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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é uma doenca metabolica comum,
caracterizada por um estado de hiperglicemia persistente, sendo uma das
principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo.
Durante um estado de hiperglicemia cronica como ocorre no DM, sabe-
se que had o acimulo de compostos carbonilicos reativos, como o
metilglioxal (MG), o qual é o principal precursor de produtos terminais
de glicagdo (AGEs). Os efeitos destes metabdlitos gerados em situagdes
de DM no sistema nervoso central (SNC) ainda permanecem
desconhecidos, desta forma, neste trabalho foi investigado o efeito da
hiperglicemia cronica e seus metabolitos, MG e AGEs, sobre a
fisiologia e dindmica mitocondrial no SNC. Para isso, a hiperglicemia
cronica foi induzida em ratos Wistar pela injecdo de uma dose Unica de
estreptozotocina (STZ, 55 mg/kg, intraperitonealmente). Os animais
com glicemia > 200mg/dL foram considerados hiperglicémicos, sendo
gue alguns destes animais foram mantidos nestas condigdes por 60 dias
(grupo STZ) e outros receberam injecdo subcutanea de insulina (1,5 Ul,
2 vezes ao dia; grupo STZ+INS), para a normalizacdo da glicemia.
Animais controle receberam injecdo de veiculo ao invés de STZ. Foi
observado que a hiperglicemia cronica ndo alterou a dindmica ou a
biogénese mitocondrial em cortex cerebral de ratos. Entretanto, a
administracdo de insulina causou um aumento na expressdo de Tfam e
no tamanho mitocondrial. Por outro lado, foi observado um grande
aumento no ndmero de mitocondrias no bulbo olfatério de animais do
grupo STZ. Com o objetivo de melhor compreender os efeitos dos
metabolitos acumulados durante este estado hiperglicémico cronico,
analisou-se os efeitos da exposicdo ao MG e AGEs na dindmica e
fisiologia mitocondrial em cultura celular de astrdcitos. Foi observado
gue a exposi¢do a AGEs induziu uma reorganizacdo mitocondrial, por
reduzir o tamanho e aumentar o nimero de mitocondrias em células C6
de astroglioma. Entretanto, esta caracteristica que indica o0 aumento da
fissdo mitocondrial ndo foi acompanhada por uma alteracdo da proteina
de fusdo Mfn2 ou da proteina de fissdo Drpl. Além disso, outro
metabdlito relacionado & hiperglicemia, 0 MG, provocou um aumento
no consumo de oxigénio (respiracdo basal e estado IV) e diminuiu o
controle respiratdrio nas células C6, indicando que este metabdlito
induziu o desacoplamento da mitocondria. Em concordancia com estes
resultados, a exposicdo a AGEs induziu um reducdo do potencial de



membrana mitocondrial em cultura celular primaria de astrocitos
corticais de rato, sugerindo que a alteracdo da dindmica mitocondrial
esta intimamente relacionada com o efeito desacoplador do MG. Ainda,
0 aumento do contetido de mitocéndrias despolarizadas néo estimulou a
autofagia, indicando que organelas disfuncionais, as quais sdo geradoras
de espécies reativas de oxigénio, permanecam na célula neural. Em
conclusdo, a hiperglicemia cronica e seus metabdlitos alteram a
dindmica e a fisiologia mitocondrial em células neurais. Este fen6meno
pode levar a célula a morte e, além disso, contribuir para a maior
predisposicdo que o0s pacientes diabéticos possuem para 0
desenvolvimento de doengas neurodegenerativas.

