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“A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensar,
ndo seremos capazes de resolver os problemas causados

pela forma como nos acostumamos a ver o mundo”.

Albert Einstein
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RESUMO

A hiperglicemia cronica caracteristica do Diabetes Mellitus (DM)
predispde ao desenvolvimento de vasculopatias, tanto em tecidos
periféricos - cuja fisiopatologia encontra-se parcialmente elucidada -
quanto no sistema nervoso central (SNC) — onde ainda esta ¢ menos
entendida. Neste contexto, estudos vem sugerindo que a hiperglicemia
persistente predispde e favorece a progressdo de processos
neurodegenerativos. Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a
predisposi¢do ao desenvolvimento de doengas neurodegenerativas e/ou
neurolégicas, em particular a Doenca de Parkinson (DP), durante o
estado hiperglicémico cronico. A condicdo experimental de
hiperglicemia cronica foi induzida pela administragdo de uma unica
dose de estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg; intraperitonealmente) em
ratos Wistar adultos onde foram investigados parametros de
bioenergética, estresse oxidativo, neurotoxicidade e comportamentais
apos 10 e/ou 60 dias de tratamento (Grupo STZ). Com o intuito de
normalizar a glicemia, alguns animais receberam insulina
subcutaneamente (1,5 UI de Novolin®N humana; Novo Nordisk
Laboratories; duas vezes ao dia; Grupo STZ+INS). Foi observado que a
hiperglicemia crénica causou uma desregulacdo bioenergética tanto
central quanto periférica, caracterizada pela inibi¢do da atividade dos
complexos I, II e IV da cadeia respiratoria e aumento na atividade da
creatinaquinase (CK), total e mitocondrial, em animais que
permaneceram hiperglic€micos por 60 dias. Além disso, esta condigéo
metabdlica provocou estresse oxidativo observado pela diminuigdo
significativa nas concentragdes de grupamentos tiolicos, aumento na
peroxidacdo lipidica no plasma e ainda diminuic¢do da molécula
antioxidante BH4 no liquor destes animais. A persistente hiperglicemia
também induziu apoptose e o acimulo de proteinas oxidadas (AGEs)
pelo aldeido reativo metilglioxal (MG) - composto formado durante
condigdes de hiperglicemia, sendo considerado o principal formador de
AGEs - em cortex cerebral de animais hiperglicémicos. Além disso,
estas alteragdes metabolicas ocorreram juntamente com alteracdes
epigenéticas caracterizadas por mudangas nos padrdes de metilacdo do
DNA e concomitantemente com déficit cognitivo, evidenciado
principalmente por prejuizos na consolidacdo da memoria de curto e
longo prazo. Ainda, a normalizagdo das concentragdes de glicose através
da administracdo de insulina preveniu as alteracdes metabolicas,
epigenéticas e  comportamentais  observadas nos  animais
hiperglicémicos. No que se refere ao efeito especifico do MG, foi



observado um aumento significativo no consumo de oxigénio no estado
IV de respiragdo mitocondrial e um marcado aumento na producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) extramitocondrial em células
precursoras de hipocampo (H19-7), indicando que este composto pode
estar relacionado com as alteragdes encontradas no modelo animal. Por
outro lado, as adaptagdes no metabolismo energético observadas no
modelo animal de hiperglicemia, também foram observadas em
amostras de individuos afetados por DM do tipo 1 e por DP. Ainda,
nestes pacientes também foi observado um marcado aumento nas
concentragdes de neopterina plasmatica, parametro que indica de forma
sensivel a ativacdo do sistema imunoldgico. Por fim, este estudo
também focou no efeito da modulacdo da via metabolica da BH4 como
ferramenta para reduzir a hipersensibilidade a nocicepg¢do, em um
modelo animal de dor neuropatica, onde foi observado que a inibi¢do da
enzima que participa da sintese da BH4, a sepiapterina redutase (SR),
induz analgesia. Em conclusdo, pode-se propor que os oxidantes MG
e/ou AGEs formados durante a hiperglicemia cronica decorrente do DM
estariam envolvidos nas alteragdes bioquimicas e moleculares
observadas nas células do SNC e predispondo ao comprometimento
cognitivo observado neste estudo, proporcionando um cenario propicio
para a instalagdo e o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas
e/ou neuroldgicas, em particular a DP, e/ou predispor a nocicepg¢ao.

Palavras-chave: hiperglicemia, metilglioxal, doengas
neurodegenerativas, metabolismo energético, creatinaquinase, disfun¢io
mitocondrial, epigenética.



ABSTRACT

Chronic hyperglycemia characteristic of Diabetes Mellitus (DM)
predisposes to the development of vasculopathies, both in peripheral
tissues, where the pathophysiology is partially elucidated, and also in the
central nervous system (CNS), where it is even less understood. In this
context, studies have suggested that the persistent hyperglycemia
predisposes and promotes the progression of neurodegenerative
processes. This study aimed to evaluate the predisposition to the
development of neurodegenerative and/or neurological diseases, in
particular Parkinson's disease (PD) during the chronic hyperglycemic
state characteristic of DM. Chronic hyperglycemia was induced by the
administration of a single dose of streptozotocin (STZ; 55 mg/kg,
intraperitoneally) in adult rats, and parameters of bioenergetics,
oxidative stress, neurotoxicity, epigenetics and  behavior were
investigated after 10 and/or 60 days of persistent hyperglycemia (STZ
group). Some animals received insulin subcutaneously (1.5 TU of human
Novolin®N, Novo Nordisk Laboratories; twice daily, STZ + INS Group)
in order to normalize the glycemia. It was observed that chronic
hyperglycemia (STZ Group) caused a marked bioenergetic impairment
in the central nervous system (CNS), as well as in peripheral tissues,
characterized by inhibition of the activities of complexes I, Il and IV of
the respiratory chain and by an increase in the activity of total and
mitochondrial creatine kinase (CK). Furthermore, this metabolic
condition elicited oxidative stress observed by a significant decrease in
the plasma thiol groups levels, an increase in plasma lipid peroxidation
and also a reduction of BH4 levels in cerebrospinal fluid. Persistent
hyperglycemia also induced apoptosis and the accumulation of oxidized
proteins (AGEs) by the reactive aldehyde methylglyoxal (MG) -
compound formed during hyperglycemic conditions and the main
generator of AGEs - in cerebral cortex of hyperglycemic animals. In
addition, these metabolic changes occurred in parallel with epigenetic
alterations and cognitive impairment, characterized by changes in the
patter of DNA methylation and by compromised consolidation of short-
and long-term memories. Moreover, these changes were prevented by
the administration of INS. Regarding to the specific effect of MG, it was
observed a significant increase in oxygen consumption in the state IV of
mitochondrial respiration and also a marked increase in reactive oxygen
species (ROS) production in the H19-7 cell line. Moreover, the
metabolic adaptations observed in the animal model of hyperglycemia
were also confirmed in samples derived from individuals affected with



type 1 DM and/or PD. Additionally, it was also observed a significant
increase in plasma neopterin levels, a parameter which indicates
activation of the immune system. Finally, this study also focused on the
effect of modulating BH4 metabolic pathway as a tool to reduce the
perception of pain hypersensitivity in an animal model of neuropathic
pain. Here, it was observed that the inhibition of sepiapterin reductase
(SR), induces analgesia. In conclusion, it can be proposed that the
oxidizing MG and/or AGEs formed during chronic hyperglycemia
resulting from the DM would be involved in the biochemical changes
observed in the CNS cells and predispose to the cognitive impairment
observed in this study, providing a suitable scenario for the installation
and development of neurodegenerative and/or neurological diseases, in
particular PD and/or predispose to nociception.

Keywords: hyperglycemia, methylglioxal, neurodegenerative disease,
energy metabolism, creatine kinase, mitochondrial dysfunction,
epigenetic.
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1 INTRODUCAO
1.1 DIABETES MELLITUS

O Diabetes Mellitus (DM) ¢ uma sindrome metabdlica de
etiologia multipla caracterizada por um estado de hiperglicemia
persistente decorrente da falta de insulina e/ou da incapacidade da
insulina em exercer adequadamente seus efeitos (Han et al., 2007,
Malecki e Skupien, 2008).

A populagdo diabética e a prevaléncia desta doenga vem
aumentando exponencialmente em varios paises (387 milhdes em todo o
mundo), particularmente naqueles em desenvolvimento, representando
um importante problema de satde publica. No Brasil, 8,6% da
populacdo padece a doenga ¢ ha um aumento de acordo com a faixa
etaria, sendo que 21,6% dos brasileiros com mais de 65 anos possuem a
doenga. O ntimero de brasileiros com diabetes em 2000 era de 4,6
milhdes e a estimativa era que em 2030 este numero ultrapassasse 11
milhdes. No entanto, estas proje¢des ja foram ultrapassadas, haja vista
que em dezembro de 2014 o numero de diabéticos no Brasil foi
estimado em aproximadamente 11,6 milhdes (IDF, 2014).

De acordo com o comité executivo para diagnostico e
classificacdo do DM da “American Diabetes Association” (ADA, 2012)
e o Consenso Brasileiro sobre Diabetes (2002), a sindrome pode surgir
de forma secundéria a alguma doenca que provoque a destrui¢do das
ilhotas pancreaticas, como por exemplo, tumores, patologias enddcrinas,
defeitos genéticos e funcionais das células f ou na acdo da insulina. No
entanto, as formas mais comuns de DM resultam de altera¢des primarias
no sistema sinalizador deste hormonio. Tais alteraces podem ser
classificadas em duas categorias: DM1 e DM2.

O DM2 ¢ a forma mais frequente que afeta aproximadamente
90% da populagdo diabética. Esta condigdo ¢ caracterizada por ser um
distirbio multifatorial, incluindo fatores genéticos e ambientais, e que
geralmente resulta de graus variaveis de resisténcia tecidual a insulina e
de uma deficiéncia relativa na secre¢do do hormonio pelas células 8
(Malecki e Klupa, 2005). Esta forma é observada em adultos e os niveis
de glicemia, na maioria dos casos, podem ser controlados através de
dieta apropriada e agentes antidiabéticos orais (Kowluru e Odenbach,
2004; Morini et al., 2004).

O DMI1 manifesta-se geralmente durante a infancia e
caracteriza-se por uma severa ou total auséncia de insulina, a que esta
comumente associada a processos autoimunes que afetam a
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funcionalidade das células B do pancreas (Atkinson e Eisenbarth, 2001;
Malecki e Klupa, 2005). Tem sido sugerido que o carater hereditario do
DM do tipo 1 esta relacionado com a expressdo de genes reguladores da
producdo de anticorpos contra células B pancreaticas (Moore et al.,
2009).

A maior morbidade e mortalidade associadas ao DM devem-se
ao desenvolvimento de micro ¢ macro vasculopatias (Winer e Sowers,
2004). As complica¢des microvasculares incluem retinopatia, nefropatia
e neuropatia central e periférica, as quais predispdem as complicagdes
macrovasculares, como doenca coronaria, doenga vascular periférica,
infarto e amputacdes de membros inferiores (Brownlee, 2001; Zimmet
et al., 2001; Wirostko et al., 2008). Estas complicagdes vasculares
permanecem na maioria dos pacientes com DM, e sua prevaléncia varia
de 10% a 50%, um ano ou 25 anos apds o diagnostico de DM, ainda em
pacientes onde as concentracdes de glicose sanguinea foram
rigorosamente controladas (The Diabetes Control and Complications
Trial Research Group, 1993; The Action to Control Cardiovascular Risk
in Diabetes Study Group, 2008; The Advance Collaborative Group,
2008). Neste cenario, surge o conceito de “memoria metabdlica”, onde a
hiperglicemia, como consequéncia da falha de sinaliza¢do da insulina,
induziria efeitos deletérios de longa duragdo, os quais ndo podem ser
revertidos a menos que o controle glicEémico seja iniciado nos estagios
mais precoces da doenga (Nathan et al., 2005; Ceriello et al., 2009).

1.2 HORMONIO INSULINA
1.2.1 Sintese de insulina pelo pancreas endécrino

A sintese de insulina ocorre nas células B das ilhotas de
Langerhans do pancreas, o qual ¢ um 6rgdo que possui tanto funcdo
exocrina, por secretar 0 suco pancredtico que contém enzimas
digestivas, quanto enddcrina, por produzir além do hormdnio insulina, o
glucagon e a somatostatina. As ilhotas s3o compostas principalmente
por quatro tipos celulares: as B que constituem cerca de 60% de todas as
células, situam-se principalmente no nucleo das ilhotas e secretam
insulina; as células o que correspondem cerca de 25% do total das
células pancreaticas e secretam glucagon; as & que constituem cerca de
10% do total e que secretam somatostatina; € em menor proporg¢ao as
células PP, produtoras de polipeptideo pancreatico (Figura 1). A relagdo
entre estes diferentes tipos celulares permite o controle direto da
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secre¢do de alguns dos hormodnios pelos demais hormonios. Por
exemplo, a insulina inibe a secrecdo de glucagon, enquanto que a
somatostatina inibe a secre¢do de insulina e glucagon (Nelson e Cox,
2004; Guyton, 2006).

Nas células B, a insulina ¢ produzida na forma de pré-pro-
insulina no reticulo endoplasmatico rugoso, e estocada em vesiculas na
forma de pro-insulina pelo complexo de Golgi. Apds estimulo, a pro-
insulina é convertida por proteases a insulina madura e peptideo C, os
quais sdo liberados na corrente sanguinea. O peptideo C € liberado em
quantidades equimolares a insulina madura, desta forma ¢ um excelente
indicador da producdo enddgena de insulina, principalmente em
individuos que se encontram sob terapia exégena com o hormonio.

Pancreas

Célulaa
(glucagon)

Célula B

Vasos sl (insulina)

sanguineos

Célula &

Célula PP (somatostatina)

(peptideo pancreatico)

Figura 1. Esquema ilustrativo das células das ilhotas de Langerhans. As ilhotas
de Langerhans sdo compostas por quatro tipos celulares, as B que secretam insulina,
as o que secretam glucagon, as 6 que secretam somatostatina ¢ as PP que sdo
produtoras do polipeptideo pancreatico (Adaptado de Lehninger et al., 2004).

1.2.2 Secrecao de insulina

A secregdo de insulina é estimulada por substratos energéticos
metabolizdveis pela célula B pancreatica, sendo a glicose o mais
importante. A glicose ¢ transportada para dentro da célula § através de



32

uma proteina integral de membrana denominada GLUT2, a qual
também esta presente em outros tecidos como rins, figado e intestino.
Apbs sua entrada na célula, a glicose ¢ fosforilada em glicose-6-fosfato
dando inicio a via glicolitica para subsequente geracdo de ATP. O
aumento nas concentragdes intracelulares de ATP, tornando elevada a
relacdo ATP/ADP, fecha os canais de potassio controlados por ATP
provocando a despolarizacdo da membrana plasmatica. Este evento
promove a abertura de canais dependentes de voltagem facilitando a
entrada de fons Ca’" que ativam a migragio de vesiculas contendo
insulina para a membrana plasmatica para posterior extrusdo do seu
conteudo (Oosawa et al., 1992; Rorsman e Renstrom, 2003; Marchetti et
al., 2008) (Figura 2).

Canais de
potassio
sensiveis ao ATP

Captacdo de =
glicose

* «  Viaglicolitica,
. Respiragio
.

Glicocinase

Liberacdo e ©
de insulina

Canais de célcio
voltagem dependentes o 9

Insulina armazenada
em vesiculas

Figura 2. Secrecio de insulina pelas células B pancreaticas. A glicose ¢
transportada para o interior da célula B através do GLUT2. Posteriormente ¢
fosforilada, dando inicio a via glicolitica com subsequente geragdo de ATP. O
aumento nas concentragdes intracelulares de ATP bloqueia os canais de potassio e
provoca a despolarizagio da membrana, promovendo a entrada de fons Ca®’. Este
processo estimula a migra¢do dos granulos que contem insulina para a membrana
plasmatica para extrusio de seu contetido (Adaptado de
http://ciitn.missouri.edu/cgibin/pub_view_project_ind.cgi?g num=11&c_id=200700
9). Consultado em 20 de outubro de 2014.
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1.2.3 Efeitos celulares desencadeados pela insulina

A insulina promove um estado anabolico por conduzir o
metabolismo em direcdo ao armazenamento de carboidratos, lipideos e a
sintese de proteinas. Seus trés principais tecidos alvo sdo o hepatico,
muscular e adiposo. No figado, a insulina estimula tanto a glicolise
quanto a sintese de glicogénio. Ao mesmo tempo, ela suprime a lipdlise
e promove a sintese de acidos graxos de cadeia longa (lipogénese). Os
lipideos sdo empacotados nas lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL), que sdo secretadas para o sangue. Nos tecidos periféricos, a
insulina induz a lipoproteina lipase, uma enzima que libera
triacilglicerol tanto de VLDL hepatica quanto de quilomicrons da dieta,
a partir da hidrdlise destes em glicerol e acidos graxos. No tecido
adiposo, este horménio também estimula a sintese de triacilglicerol a
partir de glicerol-3-fosfato e acidos graxos. No musculo, a insulina
estimula o transporte de glicose, o metabolismo de glicose e a sintese de
glicogénio. Ainda, este hormodnio aumenta a captagdo celular de
aminoacidos, estimula a sintese de proteinas e inibe a degradacdo destas
(Baynes e Dominiczak, 2007).

Os efeitos celulares anabolicos acima descritos da insulina s@o
desencadeados através da sua interagdo com receptores especificos
localizados na superficie celular. O receptor de insulina esta presente em
praticamente todos os tecidos dos mamiferos, mas suas concentragdes
variam desde 40 receptores nos eritrocitos circulantes até mais de
200.000 nas células adiposas e hepaticas (White e Kahn, 1994). A
sinalizagdo intracelular da insulina inicia através da interagdo da mesma
com seu receptor especifico de membrana, o receptor de insulina. O
receptor da insulina ¢ uma proteina heterotetramérica com atividade
tirosina quinase, composta por duas subunidades a e duas subunidades 3
ligadas por pontes dissulfeto (Figura 3). A subunidade a ¢ extracelular e
possui o sitio de ligacdo da insulina, enquanto que a subunidade § ¢ uma
proteina transmembrana com atividade de tirosina quinase, a qual ¢
ativada pela interagdo da insulina com o receptor (Saltiel e Kahn, 2001;
Nelson e Cox, 2004).

O receptor de insulina uma vez ativado por autofosforilagédo
forsforila diversos substratos intracelulares, entre eles as proteinas
conhecidas como substratos do receptor de insulina (IRSs), resultando
na translocagdo destes desde o citosol para a membrana plasmatica. A
fosforilacdo dos IRSs provoca a ativagdo da fosfatidilinositol 3-quinase
(PI3K) e proteina quinase serina-treonina (Akt), entre outras (Prada et
al., 2005). A ativagdo da PI3K estd relacionada com o transporte de
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glicose, via glicolitica, sintese de glicogénio e sintese de proteinas,
enquanto que a Akt estd associada a proliferacdo e diferenciacao celular
(Combettes-Souverain e Issad, 1998).

Receptor
de insulina

..................................

......................................

(proteina cinase

® P dependente
/ PI3K 3 de PIP,)
Transporte de glicose QM; ADP ‘«,’,)
Akt

Via glicolitica Akt ativada
Sintese de glicogénio v

Sintese de proteinas Proliferagdo e
diferenciagdo celular

Figura 3. Processos induzidos pela sinaliza¢do intracelular da insulina. A
insulina se liga na subunidade o do receptor de insulina. Esta interagdo provoca a
fosforilagdo da subunidade B, a qual possui atividade intrinseca de tirosina quinase.
Desta forma, ocorre a fosforilagdo dos substratos do receptor de insulina, os quais
ativam algumas vias de sinalizagdo, incluindo a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e
proteina quinase serina-treonina (Akt) (Adaptado de Berg et al., 2007).

13 ALTERACOES MOLECULARES E BIOQUIMICAS
CAUSADAS PELA HIPERGLICEMIA

A hiperglicemia persistente do DM parece contribuir para o
desenvolvimento das complicagdes vasculares através de quatro
mecanismos moleculares principais, incluindo o aumento do fluxo da
via do poliol, aumento do fluxo da via das hexosaminas, ativagdo da
proteina quinase dependente de Ca”” (PKC) e aumento na concentragio
de proteinas glicadas de forma ndo enzimatica (AGEs). Estas
modificacdes metabdlicas culminam com a producdo de espécies
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reativas, oxidacdo de proteinas, inativacdo de enzimas citosélicas e
mitocondriais, altera¢des no sistema de defesa antioxidante, disfungdo
mitocondrial, entre outros (Mukherjee et al., 1998; Rosen et al., 2001;
Folmer et al., 2002; Brownlee, 2005).

1.3.1 Aumento do fluxo da via do poliol

Em condig¢des de hiperglicemia, onde ocorre um aumento nas
concentra¢des de glicose intracelular em células que ndo dependem da
insulina para a captagdo de glicose, a enzima aldose redutase pode
formar sorbitol a partir da glicose, com a utilizagdo de NADPH como
cofator (Figura 4). O sorbitol, por sua vez, ¢ oxidado a frutose pela
enzima sorbitol desidrogenase, reduzindo NAD" a NADH, e
posteriormente a frutose ¢ fosforilada a frutose-6-fosfato, a qual pode
ser metabolizada em 3-deoxiglicosona, um composto reativo que pode
levar a formacdo de AGEs (Gonzalez, 1988; Szwergold et al., 1990;
Brownlee, 2001). Desta forma, além de alterar o equilibrio osmotico
celular devido a produgdo de sorbitol, esta via resulta na produgdo
exacerbada de espécies reativas de oxigénio (EROs) e diminui¢do das
concentragdes intracelulares de NADPH. Assim, o aumento da via do
poliol diminui a disponibilidade do NADPH para ser utilizado por
sistemas enzimaticos antioxidantes, levando a um estado de estresse
oxidativo, associado a hiperglicemia (Brownlee, 2001). Ainda, como
esta via produz NADH, ha consequentemente um aumento na relagdo
NADH/NAD', o que leva a inibi¢io da atividade de varias enzimas
incluindo a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (enzima da via
glicolitica), aumentando as concentracdes de trioses fosfato
(gliceraldeido-3-fosfato e dihidroxiacetona fosfato). O aumento na
concentracdo destes intermediarios glicoliticos leva a produgdo de
metilglioxal (MG), o principal precursor de AGEs (Williamson et al.,
1993). Além da producdo de MG, o aumento das concentracdes de
trioses fosfato conduz a formagdo de diacilglicerol, levando a ativagdo
de PKC (Brownlee, 2001).
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Figura 4. Mecanismos de toxicidade induzidos pela hiperglicemia. As setas
indicam aumento das concentragdes dos diferentes metabdlitos e/ou proteinas
(Adaptado de Brownlee, 2001).

1.3.2 Ativacao da PKC

A familia das PKCs (proteinas quinases C) consiste de
proteinas com atividade quinase contendo pelo menos onze isoformas
diferentes, distribuidas amplamente em tecidos de mamiferos. Para a sua
atividade, estas enzimas dependem de ions calcio e de fosfatidilserina,
além do diacilglicerol, o qual aumenta significativamente a capacidade
desta enzima para fosforilar suas diversas proteinas-alvo (Geraldes e
King, 2010).

A ativagdo persistente e excessiva da PKC ¢ uma das
consequéncias da hiperglicemia cronica, resultando em um dano
tecidual decorrente da producdo de EROs (Figura 4). Resulta da sintese
de novo do segundo mensageiro lipidico diacilglicerol, que como
mencionado, € produzido a partir de trioses fosfato. O aumento deste
intermedidrio pode ser também uma consequéncia da inibi¢do da
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase provocada por EROs, ou como
consequéncia do aumento da via do poliol, ambas provocando um
aumento nas concentracdes de trioses fosfato (Shiba et al., 1993;
Scivittaro et al., 2000; Brownlee, 2001; Inoguchi et al., 2003). Além
disso, alguns estudos sugerem que a ativagdo da PKC também pode ser
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o resultado da interacdo de AGEs com seus receptores localizados na
superficie celular (RAGEs), os quais estdo presentes em varios tipos
celulares como as células endoteliais, neurdénios, mondcitos e
macrofagos. Sabe-se que a interagdo dos AGEs com os RAGEs ativa,
através da geracdo de espécies reativas, o fator de transcri¢do
pleiotropico NF-kB induzindo patologicamente a expressdo de
numerosos genes pro-oxidantes (Brownlee, 2001; Liu et al., 2009;
Giacco e Brownlee, 2010). Além disso, a ativagdo exacerbada da PKC
pode induzir a expressdo patoldgica de varios genes, como o do VEGF
(fator de crescimento do endotélio vascular) ou inibir a expressdo de
proteinas como NOS-3 (6xido nitrico sintase 3, antigamente
denominada de endotelial), diminuindo consequentemente a produgdo
de 6xido nitrico (Ganz e Seftel, 2000; Kuboki et al., 2000). Estes fatores
provenientes da indugdo excessiva da PKC levam a alteracdo da
permeabilidade e do fluxo sanguineo nos vasos (Feener et al., 1996;
Hempel et al., 1997, Pieper e Riaz ul, 1997; Williams et al., 1997).

1.3.3 Aumento do fluxo da via das hexosaminas

Outra consequéncia da hiperglicemia cronica € causar o
aumento do fluxo da frutose-6-fosfato na via das hexosaminas (Figura
4) (Chen et al., 1998; Kolm-Litty et al., 1998; Du et al., 2000). Devido
ao aumento da via glicolitica e um consequente aumento da frutose-6-
fosfato formado, este serve como substrato para a enzima
glutamina:frutose-6-fosfato aminotransferase para a formacdo de
glicosamina-6-fosfato, a qual ¢é entdo convertida a UDP-N-
acetilglicosamina (UDP-GIcNAc) (Giacco e Brownlee, 2010). Por sua
vez, esta pode ser utilizada para formar, por exemplo, proteoglicanas e
O-glicoproteinas (Brownlee, 2001; Wells et al., 2001).

O aumento na via das hexosaminas estd envolvido com o
aumento da expressdo de genes relacionados com o desenvolvimento
das complicagdes vasculares que ocorrem no diabetes e/ou no
desenvolvimento da resisténcia a insulina (Marshall ¢ Monzon, 1989;
Gabriely et al., 2002). Por exemplo, foi demonstrado que o aumento na
producdo de UDP-GIcNac resulta na ativagdo do fator de transcri¢dao
Spl, o que regula a ativa¢do do inibidor do ativador do plasminogénio
(PAI-1), contribuindo para o comprometimento da fisiologia vascular
(Chen et al., 1998).



