UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
CENTRO DE CIENCIAS MATEMATICAS E DA NATUREZA

INSTITUTO DE QUIMICA

CLARISSA FEROLLA MENDONCA

ASSINATURAS PROTEOMICAS DE REGIOES CEREBRAIS AFETADAS PELA
PATOLOGIA DE TAU EM ESTAGIOS PRECOCES E TARDIOS DA DOENCA DE
ALZHEIMER

Rio de Janeiro

2019



CLARISSA FEROLLA MENDONCA

ASSINATURAS PROTEOMICAS DE REGIOES CEREBRAIS AFETADAS PELA
PATOLOGIA DE TAU EM ESTAGIOS PRECOCES E TARDIOS DA DOENCA DE
ALZHEIMER

Tese de doutorado apresentada ao Programa
de Pés-Graduacdo em Bioquimica (PPGBQ)
da Universidade Federal do Rio de Janeiro,
como requisito parcial a obtencao do titulo de
doutor em Ciéncias (Bioquimica).

Orientador: Gilberto Barbosa Domont

Co-orientador: Fabio César Sousa Nogueira

Rio de Janeiro

2019



CIP - Catalogagao na Publicagao

Ferclla Mendonga, Clarissa
F539a Assinaturas protedmicas de regides cerebrais
afetadas pela patoleogia de tau em estiagios precoces
e tardics da doenca de Alzheimer / Clarissa Ferclla
Mendonga. == Ric de Janeiro, 2019.
105 £.

Orientador: Gilberto Barbosa Domont.
Coorientador: Fabio César Sousa Nogueira.
Tese (doutorado) = Uniwversidade Federal do Rio
de Janeire, Instituto de Bicgquimica Médica, Programa
de Pds=-Graduacdc em Quimica Biolégica, 2019.

1. doenga de Alzheimer. 2. protedmica. 3.
vulnerabilidade de regides cerebrais. 4. estagios
Braak/Braak. I. Barbosa Domont, Gilberto, orient.
ITI. César Sousa WNogueira, Fabio, coorient. III.
Titulo.

Elaborado pelo Sistema de Geragao Automatica da UFRJ com os dados fornecidos
pelo(a) autor(a), sob a responsabilidade de Miguel Romeu Amorim Neto - CRB-7/6283.




CLARISSA FEROLLA MENDONCA

ASSINATURAS PROTEOMICAS DE REGIOES CEREBRAIS AFETADAS PELA
PATOLOGIA DE TAU EM ESTAGIOS PRECOCES E TARDIOS DA DOENGCA DE
ALZHEIMER

Tese de doutorado apresentada ao Programa
de Pdés-Graduacdo em Bioquimica (PPGBQ)
da Universidade Federal do Rio de Janeiro,
como requisito parcial a obtencao do titulo de
doutor em Ciéncias (Bioquimica).

Rio de Janeiro, 01 de fevereiro de 2019.

Prof. Dr. Gilberto Barbosa Domont — 1Q-UFRJ

Presidente

Prof. Dra. Elis Cristina Araudjo Eleuthério — 1Q-UFRJ

Membro interno

Prof. Dr. Richard Hemmi Valente — FIOCRUZ-RJ

Membro externo

Prof. Dr. Fernando Lucas Palhano Soares — IBQM-UFRJ

Membro externo



Dedico este trabalho a todos aqueles que
sofrem da doenca de Alzheimer e a Nosso
Senhor Jesus Cristo, minha fortaleza e

inspiracao.



AGRADECIMENTOS

A Deus, Pai, sem o qual nada se faz.

Ao meu marido Edmilson. Sem o seu amor e dedicacdo, este trabalho ndo seria

possivel.
As amigas de Doce Lar, minha motivagao.
A todos os amigos e familiares que contribuiram conosco.
A todos os colegas de trabalho que auxiliaram no desenvolvimento desta tese.

Aos meus orientadores, por todo o auxilio.



“Combati o bom combate, acabei a carreira,

guardei a fé”.

2 Timoteo 4:7


https://www.bibliaonline.com.br/acf/2tm/4/7+

RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é a desordem neurodegenerativa mais comum. Depdsitos de
peptideo B amiloide (AB) e proteina tau estdo entre 0s principais marcos patolégicos da DA.
O acumulo de AB e tau segue padrbes espaciais previsiveis durante a progressédo da DA.
Contudo, permanece obscuro porque certas regides cerebrais sdo mais vulneraveis do que
outras; para investigar isto e quais vias sdo desreguladas durante a progressdo da DA, um
estudo de protedbmica baseado em espectrometria de massas foi realizado. Um total de 103
amostras de tecidos de regides afetadas precoce (cortices entorrinal e parahipocampal —
lobo temporal medial (MTL)) e tardiamente (cértices temporal e frontal - neocortex) pela
patologia de tau foram submetidas a analise de protedbmica quantitativa label-free.
Considerando proteinas desreguladas durante a progressédo da DA, a maioria (681 de um
total de 814 proteinas) foi regido-especifica, enquanto que algumas proteinas foram
compartilhadas entre regides (117 proteinas alteradas em duas areas e 16 proteinas
alteradas em trés areas). Analogamente, muitas vias desreguladas durante a progresséao da
doenca foram exclusivas para certas regides, sendo poucas vias alteradas em duas ou mais
regibes. Mudancas na expressdo proteica sugeriram a ocorréncia de perda de sinapses em
todas as regifes analisadas, enquanto que a desregulacdo da traducdo foi preponderante
nos cortices entorrinal, parahipocampal e frontal. Prejuizo na fosforilagdo oxidativa foi
proeminente no MTL. Uma andlise de prote6bmica diferencial de éareas cerebrais de
individuos saudaveis (controles) mostrou metabolismo mais alto e aumento na expresséao de
proteinas relacionadas a DA (e.g. APOE) no MTL comparado ao neocértex. De nosso
conhecimento, este trabalho fornece a primeira comparacéo de alteracdes protedmicas em
regides cerebrais afetadas pela patologia de tau em diferentes estagios da DA. Este trabalho
identificou algumas proteinas e vias comumente reguladas durante o avanco da doenca,
embora tenhamos encontrado os processos desregulados sendo predominantemente
regido-especificos. Além disso, foi encontrada uma assinatura protedmica distinta entre o
MTL e o neocortex em individuos saudaveis que pode estar relacionada a vulnerabilidade a
DA. Estes achados destacam a necessidade da investigacdo da cascata de eventos da DA
em todo o cérebro e estudos abrangendo mais areas cerebrais sao necessarios para melhor

compreender a etiologia da DA e a vulnerabilidade de regides a doenca.

Palavras-chave: doenca de Alzheimer, protedmica, vulnerabilidade de regibes cerebrais,

lobo temporal medial, neocértex, estagios Braak/Braak.



ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is the most common neurodegenerative disorder. Depositions of
amyloid B peptide (AB) and protein tau are among the major pathological hallmarks of AD.
AB and tau burden follows predictable spatial patterns during the progression of AD.
Nevertheless, it remains obscure why certain brain regions are more vulnerable than others;
to investigate this and dysregulated pathways during AD progression, a mass spectrometry-
based proteomics study was performed. In total 103 tissue samples from regions early
(entorhinal and parahippocampal cortices - medial temporal lobe (MTL)) and late affected
(temporal and frontal cortices - neocortex) by tau pathology were subjected to label-free
guantitative proteomics analysis. Considering dysregulated proteins during AD progression,
the majority (681 of the 814 proteins) was region specific, while some proteins were shared
between regions (117 proteins altered in two areas and 16 proteins altered in three areas).
Analogously, many dysregulated pathways during disease progression were exclusive to
certain regions, but a few pathways altered in two or more areas. Changes in protein
expression suggesting that synapse loss occurred in all analyzed regions, while translation
dysregulation was preponderant in entorhinal, parahippocampal and frontal cortices.
Oxidative phosphorylation impairment was prominent in MTL. Differential proteomics of brain
areas in health state (controls) showed higher metabolism and increased expression of AD-
related proteins (e.g. APOE) in the MTL compared to the neocortex. To our knowledge, this
work provides the first comparison of proteomic changes in brain regions affected by tau
pathology at different stages of AD. This work identified some commonly regulated proteins
and pathways during disease advancement, although we found the dysregulated processes
being predominantly region specific. In addition, a distinct proteomic signature was found
between MTL and neocortex in healthy subjects that might be related to AD vulnerability.
These findings highlight the need of investigating AD’s cascade of events throughout the
whole brain and studies spanning more brain areas are required to better understand AD

etiology and region vulnerability to disease.

Keywords: Alzheimer’s disease, proteomics, brain region vulnerability, medial temporal lobe,

neocortex, Braak/Braak staging.
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1.1 Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) é a doenca neurodegenerativa mais frequente no
mundo e consiste no tipo mais comum de deméncia, abrangendo entre 60-80% dos
casos (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2018; BARKER et al., 2002). Atualmente,
cerca de 50 milhdes de pessoas no mundo sao afetadas por deméncia e estima-se
que no ano de 2050 esse numero chegara a 152 milhdes de individuos
(ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2018). A DA acomete majoritariamente individuos
senis (>65 anos), sendo rara a incidéncia em pessoas mais jovens. Além disso, a
incidéncia da DA aumenta com a idade e o envelhecimento € o maior fator de risco
para a doenca (GUERREIRO; BRAS, 2015). Estudos epidemiologicos estimam uma
incidéncia de 1-3% e prevaléncia de 10-30% em idosos (>65 anos), sendo estes
dados coerentes com uma média de 10 anos de duracéo da doenca (EVANS et al.,
2003; HEBERT et al.,, 1995; KAWAS et al., 2000). Foram identificados diversos
fatores de risco passiveis de intervencéo preventiva, dentre eles diabetes mellitus,
fumo, depresséo, inatividade fisica, inatividade mental, dieta pobre, hipertensao,
obesidade e baixa escolaridade (BARNES; YAFF, 2011; DAVIGLUS et al., 2010). A
DA tem maior prevaléncia em mulheres do que em homens, no entanto ndo se sabe
se esse fendbmeno é devido a um maior indice de mortalidade em homens
proveniente de outras causas (HEBERT et al., 2013; PLASSMAN et al., 2007). Além
disso, um fato interessante € que a DA esporadica (sem componentes genéticos
determinados) tem incidéncia semelhante em todo o mundo (PRINCE et al., 2015).

A deméncia é uma sindrome caracterizada pela deterioracdo de diferentes
funcdes cerebrais como cognicdo, comportamento, personalidade e funcdes
sensorio-motoras (ELAHI; MILLER, 2017). Segundo o critério atual, o diagnostico de
deméncia requer o comprometimento de pelo menos dois dominios
neuropsiquiatricos ou cognitivos que nao podem ser explicados por desordens nao
degenerativas ou primariamente psiquiatricas (MCKHANN et al.,, 2011). As
deméncias ndo-vasculares de ordem degenerativa sdo proteinopatias uma vez que
regides cerebrais especificas, a depender de cada subtipo de deméncia, apresentam
acumulo de agregados proteicos toxicos em compartimentos intra e/ou
extracelulares (ELAHI; MILLER, 2017). O espectro clinico de deméncias €
classificado em subtipos de acordo com os sintomas (dominios afetados) e marcos

patolégicos (agregados proteicos) apresentados (Tabela 1). Estudos recentes
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mostraram que muitos pacientes com deméncia apresentam marcos patolégicos
caracteristicos de mais de um subtipo de deméncia, sendo esses casos
denominados deméncia mista (JELLINGER, 2007; SCHNEIDER et al., 2007, 2009).
A esse respeito, alguns estudos reportaram que cerca de metade dos individuos
com DA também possui outro subtipo de deméncia, sendo a deméncia vascular
cerebral a mais comum (SCHNEIDER et al., 2007, 2009).

O diagndstico das deméncias néo é simples, sendo necessarios avaliacdo do
histérico familiar do individuo, exames genéticos, aferimento de déficit cognitivo e
exames de imagem, como ressonancia magnética (ELAHI; MILLER, 2017). Os
biomarcadores principais e mais utilizados para a DA séo: reducdo dos niveis do
peptideo ABs, e aumento da concentracdo da proteina tau total (t-tau) e tau
fosforilada (p-tau), todos no liquido cefalorraquidiano (CSF) (OLSSON et al., 2016;
SCHELTENS et al., 2016). Estes biomarcadores apresentam alta acuracia,
permitindo a predicdo de evolucdo para DA em pacientes ainda no estagio de
comprometimento cognitivo leve (MCI, do inglés Mild Cognitive Impairment) (SHAW
et al., 2009; VISSER et al., 2009). Além disso, os referidos biomarcadores principais
tem alto valor preditivo negativo, uma vez que um paciente com MCI portador de
perfil contrario a DA é praticamente excluido do diagnostico de DA (SCHELTENS et
al., 2016). O diagndéstico definitivo, porém, € possivel apenas com a avaliacdo
neuropatoldgica de tecido cerebral, o que na maior parte das vezes se da durante
autopsia (ELAHI; MILLER, 2017).

Infelizmente, até o presente momento ndo ha nenhum medicamento
disponivel capaz de curar ou interromper a progressao da DA. Os tratamentos
existentes sdo voltados para a administracdo dos sintomas da doenca, buscando
minora-los ao méaximo. Caracteristicamente, a neurodegeneracdo observada na DA
causa um desbalanco em diferentes neurotransmissores, sendo afetados o0s
sistemas colinérgico, monoaminérgico e glutamatérgico (NOETZLI; EAP, 2013).
Desta forma, uma das vias de tratamento da DA consiste na administracdo de
farmacos reguladores destes neurotransmissores, visando ao aumento da cognicao.
Dentro desta categoria, duas classes de medicamentos foram aprovadas para o
tratamento da DA: inibidores da colinesterase e o antagonista do receptor N-metil-D-
aspartato (NMDA), memantina (MASTERS et al., 2015).
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Causa

Caracteristicas

Doenca de
Alzheimer

Causa mais comum de deméncia; representa cerca de 60% a 80% dos casos. Estudos de autdpsia
mostram que cerca de metade dos casos envolve somente patologia de Alzheimer ; muitos dos
casos remanescentes tem evidéncia de mudangas patologicas adicionais relacionadas a outras
deméncias |sto & denominado patologia mista, e quando reconhecida durante a vida &€ chamado de
deméncia mista. Dificuldade de lembrar de conversas , nomes ou eventos é frequentemente um
sintoma clinico inicial; apatia e depressdo também s3o sintomas precoces frequentes . Sintomas
tardios incluem comunicagdo prejudicada, desorientagdo, confusao, juizo empobrecido, mudancgas
comportamentais e, ulimamente, dificuldade de falar, engolir e andar. Orientagdes revisadas para
diagnosticar o Alzheimer foram propostos e publicados em 2011. Eles recomendam que oAlzheimer
seja considerado como uma doenca cerebral de progress3o lenta que comeca bem antes de os
sintomas clinicos emergirem . Os marcos patologicos do Alzheimer sfo acumulo progressivo de
fragmentos da proteina beta-amildide fora do neurbnios e fitas torcidas da proteina tau dentro dos

neurdnios. Essas mudangas sdo eventualmente acompanhadas por dano e morte neuronais.

