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INTRODUCAO:

A Diabete Mellitus é uma desordem metabolica caracterizada pela elevacao da taxa de glicose s
lenta e progressiva que causa desordens nos nervos perifericos e autonomicos. Geralmente, € cause
causado ao sistema nervoso pela exposicao prolongada a altos niveis de glicose no sangue. Entret

poucos estudos investigando esta relacdo. Formados endogenamente como intermediarios da via gli
: metilglioxal, glioxal e glicolaldeido, devem contribuir para a toxicidade da hiperglicemia nao controlad

) estresse oxidativo. O glicolaldeido é produzido pela fragmentagaosde acue nos estagios iniciais
‘ vancados (AGEs), podendo levar a complicacdes diabéticas. Glicolaldeido poge originar glioxal, o
ocesso enddgeno que participa da modificacdo pos-traducional das proteinase’ O estagio inicial da
ando bases de Schiff e frutosamina, as quais séo convertidas em AGEs.'A glicacao e formaca
lacdo com doencas neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson e ESclerose Lateral Ami
jada. Esta foi desafiada com as glicotoxinas metilglioxal, glioxal e glicolaldeido. No intuito de
depois separa-los por eletroforese bidimensional (2-DE). Nossos dados serdo compar

ao discutidos no sentido de caracterizar potencial alvos de intervengao terapéutica.
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. x ‘Cultura celular e diferenciacao — A linhagem de neuroblastoma
0 SH-

h SY fol mantida em uma mistura 1.1 de Ham’s F12 e Dulbe
DMEM) suplementada com 10% SFB, em uma atmosfera umidificada de 5% de CO2 a 37 °C. 24

S apéi)o plagueamento das células a diferenciacao foi induzida pela reducéo do SFB a 1% e a
adicao de 10 uM de acido retinoico durante 7 dias. Este tratamento foi refeito a cada 3 dias.
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Fig. 1: Modelo experimental in vivo para estudos da doe
retindico. (A) Representacdo da diferenciacdo induzida pelo acide [
células SH-SY5Y proliferativas e diferenciadas. Observa-se a aq
Imagens representativas de imunoistoquimica e (D) western blotting
células indiferenciadas durante a diferenciacéo. -actina foi usada cg
media £ SD de trés experimentos independentes.
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idades foram avaliadas pela exposicdo déis céllllas a diferentes concentracoes est t

horas a 37 °C, e a viabilidade celul@rforestimada pelo teste de MTT.
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Espécies reativas totais — A prod#icao de especies reativas fol esl
ndo-se um leitor de fluorescéncia péra placas SoftMax. &
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teste de JC-1. Foi utilizado um leitor de"fluorescéncia pare
utilizando a razdo de 590 nm (forma ags€gada) / 540 nm (forma mo

'"RESULTADOS: ,

— Marcacéo fluoreseente dos tidis proteicos e 2-D eletroforese — Apo
SH-SYSY com o valor de DL50 da 6-OHDA por 24 horas, estas foram raspadas €
fo_i_feit&te,foi utilizado para a execucao de redox proteoma, onde os grupa
‘proteinas foram@Marcados com fluorescéncia. Apoés a marcacdo, 2D-eletroforese fo
proteinas sao separadas inicialmente por ponto isoelétrico e depois por peso mol
eletrofarese, os geéis sao escaneados com um sistema de imagem Galiance 600 PegkinE
e corados com nitrato de prata ou Comassie Brilliant blue. (figure 6).
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J. 2: A citoxicidade
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etilglioxal, gliow e
glicolaldeido na “linhagem
war SH-SY5Y

0 renciada. As células foram

Kpostas a diferentes
concentracoes dessas
glicotoxinas por 48h a 37 °C,
e a citoxicidade foi avaliada
por teste MTT. Os valores de
DL50 foram encontrados para
cada uma das glicotoxinas e
estdo representados pela
linha pontilhada. Os dados
representam a media £ SD de
trés experimentos
independentes.
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Fig. 3: Avaliacao de membrana mitocondrial (A¥m)
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linhagem cellular FMia(, gerada S ' It iwﬂ ar SH-SY5Y diferenciada desafiada
glic [ gliox and glicolaldeido, o gotoxinas metilglioxal, glioxal and
representada como (A a de tempo e (B) apos ra - deidc erda do potencial da membrana
exposicado. As células m desafiadas W# Jas ( al folravallada por JC-1 apos o tratamento
glicotoxinas e o teste de DCHRHioI realizado. D'DESO de cada'glicotoxina durante 48 horas.
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uinéa“e a progressiva falha e perda ulasi@eta pancreaticas & neuropatia diabética mard Y
lo inadequado controle .0 es oxidativ@ p@te ter um pape .