Palavras-chave: hiperglicemia, metilglioxal, produtos terminais de
glicacdo, fisiologia mitocondrial, dindmica mitocondrial, mitofagia,
neurotoxicidade.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a common metabolic disease characterized by
a state of persistent hyperglycemia. The disorder is one of the leading
causes of morbidity and mortality worldwide. It is known that chronic
hyperglycemic conditions elicit the accumulation of the reactive
carbonyl compound methylglyoxal (MG), which has been involved in
the formation of advanced glycation end products (AGE). The impact of
these compounds on the central nervous system (CNS) is virtually
unknown. Therefore, the effect of chronic hyperglycemia and the related
metabolites, MG and AGEs, was here investigated on mitochondrial
physiology and dynamics in the CNS. For this, chronic hyperglycemia
was induced in Wistar rats by injecting a single dose of streptozotocin
(STZ, 55 mg/kg, intraperitoneally). Animals with glycaemia >
200mg/dL  were considered hyperglycemic. Some animals were
maintained in this condition for 60 days (STZ group), and others
received daily injections of insulin (1.5 IU, twice a day; STZ+INS
group) in order to normalize blood glucose levels. Controls animals
received a single injection of vehicle instead of STZ. It was observed
that chronic hyperglycemia did not change mitochondrial dynamics or
biogenesis in cerebral cortex of rats. However, insulin administration
elicited increased Tfam expression and mitochondrial size. In contrast, a
marked increase in mitochondrial number was observed in olfactory
bulb preparations from STZ-treated animals. In order to better
understand the effect of the accumulating metabolites under this
hyperglycemic state, we then analyzed the individual effect of MG and
AGEs on mitochondria dynamic or physiology in cultured astrocytes. It
was observed that AGEs treatment induced mitochondrial
reorganization, by reducing the size and increasing the number of this
organelle in C6 astroglioma cells. However, this phenomenon that
points to increased mitochondria fission, was accompanied by
unchanged content of Mfn2 (fusion protein) and Drpl (fission protein)
proteins. In addition, the other hyperglycemic-linked metabolite, MG,
provoked increased oxygen consumption (basal respiration and respiring
state 1V) and reduced the mitochondrial respiratory control, indicating
MG-induced uncoupling of mitochondria. In agreement, AGEs
provoked reduced mitochondrial membrane potential on rat primary
cortical astrocyte cell culture, suggesting that the altered mitochondrial
dynamics is directly related to the MG uncoupling properties.



Furthermore, the increased content of uncoupled mitochondria did not
stimulate autophagy, indicating that dysfunctional reactive oxygen
species-producing organelles are being accumulated in the nerve cell. In
conclusion, chronic  hyperglycemia and hyperglycemia-linked
metabolites (MG and AGESs) disrupts mitochondrial dynamics and
physiology in nerve cells. The phenomenon might induce cell death, and
therefore, a higher predisposition for neurodegenerative disorders
development in patients with DM.

Keywords: hyperglycemia, methylglyoxal, advanced glycation end
products, mitochondria  physiology, mitochondrial  dynamics,
mitophagy, neurotoxicity.
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1. INTRODUCAO
1.1.  MITOCONDRIA
1.1.1. Morfologia e fisiologia mitocondrial

A mitocObndria é a organela celular responsavel pela maior
producdo liquida de energia. Eugene Kennedy e Albert Lehninger
descreveram a mais de 50 anos que a mitocdndria contém proteinas
envolvidas com a oxidacdo de nutrientes, bem como, com a respiragdo
celular com concomitante geracdo de ATP (Kennedy e Lehninger, 1950,
1951; Lehninger e Smith, 1949). O surgimento desta organela nos
remete a origem das células eucariontes, quando a atmosfera terrestre
comecou a se tornar rica em oxigénio (O,). Sugere-se que as
mitocOndrias teriam surgido a partir da fagocitose de um procarionte
aerobio (uma bactéria) por uma célula pré-eucarionte anaerébia. No
interior desta Gltima, a digestdo intracelular do material fagocitado nédo
foi realizada, e o procarionte teria permanecido no interior da célula pré-
eucarionte, em uma relacdo de endossimbiose, dando origem as
mitocOndrias (Alberts et al., 2010).