38

1.3.4 Aumento intra e extracelular de AGEs

Os AGEs sdo um grupo de moléculas heterogéneas produzidas
através da glicagdo ndo enzimatica de proteinas, lipideos e acidos
nucleicos. O nivel de hiperglicemia, a taxa de renovagdo de proteinas e
o estresse oxidativo sdo fatores cruciais para a sua formacdo; desta
forma, se algum destes fatores esta presente, as proteinas tanto intra
como extracelulares sdo passiveis de serem glicadas, e portanto,
oxidadas (Baynes e Thorpe, 1999; Ahmed et al., 2005).

A formacdo de AGEs envolve trés passos principais: a
iniciacdo, a propagagdo ¢ a formagdo de AGEs propriamente dita
(Figura 5), as quais sdo coletivamente chamadas de reacdes de Maillard
(Thornalley, 2008).
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Figura 5. Formagdo de produtos de glicacio terminal (AGEs). Acucares
redutores tendem a interagir com residuos de aminodcidos livres de proteinas,
formando bases de Schiff. Estas sofrem um rearranjo molecular e originam os
produtos de Amadori, os quais podem ser degradados e dar origem a compostos
dicarbonilicos como o metilglioxal (MG), glioxal (GO) e 3-deoxiglicosona (3-DG).
Estes compostos, por sua vez, reagem com grupamentos amino livres de proteinas,
formando compostos insoluveis e irreversiveis chamados de produtos de glicagao
terminal (AGEs) (Adaptado de Lapolla et al., 2005).
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A iniciagdo vai desde a formacdo da base de Schiff até a
formagdo do produto de Amadori. Inicialmente, ocorre a condensagéo
ndo enzimatica de um agucar redutor, como a glicose, com um
grupamento amino livre de varias moléculas, incluindo proteinas,
lipideos e acidos nucleicos, formando compostos aldimina instaveis,
chamados bases de Schiff (Njoroge ¢ Monnier, 1989; Bierhaus et al.,
1997). Se a hiperglicemia persistir, em poucas horas esta base de Schiff
sofre um rearranjo molecular originando uma cetoamina estavel, mais
estdvel que a base de Schiff, chamados produtos de Amadori. Essa
reagdo ndo requer a participacdo de enzimas e depende da concentragdo
de glicose e proteinas, e também da meia vida das proteinas, além de
depender da sua reatividade em termos de grupos aminos livres. (Hunt
et al., 1988; Lapolla et al., 2005; Zhang et al., 2009). A fase de
propagacao envolve reagdes de oxidagdo e desidratacdo dos produtos de
Amadori, sendo estes convertidos a compostos dicarbonilicos (glioxal,
deoxiglicosanas e metilglioxal), os quais, por serem mais reativos do
que os agucares que oS originaram, agem como propagadores da
glicagdo ndo enzimdatica de proteinas (Lapolla et al., 2005). Estes
compostos dicarbonilicos possuem uma meia-vida longa (minutos a
horas) e atravessam facilmente a membrana plasmatica, podendo atuar
longe do seu local de producdo, modificando desta forma, biomoléculas
intra e extracelulares. O actimulo destes compostos é chamado de
estresse por carbonilagdo (Thornalley et al., 1999). Por fim, na fase de
formacdo de AGEs propriamente dita, os compostos propagadores
reagem com grupamentos amino livres de proteinas através de reagdes
de oxidagdo, desidratagdo e ciclizagdo, formando compostos amarelo-
marrons, insoluveis e irreversiveis, chamados AGEs (Lapolla et al.,
2005; Ravelojaona et al., 2007; Zhang et al., 2009).

A relagdo entre concentragdes de glicose sanguinea e o acimulo
tecidual de AGEs tem sido mais estudada em modelos animais. Por
exemplo, em vasos sanguineos da retina de ratos com hiperglicemia
cronica foi observado que ha cerca de 10-45 vezes mais AGEs que em
animais ndo diabéticos, ap6s 5-20 semanas de hiperglicemia. Esta
relagdo sugere que mesmo um aumento modesto na concentragdo de
glicose sanguinea resulta em um aumento substancial no actiimulo de
AGEs nos tecidos (Brownlee, 1995). Em pacientes diabéticos foi
encontrado um aumento na concentracdo do MG, principal composto
precursor de AGEs, em fluidos corporais e tecidos, o que leva a
pressupor que este composto ¢ um dos principais responsaveis pelas
complicagdes diabéticas (Messier ¢ Gagnon, 1996; Vander Jagt e
Hunsaker, 2003).
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1.3.4.1 Metilglioxal (MG)

O MG ¢é um alfa-oxoaldeido altamente reativo que pode ser
formado a partir de trioses-fosfato, através de acetonas durante o
metabolismo dos acidos graxos e a partir do catabolismo do aminoacido
treonina (Figura 6) (Phillips e Thornalley, 1993; Desai e Wu, 2007;
Kalapos, 2008).

Este composto pode ser formado ndo enzimaticamente a partir
das trioses-fosfato (Richard, 1991; Phillips e Thornalley, 1993) ou com
a participa¢do das enzimas triose-fosfato isomerase, a qual converte o
gliceraldeido-3-fosfato a dihidroxiacetona fosfato (Pompliano et al.,
1990), sendo este ultimo convertido a MG pela metilglioxal sintase (Ray
e Ray, 1981). A formagdo ndo enzimatica de MG ocorre em todas as
células, sendo que cerca de 0,1% do metabolismo de trioses-fosfato
resultam na formagdo deste composto em condigdes normoglicémicas
(Phillips e Thornalley, 1993).
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Figura 6. Formacio e desintoxicacio de metilglioxal (MG). O MG pode ser
formado a partir de intermedidrios da via glicolitica, aminoacetonas e de corpos
cetOnicos. A desintoxicagdo deste composto ¢ realizada através das glioxalases, as
quais estdo presentes no citosol de todas as células. SSAO: amina oxidase sensivel a
acdo de semicarbazida; AMO: acetol mono-oxigenase, G3P: gliceraldeido-3-fosfato,
DHAP: dihidroxiacetona fosfato (Adaptado de Chang e Wu, 2006).
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A sintese de MG a partir de acetonas formadas durante o
metabolismo de acidos graxos ¢é realizada pelo citocromo P450 2E
(acetona e acetol monooxigenase) (Gonzalez, 1988), utilizando
NAD(P)H como cofactor (Casazza et al., 1984; Gonzalez, 1988). Outras
fontes de MG envolvem os corpos cetonicos acetoacetato e f-
hidroxibutirato, os quais sdo espontaneamente convertidos em acetona,
sendo esta convertida a MG de acordo com o mecanismo acima descrito
(Beisswenger et al., 2005).

As aminoacetonas formadas durante o catabolismo da treonina
podem resultar na formacdo de MG pela acdo da enzima amina oxidase
sensivel a acdo de semicarbazida (SSAO), a qual realiza a desaminagao
das aminoacetonas formadas a partir da treonina 8 MG (Figura 6). A
SSAO esta localizada na superficie da membrana mitocondrial externa e
no citoplasma do tecido adiposo, células da musculatura lisa vascular e
em células endoteliais (Yu et al., 2003).

Apos formado, o MG ¢é mantido em concentracdes basais
através do seu catabolismo pela via das glioxalases, compreendida pelas
enzimas glioxalase I e II (Chang e Wu, 2006). A glioxalase I catalisa a
formagao de S-D-lactoilglutationa a partir de MG e glutationa (GSH). A
glioxalase II catalisa a hidrolise de S-D-lactoilglutationa a D-lactato,
regenerando a GSH consumida na reacdo catalisada pela glioxalase I
(Figura 6). Posteriormente, o D-lactato ¢ metabolizado a piruvato
(Thornalley, 1993). Desta forma, ¢ evidente que o normal
funcionamento do catabolismo do MG ¢ dependente de concentracdes
adequadas de GSH, bem como de glutationa peroxidase e glutationa
redutase, situacdes comprometidas pelo estresse oxidativo que
caracteriza o estado hiperglicémico (Wu e Juurlink, 2002; Wang et al.,
2005; Desai ¢ Wu, 2007). O MG ¢ também metabolizado pela aldose
redutase, uma aldeido redutase envolvida na desintoxica¢ao de aldeidos
(Grimshaw, 1992). Esta enzima converte MG principalmente a
hidroxiacetona e em pequeno percentual a o-lactaldeido (Vander Jagt e
Hunsaker, 2003). Entretanto, em humanos o MG ¢ principalmente
catabolizado pelo sistema das glioxalases. No entanto, em condi¢des de
hiperglicemia, as concentracdes de MG aumentam pois esta via ndo ¢
capaz de catabolizar todo o MG formado. Segundo Thornalley e
colaboradores (1989), a concentragdo plasmatica de MG pode atingir
concentracdes de 6 pM em pacientes diabéticos enquanto que em
individuos normoglicémicos os valores deste metabdlito nunca
ultrapassa 1 pM. Desta maneira, 0 MG em excesso liga-se a proteinas,
lipidios ou 4cidos nucleicos promovendo modificagdes na estrutura
destes compostos, e favorecendo a formacdo de AGEs (Lo et al., 1994;
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Vaca et al.,, 1994). Neste contexto, o MG foi identificado como o
principal precursor na formagdo de AGEs (Thornalley, 1990; Wells-
Knecht et al., 1995; Shinohara et al., 1998). Acredita-se que menos de
1% do MG ocorra em forma livre, ¢ cerca de 99% ¢é encontrado
conjugado a proteinas (Chaplen et al., 1998; Ahmed et al., 2005). O MG
reage com residuos cisteina, lisina e arginina de proteinas, podendo
levar a degradagdo ndo fisiologica destas, inativacdo de enzimas,
desnaturagdo proteica e ainda desencadear a resposta imune (Westwood
et al., 1994; Papoulis et al., 1995; Thornalley et al., 1999). O DNA
também pode ser modificado através da glicagdo pelo MG, e a excessiva
modificacdo de acidos nucleicos por este composto é associada com
mutagénese e apoptose. Por outro lado, o excesso na glicagdo de lipidios
de membrana leva a perda de integridade da mesma (Thornalley et al.,
1999). Estas proteinas modificadas podem ser proteinas de vida longa,
como as encontradas no cristalino, o coldgeno das membranas basais
dos capilares da retina e do glomérulo, e a mielina do sistema nervoso
periférico, prejudicando a fun¢do destes tecidos (Wendt et al., 2002;
Sakurai et al., 2003).

1.4 FORMACAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO
(EROS)

A produgdo de EROs ¢ um mecanismo necessario em varios
processos biologicos, tais como a sinalizagdo celular, contragdo
muscular e sistema imune (Kaneko et al., 2001). Por outro lado, quando
os niveis totais de EROs forem maiores que a capacidade de defesa
antioxidante, a geragdo de EROs se torna prejudicial ao organismo,
podendo causar danos celulares significativos.

A mitocondria € o principal local de producdo de EROs em
condigdes fisiologicas, sendo os complexos I e III da cadeia respiratoria
os principais geradores de EROs nestas condi¢gdes (Chance et al., 1979;
Sipos et al., 2003). No complexo I, o superdxido € liberado para a matriz
mitocondrial, ja no III a liberagdo pode ser tanto na matriz, no espago
intermembranas e no espago extramitocondrial (Han et al., 2001; St-
Pierre et al., 2002). Para contrabalancear a produ¢do de EROs, a
mitocondria possui sistemas de defesa antioxidante, como as enzimas
manganés superéxido dismutase (Mn-SOD), peroxirredoxinas, o sistema
glutationa peroxidase/glutationa redutase, a coenzima Q;o (ubiquinona),
creatina e nicotinamida (Okado-Matsumoto e Fridovich, 2001; Droge,
2002; James et al., 2004). Mais recentemente, foi demonstrado que



43

algumas quinases mitocondriais como a hexoquinase (HK) e a
creatinaquinase (CK), possuem um papel essencial como antioxidantes
mitocondriais (Dolder et al., 2003; Santiago et al., 2008). Esta atividade
parece estar relacionada com a capacidade de modular o potencial de
membrana mitocondrial (Aym), pois quanto maior o valor do Aym,
maior é a probabilidade de formar EROs. Sabe-se ainda que a taxa de
producdo de EROs ¢é inversamente proporcional a disponibilidade de
ADP intramitocondrial (Korshunov et al., 1997; Cadenas e Davies,
2000). A excessiva producdo de EROs pode também induzir a oxidagdo
de acidos graxos poliinsaturados de membrana, muito concentrados no
sistema nervoso central, levando a multiplos produtos toxicos de
peroxidacdo lipidica (Poli e Schaur, 2000).

1.5 MITOCONDRIA

A mitocondria ¢ a organela celular responsavel pela maior
producdo liquida de energia, a qual contém proteinas envolvidas com a
oxidagdo de nutrientes bem como com a respiracdo celular com
concomitante gera¢do de energia (Lehninger e Smith, 1949; Kennedy
and Lehninger, 1950; 1951). Esta organela possui uma estrutura
basicamente membranosa, sendo envolvida por duas membranas, a
membrana externa € a membrana interna, ambas com composi¢do
quimica e estrutural diferentes entre si. A membrana externa ¢ mais
permeavel que a membrana interna. O espaco entre estas membranas ¢é
denominado espago intermembranoso, onde ocorrem reagdes essenciais
ao metabolismo celular. A membrana interna ¢ formada por pregas que
se expandem no espago intramitocondrial (matriz mitocondrial)
denominadas cristas mitocondriais (Nelson e Cox, 2004) (Figura 7).

A maquinaria molecular desta organela compreende enzimas
presentes na matriz mitocondrial (ciclo do acido citrico) e proteinas
organizadas na membrana mitocondrial interna (cadeia transportadora
de elétrons ou cadeia respiratoria). Os genomas nuclear ¢ mitocondrial
sdo responsaveis por codificar os complexos proteicos envolvidos na
formacdo de energia e respiragdo celular (Di Donato, 2000).
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Figura 7. Anatomia bioquimica da mitocondria (4) e proteinas envolvidas na
fosforilagdo oxidativa (B) (Adaptado de Lehninger et al., 2004).

1.5.1 Cadeia respiratoria e fosforilacio oxidativa

A cadeia respiratoria (CR) é composta por cinco complexos
enzimaticos multiproteicos distribuidos na membrana mitocondrial
interna. Os elétrons oriundos do NADH e do FADH, vindos do ciclo do
acido citrico e de outras reagdes catalisadas por desidrogenases sdo
transferidos para a CR, tendo o oxigénio molecular como aceptor final.
Junto a este processo, ocorre a translocagdo de protons através da
membrana mitocondrial interna para o espago intermembranoso e a
sintese endergdonica de ATP, empregando como for¢a motriz a energia
armazenada como gradiente eletroquimico de protons (Babcock e
Wikstrom, 1992; Voet ¢ Voet, 1995). A maior parte das proteinas que
constituem cada complexo se encontram embebidas na membrana
mitocondrial interna, possuindo varios grupamentos prostéticos com
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potencial de oxi-reducdo sucessivamente maiores (Voet ¢ Voet, 1995;
Di Donato, 2000).

Os elétrons que provém principalmente da glicélise e do ciclo
do acido citrico sdo doados através do NADH e entram pelo complexo |
(NADH - Coenzima Q redutase), o qual transfere estes elétrons para a
coenzima Q (CoQ), também chamada de ubiquinona. Este complexo é o
maior componente proteico presente na membrana mitocondrial interna
e ¢ formado por sete unidades codificadas pelo DNA mitocondrial e
pelo menos por 34 subunidades codificadas pelo DNA nuclear (Voet e
Voet, 1995; Di Donato, 2000; Sivitz e Yorek, 2010). O Complexo I
possui uma molécula de flavina mononucleotideo (FMN) como
grupamento prostético e de seis a sete centros ferro-enxofre, os quais
participam da transferéncia de elétrons. O NADH transfere dois
elétrons, e a FMN e CoQ sdo capazes de aceitar um ou dois elétrons de
cada vez, pois suas formas semiquinonas sdo estaveis.

O complexo II (Succinato — Coenzima Q redutase) é composto
por quatro subunidades proteicas, dentre elas a enzima dimérica
succinato desidrogenase, componente do ciclo do acido citroco, todas
codificadas pelo DNA nuclear. Neste complexo, os elétrons provindos
do FADH, sio doados para a CoQ. Estdo presentes um FAD
covalentemente ligado a succinato desidrogenase, dois centros ferro-
enxofre e um citocromo bs4) (Voet e Voet, 1995; Di Donato, 2000).

Os elétrons provindos da CoQ sdo transferidos para o carreador
movel de elétrons, o citocromo c através do Complexo III (Coenzima Q
— Citocromo ¢ redutase). Este complexo esta arranjado assimetricamente
na membrana mitocondrial interna contendo 11 subunidades, onde trés
delas possuem centros redox utilizados na gerag@o de energia. Estas trés
unidades chaves estdo representadas pelo citocromo b, unico codificado
pelo genoma mitocondrial, um centro ferro-enxofre e o citocromo c;
(Saraste, 1990).

O Complexo IV (Citocromo ¢ oxidase) transporta elétrons
doados pelo ferrocitocromo ¢ para o oxigénio molecular. Este complexo
consiste de doze ou mais subunidades polipeptidicas (Barrientos et al.,
2002). O centro catalitico da enzima ¢ formado por trés subunidades
maiores que sdo codificadas pelo DNA mitocondrial. A subunidade I
contém grupamentos heme ¢ um dos ions Cu (Cug), ¢ a subunidade II
contém um centro de Cu binuclear (Cuy) (Capaldi, 1990). A subunidade
IIT ndo apresenta grupamento prostético e ndo parece estar envolvida na
sintese de ATP, apenas favorece a estabilidade estrutural. As demais
subunidades, codificadas pelo DNA nuclear, ndo parecem ser essenciais
ao mecanismo catalitico basico de redugdo de oxigénio e a transferéncia
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vetorial de protons (Saraste, 1990; Barrientos et al., 2002). A reagdo
redox entre o citocromo ¢ e o oxigénio molecular ¢ irreversivel, sendo a
citocromo ¢ oxidase uma enzima chave na produgdo de energia (Poyton
e McEwen, 1996).

O complexo V ou ATP sintase é responsavel pela sintese de
ATP, sendo formado por duas subunidades codificadas pelo DNA
mitocondrial (ATPase 6 e 8) e pelo menos por doze subunidades
codificadas pelo DNA nuclear. E formado por um componente catalitico
soluvel localizado na matriz mitocondrial (F;-ATPase) e um
componente de membrana hidrofobico (F,-ATPase) o qual contém um
canal de protons e € sensivel ao antibiotico oligomicina (Saraste, 1990).

Os complexos transmembrana I, III e IV, além de participar da
transferéncia de elétrons na CR, possuem a capacidade de bombear
protons da matriz mitocondrial para o espago intermembranas, formando
um gradiente eletroquimico. Este gradiente determina uma polarizagdo
da membrana mitocondrial interna, que pode ser revertida pelo fluxo
desses protons através do componente F, da ATP sintase. O fluxo de
protons leva a condensagdo do ADP e de fosfato inorganico em ATP
(Saraste, 1990; Wallace, 1999). A ATP sintase ¢ uma enzima
funcionalmente reversivel que pode catalisar tanto a sintese quanto a
hidrolise de ATP (Saraste, 1990).

1.5.2 Creatinaquinase (CK)

A CK catalisa a transferéncia reversivel de um grupamento N-
fosforil da fosfocreatina (PCr) para a ADP, formando ATP e creatina
(Cr) em uma reagdo dependente de magnésio (Wallimann et al., 1992).
Esta reagdo fornece um sistema eficaz de tamponamento do ATP, em
células que apresentam um elevado metabolismo energético (Bessman e
Carpenter, 1985; Bittl e Ingwall, 1985; Wallimann et al., 1992):

PCr + Mg”"-ADP + H' Creatina + Mg*'-ATP

Esse fenomeno pode explicar a habilidade dos tecidos cardiaco,
muscular e cerebral em alternar a velocidade de consumo de energia
durante os periodos de maior atividade, pois a velocidade desta reagdo
excede em magnitude a velocidade de sintese de ATP pela fosforilagdo
oxidativa (Bittl e Ingwall, 1985; Saks et al., 1996a; Saks et al., 1996b).

Neste sentido, existem quatro isoenzimas principais da CK, as
quais s@o especificas de cada tecido e sdo codificadas por genes
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diferentes. Dentre elas, compreendem duas formas citosdlicas, a
muscular (CK-MM) e a cerebral (CK-BB), ambas formando
homodimeros em condi¢des fisiologicas, podendo se apresentar como
heterodimero no tecido cardiaco (CK-MB). Ainda, existem duas
isoformas mitocondriais localizadas no espago intermembranas, a
ubiqua (umit-CK) e a sarcomérica (smit-CK), as quais sdo expressas
predominantemente no cérebro e no musculo estriado, respectivamente
(Wallimann et al., 1992). As isoenzimas mitocondrial e citosdlica
sempre sdo coexpressas em tecidos especificos, e esta interagdo entre as
duas isoformas ¢ fundamental para a manutengdo da homeostasia
energética e celular (Wallimann et al., 1992; Wyss et al., 1992).

O sistema de transferéncia reversivel de fosfatos ou também
chamado de “sistema CK/PCr" citado acima, serve como um tampao de
energia flutuante, sendo importante na manutencdo das concentragdes de
ATP e ADP ¢ ainda no tamponamento dos H' gerados. Além disso, a
PCr serve como transportadora de energia, conectando locais de
liberagdo e captagdo de energia (glicolise e mitocondria) com os locais
de consumo de energia (ATPases e quinases no citosol), através da
compartimentalizac¢do das isoformas da CK (Wallimann et al., 1992).

1.6 MECANISMOS DE NEURODEGENERACAO
ASSOCIADOS A HIPERGLICEMIA

1.6.1 Envelhecimento e a predisposi¢io ao desenvolvimento das
doencas neurodegenerativas

Desde meados do século XX, vem ocorrendo um aumento
exponencial na expectativa de vida, fenomeno conhecido como
“epidemia do envelhecimento”. Este fenomeno foi observado
primeiramente nos paises economicamente desenvolvidos e, mais
recentemente, tem se observado também nos paises em desenvolvimento
(Weksler et al., 2009). No Brasil, a expectativa de vida que era 48 anos
em 1960, passou a ser 73 anos de idade em 2010 (IBGE, 2010). Este
aumento na expectativa de vida combinado com a queda na taxa de
natalidade na populagdo mundial, estd aumentando a prevaléncia ao
desenvolvimento de doengas associadas ao envelhecimento, incluindo as
doencas neurodegenerativas. De acordo com a Organizagdo Mundial da
Satde (OMS), atualmente existem 35,6 milhdes de pessoas acometidas
pelas doengas neurodegenerativas e, para o ano de 2050, a projegdo ¢
que este nimero triplique, representando a segunda maior causa de 6bito
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em todo o mundo (WHO, 2002), principalmente pela falta de novos
tratamentos mais eficazes que permitam prevenir, atenuar ou reverter
estes processos (Imtiaz et al., 2014).

As doencas neurodegenerativas cronicas podem ser definidas
como um grupo de distirbios heterogéneos caracterizadas por um inicio
insidioso, de progressdo lenta e com caracteristicas neuropatoldgicas
fortemente associadas a degeneragdo numa area especifica do cérebro.
Como exemplos, podem ser citados a degeneragdo dos neurdnios da
substancia negra parte compacta (SNpc) na doenga de Parkinson (DP)
(Jellinger, 1988; Blandini et al., 2000), dos neurénios corticais na
doenga de Alzheimer (DA) (German et al., 1987), dos neurdnios
motores na esclerose lateral amiotrofica (Rowland, 1998), ou dos
neuronios pequenos do estriado na doenga de Huntington (Mann et al.,
1993). Em particular, a DP é a principal doenca neurodegenerativa
relacionada com distirbios do movimento, caracterizada por tremor de
repouso, bradicinesia (lentiddo dos movimentos), instabilidade postural
e rigidez muscular (Gelb et al., 1999). Como mencionado previamente,
o DP tem como principal caracteristica neuropatoldgica a lesdo de
neuronios dopaminérgicos localizados na SNpc, que enviam projecdes
para os ganglios da base, e cuja degeneracdo provoca uma redugdo no
conteudo de dopamina no estriado (Jellinger, 1991; Blandini et al.,
2000). Além disso, estudos recentes post-mortem indicam que a
neurodegeneracdo da DP ¢ muito mais extensiva e afeta também muitos
neurdnios ndo-dopaminérgicos em diferentes areas cerebrais, como por
exemplo no hipocampo (Braak et al., 2004; Hindle, 2010). A segunda
caracteristica neuropatolégica da DP é o aparecimento de inclusdes
eosinofilicas citoplasmaticas denominadas corpos de Lewy, as quais sdo
compostas principalmente pelo acumulo das proteinas a-sinucleina e
ubiquitina. Estas inclusdes parecem se acumular em neurdnios que se
encontram em processo de degeneragdo, particularmente em neurdnios
dopaminérgicos da SNpc, sendo por esta razdo utilizadas como
marcador neuropatoldégico da DP (Hagan et al., 1997; Blandini et al.,
2000). Ainda, de acordo com Koutsilieri e colaboradores (2002), o
aparecimento de EROs ocorre juntamente com a presenca de AGEs nos
copos de Lewy.

A morte celular e a disfungdo progressiva nestas enfermidades
neurodegenerativas parecem estar associadas morfologicamente a gliose
e a presenca de depositos ou inclusdes proteicas intra e extracelulares
(Taniguchi et al., 2004). Apesar das diferencas clinicas apresentadas em
cada patologia neurodegenerativa (como vulnerabilidade seletiva dos
neurdnios, envolvimento de genes distintos, fatores ou eventos
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desencadeantes, etc.), varios estudos tem demonstrado uma grande
similaridade nos mecanismos moleculares de degeneragdo (para revisao
ver Everse e Coates, 2009), sendo a disfun¢do mitocondrial uma das
primeiras anormalidades observadas (Chin et al., 2008).

Além disso, as doengas relacionadas ao envelhecimento estdo
associadas com a coexisténcia de doengas metabolicas cronicas,
incluindo, doengas cardiovasculares, inflamatérias, infarto e DM
(Lipton et al., 2007). Neste sentido, uma das principais consequéncias
da persistente hiperglicemia caracteristica do DM no sistema nervoso
central estd relacionada com um fendmeno definido como
neurotoxicidade da glicose (Mann et al., 1993). As células neuronais
possuem uma alta demanda metabolica e um grande requerimento de
energia, visto que estas sdo células altamente diferenciadas e que
necessitam, portanto, de grandes quantidades de ATP para a correta
manutencdo dos gradientes i0nicos transmembrana e para 0s processos
de neurotransmissao (German et al., 1987). Dessa forma, a utilizagdo de
glicose pelas células do sistema nervoso central (SNC) ¢ essencial para
assegurar a sobrevida celular, visto que a reserva energética cerebral, o
glicogénio, é extremamente pequena (3-5 umol . g'1 de tecido), em
condig¢des de normoglicemia (Rowland, 1998). Assim, o funcionamento
adequado do SNC requer o suprimento continuo de glicose desde a
circulagdo periférica e, devido ao fato que os transportadores de glicose
das células neurais ndo dependem de insulina para a captagdo de glicose,
o contetido de glicose intracelular ¢ um reflexo das concentragdes de
glicose sanguinea. No entanto, a persisténcia de altas concentragdes de
glicose no interior das células neurais, induz a condicdo de
neurotoxicidade da glicose (Mann et al., 1993), processo este que esta
relacionado com a ativagdo de quatro mecanismos principais citados
anteriormente (ver sessdo 1.3), incluindo o aumento do fluxo da via do
poliol, aumento do fluxo da via das hexosaminas, ativacdo da PKC e
aumento na concentracdo de AGEs (Brownlee, 2005).