Deméncia
vascular

As mudangas cerebrais da deméncia vascular s8o encontradas em cerca de 40% dos individuos com
deméncia . Aproximadamente 10% dos individuos com deméncia mostram evidéncia apenas de
deméncia vascular. No entanto, esta & muito comum como uma patologia mista em individuos mais
velhos com Alzheimer , cerca de 50% dos quais possuem evidéncia patologica infartos (derrames
silenciosos).

Juizo prejudicado ou prejuizo da habilidade de tomar decisdes , planejar ou organizar sao mais
provaveis como sintomas iniciais, ao contrario da perda de memdria frequentemente associada com
0s sintomas iniciais do Alzheimer. Além de mudangas na cognigdo, pessoas com deméncia vascular
podem ter dificuldade com a fungdo metora, especialmente marcha lenta e equilibrio ruim.

Deméncia vascular ocome mais comumente a partir de blogueio de vazo sanguineo ou dano
levando a infartos (derrames ) ou sangramento no cérebro. A localizagdo , nimero e tamanho da
injuria cerebral determina se a deméncia ira ocorrer e como © pensamento do individuo e
funcionamento fisico sera afetado.NMNo passado, evidéncia de deméncia vascular era usada para
excluir um diagnostico de Alzheimer (e vice versa). Essa pratica ndo & mais considerada consistente
com a evidéncia patolégica , que mostra que mudangas cerebrais do Alzheimer e da deméncia
vascular comumente coexistem . Quando existe evidéncia clinica de duas ou mais causas de
deméncia, o individuo & considerado portador de deméncia mista.

Deméncia
com corpos de
Lewi (DLB)

Pessoas com DLE tem alguns dos sintomas comuns no Alzheimer, mas s&0 mais provaveis de
ter sintomas iniciais de disturbios no sono, halucinagfes wvisuais bem formadas , e lentidao
desequilibric na marcha ou outras caracteristicas parkinsonianas . Essas caracteristicas , assim
como comprometimento visuoespacial precoce, podem ocorrer na auséncia de comprometimento
significativo de memdria. Corpos de Lewi sdo agregados anormais da proteina alfa-sinucleina
nos neurdnios . Quando eles se desenvolvem no cortex, pode ocorrer deméncia. Alfa-sinucleina
também se agrega no cérebro de pessoas com doenga de Parkinson, na qual & acompanhada
por perda neuronal severa na substantia nigra. Enquantoc ambas as pessoas com DLB e
Parkinson apresentam corpos de Lewi, o inicio da doenga & marcado por comprometimento
motor no Parkinson e comprometimento cognitivo na DLB. As mudangas cerebrais da DLB
sozinhas podem causar deméncia, mas & muito comum gue pessoas com DLB tenham patologia
de Alzheimer coexistente . Em pessoas com ambas DLB e Alzheimer , os sintomas das duas
doengas podem emergir e levar a alguma confusio no diagnéstico. Deméncia vascular também
pode coexistir e contribuir para a deméncia.
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Causa

Caracteristicas

Deméncia mista

Caracterizada pelas anormalidades marcantes de mais de uma causa de deméncia - mais
comumente doenca de Alzheimer combinada com deméncia vascular, seguido por Alzheimer
com DLB, e Alzheimer com deméncia vascular e DLB. Deméncia vascular com DLB & muito
menos comum . Estudos recentes sugerem que a deméncia mista & mais comum do que
anteriormente reconhecido , com cerca de metade das pessoas idosas com deméncia
apresentando evidéncia patologica de mais de uma causa de deméncia . Estudos recentes
també&m mostram que a probabilidade de ter deméncia mista aumenta com a idade e & mais alta
nos idosos mais velhos (pessoas com 85 anos ou mais).

Degeneracao
lobar fronto-
temporal (FTLD)

Inclui deméncias como FTLD variante comportamental, afasia progressiva primaria, doenca de
Pick, degeneracdo corticobasal e paralisia supranuclear progressiva . Sintomas precoces
tipicos incluem mudancas marcantes na personalidade e comportamento e/ou dificuldade de
produzir ou compreender linguagem . Ao contrario do Alzheimer , a memadria é tipicamente
poupada nos estagios iniciais da doenga. Células nervosas nas regides frontal (lobo frontal e
lateral (lobo lateral ) do cérebro sao especialmente afetadas e estas regides se tornam
marcadamente atrofiadas. Adicionalmente, as camadas superiores do cortex se tornam macias
e esponjosas e possuem inclusdes proteicas anormais (geralmente, a proteina tau ou TDP-43).
Os sintomas da FTLD podem ocorrer em pessoas com 65 anos ou mais, de forma semelhante
ao Alzheimer, mas a maioria das pessoas com FTLD desenvolvem a doenga em idade mais
jovem . Cerca de 60% das pessoas com FTLD tem idade entre 45 e 60 anos . A FTLD
representa cerca de 10% dos casos de deméncia.

Doenca de
Parkinson (PD)

Problemas com movimento (lentidao, rigidez, tremor e mudangas na caminhada ) séo sintomas
comuns do PD. No PD, agregados da proteina alfa-sinucleina aparecem na substantia nigra. Os
agregados causam degeneracdo das células dopaminérgicas.

A incidéncia do PC é cerca de um décimo do Alzheimer . A medida que o PD progride ,
frequentemente |, resulta em deméncia secundaria ao acumulo de corpos de Lewy no cortex
{semelhante a DLE) ou ao acumulo de beta-amiloide ou tau (semelhante ao Alzheimer).

Doenca de
Creutzfeldt-

Jakob

Esta doencga muito rara e rapidamente fatal prejudica a memaoria e coordenacgao e causa
mudancgas comportaimentais. Resulta de uma proteina malenovelada (prion) que faz com que
outras proteinas em todo o cérebro apresentem malenovelamento.

Pode ser hereditaria, esporadica ou causada por infeccao priénica. Uma forma especifica
chamada doenca de Creutzfeldt-Jakob é causada pelo consumo de produtos de gado afetado
pela doenga da vaca louca.

Hidrocefalia
com pressdo

normal

Sintomas incluem dificuldade de andar, perda de memdria e inabilidade para controlar a urina.

Representa menos de 5% dos casos de deméncia . Causado por prejuizo da reabsorgdo de
fluido cerebroespinhal e consequente acumulo de fluido no cérebro, aumentando a pressao
cerebral.

Pessoas com histérico de hemorragia cerebral (particularmente hemorragia subaracnéidea)

e meningite apresentam maior risco. Algumas vezes pode ser corrigido com instalagéo
cirtirgica de um shunt no cérebro para drenar o excesso de fluido.

Tabela 1: Causas de deméncia e caracteristicas associadas. Resumo do espectro clinico de
deméncias, sintomas associados e marcos patoldgicos. Adaptado de: ALZHEIMER’S ASSOCIATION,

2018.
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Os resultados do uso destes farmacos para melhora da cognicdo séao
limitados. A maior parte dos pacientes apresenta um atraso na piora cognitiva,
permanecendo cerca de 6-9 meses sem déficits adicionais, ap0s o inicio da
medicacdo (DI SANTO et al., 2013; TAKEDA et al., 2006). O tratamento geralmente
é descontinuado quando o paciente atinge um nivel de comprometimento cognitivo
em que estes farmacos ndo geram mais beneficios. Um aspecto frequente na DA é
a manifestacdo de sintomas neuropsiquiatricos, como depressao, apatia, ilusdes e
alucinac6es, agitacdo/agressividade e disttrbios no sono (ECHAVARRI et al., 2013).
Estes sintomas comprometem muito a qualidade de vida do paciente e dos
cuidadores, sendo necessario intervencdo farmacoldgica em casos com sintomas

intensos.

Em 1907 o médico alemao Dr. Alois Alzheimer publicou um relato de caso
descrevendo os marcos patoldgicos da doenca que terminou por levar o seu
eponimo (ALZHEIMER, 1907). Alzheimer efetuou a analise histopatolégica do
espécime cerebral post mortem de uma paciente sua, acometida por deméncia aos
51 anos, utilizando um método de coloracdo recente a época (método de prata de
Bielschowsky). Ele observou a presenca de atrofia cerebral, bem como a deposicéo
de emaranhados neurofibrilares intracelulares, descritos como “mudancas muito
marcantes das neurofibrilas”, e placas senis extracelulares (entdo denominadas
focos miliares), sendo que estas Ultimas jA haviam sido previamente associadas a
quadros de deméncia (BERRIOS, 1990). Mais tarde, descobriu-se que as placas
senis sdo formadas majoritariamente pelo peptideo p-amiloide (AB) e os
emaranhados neurofibrilares sé@o constituidos pela proteina tau hiperfosforilada
(Figura 1). Atualmente, sabe-se que as principais caracteristicas patolégicas da DA
sao: perda de sinapses, morte neuronal, reducéo de neurotransmissores especificos
e acumulo de placas senis extracelulares e emaranhados neurofibrilares
intracelulares (MASTERS et al., 2015).

Os peptideos AB sao formados a partir da clivagem sequencial da proteina
precursora amiloide (APP) pelas enzimas [ secretase e y secretase. Desde a
descricdo inicial do acumulo de placas senis e emaranhados neurofibrilares no
cérebro de portadores da DA feita pelo Dr. Alois Alzheimer, a primeira grande
evidéncia da relevancia de AB como agente causal da DA ocorreu a partir da

descoberta de que mutacdes nos genes APP, presenilina 1 (PSEN1) e presenilina 2
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(PSEN2) (dois genes homodlogos que formam subunidades do complexo vy
secretase) estao presentes na forma familiar autossomica dominante da DA (GOATE
et al.,, 1991; LEVY-LAHAD et al., 1995; SHERRINGTON et al., 1995). Além disso,
portadores da sindrome de Down, que apresentam uma cépia extra do gene APP
devido a trissomia do cromossomo 21, possuem niveis elevados de peptideo AB e
frequentemente apresentam alteracdes neuropatoldgicas similares a DA e deméncia
precoce (WISNIEWSKI; WISNIEWSKI; WEN, 1985).

Immunohistochemistry:
A (brown)andTau(black)

Figura 2: Marcos histopatolégicos da doencga de Alzheimer. Fotomicrografia de uma secédo do
neocortex de um cérebro com doenca de Alzheimer corado utilizando dupla marcacéo
imunohistoquimica para AB (marrom) e Tau (preto). As placas senis sao extracelulares e
aproximadamente esféricas (setas verdes), enquanto os emaranhados neurofibrilares (setas azuis) se
desenvolvem dentro dos neurdnios. Note que alguns dos neuritos distréficos nas placas senis contém
patologia de tau aberrante (preto), a qual € bioquimicamente idéntica a observada nos emaranhados
neurofibrilares. Estas placas senis tém sido descritas como “placas neuriticas”. Barra de escala = 50
pum. Adaptado de: NELSON et al., 2012.
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Tau é uma proteina ligante de microtubulos e, em condi¢des normais,
localiza-se majoritariamente nos axoénios. Nos axo6nios, suas fungbes ja descritas
sdo: estabilizacdo e montagem de microtubulos e regulacdo de transporte
(FEINSTEIN; WILSON, 2005; WANG; MANDELKOW, 2015). Tau também possui
localizag&o nuclear, auxiliando na manutencdo da integridade de DNA gendmico e
RNA nuclear, além de RNA citoplasmatico (VIOLET et al., 2014). Estruturalmente, a
proteina tau € muito solGvel e possui pouca tendéncia a agregacao. Apesar disso, a
presenca de agregados de proteina tau caracteriza um amplo espectro de doencas
neurodegenerativas, conhecidas como taupatias, a saber: degeneracdo lobar
frontotemporal, doenca de Pick, doenca com graos argirofilicos, taupatia sistémica
multipla esporadica, degeneracdo corticobasal, paralisia supranuclear progressiva,
doenca de Creutzfeldt-Jakob e DA (MASTERS et al., 2015). A descoberta de que
mutacdes no gene que codifica a proteina tau, MAPT, ocasionam um tipo de
deméncia (doenca de Pick) com heranca autossomica dominante, confirmou que tau

€ um fator causal para doencas neurodegenerativas (HUTTON et al., 1998).

O fundo genético da DA é complexo: a maior parte dos casos (>95%)
apresenta-se na forma esporadica com inicio tardio (>65 anos), enquanto uma
minoria (<5%) possui inicio precoce (<65 anos), dentre os quais menos de 1%
possuem heranca autossémica dominante com penetrancia total, caracterizada por
mutacdo em um dentre trés genes: APP, PSEN1 e PSEN2 (SIMIC et al., 2016).
Sabe-se que o polimorfismo €4 no gene apolipoproteina E (apoE) confere o maior
risco para desenvolvimento da DA com inicio tardio e penetrancia parcial: individuos
com um alelo €4 possuem risco duas vezes maior de desenvolver Alzheimer,
enquanto portadores de dois alelos €4 apresentam 12 vezes mais chance (FARRER
et al., 1997).

