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RESUMO

Os astrocitos sdo as células mais numerosas do sistema nervoso central,
disfuncdes dessas células estdo relacionas ao desenvolvimento de doengas
neurodegenerativas. A doenca de Alzheimer ¢ a doenca neurodegenerativa mais comum
e costuma ser diagnosticada em estdgios mais avancados, onde os pacientes ja apresentam
prejuizo cognitivo e perda de memoria. Fisiologicamente a doenga de Alzheimer ¢
caracterizada pela formagdo de placas amiloides, devido ao acumulo de peptideo BA e
formacdo de emaranhados neurofibrilares, resultantes da hiperfosforilagdo da proteina
neuronal tau. Muitos estudos relacionam o inicio do desenvolvimento da doenga com a
presenga de outras patologias e disfungdes. Um dos fatores de risco para o
desenvolvimento da doenca de Alzheimer ¢ o diabetes mellitus tipo 2, que entre outras
alteragdes, aumenta a glicagdo de proteinas, o que pode ser mimetizado in vitro pelo
metilglioxal (MG), que ¢ um composto propagador de reagdes desse tipo. Sabe-se
também que nos estagios iniciais da doenca de Alzheimer pode ocorre uma diminuicao
do metabolismo de glicose no sistema nervoso central, ou ainda o desenvolvimento de
inflamacao, fendmenos que podem ser induzidos em astrdcitos in vitro por exposicao a
fluorocitrato (FC) e lipopolissacarideo (LPS), respectivamente. Um dos modelos animais
da doengca de Alzheimer esporadica mais wusados ¢ o de administragdo
intracerebroventricular de estreptozotocina (STZ), composto que induz o
desenvolvimento de alteracdes patoldgicas caracteristicas desta doencga. A deposi¢ao das
placas amiloides ocorre pelo acumulo do peptideo B-amiloide apos a clivagem da proteina
precursora amiloide, através da acdo da enzima [-secretase. Os astrocitos possuem
enzimas que estdo envolvidas na degradagao deste peptideo, como a neprilisina (NEP) e
a enzima de degradacao da insulina (IDE) e a reducao da atividade destas duas enzimas
ja foi relacionada ao actimulo de B-amiloide. Apesar disso, ainda ndo se sabe a relagdo
entre os mecanismos envolvidos no aumento da produgdo do peptideo com a diminui¢ao
de sua depuragdo. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da
exposi¢do de agentes que mimetizam algumas caracteristicas iniciais da doenga de
Alzheimer em astrdcitos sobre parametros de fungdo astrocitica, bem como a expressao
das enzimas de degradacdo do peptideo B-amiloide. As culturas primarias de cortex de
ratos Wistar neonatos foram expostas a MG (5, 50 ou 500 uM), FC (1, 10 ou 100 uM),
LPS (0,1; 1 ou 10 pg/mL) ou STZ (2,5; 25 ou 250 uM) e apos 24h foram avaliados
parametros astrociticos e a expressdo de proteinas relacionadas ao processamento
amiloide. Nossos resultados mostraram que todos os insultos testados foram capazes, em
diferentes concentracgdes, de diminuir a secre¢ao da proteina S100B, aumentar o conteudo
de GFAP e aumentar a atividade de GS nas culturas de astrécitos. Entretanto, apenas LPS
e STZ foram capazes, nas concentragoes mais altas, de diminuir a expressdao da enzima
IDE e apenas a STZ aumentou a expressao de PA. Dessa forma mostramos que esses
diferentes tipos de insultos (glicante, inflamatério ou metabodlico) podem ter efeitos
similares em astrdcitos, a0 menos no que se refere aos parametros astrociticos avaliados,
porém em relagcdo ao processamento amiloide apenas o LPS e a STZ foram capazes de
causar alteragoes.



ABSTRACT

Astrocytes are the most numerous cells in central nervous system and dysfunction
of these cells are related to development of neurodegenerative diseases. Alzheimer’s
disease is the most common neurodegenerative disease and usually is diagnosed in more
advanced stages, in which patients have cognitive impairment and memory loss.
Physiologically, Alzheimer’s disease is characterized by amyloide plaques formation due
to AP deposition and neurofibrillary tangles formation resulting from
hyperphosphorylation of the neuronal protein tau. Many studies relate the beginning of
the development of the disease with the presence of other pathologies and dysfunctions.
Diabetes mellitus type 2 is a risk factor for Alzheimer’s disease. Among other changes,
the increase in protein glication can be mimic in vitro by methylglyoxal (MG), which is
able to spread reactions of this type. It is known that in the pre-clinical phase of
Alzheimer’s disease occur a decrease in central nervous system glucose metabolism and
neuroinflammation, that can be induced in vitro by fluorocitrate (FC) and
lipopolysaccharide (LPS) exposure, respectively. One of the animal models of sporadic
Alzheimer’s disease most used is based on an intracerebroventricular streptozotocin
(STZ) administration, which can induces the development of some characteristic
pathologic alterations of this disease. Amyloide plate deposition occurs by AP peptide
accumulation after cleavage of amyloid protein precursor, by p-secretase enzyme.
Astrocytes are involved in this peptide degradation by neprilysin (NEP) and insulin
degrading enzyme (IDE). The decrease of the activity of these enzymes have already be
related to AP accumulation. Despite that it is still not known the relationship between the
mechanisms involved in the increase of peptide production and its clearance. Thus, the
objective of this work was evaluated the effects of mimicking agents of some initial
characteristics of Alzheimer’s disease in astrocytes. Primary cultures of astrocytes were
exposed to MG (5, 50 or 500 uM), FC (1, 10 or 100 uM), LPS (0,1, 1 or 10 ug/mL) or
STZ (2,5, 25 or 250 uM) for 24 h before astrocytic parameters and amyloid processing
proteins evaluation. Our data showed that all insults were capable of decrease S100B
protein secretion, increase GFAP content and GS activity. However, only LPS and STZ
could decrease IDE expression and only STZ could increase AP expression. Therefore,
we showed that different insult (glycant, inflammatory or metabolic) can have similar
effects in astrocytcic parameters, however in relation to amyloide processing, only LPS
and STZ were able to cause changes.



LISTA DE ABREVIATURAS
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TNF a - fator de necrose tumoral

INF y —interferon y

ICV - intracerebroventricular

GLUT-2 - transportador de glicose 2

IR - receptor de insulina

GSK-3 - glicogénio sintase cinase-3



Introducao

1.1. Doenca de Alzheimer

Doengas neurodegenerativas sdo doengas de origem complexa que levam a
uma disfuncao irreversivel do sistema nervoso central (SNC), sendo as mais
comuns a doenga de Alzheimer (DA) e a doenca de Parkinson (Taipa, Pinho et
al. 2012).

A DA ¢ a doenga neurodegenerativa que atinge mais pessoas em todo o
mundo e a tendéncia ¢ atingir ainda mais cidaddos nos préximos anos, uma vez
que com o aumento da expectativa de vida também ¢ esperado um aumento da
ocorréncia de patologias relacionadas a idade (Taipa, Pinho et al. 2012, Long and
Holtzman 2019).

