AVALIACAO DA ATIVIDADE NEUROPROTETORA DO GM1
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INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) € uma desordem neurodegenerativa que afeta
irreversivelmente a memoria e outras funcdes cognitivas. Um dos mecanismos de
patogenia da doenca se da pela clivagem da proteina precursora amildide,
glicoproteina presente nas membranas neurais, por B- e y-secretases, com a
consequente liberacdo do peptideo B-amildide (AB), processo denominado
amiloidogénese, e sua agregacao na forma de oligdbmeros ou fibrilas, formando as
placas senis. A interacdo do A com as membranas neurais parece ser essencial
ao processo de agregacao do peptideo, ao desencadeamento de sua toxicidade e
ao ciclo patologico estabelecido entre a deposicao do AB e o estimulo, em
cascata, da amiloidogénese(l). Estudos mostram que o GM1, um gangliosidio
presente em microdominios de membrana, seria o responsavel pela ligacao do A
com as mesmas (2).

Levando em consideracdo a literatura (3) e dados prévios do grupo (4), ha
evidéncias de que o GM1 possui efeito neuroprotetor em modelos in vivo e in vitro
de DA através da administracdo exdgena de GM1, reduzindo a toxicidade do
peptideo AB. Estes resultados revelam uma potencial alternativa de tratamento
para a doenca, poréem 0 mecanismo pelo qual esse processo ocorre ainda é
desconhecido.

No presente trabalho, foi utilizado um modelo in vitro para o estudo da DA, o qual
utiliza celulas de neuroblastoma humano (linhagem SH-SY5Y) expostas a acéao
neurotoxica do AR pela administracao exégena do mesmo.

OBJETIVOS

1. Avaliar o efeito neuroprotetor do GM1 exogenamente administrado a cultura
de células da linhagem SH-SY5Y expostas ao AB;

2. Investigar se a potencial neuroprotecdo seria mediada pela capacidade do
GM1 de interagir com o AP, sequestrando ou neutralizando o peptideo, e
assim, impedindo sua ligacao as membranas neurais.

METODOLOGIA

Determinacao da concentracao toxica do AP para as células SH-SY5Y
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Determinacdo da concentracao neuroprotetora do GM1 para as células SH-SY5Y
expostas a concentracao toxica do AB
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Co-incubacao in vitro do AB na concentracao toxica e de GM1 na concentracao
neuroprotetora para as células SH-SY5Y
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Fig. 1. Efeito da exposicdo do peptideo AP fibrilado sobre culturas de SH-SY5Y.
A) Fotomicrografias representativas das células expostas a diferentes concentracées de A ou
condicOes controle e marcadas com iodeto de propideo (Pl), corante Hoscht e merge; B)
Quantificacdo da morte celular. Barras correspondente a média DP. * Significativamente
diferente do controle (ANOVA uma via seguida por teste de Tukey p<0,05)
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Fig. 2. Efeito neuroprotetor do GM1 contra a morte celular induzida por AB.
A) Fotomicrografias representativas das células expostas a condi¢cdes controle, AR 0,5 uM, e/ou
GM1 (10, 20 ou 30 uM) e marcadas com iodeto de propideo (PI), corante H6scht e merge; B)
Quantificacdo da morte celular. Barras correspondente a media DP. * Significativamente
diferente do controle. # Significativamente diferente do grupo A (ANOVA uma via seguida por
teste de Tukey p<0,05)
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Fig. 3. Efeito da incubacao prévia de AB-GM 1in vitro sobre a toxicidade induzida
por AB. A) Fotomicrografias representativas das células expostas a condices controle, AR e
ABGM1' e marcadas com iodeto de propideo (Pl), corante Hoscht e merge; B) Quantificacao da
morte celular. Barras correspondente a media DP. * Significativamente diferente do controle. #
Significativamente diferente do grupo AB. (ANOVA uma via seguida por teste de Tukey p<0,05)
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Fig. 4. Co-sedimento AB e de GM1 apds incubcao prévia

IN Vitro. Imunodeteccdo de GM1 por dot-blot.

CONCLUSOES

O gangliosideo GM1, exogenamente administrado, foi capaz de promover
neuroprotecdo frente ao dano causado pelo AB através de sua capacidade de
interagir e neutralizar o peptideo, possivelmente impedindo sua interacdo com as
membranas neurais e todos 0s eventos neurogquimicos decorrentes da mesma.
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