1.6.2 Doencas neurodegenerativas e a relacio com a dor
neuropatica e o DM

Outra caracteristica das doencas neurodegenerativas € o
aparecimento da dor. A dor ¢ definida como uma experiéncia sensorial e
emocional desconfortdvel associada com dano tecidual atual ou
potencial. A detec¢do de estimulos nocivos quimicos, mecénicos e

térmicos ¢ mediada por receptores especializados nos neurdnios
sensoriais ou nociceptores, terminagdes nervosas responsaveis pela
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percepcdo da dor (Lee et al., 2005). Frequentemente, danos teciduais
levam a liberagdo de aminoacidos excitatorios, ex. glutamato, protons,
peptideos, lipideos e citocinas, os quais agem em receptores especificos
e/ou canais i0nicos, provocando a ativacdo de varias cascatas de
transdugdo de sinais (Sawynok, 2003).

Os nociceptores sensoriais podem ser sensibilizados por
inflamag@o prolongada ou injiria no nervo, provocando sensagdes
dolorosas anormais, como hiperalgesia ou alodinia. Hiperalgesia
caracteriza-se por sensibilidade aumentada a dor, e alodinia, a dor em
resposta a estimulos ndo dolorosos, e ambas sdo caracteristicas clinicas
comuns em pacientes com dor cronica (Loeser e Treede, 2008). Os
estados de dor cronica, por exemplo, inflamatéria ou neuropética,
diferenciam-se das condi¢des de dor aguda, devido ao fato de se
desenvolver por uma disfungdo ou dano ao sistema nervoso central ou
periférico, e persistir por dias, meses, ou até anos apos a injiria do nervo
(Zimmermann, 2001; Loeser e Treede, 2008; Somers e Clemente, 2009).

A dor neuropatica central normalmente resulta de injuria na
medula espinhal, infarto ou esclerose multipla (Ducreux et al., 2006).
Por outro lado, a dor neuropatica periférica resulta de lesdes no sistema
nervoso periférico, as quais podem ser causadas por trauma mecanico,
quimicos neurotoxicos, infecgdes, € numerosas patologias de curso
cronico, incluindo as doencas neurodegenerativas do envelhecimento,
cancer, doengas cardiovasculares, doencas reumaticas e diabetes
mellitus (Woolf e Mannion, 1999; Dworkin et al., 2003).

Neste sentido, a dor neuropatica ¢é uma condigdo
neurodegenerativa que envolve aproximadamente 50% das pessoas
acometidas pelo DM (Wild et al, 2004; Yang et al., 2010). E
caracterizada por sensagdes de ardéncia e ‘“agulhadas”, as quais se
intensificam nos periodos noturnos e impedem o sono dos pacientes
(Uccioli et al., 1995). E considerada um fator de risco para o
desenvolvimento de ulceragdes nos pés e infecgdes, por isso estd muito
relacionada com eventuais amputacdes dos membros inferiores (Cheer
et al., 2009). Contudo, os mecanismos envolvidos na etiologia e
patogénese dos sintomas dolorosos induzidos pela dor neuropatica nio
estio completamente elucidados. Alguns estudos reportam o
envolvimento do aumento no fluxo da via do poliol, microangiopatia do
nervo, baixa disponibilidade de alguns fatores de crescimento, estresse
oxidativo, entre outros (Zochodne, 2007; Tomlinson e Gardiner, 2008a;
Obrosova, 2009), mas atualmente esta condicdo ¢ considerada
progressiva e irreversivel (Obrosova, 2009).
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Por muitos anos, cientistas tem procurado por mensageiros
quimicos que agem como mediadores na via de sinalizagdo indutora da
sensacdo de dor. Neste sentido, tem se dado grande importancia a
molécula 5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (BH4), e seu envolvimento nos
processos de nocicep¢do (Tegeder et al., 2006). A BH4 ¢ cofator
obrigatorio para a atividade biologica das enzimas fenilalanina
hidroxilase, tirosina hidroxilase e triptofano hidroxilase (Kaufman,
1963), e também de todas as isoformas da 6xido nitrico sintase (NOS;
NOS-1 ou neuronal, NOS-2 ou induzivel, NOS-3 ou endotelial),
enzimas que participam na biossintese de neurotransmissores (Mayer et
al., 1990; Werner et al., 1998). A NOS ¢ responsavel pela producao de
oxido nitrico (ON), o qual estd envolvido em processos de inflamagao,
carcinogénese, envelhecimento e neurotoxicidade, em condigdes em que
sua producdo € persistente e descontrolada (Weinberg, 1998).

A molécula BH4 ¢ sintetizada por trés vias (Figura 8). A
biossintese de novo da BH4 ocorre a partir de guanosina trifosfato
(GTP) e requer a participagdo de trés enzimas. A primeira, GTP
ciclohidrolase (GTPCH), converte o GTP em 7,8-dihidroneopterina
trifosfato. Este composto é posteriormente convertido em 6-piruvoil
tetrahidrobiopterina pela enzima 6-piruvoil tetrahidrobiopterina sintase
(PTS) e, finalmente, a sepiapterina redutase (SR) catalisa a conversdo de
6-piruvoil tetrahidrobiopterina em BH4 (Thony et al., 2000). A BH4
pode ser produzida também através de uma via de reciclagem, onde a
molécula de BH4 cede um par de elétrons para alguns aminoacidos
(fenilalanina, tirosina e arginina), e concomitantemente ¢ oxidada em
7,8-dihidrobiopterina (BH2), a qual ¢ reciclada em BH4 a partir da
enzima quinonoide dihidrobiopterina redutase (QDPR) e/ou
dihidrofolato redutase (DHFR) (esta agindo principalmente no figado)
(Thony et al., 2000; Longo, 2009).

Em condi¢des fisiologicas, o metabolismo da BH4 ¢
enzimaticamente regulado para manter o adequado balango
homeostatico desta molécula. Algumas doencas mutifatoriais de curso
cronico, como por exemplo aterosclerose ¢ o DM, apresentam um
comprometimento nas concentragdes intracelulares de BH4 (Channon,
2004). Além disso, mutagdes genéticas nas enzimas que participam do
metabolismo da BH4, geralmente levam a diminui¢do na concentragdo
de aminas biogénicas, como por exemplo a serotonina no liquido
cefalorraquidiano e, em alguns casos, ao aumento nas concentragdes de
fenilalanina, sindrome conhecida como hiperfenilalaninemia ou
fenilcetonuria (Thony e Blau, 2006). Neste sentido, a deficiéncia de
serotonina, norepinefrina e/ou dopamina e ainda altas concentragdes de
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fenilalanina no cérebro durante o desenvolvimento, podem ocasionar
disturbios cognitivos, como retardo mental (Neville et al., 2005; Longo,
2009) e ainda desordens motoras, como distonia e tremores (Nagatsu e
Ichinose, 1996; Furukawa et al., 1998).

Sintese de novo Via de salvagdo Via de reciclagem
GTP 6-piruvoil / N\
,/7 tetrahidrobiopterina
l AR/CR 4o-hidroxi-
. tetrahidrobiopterina .
7,8-diidroneopterina- 6-lactoil 3
trifosfato ¢ tetrahidrobiopterina
PCBD |
l = 6Hactoil-7,8- \
; ] ! v dihidrobiopterina Quinonoide-
6-piruvoil- —— dihidrobiopterina :
tetrahidrobiopterina 3 SEP'C‘P*“'T‘" SR/CR i
\ 7,8- !
2 dihidrobiopterina (BH2) ¥ H
DHFR = | /
B H 4 4a-hidroxi-
tetrahidrobiopterina
(tetrahidrobiopterina) a 4 A
NOS-1 NOS-2 NOS:3  TyrOH TrpOH~ PheOH™

Figura 8. Vias de sintese da tetrahidrobiopterina (BH4). A BH4 pode ser
sintetizada por trés vias metabodlicas distintas, a via de sintese de novo, a via de
salvagdo e a via de reciclagem. GTP: guanosina trifosfato, GTPCH: GTP
ciclohidrolase, PTS: 6-piruvoil tetrahidrobiopterina sintase, SR: sepiapterina
redutase, AR: aldose redutase, CR: carbonil redutase, DHFR: dihidrofolato redutase,
PCBD: pterina-4a-carbinolamina desidratase, QDPR: quinonoide-dihidrobiopterina
redutase, NOS-1: 6xido nitrico sintase neuronal, NOS-2: o6xido nitrico sintase
induzivel, NOS-3: o6xido nitrico sintase endotelial, TyrOH: tirosina hidroxilase,
TrpOH: triptofano hidroxilase e PheOH: fenilalanina hidroxilase (Adaptado de
Costigan et al., 2012).

No entanto, a deficiéncia de SR é uma doenga autossémica
recessiva (Bonafe et al., 2001) que apresenta disturbios mentais,
posturais, de movimento (Blau et al., 2001) e ainda distarbios do sono
(Leu-Semenescu et al., 2009), e a diferenga de todas as outras alteracdes
metabolicas acima descritas, € que ndo cursa com hiperfenilalaninemia
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(Bonafe et al., 2001). Este fato levou ao descobrimento de uma nova via
de producdo de BH4 denominada de via de salva¢do (Figura 8). Nesta
via, a 6-piruvoil tetrahidrobiopterina pode ser transformada por um
grupo de enzimas inespecificas denominadas de aldoses / carbonil
redutases ou pela sepiapterina redutase, em intermediarios instaveis (1°-
hidroxi-2’-oxo tetrahidropterina ou também chamado de 6-lactoil
tretrahidropterina) que favorecem a formagdo direta de BH4 ou a
formacgdo ndo enzimatica de sepiapterina, e desta em BH2 que sera
convertida em BH4 pela DHFR (Blau et al., 2001).

Neste contexto, muitos estudos vem demonstrando a relagdo
entre o desenvolvimento da dor inflamatéria e neuropatica com um
aumento na produgdo de BH4. Lotsch e colaboradores (2007)
demonstraram a existéncia de um polimorfismo em seres humanos, o
qual regula a enzima GTPCH e modula as concentragdes de BH4 em
resposta a dor cronica. O efeito deste haplotipo é dependente do tipo de
dor. Por exemplo, a dor nociceptiva ¢ menos alterada do que a dor
inflamatoria, sendo a dor neuropatica a mais afetada. Segundo Tegender
e colaboradores (2006), ratos acometidos por inflamagdo e injuria do
nervo ciatico, apresentam um aumento na sintese de BH4 em neurdnios
sensoriais. Ainda, o bloqueio na sintese de BH4 através da inibicdo das
enzimas responsaveis pela sua sintese, GTPCH e/ou SR, causam
diminuicdo da nocicep¢do tanto inflamatoria como neuropatica. Em
contraste, a administragdo intratecal de BH4 em animais sadios causa
aumento na sensibilidade a dor inflamatoria e neuropatica.

Em contrapartida, em condicdes de estresse oxidativo
decorrente do estado de hiperglicemia cronica ha uma diminui¢do nas
concentracdes de BH4 em células endoteliais (Meininger et al., 2000;
Ding et al., 2004; Xu et al., 2007), visto que esta molécula ¢ oxidada em
BH2. A BH2, a qual ndo possui atividade de cofator, é estruturalmente
semelhante a BH4 e por isso possui afinidade no sitio de liga¢do da
NOS-3, permitindo-lhes competir pela ligagdo na enzima (Landmesser
et al.,, 2003; Crabtree e Channon, 2011). Como consequéncia, 0
acoplamento de BH2 com a NOS-3 gera a producdo do anion
superdxido concomitante com a formagdo de ON, agravando o estresse
oxidativo e causando disfun¢@o endotelial (Channon, 2004), fenomeno
este conhecido como “desacoplamento da NOS-3” (Vasquez-Vivar et
al., 1998; Crabtree e Channon, 2011; Kietadisorn et al., 2012). Neste
contexto, a relacdo BH4/BH2 diminui em varios tecidos em condi¢des
de DM, sendo um indicativo do comprometimento da NOS-3 (Shankar
et al., 2000; Duplain et al., 2001).
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1.7 EPIGENETICA E O DM

Estudos clinicos com mais de 6.000 pacientes examinados
durante vinte anos demonstraram que o melhor controle glicémico
poderia evitar as complicagdes tanto micro quanto macrovasculares
causadas pelo DM (Nathan et al., 2005; Thnat et al., 2006; Ceriello et al.,
2009). Também foi observado que os efeitos deletérios causados pela
hiperglicemia s@o vistos logo nos primeiros anos da doenga e podem
persistir por um longo periodo, ainda que os niveis glicémicos estejam
controlados (The Diabetes Control and Complications Trial Research
Group, 1993; The Action to Control Cardiovascular Risk in Diabetes
Study Group, 2008). Neste cenario, como citado anteriormente, surge o
conceito de “memoéria metabolica”, onde a hiperglicemia como
consequéncia da falha na sinalizagdo da insulina induziria efeitos
deletérios de longa duragdo, os quais ndo poderdo ser revertidos a menos
que o controle glicémico seja iniciado nos estagios mais precoces da
doenca (Nathan et al., 2005; Thnat et al., 2006; Ceriello et al., 2009).
Estas alteragdes nas fases iniciais do DM parecem estar relacionadas
com mudangas epigenéticas favorecendo a modulacdo patologica da
expressdao de determinados genes (Kuroda et al., 2009), provocando
desta forma danos irreversiveis no organismo mesmo que a glicemia
seja controlada.

O termo epigenética foi introduzido primeiramente por Conrad
Waddington no ano de 1940 para descrever as interagdes dos genes com
o ambiente e sua responsabilidade pela expressdo do fenotipo. Assim, o
termo epigenética se refere a mudangas na expressdo génica herdadas,
mitotica ou meioticamente, as quais ndo envolvem mudangas na
sequéncia de DNA (Jirtle e Skinner, 2007). A complexa interagdo entre
as variadas formas de controle epigenético deu origem ao termo “cddigo
epigenético”, que por sua vez modula o “codigo genético” em resposta a
estimulos enddgenos e/ou ambientais (Sawan et al., 2008).

Assim, a correta manutencdo do “codigo epigenético”
representa um importante mecanismo na manutengdo do perfil da
expressdo génica celular, durante sucessivas mitoses ou ainda, entre
varias geracdes. Por outro lado, um desequilibrio do mecanismo
epigenético pode promover o desenvolvimento de um fenotipo anormal
e ainda o aparecimento de eventos genéticos, como por exemplo,
quebras da dupla fita de DNA, mutacdo e instabilidade cromossémica
que podem contribuir para o aparecimento de intimeras desordens
(Sawan et al., 2008). Entre os varios mecanismos epigenéticos
conhecidos até o momento, pode-se destacar as modificagdes poOs-
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traducionais das histonas, os RNAs ndo codificantes ¢ a metilagdo de
citosinas que precedem guanina no DNA, sendo a metilagio do DNA
uns dos mais estudados (Tost, 2010).

A metilacdo do DNA consiste em uma modificagdo covalente
onde um grupamento metil (CH3) é transferido da S-adenosilmetionina
(SAM) para o carbono 5’ de uma citosina, formando a 5-metilcitosina
(5-meC) pela acdo de enzimas conhecidas como DNA metiltransferases
(DNMT) (Sawan et al., 2008) (Figura 9).

NH, SAM-CH; SAM NH,
N)E U N)E/CHS
N ] PN
B H
. . DNMT . . .
Citosina 5- Metilcitosina

Figura 9. Esquema representativo da conversdo do nucleotideo citosina para 5-
metilcitosina por a¢cdo de DNA metiltransferases (DNMT) (Gibney e Nolan, 2010).

Em organismos eucariotos, a metilacio do DNA ocorre
predominantemente em regides repetitivas do genoma que possui
abundancia de residuos dinucleotideos CpG (citosina que precede uma
guanina). Por outro lado, eventos de metilagdo em sitios ndo CpG sao
observados em células tronco embrionarias (Scarano et al., 2005; Klose
e Bird, 2006). Em geral, os dinucleotideos CpG sdo relativamente raros
no genoma dos mamiferos, e ocorrem normalmente em regides densas
chamadas ilhas CpG. Estas regides variam entre 0,5 kb e 4 kb em
comprimento, e sdo encontradas principalmente em regides promotoras
de genes funcionais (Johnson e Belshaw, 2008). Aproximadamente 88%
das regiGes promotoras ativas estdo associadas com sequéncias ricas em
CpG, assim estas podem ser reguladas por eventos de metilagdo do
DNA (Tost, 2010). As ilhas CpG associadas tanto aos genes de
manutencdo como aos genes tecido especifico, ndo se encontram
metiladas em qualquer estdgio de desenvolvimento, exceto, quando
associadas a genes sujeitos a inativagdo do cromossomo X e certos
genes de imprinting (Shen et al., 2007). Entretanto, existem sequéncias
gendmicas repetitivas em células normais que sdo densamente metiladas
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para proteger a integridade do cromossomo, evitando a reativagdo de
elementos transponiveis também chamados de transposons (Mulero-
Navarro e Esteller, 2008).

1.7.1 Metilagao do DNA e sua relacio com o DM e doencas
neurodegenerativas

Nos ultimos anos, tem sido proposto que alteragdes no padrio
de metilagdo na regido do gene promotor da insulina estaria relacionada
com alteracdes na regulacdo da transcrigdo gé€nica nas células
pancreaticas. Estas alteragdes parecem ainda estar intimamente
relacionadas com os mecanismos patofisiologicos do DM (Kuroda et al.,
2009; Todd, 2010; Fradin et al., 2012).

Neste sentido, a metilagdlo do DNA ¢é uma das principais
modificagdes epigenéticas que controlam a expressdo de genes em
estados fisiologicos e patologicos. Estas alteracdes no perfil de
metilagio do DNA podem ocorrer durante o envelhecimento e em
estados patologicos como no cancer e doengas metabolicas, como € o
caso do DM (EI-Osta et al., 2008; Barres e Zierath, 2011). Nestes casos,
geralmente ¢ observado uma hipometilagcdo global concomitante com a
hipermetilacdio de algumas ilhas CpG distribuidas em sequéncias
repetitivas, bem como em alguns genes transcricionalmente relevantes
(Fraga et al., 2005). Como consequéncia, a hipometilagdo gendmica
desencadeia uma instabilidade cromossdmica, permitindo a ocorréncia
de mutagdes mais facilmente, e a superexpressido de protooncogenes.
Além disso, a hipermetilagio gene-especifica pode levar ao
silenciamento de muitos genes responsaveis pelo controle do ciclo
celular, causando apoptose (Burzynski, 2005).

Neste cenario, cerca de 55% do genoma humano ¢ constituido
por elementos repetitivos (Lander et al., 2001). O elemento repetitivo
LINE-1 é uma sequéncia repetitiva que esta dispersa ao longo de
aproximadamente 17% do todo genoma humano, com aproximadamente
500.000 repeticoes (Cordaux e Batzer, 2009). Devido a alta
representagdo em todo o genoma e a forte metilagdo em tecido normal, o
LINE-1 tem sido utilizado como um marcador substituto para a
estimativa dos niveis de metilagio do DNA global (Yang et al., 2004;
Shen et al., 2007). Entretanto, eventos de hipometilagio nestes
elementos transponiveis do genoma estdo diretamente associados a uma
maior instabilidade genomica, bem como alteragdes ou desregulagdo da
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expressdao génica, permitindo a ocorréncia de mutagdes mais facilmente
(Burzynski, 2005).

Ainda, estudos recentes apontam o fator de transcrigdo
silenciador do elemento 1 (REST) como um fator protetor de neurénios
durante o envelhecimento (Schoenherr and Anderson, 1995; Ballas et
al., 2005; Lu et al., 2014). Este fator de transcrigdo é um repressor de
genes neuronais expresso durante o desenvolvimento embriondrio. Apos
este periodo, a expressdo de REST ¢ silenciada e permanece nestas
condi¢gdes durante toda a fase adulta. Estudos recentes de Lu e
colaboradores (2014) apontam que durante o envelhecimento, o REST ¢
novamente expresso e estd muito associado com a preservagdo de
funcdes cognitivas e o aumento da longevidade, sendo considerado um
“fator protetor de neurdnios”. Estas evidéncias estdo baseadas em
estudos que demonstraram que pacientes idosos acometidos pela doenga
de Alzheimer apresentam uma deficiéncia deste fator de transcricdo em
relacdo a pacientes idosos que ndo possuem alguma doenca
neurodegenerativa comprovada. Dessa forma, o estado de ativagdo de
REST, durante o envelhecimento, poderia distinguir fendmenos de
neuroprotecdo e/ou de neurodegeneragdo no cérebro (Lu et al., 2014).

Contudo, condi¢des de resisténcia a insulina e/ou sindrome
metabodlica, obesidade e DM, podem ser responsaveis pelo
comprometimento cognitivo moderado em pacientes acima de 45 anos,
aumentando o risco de desenvolver DA, e também contribuindo para a
apari¢do ¢ o agravamento dos sintomas da DP (Cereda et al., 2012),
sendo que a gravidade destas complicagdes depende do tempo da
existéncia do DM e principalmente da qualidade do controle glicémico,
visto que pequenos picos de glicose sanguinea estariam contribuindo
para as alteragdes epigenéticas (Gispen e Biessels, 2000). Em fungdo
disso, pacientes que apresentam DM e DP demonstram um alto risco de
deméncia, acelerando a progressdo de sintomas motores e cognitivos
(Schwab, 1960; Figlewicz et al., 1996; Schernhammer et al., 2011) . Por
outro lado, aproximadamente 50% dos pacientes afetados pela DP
apresentam DM, hiperinsulinemia ou tolerancia diminuida a glicose
(Barbeau et al., 1961; Boyd et al., 1971; Lipman et al., 1974) e pacientes
portadores de DM2 possuem um risco de 36% de desenvolver DP (Hu et
al., 2007; Xu et al., 2011). Desta forma, parece existir uma forte relagdo
entre hiperglicemia cronica e a predisposi¢do ao desenvolvimento das
doencas neurodegenerativas. Esta forte relagdo se deve a perda da
solubilidade e agregacdo proteica, aumento na formacdo de AGEs e o
desenvolvimento de estresse oxidativo e inflamacdo, aumento na
glicacdo de proteinas chaves do metabolismo e, principalmente, as
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alteragdes epigenéticas (Sandyk, 1993; Pressley et al., 2003; Holscher e
Li, 2010; Munch et al., 2012).

Neste cenario, hipotetizamos que durante condi¢des de
hiperglicemia cronica, proteinas chaves no metabolismo energético
seriam alvos celulares dos oxidantes, MG e/ou AGEs acumulados em
pacientes com DM, criando dessa forma, um cenario propicio de déficit
energético e mudangas epigenéticas, contribuindo para o
desenvolvimento de alteracdes cognitivas, maior predisposi¢do a dor
e/ou doencas neurodegenerativas, em particular a DP.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a predisposicdo ao desenvolvimento de doencas

neurodegenerativas e/ou neuroldégicas durante o estado de hiperglicemia

cronica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

2)

3)

4)

Avaliar o efeito da hiperglicemia cronica induzida pela
administragdo de STZ sobre pardmetros do metabolismo
energético, oxidativo, alteragdes epigenéticas e de inflamacao
no SNC; bem como pardmetros comportamentais ¢ marcadores
de neurodegeneragdo em ratos Wistar adultos e o efeito da
normalizacdo da glicemia através da administracdo de INS
exogena;

Avaliar o efeito in vitro do oxidante MG sobre a fisiologia
mitocondrial na linhagem celular H19-7 (células precursoras de
hipocampo) de rato e/ou em cultura primaria de astrdcitos
corticais de rato;

Investigar biomarcadores metabolicos relacionados com
pardmetros de bioenergética, estresse oxidativo e inflamagéo
em pacientes portadores de Diabetes Mellitus do tipo I e
Doenga de Parkinson,;

Caracterizar o efeito da modulagdo da via metabdlica da BH4
como ferramenta para reduzir a hipersensibilidade a
nocicepgao.
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3 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Embora o DM represente um dos principais problemas de saude
publica, tanto em niimero de pessoas afetadas quanto na incapacidade
para o trabalho, ainda pouco se sabe sobre os efeitos da hiperglicemia
cronica sobre o SNC e os mecanismos que levam os pacientes a
apresentar maior disposicdo ao desenvolvimento de doengas
neurodegenerativas e/ou neurologicas, como a doenga de Alzheimer e,
principalmente a doenga de Parkinson.

Neste sentido, sabe-se que a incidéncia das patologias
neurodegenerativas parece ser maior nos individuos portadores do DM,
e que a maior parte dos pacientes afetados pela DP que apresentam
deméncia, sdo resistentes a insulina. Interessantemente, os pacientes
portadores tanto do DM quanto da DP parecem apresentar sintomas
motores mais graves. Contudo, existem varias evidéncias de que o DM
esta intimamente relacionado com a progressdo da DP, e que estas duas
doengas compartilham mecanismos comuns a niveis celulares e
moleculares.

Assim, acredita-se que conhecendo os mecanismos celulares e
moleculares envolvidos nestas enfermidades, serd possivel tomar
medidas preventivas mais efetivas ou desenvolver meios terapéuticos
mais eficazes para que consigam prevenir ou atenuar as complicagdes
decorrentes destas patologias cronicas. Além disso, o tratamento mais
efetivo trara beneficios socioecondmicos inestimaveis que entendemos,
melhorardo a qualidade de vida dos pacientes, bem como a de seus
familiares.



61

4 MATERIAL E METODOS
4.1 EXPERIMENTOS IN VIVO

4.1.1 Material e métodos referentes ao modelo experimental de
hiperglicemia

4.1.1.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos de 60 dias de vida
pesando entre 250-350g provindos do Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Catarina, Florianopolis/SC, Brasil. Os animais foram
aclimatados no Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica da
mesma Universidade, com temperatura controlada (22 + 1°C) e em um
ciclo claro/escuro de 12 horas. Estes foram mantidos em caixas de
plastico individuais, com livre acesso a agua e a racdo comercial para
roedores (Nuvital/PR, Brasil), com excecdo dos periodos em que os
ratos deveriam permanecer em jejum (6 horas), para as mensuragdes
relacionadas a glicose sanguinea. O protocolo experimental foi aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA (PP000350/CEUA)
da Universidade Federal de Santa Catarina, e foi realizado de acordo
com o “Guia de Principios para o uso de Animais em Toxicologia”
adotado pela sociedade de toxicologia em julho de 1989. Todos os
esfor¢os foram feitos para minimizar o nimero de animais utilizados e
seu sofrimento.

