos uma diminuição de marcação nas 

sinapses de neurônios expostos a AβOs, em relação ao veículo (Fig. 8A-E).  

As imagens foram obtidas com o corpo celular com exposição estourada para que fosse 

possível a quantificação dos prolongamentos. Dessa forma, não foi realizada a quantificação da 

marcação no corpo celular dos neurônios. Assim, não podemos concluir se os níveis de Rpt6 

diminuem somente nas sinapses ou se o proteassoma migra para o corpo celular. Por causa do 

resultado do Western blot in vitro, é improvável que os níveis caiam em todo o neurônio. 

Nossos resultados mostram a diminuição do proteassoma na sinapse neuronal, contudo ainda 

não foi possível concluir seus níveis no corpo celular e sua localização nos neurônios.  
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Figura 8. AβOs causam diminuição na marcação de Rpt6 em prolongamentos sinápticos. Nas imagems de cima, 

são mostradas bandas representativas e a quantificação do Western blot para proteassoma C2 em amostras de 

hipocampo 24 horas (A) e 7 dias (B) após injeção i.c.v. de 10pmol de AβOs e em amostras de cultura expostas a 

500nM de AβOs ou lactacistina (C). Não há diferenças entre os níveis de proteassoma detectadas pelo Western blot.  

N=7, 10 e 3, respectivamente. Dados representados pela média ± erro médio Abaixo, culturas primárias de neurônios 

hipocampais foram expostas por 24 horas a veículo (D e F) ou 500nM de AβOs (E e G). Em seguida, foi feita uma 

imunomarcação para Rpt6 (em verde; painel à esquerda) e DAPI (em azul, para visualização do núcleo celular; painel 

à direita). (H) Quantificação da fluorescência de Rpt6. É vista uma diminuição da marcação de Rpt6 nas sinapses de 

culturas expostas aos AβOs. N=4 experimentos independentes, * indica p<0.05 em teste t pareado. Veh=veículo; 

Lacta=lactacistina.  
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5.2. A concentração de lactacistina utilizada não causa morte em cultura de neurônios 

hipocampais 

Em seguida, para testar se nosso tratamento de lactacistina não causa morte in vitro, traçamos 

uma curva dose-temporal em culturas primárias de neurônios hipocampais, em um ensaio 

Live/Dead. As culturas foram tratadas com três diferentes concentrações de lactacistina (100nM, 

500nM e 5µM) por três diferentes intervalos de tempo (3, 6 e 24 horas). Posteriormente, foram 

tratadas com calceína e brometo de etídeo, indicadores de células íntegras (em verde) e células 

mortas (em vermelho), respectivamente. O controle negativo não recebeu lactacistina, enquanto o 

controle positivo recebeu tratamento com metanol 70% 15 minutos antes da captura das imagens. 

A partir da análise das imagens e da comparação com o controle positivo, observamos que o 

protocolo de tratamento utilizado (500nM por 24 horas) não é capaz de causar morte nas células 

(Fig. 9). 
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 Figura 9. O tratamento de lactacistina utilizado não causa morte em cultura de neurônios hipocampais. 
Culturas primárias de neurônios hipocampais foram expostas por 3, 6 ou 24 horas a lactacistina, em diferentes 

concentrações (100nM, 500nM ou 5μM). O controle negativo (ctrl -) não recebeu tratamento e o controle positivo 

(ctrl +) foi exposto a metanol 70% 15 minutos antes da captura de imagens. Em (A), as imagens representativas de 

cada condição, mostrando marcação para calceína (em verde) e etídeo (em vermelho). As imagens foram capturadas 

no aumento de 20, com 3 imagens por poço. (B) Quantificação relativa às imagens. Concluímos que o protocolo 

utilizado (500nM por 24 horas) não causa morte neuronal. A quantificação de etídeo foi feita pelo número de células 

e de calceína por unidade arbitrária de fluorescência (RFU). As condições foram feitas em duplicata, N=1 ou 2 

experimentos independentes. Dados representados pela média ± erro médio. Lacta=lactacistina.  
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5.3. AβOs induzem aumento nos níveis e expressão de FMRP em cultura de neurônios 

hipocampais e sinaptossomas isolados 

Estudos recentes mostraram que a inibição do proteassoma leva ao acúmulo de repressores 

traducionais, em estágios finais da L-LTP (Dong et al., 2014). Sendo assim, sugerimos que a perda 

sináptica causada pelos AβOs seria, em parte, mediada pela inibição da atividade do proteassoma. 