Um fato intrigante € que, apesar da diversidade de sintomas e regides
cerebrais afetadas entre as diversas doencas neurodegenerativas, existe um fator
comum a todas: a deposicdo de agregados proteicos insoluveis intra ou
extracelulares (BRETTSCHNEIDER et al., 2015). Assim, além dos ja mencionados
marcos patologicos da DA (placas senis extracelulares e emaranhados
neurofibrilares intraneuronais), sdo bem descritos o acumulo da proteina a-
sinucleina na doenca de Parkinson e na deméncia com corpos de Lewi, a deposi¢cao

de tau nas taupatias e a presenca de agregados da proteina TAR DNA-binding
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protein 43 (TDB43) na esclerose lateral amiotrofica e em um subgrupo de casos com
degeneragéo lobar frontotemporal (MASTERS et al., 2015; NEUMANN et al., 2006;
SPILLANTINI et al.,, 1998). Além disso, a deposicdo destes agregados proteicos
segue uma sequéncia topografica peculiar a cada doenca (Figura 2). Com relacao a
DA, a medida que a doenca progride o acumulo de placas senis e de emaranhados
neurofibrilares em diferentes regides cerebrais apresenta um padrdo previsivel
descrito por dois sistemas de estagiamento (BRAAK; BRAAK, 1991; THAL et al.,
2002) (Figura 2A, B, C, D). O depésito de agregados da proteina tau na forma de
emaranhados neurofibrilares e filamentos do neurdpilo foi classificada em seis
estagios distintos (estagios de Braak/Braak) (BRAAK; BRAAK, 1991). Nos estagios
iniciais, I-ll, os agregados de tau estdo restritos basicamente ao coértex
transentorrinal. A fase limbica (estagios lll-1V) é caracterizada pela expansao destes
agregados ao sistema limbico, de forma que o cOrtex transentorrinal e entorrinal
encontram-se severamente afetados, aliado a um modesto envolvimento do
hipocampo (CA1). Por fim, nos estagios finais (V-VI) observa-se a destruicdo do
neocortex pelas inclusbes proteicas. Recentemente, uma atualizacdo do
estagiamento B/B foi proposta devido a descricdo da existéncia de pré-emaranhados
de tau (tau soltvel ndo-agregado, na forma hiperfosforilada) em regiées subcorticais
(locus coeruleus) na auséncia de agregados corticais (BRAAK et al., 2011; BRAAK;
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DEL TREDICI, 2011). Estas alteracdes foram observadas em individuos jovens

(criancas e adolescentes). Foi postulado entdo que possivelmente a deposicdo de

Alzheimer disease: tau Alzheimer disease: amyloid-f

tau tenha inicio em nudcleos subcorticais e pode ter inicio em idades precoces,

contanto que os pré-emaranhados de tau ndo sejam transientes ou regridam.

Figura 2: Disseminacdo topografica sequencial de proteinas n&o-pribnicas em doencas
neurodegenerativas. Em todos os painéis, a patologia é primeiro detectada em &reas delineadas por
cores mais escuras e subsequentemente em regibes mostradas com cores mais claras. A, B: na
doenca de Alzheimer, os agregados de tau se desenvolvem no locus coeruleus (LC), depois nas
regides transentorrinal e entorrinal e subsequentemente na formacgéo hipocampal e em vastas areas
do neocortex (NC). C, D: em oposigdo a patologia de tau, os depésitos de AR na doenca de Alzheimer
sdo primeiro observados no neocértex e sdo entdo detectados em estruturas alocorticais,
diencefélicas e ganglios basais (em uma dire¢do caudal) e no tronco cerebral, e ocasionalmente no
cerebelo (CB). E, F: a progressé@o de corpos de Lewi compostos por a-sinucleina imunorreativa na
doenca de Parkinson segue um padrdo ascendente do tronco cerebral para o telencéfalo. As lesdes
iniciais podem ser detectadas no bulbo olfativo (OB), assim como no nucleo motor dorsal do nervo
vago (DMX) na medula oblongata. Em estagios posteriores, 0os agregados de a-sinucleina sao
encontrados mais rostralmente ao longo do tronco cerebral via ponte e mesencéfalo e, finalmente, no
NC. G, H: em casos de esclerose lateral amiotréfica com uma baixa carga de patologia de TDP43,
inclusBes proteicas de TDP43 sédo observadas no cortex motor agranular (AGN), nos nucleos motores

do tronco cerebral dos nervos cranianos XlI-X, VIl e V, e nos neurbnios motores a da medula
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espinhal. Estagios posteriores sao caracterizados pela presenca da patologia de TDP43 no neocortex
pré-frontal (PFN), formacao reticular do tronco cerebral, nlcleos pré-cerebelares, griseum pontis e
ndcleo rubro. Subsequentemente, os neocdrtices pré-frontal e pds-central, assim como os neurdnios
estriatais, sdo afetados por TDP43 patolégico, antes de a patologia ser encontrada nas porcdes
anteromediais do lobo temporal, incluindo o hipocampo. AC, alocortex; BFB, parte basilar do
telencéfalo; BN, ndcleos do tronco encefalico; BSM, nlcleo somatomotor do tronco cerebral; ENT,
coértex entorrinal; MTC, cortex mesiotemporal; SC9, lamina IX de matéria cinzenta da medula
espinhal; SN, substancia nigra; TH, talamo. Adaptado de: BRETTSCHNEIDER et al., 2015.

Em contrapartida, o padréo de deposicado de AB (placas senis) divide-se em 5
fases e € diverso de tau (THAL et al.,, 2002). No estagio I, as placas senis
encontram-se restritas ao neocoértex. O estagio Il caracteriza-se pela expansédo
destas ao alocértex. No estégio Il sdo encontrados depdsitos de AB nos nucleos
diencefélicos, striatum e no nucleo colinérgico da parte basilar do telencéfalo. No
estagio IV sdo afetados os nucleos do tronco encefélico e, por fim, no estagio V

observa-se o envolvimento do cerebelo.

A degeneracao estrutural e funcional do sistema nervoso ndo € uniforme nas
doencas neurodegenerativas, de forma que determinados grupos de neurbnios sao
mais vulneraveis a degeneracdo. Este fato, comumente conhecido como
vulnerabilidade neuronal seletiva, tem sido investigado, porém suas causas
subjacentes nao s&o completamente compreendidas (NIJSSEN; COMLEY;
HEDLUND, 2017; SURMEIER; OBESO; HALLIDAY, 2017; WANG; MICHAELIS;
MICHAELIS, 2010). De forma interessante, esse fendbmeno também ocorre durante
o processo de envelhecimento, porém o padrdo de alteracdes observado no
envelhecimento saudavel (atrofia/hipertrofia de certas regides cerebrais) difere da
DA. Estudos de ressonancia magnética funcional revelaram que as regides cerebrais
mais vulneraveis a perda de volume durante o envelhecimento sdo o cértex
associativo, 0 neoestriado e o cerebelo, ao passo que o cértex sensorial primario, 0
cortex entorrinal, o paleostriatum e a ponte apresentam menor encolhimento (RAZ;
RODRIGUE, 2006; RAZ; RODRIGUE; HAACKE, 2007). Analises da taxa metabdlica
cerebral de glicose por tomografia por emissao de pésitrons (PET) corroboram que a
alteracdo funcional do cérebro durante o envelhecimento ndo é uniforme. A esse
respeito, observou-se que o0 cortex frontal apresenta maior reducdo na taxa
metabdlica de glicose do que as demais regides corticais e subcorticais (LOESSNER
et al., 1995; REIMAN et al., 2010). Um fato adicional que se tem observado é que,
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ao contrario do que ocorre nas doencgas neurodegenerativas, no envelhecimento
normal a perda de neurdnios € modesta, de forma que modificacdes estruturais
(perda de dendritos, reducéo do volume de espinhas dendriticas, alteracdes no perfil
molecular de sinapses), resultando na diminuicdo do namero de sinapses, parecem
ser responsaveis pelas alteragbes globais caracteristicas do envelhecimento
(BURKE; BARNES, 2006; MATTSON; MAGNUS, 2006; RAPP; GALLAGHER, 1996;
WEST et al., 1994).

Na DA, os neurbnios mais vulneraveis a degeneracdo sdo 0Ss que estao
presentes na camada Il do cértex entorrinal e no hipocampo (subiculo e regido CAL).
Estes neurdnios morrem e apresentam acumulo de agregados da proteina tau ja nas
fases iniciais da doenca (KORDOWER et al., 2001; PRICE et al., 2001). E
importante destacar que existe uma correlacdo entre o declinio cognitivo e a
deposicao dos agregados proteicos formados por AB e tau (NELSON et al., 2012).
Desta forma, as regides cerebrais que caracteristicamente acumulam agregados de
AB e tau sdo mais vulneraveis a degeneracédo. Observou-se que as placas neuriticas
(placas senis contendo neuritos ricos em agregados de proteina tau) tem maior
correlacdo com o déficit cognitivo do que as placas senis difusas (placas senis sem
neuritos reativos para tau) (MCKEE; KOSIK; KOWALL, 1991). Adicionalmente, o
acumulo de emaranhados neurofibrilares no neocortex correlaciona-se melhor com a
piora na cognigéo do que as placas senis (NELSON et al., 2007). Recentemente, um
estudo utilizando tomografia por emissao de pésitrons mostrou que a deposicao de
tau no lobo temporal tem maior capacidade de predicédo do nivel cognitivo do que os
depdsitos de AR em qualquer regido cerebral (BRIER et al., 2016). Estes trabalhos
indicam que as regifes cerebrais que sdo precocemente afetadas por tau (estagios
B/B iniciais) sdo mais suscetiveis a neurodegeneracao, e revelam a relevancia de
tau na patogénese da DA. Uma vez que diversas evidéncias mostram uma relacdo
sinérgica entre AB e tau, ainda ndo se compreende o fato de o padrdo de acumulo

de placas amiloides e emaranhados neurofibrilares ser distinto.
1.2 Protedmica baseada em espectrometria de massas

As proteinas sdo as macromoléculas mais abundantes nas células, compondo
cerca de 50% do seu peso seco, onde desempenham funcdes cataliticas e

estruturais (MILO, 2013). Na bactéria Escherichia coli estima-se que uma célula com
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1 ym? de volume possui cerca de 3-4 milhdes de proteinas, ao passo que uma célula
de mamifero, com volume entre 2.000-4.000 pym?®, apresenta a impressionante
quantidade de 10*° proteinas por célula (MILO, 2013). O conjunto total de proteinas
expressas pela célula em um dado momento € denominado de “proteoma”. Este
termo foi criado em 1995 para referir-se ao “complemento total de proteinas de um
genoma” (WASINGER et al.,, 1995). Ao contrario do genoma, que possui por
natureza uma caracteristica mais estavel visando a integridade do material genético,
0 proteoma € altamente dindmico porque a relacdo de proteinas expressas a partir
do genoma € modulada em funcéo de estimulos ambientais e enddgenos (e.g. fases
do desenvolvimento). Uma vez que o proteoma altera-se quantitativa e
qualitativamente (modificacbes pos-traducionais) de forma constante, a sua analise
se faz compreensivelmente complexa. No trabalho seminal de Wasinger e
colaboradores (WASINGER et al., 1995), em que 270 proteinas foram visualizadas
em gel de eletroforese bidimensional, aventou-se “ser improvavel que a totalidade
desse potencial para a expressdo de proteinas sera apreendida em qualquer dado
instante”. Apesar de sua premissa permanecer valida ainda hoje, implementos
analiticos consideraveis foram obtidos (instrumentacdo, metodologias, analise
bioinformatica) que atualmente permitem maior cobertura do proteoma, tendo-se
atingido o impressionante marco de mais 14.200 proteoformas identificadas em
células HelLa recentemente (BEKKER-JENSEN et al., 2017).

A protebmica compreende o estudo do proteoma. Dentre suas aplicacbes
estdo (1) a identificacdo de peptideos, proteinas e modificacdes pods-traducionais; (2)
a medida da quantidade de proteinas; (3) a caracterizagdo da estrutura de proteinas;
(4) identificacdo da interagdo de proteinas com proteinas ou &cidos nucleicos
(SIDOLI; KULEJ; GARCIA, 2016). Atualmente, a espectrometria de massas € 0
método analitico mais empregado no estudo de proteomas em larga-escala. No
tocante ao preparo de amostras para analise protebmica por espectrometria de
massas, duas abordagens principais sdo empregadas: bottom-up e top-down. A
protedmica bottom-up é mais empregada e consiste na digestdo de proteinas em
peptideos por métodos enzimaticos (adicdo de proteases) (AEBERSOLD; MANN,
2016). Os peptideos obtidos sdo entdo analisados no espectrébmetro de massas e
sua identificacdo é efetuada utilizando-se ferramentas de bioinformatica, como

MASCOT (PERKINS et al, 1999) e SEQUEST (ENG; MCCORMACK; YATES,
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1994), que comparam 0s espectros de massa obtidos com espectros tedricos
gerados a partir de um banco gendémico. Ja na abordagem de protedmica top-down,
as proteinas sédo analisadas por espectrometria de massas na sua forma intacta,
sendo essa aplicacdo particularmente uatil na identificacdo mais precisa de
proteoformas (TRAN et al., 2011).

Previamente a analise no espectrdmetro de massas € necessaria a aplicacédo
de métodos de separacdo de peptideos/proteinas, a fim de reduzir a complexidade
do proteoma. A eletroforese em gel de poliacrilamida (2D PAGE) foi amplamente
utilizada para esse fim (GYGI et al., 2000; MONTEOLIVA; ALBAR, 2004), mas por
ser um método trabalhoso e demorado, tem sido substituido cada vez mais pela
cromatografia liquida a qual permite a separacdo de proteinas em larga escala,
podendo estar acoplada (online) ao espectrometro de massas (ZHANG et al., 2014).
A analise de peptideos ou proteinas por espectrometria de massas requer uma
etapa de ionizacdo, ou seja, a transferéncia destas moléculas polares e ndo volateis
para a fase gasosa, evitando-se a degradacdo de amostra. A este respeito, dois
métodos de ionizacdo sdo amplamente utilizados na andlise protedbmica por
espectrometria de massas, a ionizacdo por eletrospray (ESI, do inglés electrospray
ionization) e ionizacdo por dessorcao a laser assistida por matriz (MALDI, do inglés
matrix-assisted laser desorption ionization) (FENN et al, 2016; KARAS;
HILLENKAMP, 1988). Os métodos para andlise protedmica em larga-escala estdo
em constante desenvolvimento. Ainda assim, existem algumas limitacdes atuais da
espectrometria de massas aplicada a protedmica, tais como: a baixa deteccdo de
proteinas pouco abundantes e a reproducédo limitada de resultados entre diferentes
grupos devido a diversidade de métodos aplicados no preparo de amostras e analise
de dados (MOYA-ALVARADO et al., 2016).

1.3 Protéomica de Alzheimer

No estudo da DA, a protedbmica tem sido utilizada na busca de biomarcadores
para diagnostico clinico, assim como na investigacdo da etiologia da doenca. A
identificacdo de biomarcadores periféricos (sangue e CSF) para a DA é importante
na pratica clinica, pois permite a melhoria do diagndstico e a predicdo da progressao
da doenca, e na pesquisa, possibilitando a selecdo de candidatos a testes clinicos
(MOYA-ALVARADO et al., 2016). Diversos estudos tém investigado a existéncia de
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proteinas biomarcadoras no CSF. Apesar de varios candidatos a biomarcadores
terem sido propostos, uma revisdo recente revelou que apenas 4 proteinas,
apolipoproteina A-1 (apoAl), apolipoproteina E (apoE), prostaglandina H2 D
isomerase (PTGDS) e transtiretina (TTR), dentre mais de 100 potenciais
biomarcadores, foram replicadas em pelo menos 2 estudos (BRINKMALM et al.,
2015). Recentemente, a equipe de um consorcio internacional (Biomarkers
Consortium CSF Proteomics Project) empregou uma abordagem de protedmica alvo-
direcionada baseada em espectrometria de massas para avaliacdo de
biomarcadores no CSF (SPELLMAN et al.,, 2015). Um total de 567 peptideos
compreendendo 222 proteinas foi avaliado. Diversos peptideos apresentaram valor
diagnéstico ou preditivo, dos quais destacaram-se: peptideos da hemoglobina A
(HBA), hemoglobina B (HBB) e superdxido dismutase (SODE) para diferenciar
progressdo de MCI para DA e peptideos da pentraxina neuronal-2 (NPTX2), proteina
neurosecretora VGF (VGF) e secretogranina-2 (SCG) para predizer a progressao de
MCI para DA. Uma vez que a puncdo lombar € um método invasivo e arriscado,
esforcos tem sido realizados na identificacdo de biomarcadores no sangue para a
DA. Recentemente, foi realizado um estudo de replicacdo para 94 proteinas que
haviam sido previamente sugeridas como potenciais biomarcadores para a DA,
provenientes de 21 trabalhos com amostras de plasma (KIDDLE et al., 2014).