A mitocdndria estd delimitada por duas membranas, a
membrana externa e a membrana interna; entre ambas € encontrado um
espaco denominado espago intermembranoso. A membrana interna é
formada por pregas que se invaginam para o interior da matriz
mitocondrial, denominadas cristas mitocondriais. Ainda, a membrana
interna circunscreve a matriz mitocondrial, um componente solGvel,
onde sdo encontradas principalmente as enzimas responsaveis pelo ciclo
de Krebs, pela p-oxidacdo e pela oxidacdo de aminodcidos; além do
DNA mitocondrial, o qual codifica para treze das subunidades proteicas
gue constituem a cadeia respiratdria (Nelson e Cox, 2004). Na
membrana interna, estdo localizados os cinco complexos enzimaticos
responsaveis pela producdo de energia, denominados de cadeia
respiratoria (CR, complexos I-V, Figura 1).
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Figura 1. Estrutura da mitocondria (A) e proteinas envolvidas na fosforilagdo
oxidativa (B). (Adaptado de Frey e Mannella, 2000 e de Pearson Education).

A oxidacdo dos principais substratos energéticos, glicose,
aminoacidos, acidos graxos etc., gera as coenzimas ricas em energia,
NADH e FADH,. Cada uma dessas coenzimas reduzidas pode doar um
par de elétrons através dos centros de Oxido-reducdo presentes nas
proteinas da CR, sendo o oxigénio molecular o aceptor final de elétrons,
o0 qual é convertido em agua metabolica.

O complexo | (ou NADH — Coenzima Q redutase) transfere os
elétrons do NADH, principalmente formado a partir da glicolise e do
ciclo de Krebs, para a coenzima Q (CoQ). O complexo | é o maior
componente proteico presente na membrana mitocondrial interna e é
formado por sete subunidades codificadas pelo DNA mitocondrial e por
trinta e sete subunidades codificadas pelo DNA nuclear (Di Donato,
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2000; Koopman et al., 2013; Voet e Voet, 1995). O complexo |
apresenta uma massa de aproximadamente 850 kDa, contém uma
molécula de flavina mononucleotideo (FMN) como grupamento
prostético, e de seis a sete centros ferro-enxofre que participam do
processo de transferéncia de elétrons. FMN e CoQ podem admitir trés
estados de oxidagdo, embora o NADH possa transferir dois elétrons
simultaneamente, FMN e CoQ sdo capazes de aceitar um elétron de cada
vez, visto que suas formas semiquinonas sdo estaveis.

O complexo Il (ou Succinato — Coenzima Q redutase) é
composto por quatro subunidades proteicas, incluindo a enzima
dimérica succinato desidrogenase, componente do ciclo de Krebs. Este
complexo é totalmente codificado pelo DNA nuclear, sem a participacdo
do DNA mitocondrial. Este complexo transfere os elétrons do succinato
para a CoQ. Este processo envolve a participagdo de um FAD
covalentemente ligado a succinato desidrogenase, dois centros ferro-
enxofre e um citocromo b560 (Di Donato, 2000; Voet e Voet, 1995).

O complexo Il (ou coenzima Q — citocromo ¢ redutase)
transfere os elétrons da CoQ para o carreador movel de elétrons, o
citocromo c. O complexo Il estd arranjado assimetricamente na
membrana mitocondrial interna e contém onze subunidades, onde trés
delas contém centros redox que sdo utilizados na formacéo de energia.
Essas trés unidades-chaves estdo representadas pelo citocromo b (Unico
codificado pelo genoma mitocondrial), um centro ferro-enxofre e o
citocromo c1 (Saraste, 1990).