Essa inibição causaria um acúmulo de repressores traducionais que, por sua vez, levaria à 

diminuição da síntese de proteínas na célula.  

Dentre os possíveis repressores que modulam a síntese de proteínas sinápticas, decidimos 

investigar FMRP. Essa proteína regula a tradução de diversos mRNAs dendríticos e é fundamental 

para função sináptica.  

Para testar nossa hipótese, realizamos um Western blot para FMRP em amostras de cultura de 

neurônios expostos por 24 horas a 500nM de AβOs ou veículo, e sinaptossomas isolados do 

hipocampo de camundongos após 7 dias da injeção i.c.v. de 10pmol de AβOs ou veículo. Em ambos 

os casos, AβOs causam uma tendência ao aumento dos níveis de FMRP, com valor de p inferior a 

0,1 (Fig. 10A e C). 

Por outro lado, para testar se a inibição do proteassoma também seria capaz de causar esse 

efeito, realizamos Western blot para FMRP em amostras de cultura expostas por 24 horas a 500nM 

de lactacistina, um inibidor farmacológico do proteassoma. Apesar de não haver diferença 

estatística (p=0.193), parece que a lactacistina também causa uma tendência ao aumento de FMRP 

(Fig. 11B). Esse resultado indica que o acúmulo de FMRP observado em culturas expostas a AβOs 

pode ser devido à inibição proteassomal.  

A fim de avaliar também a expressão de Fmr1, gene que codifica FMRP, realizamos um PCR 

em Tempo Real com amostras de cultura. O resultado mostrou um aumento significativo na 

expressão de Fmr1 nos neurônios expostos a AβOs (Fig. 10D). 

Em conclusão, parece que os AβOs causam um aumento nos níveis e expressão de FMRP. 

Apesar da ausência de significância estatística, esse resultado nos permite sugerir o acúmulo de 

FMRP em decorrência da inibição do proteassoma mediada pelos AβOs. Contudo ainda são 

necessários experimentos que demonstrem uma causalidade, em vez de somente correlação.   
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Figura 10. AβOs e lactacistina causam tendência ao aumento dos níveis e expressão de FMRP. (A-C) Western 

blot para FMRP com amostras provenientes de cultura de neurônios hipocampais expostas por 24 horas a veículo ou 

500nM de AβOs (A) ou lactacistina (B). Em (C), com amostras provenientes de sinaptossomos isolados de hipocampo 

de camundongos 7 dias depois da injeção i.c.v.de veículo ou 10pmol de AβOs. É visto uma tendência ao aumento dos 

níveis de FMRP nas amostras tratadas com AβOs ou lactacistina. (D) PCR em Tempo Real de amostras de cultura de 

neurônios expostas a veículo ou 500nM de AβOs. O resultado mostra um aumento da expressão de Fmr1, gene que 

codifica FMRP, nos neurônios tratados com AβOs. A quantificação realizada foi referente ao controle. N=5 

experimentos independentes, # indica p<0.1, ** indica p<0.005 em teste t. Dados representados pela média ± erro 

médio. Veh=veículo, Lacta=lactacistina.  

  



34 

 

5.4. AβOs induzem tendência ao aumento nos níveis de ATF4 7 dias após injeção i.c.v. 

Analisando outro repressor, realizamos um Western blot para ATF4 em amostras de 

hipocampo de camundongos 7 dias após injeção i.c.v. de 10pmol de AβOs. Nesse caso, 

encontramos também uma tendência ao aumento em seus níveis (p<0.1) (Fig. 11).  

Realizamos o Western blot também com amostras de hipocampo 24 horas após injeção i.c.v. 

de AβOs. No entanto, precisamos repetir esse experimento pois o controle de carregamento 

utilizado pareceu muito disperso entre os grupos.  

Pretendemos também repeti-lo com amostras de cultura primária de neurônios hipocampais 

tratadas com AβOs ou lactacistina, e analisar os níveis de seu mRNA, por PCR, assim como 

fizemos para FMRP (Fig. 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. AβOs induzem tendência ao aumento nos níveis de ATF4 no hipocampo de camundongos 7 dias 

após injeção i.c.v. Western blot para ATF4 com amostras provenientes do hipocampo de camundongos 7 dias após 

injeção i.c.v. de 10pmol de AβOs. Observamos uma tendência ao aumento dos níveis de ATF4 no grupo injetado com 

AβOs. N=5 experimentos independentes, # indica p<0.1 em teste t. Dados representados pela média ± erro médio. 