Destas, apenas 9 proteinas foram replicadas.

Alguns trabalhos interessantes tém sido realizados com énfase na
caracterizacdo do subproteoma de placas senis e de emaranhados neurofibrilares.
Em um estudo do proteoma de placas amiloides de portadores de Alzheimer
isoladas por microdisseccdo de captura a laser (LCM), foram encontradas mais de
400 proteinas nestes agregados, aléem do peptideo AB (LIAO et al., 2004). A analise
do proteoma de emaranhados neurofibrilares do hipocampo por LCM levou a
identificacdo de alguns controles positivos como tau, apoE, a-sinucleina, e de 63
novas proteinas, dentre as quais validou-se a presenca de GAPDH nestes
agregados (WANG et al., [s.d.]). Em outro trabalho foi investigada a fracao insoluvel
por detergente do proteoma cerebral em pacientes portadores de Alzheimer e
deméncia prodromica (WOLTJER et al., 1923). Observou-se que AB e sete outras
proteinas (apoE, tubulinas, GAPDH, 14-3-3, citocromo ¢, GFAP e proteina béasica de

mielina) apresentam baixas abundancias em controles e abundéancias crescentes em
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individuos com deméncia prodrémica e Alzheimer, ao passo que 0s niveis de tau
insolavel se elevam apenas nos portadores de Alzheimer, conforme proposto pela
teoria B-amiloide em que as alteracbes patoldgicas de tau ocorreriam em fases

tardias da doenca.

Diversos trabalhos se utilizaram da abordagem prote6mica dirigida por
descoberta (discovery driven proteomics) para melhor compreender 0s mecanismos
causais da DA. Neste tipo de estudo, ao contrario de grande parte do trabalho da
literatura cientifica que é dirigida por uma hipotese inicial, a analise protedbmica é
empregada com o objetivo de investigar vias moleculares alteradas na DA as quais
muitas vezes sao desconhecidas a priori. Empregando-se da abordagem dirigida por
descoberta, diversos autores investigaram as alteracdes protedmicas em diferentes
regides cerebrais na DA utilizando tecidos humanos post mortem ou provenientes de
modelos animais. Embora tenham oferecido insights importantes, grande parte
destes trabalhos néo investigou todos os estagios histopatolégicos da doenca, de
forma que certos grupos estudaram cérebros com DA em estagios avancados
(DONOVAN et al., 2012; MARTIN et al., 2008) e alguns fizeram pool de pacientes
com diferentes estagios da doenca (SCHONBERGER et al., 2001). Além disso, em
determinados trabalhos a informacdo acerca da avaliacdo histopatolégica utilizada
nao esta clara, tornando, a nosso ver, os resultados de dificil interpretacdo (CHANG
et al.,, 2015; ZAHID et al., 2014). Em contrapartida, outros autores consideraram a
variavel temporal da doenca (estagiamento das alteracBes neuropatologicas) e
mapearam as alteracbes no proteomaltranscriptoma cerebral de uma Unica regiao
durante a progressdo da DA (BOSSERS et al.,, 2010; HONDIUS et al., 2016;
ZELAYA et al., 2015). Finalmente, poucos trabalhos integraram ambos o0s aspectos,
espacial (regides cerebrais) e temporal (progressdo da doenca), e investigaram o
proteoma/transcriptoma de mais de uma regiao cerebral durante os estagios da DA
(MATARIN et al., 2015; MIYASHITA et al., 2014; SEYFRIED et al., 2017).

A analise do perfil prote6bmico do bulbo olfativo em diferentes estagios da DA
indicou uma alteracdo em fatores de splicing em estagios B/B iniciais (I-11), ao passo
que em estagios B/B tardios (V-VI) foi encontrado disfuncdo mitocondrial,
desregulacéo no ciclo de neurotransmissores, distirbios na adeséo entre neurdnios
e na expansao de neuritos (ZELAYA et al.,, 2015). Recentemente, um estudo

analogo foi realizado em que foram avaliadas as alteragbes no proteoma do
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hipocampo em todos os estagios B/B (HONDIUS et al, 2016). Hondius e
colaboradores encontraram um total de 372 proteinas diferencialmente expressas
durante o curso da doenca, dentre as quais proteinas do citoesqueleto, proteinas
envolvidas na liberacdo de vesiculas sinapticas e na plasticidade de sinapse, assim
como proteinas de resposta ao estresse, tiveram uma desregulacdo em estagios
iniciais da DA. De forma interessante, um trabalho anterior em que o transcriptoma
do cortex pré-frontal foi avaliado durante a progressao dos estagios B/B, também
relatou alteracdes na plasticidade sinaptica e um aumento na atividade sinaptica em
fases iniciais da doenca, seguida da reducdo da expressao desses genes em fases
tardias (BOSSERS et al., 2010).

Em se tratando de estudos que investigaram a progressao temporal da DA
em mais de uma regido cerebral, um trabalho recente efetuou uma analise de whole-
genome exon array em 213 amostras de cérebro humano post mortem provenientes
dos cértices entorrinal, temporal e frontal, compreendendo todos os estagios B/B (0-
VI) a fim de identificar genes relacionados com a deposicdo de emaranhados da
proteina tau (MIYASHITA et al., 2014). Foi identificada a associacdo de 8 genes,
RELN, PTGS2, MYO5C, TRIL, DCHS2, GRB14, NPAS4 e PHYHD1, com os
estagios B/B, dos quais PHYHD1 e MYO5C foram validados em outra coorte de
pacientes com DA. Um trabalho notavel empregou andlise de microarranjo para
investigar alteragdes nos niveis de RNAm em 4 linhagens de camundongo
transgénico para a DA, abrangendo 4 idades e 3 regides cerebrais (hipocampo,
cortex e cerebelo) (MATARIN et al., 2015). Nos camundongos portadores de
patologia AR (mutagdo em APP,) foi encontrada uma correlagao positiva entre a
deposicao de placas senis e a ativacdo do sistema imune em todas as idades. Ja
nos camundongos com patologia de tau (mutacdao no gene MAPT, codificante para a
proteina tau), evidenciou-se uma correlagdo negativa entre a deposicdo dos
emaranhados de tau e a expressdo de genes sindpticos, e correlagdo positiva entre
as lesdes de tau e genes relacionados a imunidade, sendo ambos apenas em
animais idosos. Recentemente, foi realizado um estudo das alteracdes no proteoma
de duas regifes cerebrais (cortex pré-frontal dorsolateral e pré-cuneo) durante os
estagios pré-clinico (assintomatico) e clinico (sintomatico) da DA, utilizando-se 129
amostras de tecido humano post-mortem (SEYFRIED et al., 2017). Foram

identificados modulos de proteinas co-expressas que se correlacionam com 0s
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marcos neuropatologicos da DA. Modulos com proteinas marcadoras para astrocitos
e microglia tiveram correlagdo positiva com placas senis e emaranhados
neurofibrilares, ao passo que moddulos com marcadores neuronais apresentaram
correlagdo negativa com ambos os marcos histopatoldgicos. Além disso, alguns
modulos de proteinas foram alterados em casos de DA assintomatica, dentre os
quais observou-se reducdo da expressdo de proteinas de sinapse e aumento do
metabolismo de RNA, indicando alteracbes moleculares antecedendo a disfungéo

cognitiva.

Apesar dos avancos obtidos no campo da protedmica aplicada ao estudo da
DA, existe um baixo consenso entre estudos realizados por diferentes laboratorios,
como recentemente revisado (BRINKMALM et al., 2015; MOYA-ALVARADO et al.,
2016). A este respeito, é preciso levar em consideracdo a complexidade do tecido
cerebral composto por diferentes regides e tipos celulares dispostos em camadas, e
o fato de que diferentes regides cerebrais sdo afetadas a medida em que a doenca
progride. Além disso, a complexidade dos protocolos de preparo e fracionamento de
amostra aplicados na protebmica e a necessidade de validacdo de resultados de
protedbmica bottom-up por métodos ortogonais sao fatores limitantes para a
reprodutibilidade de acordo com a tecnologia atualmente disponivel nos estudos de
protedmica por espectrometria de massas (MOYA-ALVARADO et al., 2016). Desse
modo, estudos adicionais envolvendo um maior nimero de amostras e regides
cerebrais, preferencialmente abrangendo diferentes estagios do Alzheimer poderao
dar pistas adicionais para uma melhor compreensdo da etiologia desta doenca

desoladora.
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2 Justificativa
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7

A doenca de Alzheimer é a doenca neurodegenerativa mais comum no
mundo, com uma previsdo de aumento do numero de casos para as proximas
décadas, atingindo cerca de 152 milhGes de pessoas em 2050. A deposicédo de
agregados proteicos no cérebro (placas senis e emaranhados neurofibrilares),
marcos patoldgicos caracteristicos da doencga, segue um padrdo previsivel. A este
respeito, os estagios B/B descrevem o acumulo progressivo de proteina tau
patolégica em diferentes regides cerebrais durante a DA. Sabe-se que na DA
determinadas regides do cérebro degeneram primeiro (perda de sinapses e morte
neuronal), apresentando, portanto, maior vulnerabilidade & doenca. Contudo, os
fatores responsaveis por esta vulnerabilidade permanecem elusivos. O presente
trabalho tem como objetivo mapear as alteracdes no proteoma de regiées cerebrais
com vulnerabilidades distintas a DA. Para tanto, efetuou-se uma analise comparativa
do proteoma de 4 regides cerebrais, sendo 2 regides afetadas em estagios B/B
iniciais (cértices entorrinal e parahipocampal) e 2 regides afetadas em estagios B/B
tardios (cértices temporal e frontal). Duas abordagens foram empregadas: (1)
comparacdo de regibes no estado fisiolégico (individuos saudaveis) e (2)
comparacao de regides durante a progressdo da doenca (estagios B/B). A partir dos
resultados obtidos, sera possivel melhor compreender as alteracdes moleculares
durante a progressdo da DA que sdo compartilhadas entre regides cerebrais ou
exclusivas de regifes especificas. Além disso, a elucidacdo do mapa protedbmico das
regides analisadas em estado fisiolégico ira gerar conhecimento a respeito de
caracteristicas inerentes as regides vulneraveis que possivelmente estdo
relacionadas a uma maior susceptibilidade a neurodegeneracdo. Em sintese, 0s
resultados obtidos representardo conhecimento novo a respeito do comportamento
de regides cerebrais na DA, indicando proteinas e vias importantes para a etiologia

da doenca.
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3 Objetivos
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3.1 Objetivo geral

Compreender como o proteoma de regifes cerebrais com vulnerabilidade distinta a
doenca de Alzheimer se comportam em estado fisioldgico e durante a progressao da

doenca.

3.2 Objetivos especificos

- Mapear as alteracbes no proteoma durante a progressdo da DA em regides
afetadas precocemente (lobo medial temporal, MTL) ou tardiamente (neocortex) pela

patologia de tau (estagios B/B).

- Verificar quais mecanismos sdo conservados (proteinas e vias moleculares) entre

as regides durante a DA.

- Comparar o proteoma de regifes cerebrais com maior (MTL) e menor (neocortex)

vulnerabilidade ao Alzheimer, em estado fisioldgico (individuos controle).
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4 Materiais e métodos
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4.1 Coorte de pacientes

Um total de 103 amostras de cérebro humano post-mortem provenientes de 4
regides cerebrais distintas (cértex entorrinal/areas de Brodmann 28 e 34, cortex
parahipocampal/dois ter¢cos posteriores do giro parahipocampal, coértex
temporal/area de Brodmann 21 e cortex frontal/drea de Brodmann 10) foram
adquiridas do Banco de Tecidos Cerebrais Humanos (Universidade de Semmelweis,
Budapeste, Hungria). Os individuos foram submetidos a analise histopatolégica e
classificados de acordo com os estagios B/B (sistema de classificacdo para o
acumulo de proteina tau hiperfosforilada) em Controles (patologia de tau negativa ou
minima, relacionada a idade) e estagios B/B (I, II, lll, IV, V, VI) (Tabela S1). As
amostras foram doadas sob consentimento escrito e esclarecido e o trabalho foi

efetuado de acordo com a Declaragéo de Helsinki.
4.2 Reagentes

A néo ser que esteja especificado, todos os reagentes utilizados foram adquiridos da
Sigma-Aldrich. Solventes organicos e agua qualidade LC-MS foram comprados da
Merck.

4.3 Preparo de amostras

Apods coleta por autopsia, os tecidos cerebrais foram estocados em freezer a -80 °C
até o momento de uso. As amostras congeladas foram submetidas a microdisseccéo
sob refrigeracdo (-20 °C) utilizando um criostato. Foram obtidas fatias de 10 pum (20-
60 fatias por amostra) e o material foi estocado a -80 °C. 200 uL de tampao de lise (7
M ureia, 2 M tioureia, 50 mM Tris pH 7,4, inibidor de protease MS-SAFE) foram
adicionados em cada tubo de microcentrifuga contendo tecido cerebral seccionado,
no gelo. Procedeu-se a agitacdo usando vortex e as amostras foram sonicadas no
gelo (Sonicador Branson Digital SFX 150) de acordo com 0s seguintes parametros:
20% de amplitude, modo pulsado (9 pulsos com 10 s cada e intervalos de 10 s entre
cada pulso, para evitar degradacao). As amostras lisadas foram centrifugadas a
21.000 xg a 4 °C durante 30 min (Centrifuga Eppendorf Nordic Aps). O sobrenadante

foi transferido para um tubo novo e o pellet (debris celulares) foi descartado.