Existem duas classificagdes paraa DA, a DA familiar e a DA de inicio tardio.
A DA familiar apresenta um componente genético envolvido, sendo manifestada
por pacientes entre 30 e 50 anos, esta forma da doenca ¢ responséavel pela minoria
dos casos (Thambisetty, An et al. 2013). A forma mais comum da DA ¢ a de
inicio tardio, também chamada de esporadica, na qual ndo h4 envolvimento de
fatores genéticos. Seu mecanismo de desenvolvimento ainda nao foi esclarecido,
porém se sabe que ela estd relacionada a varios outros processos patologicos
(Zetterberg and Mattsson 2014).

O primeiro diagndstico da DA ocorreu em 1906, realizado pelo psiquiatra e
neuropatologista alemdo, Alois Alzheimer. Ele observou um paciente que
apresentava comprometimento cognitivo e perda de memoéria. Em autopsia
cerebral, ap6s a morte do paciente, encontrou depositos de placas senis e
emaranhados neurofibrilares (Fita, Enciu et al. 2011).

Ainda hoje os achados de Alois Alzheimer continuam sendo utilizados na

caracterizagdo e no diagnostico da doenga. Clinicamente, a DA ¢ descrita pela
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presenca de déficits cognitivos, seguidos de perda progressiva de memoria e
confusdo mental (Soria Lopez, Gonzalez et al. 2019). J4 entre as alteracdes
fisiopatologicas caracteristicas estdo a formagao de placas amiloides, devido ao
acumulo de peptideo B-Amiloide (BA) no espago extracelular e formacao de
emaranhados neurofibrilares, resultantes da hiperfosforilagio da proteina
neuronal tau no espago intracelular, levando a atrofia do cortex cerebral (Sery,
Povova et al. 2013).

1.1.1.Desenvolvimento da DA

Apesar de ja se ter um vasto conhecimento das manifestacdes clinicas e
fisiopatoldgicas da DA, a forma como esta doenca se desenvolve ainda nao foi
elucidado por completo. Entretanto, muitas evidéncias sugerem a participagdo de
varios fatores no seu desenvolvimento (Zetterberg and Mattsson 2014, Long and
Holtzman 2019).

Entre os fatores que estdo presentes na DA estd uma diminui¢ao da fungdo
colinérgica devido a diminui¢cdo da enzima colina acetiltransferase e morte dos
neurdnios colinérgicos no nucleo basal de Meyner. Também ¢ possivel observar
uma desregulacao da sinalizagdo de calcio, em consequéncia da ativacao do
receptor glutamatérgico do tipo NMDA, causando uma resposta excitotoxica
(Zetterberg and Mattsson 2014, Soria Lopez, Gonzalez et al. 2019).

Uma das hipoteses mais estudada para o desenvolvimento da DA ¢ a da
cascata amiloide, que propde que a deposicdo de placas e a formagao dos
agregados de peptideo BA estdo elevados, ou ainda que a depuragao deste peptideo
esta prejudicada. O BA ¢ o produto da clivagem da proteina precursora amiloide
(APP) pelas enzimas vy-secretase e P-secretase (BACE), que pode formar

peptideos com 40 ou 42 aminoacidos (BAi-40 € BA1-42) (Sery, Povova et al. 2013,



Zetterberg and Mattsson 2014). Mais recentemente tem sido descrita também a
formacao do PAss3s (Dominguez-Prieto, Velasco et al. 2018). Existem varios
modelos animais para o estudo da DA in vivo. Um dos mais amplamente utilizados
¢ a injecdo intracebroventricular (ICV) de estreptozotocina (STZ), que induz o
desenvolvimento de fatores de risco e alteragdes patologicas caracteristicas desta
doenca (Rodrigues, Biasibetti et al. 2009). O mecanismo pelo qual esse composto
age no SNC ainda ndo ¢ completamente estabelecido; entretanto, em astrocitos, ja
foi demonstrado que a STZ aumenta a expressao da APP, bem como da enzima
envolvida na sua clivagem, BACE, que resulta na formacao do peptideo f-
amiloide, um dos marcadores dessa patologia (Rajasekar, Dwivedi et al. 2014).
Um dos fatores que predispdem o desenvolvimento da DA ¢é o diabetes
mellitus (DM), devido a presenca de altas concentracdes de glicose no SNC.
Inclusive, a DA ¢ chamada por alguns autores de “diabetes tipo 3” ou de
“encefalopatia diabética” (Biessels, van der Heide et al. 2002, Kandimalla,
Thirumala et al. 2017, Ninomiya 2019). Na hiperglicemia, o aumento das
concentracdes de glicose pode causar um aumento das reagdes de glicagao que
envolvem a formagao de bases de Schiff, que sdo convertidas a produtos de
Amadori. Essas reagdes tem como produtos compostos dicarbonil, como o
metilglioxal (MG), que por sua vez leva a formagao de produtos finais de glicagao
avangada (AGEs) (Lapolla, Traldi et al. 2005, Craft 2007). Muitos trabalhos
relacionam altos niveis de metilglioxal ¢ de AGEs com aumento do prejuizo
cognitivo em pacientes idosos (Biessels, Koffeman et al. 2006, Crane, Walker et
al. 2013). Dessa forma, em estudos in vivo e in vitro, 0 MG ¢ amplamente utilizado
para mimetizar essas condi¢des de altos niveis de MG e AGEs (Hansen, de Souza

et al. 2012, Heimfarth, Loureiro et al. 2013, Chu, Lee et al. 2014), sendo, portanto,



um composto interessante também para se estudar alteragdes cerebrais que
ocorrem na DA (Kuhla, Liith et al. 2005, Angeloni, Zambonin et al. 2014).

Apesar da causa da DA ainda nao ser conhecida, algumas alteracdes iniciais
ja estao bem estabelecidas. A glicose ¢ o substrato energético mais utilizado pelo
cérebro em individuos adultos e sabe-se que um hipometabolismo da glicose no
SNC ¢ uma das primeiras alteragdes observadas nos pacientes com DA. Essa
alteracdo pode estar relacionada a problemas de transporte de glicose para dentro
das células ou mesmo a disturbios metabolicos intracelulares (Mosconi, Pupi et
al. 2008). Existem compostos que sao utilizados para induzir uma diminuicao do
metabolismo celular, com o fluorocitrato (FC), que ¢ um composto amplamente
utilizado para inibir o metabolismo de células gliais por agir inibindo a enzima
aconitase, do ciclo de Krebs, levando a uma consequente diminui¢ao da produgao
de ATP (Swanson and Graham 1994).

Outro componente muito importante no desenvolvimento da DA ¢ a
neuroinflamacao. A presenca de PA em concentracdes elevadas no SNC leva a
ativacdo das cascatas inflamatorias (Halliday, Robinson et al. 2000). Além disso,
a liberacdo de citocinas como fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interferon-y
(INF-y) causam o aumento do processamento amiloidogénico da APP (Zhao,
O'Connor et al. 2011). Um dos modelos de neuroinflamac¢do mais utilizados in
vitro ¢ a exposicdo ao lipopolissacarideo (LPS), molécula derivada da parede
celular de bactérias gram-negativas (Hauss-Wegrzyniak, Dobrzanski et al. 1998).
Ja foi mostrado que o LPS administrado in vivo € capaz de aumentar os niveis de
placas amiloides, bem como os niveis de fosforilagdo da proteina tau no cérebro
de ratos (Wang, Wu et al. 2018), além de causar prejuizo na memoria de

camundongos pelo aumento da atividade de P e y-secretases e da expressdo da
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APP (Lee, Lee et al. 2008). Além disso, a exposicao de culturas primarias de
astrocitos a LPS juntamente com algumas citocinas pro-inflamatorias aumentaram
a expressao de APP, BACEI e a secrecao de AB40 (Zhao, O'Connor et al. 2011).