Veh=veículo.  
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5.5. Lactacistina causa tendência à diminuição da fosforilação de eIF4E 

Tendo em vista que FMRP inibe a síntese de algumas proteínas e parece estar aumentado em 

neurônios tratados com AβOs ou lactacistina (Fig. 10), decidimos investigar os níveis de proteínas 

relacionadas com a tradução. Para isso, realizamos um Western blot para eIF4E fosforilada e total, 

em cultura de neurônios hipocampais tratadas por 24 horas com 500nM de AβOs ou lactacistina 

(Fig. 12A).  

Essa proteína faz parte do complexo eIF4F de iniciação da tradução e da via de mTOR da 

regulação da síntese de proteínas sinápticas. Quando fosforilada, a eIF4E pode se ligar ao 

complexo eIF4F e, em seguida, ao mRNA. Além disso, de forma indireta, é nesse complexo que 

FMRP atua inibindo a tradução.  

Apesar do n pequeno, parece haver uma diminuição dos níveis de eIF4E fosforilada em 

neurônios tratados com lactacistina, em relação aos níveis totais (Fig. 12B).  Pela quantificação 

feita pela β-actina, controle de carregamento, a fosforilação também parece diminuída (Fig. 12D) 

e os níveis totais parecem aumentados (Fig. 12C). 

Já os AβOs parecem causar um aumento da fosforilação de eIF4E em relação aos níveis totais 

(Fig. 12B).  No entanto, pela quantificação pela β-actina, a fosforilação parece não mudar (Fig. 

12D) e os níveis totais foram inconclusivos (Fig. 12C).  

Devido ao n de 2, os resultados ainda são inconclusivos. O que podemos sugerir, por enquanto, 

é que lactacistina, ao inibir o proteassoma e levar ao aumento de FMRP, pode causar diminuição 

da síntese de proteínas sinápticas, mediada, em parte, pela fosforilação de eIF4E. Não podemos 

concluir nada em relação aos AβOs. Esse experimento será repetido para aumentar o n e para 

investigação de outras proteínas relacionadas com a tradução.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Lactacistina causa tendência à diminuição da fosforilação de eIF4E in vitro. Western blot para eIF4E 

fosforilada e total com amostras de cultura primária de neurônios hipocampais expostas por 24 horas a veículo ou 

500nM de AβOs ou lactacistina. (A) Bandas representativas; peIF4E=eIF4E fosforilada, V=veículo, A= AβOs, 

L=lactacistina. (B) Quantificação dos níveis de eIF4E fosforilada pelos níveis totais. (C) Quantificação dos níveis 

totais de eIF4E pela β-actina, usada como controle de carregamento. (D) Quantificação de eIF4E fosforilada pela β-

actina. Lactacistina parece causar uma tendência à diminuição da fosforilação de eIF4E. N=2 experimentos 

independentes. Veh=veículo, Lacta=lactacistina. 
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5.6. AβOs causam alterações nas vias de ERK e mTOR 7 dias após injeção i.c.v. 

De acordo com o resultado anterior (Fig. 12), quisemos avaliar se e como os AβOs alteram os 

níveis das proteínas relacionadas com as vias de ERK e mTOR, ambas reguladoras da síntese de 

proteínas sinápticas. 

Para tal, realizamos Western blot com amostras de hipocampo de camundongos 24 horas e 7 

dias após injeção i.c.v. de 10pmol de AβOs ou veículo.  

Fizemos, inicialmente, marcação para eIF4E fosforilada e total. Como resultado, vimos que os 

níveis de eIF4E fosforilada estão diminuídos no hipocampo de animais coletados 7 dias depois da 

injeção com AβOs (Fig. 13B). Não vimos diferença nas amostras coletadas 24 horas após a injeção 

(Fig. 13A). Interpretando esse resultado junto com o anterior (Fig. 12), podemos sugerir que é 

necessário um tempo maior de exposição aos AβOs para que haja esse efeito.  

Em seguida, então, buscamos avaliar os níveis da fosforilação de 4E-BP1. Essa proteína se 

liga a eIF4E, impedindo sua fosforilação e, dessa forma, atuando como um repressor da tradução. 