4.1.1.2 Modelo Experimental de DM: Indugdo de hiperglicemia
cronica através da  administracdo  intraperitoneal (i.p.) de
estreptozotocina (STZ)

A hiperglicemia foi induzida por uma unica inje¢do i.p. de 55
mg/kg de STZ diluida em tampdo citrato de sodio (pH 4,5), ap6és um
periodo de jejum de 14 horas. Controles foram executados em paralelo,
0s quais receberam somente a inje¢do i.p. de veiculo (tampéao citrato de
sodio, pH 4,5, grupo controle). Apds a administragdo de STZ, os ratos
receberam para beber agua contendo glicose a 5% durante 24 horas, a
fim de evitar morte por hipoglicemia. Quatro dias apds a administragdo
de STZ (ou veiculo), com jejum prévio de 6 horas, as concentracdes de
glicose no sangue foram avaliadas utilizando-se um glicosimetro
(OptiumTM Xceed, Abbot, EUA). Os animais com concentracdo de
glicose sanguinea superior a 200 mg/dL (11 mmol/L) foram
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considerados hiperglicémicos, e foram divididos em dois grupos, o
grupo STZ, em que os animais permaneceram hiperglicémicos durante
10 e/ou 60 dias, e o grupo STZ + INS, em que os animais receberam por
via subcutanea (s.c.) 1,5 UI de insulina Novolin® N (Novo Nordisk
Laboratories, Princeton, NJ, EUA), duas vezes ao dia durante 10 e/ou 60
dias, a fim de normalizar os niveis de glicose no sangue, como indicado
no Esquema 1. De modo a assegurar o estrito controle glicémico
exercido pela insulina, os niveis de glicose no sangue foram analisados
quinzenalmente (Remor et al., 2011).

Veiculo
100 mM de
tampio citrato

/S .. .
P & mg/ Dias de tratamento _
| . A Grupo Controle

30 e & Aguapotivel
G ad libitum
- Solugio
Ratos Wistar « STZ55mg/kg
machos adultos (ip)
(250-300g) ¢ PN >200 mg/dL Grupo
* 4 " Hiperglicémico
W Solugdio de glicose 5% W (STZ)
7 ad libitum i Insulina

1,5 UI duas vezes Grupo
ao dia (s.c) @l Hiperglicémico +
= insulina exégena

(STZ + INS)

Esquema 1. Desenho experimental. Desenvolvimento de hiperglicemia pela
administragdo de estreptozotocina (STZ) em ratos Wistar adultos. Para detalhes, ver
Material e Métodos.

4.1.1.3 Testes comportamentais

As avaliagdes comportamentais foram realizadas em
colaboragdo com o Laboratério Experimental de Doencgas
Neurodegenerativas (LEXDON) do Departamento de Farmacologia da
UFSC, coordenado pelo Prof. Rui Daniel S. Prediger.

4.1.1.3.1 Caixa de atividade

Para avaliar alteragdes locomotoras induzidas pelos diferentes
tratamentos utilizados, os animais foram submetidos a uma caixa de
madeira medindo 70 x 30 x 22 cm, seguindo o protocolo descrito por
Prediger e colaboradores (2007). Esta caixa apresenta trés células
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fotoelétricas instaladas a 3 cm de altura do chdo em grade, espacadas
igualmente ao longo de sua extens@o e acopladas a um contador digital
que registra o namero de vezes que o animal interrompe os feixes de luz
(cada interrupcdo do feixe de luz constitui em uma medida de
atividade). Desta forma, somente os movimentos horizontais dos
animais foram detectados pelas fotocélulas durante durante um periodo
de 30 minutos, com medidas de atividade a cada 5 minutos.

4.1.1.3.2 Teste comportamental da esquiva inibitoria

O teste da esquiva inibitoria foi realizado em uma caixa de
acrilico medindo 50 x 25 x 25 cm. Todo o chédo do aparelho é gradeado
com barras metalicas com 1 mm de didmetro, espagadas 1 cm entre elas.
Uma plataforma em acrilico com 10 cm’ de superficie e 2 cm de altura
estd posicionada na lateral do aparelho. O animal foi posto sobre a
plataforma e a laténcia de descida foi cronometrada, correspondente as 4
patas na grade. Na sess@o de condicionamento (treino), apds a descida, o
animal recebeu um leve choque nas patas (0.3 mA) durante 2,0
segundos. Posteriormente, cada animal foi reexposto ao aparato 1,5 e 24
horas, sem a presenga do choque nas patas, para avaliagdo de memoria
de curta e de longa duragdo (Roesler et al., 1999).

4.1.1.3.3 Teste comportamental do labirinto aquatico de Morris

O labirinto aquatico de Motris consiste em um tanque circular
de cor preta (1,7 m de diametro e 80 cm de altura), localizado no interior
de uma sala com vdrias pistas visuais fixadas nas paredes. O tanque foi
preenchido com agua até a altura de 60 cm, sendo a temperatura da agua
mantida a temperatura constante (25+2°C) através de um sistema
automatizado de resisténcias. Foram estabelecidas 4 posi¢des de partida
(Norte, Sul, Leste e Oeste) que dividiam a superficie do labirinto em 4
quadrantes (Nordeste, Noroeste, Sudeste ¢ Sudoeste). Os animais foram
submetidos a 4 treinos no labirinto aquatico (durante um unico dia). Em
cada treino os animais foram liberados de pontos de partida diferentes
de forma pseudoaleatéria para encontrar a plataforma, que permaneceu
submersa na mesma posi¢do (Sudeste) durante todo o treinamento. No
dia do teste (48 h apds o treinamento), repetiu-se o procedimento do dia
de treinamento e o animal foi liberado para nadar até encontrar a
plataforma ou até um tempo maximo de 60s. Caso o animal ndo
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encontrasse a plataforma nesse tempo, ele era levado manualmente até a
plataforma onde permanecia por 10 s. O tempo de laténcia até o animal
encontrar a plataforma foi registrado. Apos os 10s, o animal foi retirado
da plataforma e colocado em uma caixa fora do labirinto aquatico por
20s, sendo que em seguida ele era colocado no proximo ponto de
partida. Uma cémara de video foi empregada para capturar as imagens
durante o experimento para posterior analise em sistema
computadorizado (Castro et al., 2013).

4.1.1.3.4 Teste comportamental do labirinto em cruz elevado

O teste do labirinto em cruz elevado foi utilizado para avaliar o
comportamento ansiolitico dos animais. O aparato consiste de um
labirinto de madeira recoberto por formica preta composto de dois
bragos abertos (50 x 10 cm) unidos ortogonalmente a dois bragos
fechados (50 x 10 x 40 cm) com paredes forradas de preto, elevados a
60 cm do solo por um suporte de madeira, modificado de Lister (1987).
O animal ¢ colocado no centro do aparato voltado para um dos bragos
fechados sendo permitido explorar livremente o aparato durante 5 min.
O numero de entradas (definida pela colocagdo das quatro patas num
brago) e o tempo de permanéncia gasto nos bragos abertos e fechados
foram registrados. A porcentagem do numero de entradas nos bragos
abertos e o tempo de permanéncia nos bragos abertos, foram calculados
pelo numero de entradas nos bragos abertos dividido pelo numero total
de entradas nos bragos (Cruz et al., 1994).

4.1.1.4 Parametros bioquimicos

Para a mensuragdo das atividades enzimaticas dos complexos
da cadeia respiratoria, creatinaquinase, hexoquinase ¢ do consumo de
oxigénio, o cérebro e os tecidos periféricos (figado, musculo cardiaco,
musculo esquelético e rim), foram homogeneizados em dez volumes de
tampao fosfato de potassio SmM, pH 7,4, contendo sacarose 300 mM,
MOPS 5 mM, EGTA 1 mM e albumina sérica bovina 0,1%.
Posteriormente, o homogeneizado foi centrifugado a 3.000 x g durante
10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi novamente centrifugado a 17.000
x g durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet
foi suspendido no mesmo tampao utilizado no processo de
homogeneizacdo, constituindo uma suspensao rica em mitocondrias com
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uma concentragdo proteica de aproximadamente 20 mg/mL (Latini et
al., 2005). Para a mensuracdo da atividade da CK, esta fragdo
mitocondrial foi lavada duas vezes com tampdo Tris 10 mM, pH 7.5,
contendo sacarose 0,25 M e posteriormente suspendida em tampao Tris
100 mM, pH 7,5, contendo MgSO4 9 mM (Hughes, 1962).

4.1.1.4.1 Mensura¢do da atividade das enzimas da cadeia
respiratoria

A atividade do complexo I foi mensurada através da redugéo
do ferricianeto dependente de NADH em um comprimento de onda de
420 nm, como previamente descrito por Cassina e Radi (1996). A
atividade do complexo II foi mensurada através da oxidacdo do DCIP
em 600 nm, de acordo com Fischer e colaboradores (1985). O complexo
IV foi determinado pela mensuracdo da oxidagdo do citocromo c lido a
550 nm (Rustin et al., 1994). A atividade do complexo V foi medido
através da eficiéncia da atividade da ATP sintase mitocondrial, de
acordo com Cassina e Radi (1996). Todos os métodos citados acima
foram aperfeicoados e modificados por Latini e colaboradores (2005).
As atividades dos complexos da cadeia respiratoria foram mensuradas
utilizando-se o espectrofotdmetro Varian Cary 50 com temperatura
controlada (Varian, Inc., Palo Alto, CA, USA) e calculadas como pmol
ounmol. min"'. mg de proteina.

4.1.1.4.2 Mensuragdo da atividade da creatinaquinase

A atividade da creatinaquinase foi mensurada em homogenato e
preparagdes mitocondriais de cérebro e tecidos periféricos baseada na
formacdo de creatina de acordo com o método colorimétrico de Hughes
(1962), com modificacdes previamente descritas por Glaser e
colaboradores (2010). Os resultados foram expressos como pmol de
creatina formada . min™. mg de proteina.

4.1.1.4.3 Mensuragdo da atividade da hexoquinase
A atividade da hexoquinase foi determinada em preparacdes

mitocondriais utilizando o ensaio enzimatico acoplado a atividade da
G6PDH, monitorando indiretamente a atividade da hexoquinase pela



66

formagdo de NADH no comprimento de onda de 340 nm. A reacdo foi
iniciada pela adi¢do de ATP de acordo com Galina e colaboradores
(1995). Os resultados foram expressos como pmol. min™. mg de
proteina.

4.1.1.4.4 Mensuragdo do consumo de oxigénio mitocondrial

A analise de respiracdo mitocondrial de preparagdes
mitocondriais foi realizada em um oxigrafo de alta resolugdo
(Oxygraph-2k Oroboros” Instruments, Innsbruck, Austria), a 37°C, com
chambers contendo 2 mL. Os ensaios foram realizados utilizando-se 0,1
mg / mL de proteinas mitocondriais com o mesmo tampao utilizado para
a preparagdo de isolado mitocondrial. A analise de respiragdo
mitocondrial nas células precursoras de hipocampo (H19-7) foi
realizada no Seahorse X-24 Analyser, Massachusetts, USA, em um
meio de reagdo contendo glutamina 100 mM e glicose na concentragdo
de 7 mg/mL, a 37°C. Os pardmetros avaliados em ambos os
equipamentos foram os seguintes:

1) Respiragdo basal: Mensurado através do consumo de oxigénio,
sem a adi¢do de substratos ou inibidores de respiragao;

2) Produgdo de ATP (Estado IV de respiragdo mitocondrial): Este
estado respiratorio estd representado pelo consumo de
oxigénio ocasionado pela transferéncia de elétrons através da
cadeia respiratoria. Neste estado ndo ha sintese de ATP e
experimentalmente é analisado o consumo de oxigénio apds
adicionar oligomicina no meio. A oligomicina é um inibidor
da subunidade F, da ATP sintase ou complexo V. O efeito
induzido por esta inibi¢do € caracterizado por uma marcada
redugdo no consumo de oxigénio (Nelson e Cox, 2004);

3) Respiragdo maxima: Este pardmetro representa o consumo de
oxigénio observado apds adicionar o desacoplador
mitocondrial FCCP (carbonilcianeto-4-trifluorometoxifenil-
hidraxona). Este composto desacopla a transferéncia de
elétrons da fosforilagdo oxidativa por dissipar os protons que
formam o gradiente eletroquimico através da membrana
mitocondrial (Nelson e Cox, 2004). Este parametro indica a
capacidade maxima mitocondrial em transferir elétrons
(Gnaiger, 2001);
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4) Produgdo de EROs extramitocondrial: Indica o consumo de
oxigénio ndo proveniente da respiracdo mitocondrial,
representado pela reducdo incompleta do oxigé€nio em espécies
reativas. A producdo de EROs ¢é observada apos adicionar
rotenona, que inibe o complexo I da CR, e antimicina A,
inibidor do complexo III. Desta forma, com a cadeia
transportadora de elétrons inibida, o oxigénio que esta sendo
consumido ndo é devido a passagem de elétrons pela CR
(Gnaiger, 2001);

5) Capacidade de controle respiratério (RCR; respiragdo maxima
/ estado IV): Indice utilizado para determinar a contribuigio
dos diferentes estados respiratorios. E calculado utilizando a
respiracdo maxima e o estado IV da respiragdo (Sjovall et al.,
2010).

4.1.1.4.5 Mensura¢do de grupamentos tiolicos ndo proteicos
(NPSH)

Os grupamentos NPSH, representados pela glutationa (90%),
foram determinados conforme descrito por Ellman (1959). Uma aliquota
de acido tricloroacético 20% foi adicionada a uma aliquota de mesmo
volume de amostra de plasma e centrifugados a 10.000 x g, durante 10
min, a 4°C. Apo6s, uma aliquota do sobrenadante foi diluida em 800 mM
de tampdo fosfato de sodio, pH 7,4 e adicionado 500 uM de DTNB
(5,5-ditio bis-2-acido nitrobenzodico). A absorbancia da cor formada foi
determinada a 412 nm ap6s 10 minutos. Os resultados foram expressos
em nmol. min”, mg de proteina.

4.1.1.4.6 Mensuracdo de substincias reativas ao dcido
tiobarbiturico (TBARS)

O TBARS foi determinado no plasma em uma reagdo contendo
acido tiobarbiturico na presenga de calor conforme descrito por
Esterbauer ¢ Cheeseman (1990). Apos incubagdo a 100°C, a absorbancia
da cor formada foi determinada a 532 nm. Os resultados foram
expressos em nmol. min". mg de proteina.
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4.1.1.4.7 Mensurag¢do de BH4 em liquido cefalorraquidiano

A concentragdo de BH4 foi determinada em liquido
cefalorraquidiano previamente precipitado com um volume de TCA 5%
contendo 1 mg/mL de DTE e DETAPAC. As amostras foram
centrifugadas a 14.000 x g, durante 10 min, a 4°C. Vinte microlitros do
sobrenadante foram utilizados para analise por cromatografia liquida de
alta resolugdo por fase reversa (Alliance, €2695, Waters, Milford, EUA),
utilizando-se a fase movel contendo 50 nM de acetado de so6dio, 5 mM
de acido citrico, 48 uM de EDTA e 160 uM de DTE. A identificacdo e
quantificacdo foi detectada por um detector eletroquimico (modulo
2465, Waters, Milford, EUA) (Howells et al., 1986).

4.1.1.4.8 Mensuragdo de neopterina em plasma

A determinacdo de neopterina foi realizada em plasma
previamente precipitado com um volume de TCA 5%. As amostras
foram centrifugadas a 14.000 x g, durante 10 min, a 4°C. Vinte
microlitros do sobrenadante foram utilizados para andlise por
cromatografia liquida de alta resolugdo por fase reversa (Alliance,
€2695, Waters, Milford, EUA) utilizando-se a fase movel contendo 50
nM de acetato de sodio, 5 mM de acido citrico, 48 uM de EDTA e 160
uM de DTE. A identificagdo e quantificagdo foi detectada por um
detector de fluorescéncia (mddulo 2475, Waters, Milford, EUA) em um
comprimento de onda com excitacdo de 350 nm e emissdo de 430 nm
(Ormazabal et al., 2005). O tempo de reten¢do da neopterina foi de 2,9
minutos em uma corrida com tempo total de 5 minutos. Os valores
foram expressos em mmol . L' (de Lucas et al., 2014).

4.1.1.4.9 Mensuragdo da formagdo de AGEs

A formagdo de compostos de Maillard ou proteinas oxidadas
por MG (AGEs) foi determinada conforme descrito por Biemel e
colaboradores (2001). O plasma foi diluido 4 vezes em PBS e a detecgdo
dos compostos foi realizada por fluorescéncia com o comprimento de
excitacdo de 440 nm e de emissdo de 370 nm, utilizando o
espectrofotometro  de  fluorescéncia  (Tecan GmbH  M200,
Grodig/Salzburg, Austria).
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4.1.1.4.10 Andlise de proteinas por Western Blot

O cortex cerebral foi homogeneizado em cinco volumes (1:5,
v/v) de tampdo de homogeneizacdo (Tris 50 mM pH 7,0 contendo
EDTA 1 mM, NaF 100 mM, PMSF 0,1 mM, Na;VO4 2 mM, Triton X-
100 a 1%, glicerol a 10% e coquetel inibidor de protease [Sigma]). Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g, durante 10 min, a
4°C e o sobrenadante foi coletado e diluido em 1 volume (1:1, v/v) de
tampao Tris 100 mM, pH 6,8 contendo EDTA 4 mM e SDS a 8%. Apds,
as amostras foram aquecidas a 100°C durante 5 minutos e o tampdo de
dilui¢do (Tris 100 mM, com 40% de glicerol e azul de bromofenol, pH
6,8), numa propor¢ao 25:100 (v/v), e f-mercaptoetanol (na concentragio
final de 8%), foram adicionados nas amostras.

As proteinas foram isoladas através de SDS-PAGE
(eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sddio
[SDS]) utilizando gel de separagdo de acrilamida com concentragdo de
10% e gel de entrada a 4%. A eletroforese foi realizada com corrente
fixa de 40 mA e voltagem maxima de 150 mV durante
aproximadamente 2 horas. Apds a corrida, os géis foram submetidos ao
processo de eletrotransferéncia e transferidos para membranas de
nitrocelulose usando um sistema semi-dry (1,2 mA/cm?*; 1,5 h) como
descrito por Bjerrum e Heegaard (1988). Para verificar a eficiéncia do
processo de transferéncia, as membranas foram coradas com Ponceau S.

Apbs, as membranas foram bloqueadas com 5% de leite
desnatado em TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). A
creatinaquinase foi detectada apos incubacdo overnight (4°C) com
anticorpo especifico para esta proteina diluido em TBS-T (Tris 10 mM,
NaCl 150 mM, Tween-20 0,1%, pH 7,5) contendo 1% de albumina
sérica bovina (BSA) na diluicdo de 1:250 (Santa Cruz Technology).
Para a detec¢do dos complexos imunes, as membranas foram incubadas
por 1 hora com anticorpo secundario anti-coelho (conjugado a
peroxidase) e reveladas em filme radiografico, apds a emissdo de
quimioluminescéncia induzida por reagentes adicionados a membrana
de nitrocelulose (LumiGLO), de acordo com as recomendagdes do
fabricante. As membranas foram incubadas com o anticorpo anti-f-
actina (1:2000) para verificar se a mesma quantidade de proteinas foi
aplicada no gel. Todos os passos de bloqueio e incubagdo foram
seguidos por trés lavagens (5 minutos) com TBS-T. As bandas
imunorreativas foram quantificadas usando o software Scion Image®
(Lopes et al., 2012).
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4.1.1.5 Parametros histologicos

4.1.1.5.1 Imunomarcagdo para o conteudo de proteinas oxidadas
por MG e caspase-3 na forma clivada

Apos o término dos diferentes tratamentos in vivo, os animais
foram perfundidos com solugdo de paraformaldeido 4%. Posteriormente,
o cérebro foi removido e imediatamente imerso nesta solugdo por 24
horas (processo de fixacdo), e desidratado em série alcoolica crescente
(1 hora em cada solugdo alcodlica: 70%, 80%, 90% e 100%, este ultimo
por duas vezes). Posteriormente, as pecas foram imersas em solugdo
alcoolica contendo xilol durante vinte minutos, diafanizadas em xilol e
incluidas em parafina em moldes apropriados. Apds solidificagdo, os
blocos de parafina foram removidos dos moldes, aparados e acoplados
ao microétomo rotativo. Os cortes foram realizados na espessura de 7
pm. Foi realizada imunofluorescéncia para verificar o conteudo de
proteinas oxidadas por MG no cortex cerebral, utilizando o anticorpo
primario monoclonal anti-metilglioxal (JaICa®) em uma diluicdo de
1:400 e o anticorpo secundario Alexa Fluor 633 anti-camundongo
(dilui¢ao 1:1000). Para a imunohistoquimica da proteina caspase-3 na
forma clivada, foi utilizado o anticorpo policlonal anti-caspase 3 clivada
(Cell Signaling™) na diluigdo de 1:400 e o anticorpo secundério
biotinilado conjugado com peroxidase. A revelagdo da marcacdo foi
realizada com DAB (3,3’-diaminobenzidina) (DakoCytomation®) e
contracorado com hematoxilina de Harris. Os tecidos dos grupos
controle e dos grupos STZ ¢ STZ + INS foram colocados na mesma
lamina, dessa forma sendo processados sob as mesmas condigdes. As
imagens foram realizadas nas cinco camadas do coértex em microscopio
de fluorescéncia Olympus modelo BX41 para o contetido de proteinas
oxidadas por MG e em Eclipse 501 light (Nikon) para a
imunohistoquimica da proteina caspase-3 na forma clivada. A analise
foi realizada em 5-8 campos aleatorios, através da andlise de densidade
optica, utilizando-se o software Image]®, e os dados foram expressos
através da média de densidade optica.

4.1.1.5.2 Analise da localizagdo subcelular da o-sinucleina por
microscopia imunoeletronica

A localizacdo subcelular da a-sinucleina no hipocampo foi
determinada por microscopia imunoeletronica conforme destrito por
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Sabatino e colaboradores (2013). O hipocampo foi embebido em LR-
White (London Resin Corporation, Berkshire, UK) e foram realizadas
fatias com espessura de 70-90 nm com o auxilio de uma ldmina de
diamante no ultramicréotomo JEOL JUM-7 (Nikon, Tokyo, Japan).
Apos, as fatias foram incubadas com o anticorpo primario anti- o-
sinucleina (Proteintech Group, Inc. Chicago, IL, USA. Catalago
nimero: 10842-1-AP) em uma diluigdo de 1:50 por um periodo
overnight. A imunorreatividade foi marcada com o anticorpo secundario
anti-coelho conjugado com particulas de ouro coloidal de 15 nm, em
uma dilui¢do de 1:30 (Electron Microscopy Sciences; Hatfield, USA).
Para validar a especificidade da imunorreatividade, foram realizados
controles negativos utilizando-se BSA 1% m/v no lugar do anticorpo
primario. Por fim, os cortes foram contrastados com uma solugdo
aquosa saturada de acetato de uranila e examinadas no microscopio
eletronico Zeiss LEO 906-E, equipado com uma camera digital
Megaview III (Oberkochen, Germany).

4.1.1.6 Parametros moleculares

4.1.1.6.1 Determinagdo da expressdo génica da CK, REST e REST-
4 por reagdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa em
tempo real (RT-PCR)

O RNA total foi isolado a partir de cortex cerebral e hipocampo
dos grupos controle, STZ e STZ + INS, como indicado pelo fabricante
do produto TRI Reagent (Sigma). A concentracdo e pureza do RNA
extraido foram determinadas através de um espectrofotometro
NanoDrop, a 260 nm e a 280 nm. O cDNA foi construido a partir de 1
pg de RNA, utilizando-se o kit “M-MLV Reverse Transcriptase”
(Sigma). A reacdo foi realizada em microtubo de 0,2 mL contendo o
tampdo da enzima M-MLV transcriptase reversa, 0,1 M DTT, RNAse
OUT, Oligodt, 10 mM dNTP e a enzima M-MLYV transcriptase reversa
(e quantidade de agua suficiente para completar 20 pL). Os microtubos
foram colocados para reagdo em um Termociclador Eppendorf, de
acordo com o seguinte protocolo: 25°C por 10 minutos, 37°C durante 50
minutos e 4°C por 10 minutos, seguindo as instrugdes do manual do
produto e como descrito previamente por Jiang e colaboradores (2006).

A reagdo foi realizada utilizando o kit “SYBR Green PCR
Master Mix” (Applied Biosystems), contendo cerca de 10-100 ng de
cDNA, em um volume final de 15 plL e na presenga de 0,3 uM de
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primers dos tipos forward ou reverse. Foram utilizados primers
especificos para proteina envolvida no metabolismo energético (CK) e
relacionados com epigenética (REST e REST-4), conforme descritos na
tabela a seguir:

Proteina Primer sequéncia forward Primer sequéncia reverse

B-actina 5’GCGTCCACCCGCGAGTACAAC3’ 5’CGACGACGAGCGCAGCGATAZ’
CK 5’CGACTGGCCGGATGCTCGTG3’ 5’GGTGCCCAGGTTGGATGGGC3’
REST 5’AGCGAGTACCACTGGAGGAAACA3’ 5’AATTAAGAGGTTTAGGCCCGTTG3’
REST-4 5’AGCGAGTACCACTGGAGGAAACA3’ 5’ATACCCAGCTAGATCACACT3’

Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados para a reagdo de RT-PCR em tempo real

Os primers utilizados foram desenhados utilizando o programa
“BLAST” disponivel em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, de
acordo com os exons especificos para cada proteina. As reagdes foram
realizadas num equipamento ABI PRISM 7900HT (Applied
Biosystems), instalado no Laboratério Multiusuario de Estudo em
Biologia (LAMEB), CCB, UFSC. A reacdo foi realizada com o seguinte
protocolo: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, seguido de 40
ciclos de 95°C por 10 minutos ¢ 60°C por 1 minuto, como descrito
previamente (Jiang et al., 2006). Os resultados foram analisados
utilizando o software Sequence Detection Systems versdo 2.4. Os dados
foram normalizados pela expressdo do gene constitutivo B-actina,
empregado como padrio (housekeeping gene). Os dados foram
expressos em contetido relativo de mRNA em relagdo ao grupo controle.