O complexo 1V (ou citocromo c oxidase) é o complexo terminal
da cadeia transportadora de elétrons. O complexo IV transfere os
elétrons a partir do ferrocitocromo c¢ para o oxigénio molecular. O
complexo IV consiste de catorze subunidades polipeptidicas (Barrientos
et al.,, 2002; Koopman et al., 2013). As trés maiores subunidades
formam o centro catalitico da enzima e sdo codificadas pelo DNA
mitocondrial. A subunidade | contém os grupamentos heme e um dos
ions Cu (CuB), enquanto que a subunidade Il contém um centro de Cu
binuclear (CuA) (Capaldi, 1990). A subunidade Il ndo apresenta
grupamento prostético e ndo parece estar envolvida na transferéncia de
elétrons, mas favorece a estabilidade estrutural. As demais subunidades,
todas codificadas pelo DNA nuclear, parecem ndo ser essenciais ao
mecanismo catalitico basico de reducdo de oxigénio e a transferéncia de
prétons (Barrientos et al., 2002; Saraste, 1990). A citocromo ¢ oxidase é
uma enzima chave na producdo energética mitocondrial, uma vez que a
reacdo redox entre o citocromo ¢ e o oxigénio molecular é
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essencialmente irreversivel (Poyton e McEwen, 1996). Além disso,
sabe-se que a atividade desta enzima é regulada por relagdes aumentadas
de ATP/ADP no interior da mitoc6ndria, e pelas concentragdes do
radical 6xido nitrico (Cooper e Brown, 2008).

O complexo V (ou ATP sintase) realiza a sintese de ATP. Este
complexo é formado por dezenove subunidades, sendo duas codificadas
pelo DNA mitocondrial (ATP 6 e 8) e dezessete codificadas pelo DNA
nuclear (Koopman et al., 2013). Funcionalmente e estruturalmente, o
complexo V é formado por um componente catalitico solGvel na matriz
mitocondrial (F1-ATPase) e um componente de membrana hidrofébico
(Fo-ATPase) que contém um canal de protons e é sensivel a oligomicina
(Saraste, 1990).

O processo de transferéncia de elétrons na CR encontra-se
acoplado & translocacdo simultdnea de protons através da membrana
mitocondrial interna a partir da matriz mitocondrial para o espago
intermembranoso. Para cada par de elétrons transferidos para o oxigénio
molecular, quatro prétons sdo bombeados para 0 espago
intermembranoso pelo complexo |, quatro pelo complexo I11, e dois pelo
complexo IV. Este bombeamento de prétons cria um gradiente
eletroquimico que determina uma polarizacio da membrana
mitocondrial interna (potencial de membrana mitocondrial; Aym). De
acordo com a teoria quimiosmdtica, proposta por Peter Mitchell em
1979, este gradiente é a forca motriz que dirige a sintese de ATP &
medida que os protons fluem passivamente de volta para a matriz
mitocondrial, através de um poro de prétons associado a ATP sintase no
complexo V (Babcock e Wikstrom, 1992; Voet e Voet, 1995).

1.1.2. Dinadmica mitocondrial

Em 1990, observagdes microscopicas reestabeleceram a viséo
original de que a mitocondria é uma organela filamentosa tubular e
estatica. Contrariamente ao que se acreditava até este momento,
observou-se que a mitocondria é uma organela altamente dinamica,
constantemente alterando sua forma e localizagdo dentro das células
(Bereiter-Hahn, 1990; Bereiter-Hahn e Voth, 1994). As mitocéndrias
das células do sistema nervoso central encontram-se formando malhas
ou redes mitocondriais, similares ao reticulo endoplasmético (Chinnery
e Schon, 2003), e podem fundir ou fissionar a partir desta malha,
determinando o0s processos de fusdo e fissdo mitocondrial,
respectivamente (Twig et al., 2008b). A dindmica entre estes dois
processos determina a morfologia mitocondrial, a qual estara
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caracterizada por mitocondrias tubulares ou esféricas dependendo das
demandas energéticas regionais dentro de uma mesma célula (Benard e
Karbowski, 2009). Quando o processo de fissdo esta favorecido,
observam-se mitocondrias fragmentadas, esféricas, enquanto um
excesso de fusdo resulta em mitocondrias tubulares, alongadas (Yoon et
al., 2003).