Através da sinalização da via de mTOR, a 4E-BP1 é fosforilada e deixa de se ligar a eIF4E, 

permitindo que a tradução ocorra.  

Como esperado, os AβOs levaram à diminuição da fosforilação de 4E-BP1 7 dias após a 

injeção i.c.v. (Fig. 13D), mas não 24 horas (Fig. 13C). A fosforilação diminuída tanto de eIF4E 

quanto de 4E-BP indica inibição da síntese proteica.  

Contudo, ainda falta a quantificação da fosforilação de 4E-BP1 pelos seus níveis totais para 

assegurar que somente a fosforilação encontra-se reduzida. Até o momento não conseguimos a 

marcação para 4E-BP1 total. 

Passando a olhar as proteínas mais upstream à via de mTOR, realizamos em sequência Western 

blot para as proteínas S6 quinase (S6K) e S6. Quando fosforilada, S6K fosforila S6 em um braço 

da via e, em outro, fosforila eIF4E. Também nesse caso, a fosforilação promove a tradução.  

Mais uma vez, vimos que, 7 dias depois da injeção i.c.v., os AβOs causam tendência à 

diminuição da fosforilação de S6K (Fig 14B) e S6 (Fig. 14D). Nenhuma diferença é vista 24 após 

a injeção (Fig. 14A e C).  

Da mesma forma que para 4E-BP1, ainda não pudemos fazer marcação para os níveis totais 

de S6, e por isto ainda não é possível concluir se somente sua fosforilação é afetada ou se os níveis 

totais também mudariam. 
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Por fim, realizamos Western blot para fosforilação de ERK e mTOR também nessas amostras.  

Observamos que a fosforilação de ERK encontra-se diminuída tanto 24 horas quanto 7 dias após a 

injeção i.c.v. de AβOs (Fig. 15A e B). A fosforilação de mTOR também encontra-se diminuída 7 

dias após a injeção de AβOs (Fig. 15C). O resultado 24 horas após a injeção ainda é inconclusivo,o 

controle de carregamento variou muito entre as amostras, por isso ainda vamos repetir o 

experimento para analisar melhor esse resultado. 

Assim como nas figuras anteriores, também precisamos normalizar esses dados pela 

quantidade total da proteína respectiva para assegurar que essa diminuição é exclusida da 

fosforilação e não dos níveis totais.  

Nosso próximo passo é repetir esses experimentos in vitro e com amostras de animais injetados 

i.c.v. ou de culturas tratadas com lactacistina para tentar correlacionar esses eventos com a inibição 

proteassomal. Contudo, já é possível concluir, com esses resultados, que os AβOs causam redução 

das proteínas da via de mTOR e ERK em camundongos 7 dias após a injeção i.c.v.. Com isto, 

podemos sugerir que, nesse modelo, os AβOs levam à redução da síntese proteica, embora ainda 

precisemos fazer SUnSET (método não radioativo de análise de proteínas totais) para afirmarmos 

isso.   
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Figura 13. AβOs causam diminuição da fosforilação de eIF4E e 4E-BP1  7 dias após injeção i.c.v. Western blot 

para eIF4E fosforilada (peIF4E) e total e 4E-BP1 fosforilada (p4E-BP1) com amostras de hipocampo de camundongos 

24 horas ou 7 dias após injeção i.c.v. de 10pmol de AβOs ou veículo. São mostradas as bandas representativas em 

cima e a quantificação referente abaixo. Marcação para peIF4E e total 24 horas (A) e 7 dias (B) após injeção i.c.v. de 

AβOs. Marcação para p4E-BP1 24 horas (C) e 7 dias (D) depois de AβOs. É visto uma diminuição da fosforilação 
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das proteínas analisadas 7 dias depois da injeção i.c.v. de AβOs. N=5 a 7, * indica p<0.05, ** indica p<0.005 em teste 

t. Dados representados pela média ± erro médio. Veh=veículo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. AβOs causam tendência à diminuição da fosforilação de S6K e S6 7 dias após injeção i.c.v. Western 

blot para S6K fosforilada (pS6K) e S6 fosforilada (pS6) com amostras de hipocampo de camundongos 24 horas ou 7 

dias após injeção i.c.v. de 10pmol de AβOs ou veículo. São mostradas as bandas representativas em cima e a 

quantificação referente abaixo. Marcação para S6K fosforilada (pS6K) e total 24 horas (A) e 7 dias (B) depois de 