4.1.1.6.2 Determinagdo do padrdo de metilagdo do DNA

Estes experimentos foram realizados em colaboragdo com o
grupo de pesquisadores da Profa. Dra. Ana Paula de Souza Pardo e Dr.
Rodrigo Augusto da Silva do Departamento de Morfologia da Faculdade
de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP.

a) Obtencdo do DNA

As estruturas cerebrais foram homogeneizadas em tampao de
extragdo contendo 10 mM Tris HCI, 5 mM EDTA, 0,5% SDS, pH 7,8 ¢
armazenadas a -20°C. O DNA genomico (gDNA) foi extraido pela
digestdo com proteinase K (20 mg/mL), seguida pelo método de
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fenol/cloroformio/alcool isoamilico (Trevilatto e Line, 2000). A
quantidade e pureza do gDNA extraido foram estimadas em aparelho de
espectrofotometria, utilizando as razdes OD 260/280 (> 1,8) e OD
260/230 (= 1,0) (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Uniscience).

b) Metilacao global do DNA

A metilagdo global do DNA foi avaliada pela digestdo do DNA
gendmico (gDNA) pelas enzimas Hpall e Mspl, as quais possuem o
mesmo sitio de restricdo (CCGQG). No entanto, apenas a enzima Hpall é
sensivel a metilagdo da molécula do DNA. As reagdes de digestdo
foram realizadas a 37°C por 16 horas contendo 300 ng de gDNA para 1
unidade de enzima em reagdes separadas. Apos o término das digestoes,
as enzimas foram inativadas por 20 minutos a 65°C e armazenadas a -
20°C. Como controle das reagdes, o gDNA foi incubado juntamente com
as digestdes das enzimas Hpall e Mspl, mas somente com o tampao da
reacdo enzimatica. Para a determinagdo da porcentagem de metilagdo
global, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a
0,8% contendo Gel Red. O valor da porcentagem de metilacdo global
das amostras foi determinado pelo resultado obtido entre a diferenga de
intensidade da banda referente a digestdo do gDNA pela enzima Hpall
(sensivel a metilacdo) e da intensidade da banda referente a digestdo da
enzima Mspl (ndo sensivel a metilagdo), multiplicado por 100 e dividido
pela intensidade da banda referente ao gDNA intacto (ndo digerido)
[(DNA digerido pela Hpall — DNA digerido pela Mspl) X 100 / gDNA
intacto] (Molognoni et al., 2011). Os valores referentes as intensidades
das bandas foram obtidos através de analises densitométricas utilizando-
se o software Scion Image.

4.1.1.6.3 Determinagdo da metila¢do do promotor do REST e LINE-
1 pelo método de COBRA

Estes experimentos foram realizados em colaboragdo com o
grupo de pesquisadores da Profa. Dra. Ana Paula de Souza Pardo e Dr.
Rodrigo Augusto da Silva do Departamento de Morfologia da Faculdade
de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP.
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a) Transformagdo por Bissulfito de S6dio

As amostras de gDNA extraidas foram submetidas ao
tratamento com bissulfito de sodio, utilizando-se o kit comercial
MethyISEQr® Bissulfite Conversition (Life, Applied Biosystems),
seguindo as especificagdes do fabricante. O gDNA (300 ng)
transformado foi ressuspendido em 50 ulL de tampdo TE (pH 7.6) e
armazenados a 4 °C.

b) Amplificagdo por reagdo da polimerase em cadeia (PCR)

As reagdes da polimerase em cadeia foram realizadas em
termociclador Veriti (Applied Biosystems, Life Technologies. Carlsbad,
CA) com iniciadores especificos para amplificacio de DNA
transformados por bissulfito de sédio. As reagdes pré-otimizadas para
amplificacdo da regido LINE-1 e do promotor do gene REST foram
realizadas com volume total de 25 uL contendo 1 uL de cada iniciador
especifico a 50 pmoles/ul, 12,5 uL de Go Taq Green Master Mix
(Promega Corporations, Madison, Wi, USA) e 2 uL de gDNA
transformado por bissulfito de sodio a aproximadamente 6 ng/ul. e agua
Milli-Q Rnase free q.s.p. Para estudo da regido LINE-1 foram utilizados
as sequencias Forward: 5°-TTT GGT GAG TTT GGG ATA-3’ e
Reverse: 5°-CTC AAA AAT ACC CAC CTA AC-3’ (Tryndyak et al.,
2006) e para a regido promotora do gene REST, Forwad: 5°-TGT TTC
CGC CAG TGG TAT TCG CT-3’ e Reverse: 5°’-AGC CAC AGC GAT
CAC AGC GGA TG-3’; Os parametros de ciclagem utilizados para
amplificagdo das amostras foram: desnaturacdo a 95°C por 5 minutos,
seguidos de 40 ciclos a 95 °C por 30 s, anelamento a 56°C por 1 minuto,
extensao por 1 minuto a 72°C e extensdo final de 7 minutos a 72°C para
a regido LINE-1 e desnaturacdo a 95°C por 5 minutos, seguidos de 40
ciclos a 95 °C por 45 s, anelamento a 53°C por 45 s, extensdo por 45 s a
72°C e extensdo final de 7 minutos a 72°C para regido promotora do
gene REST.

¢) Digestdo enzimatica

O estado de metilagdo da regido LINE-1 foi avaliado pela
digestdo do produto da amplificagdo pela PCR através da enzima BstUI
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(Fermentas, Burlington, ON, Canada), a qual possui sitio de restrigdo
CGCQG. O estado de metilacdo da regido promotora do gene REST foi
avaliado pela digestdo do produto da amplificagdo pela PCR pela
enzima HpyCHAIV (Fermentas, Burlington, ON, Canada). As digestdes
foram realizadas em rea¢des com volume final de 20 uL, contendo 10
uL do produto amplificado e 0,3 uL de cada enzima (BstUI ou
HpyCHAIV) em reacdo Unica com tampao especifico para cada enzima
de restri¢do de acordo com as instrugdes do fabricante. Apos o término
das digestoes as amostras digeridas foram submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida a 8% e a intensidade das bandas determinadas pela
analise densitométrica utilizando-se o software Scion Image.

4.1.2 Material e métodos referentes ao modelo experimental de
dor neuropatica

4.1.2.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57/BL-6, machos adultos com
60 dias de vida, obtidos do Laboratorio Jackson, e acondicionados no
ARCH, Karp Building, Boston Childrens Hospital e Harvard Medical
School, Boston, Estados Unidos, sob o protocolo 13-01-2328R,
aprovado pelo IACUC — Institutional Animal care and use Committee.
Os animais foram mantidos em biotério com ciclo claro-escuro de 12/12
horas, a 24 + 1 °C, com acesso livre a dgua e comida. Alguns destes
animais foram modificados geneticamente para aumentar a expressao da
GTPCH, chamados de “GTPCH overexpressing animals (GOEs)” e/ou
geneticamente modificados para anular a expressio da GTPCH,
chamados de “GTPCH nocaute (KO)”. Estes efeitos foram induzidos
especificamente nos neurdnios dos ganglios da raiz dorsal (GRDs).

4.1.2.2 Indugdo de dor neuropatica periférica

Os animais foram submetidos a um modelo de injtria do nervo
ciatico, onde o nervo ciatico € exposto, na altura da coxa do animal e, os
nervos tibial e fibular sdo ligados. Apds, ¢ realizado um corte distal a
ligadura dos mesmos (Decosterd e Woolf, 2000).
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4.1.2.3 Avaliag¢do de alodinia mecanica pelo teste comportamental
de Von Frey

Para a realiza¢do deste teste, os animais foram submetidos a
uma plataforma de arame elevada, a qual permite o acesso a superficie
ventral das patas traseiras. Foram utilizadas as fibras de Von Frey para
“pinicar” as patas traseiras do animal com forgas crescentes e, avaliadas
as possiveis reacdes dos animais, como retirar ou lamber a pata e
vocalizagdo. Os limites iniciais geralmente sdo decrescentes durante
ensaios sucessivos, por isso os testes foram realizados pelo menos trés
vezes para tornarem-se estaveis (Tegeder et al., 2006).

4.1.2.4 Mensuragdo da atividade enzimatica da GTP ciclohidrolase
(GTPCH)

A atividade da enzima GTPCH foi mensurada através da
hidrolise do GTP, na presenca de zinco 5 mM, a 37°C, durante 20
minutos no comprimento de onda ultravioleta de 320 nm. Esta técnica
foi padronizada nos primeiros meses durante o periodo de doutorado
sanduiche, e 0 método estara disponivel brevemente na bibliografia.

4.1.2.5 Mensuracdo da atividade enzimdatica da sepiapterina
redutase (SR)

A atividade da enzima SR foi mensurada através da oxidagdo
do NADPH (600 uM), na presenga de sepiapterina 200 uM, a 37°C,
durante 20 minutos no comprimento de onda de 420 nm. Esta técnica foi
padronizada nos primeiros meses durante o periodo de doutorado
sanduiche, e 0 método estara disponivel brevemente na bibliografia.

4.1.2.6 Quantificagio de BH4, Sepiapterina, Neopterina, BH2 ¢
Biopterina por cromatografia liquida acoplada a um espectrometro de
massa (LC-MS-MS)

A quantificacdo de BH4 e seus metabolitos foram mensuradas
através de LC-MS/MS em tecidos e fluidos biologicos. As amostras
foram preparadas na presencga de acetonitrila : acido formico contendo
6,5 mM de ditioeritrol como antioxidante e na propor¢do 50:50. Esta
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técnica foi padronizada nos Ultimos meses durante o periodo de
doutorado sanduiche, e o método estara disponivel brevemente na
bibliografia.

4.1.2.7 Mensuracdo de fenilalanina

A concentragdo de Phe foi mensurada no plasma e no figado
empregando um kit comercial da companhia Sigma-Aldrich, catalogo
nimero MAKO005, através da desaminagdo da fenilalanina e a produgio
de NADH, o qual reage com a sonda formando um produto fluorescente.
Este produto € proporcional a concentragdo de fenilalanina.

4.1.2.8 Determinagdo de proteinas

A determinag@o de proteinas dos homogeneizados foi realizada
pelo método de Lowry e colaboradores (1951), utilizando albumina
sérica bovina (BSA) como padrio.

4.2 EXPERIMENTOS IN VITRO
4.2.1 Cultura primaria de astrdcitos corticais de rato Wistar

A cultura primaria de astrdcitos corticais foi preparada a partir
de cortex cerebral de ratos Wistar com 1-2 dias de vida, como descrito
por Olivera e colaboradores (2008). Os astrocitos foram cultivados a 2 x
10* células/cm® e mantidas em meio DMEM suplementado com SFB a
10%, 3,6 g/L de HEPES, 100 UI/mL de penicilina e 100pg/mL de
estreptomicina; e mantidas em uma estufa a 37°C, com um minimo de
95% de umidade relativa e em uma atmosfera de ar com 5% de CO,.
Quando as células adquiriram confluéncia, os astrocitos foram expostos
a MG 30 e 300 uM durante 3 e 24 horas. As células foram utilizadas
para mensurar a atividade da CK e para o ensaio de viabilidade celular.
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4.2.2 Cultura primaria de GRDs de camundongos C57/BL-6

Os GRDs dos camundongos foram coletados ¢ a cultura de
neurdnios foi preparada utilizando protocolos especificos descritos
previamente em Sisignano e colaboradores (2012). Os neurdnios foram
cultivados em meio de cultura Neurobasal, contendo 2 mM de L-
glutamina, 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL estreptomicina, B-27 e 50
pg/mL de gentamicina e mantidas em uma estufa a 37°C, com um
minimo de 95% de umidade relativa e em uma atmosfera de ar com 5%
de COz.

4.2.3 Manutencio da linhagem celular de células precursoras de
hipocampo (H19-7) de rato

A linhagem celular H19-7 foi obtida de American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA). Estas células foram
cultivadas em meio DMEM contendo 2 mM L-glutamina, 10% de SFB,
200 mg/mL de G418 e 1 mg/mL de piromicina em placas de cultura
contendo 15 mg/mL de poli-D-lisina (Chen ¢ Wu, 2011) e mantidas em
uma estufa a 34°C, com um minimo de 95% de umidade relativa e em
uma atmosfera de ar com 5% de COs.

4.2.4 Ensaio de viabilidade celular

O ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5)-dimetiltialzolil-2,5
difeniltetrazolio) foi utilizado para analise de viabilidade celular apos
exposi¢do de células ao MG. O ensaio do MTT baseia-se na clivagem
deste composto, que é amarelo, pelas desidrogenases mitocondriais,
formando um composto purpura, o formazan, o qual pode ser
quantificado por espectrofotometria a 570 nm. Os resultados foram
expressos em percentagem dos controles (Mosmann, 1983).

4.3 AMOSTRAS DE PACIENTES PORTADORES DE DM1

As amostras de sangue dos pacientes portadores de DM1 (faixa
etaria: 20+6 anos de idade; ambos os sexos) e dos controles (faixa
etaria: 2449 anos de idade; ambos os sexos) foram coletadas por pungio
da veia cubital mediana de acordo com o protocolo (CEPSH/435/09),
aprovado pelo Comité de FEtica para Pesquisa em Humanos da
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Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, SC, Brasil. O
plasma foi utilizado para mensurar a glicemia, formag¢do de AGEs e
concentracdo de neopterina. A atividade da creatinaquinase foi
mensurada em linfocitos isolados de acordo com Golzari e
colaboradores (2010).

4.4 AMOSTRAS DE PACIENTES PORTADORES DE DP

As amostras de sangue dos pacientes portadores de DP (faixa
etaria: 67+12 anos de idade; ambos os sexos) ¢ dos controles (faixa
etaria: 53+14 anos de idade; ambos os sexos) foram coletadas por
pungdo da veia cubital mediana de acordo com o protocolo
(CEP/HGCR/2009/0026), aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital Governador Celso Ramos, Florianépolis, SC, Brasil. O
plasma foi utilizado para mensurar a glicemia e a formagdo de AGEs. A
atividade do complexo I foi mensurada em plaquetas isoladas de acordo
com de Paula Martins e colaboradores (2013).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média + erro padrao da
média (EPM). Os dados foram analisados utilizando a andlise de
varidncia (ANOVA) de uma via, seguida pelo post-hoc de Tukey. Para a
analise dos testes comportamentais foi utilizado a ANOVA de uma via
seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls, ANOVA de duas vias
seguido do teste post-hoc de Fisher e teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis seguido do teste post-hoc de Wilcoxon. Para amostras
independentes foi utilizado o Teste ¢ de Student. Apenas valores
significativos de F sdo citados no texto. Diferengas entre os grupos
foram considerados significativas quando P< 0,05. Todas as analises
foram realizadas utilizando o programa Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS). Os graficos foram contruidos utilizando-se o
software GraphPad Prism 6".
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos durante o doutorado foram divididos em
trés capitulos:

5.1 CAPITULO 1. EFEITO DA HIPERGLICEMIA CRONICA NOS
METABOLISMOS ENERGETICO E DE PTERINAS NO SISTEMA
NERVOSO CENTRAL DE RATOS WISTAR ADULTOS; ADAPTACOES
METABOLICAS NAS DOENCAS CRONICAS DIABETES MELLITUS
TIPO 1 E DOENCA DE PARKINSON

5.2 CAPITULO II: EFEITO DA HIPERGLICEMIA CRONICA SOBRE
PARAMETROS COGNITIVOS E DE EPIGENETICA EM RATOS WISTAR
ADULTOS

5.3 CAPITULO III: PAPEL PERIFERICO DO METABOLISMO DAS
PTERINAS NA FISIOPATOLOGIA DA DOR NEUROPATICA
PERIFERICA
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5.1 CAPITULO I: EFEITO DA HIPERGLICEMIA CRONICA NOS
METABOLISMOS ENERGETICO E DE PTERINAS NO SISTEMA
NERVOSO CENTRAL DE RATOS WISTAR ADULTOS;
ADAPTACOES METABOLICAS NAS DOENCAS CRONICAS
DIABETES MELLITUS TIPO 1 E DOENCA DE PARINSON

5.1.1 Caracterizacio clinica, bioquimica, e histologica do
modelo de hiperglicemia cronica induzido pela administracao de
estreptozotocina (STZ) em ratos Wistar

A Figura 10 mostra o ganho de peso corporal, arquitetura das
ilhotas B-pancreaticas de Langerhans e parametros bioquimicos em
fluidos bioldgicos de animais hiperglicémicos e o efeito da
administragdo de INS sobre estas mensuragdes. A figura 10A mostra
que a deficiéncia na producdo de insulina provocou uma reducdo no
ganho de peso corporal, quando comparado com os outros grupos
experimentais, e que a administracdo de INS preveniu este efeito. Ainda,
pode ser observado na figura que o ganho de peso corporal no grupo
STZ + INS foi significativamente maior que no grupo controle, a partir
do 24° dia (diferenca entre os grupos [F= 232,97; P<0,001], entre os
dias de tratamento [F= 9,61; P<0,001], interagdo entre os grupos e dias
de tratamento [F= 4,107; P<0,001]). Na Figura 10B, pode ser
evidenciado que a deficiéncia insulinica gerou um estado de
hiperglicemia cronica que foi controlado pela administragdo de INS, a
qual foi mensurada utilizando-se um glicosimetro (Optium"" Xceed,
Abbot, EUA). (glicemia no 15° dia: [F(2,9= 60,59; P<0,001], no 45° dia:
[Fo= 122,90; P<0,001], no 60° dia: [Fpo= 245,057; P<0,001]). A
Figura 10C mostra uma depleg¢do quase que total nas concentragdes da
insulina nos animais do grupo STZ, enquanto que os ratos que
receberam insulina possuem valores maiores do que os controles
(aumento de 733% nos animais do grupo STZ + INS, comparados aos
controles) [Fpg= 25,10; P<0,001]). O perfil lipidico dos animais que
receberam STZ também foi alterado, como mostra na figura 10D, onde
se observa um aumento nas concentragdes plasmaticas de triglicerideos,
o qual foi prevenido pela administracdo de INS [Fpi)= 51,29;
P<0,001]). Além disso, pode ser evidenciado, na Figura 10E, uma
diminuicdo no tamanho e alteragdo da arquitetura da ilhotas de
Langerhans em todos os grupos tratados com STZ (Matos, 2013;
Trabalho de Mestrado em Bioquimica, ano de 2013).
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Figura 10. Efeito da hiperglicemia (60 dias) induzida pela administracdo de
estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) e da administragdo de insulina
(INS; insulina Novolin® N 1,5 UI duas vezes ao dia; via subcutinea), no ganho de peso
corporal (4), glicemia (B), concentragao plasmatica de insulina (C), perfil lipidico (D) e
arquitetura das ilhotas de Langerhans (£) de ratos Wistar (machos, 60 dias, 250-300g).
Diferengas significativas do ganho de peso corporal entre os grupos controle e STZ
iniciam no dia 6 (*), entre os grupos STZ e STZ+INS no dia 5 (#) e entre os grupos
controle e STZ+INS no dia 24 (&) (ANOVA de duas vias para medidas repetidas). A
morfologia das ilhotas de Langerhans foi obtida a partir de cortes semifinos de pancreas
corados com azul de toluidina e observados em microscopio 6ptico em uma magnificagdo
de 400X. Os dados representam a média + erro padrdo da média (n= 7-11 animais por
grupo) *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 comparados com o grupo controle; #P<0,05;
" P<0,001, comparados com o grupo STZ (ANOVA de uma via seguida de teste post-
hoc de Tukey). Reproduzido com autorizagdo de Matos, 2013.
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A Figura 11 mostra o efeito da hiperglicemia cronica sobre a
formacdo e acimulo de proteinas oxidadas por MG (MG-AGEs) no
cérebro de animais hiperglicémicos. E possivel observar que ha um
acimulo de MG-AGEs no cortex cerebral dos animais com
hiperglicemia cronica, e que este efeito foi prevenido de forma parcial
pela administracdo de INS [F37= 6,29; P<0,01]) (Glaser, 2014;
Trabalho de Doutorado em Neurociéncias, ano de 2014).

Proteinas oxidadas por MG Controle
em cértex cerebral
60 dias de hiperglicemia

1.0 .

Densidade optica

0
Controle STZ  STZ+INS

STZ+INS

Figura 11. Conteudo de proteinas oxidadas por metilglioxal (imunofluorescéncia)
em cortex cerebral de ratos Wistar (machos; 60 dias de vida; 250-300g) submetidos
a hiperglicemia cronica induzida pela administragdo de estreptozotocina (STZ; 55
mg/kg, via intraperitoneal) e/ou tratados com insulina (INS; insulina Novolin®N 1,5
UI duas vezes ao dia; via subcutdnea). A magnificagdo das fotografias corresponde a
400X. A barra representa 50 um. A intensidade total de pixels foi determinada e os
dados representam a média da intensidade optica + erro padrdo da média (n= 3
animais por grupo) = P<0,01 comparados com o grupo controle (ANOVA de uma
via seguida de teste post-hoc de Tukey). Reproduzido com autorizacdo de Glaser,
2014.

A Figura 12 mostra o efeito desta condi¢gdo cronica
experimental sobre pardmetros de estresse oxidativo em sangue e
liquido cefalorraquidiano. Pode ser observado na Figura 12A que a
hiperglicemia cronica provocou uma diminui¢do significativa no
conteido de NPSH, indicando uma redugdo nas concentragdes de
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grupamentos tiolicos plasmaticos [Fp15= 10,36; P<0,01]. Em
contrapartida, a Figura 12B mostra que a medida de TBA-RS no plasma
aumentou significativamente no grupo STZ [F(»13= 18,58; P<0,001],
indicando um aumento da peroxidagdo lipidica induzida pela
hiperglicemia cronica. No SNC, a indugdo de estresse oxidativo foi
evidenciada pela significativa redugdo nas concentragcdes da molécula
antioxidante BH4 no liquido cefalorraquidiano [F(y6= 13,36; P<0,05]
(Figura 12C). Finalmente, este desequilibrio oxidativo nao foi prevenido
pelo controle da glicemia mediante a administragdo de INS.
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Figura 12. Efeito da hiperglicemia (10 e/ou 60 dias) induzida pela administragdo de
estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) e da administragdo de insulina
(INS; insulina Novolin® N 1,5 Ul duas vezes ao dia; via subcutanea), sobre
pardmetros de estresse oxidativo em fluidos biologicos de ratos Wistar (machos, 60
dias, 250-300g). Concentragdo plasmatica de grupamentos tidlicos (NPSH) (4) e de
TBA-RS (B), e concentracdo de tetrahidropiopterina (BH4) no liquido
cefalorraquidiano (C). Os dados representam a média + erro padrdo da média (n= 7-
11 animais por grupo) P<0,05; ~P<0,01; ~"P<0,001 comparados com o grupo
controle; "P<0,05 comparados com o grupo STZ (ANOVA de uma via seguida de
teste post-hoc de Tukey).
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5.1.2 Atividade de enzimas chaves do metabolismo energético e
respiracio mitocondrial em encéfalo de animais hiperglicémicos
induzidos pela administracio de STZ e o efeito da administracio
exdgena de INS

A Figura 13A-D mostra que o estado de hiperglicemia cronica
provoca inibig@o significativa na atividade dos complexos [, Il e IV da
cadeia respiratoria no SNC apo6s 60 dias de hiperglicemia (complexo I:
[F2,12= 5,69; P<0,01]; complexo II: [F,12= 4,58; P<0,01]; complexo
IV: [Fo,12= 4,47; P<0,05]), e que a administragdo de INS preveniu as
inibigdes observadas nos complexos I e II. Dez dias de exposicdo a
hiperglicemia ndo comprometeu estas atividades mitocondriais. Além
disso, a Figura 13E mostra um aumento significativo na atividade
mitocondrial e/ou total da CK no encéfalo dos animais expostos a
hiperglicemia por 10 e 60 dias, e que a INS preveniu estas alteracdes
apenas no periodo de menor tratamento (10 dias: [F(2,15= 7,69; P<0,01];
60 dias: [Fpi16= 38,93; P<0,001]). No entanto, a atividade da
hexoquinase (HK) ndo sofreu modificagdes significativas pelos
tratamentos (Figura 13F).

Por outro lado, a respiragdo celular, como pardmetro de
fisiologia mitocondrial, foi mensurada em mitocondrias de encéfalo de
animais expostos a hiperglicemia durante 10 dias. A Figura 13G mostra
um aumento significativo do consumo de oxigénio no estado IV de
respiracdo mitocondrial, nos animais do grupo STZ, efeito que foi
prevenido pela administragdo de INS [F(p5= 125,85; P<0,001]. No
entanto, o consumo de oxigénio e o indice de controle respiratorio
(RCR) néo foram modificados pelos tratamentos.
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Figura 13. Efeito da hiperglicemia (10 e/ou 60 dias) induzida pela administragdo de
estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) e da administrag@o de insulina
(INS; insulina Novolin® N 1,5 Ul duas vezes ao dia; via subcutanea), sobre a
atividade dos complexos I, I, IV ¢ V da cadeia transportadora de elétrons (4-D),
creatinaquinase mitocondrial e/ou total (E), hexoquinase mitocondrial (F) e o
consumo de oxigénio mitocondrial (G) em mitocondrias isoladas de encéfalo de
ratos Wistar. Os dados representam média + erro padrdo da media (n= 3-8 animais).
'P<0,05; “P<0,01; “P<0,001 comparados com o grupo controle. ##p<0,001
comparados com o grupo STZ (ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de
Tukey).
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5.1.3 Atividade da creatinaquinase e hexoquinase em tecidos
periféricos de animais hiperglicémicos induzidos pela administragio
de STZ e o efeito da administraciio exogena de INS

A Figura 14A mostra um aumento significativo da atividade da
CK nos musculos cardiaco [Fi»15= 26,28; P<0,001] e esquelético
[F2,16= 26,74; P<0,001], e no rim [F(>8= 28,54; P<0,001].

A Atividade da creatinaquinase em B Atividade da creatinaquinase
tecidos periféricos no figado
60 dias de hiperglicemia 10 e 60 dias de hiperglicemia
00251 @ Controle
25 mm Controle i STZ
= STz B STZ+INS

g 1001 Em STZ+INS i 8
% kK Q
° o
g 75 2
#Hith
5 2
N 5 *kk ‘_-
7 £
£ - 2
5 - | . 5
g £
c
“ il N BN
o 10 di 60 di
Musculo Musculo Rim ias ias
cardiaco esquelético

C Atividade da hexoquinase no figado
10 dias de hiperglicemia

5007

4001

2004

100

nmol . min"! . mg proteina™!

Controle 87z STZ + INS

Figura 14. Efeito da hiperglicemia (10 e/ou 60 dias) induzida pela administragdo de
estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) e da administrag@o de insulina
(INS; insulina Novolin® N 1,5 Ul duas vezes ao dia; via subcutanea), sobre a
atividade da creatinaquinase (4 e B) em mitocondrias isoladas de tecidos periféricos
(musculos cardiaco e esquelético, rim e figado) e da hexoquinase (C) em
mitocondrias isoladas de figado de ratos Wistar. Os dados representam média + erro
padrdo da média (n= 3-8 animais). = P<0,01; " P<0,001 comparados com o grupo
controle. #P<0,01; #*P<0,001 comparados com o grupo STZ (ANOVA de uma via
seguida de teste post-hoc de Tukey).
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A administracdo de INS preveniu a readaptagdo energética
apenas no tecido renal. No tecido hepatico, onde a atividade desta
enzima ¢ extremamente baixa ou nula (Wallimann e Hemmer, 1994),
também foi observado um aumento da atividade dos animais que
permaneceram hiperglicémicos por 10 dias [Fpg= 23,85; P<0,01],
sendo que o tratamento com INS exdgena preveniu este efeito (Figura
14B). Adicionalmente, foi identificada outra deficiéncia energética
representada por uma inibi¢do significativa na atividade da enzima HK
mitocondrial no figado dos animais dos grupos STZ e STZ+INS [F(23=
25,46; P<0,05] (Figura 14C).