4.4 Dosagem de proteinas por Bradford
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A quantificacdo de proteinas foi efetuada pelo método de Bradford, ensaio em
placa de 96 pocos, segundo as instrucdes do fabricante. A absorbancia (595 nm) foi
lida em equipamento FLUOstar Omega (BMG LABTECH). A concentracdo de

proteinas foi calculada a partir da dosagem de uma curva padrao de BSA.
4.5 Digestao de proteinas

A etapa de digestéo foi realizada segundo um protocolo Filter Aided Sample
Preparation (FASP) modificado (WISNIEWSKI et al., 2009). Um total de 100 ug de
proteina foi utilizado para a reacdo de digestdo. Foram adicionados 50 mM de
ditiotreitol (DTT) para reducao das pontes dissulfeto dos residuos de cisteina, com
incubacédo de 1h a 30 °C. As amostras foram transferidas para um filtro Microcon de
30 kDa (Merck Milipore) acoplado a tubos de coleta. Foram adicionados 200 uL de
tampao U/Tris (8 M Ureia, 0,1 M Tris-HCI pH 8,5) e as amostras foram centrifugadas
a 12.000 xg por 15 min a temperatura ambiente (Centrifuga Eppendorf Nordic Aps).
50 pL de lodoacetamida 0,05 M (IAA) em tampao U/Tris foram adicionados para a
etapa de alquilacéo e a reac¢do foi incubada no escuro durante 20 min a temperatura
ambiente. As amostras foram centrifugadas a 12.000 xg por 15 min. A seguir, foram
adicionados 100 pL de tampéo U/Tris, seguido por outra etapa de centrifugacao de
acordo com as mesmas condi¢cdes. As amostras foram lavadas pela adicdo de 100
pL de bicarbonato de aménio 50 mM (AMBIC) e efetuou-se nova centrifugacao. Esta
etapa de lavagem foi realizada 4 vezes. Os filtros contendo as proteinas retidas
foram transferidos para tubos de coleta novos. A digestao de proteinas foi efetuada
pela adicdo de 50 uL de tripsina (Sequencing grade modified trypsin, Promega) a
0,04 pg/pL em AMBIC, resultando em uma proporcdo de enzima:proteina
equivalente a 1:50. Incubou-se a reacdo a 37 © C durante a noite. Os peptideos
foram coletados centrifugando-se as amostras a 12.000 xg por 15 min. Foram
realizadas duas etapas de lavagem pela adicdo de 100 uL de AMBIC, seguido por
centrifugacéo. A fim de parar por completo a reacéo de digestao foi adicionado acido
férmico para uma concentracgéo final de 0,5 %. Os peptideos foram secos no speed

vac e ressuspendidos em 100 uL de &cido trifluoroacético (TFA).
4.6 Dessalinizacao de peptideos por cromatografia em fase reversa

ApoOs a digestao triptica os peptideos foram submetidos a limpeza para
remocgdo de sais por cromatografia em fase reversa, utilizando-se colunas de C18
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(MacroSpin Columns®, The Nest Group Inc.). As colunas foram submetidas a
acondicionamento pela adicdo de 400 pL de solucdo 100% acetonitrila (ACN)/0,1%
TFA e centrifugacdo a 100 xg por 1 min. A seguir, as colunas foram equilibradas
duas vezes adicionando-se 400 puL de solugdo H20/0,1% TFA e foram centrifugadas
a 100 xg por 1 min. As amostras (ressuspendidas em 100 pyL de TFA a 0,1%) foram
adicionadas as colunas de C18 e centrifugadas a 200 xg por 1 min. Foram efetuadas
duas etapas de lavagem: adicdo de 200 pL de solu¢cdo H20/0,1% TFA seguido por
centrifugacdo a 200 xg por 1 min. Os tubos de coleta foram substituidos por tubos
novos. A etapa de eluicdo dos peptideos foi efetuada duas vezes conforme descrito
a seguir: foram adicionados 100 pL de solugao 50% ACN/0,1% TFA e centrifugou-se
as amostras a 100 xg por 1 min. Os peptideos foram secados em concentrador a

vacuo e ressuspendidos em 50 pL de solucdo 0,1% Acido férmico.
4.7 Dosagem de peptideos

Os peptideos tripticos foram quantificados por ensaio em placa de 96 pocos
utilizando-se o kit Pierce Quantitative Colorimetric Peptide Assay (Thermo Fisher
Scientific) segundo as instru¢des do fabricante. A absorbancia (480 nm) foi lida em
equipamento FLUOstar Omega (BMG LABTECH). A concentracdo de peptideos foi
calculada a partir da dosagem de uma curva padrdo de um digesto de levedura

fornecido no Kkit.
4.8 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS)

Antes da injecdo no espectrdmetro de massas, os peptideos foram diluidos
em solvente A (Acido férmico & 0,1%) e foram adicionados 25 fmol/uL de uma
mistura de calibracdo de tempo de retencéo (PRTC, Thermo Fisher Scientific). Foi
utilizado um espectrometro de massas Thermo Q Exactive equipado com uma fonte
de ionizacdo Dream (AMR Inc) e conectado a um sistema de cromatografia liquida
Easy n-LC 1000 (Thermo Fisher Scientific). Um total de 1 ug de peptideos foi
injetado em uma pré-coluna Acclaim PepMap 100 (100umx2cm, Thermo Fisher
Scientific) e separado em uma coluna de C18 Zaplous a Pep-C18 (0,1mmx20cm,
AMR Inc.) utilizando-se um fluxo de 500 nL/min e temperatura da coluna a 24°C. Um
gradiente nao linear foi estabelecido a partir de uma mistura de solventes A (0,1%
acido formico em agua) e B (0,1% acido formico em acetonitrila) e usado para a
eluicdo dos peptideos. O gradiente foi iniciado com 5% de solvente B e aumentou
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para 22% durante 100 min. Nos préximos 14 min, aumentou-se a concentragdo de
solvente B para 32% e, finalmente, este aumentou para 95% em 12 min e foi
mantido a 95% durante 14 min, totalizando 140 min de gradiente. As amostras foram
analisadas por um método top 15 de aquisicdo dependente de dados (DDA). O scan
de MS1 foi adquirido em analizador Orbitrap, com um intervalo de 400-1600 m/z,
resolucéo de 70.000 (@ 200 m/z), valor de AGC de 1e6 e tempo maximo de injecao
de 100 ms. Os 15 picos mais intensos (com carga = 2) foram selecionados e
fragmentados em uma célula de HCD (do inglés, High Energy Collisional
Dissociation) (energia de colisdo normalizada igual a 30%) e os espectros de MS2
foram adquiridos com uma resolucao de 17.500 (@ 200 m/z), valor de AGC igual a
2e5 e tempo maximo de injecdo de 120 ms. O limiar para selecdo de ion foi de 8,3e3
e a exclusédo dinamica igual a 20 s. As amostras foram injetadas de forma randémica
e cada corrida foi seguida pela injecdo de um branco (0,1% Acido férmico em agua
MilliQ) em gradiente curto de 35 min para limpar-se quaisquer residuos da amostra
prévia. Uma amostra de controle de qualidade (CQ) foi preparada a partir da mistura
de 4 digestos de cérebro e acrescida de PRTC a 25 fmol/uL. 1ug da amostra CQ foi

injetada apds cada 15 amostras analisadas para avaliar a estabilidade do sistema.
4.9 Inferéncia de proteinas e quantificacao relativa

Os arquivos raw gerados no espectrdmetro de massas foram analisados
utiizando o programa Proteome Discoverer (PD) versao 2.1 (Thermo Fisher
Scientific). A identificacdo de peptideos foi efetuada através do algoritmo SEQUEST
HT usando-se o banco de dados humano do UniProt como referéncia (versao
07/09/2016, 20.171 sequéncias, contendo apenas proteinas candnicas). Os
seguintes parametros de busca foram utilizados: carbamidometilacdo de cisteina
(modificagdo estética), oxidagdo de metionina (modificacdo dindmica), tolerancia de
10 ppm para os ions precursores e tolerancia de 0,02 Da para os ions fragmento. No
maximo 2 clivagens perdidas foram aceitas para os peptideos tripticos e foram
considerados peptideos com tamanho entre 7 e 144 aminoacidos. Aplicou-se 0s
seguintes filtros: alta confianca (FDR 0,01) e pelo menos dois peptideos por
proteina. A quantificacdo de proteinas foi efetuada por XIC (do inglés, Extracted lon
Chromatogram) selecionando-se a ferramenta Precursor lons Area Detector. Para a
quantificacdo de proteinas foi utilizado o método Top 3 (média dos 3 peptideos mais

intensos), sendo considerados apenas peptideos uUnicos. Os dados de protedmica
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por espectrometria de massas gerados foram depositados no banco do Consorcio
ProteomeXchange via PRIDE (referéncia PRIDE) com o identificador PXD010138.

4.10 Tratamento de dados, analise estatistica e analise por bioinformatica

As proteinas identificadas a partir da busca no PD 2.1 foram exportadas
considerando-se 0s seguintes filtros: proteinas master, proteinas com alta confianca
(FDR 0,01) e proteinas identificadas com pelo menos 2 peptideos. O tratamento de
dados e a andlise estatistica foram efetuados no programa Perseus verséo 1.6.0.7.
Os dados foram transformados em log2 e normalizados subtraindo-se o valor (XIC)
de cada proteina pela mediana da distribuicdo da amostra. A seguir, proteinas com
menos de 50% de valores validos em cada grupo (Controle, B/B I-Ill e B/B IlI-VI)
foram removidas da analise e procedeu-se a imputacao de missing values utilizando-
se a ferramenta de imputacdo disponivel no programa Perseus (substituicdo
randémica a partir da distribuicdo normal de cada amostra, usando-se apenas
valores baixos que mimetizam medidas pouco abundantes). Para verificacdo de
proteinas diferencialmente expressas (DEPs) durante a progressdo da doenca,
aplicou-se teste T de Student comparando-se estagios B/B iniciais (I-lll) e estagios
B/B tardios (IV-VI) com o grupo Controle (p< 0.05, Fold Change < 0.66 ou = 1.5).
Andlise de DEPs entre as 4 regides cerebrais nos individuos controles foi realizada
aplicando-se ANOVA (p< 0.05, Fold Change < 0.66 ou = 1.5). As anadlises de
clusterizacao hierarquica também foram realizadas no programa Perseus (distancia

de Canberra) ap6s normalizacdo dos dados por Z-score.

Os diagramas de Venn, utilizados para comparar a sobreposi¢cédo do proteoma
de cada regido cerebral e as proteinas diferencialmente expressas, foram gerados
no programa Venny versao 2.1 (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/). O
interatoma de proteinas diferencialmente expressas foi construido utilizando-se o
programa String versao 10.5 (https://string-db.org/) e editado no programa
Cytoscape versdo 3.5.1 (http://www.cytoscape.org/). As analises de enriquecimento
de vias foram efetuadas no programa DAVID verséo 6.8 (https://david.ncifcrf.gov/) e
String 10.5 (https://string-db.org/).
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Abstract

BACKGROUND: Alzheimer’s disease (AD) is the most common neurodegenerative
disorder. Depositions of amyloid 3 peptide (AB) and protein tau are among the major
pathological hallmarks of AD. AB and tau burden follows predictable spatial patterns
during the progression of AD. Nevertheless, it remains obscure why certain brain
regions are more vulnerable than others; to investigate this and dysregulated
pathways during AD progression, a mass spectrometry-based proteomics study was
performed.

METHODS: In total 103 tissue samples from regions early (entorhinal and
parahippocampal cortices - medial temporal lobe (MTL)) and late affected (temporal
and frontal cortices - neocortex) by tau pathology were subjected to label-free
guantitative proteomics analysis.

RESULTS: Considering dysregulated proteins during AD progression, the majority
(681 of the 814 proteins) was region specific, while some proteins were shared
between regions (117 proteins altered in two areas and 16 proteins altered in three
areas). Analogously, many dysregulated pathways during disease progression were
exclusive to certain regions, but a few pathways altered in two or more areas.
Changes in protein expression suggesting that synapse loss occurred in all analyzed
regions, while translation dysregulation was preponderant in entorhinal,
parahippocampal and frontal cortices. Oxidative phosphorylation impairment was
prominent in MTL. Differential proteomics of brain areas in health state (controls)
showed higher metabolism and increased expression of AD-related proteins (e.g.
APOE) in the MTL compared to the neocortex.

CONCLUSIONS: To our knowledge, this work provides the first comparison of
proteomic changes in brain regions affected by tau pathology at different stages of
AD. This work identified some commonly regulated proteins and pathways during
disease advancement, although we found the dysregulated processes being
predominantly region specific. In addition, a distinct proteomic signature was found
between MTL and neocortex in healthy subjects that might be related to AD
vulnerability. These findings highlight the need of investigating AD’s cascade of
events throughout the whole brain and studies spanning more brain areas are

required to better understand AD etiology and region vulnerability to disease.
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Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is the most prevalent neurodegenerative disorder and
also the major cause of dementia (60-80% cases) (2017). Major hallmarks of AD are
loss of synapses, neuronal death and deposition of extracellular amyloid B peptide
(AB) and intracellular hyperphosphorylated protein tau (Masters et al., 2015). During
AD progression AP and tau aggregates spread through the brain, following
predictable patterns (Braak and Braak, 1991; Thal et al., 2002). Tau deposition was
classified into six neuropathological stages designated as Braak/Braak (B/B) stages
(Braak and Braak, 1991). During B/B I-ll, tau inclusions are restricted to the
transentorhinal and entorhinal cortices. They disseminate into the limbic system
during B/B llI-IV with mild engagement of the hippocampus (CA1-4), parts of the
frontal and temporal neocortices and the amygdala. The final stages, B/B V-VI, are
distinguished by the destruction of the neocortex by protein inclusions (Hyman et al.,
2012). There is a correlation between cognitive impairment and the number of
neuritic plaques (AB plaques) in the neocortex, but cortical Tau neurofibrillary tangles
(NFT) burden correlates better with cognitive decline (Nelson et al., 2007).

Since AD progressively affects distinct brain regions, many studies compared the
changes that occur in different regions, trying to elucidate which processes make an
area more vulnerable than another one (Martin et al., 2008; Schonberger et al., 2001,
Zahid et al., 2014). Other authors focused on the temporal advancement of AD by
investigating changes that occur in one brain area during different disease stages
(Bossers et al., 2010; Hondius et al., 2016; Lachén-Montes et al., 2017; Lau et al.,
2013; Zelaya et al., 2015). Both strategies were also merged through
transcriptomic/proteomic investigation of brain areas considering distinct disease
stages (Matarin et al., 2015; Miyashita et al., 2014; Seyfried et al., 2017).