1.2. Astrocitos e DA

Os astrocitos sdo células que compdem a glia no SNC, desempenhando um
papel fundamental na manutencdo da homeostase do SNC (Wang and Bordey

2008).

Disfungdes astrociticas estdo associadas a diversas doencas, entre elas as
doencgas neurodegenerativas, como DA, Parkinson, esclerose lateral amiotrofica e
esclerose multipla (Sofroniew and Vinters 2010, Khandelwal, Herman et al. 2011,
Li, Li et al. 2019). Essas condicdes estdo associadas a um aumento da reatividade
astrocitica, causando alteragdes morfoldgicas e moleculares (Ben Haim, Carrillo-
de Sauvage et al. 2015, Escartin, Guillemaud et al. 2019, Li, Li et al. 2019). Os
astrocitos reativos rodeiam as placas amiloides e os emaranhados neurofibrilares
no cérebro de pacientes com DA, apresentando uma expressdo aumentada de
proteina 4cida fibrilar glial (GFAP) e S100B (Bronzuoli, lacomino et al. 2016, Li,
Li et al. 2019). Essas duas proteinas, GFAP e S100B, sdo marcadores de
astrécitos, sendo amplamente avaliadas no estudo de disfungdes dessas células. A
S100B ¢ uma proteina ligante de calcio produzida e secretada por astrdcitos no
SNC e que pode exercer tanto papel trofico quanto toxico, sendo considerada uma
marcadora de dano cerebral (Donato 2001). J& a GFAP ¢ uma importante proteina
marcadora de astrocitos por constituir o seu citoesqueleto e estd diretamente

relacionada a reatividade astrocitica (Escartin, Guillemaud et al. 2019).

Muitos estudos tém mostrado que os astrdcitos t€m um importante papel na

DA (Zhao, O'Connor et al. 2011, Thal 2012, Rodriguez-Arellano, Parpura et al.
11



2016). Ja foi demonstrado que na DA as alteracdes astrociticas ocorrem antes do

aparecimento dos primeiros sintomas da doenga (Leclerc and Abulrob 2013).

Os peptideos BA ja foram identificados em astrocitos de cérebros humanos
(Wyss-Coray, Loike et al. 2003), que sdo capazes de produzir e secretar A em
quantidades significativamente altas, uma vez que expressam, em quantidades
suficientes, todas as proteinas necessarias para a formacgdo destes peptideos: a
APP, a BACEl e a y-secretase (Birch 2014). Todos esses componentes
importantes na formacdo do PA tem sua expressdo aumentada em astrdcitos
reativos, o que contribui para o aumento da producgdo do peptideo BA (Frost and

Li 2017).

Por outro lado, as células astrociticas também podem desempenhar um papel
positivo na prevengao da progressao da DA (Frost and Li 2017). Os astrécitos
atuam na depuragdo e degradacdo do peptideo PA, através de mecanismos
enzimaticos, degradacdo proteassomal e autofagico, ou ainda via chaperonas

extracelulares (Ries and Sastre 2016).

1.3. Depuracao de B-amiloide

O desbalanco entre a formagdo e a degradagdao do peptideo BA pode
contribuir para o acaimulo e formag¢ao das placas amildides (Miners, Barua et al.
2011). Diferentes mecanismos podem estar envolvidos nesse processos, entre
eles um dos mais estudados € via proteases, como a neprilisina (NEP), a enzima
degradadora de insulina (IDE) e enzimas de conversdao de endotelina (Ries and
Sastre 2016).

Alguns estudos sugerem que a acdo destas enzimas sobre o peptideo pode
sofrer interferéncia por condi¢des que predispdem a DA (Jha, Jha et al. 2015,

Rajasekar, Nath et al. 2016). Os astrocitos sao celulas gliais que estdo envolvidas
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na depuragdo de BA enzimaticamente, um aciumulo de BA nos astrécitos indica
uma disfuncao dessas enzimas, sugerindo o importante papel dessas células no
desenvolvimento da DA (Thal 2012).

1.3.1.Neprilisina

A NEP ¢ uma metaloprotease do grupo das endopeptidases que requer zinco
para a sua atividade. Presente em varios tecidos, € capaz de degradar peptideos
biologicamente ativos como encefalinas, coleicistocinina, neurotencina e
somatostatina, além do peptideo BA (Bayes-Genis, Barallat et al. 2016).

Esta enzima ¢ formada por 749 residuos de aminoacido, possuindo 93 kD.
Ela esta presente ligada @ membrana celular, tendo um dominio transmembrana e
um pequeno dominio intracelular (Bayes-Genis, Barallat et al. 2016).

No SNC, esta enzima pode ser encontrada em neurdnios, astrocitos e
microglia (Jha, Jha et al. 2015). A sua expressao esta inversamente relacionada ao
acimulo de BA e a idade. Estudos in vivo demonstram que a reducdo da sua
atividade contribui para o acimulo de B-amiloide (Iwata, Tsubuki et al. 2001,
Hellstrom-Lindahl, Ravid et al. 2008), sugerindo entdo seu envolvimento na
degradacao deste peptideo. In vitro, diferentes estimulos se mostraram capazes de
alterar a degradacao do peptideo BA através da modulacao da NEP, como a leptina
e a cetamina que diminuiram a sua expressao (Yamamoto, Arima et al. 2013,
Yamamoto, Tanida et al. 2014) ou ainda como a sinvastatina, atrovastatina
(Yamamoto, Fujii et al. 2016) e epigalocatequinagalato, que aumentaram a sua
expressao e secre¢ao em culturas de astrocitos (Yamamoto, Shibata et al. 2017).

Recentes trabalhos vém sugerindo esta enzima como possivel alvo
terapéutico para a DA, sendo um dos mecanismos propostos a sua manipulagao

através da regulagdo epigenética pelo dominio intracelular da APP (ACID). A
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ACID ¢ produzida no processamento da APP juntamente com o peptideo BA, e
parece desempenhar um papel na regulacdao transcricional do gene da NEP
(Belyaev, Nalivaeva et al. 2009, Nalivaeva 2015, Nalivaeva and Turner 2019).
1.3.2.Enzima degradadora de insulina

Da mesma forma que a NEP, a IDE, também ¢ uma metaloproteinase,
dependente de zinco, que pesa 110 kD. Ela estd presente no figado, testiculo,
musculo e cérebro (Miners, Barua et al. 2011, Jha, Jha et al. 2015). No cérebro,
pode ser encontrada em neurdnios, oligodendrocitos, microglia (Ries and Sastre
2016) e astrocitos (Dorfman, Pasquini et al. 2010, Son, Cha et al. 2016). Esta
enzima tem como substratos insulina, amilina e fatores de crescimento
semelhantes a insulina I e II, além do peptideo BA (Dorfman, Pasquini et al.
2010).

Estudos com animais knock-out para IDE mostram um acimulo de BA, além
do desenvolvimento de hiperinsulinemia e intolerancia a glicose, caracteristicas
da DA e DM2 (Farris, Mansourian et al. 2003). J& em culturas de astrocito foi
demonstrado que tratamento com insulina ¢ capaz de aumentar a expressao de
IDE (Yamamoto, Ishikuro et al. 2018). Estes trabalhos refor¢am o papel da IDE
na depuragao do peptideo BA.