O processo de fusdo mitocondrial é finamente regulado pelas
proteinas mitofusinas 1 e 2 (Mfnl e Mfn2), presentes na membrana
externa da mitocdndria (Santel e Fuller, 2001) e pela Opal (proteina da
atrofia Optica 1), presente na membrana interna (Figura 3) (Delettre et
al., 2001). Embora Opal esteja localizado na membrana mitocondrial
interna, esta proteina também regula a fusdo da membrana mitocondrial
externa, provavelmente pela interagdo com as mitofusinas (Cipolat et al.,
2004; Sesaki et al., 2003). O processo de fusdo das membranas
mitocondriais é regulado pela clivagem proteolitica de Opal pela Omal
(protease with overlapping activities with m-AAA proteases), o qual
ocorre quando hd um decréscimo no Aym (Head et al., 2009). Assim,
caso houver uma perda do Aym, o processo de fusdo ndo ocorrera
devido a clivagem de OPAL.
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mitocondrial (Adaptado de Nisoli e Carruba, 2006).

Para que a fusdo entre as membranas externas de mitocéndrias
adjacentes ocorra, primeiramente estas membranas devem sofrer um
encurvamento, o qual é promovido pela hidrélise da cardiolipina
dependente de fosfolipase D. Além disso, as mitofusinas contém um
dominio GTPase, envolvido na hidrélise do GTP, o qual é requerido
para a oligomerizacdo das mitofusinas e para promover a fusdo da
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membrana mitocondrial externa das mitocdndrias adjacentes (Ishihara et
al., 2013; Zorzano et al., 2010) (Figura 3A). A fusdo das membranas
internas requer um processo motor semelhante, acionado por OPAL e
coordenado por varias outras proteinas, incluindo as proibitinas. Este
processo basico de fusdo da dupla membrana mitocondrial foi
confirmado na maioria das células de mamiferos, embora a sua
regulacdo e proteinas acessdrias especificas envolvidas neste processo
dependam do motivo pelo qual a mitocdndria estd sendo fusionada
(Song et al., 2009).

Além de promover a fusdo mitocondrial, Opal ainda esta
associado com diferentes fungdes, como a manutencdo da CR e do Aym
(Olichon et al., 2003), a organizacdo da estrutura das cristas
mitocondriais e com a liberacdo de citocromo ¢ da mitocondria durante
0 processo de apoptose (Amati-Bonneau et al., 2008; Elachouri et al.,
2011; Frezza et al., 2006; Griparic et al., 2004; Hudson et al., 2008;
Meeusen et al., 2006). Assim como Opal, as mitofusinas também
possuem outras funcdes além de seu envolvimento na fusdo
mitocondrial. Mfn2 regula a proliferacdo celular, o metabolismo
oxidativo, a autofagia e atua como uma proteina de sinalizacdo antiviral
mitocondrial (Bach et al., 2003; Chen et al., 2004; Hailey et al., 2010;
Pich et al.,, 2005; Yasukawa et al., 2009). Além disso, Mfn2 esta
localizado nos sitios de contato da mitocondria com o reticulo
endoplasmatico, auxiliando na manutencdo da homeostasia do célcio
intracelular (de Brito e Scorrano, 2008). Ainda, Mfnl e Mfn2 sdo
requeridas para a estabilidade do DNA mitocondrial (Chen et al., 2010),
visto que a fusdo mitocondrial evita que ocorra um acimulo de
mutacBes numa mesma organela (Nakada et al., 2001; Nakada et al.,
2009).