Although many works have profiled molecular alterations in the AD brain, no study
has compared proteomic changes that occur during AD advancement in brain areas
affected early and late by tau pathology. With the aim to map proteome dysregulation
during AD progression in brain regions with distinct susceptibility to
neurodegeneration and to investigate which processes make some brain areas more
vulnerable to AD, we performed quantitative proteome profiling of 103 human brain
samples from regions affected by tau pathology already in the early (medial temporal

lobe (MTL)) or only the late stages of AD (neocortex).
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Methods

Patient cohort

A total of 103 postmortem human brain samples from 4 distinct brain regions
(entorhinal cortex (Brodmann areas 28 and 34), parahippocampal cortex (posterior
two thirds of the parahippocampal gyrus), temporal cortex (Brodmann area 21) and
frontal cortex (Brodmann area 10)) were acquired from the Human Brain Tissue Bank
(Semmelweis University, Budapest, Hungary). Individuals were classified according
to tau pathology (B/B stages) into controls (negative or minimal age-related tau
pathology) and B/B stages (I, Il, Ill, 1V, V and VI) (Table S1). The work has been
carried out in accordance with the Declaration of Helsinki. Brains were donated under

informed written consent.

Reagents
All reagents used were acquired from Sigma-Aldrich, unless specified. Organic

solvents and water with LC-MS quality was bought from Merck.

Protein extraction and digestion

Frozen brain tissue samples were sectioned at -20 °C using a cryostat to obtain
10 pm slices (20-60 per sample) and samples were stored at -80 °C until further
usage. 200 pL of lysis buffer (7 M urea, 2 M thiourea, 50 mM Tris pH 7.4, MS-SAFE
protease inhibitor) was added to each microcentrifuge tube containing 20 tissue
slices. Samples were vortexed and then sonicated on ice (Digital Branson Sonicator
SFX 150): 20% amplitude, pulsed mode (9 pulses with 10 s each and intervals of 10
s between each pulse). Lysates were centrifuged at 21,000 x g at 4 °C for 30 min
(Eppendorf Nordic Aps) and the supernatant was transferred to a new tube to avoid
cell debris. Prior to digestion, protein quantification was done using the Bradford 96
well plate assay, according to the manufacturer instructions.

Protein digestion was carried out using a modified Filter Aided Sample
Preparation (FASP) protocol (Wisniewski et al., 2009). 100 ug protein was used for
digestion. Reduction of disulfide bonds was performed by the addition of 50 mM
dithiothreitol (DTT) and incubation at 30 °C for 1 h. Samples were then transferred to

30 kDa Microcon filters (Merck Milipore) coupled to collection tubes. 200 pL of U/Tris
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buffer (8 M Urea in 0.1 M Tris-HCI pH 8.5) was added and samples were centrifuged
at 12,000 x g for 15 min at room temperature. 50 pL of 50 mM iodoacetamide (IAA) in
U/Tris buffer was added for the alkylation step and the reaction was incubated in dark
for 20 min at room temperature. Samples were centrifuged at 12,000 x g for 15 min.
After that, 100 pL of U/Tris buffer was added and another centrifugation step with the
same conditions was carried out. Samples were washed by the addition of 100 pL of
50 mM ammonium bicarbonate (AMBIC), followed by centrifugation. This washing
step was repeated 4 times. Filters containing the proteins were transferred to new
collection tubes. Protein digestion was done by the addition of 50 pL of 0.04 pg/uL
trypsin (1:50 enzyme:protein ratio, Sequencing grade modified trypsin, Promega) in
AMBIC. Reaction was incubated overnight at 37 °C. Peptides were collected by
centrifugation at 12,000 x g for 15 min. Two washing steps were carried out by the
addition of 100 uL of AMBIC, followed by centrifugation. Formic acid was added to a
final concentration of 0.5 %. Peptides were dried with speed vacuum centrifugation,
then resuspended in 100 pL of 0.1 % trifluoroacetic acid (TFA) and finally desalted by
reversed phase chromatography using C18 columns (MacroSpin Columns®, The
Nest Group Inc.). After desalting, tryptic peptides were dried and resuspended in 50
pL of 0.1% formic acid. Prior to injection on the mass spectrometer, peptides were
quantified using the Pierce Quantitative Colorimetric Peptide Assay (Thermo Fisher

Scientific).

Liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)

1pg of tryptic peptide was injected for each analysis spiked with the Pierce
retention time calibration mixture (PRTC, Thermo Fisher Scientific) (25
fmol/injection). For LC-MS/MS analysis, we used a Thermo Q Exactive mass
spectrometer equiped with a Dream ionization source (AMR Inc) and connected to a
liquid chromatography system (Easy n-LC 1000, Thermo Fisher Scientific). Peptides
were injected on an Acclaim PepMap 100 pre-column (100 um x 2cm, Thermo Fisher
Scientific) and separated on a Zaplous a Pep-C18 analytical column (0.1 mm x
20cm, AMR Inc.) at a flow rate of 500 nL/min and a column temperature at 24 °C. A
non-linear gradient was established using solvents A (0.1 % formic acid in water) and
B (0.1 % formic acid in acetonitrile) to elute the peptides. The gradient started with 5
% solvent B and increased to 22 % during 100 min. In the next 14 min, solvent B
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increased to 32 % and finally, it augmented to 95 % in 12 min and it was kept at 95 %
for 14 min. Samples were analyzed using a top 15 data dependent acquisition (DDA)
method. MS1 scan was acquired in the Orbitrap analyzer with a 400-1600 m/z
interval, 70,000 (@ 200 m/z) resolution, target AGC value of 1e6 and maximum
injection time of 100 ms. The 15 most intense peaks (charge = 2) were selected and
fragmented in a Higher Energy Collisional Dissociation (HCD) cell with a normalized
collision energy of 30 %. MS2 spectra were acquired with a 17,500 (@ 200 m/z)
resolution, target AGC value of 2e5 and maximum injection time of 120 ms. The ion
selection threshold was set to 8.3e3 and dynamic exclusion was set to 20 s. Samples
were randomly analyzed and each run was followed by a blank injection (0.1 %
formic acid in MilliQ water) with a short gradient of 35 min to avoid any residues from
the previous sample. A quality control sample (QC) was prepared from a pool of 4
brain digests spiked with PRTC. 1ug of QC sample together with 25 fmoles of PRTC
peptides was injected after each 15 samples in order to evaluate system stability.

Protein inference and relative quantification

Raw data generated on the mass spectrometer was analyzed using the software
Proteome Discoverer (PD) version 2.1 (Thermo Fisher Scientific). Peptide
identification was done with the SEQUEST HT algorithm using UniProt human
database as reference (version from 07/09/2016, canonical sequences only). The
following search parameters were employed: cysteine carbamidomethylation as static
modification, methionine oxidation as dynamic modification, 10 ppm tolerance for
precursor ions and 0.02 Da for fragment ions. A maximum of 2 missed cleavages
was allowed. Protein quantification was done using the Precursor lons Area Detector
node, where the average of the 3 most intense peptides was used for protein
quantification, being considered only unique peptides. The mass spectrometry
proteomics data have been deposited to the ProteomeXchange Consortium via the
PRIDE (Vizcaino et al., 2015) partner repository with the dataset identifier
PXD010138.

Bioinformatics and statistical analysis
Proteins identified from database search that fulfilled the following requirements
were subjected to further analysis: master proteins, proteins with low FDR (0.01) and
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proteins identified with at least 2 peptides. Statistical analysis was carried out in
Perseus version 1.6.0.7. Data was converted to log2 scale and normalized by
subtracting the protein area value by the median of sample distribution. Proteins with
less than 50% valid values in each group (Controls, B/B I-lll and B/B IlI-VI) were
removed from analysis. The remaining proteins were subjected to missing value
imputation using the available tool from Perseus that performs a random substitution
from the normal distribution of each sample, using only low values that simulate low
signals. In order to evaluate differentially expressed proteins (DEPS) during disease
progression, Student's t-test was applied comparing early B/B (I-1ll) and late B/B (IV-
VI) stages with the control group (p< 0.05, Fold Change < 0.66 and = 1.5). Analysis
of DEPs between the 4 brain regions in health state was performed with ANOVA (p<
0.05, Fold Change < 0.66 and = 1.5). Hierarchical clustering analysis (Canberra
distance) was also done in Perseus after applying Z-score normalization to data.
Venn diagrams were generated with Venny version 2.1

(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/) and with an online tool from Ghent

University (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/). Protein interaction

networks were built with String version 10.5 (https://string-db.org/) and Cytoscape

version 3.5.1 (http://www.cytoscape.org/) was used to edit visualization. Enrichment

analysis was carried out on DAVID version 6.8 (https://david.ncifcrf.gov/) and String
(https://string-db.org/).

Verification of DEPs identified in the present work was performed by comparison
with three other AD proteomic studies [12, 14, 17], and only proteins reported to be
significantly altered were used for the comparison. From the study reported in ref 17,
the results from dorsolateral prefrontal cortex were selected for verification, and
proteins fulfilling the following criteria were regarded as DEPs: ANOVA p < 0.05 and
Tukey’s < 0.05. For the comparison the highest log2 fold change values were used in

case of all DEPs.

Results
Human brain proteome profiling

We employed a mass spectrometry-based approach to interrogate the human
brain proteome during AD progression (B/B stages) in four distinct brain regions:

entorhinal cortex (EC), parahippocampal cortex (PHC), temporal cortex (TC) and
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frontal cortex (FC). Importantly, we wanted to evaluate brain areas that are affected
by tau pathology at different disease stages, in order to gain insights if there are
common mechanisms or patterns shared between different brain regions during
disease progression. Among the investigated regions EC and PHC that belong to the
medial temporal lobe are affected already at the early, while the neocortical regions
(TC, FC) are affected by tau pathology only at the late stages of AD (Braak and
Braak, 1991). A total of 103 samples were analyzed individually, furthermore
digestion replicates were generated for each brain region in order to evaluate the
reproducibility of sample preparation. As expected, the correlation was higher
between digestion replicates than biological replicates from the same disease group
(Figure S1). In total 3805, 3815, 3610 and 3720 protein groups with at least 2
peptides were identified in EC, PHC, TC and FC, respectively. There was a huge
overlap (> 85%) between the identified protein groups from different disease stages
in each brain region as it is indicated in Figure S2. Gene ontology enrichment for
cellular components (GOCC) revealed similar categories for the four brain regions
(Figure S3).

Proteins differentially expressed during AD progression

In this work, we employed two approaches to analyze differences in proteome
profiles of brain areas affected by tau in early (EC, PHC) and late disease stages
(TC, FC) (Figure 1). Firstly, in order to understand how the brain proteome is altered
during AD progression, we investigated which proteins are differentially expressed
(DEP) when comparing early (B/B I-1ll) and late disease stages (B/B IV-VI) to control
individuals in each brain region. Secondly, to investigate physiological proteomic
signatures that might contribute to brain area susceptibility to AD, we compared the
proteomic profiles of four brain regions in healthy subjects (controls).

Regarding the first approach (investigation of changes in the proteome of each
region during AD progression), a total of 279, 309, 187 and 188 proteins were
significantly different in EC, PHC, TC and FC, respectively, totalizing 814 proteins
(Table S2). Interestingly, the highest numbers of DEPs were observed in the regions
affected early by tau pathology. Early changes in protein levels were observed in
each region but the number of altered proteins increased, when late disease stage
was compared with controls (Figure S4). The comparison of DEPs from various brain
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regions revealed that there is only a small overlap between regions, especially during
early stages, although there is an increase in the number of shared proteins during
late stages (Figure S5). The comparison of differentially expressed proteins found in
each region indicated that in total 117 proteins are shared between two, and only 16
proteins are shared between three brain regions (Table 1, Figure S6). Out of these
133 proteins, only 15 were contra-regulated (up-regulated in one and down-regulated
in another comparison). In contrast, the greater part of these proteins (n=118)
showed co-regulation (regulated in the same direction in all comparisons). Some of
the aforementioned 16 proteins are related to cell-adhesion: RAB10, SH3GL1 and
CTNND1 are cadherin binding proteins; CD63 and FLNA are involved in integrin
signaling; NUMBL and CTNND1 play a role in adherens junction organization; and
APP, RAB10, CTNND1 and FLNA are expressed in the cell junction. Hierarchical
clustering of the 16 proteins altered in three brain regions was performed and a heat
map was generated considering their expression during disease progression in all
brain areas (Figure 2A). Two main protein clusters were detached in which the major
differences were observed between controls and late disease stages. The cluster
with augmented expression levels in late disease stages consists of 5 proteins
including two well-known AD players: amyloid precursor protein (APP) and glial
fibrillary acidic protein (GFAP), a marker of astrocytes. The other cluster harbors 9
proteins that show reduced levels in late B/B stages compared to controls.

We wondered if some proteins that were found to be altered during disease
progression have already been associated with genetic risk for AD. A comparison
was done between all 814 differentially expressed proteins and a list of AD risk
genes recently published (Hu et al., 2017). We found that 31 proteins have already
been described as AD risk loci, strengthening the validity of our data set (Figure 2B).
With the aim to better clarify the relationship between these proteins, an interactome
showing protein-protein interactions was built with String (Figure 2C). The majority of
proteins are connected, and APP appears as a central node with the highest number
of interactions. Functional enrichment analysis revealed that aerobic respiration and
synapse are enriched among these proteins. Additionally, some of these proteins are
involved in pathways related to Alzheimer’'s disease (APP, GRIN2B, GSK3[3, MT-
ATP8, MT-CYB), Parkinson’s disease (MT-ATP8, MT-CYB, MT-ND1, MT-ND4) and
Huntington’s disease (GRIN2B, MT-ATP8, MT-CYB, TFAM) (Table S3).
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Analysis of altered pathways in the medial temporal lobe during AD
progression

In order to evaluate segregation of disease stages and to observe expression
profiles, hierarchical clustering of DEPs from MTL samples (EC and PHC) was
performed. Four major protein clusters were found, which represent distinct
expression patterns (early-up, early-down, late-up and late-down) during disease
progression. The majority (>70%) of altered proteins were found down-regulated in
AD, and the late-down cluster was the largest for both areas (Figure 3). With the aim
to clarify which pathways and processes are altered during disease progression,
each cluster was further subjected to enrichment and interactome analysis.

Regarding EC, pathway analysis indicated that oxidative phosphorylation is
significantly enriched in the early-down cluster, which consist of 41 proteins. The late-
down cluster incorporate 189 proteins, among which proteins involved in translation
including ribosome subunits, and synaptic proteins are highly enriched. A greater
impairment in oxidative phosphorylation was also observed in this cluster. On the
other hand, the early-up cluster presents 24 proteins, some of which are associated
with cell-cell adhesion and astrocyte development. Only 13 proteins belong to the
late-up cluster, where regulation of gluconeogenesis and fatty-acid beta oxidation
were found as enriched processes (Figure 3, Figure S7 and Table S4).