Apesar de ja ser bem estabelecido o envolvimento das enzimas NEP e IDE
na DA atuando na degradacdo do peptideo BA, bem como a participagao dos
astrocitos no desenvolvimento da DA, pouco se sabe sobre a relagdo dos
mecanismos envolvidos na formagao de BA com as enzimas de degradacao deste
peptideo em astrocitos.

2. Objetivos

2.1. Objetivo geral
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Avaliar os efeitos da exposicdo de agentes que mimetizam algumas
caracteristicas iniciais da DA em astrocitos sobre parametros de fungdo
astrocitica, bem como a expressao das enzimas de degradacao do peptideo B-
amiloide.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Avaliar o efeito dos agentes metilglioxal, fluorocitrato, lipopolissacarideo e
estreptozotocina sobre parametros de fung¢do de astrécitos em cultura
primaria, como S100B, GFAP, GSH e atividade de GS.

2.2.2. Avaliar o efeito dos agentes metilglioxal, fluorocitrato, lipopolissacarideo e
estreptozotocina sobre o imunconteido de BA, bem como das enzimas
degradadoras deste peptideo, NEP e IDE.

3. Metodologia

3.1. Materiais

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), soro fetal bovino (SFB)
e outros materiais para cultura de células foram adquiridos da Gibco (California,
USA).  Poli-L-lisina,  metilglioxal,  fluorocitrato,  lipopolissacarideo,
streptozotocina, anticorpo anti-SI00B monoclonal (SH-B1), anticorpo anti-
GFAP, anti-actina, glutationa, phthaldialdehyde (OPT), o-fenilenediamina
(OPD), methyl thiazolyl diphenyl-tetrazolium bromide (MTT), iodeto de
propideo (IP) e vermelho neutro (VN) foram adquiridos da Sigma (St. Loius,
USA). Anticorpos anti-neprilisina e anti-enzima degradadora de insulina foram
adquiridos da Abcam (Cambridge, MA, USA). Anticorpos anti-S100B policlonal
e anti-rabbit peroxidase foram adquiridos da DAKO (Sao Paulo, Brasil) e GE
(Little Chalfont, Reino Unido), respectivamente. O kit para atividade da LDH foi

adquirido da Bioclin, (Belo Horizonte, Brasil).
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3.2. Cultura de astrocitos

3.3.

Foram utilizadas culturas primarias de astrocitos de ratos Wistar como
previamente descrito (Gottfried, Valentim et al. 1999). Cortices cerebrais de ratos
Wistar recém-nascidos foram removidos e dissociados mecanicamente. ApoOs
centrifugacao a 300 x g por 5 min, o pellet foi suspenso em DMEM contendo
10% de soro fetal bovino (SFB) e as células foram entdo semeadas em placas de
96, 24 ou 6 pocos recobertas com poli-L-lisina. As culturas foram mantidas em
incubadora com 5% de C0O2/95% de ar a 37°C até atingirem a confluéncia (cerca
de 21 dias).

Delineamento experimental

Apos atingir a confluéncia (21 dias), o meio de cultura foi substituido por
DMEM sem soro fetal bovino, na presenc¢a ou ndo de metilglioxal (5, 50 ou 500
uM), fluorocitrato (1, 10 ou 100 uM), lipopolissacarideo (0,1; 1 ou 10 pg/mL), ou
estreptozotocina (2,5; 25 ou 250 uM). Apds 24 horas o meio de incubagao foi
coletado e as células lisadas, de acordo com os ensaios realizados. O

delineamento experimental estd ilustrado abaixo (Figural):

Ratos Wistar
neonalas 21 Dias 24 horas
Cultura. prinmgria Exposicio a MG Colleta de
de astricitos FC. LIPS ou STZ’ amostras

Figura 1: Delineamento experimental. Culturas primarias de astrdcitos de ratos

Wistar neonatos apds atingirem confluéncia, em aproximadamente 21 dias, foram
expostas a MG, FC, LPS ou STZ por 24 h. Ao final, amostras de meio de cultura ou
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lisado intracelular foram coletados para realizagdo dos ensaios bioquimicos
conforme descrito em cada metodologia.

3.4. Viabilidade celular

3.4.1. Redugao de MTT

O composto 3(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) 0,05
mg/mL foi adicionado ao meio de cultura nos tltimos 30 minutos do periodo
de incubagdao. Em seguida, o meio foi removido e os cristais formados na
redugdo deste composto foram dissolvidos em DMSO. A absorbancia foi
determinada em 560 e 650 nm e o resultado calculado pela diferenca entre
os valores obtidos (Guerra, Tortorelli et al. 2011). Os resultados foram

expressos em percentual em relacao ao basal.

3.4.2. Incorporacgdo de vermelho neutro

O corante vermelho neutro (VN) 0,05 mg/mL foi adicionado ao meio
nos ultimos 30 minutos de incubagdo. Em seguida, o meio foi removido e
apos 2 lavagens com tampao fosfato, foi realizada a extragdo do corante com
uma solu¢do composta por acido acético, etanol e agua (1:50:49 v/v/v). A
absorbancia foi determinada em 560 nm (Guerra, Tortorelli et al. 2011). Os

resultados foram expressos em percentual em relagdo ao basal.

3.5. Integridade celular

3.5.1. Atividade extracelular de lactato desidrogenase

A atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) no meio
extracelular foi determinada por kit comercial (Bioclin) para avaliacao da
integridade celular das células de acordo com instru¢des do fabricante. Os

resultados foram expressos em percentual em relagdo ao basal.
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3.5.2.Iodeto de propidio

O corante iodeto de propideo (IP) 0,007 mM foi adicionado ao meio
de cultura nos ultimos 15 minutos de incubagdo. Em seguida, as células
foram avaliadas quanto a fluorescéncia nuclear por microscopia e a
quantificagdo foi realizada em Spetramax [3. Os resultados foram expressos

em percentual em relagdo ao basal.

3.6. Imunconteudo e secre¢cao de S100B
O conteudo e a secre¢ao de S100B foram avaliados pelo método de ELISA
de acordo com Leite e colaboradores (Leite, Galland et al. 2009). O contetido
intracelular foi medido no lisado celular e a secre¢ao no meio de incubagao. As
amostras acompanhadas de tampao tris, foram incubadas, durante 2 h em placa
pré-incubada com anti-S100B monoclonal (SH-B1). Apods, anti-S100B
policlonal foi incubado por 30 minutos e, entdo, anti-rabbit conjugado com
peroxidase foi incubado por mais 30 minutos. A reacdo colorimétrica com o-
fenilenediamina (OPD) foi parada com acido cloridrico € medida em 492 nm. O
valor de concentragdo de S100B foi calculado a partir da comparagdo das
absorbancias das amostras com uma curva padrdo de S100B, variando de 0,002
— 1 ng/mL e corrigido por proteinas totais na avaliagdo do imuncontetdo. Os
resultados foram expressos em percentual em relagdo ao basal.
3.7. Imunocontetdo de GFAP
O conteudo de GFAP foi avaliado pelo método de ELISA como descrito
anteriormente (Tramontina, Leite et al. 2007). Primeiramente foi realizado o
revestimento das microplacas com as amostras durante 24 h a 4°C. Apos, um
anticorpo policlonal anti-GFAP foi incubado durante 1 h e em seguida um

anticorpo secundario conjugado com peroxidase durante mais 1 h, ambos a
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3.8.