5.1.4 Avaliacio do imunoconteiido proteico e da expressiao
génica da CK em animais hiperglicémicos induzidos pela
administracio de STZ e o efeito da administracio exogena de INS
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Figura 15. Efeito da hiperglicemia (60 dias) induzida pela administragdo de
estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) e da administrag@o de insulina
(INS; insulina Novolin® N 1,5 Ul duas vezes ao dia; via subcutanea), sobre o
conteudo imunorreativo contra creatinaquinase (CK) (4) e expressdo do gene que
codifica para CK (B), em cortex cerebral de ratos Wistar. Os dados foram
normalizados através da andlise do conteudo proteico de P-actina. Os resultados
foram expressos como porcentagem do controle. Os dados representam a média +
erro padrdo da media (n= 3 animais por grupo) (ANOVA de uma via).
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A Figura 15A e B mostram o imunocontetudo e a expressdo do
gene que codifica para CK, respectivamente, no cortex cerebral de
animais dos grupos controle, STZ e STZ + INS. As figuras mostram que
nem o estado hiperglicémico cronico, nem a normalizacdo deste pela
administragdo de INS modificaram o conteudo e a expressdo do mRNA
da CK.

5.1.5 Efeito do metilglioxal (MG) sobre a atividade da
creatinaquinase e viabilidade celular em cultura primaria de
astrdcitos corticais de rato

A Figura 16A mostra que a exposicdo da cultura primaria de
astrocitos corticais de rato ao MG nas concentragdes de 30 e 300 uM
ndo altera a viabilidade celular durante um periodo de 3 ou 24 horas. Por
outro lado, a exposi¢do de MG na concentracdo de 300 uM por 3 horas
nestas células, causa um aumento significativo na atividade da
creatinaquinase [F(2,16= 3,875; P<0,05].

A Efeito do MG na viabilidade celular em cultura B Efeito do MG na atividade da creatinaquinase em
primaria de astrécitos corticais de rato cultura primaria de astrécitos corticais de rato
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Figura 16. Efeito in vitro do metilglioxal (MG; 30 e 300 uM) sobre a viabilidade
celular (reducdo do MTT) (4) e sobre a atividade da creatinaquinase (B) em cultura
primaria de astrocitos corticais de rato. Os dados representam média + erro padrdo
da média (n= 3 experimentos independentes). *P<0,01 comparados com o grupo
controle. (ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey).
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5.1.6 Efeito do metilglioxal (MG) e da creatina sobre a fisiologia
mitocondrial na linhagem celular H19-7 (células precursoras de
hipocampo) de rato

A Figura 17 mostra o efeito do MG (30 e 300 uM) e da creatina
(500 uM) sobre a respiragdo mitocondrial na linhagem celular de
células precursoras de hipocampo (H19-7) de rato.

Efeito do metilglioxal e da creatina na respiragao
mitocondrial em células precursoras de hipocampo
H19-7 apés 24 horas
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Figura 17. Efeito in vitro do metilglioxal (MG; 30 e 300 uM) e da creatina (500
uM) sobre o consumo de oxigénio mitocondrial na linhagem celular de células
precursoras de hipocampo (H19-7). O painel (4) mostra uma figura representativa
da respiragdo mitocondrial de células controle e de células tratadas com MG na
concentracdo de 300 pM. As medidas de respiragdo basal (B), eficiéncia na sintese
de ATP (C), respiragdo maxima celular (D) e geragdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) extramitocondrial (E) foram medidas em respirometro Seahorse X-
24 Analyser em meio de reagdo contendo glutamina 100 mM e glicose na
concentracdo de 7 mg/mL a 37°C. Os dados representam média + erro padrdo da
média (n= 3 experimentos independentes). "P<0,01; *~"P<0,001 comparados com o
grupo controle. (ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey).
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A Figura 17B mostra que tanto o MG quanto a creatina nao
obtiveram efeito significativo na respiracao basal das células. Por outro
lado, a Figura 17C mostra que 300 uM de MG por um periodo de 24
horas causou uma diminui¢do significativa na eficiéncia de sintese de
ATP (medido apos a adi¢do de oligomicina; inibidor do complex V)
[Fa40= 6,006; P<0,001]. Apesar destas alteragdes na respiragdo
mitocondrial induzidas pelo MG, a respiragdio maxima (estado
desacoplado induzido por FCCP) ndo foi modificada pelo MG (Figura
17D). A Figura 17E mostra que o tratamento com MG e também com a
creatina provocou um aumento significativo na produgdo de espécies
reativas de oxigénio [F(445= 4,835; P<0,001].

5.1.7 Identificacio de AGEs, adaptacdoes mitocondriais e
ativacdo do sistema imune em sangue de individuos acometidos por
Diabetes Mellitus do tipo 1 (DM1)

Apos verificar alteragdes na atividade dos complexos da cadeia
respiratéria e da CK em animais submetidos a hiperglicemia cronica e
em sistemas in vitro, o proximo passo deste estudo envolveu a
investigagdo de marcadores mitocondriais em células sanguineas e a
formacdo de AGEs no plasma de individuos acometidos por DM1, que
foram previamente diagnosticados clinica e bioquimicamente pela
equipe do Dr. Alexandre Hohl do Departamento de Endocrinologia do
Hospital Universitario da UFSC. A Figura 18A mostra os valores de
glicemia nos pacientes DM1, a qual se mostrou significativamente
aumentada quando comparada com controles sadios da mesma faixa
etaria [tq1= 4,23; P<0,001]. Esse aumento na glicemia correlacionou
com um aumento significativo de AGEs plasmatico [#12)= 2,80; P<0,05;
Correlagdo: r= 0,60; P<0,01] (Figuras 18B e C). A Figura 18D mostra
que embora exista uma leve diminui¢do na atividade do complexo I da
cadeia respiratoria mitocondrial em linfocitos, esta diminui¢do ndo foi
estatisticamente significativa (5% de redugdo). Ainda, a Figura 18E
mostra um aumento significativo na atividade da CK em linfocitos de
pacientes DM1 (6% de aumento) [#is5= 2,18; P<0,05]. Finalmente, na
Figura 18F pode ser evidenciado um aumento significativo de
neopterina plasmatica [¢is5= 3,10; P<0,01], biomarcador sensivel que
indica ativacdo do sistema imune (Sucher et al., 2010).
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Figura 18. Mensuragdo da glicemia (4), concentracdo de proteinas oxidadas (B;
AGEs), atividade do complexo I da cadeia respiratoria (D) e da creatinaquinase (E),
e concentragdo de neopterina (F) no sangue de individuos afetados por diabetes
mellitus do tipo 1 (DM1; n= 5-10 pacientes; faixa etaria: 20+6 anos de idade; ambos
os sexos), e de individuos euglicémicos (Controles; n=3-7 pacientes; faixa etaria:
24+9 anos de idade; ambos os sexos). A correlagdo entre glicemia e conteudo de
AGE:s doi calculada (C). Os dados representam média + desvio padrdo. *p<0,05;
*P<0,01 comparados os controles (Teste ¢ de Student para amostras independentes).

5.1.8 Atividade do complexo I mitocondrial em plaquetas,
glicemia e concentracio plasmatica de AGEs em individuos afetados
pela doenca neurodegenerativa de Parkinson (PD)

Com o intuito de identificar se existe uma relacdo entre PD e
resisténcia insulinica, o proximo passo desta pesquisa foi mensurar a
atividade do complexo I mitocondrial em plaquetas, glicemia e a
concentracdo plasmatica de AGEs em individuos acometidos por PD,
que foram clinicamente diagnosticados pela equipe do Dr. Roger Walz e
Dr. Fernando Cini Freitas do Servigo de Neurologia do Hospital Celso
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Ramos. A Figura 19A mostra a atividade do complexo I em plaquetas de
individuos afetados por PD. Pode ser observado na figura uma
diminui¢do significativa na atividade do complexo I mitocondrial em
relacdo aos individuos controle [f17= 2,19; P<0,05]. Por outro lado, as
Figuras 19B e C mostram um aumento significativo na glicemia dos
pacientes PD [#;7= 3,60; P<0,01] juntamente com uma maior formagao
de AGEs plasmatico [¢16= 2,56; P<0,05].
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Figura 19. Mensuragdo da atividade plaquetaria do complexo I da cadeia
respiratoria (4), glicemia (B), e concentragdo de proteinas oxidadas (C; AGEs), em
sangue de individuos afetados pela doenca de Parkinson (DP; n=7-8; faixa etaria:
67+12 anos de idade; ambos os sexos) ¢ em individuos controles (Controles; n=11;
faixa etaria: 53+14 anos de idade; ambos os sexos). Os dados representam média +
desvio padrdo. *P<0,05; “*P<0,01 comparados com os controles (Teste ¢ de Student
para amostras independentes).
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52 CAPITULO II: Efeito da hiperglicemia cronica sobre
parametros cognitivos e de epigenética em ratos Wistar adultos

5.2.1 Avaliacio comportamental em animais hiperglicémicos
induzidos pela administracio de STZ e o efeito da administracio
exdgena da INS

Além de identificar as alteracdes metabodlicas e a inducdo de
estresse oxidativo periférico e central nos animais que permaneceram
hiperglicémicos por periodos de 10 e/ou 60 dias, também foram
investigados parametros comportamentais relacionados com o0s
processos cognitivos.
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Figura 20. Efeito da hiperglicemia (10 e 60 dias) induzida pela administragdo de
estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) e da administragdo de insulina
(INS; insulina Novolin® N 1,5 UI duas vezes ao dia; via subcutanea), sobre a locomogao
espontdnea de ratos Wistar. A caixa de atividade apresenta trés células fotoelétricas
instaladas a 3 cm de altura do chdo em grade, espacadas igualmente ao longo de sua
extensdo e acopladas a um contador digital que registra o nimero de vezes que o animal
interrompe os feixes de luz. Os movimentos horizontais dos animais foram detectados
pelas fotocélulas um periodo de 30 minutos, com medidas de atividade a cada 5 minutos
(4 e C: indicam a medida a cada 5 min; B e D: indicam a somatodria total de cruzamentos
em trinta minutos). Os dados representam média + desvio padrdo da média. Para 4 e C,
*P<0,001 comparado com o grupo controle (ANOVA de duas vias para medidas
repetidas seguida de teste post-hoc de Newman-Keuls); para B e D *P<0,01 comparado
com o grupo controle (ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Newman-Keuls).
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A Figura 20A-D mostra a atividade locomotora espontanea de
animais hiperglicémicos por periodos de 10 e 60 dias medida no teste
comportamental da caixa de atividade. Pode ser observado que a
capacidade locomotora foi significativamente afetada nos animais que
permaneceram hiperglicEmicos por 60 dias, e que a normalizagdo da
glicemia pela administragdo de INS nd@o preveniu esta alteragdo
(diferenga entre os tratamentos [F(» 0= 3,64; P<0,01], entre as repetigdes
[Fis45= 39,88; P<0,001], interacdo entre os tratamentos e repeticdes
[Fi045= 3,0; P<0,01]. O indice de atividade locomotora foi calculada
mediante o nimero de cruzamentos realizados em trinta minutos [F2,0=
11,64; P<0,01], (Figuras 20B e D).

O préoximo parametro comportamental mensurado foi o da
esquiva inibitoria, teste empregado para analisar a memoria aversiva dos
animais. Neste teste comportamental, os animais recebem um leve
choque de 0,3 mA por 2 segundos nas quatro patas, imediatamente apos
eles descerem de uma plataforma para uma superficie com grades
(treino).
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Figura 21. Efeito da hiperglicemia (4: 10 dias, B: 60 dias) induzida pela
administragdo de estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) e da
administracdo de insulina (INS; insulina Novolin® N 1,5 UI duas vezes ao dia; via
subcutdnea) sobre o parametro comportamental de esquiva inibitoria. O tempo
empregado para descer de uma plataforma apos receber um leve choque elétrico
(treino; 0,3 mA durante 2 segundos; teste: 1,5h, e reteste: 24 h apds) ¢ quantificado
como laténcia de descida em segundos. Os dados representam mediana + intervalo
interquartil. *P<0,001 comparado com o treino de cada grupo experimental. (Teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste post-hoc de Wilcoxon).
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A memoria aversiva ¢ medida apds 1,5h (teste) e 24h (reteste),
sem a presenga do choque nas patas. O aprendizado consiste em o
animal descer da plataforma empregando um tempo maior que aquele
observado durante o treino (primeira exposi¢do). A Figura 21B mostra
que a hiperglicemia por periodos prolongados (60 dias) compromete a
memoria de curto e longo prazo, e que o tratamento com INS previne o
comprometimento da mémoria de longo prazo [H =12,11; P<0,01].

Avaliagdo de parametros cognitivos através do teste
comportamental do labirinto aquatico de Morris
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Figura 22. Efeito da hiperglicemia (60 dias) induzida pela administragdo de
estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) e da administragdo de insulina
(INS; insulina Novolin® N 1,5 UI duas vezes ao dia; via subcutinea) sobre o
parametro comportamental de memoria espacial mensurado através do teste do
labirinto aquatico de Morris. O painel (4) mostra o tempo gasto para encontrar a
plataforma durante os 4 dias de treino e (B) o tempo gasto na regido da plataforma.
Os dados representam média + erro padrdo da média. *P<0,001 comparado com o
grupo controle. (ANOVA de um via com medidas repetidas seguido do teste post-
hoc de Newman-keuls).
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A Figura 22 mostra a avaliagdo da memoria espacial dos
animais que permaneceram hiperglicémicos por periodos de 60 dias e o
efeito da administragdo de INS sobre essas medidas. Pode ser observado
que os animais que permaneceram hiperglicémicos demoraram mais
tempo para encontrar a plataforma em todos os 4 dias de treino em
comparagdo com 0s outros grupos experimentais (Figura 22A) [F20=
1,75; P<0,001]. Porém, a Figura 22B mostra que todos os grupos
experimentais gastaram o mesmo tempo na regido da plataforma.

A seguir, e considerando que sintomas ansioliticos poderiam
comprometer a cogni¢do, foi avaliado este tipo de comportamento nos
animais submetidos as diferentes condi¢des experimentais através do
teste do labirinto em cruz elevada.
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Figura 23. Efeito da hiperglicemia (10 e 60 dias) induzida pela administragdo de
estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) e da administrag@o de insulina
(INS; insulina Novolin® N 1,5 UI duas vezes ao dia; via subcutdnea) sobre o
parametro comportamental de ansiedade no labirinto em cruz elevada. O tempo
gasto (4 e D) e o percentual de entradas (B e E) nos bragos abertos, ¢ o numero total
de entradas (C e F) nos bragos fechados do labirinto em cruz elevada foram
mensurados como parametros de ansiedade. Os dados representam média + desvio
padrdo da média. (ANOVA de uma via).
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O aparato ¢ composto por dois bragos opostos fechados e dois
bracos opostos abertos, onde os animais sdo colocados exatamente no
centro para permitir a exploracdo neste ambiente por 5 minutos. A
Figura 23 mostra que os tratamentos ndo alteraram o perfil de ansiedade
dos animais.

5.2.2 Parametros de neurodegeneracio em cortex cerebral e
hipocampo de animais hiperglicémicos induzidos pela
administracao de STZ e o efeito da administracio exégena da INS

A Figura 24 mostra um aumento significativo da reatividade
imune contra a proteina caspase-3 na forma clivada no coértex cerebral
dos animais do grupo STZ (60 dias de hiperglicemia), no entanto, a
corregdo da glicemia pela administragdo de INS ndo reverteu este
processo [F(o 51y~ 32,44; P<0,001].

Ativagéo da caspase-s"\‘
em cortex cerebral
60 dias de hiperglicemia
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3
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Figura 24. Efeito da hiperglicemia (60 dias) induzida pela administragdo de
estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) ¢ da administragdo de insulina
(INS; insulina Novolin® N 1,5 UI duas vezes ao dia; via subcutanea) sobre o
conteudo de caspase-3 na forma clivada em cortex cerebral de ratos Wistar. As
imagens em maior aumento sdo representativas da camada II do cortex cerebral. A
intensidade total de pixels foi determinada e os dados representam média da
densidade Optica £ erro padrdo da média (n=3 animais). ™" P<0,001 comparados
com o grupo controle (ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey).



99

A Figura 25 mostra o acimulo de agregados da proteina a-
sinucleina no hipocampo dos animais que permaneceram
hiperglicémicos por 60 dias por microscopia eletronica de transmissdo.
Pode ser observado que a hiperglicemia cronica nido altera o contetido
total desta proteina (Figura 25C), mas sim promove a sua redistribui¢do
subcelular, demonstrada pela diminui¢do significativa dos agregados de
a-sinucleina no citosol (Figura 25A e C; [ts) = 2,647; P<0,05]) ¢ de um
aumento significativo destes no interior da mitocondria (Figura 25B e C;
[t(g) =2,648; P<0,05])
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Figura 25. Efeito da hiperglicemia (60 dias) induzida pela administragdo de
estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) sobre a localizagdo subcelular
da a-sinucleina em preparagdes de hipocampo de ratos Wistar. As fotografias 4 e B
sdo representativas da andlise por imunocitoquimica ultraestrutural realizada por
microscopia eletronica de transmissdo na magnificagdo de 60.000x. As setas nas
fotografias mostram a imunomarcagdo de agregados de a-sinucleina (empregando
anticorpo primario especifico e secundario de ouro de 15 nm) com sua localizagdo
subcelular citoplasmatica (4) ou mitocondrial (B). As barras em (4) e (B)
representam 1 pm. As barras em (C) representam a quantificacdo total da o-
sinucleina ¢ a distribui¢do subcelular no citoplasma e dentro da mitocondria. Os
dados representam média + erro padrio da média (n=6 animais). P<0,05
comparados com o grupo controle (teste-# de student para amostras independentes).
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5.2.3 Alteracdes epigenéticas observadas no hipocampo de
animais hiperglicémicos induzidos pela administracio de STZ e o
efeito da administracio exégena da INS

A Figura 26A-C mostra a metilagdo global do DNA em
diferentes regides cerebrais (hipocampo, estriado e cerebelo) dos
animais que permaneceram hiperglicémicos por um periodo de 60 dias.

Presencga de hipermetilagao do DNA global e hipometilagao no
promotor LINE-1 no hipocampo de animais hiperglicémicos
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Figura 26. Efeito da hiperglicemia (60 dias) induzida pela administracdo de
estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) e da administragdo de insulina
(INS; insulina Novolin® N 1,5 UI duas vezes ao dia; via subcutinea), sobre a metilagio
global do DNA no hipocampo (4), estriado (B) e cerebelo (C) e sobre a metilagdo no
promotor de LINE-1 no hipocampo (D), estriado (£) e cerebelo (F) de ratos Wistar. Os
tecidos tiveram seu gDNA extraido pelo método de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico.
Apos extragdo, as amostras de gDNA foram submetidas ao tratamento por bissulfito de
sodio e entdo amplificadas por PCR com iniciadores especificos para a regido global ou
LINE-1. Para determinagdo da % de metilagdo das amostras, os amplicons foram
submetidos a dupla digestdao pelas enzimas Taql e Tasl e submetidos a eletroforese em
gel de poliacrilamida a 8%. Os valores das porcentagens foram obtidos apds analise
densitométrica utilizando-se o software Scion Image. Os dados representam média + erro
padrao da media (n= 4 animais). "P<0,05; "P<0,01; " P<0,001 comparados com o grupo
controle. **P<0,001 comparados com o grupo STZ (ANOVA de uma via seguida de teste
post-hoc de Tukey).
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Pode ser observado que a hiperglicemia cronica levou a um
aumento significativo da metilacdo global do DNA no hipocampo, € que
o controle glicémico realizado através da administragdo exogena da INS
preveniu completamente este evento [F(»5=9,034; P<0.05]. Por outro
lado, foi analisada a metilacio do DNA no elemento transponivel
repetido, o LINE-1, o qual exerce um papel fundamental para manter a
estabilidade genomica. A Figura 26D-F mostra a metilagdio do DNA no
LINE-1 nas mesmas estruturas cerebrais, hipocampo, estriado e cerebelo
pelo método de COBRA. Pode ser observado que a hiperglicemia
cronica promoveu a hipometilagio do LINE-1 no hipocampo (Figura
26D) [F(2,9=46,53; P<0.001], levando a uma instabilidade gendmica. A
administragdo exogena de INS preveniu este efeito.

A Figura 27A mostra o efeito da hiperglicemia crénica na
expressdo génica de REST, proteina que intimamente estd relacionada
com a prote¢do neuronal durante o envelhecimento e desenvolvimento
de doengas cronicas, incluindo as neurodegenerativas (Lu et al., 2014).
Pode ser observado que ha uma diminuigéo significativa no conteudo de
mRNA que codifica para REST e que a administragdo de INS preveniu
completamente esta alteragdo (Figura 27A, [F212=12,41; P<0.001]).
Em contrapartida, pode ser observado na Figura 27B que hd um
aumento significativo no gene que codifica para REST-4, forma
truncada da proteina REST, e a INS preveniu parcialmente este efeito
[F(2,12=27,44; P<0.001]. Para confirmar se as alteragdes na expressdo
génica de REST estdo relacionadas com os mecanismos epigenéticos,
foi mensurado a metilagdo no promotor de REST. A Figura 27C mostra
que o promotor de REST se encontra hipermetilado no hipocampo apos
um periodo de 60 dias de hiperglicemia cronica e que a insulina previne
este efeito [Fp6=4831; P<0.001]. Ainda, a Figura 27D mostra um
aumento na quantidade de dinucleotideos CpG metilados no promotor
REST nos animais hiperglicémicos (Valores representativos).
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Metilagao do promotor REST e a expressao do mRNA no hipocampo de animais
hiperglicémicos
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Figura 27. Efeito da hiperglicemia (60 dias) induzida pela administragdo de
estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) e da administrag@o de insulina
(INS; insulina Novolin® N 1,5 Ul duas vezes ao dia; via subcutanea), sobre a
expressao do gene que codifica para a proteina REST (4) e REST-4 (B) e sobre a
metilagdo do promotor REST no hipocampo (C) de ratos Wistar. O painel (D)
representa a graficagdo representativa dos dinucleotideos CpG metilados no
hipocampo. Os tecidos tiveram seu gDNA extraido pelo método de
fenol/cloroféormio/alcool isoamilico. Apds extragdo, as amostras de gDNA foram
submetidas ao tratamento por bissulfito de sddio e entdo amplificadas por PCR com
iniciadores especificos para a regido global ou LINE-1. Para determinacéo da % de
metilagdo das amostras, os amplicons foram submetidos a dupla digestdo pelas
enzimas Tagl e Tasl e submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%. Os
valores das porcentagens foram obtidos apds analise densitométrica utilizando-se o
software Scion Image. Os dados representam média + erro padrdo da media (n= 4
animais). *P<0,05; “P<0,01; “P<0,001 comparados com o grupo controle.
##p<0,001 comparados com o grupo STZ (ANOVA de uma via seguida de teste
post-hoc de Tukey).



103

5.3 CAPITULO III: Papel periférico do metabolismo das pterinas
na fisiopatologia da dor neuropatica periférica

Os resultados apresentados neste capitulo foram desenvolvidos
durante o doutorado sanduiche, realizado no Laboratorio de
Neurobiologia do F. M. Kirby Neurobiology Center, Boston Childrens
Hospital e Harvard Medical School sob a orientagdo dos professores Dr.
Clifford J. Woolf e Alexandra Susana Latini. O Prof. Woolf possui
ampla experiéncia no campo da neurobiologia relacionada com a dor
neuropatica e o envolvimento da molécula BH4 e seus metabolitos nesta
enfermidade. Ainda, seu grupo de pesquisa ¢ um dos mais renomados
em todo o mundo no que se refere a dor neuropatica. Além disso, o Dr.
Clifford J. Woolf contribuiu com importante suporte financeiro e
cientifico viabilizando a realizacdo destes experimentos.

A Figura 28 mostra as atividades das enzimas GTP
ciclohidroxilase (GTPCH) e sepiapterina redutase (SR) em tecidos de
animais geneticamente modificados. Foram utilizados animais
transgénicos com super expressdo do gene que codifica para a proteina
GTPCH, chamados de animais GOEs (GTPCH overexpression). Devido
a esta modificagdo genética, os animais intensificaram a sintese da
molécula BH4 e este efeito foi induzido especificamente nos ganglios da
raiz dorsal (GRD). Além disso, foram utilizados também animais com
delegdo no gene que codifica para a proteina GTPCH, chamados de
animais KO (nocaute). Estes animais tiveram a producdo da molécula
BH4 comprometida, e esta modificacdo também foi especifica no GRD.

Pode ser observado na Figura 28A que houve um aumento
significativo na atividade da enzima GTPCH em homogenato de GRDs
dos animais GOEs [tz= 5,719; P<0,05] e, em contrapartida, uma
diminuicdo significativa na atividade desta enzima nos animais KO [ts)
=4,204; P<0,01]. Em homogenato de nervo ciatico, também houve uma
diminuicdo significativa na atividade da GTPCH nos animais KO [t =
3,011; P<0,05] (Figura 28B). Além disso, foram avaliadas as atividades
da enzima SR, nos mesmos homogenatos dos animais KO e GOEs
(Figura 28C e D). Como indicado na figura, ndo houve diferenca
significativa na atividade desta enzima, quando comparado com os
animais WT.
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Atividade da GTPCH em homogenato Atividade da GTPCH em homogenato
de ganglios da raiz dorsal de nervo ciatico
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Figura 28. Atividade da enzima GTP ciclohidroxilase (GTPCH) em homogenato de
ganglios da raiz dorsal (GRD) (4) e nervo ciatico (B) e da enzima sepiapterina
redutase (SR) em homogenato de GRD (C) e nervo ciatico (D) em animais nocaute
(KO) e animais com aumento da expressdo (GOEs) da enzima GTPCH. Valores nio
detectaveis (N.D). Os dados representam media + desvio padrio da media. “P<0,05;
"P<0,01 comparados com os animais sem modificacio genética (wild types; WT)
(Teste ¢ de Student para amostras independentes).