Considering PHC, 74 proteins are present in the early-down cluster, and as it was
seen in EC oxidative phosphorylation is significantly enriched. Actin filament and
synapse-based processes are also present in this cluster. PHC late-down cluster is
composed of 133 proteins, which are related to oxidative phosphorylation, translation
and synapse. Interestingly, these processes were also found in EC late-down cluster.
PHC early-up cluster harbors 35 proteins, which are related to cell adhesion and
platelet aggregation. Late-up cluster has 53 proteins that are associated with
astrocyte development, cell adhesion, long chain fatty acid biosynthetic process and
n-acetylglucosamine biosynthetic process (Figure 3, Figure S7 and Table S5).
Remarkably, proteins involved in astrocyte development and cell adhesion were also
present in EC early-up cluster.

Analysis of altered pathways in the neocortex during AD progression
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Hierarchical clustering of DEPs from the neocortex samples was carried out as
well, and the 4 previously described expression patterns (early-up, early-down, late-
up and late-down) were also found in TC and FC (Figure 4). Similarly to MTL, down-
regulated proteins were dominant in neocortex, while the early-down cluster proved
to be the most populous. Functional enrichment and interactome analysis were
performed on each protein cluster.

Considering TC, early-down cluster has 63 proteins that are mainly involved in
synaptic processes and regulation of cytoskeleton. Late-down cluster presents 22
proteins that are related to cell adhesion processes. Early-up cluster consists of 53
proteins that are associated with lipid metabolism (lipid and cholesterol metabolic
processes), lipid transport and oxidation-reduction process. Only 13 proteins
compose TC late-up cluster, where protein kinase binding is one of the few
processes found enriched (Figure 4, Figure S8 and Table S6).

Concerning FC, early-down cluster contains 74 proteins, which are mainly
synaptic proteins. In total, 37 proteins form the late-down cluster of FC, where protein
translation was found enriched. FC early-up cluster presents 27 proteins, which are
related to acute phase response and cell adhesion mechanisms. Finally, FC late-up
cluster includes 24 proteins that are involved in platelet degranulation and protein
metabolic process (Figure 4, Figure S8 and Table S7).

Proteome profiling of healthy subjects reveals specific molecular signatures of
the MTL and neocortex

Currently, the matter of brain area vulnerability in neurodegenerative disorders is
a highly debated and unsolved question. Our goal was to identify distinctive
proteomic signatures in the brain that can be associated with the susceptibility of
some areas to present early degeneration in AD. The comparison of proteome from
healthy individuals (controls) resulted in 698 differentially expressed proteins
between the four brain areas (Table S8). Hierarchical clustering of all 698 DEPs was
performed and the resulting dendogram clearly separated MTL samples from
neocortical samples (Figure 5A). DEPs were divided into 2 major clusters: one group
of 256 proteins with higher levels in the neocortex compared to MTL (MTL-down) and

another group of 442 proteins that are more expressed in MTL (MTL-up).
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In order to clarify which pathways are more active in specific brain areas, each
cluster was subjected to enrichment analysis using DAVID (Table S9). It is
noteworthy that several overrepresented pathways in cluster MTL-up have already
known link to AD, such as energy production (oxidative phosphorylation), insulin
signaling pathway, protein translation, proteasome (Figure 5B). Long-term
potentiation is also significantly enriched in this cluster. A total of 16 ribosomal
proteins (RPL17, RPL27A, RPL36, RPL38, RPS4X, RPS16, RPL23, RPL9, RPS14,
RPS12, RPL10, RPL5, RPS10, RPS20, RPS11, RPL4) and 13 proteins from
proteasome-complex (RAD23A, UBQLN1, PSMA2, PSMD12, PSMC4, PSMEL1,
PSMC2, PSMB3, PSMD10, PSMC1, PSMB2, PSMD7, PSMD8) were found among
the proteins significantly upregulated in MTL. Additionally, a greater number of
mitochondrial proteins was recognized in cluster MTL-up (84 proteins, 19.26%)
compared to cluster MTL-down (26 proteins, 10.4%). The protein-protein interactome
that was built based on the 442 proteins up-regulated in MTL (Figure 5C), further
confirmed previous enrichment results performed with DAVID. Proteins involved in
pathways related to ribosome, oxidative phosphorylation, metabolism and AD
(including APOE) are highly enriched and form specific clusters in the network.

Regarding the cluster of proteins significantly upregulated in neocortex, some
proteins involved in proteasome regulation (negative regulation of proteasomal
ubiquitin-dependent protein catabolic process, GO:0032435), e.g. UBXN1, BAG6 and
CCAR2 are enriched in this cluster, but none of them belongs to the proteasome
complex. Proteins involved in mRNA splicing via spliceosome (HNRNPL, SRSF1,
NONO, SRSF2, SF3B1, SRSF7, ELAVL1, RBMX, YBX1) and in integrin-mediated
signaling pathway (ADAM23, LAMAS5, SEMA7A, ADAM22, ZYX, DST) are exclusively
enriched in this cluster. Cytoskeleton and synapse related proteins are

overrepresented in both clusters.

Comparative analysis with other proteomic studies in AD validate altered
proteins and reveal important pathways

With the aim to confirm the validity of our findings, we sought to compare our
full dataset of dysregulated proteins during AD progression (814 proteins in the four
brain regions) with the lists of altered proteins reported by three recently published
AD proteomic studies (Hondius et al., 2016; Seyfried et al., 2017; Zelaya et al.,
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2015). In total, 406 proteins are shared between at least two studies, 62 proteins are
common to three studies and 5 proteins were dysregulated in AD in all four studies
(Figure 6A; Table S10). An inspection of the direction of changes in protein
expression (up or down-regulated) throughout the four proteomic studies revealed
that there is a great agreement with respect to the 5 common proteins (GFAP,
ASAH1, COROI1A, PACSIN1 and TUBA4A) (Table S10, highlighted). This is
especially interesting, since the three previous works focused on different brain
regions: olfactory bulb [12], hippocampus [14] and dorsolateral prefrontal cortex [17].
To unravel the role of the conserved proteins, pathway enrichment analysis
was carried out using proteins shared between at least two studies. Only co-
regulated proteins (same direction of change in all studies) were evaluated in this
analysis. Among up-regulated proteins, the most significant functions were
extracellular matrix/cell adhesion, metabolic pathways (fatty acid beta-oxidation,
pentose-phosphate shunt, and gluconeogenesis), platelet degranulation and
astrocyte development (Figure 6B). On the other hand, down-regulated proteins are
mainly involved in transport, cytoskeleton, Wnt signaling, ephrin receptor signaling,
mitochondrial electron transport, and synaptic related processes (Figure 6B).
Remarkably, 255 proteins that showed alteration during AD in the present
study have already been described in at least one of the three previously published
works. Additionally, the majority of these proteins (201) shows co-regulation (Table
S10). With the aim to better evaluate the similarity between our results and other
proteomic studies, we compared the log2 fold changes of overlapping altered
proteins (Figure 6C). Moderate correlation (R?) was found between our results and
two other datasets (Hondius et al. and Seyfried et al.), while low correlation was
found with the study from Zelaya et al. It is important to note that, although there are
differences between the log2 fold changes of various proteins, which has an impact
on the correlation, the great majority of shared proteins are co-regulated. Overall,

these results reinforce the validity of our proteomic findings.
Discussion

Proteomic changes during AD progression show a complex scenario with a

few shared but mostly specific processes in the different brain regions
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We observed a few dysregulated proteins and pathways during AD course that
are shared between 2 or more brain regions, possibly indicating their importance in
the pathogenesis of the disease. A summary of the most important common
pathways is depicted on Figure 7A. Many proteins however were exclusively
dysregulated in specific brain areas and the majority of altered pathways during the
disease course was specific to certain brain regions. Regarding the progress of the
disease, the similarities and differences found between the individual brain regions
are most likely linked to the high degree of specialization of the brain. In accordance
with the endogenous specificities of various brain areas we hypothesize that genetic
and environmental triggers of AD affect individual brain regions differentially, and this
is reflected in the found diversity of dysregulated protein expression. In other words,
we assume that the regionally different responses to early AD triggers are the
consequences of the different proteomic background of each region. In some
regions, proteomic changes may already be observed independent of the presence
of classic pathological features of AD (e.g. tau protein aggregation). For instance,
changes of the proteome in neocortical areas were observed in early B/B stages,
suggesting that these regions have already responded to AD triggers regardless of
tau seeding. According to our proteomic data synapse loss occurred in all analyzed
regions, indicating that this process is ubiquitous in AD.

Synapse loss, translation dysregulation and oxidative phosphorylation
impairment during AD progression and their implications to disease

Processes associated with synapse were found down-regulated in AD in all four
brain areas. Synapse loss is a pathological hallmark of AD and it is an early event in
disease, occurring before neuron death (Scheff et al., 2006). Synaptic degeneration
presents the best correlation with cognitive impairment, even higher than NFT or A
plaques deposition (Terry et al.,, 1991). The alteration of synaptic proteins was
observed in both neocortical regions during early B/B stages (Tables S6, S7 and
Figures 7A, S8), which suggests that earlier events, occurring before the
accumulation of insoluble tau tangles, trigger neuron dysfunction. This is supported
by previous studies, which reported that synapse loss occurs before tangles
formation in a tauopathy mouse model (Yoshiyama et al.,, 2007) and soluble tau
causes synaptic dysfunction in an early AD model (Polydoro et al.,, 2013).
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Additionally, AB peptide has also been shown to cause synaptic degeneration (Walsh
et al., 2002).

Several proteins involved in translation were found down-regulated in AD, mostly
in 3 regions (EC, PHC, and FC). In total, 21 ribosomal subunits and 4 translation
initiation factors showed reduced levels in these regions, however in TC only 3
translational proteins were altered (1 down- and 2 up-regulated in AD). Some of the
translation regulators were altered already in early B/B stages in neocortical regions,
indicating dysregulated pathways before insoluble tau deposition. In line with our
findings several studies reported altered protein synthesis and ribosomal protein
expression in various brain regions from AD patients (Ding, 2005; Garcia-Esparcia et
al., 2017; Hernandez-Ortega et al., 2015). Previous research identified high number
of translation machinery members among A oligomers interacting partners (Virok et
al.,, 2011), and it was found that tau interactome is enriched for proteins involved in
translation and RNA processing (Gunawardana et al., 2015). Furthermore, it was
reported that tau isolated from AD patients binds to more ribosomal proteins than tau
from control subjects, and tau oligomers inhibit translation process (Meier et al.,
2016). Table S11 summarizes the 27 dysregulated translation proteins in our AD
cohort, associating our findings with literature data.

Reduced levels of oxidative phosphorylation proteins were observed during early
B/B stages in both MTL regions, with a higher number of proteins being affected
during late stages (Tables S4, S5). In both EC and PHC, subunits of all electron
transport chain complexes (I-V) were down-regulated. In contrast, in neocortical
regions only 3 oxidative phosphorylation proteins were downregulated (NDUFS6 and
COX6B1 in TC, and NDUFAG6 in FC). Hypometabolism is a known feature of AD
brains, occurring years before the onset of symptoms in AD-vulnerable regions (de
Leon et al., 2001; Mosconi et al., 2008). Previous studies with human tissue and
animal models showed that proteins involved in energy generation in mitochondria,
including mitochondrial electron transport chain subunits, are dysregulated in AD
(Liang et al.,, 2008; Shevchenko et al., 2012). Finally, a complex regulatory
mechanism underlies metabolism control, AB and tau. AB and tau have been
implicated in the impairment of oxidative phosphorylation (Rhein et al., 2009) and it
was reported that APP is able to inhibit oxidative phosphorylation independently of
AB peptide (Lopez Sanchez et al., 2017). Animal studies have demonstrated that tau
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has a new physiological function in insulin signaling regulation (Marciniak et al.,
2017), and that energy deprivation increases the translation of BACEL, resulting in
higher AB levels (O'Connor et al., 2008). Furthermore that glucose deficit induces tau

phosphorylation and aggregation in a tauopathy mouse model (Lauretti et al., 2017).

Vulnerability of brain areas to AD

An intriguing question in AD and other neurodegenerative disorders is why do
some brain regions accumulate toxic protein aggregates and degenerate first. To
gain potential insights into this, we analyzed proteomic differences between EC,
PHC, TC and FC in healthy control subjects.

Hierarchical clustering resulted in a clear segregation of MTL and neocortex
samples (Figure 5A) that is consistent with the anatomical and functional differences
of these regions. The MTL is involved primarily in memory functions (Squire et al.,
2004), while the neocortex is rather related to cognitive processes (Rakic, 2009).
MTL has high energy demands due to increased synaptic plasticity (memory
formation and storage) and the presence of large neurons (Mosconi, 2013), which is
in line with our results that metabolism-related pathways (metabolic pathways,
oxidative phosphorylation, insulin signaling) and mitochondrial proteins were highly
overrepresented in the cluster of proteins with augmented levels in MTL. Translation
and proteasome pathways were also significantly enriched in MTL, indicating an
accelerated proteostasis; as well as long-term potentiation that is consistent with EC
and PHC involvement in memory formation (Figure 5B). Interestingly, Alzheimer’s
disease KEGG pathway was also found enriched in the cluster of proteins
overexpressed in MTL (23 proteins, p-value= 1.41e-7).

Remarkably, one of these AD proteins was APOE, the major genetic risk factor for
late-onset AD (Corder et al., 1993). APOE level was significantly higher in PHC
compared to both neocortical regions. Although it was not significant, APOE showed
considerably higher expression in EC compared to the neocortex. In addition, no
significant difference for APOE level was found between PHC and EC. A previous
work reporting that APOE mRNA level is augmented in EC compared to other brain
areas (Liang et al., 2007) also strengthens our assumption that the MTL expresses
APOE in higher level. Further studies are required to confirm this. Recent studies
elucidated the missing link between APOE, A and tau, since it has been shown that
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APOE ¢4 allele mediates and exacerbates tau toxic effects (Shi et al., 2017) and
APOE mediates APP transcriptional regulation in such a way that APOE ¢4
presenting the highest induction of APP expression and APOE €2 the lowest (Huang
et al., 2017). Accordingly, APOE ¢4 represents an increased risk for AD, while APOE
€2 is protective against AD (Yu et al., 2014). APOE plays a role in metabolism
regulation and it is known that APOE isoforms differently regulate glucose pathways
(Keeney et al., 2015). It has been previously shown that APOE ¢4 decreases the
levels of mitochondrial respiratory complexes, further linking APOE to mitochondrial
metabolism (Chen et al., 2011). In addition, APOE has transcriptional factor activity
as it binds to the promoter of genes related to trophic support, programmed cell
death, microtubule disassembly, synaptic function, aging and insulin resistance
(Theendakara et al., 2016).