3.9.

temperatura ambiente. A reacdo colorimétrica com OPD foi medida em 492 nm.
O valor de concentracdo de GFAP foi calculado a partir da comparacao das
absorbancias das amostras com uma curva padrao de GFAP, variando de 0,1 a 10
ng de GFAP, e corrigido pelo valor de proteinas totais. Os resultados foram
expressos em percentual em relacao ao basal.
Atividade da enzima glutamina sintetase
A avaliagdo da atividade da enzima glutamina sintetase (GS) foi realizada
de acordo com Minet e colaboradores (Minet, Villie et al. 1997) modificagdes.
As células foram lisadas em tampao imidazol 50 mM (pH 6,8) e incubadas a 37°C
em tampao A, contendo imidazol 50 mM, hidroxilamina 50 mM, L-glutamina
100 mM, arsenato de sodio 25 mM, ADP 0,2 mM e cloreto de manganés 2 mM,
durante 15 minutos. A reagdo foi parada com tampao B, contendo cloreto férrico
0,37 M, acido tricloroacético 0,2 M e acido cloridrico 0,67 M. Em seguida, o
produto corado foi centrifugado a 1000 xg por 15 minutos e o sobrenadante lido
a 530 nm em espectofotometro. Para a curva padrdo, foi pesado y-glutamil-
hidroxamato em concentrag¢des variando de 0,156 mM a 10 mM ¢ adicionados a
tampao A e tampao B para comparacao com as amostras ao calcular. O resultado
foi corrigido pelos valores de proteinas totais. Os resultados foram expressos em
percentual em relagdo ao basal.
Conteudo de glutationa reduzida
O conteudo da glutationa reduzida (GSH) foi avaliado por técnica
fluorimétrica (Browne and Armstrong 1998). As células foram lisadas em tampao
fosfato-KCl1 (20 mM/140 mM) e em seguida foi adicionado 4acido metafosforico
4,6 mg/mL, seguido de centrifugacdo a 1000 xg durante 15 minutos. Os

sobrenadantes das amostras foram transferidos para placas de 96 pogos

19



juntamente com tampao GSH contendo fosfato de sd6dio monobasico 0,1 M e
EDTA 0,005 M. Por fim, a placa foi incubada por 15 minutos, protegida da luz e
a temperatura ambiente com o-phtaldehyde a 1 mg/mL diluido em metanol. A
curva padrao foi realizada variando de 0,98 uM a 500 uM. A fluorescéncia foi
medida utilizando comprimentos de onda de excitacdo e emissdao de 350 nm e
420 nm, respectivamente. O resultado foi corrigido pelos valores de proteinas
totais. Os resultados foram expressos em percentual em relagdao ao basal.
3.10. Imunoquantificacdo de BA, NEP e IDE

O imunoconteido de BA, NEP e IDE foi avaliado pela técnica de
eletroforese, transferéncia e imunoquantificacdo. As amostras de cultura foram
lisadas em solugao A contendo SDS 4%, EDTA 2 mM e tris 50 mM, e submetidas
a desnaturagao térmica a 100°C por 5 minutos. As amostras foram centrifugadas
a 10000 xg por 5 minutos na temperatura de 4°C e, do sobrenadante, foi dosada
a quantidade de proteina, em seguida adicionou-se solu¢dao B, contendo glicerol
40%, tris 50 mM e azul de bromofenol em quantidade suficiente para deixar azul
escuro, ¢ 5% de mercaptoetanol. A separagdao das proteinas foi realizada por
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% utilizando voltagem de 180 V durante
1 h, sendo aplicados 15ug de proteina por amostra. Em seguida, as proteinas
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose utilizando amperagem
de 1,2 mA/area de membrana durante 1 h.

Para a realizagdo da imunoquantificagao as membranas foram bloqueadas
com leite 5% diluido em TBS contendo 0,005% de Tween 20 (T-TBS) durante
lh a 4°C sob agitacdo leve. Os anticorpos anti- BAi40, NEP e IDE foram
utilizados na concentragdo de 1:5000, incubados em T-TBS por 12 horas a 4 °C

sob agitagdo leve. Os anticorpos secundarios foram utilizados na concentragdo
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de 1:5000 para anti- NEP e IDE e na concentracao de 1:10000 para anti-BA-4o.
Entre cada uma das incubacgdes, as membranas foram lavadas com T-TBS sob
agitacdo leve e, ao final, foi realizada uma tultima lavagem por 10 minutos com
TBS.
Para o controle de carga foi utilizado o corante india-ink diluido 5% em
uma solugdo de 1% de acido acético glacial em T-TBS e incubado por 3h a
temperatura ambiente sob agitagao leve.
Ao final as membranas foram expostas a reagente de revelagdo, contendo
luminol e perdxido de hidrogénio para a detec¢dao por quimiluminescéncia com
o uso de fotodocumentador durante 5 min de exposicao. As imagens obtidas
foram quantificadas utilizando o software Image J. Os resultados foram expressos
em percentual em relagdo ao basal.
3.11. Dosagem de proteinas
A dosagem de proteinas foi realizada pelo método descrito por Lowry,
modificado por Peterson (Peterson 1977).
3.12. Analise estatistica
A avaliagdo estatistica foi realizada através do software SPSS por ANOVA
de uma via, seguida de pds-teste de Dunnett ou Duncan, conforme indicado nas
legendas, sendo considerada uma diferenca significativa quando p<0,05.
Resultados
4.1. Efeito do MG, FC, LPS ou STZ na viabilidade e integridade celular
Uma vez que nossos objetivos visam avaliar fungdes astrociticas, ¢ de
extrema importancia que, ainda que os astrocitos possam estar alterados em
resposta a diferentes estimulos, a viabilidade e integridade celulares estejam

mantidas. Dessa forma, os resultados de atividade enzimatica, imunoconteudo e
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secrecdo de proteinas que possamos observar serdo exclusivamente devidos a
modulagao pelos estimulos e nao devido a morte celular. Nenhum dos indutores
das caracteristicas iniciais da DA, MG, FC, LPS e STZ, mesmo nas
concentracdes mais altas testadas (500 uM, 100 uM, 10 pg/mL e 250 uM,
respectivamente) causou alteracao nos parametros de viabilidade celular, redugao
de MTT e incorporagdao de VN nas culturas de astrocitos (Tabela 1). Da mesma
forma, na avaliacdo da integridade celular por IP e medida da atividade
extracelular de LDH, nenhum dos insultos mostrou alterag¢ao indicando perda da
integridade celular. Interessantemente, apenas o FC 100 uM causou uma

diminui¢do da atividade de LDH (Tabelal).

Tabelal: Efeito do MG, FC, LPS e STZ na viabilidade e integridade celular.