Por outro lado, o processo de fissdo mitocondrial ¢ mantido pela
GTPase Drpl (proteina 1 relacionada a dinamina) - proteina localizada
no citosol que migra para a mitocdndria quando estimulada a fissionar —
e a proteina Fisl e Mff (mitochondrial fission factor), localizadas na
membrana externa mitocondrial e tem sido propostas como receptores
para Drpl (Jheng et al., 2011). No entanto, observou-se que a delecéo de
Fisl em cultura de células HCT116 (células de carcinoma colo retal
humano) ndo resultou em alteragdes na morfologia mitocondrial ou
modificacdes na associa¢do de Drpl a mitocdndria, sugerindo que Fisl é
dispensavel para que ocorra a fissdo em células de mamiferos (Otera et
al., 2010). Mais recentemente, foi observado que o processo de fissdo
envolve a atividade de outras proteinas, como as proteinas de dindmica
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mitocondrial MiD49 e MiD51 (também denominada Miefl - OMM-
bound mitochondrial elongation factor) (Palmer et al., 2011; Palmer et
al., 2013). No entanto, ha controvérsias sobre a funcdo destas proteinas
no processo de fissdo mitocondrial, visto que estas proteinas recrutariam
a Drpl, mas a manteriam em uma forma inativa, até que exista um sinal
celular para que a fissdo ocorra. O recrutamento da Drpl a mitocondria
pode ser realizado através de varios mecanismos, 0s quais envolvem
alteragdes nos residuos da Drpl, como sumoilagdo pela SUMO1 (small
ubiquitin-like modifier 1), nitrosilacdo e fosforilagho (Chang e
Blackstone, 2010; Santel e Frank, 2008). Esta Ultima pode ser realizada
pela proteina cinase C & (PKCd), ERK1/2 (cinase regulada por sinal
extracelular), CDK1 (proteina cinase 1 dependente de ciclina), proteina
cinase Ia dependente de calcio-calmodulina (CaMKlIa) ou pela ROCK1
(Rho-associated coiled-coil containing protein kinase 1), fazendo com
que a Drpl seja translocada para a mitocéndria (Han et al., 2008;
Taguchi et al., 2007; Wang et al., 2012b; Yu et al., 2011).

Ap0s ser recrutada para a mitocdndria e interagir com seus
receptores em locais denominados de sitios de constricdo, a Drpl se
polimeriza em torno da organela e, através da hidrolise do GTP, altera a
sua conformacdo para constringir as membranas externa e interna,
ocasionando a fissdo da mitocéndria (Ingerman e Nunnari, 2005; Mears
etal., 2011; Yoon e McNiven, 2001) (Figura 3B).

A fissdo de mitocondrias a partir da malha mitocondrial permite
gue mitocdndrias funcionais sejam transportadas no interior da célula,
por exemplo, do corpo celular dos neurbnios para seus axénios, de
acordo com a demanda energética desta célula. Este transporte das
mitocéndrias é realizado através da associacdo do complexo proteico
Miro/Milton com as proteinas motoras associadas aos microtibulos, as
dineinas e cinesinas. Miro é uma proteina ancorada a membrana
mitocondrial externa, e Milton é uma proteina adaptadora entre Miro e
as proteinas motoras (Schwarz, 2013). O resultado da fissdo
mitocondrial sdo mitocdndrias pequenas e esféricas, que perdem
transientemente 0 Aym. Caso estas mitocondrias sejam disfuncionais e
n&do consigam recuperar este potencial, ndo serdo reincorporadas & malha
mitocondrial e, desta forma, o processo de autofagia destas organelas
serd induzido (Twig et al., 2008a).