AβOs. Marcação para S6 fosforilada (pS6) 24 horas (C) e 7 dias (D) depois de AβOs. Após 7 dias da injeção i.c.v. de 

AβOs, é visto uma tendência à diminuição da fosforilação das proteínas analisadas. N=5 a 7, # indica p<0.1, em teste 

t. Dados representados pela média ± erro médio. Veh=veículo. 
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Figura 15. AβOs causam diminuição da fosforilação de ERK e mTOR após injeção i.c.v. Western blot para ERK 

fosforilada (pERK) e mTOR fosforilada (pmTOR) com amostras de hipocampo de camundongos 24 horas ou 7 dias 

após injeção i.c.v. de 10pmol de AβOs ou veículo. São mostradas as bandas representativas em cima e a quantificação 

referente abaixo. Marcação para pERK 24 horas (A) e 7 dias (B) depois de AβOs. Marcação para pmTOR 7 dias (C) 

depois de AβOs. Tanto 24 horas quanto 7 depois dias da injeção i.c.v. de AβOs, vimos uma diminuição da fosforilação 

de ERK. A fosforilação de mTOR encontra-se diminuiída 7 dias após a injeção. N=5 a 7, * indica p<0.05, ** indica 

p<0.005 em teste t. Dados representados pela média ± erro médio. Veh=veículo. 
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6. DISCUSSÃO 

 

Parece estar claro na literatura que a atividade do proteassoma encontra-se diminuída na DA, 

tanto em pacientes quanto em modelos transgênicos (Keller et al., 2000; Tseng et al., 2008). 

Recentemente, foi visto pelo nosso grupo, em dados ainda não publicados, que os AβOs induzem 

redução das três atividades proteassomais, em modelo de cultura de neurônios hipocampais e em 

sinaptossomos isolados de camundongos após injeção i.c.v. de AβOs. Por isso, decidimos avaliar 

mais a fundo quais são as alterações no UPS causadas pelos AβOs. Inicialmente, olhamos para os 

níveis do proteassoma 20S no hipocampo de animais 24 horas e 7 dias após injeção i.c.v. e em 

cultura de neurônios expostas a AβOs ou lactacistina, inibidor farmacológico do proteassoma. Em 

nenhum dos casos vimos diferença em relação ao controle.  

No entanto, o efeito poderia ser mascarado caso fosse específico para uma região da célula ou 

tipo celular, visto que no Western blot analisamos os níveis em todos os tipos celulares. Pensando 

nisso, decidimos avaliar os níveis do proteassoma em prolongamentos sinápticos neuronais, 

marcando-os para Rpt6, que faz parte da subunidade 19S proteassomal. Nesse caso, os AβOs 

causaram redução. Infelizmente, capturamos as imagens com o corpo celular em uma exposição 

estourada para que fosse possível a quantificação das sinapses. Isso significa que, mais tarde, 

quando tivemos o interesse em quantificar os níveis do proteassoma também no corpo celular, não 

era possível com as imagens adquiridas. Não foi possível também realizar uma nova captura de 

imagens, pois a fluorescência já havia se perdido. Dessa forma, não podemos concluir ainda se os 

AβOs levam a diminuição do proteassoma na sinapse ou se induz sua migração para o corpo 

celular. Nesse caso, veríamos seus níveis aumentados no soma.  

Outra questão a ser ressaltada é a diferença de proteínas observadas nesses experimentos. 

Enquanto no Western blot olhamos para uma proteína da subunidade 20S do proteassoma, na 

imunocitoquímica olhamos para uma da subunidade 19S regulatória. Talvez a redução seja 

somente nessa subunidade, valendo a pena analisar, no futuro, Rpt6 por Western blot e a 

subunidade 20S por imunocitoquímica.  

Seria interessante, também, investigar a fosforilação de Rpt6, que está relacionada com o 

aumento da atividade proteassomal. Já foi visto que na DA há uma diminuição na atividade de 

PKA e CamKIIα, ambas enzimas associadas a translocação do proteassoma para sinapse e que 
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fosforilam Rpt6 (Zhang et al., 2007, Bingol et al., 2006). Sendo assim, esse pode ser um 

mecanismo pelo qual os AβOs induzem inibição da atividade proteassomal. 