MG FC LPS STZ
MTT 102,5+3,3 102,9 + 3,3 99,4+ 2,1 102,8 +2,0
VN 101,1 £2,7 107,1 + 1,1 101,8 + 3,6 100,9 + 4,0
IP 103,5+24 89,1 £3,7 97,5+34 98,7+2,2
LDH 101,0 +5,3 594+56* 96,2 + 4,5 97,1 £4,7

Os resultados estdo expressos como a média + erro padrdo de pelo menos quatro
experimentos independentes realizados em triplicata. A analise estatistica foi realizada
pela ANOVA de uma via seguida de pos-teste de Dunnett. * indica diferenca do basal
considerando um p<0,05

4.2. Efeito do MG, FC, LPS ou STZ sobre as proteinas marcadoras de astrocitos
S100B e GFAP

O contetido de S100B foi avaliado para os quatro insultos em todas as

concentracgoes estudadas e apenas foi afetado pela exposicao a STZ 250 uM, que

levou a uma diminui¢ao dessa proteina no meio intracelular (Figura 2D). Ja a

secrecao de S100B foi reduzida por todos os compostos, sendo que o0 MG apenas
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na concentragdo de 500 uM (Figura 3A), o FC a partir de 10 uM (Figura 3B), o

LPS a partir de 1 pg/mL (Figura 3C) e a STZ apenas em 250 uM (Figura 3D).
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Figura 2: Efeito do MG, FC, LPS e STZ no contetiido intracelular de S100B. A cultura
primaria de astrécitos foi exposta a (A) MG (5; 50 ou 500 uM), (B) FC (1; 10 oul00 uM),
(C) LPS (0,1; 1 ou 10 pg/mL) ou (D) STZ (2,5; 25 ou 250 uM) por 24 h em DMEM sem
SFB e ao final da incubacao o contetido intracelular de S100B foi medido.Os resultados
estdo expressos como a média + erro padrido de pelo menos cinco experimentos
independentes realizados em triplicata. A andlise estatistica foi realizada pela ANOVA
de uma via seguida de pds-teste de Duncan, assumindo p<0,05. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 3: Efeito do MG, FC, LPS e STZ na secre¢cdo de S100B. A cultura primaria de
astrocitos foi exposta a (A) MG (5; 50 ou 500 uM), (B) FC (1; 10 ou 100 uM), (C) LPS
(0,1; 1 ou 10 ug/mL) ou (D) STZ (2,5; 25 ou 250 uM) por 24 h em DMEM sem SFB e
ao final da incubagdo a secrecdo de S100B foi medida. Os resultados estdo expressos
como a média + erro padrao de pelo menos cinco experimentos independentes realizados
em triplicata. A andlise estatistica foi realizada pela ANOVA de uma via seguida de pos-
teste de Duncan, assumindo p<0,05. Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre
0S grupos.

O conteudo de GFAP foi alterado por todos os insultos, porém ndo em
todas as concentra¢des avaliadas. O MG aumentou a GFAP a partir de 50 uM
(Figura 4A), o FC a partir de 10 uM (Figura 4B), o LPS a partir de 1 pg/m L

(Figura 4C) e a STZ em todas as concentragdes testadas (Figura 4D).
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Figura 4: Efeito do MG, FC, LPS e STZ no conteido de GFAP. A cultura primaria de
astrocitos foi exposta a (A) MG (5; 50 ou 500 uM), (B) FC (1; 10 ou 100 uM), (C) LPS
(0,1; 1 ou 10 pg/mL) ou (D) STZ (2,5; 25 ou 250 uM) por 24 h em DMEM sem SFB e
ao final da incubagdo o conteudo de GFAP foi medido. Os resultados estdo expressos
como a média + erro padrao de pelo menos quatro experimentos independentes realizados
em triplicata. A anélise estatistica foi realizada pela ANOVA de uma via seguida de pos-
teste de Duncan, assumindo p<0,05. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre

0S grupos.

4.3. Efeito do MG, FC, LPS ou STZ sobre a atividade da GS e o contetido de GSH

A atividade da enzima GS foi aumentada por todos os insultos, porém nao

em todas as concentragdes avaliadas. O MG aumentou a atividade da GS a partir

de 50 uM (Figura 5A), o FC apenas na concentragdao de 10 uM (Figura 5B), o

LPS apenas em 10 pg/mL (Figua 5C) e a STZ apenas em 250 uM (Figura 5D).

O conteido de GSH ainda esta sendo avaliado. Entretanto, resultados

preliminares sugerem que nenhum composto, em nenhuma das concentragoes

avaliadas estaria causando alteragdo neste parametro (Figura 6).
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Figura 5: Efeito do MG, FC, LPS e STZ na atividade da GS. A cultura primaria de
astrocitos foi exposta a (A) MG (5; 50 ou 500 uM), (B) FC (1; 10 ou 100 uM), (C) LPS
(0,1; 1 ou 10 pg/mL) ou (D) STZ (2,5; 25 ou 250 uM) por 24 h em DMEM sem SFB e
ao final da incubacdo a atividade da GS foi medida. Os resultados estdo expressos como
a média * erro padrao de pelo menos quatro experimentos independentes realizados em
triplicata. A analise estatistica foi realizada pela ANOVA de uma via seguida de pos-teste
de Duncan, assumindo p<0,05. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os

grupos.
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Figura 6: Efeito do MG, FC, LPS e STZ no conteiido de GSH. A cultura primaria de
astrocitos foi exposta a (A) MG (5; 50 ou 500 uM), (B) FC (1; 10 ou 100 uM), (C) LPS
(0,1; 1 ou 10 ug/mL) ou (D) STZ (2,5; 25 ou 250 uM) por 24 h em DMEM sem SFB ¢
ao final da incubagao o contetido de GSH foi medido. Os resultados estdo expressos como
a média + erro padrao de pelo menos quatro experimentos independentes realizados em
triplicata. A analise estatistica foi realizada pela ANOVA de uma via seguida de pos-teste
de Duncan, assumindo p<0,05.

4.4. Efeito do MG, FC, LPS ou STZ sobre o imunoconteudo do peptideo PA e das
enzimas NEP e IDE

Com base nos resultados anteriores, as concentragdes mais altas que foram

testadas para cada insulto foram escolhidas para a avaliagdo do processamento

amiloide. O imunocontetdo de BA foi aumentado apenas pela exposi¢ao a STZ

(Figura 7A e 7D). J& o imunoconteudo da enzima IDE foi diminuido pelo LPS e

pela STZ (Figura 7B e 7D). Nenhum composto foi capaz de alterar o

imunoconteudo de NEP (Figura 7C e 7D).
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Figura 7: Efeito do MG, FC, LPS e STZ no imunoconteido do peptideo BA e das
enzimas NEP e IDE. A cultura primadria de astrocitos foi exposta a MG, FC, LPS ou STZ
(500 uM, 100 uM, 10 pg/mL e 250 uM, respectivamente) por 24 h em DMEM sem SFB.
Ao final da incubagdo, o imunocontetido de BA (A), IDE (B) e NEP (C) foram medidos.
(D) imagem representativa das bandas. Os resultados foram normalizados pela densidade
optica da proteina total medida pela coloragdo india ink e estdo expressos em porcentagem
relativa ao basal como a média + erro padrao de pelo menos cinco experimentos
independentes. A analise estatistica foi realizada pela ANOVA de uma via seguida de
pos-teste de Dunnett. * indica diferenga do basal considerando um p<0,05

5. Discussao
5.1. Parametros Astrociticos

A DA ¢ comumente diagnosticada em seus estdgios mais avancados, onde os
sintomas ja se apresentam de forma grave. Entretanto, alguns estudos mostram que os
astrocitos ja apresentam disfungdes nos estagios pré-clinicos da doencga (Leclerc and
Abulrob 2013). Muitos estudos relacionam o inicio do desenvolvimento da doenga
com a presenga de outras patologias, como DMT2 (Biessels, Koffeman et al. 2006,
Kandimalla, Thirumala et al. 2017, Ninomiya 2019), ou disfuncdes (Zetterberg and
Mattsson 2014), como, hipometabolismo de glicose (Chen and Zhong 2013),
neuroinflama¢do (Halliday, Robinson et al. 2000, Zhao, O'Connor et al. 2011), e
aumento da deposicdo do peptideo BA (Sery, Povova et al. 2013, Zetterberg and
Mattsson 2014). Dessa forma se faz necessario entender melhor o papel dos astrécitos
no desenvolvimento da DA, e a sua relagdo com fatores iniciais da doenca.