Estes dados também foram confirmados em sobrenadantes de
culturas primarias de neuronios presentes nos GRDs dos animais
nocaute para GTPCH. Pode-se observar que apos 24 horas em cultura,
estes neurdnios ndo secretam BH4 (Figura 29A; [ts= 12,47; P<0,001]),
e os metabolitos da via de sintese da BH4 (BH2 e biopterina)
encontram-se em concentragdes menores que nos sobrenadantes de
células controles (WT) - BH2 (Figura 29B; [ts5= 40,40; P<0,001]),
biopterina (Figura 29D; [ts= 5,88; P<0,01]) e a relagdo entre a BH2 e
BH4 (Figura 29F; [tu= 10,15; P<0,001]) - devido a deficiéncia na
expressdo da enzima GTPCH. Ainda, pode-se observar que houve uma
diminui¢do na concentracdo de neopterina, porém esta diferenca ndo foi
significativa (Figura 29C), e que a concentragdo de sepiapterina ndo foi
detectada em ambos os grupos experimentais (Figura 29E).
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Concentragao de BH4 e seus metabolitos produzidos por
neurénios de ganglios da raiz dorsal de camundongos nocaute
para a enzima GTPCH
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Figura 29: Concentragdo de BH4 (4) e seus metabdlitos BH2 (B), Neopterina (C),
Biopterina (D), Sepiapterina (E) e a relagdo entre BH2 e BH4 (F) em sobrenadante
de neurdnios de ganglios da raiz dorsal em camundongos KO para a enzima
GTPCH. Os dados representam media + desvio padrio da média. ¥ Pp<0,01;
" P<0,001 comparados com os animais sem modificagdo genética (wild types; WT)
(Teste ¢ de Student para amostras independentes).

O segundo objetivo realizado durante o doutorado sanduiche foi
identificar o efeito de drogas que induzem analgesia através da
diminuicdo da producdo da molécula BH4. O fundamento deste
procedimento requer a inibi¢do parcial na sintese de BH4, visto que esta
¢ um cofator obrigatdrio para a produgdo de mediadores com relevante
fisiologia, como as aminas biogé€nicas neurotransmissoras, dopamina e
serotonina, ¢ do oxido nitrico. Para isto, o Laboratério do Prof. Clifford
Woolf junto ao Dr. Kai Johnsson da Suica (Institute of Chemical
Sciences and Engineering, Laboratory of Protein Engeneering; LPI)
desenvolveram drogas que inibem a enzima sepiapterina redutase (iSR).
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Para confirmar que o efeito molecular da iSR tem como alvo a
enzima SR, culturas primarias de neurdnios de ganglios da raiz dorsal
foram tratadas com concentragdes crescentes da mesma (0,1 a 10 uM)
durante 24 horas. Posteriormente, foram mensuradas as atividades das
enzimas SR e GTPCH (Figuras 30A e B). Estes efeitos foram
comparados com os induzidos pela N-acetil-serotonina (NAS), que
recentemente foi identificada como um inibidor, embora ndo muito
especifico, da SR (Haruki et al., 2013).

A Atividade da SR em neurénios de ganglios da raiz dorsal
expostos a inibidores da SR por 24 horas

mU / mg proteina

NAS (uM) iSR (uM)
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B expostos a inibidores da SR por 24 horas
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Figura 30. Atividade da enzima sepiapterina redutase (SR) (4) e da GTP
ciclohidroxilase (GTPCH) (B) em neurdnios de ganglios da raiz dorsal de
camundongos C57/BL-6 tratados com N-acetil serotonina (NAS) e iSR por 24 horas
nas concentragdes crescentes de 0,1, 0,3, 1, 3 e 10 uM. Os dados representam media
+ desvio padrio da media. "P<0,05 comparados com o grupo DMSO (composto
utilizado para a solubilizagdo das drogas) (ANOVA de uma via seguida de teste
post-hoc de Tukey).



107

Pode-se observar na Figura 30A que as concentragdes de 1, 3 e
10 uM de iSR causaram inibigdo significativa na atividade da SR
[Fi6,13= 9,646; P<0.05], e que o NAS promove inibi¢do da enzima SR
apenas na concentragdo de 3 pM [Fs14= 5,118; P<0.05]. Além disso,
tanto a NAS como a iSR nio afetaram a atividade da GTPCH (Figura
30B).

A Figura 31 mostra o calculo da IC 50 na atividade da
sepiapterina redutase utilizando concentragdes crescentes dos inibidores
NAS e iSR por 15 minutos (Figura 31A) e por 24 horas de incubagdo
(Figura 31B).

Calculo da IC 50 para os inibidores da sepiapterina redutase NAS e iSR
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Figura 31. Célculo da IC 50 para os inibidores da sepiapterina redutase NAS e iSR
apos 15 minutos (4) e 24 horas de incubagéo (B).

Ainda, foi mensurada a concentragdo de sepiapterina presente
no sobrenadante dos neurdnios tratados com iSR. Pode-se observar na
Figura 32 que o tratamento com 30 pM de iSR aumenta
significativamente a concentragdo de sepiapterina no sobrenadante das
células. Isto ocorre devido a inibi¢do na enzima SR, enzima presente na
via de salva¢do de BH4. Isto representa um achado inédito e que podera
ser empregado como biomarcador para o correto tratamento
farmacolédgico em situagdes de dor cronica. Desta forma, a identificagéo
deste metabolito nestas condi¢des foi submetido como patente.
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Concentragao de sepiapterina em sobrenadante de
neurdnios de ganglios da raiz dorsal de camundongos
C57/BL-6 tratados com iSR por 24 horas
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Figura 32. Concentragio de sepiapterina em sobrenadante de neurdnios de ganglios
da raiz dorsal de camundongos C57/BL-6 tratados com 0,3, 3 e 30 uM de iSR por 24
horas. Os dados representam media + desvio padrio da media. = P<0,001
comparados com o grupo DMSO (composto utilizado para a solubilizacdo das
drogas) (ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey).

Apos a realizagdo dos experimentos in vitro citados
anteriormente, decidiu-se testar os efeitos da iSR no metabolismo da
BH4 em sistemas in vivo. Para isto, camundongos C57/BL-6 foram
submetidos a um modelo de dor neuropatica através da injria do nervo
ciatico. Apos 7 dias da injaria, os camundongos receberam a
administragdo intraperitoneal de iSR na dose de 300 mg/kg. Pode-se
observar na Figura 33 que ndo houve diferenca significativa na
concentracdo da molécula BH4 em plasma (Figura 33A), homogenato
de ganglios da raiz dosal (Figura 33B) e de nervo ciatico (Figura 33C)
destes animais apos a administragdo da iSR. Isto sugere fortemente um
efeito especifico da droga no local da lesdo neuropatica.
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Concentragdo de BH4 em plasma, homogenato de ganglios da raiz dorsal
e nervo ciatico apés administragao intraperitoneal de iSR (300mg/kg) em
camundongos C57/BL-6 submetidos ao modelo de injuria do nervo
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Figura 33. Concentragdo de BH4 em plasma (4), ganglios da raiz dorsal (L3, L4 e
L5) (B) e nervo ciatico (C) ap6s administragdo por via intraperitoneal de iSR (300
mg/kg) em camundongos C57/BL-6 submetidos ao modelo de injiria do nervo
ciatico. Os dados representam media + desvio padrdo da media. (Teste ¢ de Student
para amostras independentes).

Além disso, a Figura 34 mostra a inducdo de analgesia pela
administragdo intraperitoneal de concentragdes crescentes de iSR (100 a
300 mg/kg) nos animais submetidos a injaria do nervo. Pode-se observar
uma diferenca significativa no limiar da dor quando administrada a iSR
na concentragdo de 300 mg/kg.

Para comprovar que a inibi¢do da SR estaria ativando uma via
alternativa para manter uma concentragao basal e necessaria de BH4, foi
avaliada a concentragdo de fenilalanina no plasma e no figado destes
animais. Pode-se observar, como o esperado, que ndo ha o acumulo
deste aminodcido no plasma quando a enzima SR estd inibida (Figura
35A e B). Por outro lado, uma diminuigdo significativa de fenilalanina
foi observada no figado (Figura 35C) [t;1)= 2,529; P<0.05].
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Indugao de ar pela inistracdo de iSR
em animais submetidos a lesao do nervo ciatico
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Figura 34. Indugdo de analgesia pela administragdo de iSR por via intraperitoneal em
camundongos C57/BL-6 submetidos ao modelo de injiria do nervo cidtico. iSR foi
administrada 7 dias ap6s a injlria do nervo cidtico. A analgesia foi mensurada através do
teste de Von Frey. "P<0,05 comparados com o grupo veiculo (ANOVA de duas vias
seguida de teste post-hoc de Fisher).
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Figura 35. Concentragdo de fenilalanina (Phe) presente no plasma (4 e B) e no figado
(C) apos 3 administragdes intraperitoneais consecutivas de iSR na dose de 300 mg/kg em
camundongos C57/BL-6 submetidos a0 modelo de injtria do nervo ciatico. O painel A
representa as concentragdes de Phe nos dias 1, 3 ¢ 5 apds a administragao de iSR, e os
painéis B e C representam a concentragdo no 5° dia de administragdo. Os dados
representam média + desvio padrdo da media. 'P<0,05 comparados com 0 grupo que
recebeu salina (Veiculo). (Painel A: ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de
Tukey; Painéis B e C: Teste ¢ de Student para amostras independentes).
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Ainda, pode ser observado na Figura 36A um aumento na
concentragdo de iSR na circulag@o sanguinea apds administragdo desta
droga intraperitonealmente (300 mg/kg) nos animais GOESs [t10= 4,465;
P<0.01] e também um actimulo plasmatico de sepiapterina (Figura 36B)
[tao= 5,082; P<0.001]. Além disso, pode ser observado que ha uma
correlagdo positiva entre as concentragdes de iSR e a formacdo de
sepiapterina no plasma (Figura 36C).

Concentracao de iSR e de sepiapterina no plasma apés administragao
intraperitoneal de iSR (300mg/kg) em camundongos com aumento da
expressao da enzima GTPCH (GOEs)
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Figura 36. Concentragdo de iSR (4) e de sepiapterina (B) no plasma apds
administragdo por via intraperitoneal de iSR (300 mg/kg) em animais com aumento
da expressdo da enzima GTPCHI1 (GOEs). Foi calculada a correlagdo entre a
concentragdo de iSR e a de sepiaptering*go plasma (C). Os dados representam media

+ desvio padrio da media. *p<0,01; *P<0,001 comparados com os animais sem
administrag@o de iSR (Veiculo). (Teste 7 de Student para amostras independentes).

Por fim, a Figura 37 mostra a atividade da enzima SR apés a
administrag@o intraperitoneal de iSR (300 mg/kg) nos ganglios da raiz
dorsal (Figura 37A) e no figado (Figura 37B) dos animais GOEs e WT.
Pode ser observado uma diminui¢do na atividade da SR nos ganglios da
raiz dorsal dos animais WT [t4= 4,608; P<0.01] e também no figado
dos animais tanto WT [tu)= 2,949; P<0.05] quanto GOEs [tu)= 3,618;
P<0.05].
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Atividade da SR em ganglios da raiz dorsal e no figado apés administragao
intraperitoneal de iSR (300mg/kg) em camundongos com aumento da expressao
da enzima GTPCH (GOEs)
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Figura 37. Atividade da sepiapterina redutase (SR) em géanglios da raiz dorsal (4) e
no figado (B) apds administragdo por via intraperitoneal de iSR (300 mg/kg) em
animais com aumento da expressdo da enzima GTPCH (GOEs) e em animais sem
modificagdo genética (wild types; WT). Os dados representam média + desvio
padrio da media. *P<0,05; “P<0,001 comparados com os animais sem
administrag@o de iSR (Veiculo). (Teste # de Student para amostras independentes).
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6 DISCUSSAO

6.1 BIOENERGETICA E METABOLISMO DE PTERINAS NA
HIPERGLICEMIA CRONICA E A SUA RELACAO COM A
DOENCA DE PARKINSON

A hiperglicemia cronica ¢ a principal caracteristica do DM, o
qual ¢ uma sindrome de etiologia multipla decorrente da falta de
insulina e/ou da incapacidade da insulina em exercer adequadamente
seus efeitos (Han et al.,, 2007; Malecki e Skupien, 2008). As
complicagdes do DM estdo caracterizadas por microvasculopatias que
incluem retinopatia, nefropatia e neuropatia central e periférica, as quais
predispdem as complicagdes macrovasculares, caracterizadas por
doenca coronaria, doenga vascular periférica, infarto em tecidos
periféricos e no SNC, e amputagdes nos membros inferiores, sendo estas
as principais causas de oObito nos afetados. A natureza cronica, a
gravidade das suas complica¢des e o nimero de individuos acometidos
(11,6 milhdes de diabéticos no Brasil e 387 milhdes de diabéticos no
mundo), tem tornado o0 DM um problema de satde publica (IDF, 2014).
Além disso, o DM tem sido considerado como um fator de risco para a
predisposi¢do para o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas,
como o Alzheimer e, principalmente a doenca de Parkinson (Hu et al.,
2007; Kroner, 2009). A incidéncia destas doengas neurodegenerativas
parece ser maior em individuos portadores de DM2 (Santiago e
Potashkin, 2013) os quais possuem um risco de 36% de desenvolver DP
(Hu et al, 2007, Xu et al., 2011). Alguns estudos de coorte
demonstraram uma correlagdo positiva entre pacientes portadores de DP
e de DM2, indicando que 62% dos pacientes afetados pela DP que
apresentam deméncia, sdo resistentes a insulina (Hu et al., 2007; Xu et
al.,, 2011; Bosco et al., 2012). Interessantemente, pacientes portadores
das duas doencas parecem ter sintomas motores mais graves
(Schernhammer et al., 2011). Além disso, o DM2 contribui para a
instabilidade postural e dificuldade na marcha em pacientes com PD
(Kotagal et al., 2013). Contudo, existem varias evidéncias de que o DM
esta intimamente relacionado com a progressdo da DP, e que estas duas
doengas compartilham mecanismos comuns a niveis celulares e
moleculares (Aviles-Olmos et al., 2013; Santiago e Potashkin, 2013).

Neste sentido, seria viavel esperar que durante condigdes de
hiperglicemia cronica, como acontece no DM, proteinas chaves no
metabolismo energético resultem em alvos celulares dos oxidantes MG
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e/ou AGEs, criando desta forma, um cendrio propicio para o
desenvolvimento de doengas neurodegenerativas, em particular a DP.
Além disso, o estado de hiperglicemia cronica estaria favorecendo a
ocorréncia de alteragdes epigenéticas no SNC, agravando ainda mais o
cenario para o desenvolvimento das doengas neurodegenerativas
cronicas ou predispondo a condi¢des de maior nocicepgao.

Para isto, a hiperglicemia cronica neste estudo foi induzida
através da administrag@o intraperitoneal de STZ em ratos Wistar adultos
(Remor et al., 2011). Neste modelo, a persisténcia de altas
concentragdes de glicose no interior das células leva a uma condigdo
definida como neurotoxicidade da glicose (Tomlinson e Gardiner,
2008b), a qual altera o metabolismo celular, causando o aumento da via
do poliol, das hexosaminas, da ativagdo de PKC e da formacao de AGEs
(Brownlee, 2005). Por outro lado, este modelo além de gerar
neurotoxicidade através da hiperglicemia persistente, também gera
lipotoxicidade devido a falta de sinalizagdo da insulina (Poitout e
Robertson, 2002).

Os resultados obtidos neste trabalho doutoral demonstram que a
hiperglicemia cronica causa uma desregulacdo bioenergética tanto
central quanto periférica, induzida pela inibicdo da respiracdo
mitocondrial, aumento da atividade de enzimas chaves do metabolismo
como a CK, e indugdo de estresse oxidativo, apoptose e inflamac3o.
Além disso, estas alteragdes metabdlicas ocorreram juntamente com
alteracOes epigenéticas caracterizadas por mudangas nos padrdes de
metilagdo do DNA e ainda observadas concomitantemente com déficit
cognitivo, evidenciado principalmente por prejuizos na consolidagdo da
memoria de curto e longo prazo. Estas adaptacdes metabolicas
energéticas foram identificadas em animais hiperglicémicos, induzidos
pela administragdo de STZ, e/ou em amostras de individuos afetados por
DMI1, e por Doenca de Parkinson. Ainda, nesse material biologico,
também foi identificada uma alteragdo no metabolismo de pterinas,
caracterizado por marcada oxidacdo da BH4 no liquor de animais
hiperglicEémicos, e altas concentra¢des de neopterina no plasma de
pacientes afetados tanto por DM1 e DP. Finalmente, também foi
caracterizado uma forma de induzir analgesia, que envolve inibi¢ao
parcial na sintese da BH4 em um modelo animal de dor neuropatica.

No que se refere a inducdo de estresse oxidativo neste estado
hiperglicémico cronico, evidenciamos aumento de proteinas oxidadas
pelo MG no cérebro, aumento na peroxidagdo lipidica e diminui¢do dos
grupamentos tidlicos em sangue, e reducdo das concentragdes de BH4
no liquor, nos animais submetidos ao modelo experimental de
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hiperglicemia cronica. Este fendmeno pode estar associado ao aumento
no fluxo da via dos poliodis, o qual torna os tecidos mais vulneraveis ao
estresse oxidativo pela consequente diminui¢do das concentragdes de
NAD(P)H (Brownlee, 2005), cofator essencial para a manutengdo das
atividades de enzimas relacionadas com o metabolismo da glutationa, o
principal antioxidante natural. A redugdo nas concentragdes de BH4 -
molécula que parece apresentar uma atividade dual, no SNC favorece a
neurotransmissdo e os sistemas antioxidantes, mas na periferia altas
concentragdes favorece o estabelecimento de estresse oxidativo (Lam e
Heales, 2007) - também pode contribuir ao estado cronico de estresse
oxidativo. Neste contexto, baixas concentragdes de BH4 tem sido
demonstradas em plasma e/ou liquor de pacientes acometidos por
processo cronicos incluindo DMI, alteragdes psiquiatricas e
neurodegenerativas (Okumura et al., 2006; Foxton et al., 2007; Ota et
al., 2007; Chittiprol et al., 2010). Ainda, numerosos estudos tem
demonstrado que a iNOS (ou NOS-2) pode ser ativada em condi¢des de
hiperglicemia (Sobrevia et al., 1996), levando ao aumento na produgdo
de oxido nitrico e a um rapido consumo do cofator BH4. Além disso, em
condigdes de estresse oxidativo, a BH4 pode ser oxidada a BH2 e esta
competir pela ligagdo na enzima NOS-3, visto que ambas sdo
estruturalmente semelhantes (Landmesser et al., 2003; Crabtree e
Channon, 2011). Como consequéncia, o acoplamento de BH2 com a
NOS-3 gera a producdo de anion superdxido concomitante com a
formacdo de oxido nitrico. Assim, esta situagdo potencializaria a
toxicidade induzida pelos altos niveis de glicose no cérebro, alterando a
neurotransmissdo e a fisiologia da vasculatura, contribuindo para o
desenvolvimento de infarto, deméncia vascular ou predispor as doengas
neurodegenerativas (Arvanitakis et al., 2004; Biessels et al., 2006).
Resultados prévios de nosso grupo de pesquisa demonstraram
que o estado hiperglicémico induzido pela administragdo de STZ causa
disfungdo mitocondrial periférica, e que este prejuizo é prevenido pela
administragdo de INS (Remor et al.,, 2011). Estas alteracdes foram
também confirmadas neste estudo em encéfalo de animais
hiperglicémicos, e foram expressas pelas inibigdes dos complexos I, Il e
IV da cadeia respiratéria (60 dias de exposi¢do), e também por um
aumento no estado IV da respira¢do mitocondrial em animais expostos a
hiperglicemia por 10 dias. Este déficit energético poderia comprometer
a viabilidade de células do SNC por desencadear apoptose, como
verificado neste trabalho, ¢ dessa forma predispor a instalacdo de
doencas neurogenerativas. Neste contexto, a mitocondria possui um
papel chave durante a produgdo de ATP, o qual é essencial para a
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excitabilidade e sobrevida dos neurdnios, e qualquer mudanca durante a
redugdo do oxigénio ird favorecer a formagdo de EROs. Os complexos I
e III da cadeia respiratoria sdo os principais geradores de EROs (Boveris
et al., 1976; Chen et al., 2003), e esta situagdo se intensifica quando
ocorre um bloqueio durante a transferéncia de elétrons (Turrens e
Boveris, 1980; Turrens, 1997). Além disso, as espécies reativas
formadas no complexo I (no sitio redox da NADH desidrogenase) sdo
liberadas na matriz mitocondrial (Chen et al., 2003), provocando dano
oxidativo nas enzimas mitocondriais, incluindo os complexos da cadeia
respiratoria, enzimas do ciclo de Krebs, quinases e varias outras
proteinas, bem como o DNA mitocondrial (Bandy e Davison, 1990;
Zhang et al., 1990; Hausladen e Fridovich, 1994).

Por outro lado, a atividade da CK, enzima chave no
metabolismo energético, se encontrou aumentada tanto no SNC como
nos tecidos periféricos de animais expostos a hiperglicemia cronica.
Ainda, este efeito também foi observado quando cultura primaria de
astrocitos corticais de rato foram expostas ao MG na concentragdo de
300 uM por 3 horas e evidenciado também no plasma de individuos
acometidos pelo DM1. A enzima CK ¢ responsavel por catalisar a
reagdo reversivel de transferéncia de um grupo fosforil entre 0 ATP e a
creatina (Bessman e Carpenter, 1985). Desta forma, possui a capacidade
de gerar energia em tecidos que necessitam de constante e rapido
abastecimento energético, como os musculos cardiaco e esquelético e o
cérebro, de uma forma muito mais rapida do que durante o processo de
fosforilagcdo oxidativa (Wallimann e Hemmer, 1994). Além disso, a
localizacdo da CK isoforma mitocondrial, permite regular o potencial de
membrana mitocondrial, prevenindo dessa forma a indugdo do poro de
transi¢do mitocondrial (Dolder et al., 2003). Este aumento na atividade
da CK poderia estar relacionado com um processo de adaptagdo
metabolica para compensar a deficiéncia energética. Como foi
observado um déficit energético e um aumento na ativagao da caspase-3
na forma clivada nos animais que ficaram expostos a altos niveis de
glicose, seria viavel sugerir que o aumento na atividade da CK poderia
ser um mecanismo compensatorio para manter o estado energético
celular, visto que ndo houve aumento no contetido proteico, nem na
expressdo do mRNA que codifica para esta proteina. Neste contexto,
sabe-se que a expressdo da CK nos diversos tecidos correlaciona de
forma inversa com a capacidade de peroxidase tecidual (Meyer et al.,
2006); no entanto, foi observado um aumento nesta atividade no tecido
hepatico apds dez dias de hiperglicemia. Isto poderia estar relacionado
com uma sinalizagdo celular patolégica ou ainda relacionado com
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aumento da atividade da CK presente no endotélio vascular. Neste
sentido, numerosos estudos sugerem que muitos genes podem sofrer
mudancas epigenéticas e responder de forma diferente em condi¢des de
hiperglicemia, como por exemplo, podem aumentar a expressdo de
VEGF (Ishizuka et al., 2011) e NF-xB, o qual compromete a
fosforilacdo oxidativa devido a formagdo de estresse oxidativo com
consequente reducdo da fun¢do mitocondrial (El-Osta et al., 2008) ou
diminuir os niveis de mRNA do coativador PGC-1a (Mootha et al.,
2003) o qual possui a capacidade de aumentar a expressdo de genes
responsaveis pela biogénese mitocondrial (Scarpulla, 2002). Desta
forma, uma possivel deficiéncia do PGC-la decorrente do estado
hiperglicémico, poderia resultar em diferentes alteragdes no
metabolismo energético, tanto uma severa diminui¢do na atividade da
cadeia transportadora de elétrons quanto um aumento na atividade da
CK.

Além disso, como o aumento na atividade da CK nido mostrou
estar relacionado com uma maior expressdo génica ou com uma maior
quantidade de proteina, pode-se concluir que poderiam existir
modificagdes pos-traducionais que modificariam os pardmetros
farmacocinéticos da enzima. Neste sentido, sabe-se que a CK possui
cinco residuos de arginina conservados em todas suas isoformas, os
quais seriam alvos sensiveis do MG (para formagao de AGEs), e cuja
oxidagdo promoveria uma modificagdo na proteina com subsequente
ganho de fungdo, como foi previamente descrito em estudos de
mutagénese dirigida para uma das argininas proxima do sitio de ligagéo
da creatina (Tanaka e Suzuki, 2004). No entanto, ndo pode se descartar a
possibilidade de que outras isoformas da CK possam estar reguladas
positivamente como mecanismo compensatorio.

Devido a deficiéncia na transferéncia de elétrons observada nos
tecidos periféricos e no cérebro dos animais hiperglicEémicos, poderia se
esperar um aumento na glicolise anaerébica. No entanto, neste estudo, a
atividade da HK se mostrou deficiente no tecido hepatico de animais
que ficaram em estado hiperglicémico por 10 dias. Neste sentido, a
deficiéncia da atividade da HK mitocondrial foi previamente descrita em
modelos experimentais de DA com altera¢des na sinaliza¢do da insulina,
possivelmente ocasionada pela toxicidade gerada através dos agregados
proteicos caracteristicos desta enfermidade (Saraiva et al., 2010).

A administracdo exogena de INS foi efetiva na prevencdo das
alteragcdes observadas no metabolismo energético cerebral dos animais
expostos a hiperglicemia cronica durante 60 dias. Esta propriedade
protetora da insulina pode ser justificada devido ao fato de a interagdo
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da insulina com seus receptores especificos na membrana provocam a
ativacdo da via da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)-Akt (Duronio,
2008), a qual é responsavel por garantir a sobrevida das células. A
proteina PTEN ¢é uma fosfatase que defosforila a PI3K, interrompendo
assim a ativacdo desta via. Neste sentido, a literatura tem demonstrado
que a insulina diminui a expressdo de PTEN e por consequéncia,
ativaria a via da PI3K (Teshima et al., 2010).