Além da inibição do UPS, já foi mostrado aumento de proteínas ubiquitinadas na DA (Almeida 

et al., 2006, Tai et al., 2012). Esse evento parece estar de acordo com as evidências da inibição 

proteassomal. Uma vez que o UPS diminui sua taxa de degradação, as proteínas ubiquitinadas se 

acumulam na célula.  

Tentamos avaliar se esse efeito também é observado no nosso modelo de AβOs. No entanto, 

os resultados foram inconclusivos e o experimento precisa ser repetido com um n maior (dado não 

mostrado). 

Em uma etapa seguinte, hipotetizamos que a inibição da degradação proteassomal causada 

pelos AβOs levaria ao acúmulo de repressores traducionais. Esses, por sua vez, levariam a inibição 

da síntese de certas proteínas. De fato, já foi demonstrado que a inibição do proteassoma leva ao 

acúmulo desses repressores (Dong et al., 2014) e, por exemplo, que FMRP inibe a tradução de 

PSD-95, uma proteína pós-sináptica (Muddashetty et al., 2011).  

Nossos resultados mostram que os AβOs induzem o aumento dos níveis e expressão de FMRP, 

tanto in vivo quanto in vitro. Podemos sugerir, então, que esse efeito é mediado pela inibição da 

degradação proteassomal. Apesar da falta de significância estatística, a lactacistina também parece 

causar um aumento dos níveis de FMRP, o que corrobora nossa hipótese.  

Em último passo, o acúmulo de FMRP levaria à diminuição dos níveis de proteínas sinápticas, 

inibindo a tradução dos mRNAs. Analisamos os níveis de PSD-95 por Western blot e seu mRNA 

por PCR em Tempo Real, após tratamento com AβOs in vitro. Contudo, os resultados do PCR 

foram inconclusivos e o experimento precisa ser repetido (dados não mostrados).  

Já em relação à análise dos níveis proteicos, não vimos diferenças em PSD-95 nem em 

hipocampo de camundongos injetados i.c.v. nem em sinaptossomos isolados tratados com AβOs. 

Em sinaptossomos isolados, porém, parece ter diminuição dos níveis de sinaptofisina, uma 

proteína pré-sináptica (dados não mostrados). Analisamos também os níveis de outra proteína pós-

sináptica, SynGAP, em amostras de hipocampo de camundongos. Nesse caso, apesar do n ainda 

pequeno também, os AβOs parecem causar uma redução em seus níveis (dado não mostrado).  

O n desses experimentos ainda é pequeno e vamos repetir para aumentá-lo e para avaliar outras 

proteínas sinápticas após tratamento com AβOs. Vamos também incluir um grupo injetado i.c.v 

com lactacistina  para correlacionar esses efeitos com a disfunção proteassomal. 
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Como dado prévio, resultados ainda não publicados do nosso grupo mostraram que os AβOs 

e lactacistina causam diminuição de espinhas dendríticas. Pretendemos avaliar, então, os níveis de 

mRNA e proteínas sinápticas isoladamente nas sinapses, a fim de descobrir se os AβOs modulam 

a tradução local através da relocalização de mRNAs sinápticos.  

Para verificarmos também os níveis de proteínas totais após tratamento com AβOs ou 

lactacistina, fizemos um ensaio de SUnSET in vitro, porém com um n de somente 2. Como 

resultado, vimos que uma das culturas de neurônio hipocampal que recebeu AβOs ou lactacistina 

apresentou redução das proteínas totais, enquanto que a outra apresentou aumento. Por isso, ainda 

estamos repetindo esse experimento (dado não mostrado).  

Considerando-se a conexão entre FMRP e a sinalização por mTOR, fomos investigar cada 

proteína da via, a começar por eIF4E, um fator de iniciação importante para tradução, que 

encontra-se constitutivamente reprimido por 4E-BPs. Quando fosforilada, 4E-BP se solta de 

eIF4E, que pode então ser fosforilada e dar sequência à tradução. Em nosso modelo in vitro, os 

AβOs não parecem causar diferença nos níveis de fosforilação de eIF4E, podendo ser uma questão 

de dose e tempo do tratamento. Apesar do n, a lactacistina parece causar uma redução, o que pode 

indicar redução da síntese proteica. Infelizmente, ainda não conseguimos aumentar o n desse 

experimento ou analisar, nessas amostras, as demais proteínas da via.  