Neste trabalho, os compostos MG, FC e LPS foram utilizados para mimetizar
alguns dos fatores relacionados ao desenvolvimento da DA: DMT2, hipometabolismo
de glicose e neuroinflamacao, respectivamente. Também foi usada a STZ por ser um
agente capaz de induzir alteragcdes caracteristicas da DA em modelos in vivo
(Rodrigues, Biasibetti et al. 2009) e in vitro (Rajasekar, Dwivedi et al. 2014).

Estudos usando MG em cultura de astrdcitos e em animais ja mostraram que este

composto ¢ capaz de alterar o metabolismo do glutamato através da diminui¢do da
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sua captacdo, sem alterar a atividade da GS e o contetido de GSH (Hansen, Galland
et al. 2017), além de também causar a diminuicao da secrecdo de S100B (Hansen,
Battt et al. 2016), mostrando a toxicidade do MG.

O FC apesar de ser bastante usado em modelos de hipometabolismo energético
em astrécitos (Swanson and Graham 1994, Lian and Stringer 2004, Zhang, Shen et
al. 2019), ndao tem todos os seus efeitos celulares bem caracterizados e poucos
trabalhos exploram seus efeitos diretos nos astrocitos. Entretanto, ja foi mostrado que,
em animais, a inje¢ao intracortical durante dois dias de 2 nmol de FC diminui o
conteudo de GFAP (Hayakawa, Nakano et al. 2010) e que a captagao de glutamato
diminui com a exposicao de culturas de astrocitos a FC 0,24 mmol/L durante 2 ¢ 3
horas (Voloboueva, Suh et al. 2007).

Resultados anteriores do grupo mostraram que o LPS em cultura de astrocitos
em concentracdes entre 0,01 e 10 ug/mL diminui a secrecao de S100B, sem alterar o
seu conteudo intracelular, aumenta GFAP e diminui GSH (Guerra, Tortorelli et al.
2011).

Estudos com STZ em modelos animais mostram que este composto aumenta o
conteudo de S100B, ndo altera GFAP e diminui o conteudo de GSH no hipocampo
(Rodrigues, Biasibetti et al. 2009). Também ja foi mostrado que esse composto
diminui a atividade da GS e ndo altera a captagdo de glutamato (Tramontina,
Wartchow et al. 2011). In vitro, a STZ aumentou a GFAP em linha de células C6
(Rajasekar, Dwivedi et al. 2014), porém pouco se sabe sobre seus efeitos
isoladamente sobre os astrocitos.

Nossos dados mostram que a secrecao de S100B e o conteiddo de GFAP foram
alterados por todos os compostos em diferentes concentracdes, sem alterar a

viabilidade ou a integridade celular. Essas duas proteinas marcadoras de astrocitos
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sao amplamente estudadas em disfungdes dessas células (Cristovao and Gomes 2019,
Escartin, Guillemaud et al. 2019). A S100B pode atuar como uma proteina tréfica ou
toxica. Neste trabalho, todos os compostos avaliados causaram diminui¢ao da
secrecdo desta proteina e pra todos os compostos foi encontrado um aumento de
GFAP, evidenciando um aumento da reatividade astrocitica, evento que pode ser
considerado uma resposta a fatores deletérios. Em conjunto esses resultados mostram
que os insultos foram capazes de causar uma disfun¢do dos astrocitos.

Os astrdcitos atuam também no metabolismo glutamatérgico, uma vez que estas
células captam o glutamato da fenda sindptica pode ocorrer a formagao de glutamina,
através da acdo da enzima GS ou a formacdo de GSH (McKenna 2007).
Interessantemente, 0 MG, FC, LPS e STZ causaram um aumento da atividade da GS,
alteracdo ndo comumente encontrada em doengas neurodegenerativas, como a DA,
onde a expressdo ¢ a atividade desta enzima costumam estar diminuidas (Jayakumar
and Norenberg 2016). Resultados em andamento, ainda, sugerem que o conteudo de
GSH nao ¢ alterado por nenhum dos insultos, mas para compreender melhor a
influéncia dos agentes estudados sobre o metabolismo do glutamato seria necessario
avaliar a captagdo desta molécula pelos astrocitos. Resultados da literatura mostram
que o0 MG (Hansen, Galland et al. 2017) e o FC (Voloboueva, Suh et al. 2007) sao
capazes de diminuir a captacao de glutamato pelos astrocitos, reforcando seu efeito
toxico sobre essas células. Para melhor entender o aumento da atividade da GS
encontrado, mais estudo sdo necessarios, com relacdo a captacdo de glutamato e
outros destinos desse aminoacido e da glutamina nos astrdcitos.

Dessa forma, na avaliacdao de parametros astrociticos os quatro compostos, ainda

que apresentem mecanismos de acdo distintos, parecem atuar de forma semelhante,
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sugerindo que talvez compartilhem alguns mecanismos no desenvolvimento do dano
astrocitico como os envolvidos nas doengas neurodegenerativas.
5.2. Processamento amiloide

Os astrocitos também desempenham um importante papel na depuracao do

peptideo BA. Enzimas como NEP e IDE, ja foram descritas como participantes tanto
no aumento como na diminui¢ao da deposi¢ao de BA, pela influéncia de diferentes
agentes (Jha, Jha et al. 2015). Por isso ¢ importante entender se fatores inicias da DA
atuam sobre essas enzimas de degradacao do peptideo BA em astrdcitos, podendo
contribuir para o aumento de sua deposicao e consequentemente o desenvolvimento
da doenga.

Viérios estudos vém mostrando que cérebros de pacientes com DA apresentam
mRNA e conteudo de NEP e IDE reduzido (Miners, Barua et al. 2011). Em modelos
animais, diferentes compostos t€ém conseguido regular estas enzimas, por meio de
aumento ou diminui¢cdo de sua expressao, conteudo ou atividade. Em condic¢des de
hipoxia a NEP teve a expressdo protéica, de mRNA e atividade diminuidas em
culturas de neuroblastoma, ja em astrocitos a hipdxia aumentou mRNA de NEP (Fisk,
Nalivaeva et al. 2007). Estudos com leptina mostraram uma diminui¢ao na expressao
de NEP, mas ndo de IDE em culturas primarias de astrocitos (Yamamoto, Tanida et
al. 2014). A Epigalocatequinagalato em linhagens celulares M146L aumenta a
expressao de NEP e diminui o acimulo de BA (Chang, Rong et al. 2015), porém, em
culturas de astrécitos, esse composto diminuiu contetdo intracelular e aumentou o
conteudo extracelular de NEP, sem alterar o de IDE. Além disso, também aumentou
a degradacao de PA no espago extracelular astrécitos (Yamamoto, Shibata et al.
2017). Alguns estudos com estatinas foram capazes de modular essas enzimas em

culturas de astrdcitos, a sinvastatina aumentou a secre¢ao de IDE, mas nao de NEP, e
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também aumentou a degradagao extracelular de BA (Son, Cha et al. 2016), porém em
outro trabalho, sinvastatina e atorvastatina diminuiram contetido intracelular e
aumentaram o conteudo extracelular de NEP, mas nao alteraram de IDE (Yamamoto,
Fujii et al. 2016). Esses resultados sao bastante controversos, mas em sua maioria sao
efeitos de compostos considerados protetores para os astrocitos € em muitos trabalhos
em condi¢des basais, ou seja, sem nenhum estimulo toxico. Esses fatores podem
contribuir para essa diversidade resultados. Por outro lado, poucos estudos testaram o
efeito de agentes responsaveis por causar dano astrocitcos e mimetizar condigdes
encontradas no inicio das doengas neurodegnerativas sobre essas enzimas e o peptideo
BA.