Ainda, os experimentos relacionados com respirometria
demonstraram que a mitocondria encontra-se desacoplada no cérebro
dos animais que permaneceram hiperglicEémicos por 10 dias. Este
desacoplamento mitocondrial foi evidenciado pelo aumento no consumo
de oxigénio no estado IV de respiragdo mitocondrial, que indica perda
do potencial de membrana (Aym), provavelmente pelo aumento da
atividade da CK. Ainda o aumento, embora ndo significativo (aumento
de 40%; n=3) do estado IIl correlaciona com o aumento de CK
mitocondrial, enzima encarregada de controlar o Aym mediante a
transferéncia de ADP para a matriz mitocondrial (Beutner et al., 1998).
Além disso, este trabalho demonstrou que 300 pM de MG também
causou um aumento no estado IV da respiracdo mitocondrial em células
precursoras de hipocampo (H19-7). Neste sentido, estes resultados estdo
de acordo com resultados prévios do nosso grupo que permitiram propor
que o MG atuaria como um desacoplador, por causar uma dissipacdo
parcial do Aym (Glaser et al., 2014; Trabalho doutoral em
Neurociéncias). Os desacopladores dissipam o Aym (Nelson e Cox,
2004) e desta forma a transferéncia de elétrons na cadeia respiratoria ¢
estimulada para reestabelecer este potencial, ainda que a sintese de ATP
esteja bloqueada, tendo como consequéncia o aumento do consumo de
oxigénio. Considerando que a concentragio de MG em plasma de
individuos normoglicémicos ¢ de aproximadamente 1 pM e que em
individuos hiperglicémicos esta pode chegar at¢ 6 pM de MG
(Thornalley et al., 1989), um pequeno aumento nas concentragdes do
metabolito ja alteraria a funcionalidade da mitocondria, levando a um
aumento na produg¢do de EROs, como observado neste estudo, e
consequente disfungdo mitocondrial (Shenouda et al., 2011). Em
concordancia, resultados do nosso grupo de pesquisa demonstraram que
tanto o MG quanto os AGEs causaram aumento no consumo de
oxigénio mitocondrial e ainda altera¢do no Aym, mensurado através da
sonda fluorescente JC-1. Esta dissipa¢do do potencial pode levar as
mitocondrias a se fragmentarem, com o intuito de eliminar as
mitocondrias disfuncionais por posterior mitofagia. No entanto, foi
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verificado que o processo de mitofagia ndo foi alterado, favorecendo a
um acumulo de mitocondrias disfuncionais no interior da célula (Glaser
et al., 2014; Trabalho doutoral em Neurociéncias). Ainda, foi observado
que 300 uM de MG causou um aumento na geracdo de EROs
extramitocondrial. Este fendmeno provavelmente foi causado devido a
uma possivel diminui¢do na atividade do complexo I quando as células
precursoras de hipocampo foram incubadas com MG. Neste sentido,
sabe-se que este composto tem a capacidade de reagir com grupamentos
amino livres de proteinas, modificando sua estrutura e dando origem a
produtos oxidados, chamados AGEs (Ravelojaona et al., 2007; Zhang et
al., 2009). Assim, o complexo I, e provavelmente outros complexos da
cadeira respiratoria poderiam estar sendo alvos da oxidacdo causada
pelo toxicante MG (Rosen et al., 2001; Brownlee, 2005; Ross et al.,
2013; Cardoso et al., 2014).

Apbs a realizagdo destes estudos com um modelo in vivo de
hiperglicemia cronica, o proximo passo deste trabalho avaliou a
formacdo de AGEs ¢ a atividade do metabolismo energético em sangue
de pacientes portadores de DM1 e DP. Foi observado que pacientes
DM1 apresentam altas concentragdes plasmaticas de AGEs por estarem
em condigdes de persistente hiperglicemia. Pode ser observado que
quanto maior os niveis de glicose sanguinea, maior ¢ também a
quantidade de AGEs presentes na circulagdo destes pacientes. A
atividade do complexo I e da creatinaquinase foram determinadas em
linfécitos de sangue e mostraram que seu comportamento foi muito
semelhante ao observado nos estudos in vivo com ratos Wistar. Estas
alteragdes poderiam responder ao efeito toxico de AGEs e/ou MG como
previamente descrito por Brownlee e colaboradores (2005). Além disso,
foi observada uma maior ativagdo do sistema imunologico devido a
presenca de concentragcdes aumentadas de neopterina em plasma dos
pacientes DM1. Estudos demonstram que esta pterina se encontra
elevada em pacientes com disturbios psiquiatricos e portadores de
doencas neurodegenerativas (Chittiprol et al., 2010; Leblhuber et al.,
2011) e ¢é liberada durante processos inflamatorios, incluindo os
neuroinflamatorios (Zimmermann, 2001; Dale et al., 2009).

Assim, poderiamos extrapolar os resultados obtidos a partir dos
modelos experimentais e dos tecidos humanos para entender a relagdo
existente entre o DM e a maior incidéncia ao desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas, incluindo a DP, DA, entre outras.
Pacientes portadores das duas patologias, DM e DP, demonstram um
maior risco de desenvolver deméncia, apresentando sintomas motores
mais severos (Schernhammer et al., 2011). Além disso, 0 DM2 contribui
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para a instabilidade postural e dificuldade na marcha em pacientes com
DP (Kotagal et al., 2013). Por outro lado, aproximadamente 50% dos
pacientes afetados pela DP apresentam DM ou tolerancia diminuida a
glicose (Barbeau et al., 1961; Boyd et al., 1971; Lipman et al., 1974;
Santiago e Potashkin, 2014). Com base nisso, foi observado que os
pacientes com diagndstico confirmado para DP apresentaram um
aumento na glicemia em relacdo aos pacientes sem historico de doengas
neurodegenerativas com a mesma faixa etaria, caracterizando um estado
de baixa tolerancia a glicose. Este aumento nas concentragdes de glicose
estdo contribuindo para a elevagdo na formag¢do de AGEs plasmaticos
destes pacientes. Estudos post-mortem em portadores da DP, reportam o
envolvimento de estresse oxidativo em neurdnios dopaminérgicos,
através da producdo de EROs e disfun¢do mitocondrial, principalmente
devido a inibi¢do do complexo I da cadeia transportadora de elétrons
(para revisdo ver Latini et al,, 2011), e que esta inibicdo ndo seria
exclusiva do encéfalo, encontrando-se também em plaquetas, linfocitos
e musculo esquelético dos afetados (Turrens, 1997). Neste sentido, este
estudo também demonstrou uma redugdo na atividade do complexo I
nas plaquetas de pacientes com PD, confirmando a altera¢do bioquimica
caracteristica desta entidade neurodegenerativa. Além disso, resultados
do nosso grupo de pesquisa verificaram um aumento significativo nas
concentragdes de neopterina plasmatica em pacientes com DP,
comprovando uma maior ativagdo do sistema imunoldgico nestes
pacientes (Freitas et al., 2012; Dissertagdo de Mestrado). Contudo,
existem varias evidéncias de que o DM estd intimamente relacionado
com a progressio da DP, e que estas duas doengas compartilham
mecanismos comuns a niveis celulares e moleculares (Aviles-Olmos et
al., 2013; Santiago e Potashkin, 2013).

6.2 EFEITO DA HIPERGLICEMIA CRONICA SOBRE
PARAMETROS COGNITIVOS E DE EPIGENETICA EM RATOS
WISTAR ADULTOS

As alteragdes epigenéticas sdo definidas como modificagdes na
expressdo génica, as quais ndo envolvem mudangas na sequéncia do
DNA (Jirtle e Skinner, 2007; Christensen ¢ Marsit, 2011; Peters et al.,
2011). Estas altera¢cdes podem promover o desenvolvimento de fendtipo
anormal e o aparecimento de eventos genéticos tais como, quebras da
dupla fita de DNA, mutagdo e instabilidade cromossdmica que podem
contribuir para o aparecimento de intimeras desordens (Sawan et al.,
2008). Dentre os varios mecanismos epigenéticos conhecidos até o
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momento, a metilacgdo do DNA ¢ uma das principais modifica¢des
epigenéticas que controla a expressdo de genes em estados fisiologicos e
patologicos. Neste contexto, alteragdes no perfil de metilagdo do DNA
podem ocorrer em estados patologicos como no cancer e doencas
metabdlicas, como ¢ o caso do DM e ainda durante processos
neurodegenerativos (El-Osta et al., 2008; Barres e Zierath, 2011).

Este trabalho evidenciou um comprometimento motor e ainda
prejuizos na consolidagdo da memoria de curto e longo prazo nos
animais que permaneceram hiperglicémicos por 60 dias. Além destas
alteracdes, foi observado um déficit na memoria espacial do grupo STZ
quando comparados com os demais grupos experimentais, e a
administragdo de insulina preveniu estas alteragdes cognitivas. Estes
achados cognitivos observados neste trabalho estdo de acordo com
outros estudos recentes que também demonstraram comprometimento
cognitivo em roedores submetidos ao modelo de hiperglicemia induzido
por STZ (Grzeda et al., 2007; Hirano et al., 2007; Ho et al., 2012).
Contudo, estas alteragdes cognitivas provavelmente sdo consequéncias
do estresse oxidativo e da severa inibi¢do nos complexos da cadeia
respiratoria observados nos animais expostos a hiperglicemia cronica, os
quais poderiam estar comprometendo a viabilidade dos neurénios por
desencadear a apoptose e ainda estarem favorecendo o actimulo de
proteinas oxidadas por MG no encéfalo dos animais expostos a
hiperglicemia persistente. Neste cendrio de déficit energético e
neurotoxicidade, aqui também foi demonstrado a translocacdo, desde o
citosol para a mitocdndria, da proteina a-sintcleina no hipocampo dos
animais que permaneceram hiperglicémicos por um periodo de 60 dias.
A o-sinucleina é uma proteina pré-sinaptica e nativamente citosolica.
Em situacdes de estresse celular com consequente diminui¢do do pH
intracelular (Cole et al., 2008), esta proteina tende a translocar desde o
citosol e se ligar nos lipideos presentes nas membranas mitocondriais
interna e externa, formando agregados intramitocondriais (Pham e
Cappai, 2013). Segundo Bir e colaboradores (2014), a translocagdo da
a-sinucleina para o interior da mitocondria também estd relacionada
com a abertura do poro de transicdo mitocondrial (PTP). Uma vez que
este poro se abre, os protons presentes no espago intermembranas sao
dissipados, causando diminui¢do do Aym mitocondrial (Kim et al.,
2003). Contudo, inimeros estudos vem demonstrando que a diminuigdo
do Aym estad sendo apontado como um mecanismo de citotoxicidade,
por ocasionar um aumento na formac¢do de EROs, levando a uma
situagdo de estresse oxidativo e disfun¢do mitocondrial, um dos
principais mecanismos patogénicos propostos na DP (Cookson e van der
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Brug, 2008; Schapira e Gegg, 2011; Nakamura, 2013), podendo levar as
células a apoptose ou necrose (Bir et al., 2014). Ainda, o estresse
oxidativo gerado pelo desacoplamento mitocondrial, parece estar
também relacionado com alteracdes epigenéticas e a predisposi¢do para
o desenvolvimento de DM e de suas complicagdes vasculares (Nokoff e
Rewers, 2013; Pezzolesi e Krolewski, 2013). Estudos clinicos e
experimentais tem demonstrado que fatores ambientais e os nutrientes
ingeridos durante o desenvolvimento embrionario, podem provocar
modificagdes epigenéticas e regular a expressdo de genes relacionados
com a apari¢do de DM (Ling e Groop, 2009; Sharma et al., 2010). Além
disso, tem sido demonstrado que as alteragdes epigenéticas podem
resultar de uma unica situa¢do aguda de hiperglicemia, fenomeno
conhecido como “memoria metabolica” (EI-Osta et al., 2008).

Neste sentido, este estudo evidenciou um aumento na metilagio
global do DNA e uma hipometilagdo na regido promotora do LINE-1 no
hipocampo dos animais que permaneceram sob condi¢cdes de
hiperglicemia por 60 dias, e estas alteragdes foram prevenidas com a
administragdo de insulina exdgena. Sabe-se que os padrdes de metilagdo
do genoma sdo alterados com a existéncia de patologias de curso
cronico e, geralmente é observada a hipermetilacdo de algumas ilhas
CpG distribuidas em seqii€ncias repetitivas, bem como em alguns genes
transcricionalmente relevantes (Fraga et al., 2005). Ainda, eventos de
hipometilagdo no LINE-1 estdo diretamente associados a uma maior
instabilidade gendmica, provocando alteragdes e/ou desregulagdo da
expressdo génica. Sendo assim, a persisténcia de altas concentragdes de
glicose no interior das células neurais poderia favorecer a instabilidade
gendmica e a hipermetilagdo global do DNA observadas neste estudo
(Pirola et al., 2010; Keating e El-Osta, 2012; Tros et al., 2014; Wegner
et al., 2014). Estas mudancas no padrio de metilagdo permitem a
ocorréncia de mutagdes mais facilmente (Burzynski, 2005), e parecem
estar diretamente envolvidas com o aumento da expressdo de
determinados genes, como por exemplo o NF-kB (Kuroda et al., 2009),
o qual tem papel chave na expressdo de diversos genes pro-
inflamatorios que contribuem para o desenvolvimento das principais
complicagdes vasculares no DM (Siebel et al., 2010; Tonna et al., 2010;
Keating e El-Osta, 2012).

Ainda, o REST ¢ considerado um fator protetor dos neurénios
durante o envelhecimento. Isto porque este fator de transcrigdo é um
repressor de genes neuronais muito expresso durante a fase de
desenvolvimento embrionario. Apos este periodo, a expressdo de REST
¢ silenciada e este fator permanece silenciado durante a fase adulta.
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Alguns estudos vem demonstrando que durante o envelhecimento a
expressdo de REST wvolta a surgir e estd muito associada com a
preservagdo de fungdes cognitivas e o aumento da longevidade
(Schoenherr ¢ Anderson, 1995; Ballas et al., 2005). Neste estudo, foi
evidenciado uma diminui¢do na expressdo do gene que codifica para a
proteina REST nos animais que permaneceram hiperglic€émicos por 60
dias. Corroborando com este achado, pode-se evidenciar um aumento na
expressdao do gene que codifica para a forma truncada desta proteina
(REST-4). Segundo Lu e colaboradores (2014), em pacientes idosos
portadores da DA, a expressdo deste fator de transcri¢do esta
significativamente diminuida em relacdo a pacientes idosos que ndo
possuem alguma doenca neurodegenerativa comprovada. Dessa forma, o
estado de ativagdo de REST, durante o envelhecimento, poderia
distinguir fendmenos de neuroprotecdo e/ou de neurodegeneracdo no
cérebro (Lu et al., 2014). Além disso, a regido promotora de REST
encontrou-se hipermetilada no hipocampo dos animais hiperglicémicos,
sendo esta mais uma evidéncia de que a persistente hiperglicemia esta
diretamente envolvida com os eventos de hipermetilacio do DNA.
Assim, pode-se propor que as alteragdes epigenéticas induzidas pela
hiperglicemia cronica poderiam ser, em parte, responsaveis pelos
eventos de neurodegeneragdo identificadas neste modelo.

6.3 PAPEL PERIFERICO DO METABOLISMO DAS PTERINAS
NA FISIOPATOLOGIA DA DOR NEUROPATICA

Lesoes no sistema somatossensorio podem levar a percepcdes
tanto negativas, definidas como a perda de sensibilidade, quanto a
percepgoes positivas, como por exemplo, a sensagdo de dor exagerada
(Costigan et al., 2009). A dor cronica inflamatéria e/ou neuropatica
diferencia-se das condi¢des de dor aguda por resultar de uma disfungio
ou dano ao sistema nervoso central ou periférico, e persistir por dias,
meses, ou até anos apds a injuria do nervo (Zimmermann, 2001; Loeser
e Treede, 2008; Somers ¢ Clemente, 2009). Ainda, a dor neuropatica
pode ser caracterizada por periodos de dor continua (sensagdo de
queimagdo), dor espontanea (rajadas de dor) e dor intensa em resposta a
situagdes nao dolorosas (alodinia) ou sensag¢do elevada a estimulos
dolorosos (hiperalgesia) (Costigan et al., 2009).

A dor neuropatica periférica, resulta de lesdGes no sistema
nervoso periférico, as quais podem ser causadas por trauma mecanico,
quimicos neurotoxicos, infecgdes, € numerosas patologias de curso
cronico, incluindo as doencas neurodegenerativas do envelhecimento,
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cancer, doengas cardiovasculares, doengas reumaticas e DM (Woolf e
Mannion, 1999; Dworkin et al., 2003). Neste sentido, a dor neuropatica
¢ uma condi¢do neurodegenerativa que envolve aproximadamente 50%
das pessoas acometidas pelo DM (Wild et al., 2004; Yang et al., 2010) e
entre 40% e 85% dos pacientes portadores da DP (Broen et al., 2012; Fil
et al., 2013). No caso da DP, os pacientes relatam que a dor prejudica
severamente a qualidade de vida, pois os sintomas sdo mais angustiante
do que os proprios sintomas motores desta enfermidade (Truini et al.,
2013). A dor nos pacientes portadores da DP afeta principalmente o lado
do corpo com sintomas motores predominantes € ¢ mais comum em
pacientes do sexo feminino do que do sexo masculino (54% e 45%,
respectivamente). Contudo, os tratamentos existentes até hoje para
combater a dor neuropatica oferecem apenas eficicia moderada e
numerosos efeitos adversos, principalmente a dependéncia quimica
(Finnerup et al., 2005; Costigan et al., 2012). Além disso, nas ultimas
décadas foram desenvolvidos novos analgésicos, mas poucos deles
foram racionalmente e quimicamente projetados para o tratamento da
dor, e sim descobertos acidentalmente (Kissin, 2010).

Por muitos anos, cientistas tem procurado por mensageiros
quimicos que agem como mediadores na via de sinalizagdo indutora da
sensacdo de dor, ¢ a BH4 tem apresentado grande destaque em seu
envolvimento nos processos de nocicepgdo (Tegeder et al., 2006). Neste
sentido, estudos ja demonstraram que apos lesdo no nervo ciatico em
camundongos, os neurdnios exibem um marcado e duradouro aumento
na expressdo do gene que codifica para a GTPCH (enzima limitante na
sintese de novo da BH4), do contetdo proteico e da atividade desta
enzima, € como consequéncia, um aumento nas concentragdes locais de
BH4 (Tegeder et al., 2006; Latremoliere e Costigan, 2011). Por outro
lado, estudos utilizando um inibidor da enzima GTPCH (DAHP; 2 4-
diamino-6-hidroxipirimidine), o qual ¢ seletivo porém com pouca
afinidade (IC50 0,3 mM), causa uma diminui¢do nas concentragdes de
BH4 e produz analgesia em roedores que sofreram lesdo no nervo
ciatico, confirmando a agdo pro-nociceptiva do excesso da produgio de
BH4 no sistema somatossensorio (Tegeder et al., 2006). Contudo, pode-
se concluir que a diminui¢do na sintese de BH4 durante condi¢des de
dor inflamatdria e/ou neuropatica é um alvo promissor para contornar
esta enfermidade. Neste sentido, este estudo identificou o efeito de
drogas que induzem analgesia através da diminuicdo da producdo da
molécula BH4. O fundamento deste procedimento requer a inibi¢ao
parcial da sintese de BH4 apenas no sistema nervoso periférico,
utilizando um inibidor que ndo ultrapasse a barreira hematoencefalica,



125

visto que a BH4 ¢ um cofator obrigatério para a produgdo de
mediadores com relevante fisiologia, como as aminas biogénicas
neurotransmissoras, dopamina e serotonina, ¢ do ON. Para isto, o
Laboratorio do Prof. Clifford Woolf junto ao Laboratério do Dr. Kai
Johnsson da Sui¢a desenvolveram drogas que inibem a enzima SR, a
qual também participa da sintese de novo e de salva¢do da BH4, sendo
downstream da enzima GTPCH.

Pode ser observado neste estudo, que o inibidor em teste (iSR;
inibidor da SR) diminuiu significativamente a atividade da enzima SR
em neurdnios de ganglios da raiz dorsal de camundongos nas doses de 1,
3 ¢ 10 uM, e ainda produziu analgesia em camundongos que sofreram
lesdo no nervo ciatico (300 mg/kg, via intraperitoneal). Ainda, estes
efeitos foram comparados com os induzidos pela N-acetil-serotonina
(NAS), que recentemente foi identificada como um inibidor, embora nio
muito especifico da SR (IC50 de 3,1 uM) (Haruki et al., 2013). Como
previsto, o tratamento com o NAS causou inibi¢gdo na atividade da SR
apenas na dose de 3 uM. Além disso, foi observado um aumento na
concentracdo de sepiapterina no sobrenadante de neurénios dos ganglios
da raiz dorsal quando incubados com 3 e 30 puM de iSR durante 24
horas. Além disso, a administragdo intraperitoneal de iSR na dose de
300 mg/kg nos camundongos que sofreram lesdo no nervo ciatico, além
de causar analgesia, também causou um aumento na concentracdo de
sepiapterina no plasma e em homogenato de ginglios da raiz dorsal e de
nervo ciatico. Ainda, o aumento na concentragdo plasmatica de
sepiapterina também foi observado apds administragdo de iSR nos
animais com aumento na expressdo de GTPCH (GOEs). Este aumento
na concentragdo de sepiapterina é consequéncia da inibicdo da enzima
SR, e interessantemente correlaciona com as concentragdes que o iSR
atinge no sangue (Blau et al.,, 2001). O acimulo deste intermediario
pode entdo ser proposto como biomarcador sensivel para monitorar
tratamentos farmacologicos inovadores que empreguem a inibicdo da
SR como alvo molecular. Neste contexto, deve ser salientado que em
condigdes fisioldgicas a sepiapterina — metabdlito intermediario - nunca
se acumula, visto que rapidamente é transformada em BH4 durante a
sintese de novo e na via de salvagdo. Nesta Ultima, a propria SR e outras
enzimas inespecificas como as aldose redutases e/ou carbonil redutases
podem transformar 6-piruvoil-tetrahidrobiopterina e/ou sepiapterina em
BH2 e esta, posteriormente ser reduzida em BH4 pela acdo da enzima
DHFR (Blau et al., 2001). Sendo assim, esta via de salva¢do pode
produzir quantidades suficientes de BH4 no figado, onde existe uma alta
atividade de DHFR, pra suprir a funcionalidade das enzimas que
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utilizam esta molécula como cofator essencial, como por exemplo a
fenilalanina hidroxilase, quando a SR ¢ inibida (Blau et al., 2001). Para
comprovar o efeito especifico do iSR, este estudo demonstrou que apds
a inibi¢do da enzima SR, identificada pelo acimulo de sepiapterina, ndo
houve acumulo do aminoacido fenilalanina no plasma nos animais que
sofreram lesdo do nervo ciatico.
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7 CONCLUSOES

CAPITULO I:

A hiperglicemia cronica provocou inibi¢des nas atividades dos
complexos da cadeia respiratoria e um aumento na atividade da CK
no cérebro e/ou tecidos periféricos em animais que permaneceram
hiperglicémicos por 60 dias. O aumento na atividade da CK se deve
provavelmente como mecanismo compensatdrio para a deficiéncia
energética observada;

A persistente hiperglicemia induziu ao estresse oxidativo sistémico
e central;

A administragdo de insulina protegeu as altera¢cdes no metabolismo
energético celular, mas n3o foi efetiva na prevencdo de estresse
oxidativo;

Pacientes acometidos por DM1 apresentaram inibi¢des na atividade
de enzimas envolvidas no metabolismo energético similares as
apresentadas nos experimentos in vivo. Além disso, estes pacientes
demonstraram uma maior formagdo de AGEs e ativacdo do sistema
imunolégico;

Pacientes acometidos por DP apresentaram inibi¢do na atividade do
complexo I mitocondrial, maior formagdo de AGEs e tolerancia
diminuida a glicose.

CAPITULO II:

A hiperglicemia cronica comprometeu a consolidacdo da memoria
de curta e longa duragdo em animais hiperglicémicos e a
administragdo de INS preveniu apenas o déficit na memoria de
longa duragao;

A persistente hiperglicemia provocou apoptose no cortex cerebral e
induziu a redistribuicdo subcelular da a-sinucleina no hipocampo;

Induziu alteragdes epigenéticas caracterizadas pela hipermetilagido
global do DNA e instabilidade gendnica, além de diminuir a
expressao de REST como mecanismo de neurodegeneracio.
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CAPITULO III:

O aumento nas concentragdes de BH4 induziram ao aumento das
sensagOes dolorosas e a inibi¢do na sintese desta molécula pela iSR
causou diminui¢do na hipersensibilidade a dor;

As concentracdes basais de BH4 necessarias para a sintese de
neurotransmissores foram compensadas por uma via alternativa, a
via de salvagao;

O acumulo de sepiapterina apos inibi¢do da SR representa um
achado inédito e pode ser empregado como biomarcador para o
correto tratamento farmacologico em situagdes de dor cronica.
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8 CONCLUSAO GERAL

A partir dos resultados obtidos, pode-se sugerir que a
hiperglicemia cronica causa uma adaptacdo bioenergética tanto central
quanto periférica, acompanhada de estresse oxidativo, apoptose e
modificagdes epigenéticas. Estas alteragdes observadas podem ser
devido a oferta constante do toxicante MG e/ou AGEs no interior das
células do SNC derivados da persistente hiperglicemia, e este cenario
parece ser um gatilho para induzir a instalagdo e o desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas e/ou neuroldgicas, em particular a DP, e/ou
predispor a nocicepg¢ao.
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Figura 38. Efeitos celulares envolvidos durante a hiperglicemia crénica. As
altas concentragdes de glicose sanguinea causam uma adaptagdo bioenergética tanto
central quanto periférica acompanhada de estresse oxidativo, apoptose e
modificagdes epigenéticas, e este cendrio parece ser um gatilho para induzir a
instalagdo e o desenvolvimento das doengas neurodegenerativas e/ou predispor a
nocicepgao.
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9 PERSPECTIVAS

Serdo realizados experimentos adicionais para complementar e
aprimorar a qualidade dos resultados apresentados neste trabalho
doutoral. Para isto, serfo analisados os seguintes pardmetros:

1) Mensurar a atividade da CK (cerebral, cardiaca e muscular)
no cérebro de animais hiperglicémicos por um método alternativo que
envolve deteccdo eletroquimica (dependente de pH) com o intuito de
confirmar os dados obtidos pelo método padrdo de espectrofotometria,
empregado neste trabalho (Schlattner et al., 2000). Ainda, pretende-se
quantificar as diferentes isoformas de CK para identificar se realmente a
isoforma cerebral estaria relacionada com a maior atividade enzimatica
observada no cérebro dos animais hiperglicémicos. Estes experimentos
adicionais serdo realizados no Laboratério do Prof. Uwe Schlatter, no
Laboratory of Fundamental and Applied Bioenergetics na University
Joseph Fourier, Grenoble, Franga;

2) O toxicante MG, formado em condi¢des de hiperglicemia
cronica, poderia ocasionar modifica¢des e/ou oxida¢des em algumas
proteinas, como por exemplo a proteina reguladora do metabolismo
energético, proteina quinase dependente de AMP (AMPK). Isto porque
esta proteina possui 3 residuos de arginina no sitio de ligagdo do AMP
que sdo sensiveis a acdo deste composto (Gugliucci, 2009). Uma vez
oxidada, a AMPK poderia perder sua capacidade de sensar baixas
quantidades de energia e proporcionar a ativagdo da CK para
compensar. Para verificar esta hipotese, a enzima AMPK purificada sera
oxidada a partir de incubagdo desta com o oxidante MG para formar
(AGE-AMPK). Apos oxidagdo, linhagens gliais e neuronais serdo
incubadas com AGE-AMPK e/ou metformina (scavenger de MG) para
posterior avalia¢do da atividade da CK.
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