Também, até o momento, não possuímos amostras de camundongos injetados i.c.v. com 

lactacistina. Entretanto, nesse modelo, os AβOs parecem causar diminuição da fosforilação das 

proteínas da via de ERK e mTOR, 7 dias após a injeção i.c.v. Nesse mesmo período, vimos 

também aumento do repressor ATF4. Esses resultados podem significar que a redução da síntese 

proteica ocorre em uma fase um pouco mais tardia da toxicidade dos AβOs, talvez após a inibição 

do proteassoma. É importante que façamos uma curva temporal com AβOs, in vitro ou in vivo, a 

fim de determinar em qual momento observamos a inibição do proteassoma, a redução das 

proteínas da via de mTOR e a redução das proteínas sinápticas. Assim, poderíamos encontrar 

evidências para causalidade dos eventos. 

Como diversos trabalhos na literatura mostraram aumento da via de mTOR em diferentes 

regiões cerebrais e diferentes modelos de DA (Oddo, 2012; Tramutola et al., 2015), a diminuição 

que vimos no nosso modelo pode estar relacionada com o tempo e a região que estamos 

observando. Por isso, também pretendemos investigar as proteínas dessa via em outras regiões, 

como no córtex pré-frontal, e em outros modelos, como em células de neuroblastoma (SH-SY5Y), 
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camundongos transgênicos e slices humanos tratados com AβOs, em diferentes tempos. É 

possível, por exemplo, que em um estágio inicial da DA ocorra uma diminuição da sinalização de 

mTOR e, conforme a progressão da doença, ocorra um aumento como mecanismo de 

compensação.   

O mesmo acontece com ERK1/2 – existem trabalhos na literatura mostrando sua superativação 

com inibição proteassomal e na DA (Agholme et al., 2014; Feld et al., 2014). Da mesma forma, 

vamos avaliar seus níveis em diferentes condições e modelos.  

Curiosamente, parece que mTOR participa na ativação da degradação proteassomal através da 

ativação de NRF1 (Zhang et al., 2014). Dentro do nosso contexto, faria sentido vermos essa via 

diminuída, visto que também vemos diminuição da atividade proteassomal com os AβOs (dado 

não mostrado). Essa diminuição também estaria de acordo com a diminuição da síntese proteica 

encontrada na DA, inclusive pelo nosso grupo (dados não publicados).  

Passa a ser interessante, então, analisarmos os níveis de NRF1 e seu mRNA no nosso modelo 

com AβOs e lactacistina. Talvez essa seja a ponte relacionando os nossos resultados.  

Por fim, apesar de ainda não estar claro quais as alterações que ocorrem na via de mTOR na 

DA, demonstramos o momento, em nosso modelo, em que os AβOs levam à diminuição de cada 

uma das proteínas. Além disso, com base em experimentos do grupo e dados da literatura, 

acreditamos que a disfunção em mTOR e no UPS desempenham um papel fundamental na 

disfunção sináptica e perda de memória na DA. Como próximos passos, portanto, pretendemos 

investigar mais detalhadamente esses eventos para elucidar suas causas, além de correlações para 

tentar comprovar nossa hipótese. 

 

 

  



46 

 

7. CONCLUSÃO 

 

A partir da interpretação dos resultados obtidos, podemos concluir que: 

 

 Os AβOs induzem diminuição do UPS nos prolongamentos sinápticos em cultura de 

neurônios hipocampais, mas não em todo o neurônio ou no hipocampo de 

camundongos que receberam injeção i.c.v. com AβOs; 

 

 Nosso tratamento de lactacistina não induz morte celular e parece causar um aumento 

dos níveis de FMRP em cultura de neurônios. Da mesma forma, os AβOs causam 

aumento dos níveis e expressão de FMRP, tanto in vitro como in vivo, possivelmente 

através da inibição do proteassoma; 

 

 Assim como FMRP, ATF4 parece estar aumentado in vivo, 7 dias após injeção i.c.v. 

de AβOs; 

 

 A lactacistina, mas não AβOs, parece induzir diminuição da fosforilação de eIF4E in 

vitro; 

 

 In vivo, os AβOs causam diminuição da fosforilação de diversas proteínas relacionadas 

com a regulação da síntese de proteínas sinápticas, possivelmente por intermédio de 

FMRP; 
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