Neste trabalho, condigdes de glicagdo, hipometabolismo de glicose e
neuroinflamagdo, encontradas em diversas doencas neurodegenerativas, foram
avaliados. O LPS foi capaz de diminuir o contetido da enzima IDE, sugerindo que
condigdes inflamatorias podem atuar na DA através deste mecanismo. Ja ¢ bem
descrito na literatura que a neuroinflamagao esta associada a neurodegeneragao, com
destaque para a DA que pode ter seu desenvolvimento acelerado por esta condigao
(Asti and Gioglio 2014, Brown 2019). Muitos trabalhos mostram que a presenca da
endotoxina bacteriana LPS causa prejuizo de memoria em roedores e altera o
processamento amiloide através do aumento dos niveis de APP e BA (Lee, Lee et al.
2008), além de causar a da hiperfosforilacao da tau (Gardner, White et al. 2016, Wang,
Wu et al. 2018). E proposto que o LPS atue desta forma pelo aumento da liberagdo de
citocinas, mediados por NF«B apds interagir com receptor TLR4 (Zhan, Stamova et
al. 2018). Aqui, mostramos que o LPS também atua sobre a enzima IDE em astrdcitos,

podendo este efeito estar associado a sua participacao no desenvolvimento da DA.
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Os mecanismos pelo qual a STZ leva ao desenvolvimento de alteracdes
caracteristicas da DA ainda nao ¢ totalmente entendido, porém ja foi proposto que
este composto possa entrar em neurdnios e astrocitos através do transportador de
glicose 2 (GLUT?2), este composto também parece afetar o receptor de insulina (IR),
levando a um comprometimento da via da glicogénio sintase cinase 3 (GSK3), que
atua na regulacao do peptideo BA e fosforilagao da tau (Rodrigues 2011)

Em estudo com linhagens C6 foi mostrado que a STZ diminui a expressao
protéica e génica do IR, compromete a fosforilacao de IRS-1, AKT e GSK-3a ¢ GSK-
3B, e também causa diminui¢do das proteinas amiloidogénicas APP, BACE-1 e BAi.-
42 (Rajasekar, Dwivedi et al. 2014). Neste trabalho a exposi¢ao a STZ aumentou o
conteudo de BA e diminuiu o de IDE, sugerindo que o aumento do contetido de
peptideo BA neste modelo também pode estar ocorrendo devido a diminuicao da IDE,
o que estaria prejudicando a degradacdo do peptideo e contribuindo para o seu
acumulo e consequentemente o desenvolvimento da DA. A exposicao a FC e MG nao
ocasionou nenhum tipo de alteragdo no processamento amiloide.

A exposi¢ao a MG, FC, LPS e STZ, levou a resultados semelhantes quando
avaliados parametros astrociticos (Figura 8A), porém na avaliacdo do processamento
amiloide essa semelhanca nao se repetiu (Figura 8B). As condi¢oes de glicagdo e
prejuizo metabdlico impostas ao astrocitos parecem nao estar relacionadas ao
desenvolvimento de caracteristicas especificas da DA através da alteracdo da
expressao protéica das enzimas de degradacao do peptideo BA, bem como nao sao
suficientes para gerar um aumento da produ¢do do PBA. Ja em condicdo de
neuroinflamac¢ado, induzida por LPS a via de degradacao do peptideo através da

enzima IDE ¢ afetada, mas ndo parece ser suficiente para causar o aumento de BA. E
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por fim, a STZ parece influenciar também a degradacao do BA, podendo este efeito

estar envolvido no seu mecanismo desenvolvimento da DA.

BACE  y-secretase

L

APP

l

mmm p-APE(STZ)

/
/}NEHLFS STZ)
I . 5] = 5]

agregados/placas degradacao

Figura 8: Resumo dos resultados. Os compostos MG, FC, LPS e STZ, tiveram seus
efeitos avaliados em parametros astrociticos € no processamento amiloide. Em (A), a
secre¢dao de S100B, o contetdo de GFAP e a atividade da GS apresentaram resultados
semelhantes para todos os compostos testados, enquanto apenas a STZ alterou o
contetdo de S100B. Setas azuis representam todos os compostos e seta vermelha
representa STZ. Em (B), o processamento amiloide o imunocontetdo de BA foi
alterado apenas pela STZ, o de IDE por STZ e LPS e o de NEP nao foi alterado.
Mais estudos sdo necessarios para entender o papel desses insultos no
desenvolvimento das doengas neurodegenerativas, bem como a participacdo dos
astrocitos nestes mecanismos, avaliando outros parametros, como a captacdo de
glutamato e o contetido de glutationa. Para compreender melhor a acao desses insultos
sobre o desenvolvimento da DA também seria necessarios estudos sobre a secregao ¢
atividade das enzimas de degradagdo, bem como de outras proteinas envolvidas na
amiloidogénese. Além disso, uma vez que todos os compostos foram capazes de

alterar os parametros astrociticos, mas apenas LPS e STZ foram capazes de modular

o processamento amiloide, se torna de grande importancia um estudo relacionando
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essas alteragdes com o deposito amiloide. Considerando nossos resultados, nao
podemos descartar a possibilidade das alteragdes de S100B, GFAP e GS precederem
o aumento do peptideo PBA e nos insultos com MG e FC nao houve tempo de

incubagdo ou concentracgao suficiente para desencadear essa alteragao.

6. Conclusao

Todos os insultos testados foram capazes, em diferentes concentracdes, de
diminuir a secre¢do da proteina S100B e aumentar o contetdo de GFAP nas culturas
de astrdcitos. Isso mostra que esses diferentes tipos de insultos (glicante, inflamatorio
e metabolico) podem ter efeitos similares em astrocitos. Entretanto, uma vez que os
astrocitos parecem ter um importante papel no inicio dessas patologias, esses
resultados indicam que os diferentes tipos de insultos podem ter mecanismos
similares de dano, que podem, portanto, serem alvos de estudo na tentativa de se
descobrir novos marcadores e terapias para essas patologias. Por outro lado, apenas o
insulto inflamatorio e com STZ foram capazes de alterar o processamento amiloide,

indicando uma maior especificidade para a utilizagdo como modelo in vitro da DA.

7. Perspectivas
eFinalizar a avaliacao do conteido de GSH;
e Avaliar a captagdo de glutamato e de glicose;
e Avaliar o contetido extracelular das enzimas NEP e IDE;

e Avaliar o conteido de APP.

8. Apoio financeiro

Esse trabalho foi realizado com apoio financeiro da CAPES, CNPq e Fapergs.
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