Considering the increased APOE level in MTL, the relevance of metabolic control
in this region, as well as the relationship between APOE, AB and tau, we summarize
how differences in APOE expression could be related to MTL vulnerability to AD
(Figure 7B). We believe that 1) the proteomic background, including higher APOE
level together with 2) the high energy demand of MTL, impaired early in AD, make
this region more susceptible to early triggers of AD. A previous work described
correlation between AD histopathological staging and the expression pattern of
proteins that co-aggregate with plaques and tangles, as well as proteins involved in
AB and tau homeostasis (Freer et al., 2016). These observations collectively suggest
that a sum of factors might account for brain region vulnerability to AD and the whole
picture needs to be elucidated.

Comparison of proteomic studies in AD reveals overlapping proteins and
pathways

A recent review about proteomic studies in AD reported low reproducibility
between distinct works (Moya-Alvarado et al., 2016). However, we compared three
proteomic datasets with the results reported in the present work, and 406 overlapping
DEPs between at least two studies were identified. Strikingly, the great majority of
shared proteins between our work and the other datasets were co-regulated. This
shows that there is a certain degree of overlap between these proteomic studies, and
most probably, this overlap indicates important proteins to AD pathology. A recent
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work that compared the results from three transcriptomic studies on human
hippocampus in AD (Hargis and Blalock, 2017), revealed that the overlapping up-
and down-regulated genes are involved mainly in cell adhesion and platelet
aggregation, and in energy metabolism and synaptic processes, respectively. This is
in great accordance with the results we got for the overlapping proteins between
proteomic studies in AD (Figure 6B), where cell adhesion and platelet aggregation
were enriched for up-regulated proteins, and mitochondrial electron transport,
cytoskeleton and synaptic related processes were enriched for down-regulated
proteins. This further strengthens the view that there are key proteins and pathways
commonly identified by distinct transcriptomic/proteomic studies which are of

importance to AD etiology.

Conclusions

To the best of our knowledge this work provides the first description of the
proteomic changes during AD progression in brain regions early and late affected by
tau pathology. We identified peculiar mechanisms to each region, but also found
processes that are shared between regions possibly representing fundamental
features involved in disease etiology. Based on the different proteomic signatures of
MTL and neocortex, we contextualized brain region vulnerability to AD with the
current AB/tau paradigm. In summary, this work provides insights into how distinct
brain regions behave in health and during the course of AD. The results found
strengthen the view that the series of events leading to AD should be investigated at
the whole brain level, since the inherent characteristics of each brain region might be
related to specific molecular alterations during disease. Future studies spanning
more areas are needed to better clarify the cascade of events involved in AD and

why particular brain regions are affected first by certain neurodegenerative diseases.
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Table 1. Differentially expressed proteins (DEPs) during AD progression that are shared

between brain regions. Green color indicates down-regulated, red color indicates up-regulated
genes.
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Figure 1. Graphical illustration of the study design. Two approaches were employed in the study:
1) comparative proteome profiling during disease progression to unravel altered proteins/pathways in
different brain regions and 2) comparative proteome profiling of different brain regions in healthy

subjects to investigate brain region vulnerability to AD.
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Figure 2. Proteins differentially expressed during AD progression. A) Hierarchical clustering of 16
proteins that are altered in 3 brain regions. Proteins labeled in red: up-regulated during AD course;
proteins labeled in green: down-regulated during AD course. B) Venn diagram showing the overlap of
AD risk loci with DEPs found in each brain region. C) Protein interactome of DEPs described as AD
risk genes. Node size is proportional to the number of edges.
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Figure 3. Hierarchical clustering and functional enrichment analysis of DEPs in the MTL during
AD progression. A) Heat map built with DEPs found in EC. B) Heat map built with DEPs found in
PHC. C) Clusters representing the four typical expression profiles are colored accordingly to the heat

map. The most significant pathways and biological processes (4-10) are listed for each expression
profile.
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Figure 4. Hierarchical clustering and functional enrichment analysis of DEPs in the neocortex
during AD progression. A) Heat map built with DEPs found in TC. B) Heat map built with DEPs
found in FC. C) Clusters representing the four typical expression profiles are colored accordingly to

the heat map. The most significant pathways and biological processes (4-10) are listed for each
expression profile.
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Figure 5. Hierarchical clustering, pathway and interactome analysis of DEPs between brain
regions in healthy subjects. A) Heat map built with DEPs between brain regions. B) Top 15
pathways enriched for proteins up-regulated in MTL. C) Protein-protein interactome for proteins

present in cluster MTL-up.
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Figure 6. Comparison of the altered proteins with independent AD proteomic datasets. A) Venn
diagram showing the overlap of DEPs between the present work and three other proteomic studies. B)
Change in abundance of 5 proteins altered in all four AD proteomic studies shows an overall
agreement. C) Gene ontology enrichment analysis for overlapping proteins between at least two
proteomic studies. D-F) Log2 fold change for shared proteins between the current work and other
proteomic studies; the general correlation is shown (R?); black circles indicate the minority of proteins

that are contra-regulated.
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Figure 7. Summary of the most important common pathways between different brain areas and
possible consequences of increased APOE levels in the MTL. A) Pathways that were found down-
regulated during AD progression in two or more brain regions. B) Scheme showing how differences in
APOE expression could be related to MTL vulnerability to AD 1) APOE stimulates APP transcription
and tau phosphorylation; 2) APOE plays a role in metabolism regulation; 3) APP inhibits oxidative
phosphorylation; 4) tau regulates insulin signaling; 5) hypometabolism increases AB levels and tau
phosphorylation. Two additive effects, among others, would be involved in MTL vulnerability to AD.
The endogenous proteomic background of MTL, specially its higher APOE level, might confer
susceptibility to early triggers of AD (AR, tau, others); and the high energy demands of MTL, which is

impaired early in disease course, make this region more vulnerable to the toxic effects of Ap and tau.
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Supplementary Figures and Tables:

(A)

(B)
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Figure S1. Reproducibility of the FASP digestion. Multi scatter plots show Pearson correlation
(blue numbers) between samples. Red squares indicate scatter plots of technical replicates. (A) EC;
(B) PHC; (C) TC; (D) FC.
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Figure S2. Proteome coverage for each brain region. Venn diagrams show the number of protein
groups identified in Controls, B/B I-Ill and B/B IV-VI for each brain region. (A) EC; (B) PHC; (C) TC;
(D) FC.
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Figure S3. GOCC enrichment for the total proteome. Histogram shows the top 11 GOCC

categories (lowest p value) enriched for the total proteome of each brain region.
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Figure S4. Proteins altered during AD progression. Venn diagrams indicate the number of DEPs
found in Early B/B and Late B/B per brain region. (A) EC, (B) PHC, (C) TC, (D) FC. Red indicates up-

regulated proteins and green indicates down-regulated proteins.
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Figure S5. Overlap of DEPs between the 4 brain regions in each disease stage. (A) Proteins
down-regulated during early B/B stages; (B) Proteins down-regulated during late B/B stages; (C)
Proteins up-regulated during early B/B stages; (D) Proteins up-regulated during late B/B stages.
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Figure S6. Overlap of DEPs between the 4 brain regions. Blue circles indicate 16 overlapping
proteins between three brain regions.
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Figure S7. Pathway and interactome analysis of altered proteins during AD in MTL. (A) EC early
down and late down clusters. (B) EC early up and late up clusters. (C) PHC early down and late down
clusters. (D) PHC early up and late up clusters.
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Figure S8. Pathway and interactome analysis of altered proteins during AD in the neocortex.
(A) TC early down and late down clusters. (B) TC early up and late up clusters. (C) FC early down and
late down clusters. (D) FC early up and late up clusters.

93



Supplementary Table 1A. Sample cohort summary

B/Bstages |Entorhinal cortex | Parahippocampal cortex |Frontal cortex | Temporal cortex
Control 7 11 7 7
B/B I-ll 10 9 9 11
B/B IV-VI 6 5 10 11
Total 23 25 26 29

Supplementary Table 1B

. Sample characteristics
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Patient

Disease category Gender | Age | Post mortem interval
number
1 B/B I-I. male | 65 2h
2 B/B I-II. male | 68 2,5h
3 B/B I-II. female| 80 2h
4 B/B II. male | 83 3,5h
5 B/B Il male | 62 5,5 h
6 B/B Il female| 93 6,5 h
7 B/B II. female| 72 45h
8 B/B I-II. male | 67 5h
9 B/B Il male | 64 10 h
10 B/B Il male | 80 5,5 h
11 B/B Il male | 80 45h
12 B/B Il male | 80 6h
13 B/B Il female| 91 4h
14 B/B Il female| 94 4h
15 B/B IV. female| 79 6h
16 B/B IV. male | 90 5h
17 B/B IV. male | 79 6h
18 B/BV female| 72 4h
19 B/B VI. female| 65 5h
20 B/B V-VI. female| 89 2h
21 B/B VI. female| 86 45h
22 B/B VI. male | 83 6h
23 B/B V-VI. female| 93 5,5h
24 B/B V-VI. male | 84 6,5 h
25 B/B V-VI. female| 87 6h
26 B/B VI. female| 86 4h
27 B/B VI. female| 78 5h
28 B/B VI. female| 77 5h
29 control male | 47 2h
30 control male | 56 2h
31 control male | 50 2h
32 control male | 64 4h
33 control male | 75 5h
34 control female| 44 5h
35 control male | 52 2,5h
36 control male | 54 2h
37 control male | 61 8h
38 control male | 79 2h
39 control female| 70 7h
40 control female| 75 10 h
41 control male | 75 8h
42 control female| 85 8h
43 control female| 78 4h

Additional files

1. SupplementaryFigures.docx Figure S1. Reproducibility of the FASP

digestion; Figure S2. Proteome coverage for each brain region; Figure S3.

GOCC enrichment for the total proteome; Figure S4. Proteins altered during
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AD progression; Figure S5. Overlap of DEPs between the 4 brain regions in
each disease stage; Figure S6. Overlap of DEPs between the 4 brain regions;
Figure S7. Pathway and interactome analysis of DEPs during AD in MTL,;
Figure S8. Pathway and interactome analysis of DEPs during AD in
neocortex.

. Table S1.xIsx Characteristics of patient cohort.

. Table S2.xIsx Proteins differentially expressed during AD progression in 4
brain regions.

. Table S3.xIsx Enrichment analysis of the 31 AD risk genes.

. Table S4.xIsx Enrichment analysis of DEPs from EC.

. Table S5.xIsx Enrichment analysis of DEPs from PHC.

. Table S6.xIsx Enrichment analysis of DEPs from TC.

. Table S7.xIsx Enrichment analysis of DEPs from FC.

. Table S8.xIsx Differentially expressed proteins between the four brain areas

in healthy individuals.

10.Table S9.xlsx Enrichment analysis of the proteins significantly enriched in

MTL (MTL-up cluster).

11.Table S10.xIsx Comparison of DEPs from the current study with three

independent proteomic studies in AD.

12. TableS11.xIsx Summary of the 27 dysregulated translation proteins in the

four analyzed brain areas from our AD cohort, and from literature data.
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6 Conclusodes

Apesar da extensa literatura sobre protedbmica de DA, este € o primeiro
trabalho a efetuar uma comparacdo das alteracbes no proteoma de regides
cerebrais afetadas precoce (MTL) e tardiamente (neocértex) pela patologia de tau
durante a progressdo da DA. Assim, este trabalho apresenta dois aspectos
diferenciais: (1) trata-se de uma analise espacial (regides) e temporal (estagios B/B)
do proteoma cerebral na DA; (2) o proteoma das regibes cerebrais também foi
analisado em estado fisiologico (controles). O primeiro aspecto gerou informacdes
sobre como o proteoma de regifes cerebrais distintas € afetado durante a DA. A
este respeito, foi observado um cenario complexo onde a maior parte das proteinas
e vias desreguladas na DA é regido-especifica. Contudo, existe de fato uma
sobreposicao entre as regides, tanto a nivel de proteinas alteradas (133 proteinas
compartilhadas entre 2 ou mais regifes, e 16 proteinas entre 3 regides cerebrais)
como a nivel de vias alteradas (repressado de vias sinapticas em todas as regides,
desregulacdo de traducdo proteica em 3 regibes e repressdo da fosforilagédo
oxidativa majoritariamente nas regiées do MTL). N6s acreditamos que estas
proteinas e vias comuns possivelmente representem elementos-chave na etiologia
da doenca. A segunda andlise efetuada neste trabalho (protedmica diferencial de
regides em controles) permitiu uma melhor compreensao sobre como caracteristicas
enddgenas de regides vulneraveis a DA (MTL) estariam relacionadas a uma maior
susceptibilidade destas regides a doenca. A andlise protedbmica revelou altas taxas
metabdlicas e maior expressao de proteinas relacionadas a DA em regides cerebrais
vulneraveis a doencga, incluindo APOE, o maior fator de risco genético para a DA.
Levando-se em consideracao estes dados, discutimos neste trabalho o fato de que o
proteoma do MTL em estado fisioldgico parece tornar esta regido naturalmente mais

susceptivel aos gatilhos toxicos de tau e AB.

Um fato adicional abordado neste estudo foi a realizagdo de uma analise
comparativa dos dados aqui obtidos com 3 trabalhos de protedbmica de Alzheimer
previamente publicados. Foi identificada uma certa reprodutibilidade entre estudos,
uma vez que 406 proteinas sdo compartilhadas entre 2 ou mais trabalhos, dentre as
quais a maioria € co-regulada. Uma vez que estes estudos foram efetuados em
regides cerebrais distintas, este achado fortalece a visdo da existéncia de proteinas-

chave na DA as quais sao importantes para a etiologia da doenca mesmo em
97



diferentes regides. Além disso, reforgca o emprego da protedmica por espectrometria
de massas como método analitico no estudo da DA.

Em sintese, este trabalho reforca a importancia da investigacdo da DA a nivel
de diferentes regides cerebrais a fim de identificar-se fatores peculiares a cada
regido (e possivelmente relacionados a vulnerabilidade & doenga) e mecanismos
compartilhados entre regides os quais potencialmente sdo elementos centrais na
etiologia da DA. Considerando-se que a DA progride ao longo de anos, é também
imprescindivel a investigacdo das alteracbes moleculares durante a progressado da
doenca. Estudos futuros abrangendo um maior nimero de regibes cerebrais e
amostras sao necessarios para compreender-se completamente como o proteoma
de areas cerebrais distintas € afetado pela DA e como o background molecular
enddgeno de regibes afetadas precocemente pela doenca esta relacionado a
vulnerabilidade a DA.
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