sao aindaus

atores e mecanismo glicotoxicidade™e ulas

a ou em reagdes'nao enzimaticas da fragmentacao.de @ _
metilglioxals@€umula em condigdes como hipergli ia, defeitos no metabolisi ¥ aﬂc |
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nte reativo e pode interagir com proteinas, ligideos e acido nue A glicacao m
.envolve a reacao da glicose com o grupamento o dos residuos de lisina das proteinas,
s tem sido associada a diabetes e as suas compl , € ja esta bem estabelecida a sua
a: Como modelo experimental foi usada a linhagem cel de neuroblastoma humano SH-SY5Y
obrir novos alvos de oxidacao, utilizamos uma técnica para car com fluorescéncia tic’)ci)&)rotéicos
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oh310) | e
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Identificagdo dos alvos!!!!
SDS-PAGE

Andlise dos géis Fig. 7: Otimizacdo das  condigbes
experimentais para bloqueio com NEM e
marcacdo com 5-IAF dos tigis protéicos
oxidados, usando SDS-PAGE. Linha 1: Tiois
reduzidos foram primeiramente bloqueados com
NEM e, depois os tidis oxidados foram reduzidos
com TCEP. Linha 2: Tiéis foram totalmente
reduzidos com TCEP e depois o blogueio total foi
feito com NEM. Linha 3: As ceélulas foram
previamente tratadas com 200 uM de H202 por
1 hora e depois o blogueio e reducdo, como
descrito na linha 1, #0r executado. 20 ug de cada
extrato protéico tratado foram marcados com 5-
IAF e usados para o SDS-PAGE.

. Os grupos ﬁdas cisteinas 2NCC * nas células reduzidos ou
dos (formando es dissulfeto, lic ationa ou outras moléculas).
0 se usar algum tipa 1 a, no caso o DL50 da 6-
hidroxidopamina, o estad i © ser alterado. Para analisar a
oxidagcdo das cisteinas pos tiois reduzidos através da
[ ' duz-se os grupos tiois oxidados
S reduzidos, nao bloqueados com
Josceina (5-1AF). Realiza-se a 2D-
ador onde as proteinas contendo
luorescentes. Esses pontos podem
ictrometria de massas.

NEM,ssao -iodo

cisteinas oxidadas apa ‘d
er recortados do gel e analisag

'

Fig. 8: Separacdo por 2-D
PAGE das proteinas oxidadas
marcadas com 5-1AF.
Experimentos feitos na linhagem
celular de neuroblastoma
humano SH-SY5Y diferenciada,
sem (A) e com (B) o tratamento
com 6-OHDA. As células foram
tratadas com a dose de DL50 da
6-OHDA, e o redox proteoma foi
executado conforme descrito na
figura 6. Os dados representam
experimentos feitos em

triplicatas.
CONCLUSOES ' — ‘—‘

Os testes de VM)ilhade mostraram uma diminuicdo na sobrevivéncia celular com os
tratamentos com metilglioxal;glioxal e glicolaldeido. As doses de DL50 foram determinadas em um
tempo de 48 horas. Tanto oMfatamento com metilglioxal quanto 0 com glicolaldeido induziram um
aumento na producéo de espeeties,reativas, o qual esta relacionado com a perda da viabilidade celular.
Entretanto, as células tratada glioxal apresentaram uma diminuicao inicial na quantidade de
espécies reativas, porém com 48%hofashde.tratamento, todas as glicotoxinas causam um aumento de
especies reativas. Isto sugere que oe Mo de pxidacao do glioxal deve ser indireto. Experimentos
de curva de tempo mostraram que de_membrana ocorre 48 horas apds o0s
tratamentos com metilglioxal e glio icolaldeido. Os mecanismos que
levam a morte celular gerada pelo g izacao mitocondrial.

A técnica de marcacao co Dis protéicos oxidados e
separacao por eletroforese bidimensiog@l € uma ferramenta util para MoVvos alvos de oxidacéao
e, assim, estudar os mecanismos =‘. iInalizacao redox. UtilizandoF€ste meé€anismo de marcacao
fluorescente, nés detectamos mudanc@®Who padrdo de oxidacdo dosSgtiois protel@@s das células SH-
SY5Y diferenciadas antes e apos o tratam€nto com 6-OHDA. Esta técllica deve serillll, tambéem, para
caracterizar proteinas sensiveis a oxidlas glicotoxinas, identificando alvos d&m@xidacao das

mesmas. '
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