A autofagia de organelas refere-se a retirada de componentes
disfuncionais da célula através da formacdo de vactolos autofagicos
(também denominados de autofagossomos), que se fundem aos
lisossomos para que as organelas sejam degradadas. Quando sdo as
mitocdndrias que devem ser degradadas, o processo é conhecido como
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mitofagia (Twig et al., 2008a), sendo que o controle de qualidade deste
processo € controlado pelas proteinas PINK1 e parkina. A PINK1
acumula-se na membrana mitocondrial externa das mitocondrias que
ndo conseguem recuperar seu Aym (mitocondrias despolarizadas) apds
a fissdo desta a partir da malha mitocondrial (Lazarou et al., 2012).
Desta forma, PINK1 pode fosforilar a Mfn2, fazendo com que esta
proteina funcione como um receptor para a proteina parkina (Chen e
Dorn, 2013). A interacdo entre parkina e seu receptor provoca a
ubiquitinacdo de proteinas mitocondriais, como Mfnl, VDAC (voltage-
dependent anion channel), TOMs (transporters outer membrane), Fisl e
Miro, as quais sdo todas proteinas localizadas na membrana
mitocondrial externa, e desta forma marcando estas organelas para a
eliminagdo por mitofagia (Chan et al., 2011; Jin e Youle, 2012; Yoshii
et al., 2011). Subsequentemente, ha o recrutamento de outras moléculas
adaptadoras para a mitocéndria, como a p62, que interage com as
proteinas ubiquitinadas e recruta a maquinaria autofagica, através de sua
interacdlo com LC3B, presente na membrana que formard o
autofagossomo (Pankiv et al., 2007). Devido a ubiquitinacdo de
mitofusinas, a parkina previne a fusdo de mitocdndrias disfuncionais a
rede mitocondrial (Palikaras e Tavernarakis, 2012). Apesar de algumas
proteinas envolvidas na mitofagia ja terem sido elucidadas, estudos
ainda sdo necessarios para 0 entendimento completo desta via em
mamiferos.

Caso o0 processo de mitofagia for comprometido, as
mitocOndrias disfuncionais podem ser acumuladas intracelularmente,
resultando no comprometimento da respiragdo celular, o que pode
resultar em apoptose (Chen e Chan, 2009; Suen et al., 2008). Desta
forma, o processo de fissdo mitocondrial também é responsavel por
isolar as mitocondrias disfuncionais da malha mitocondrial, a fim de
promover a mitofagia (Twig et al., 2008a; Twig et al., 2008b).
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Figura 3. Ciclo de vida mitocondrial. As mitocondrias sdo fragmentadas da
rede mitocondrial pelo processo de fissdo, devido ao recrutamento de Drpl a
mitocdndria, onde acontece a interagdo com o seu receptor. Apos a fisséo, as
mitoc6ndrias perdem transientemente o seu Aym. Se estas organelas forem
funcionais, elas recuperam o Aym rapidamente e se fundem novamente com
outras mitocondrias, através da atividade de mitofusinas e de Opal. Caso estas
mitocOndrias sejam disfuncionais, elas ndo séo capazes de recuperar 0 seu Aym
e sdo levadas a mitofagia, através do acimulo de PINK1 na membrana
mitocondrial externa, o que leva ao recrutamento de parkina e a ubiquitinagdo
de proteinas que levam a mitocdndria a degradagédo (Adaptado de Twig et al.,
2011).
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A desregulacdo dos processos de dinamica mitocondrial tem
sido demonstrada em patologias neurolégicas, como na doenca de
Charcot-Marie-Tooth tipo 2A, a qual é causada por mutacdes em Mfn2
(Zuchner et al., 2004), e na atrofia dptica autossémica dominante,
relacionada a mutacdes em Opal (Alexander et al., 2000; Delettre et al.,
2000). Ainda, alteracdes na dindmica mitocondrial sdo relacionadas a
fisiopatologia de doencas neuroldgicas associadas ao envelhecimento,
incluindo as doencas de Alzheimer e Parkinson (para uma revisao, ver
Chen e Chan, 2009; Itoh et al., 2013; Latini et al., 2011). Além disso,
em doencas metabolicas cronicas, como no diabetes mellitus (DM),
também ocorre uma alteragdo na dindmica mitocondrial (para uma
revisdo, ver Yoon et al., 2011). Por exemplo, em mdsculo estriado
esquelético, células endoteliais e células P pancreaticas de pacientes
com DM tipo 2 (DM2), foi observado que as mitocondrias sdo menores
e apresentam morfologia alterada, apresentando vacuolos, além de
possuirem um conteldo proteico reduzido de Mfn2 e OPA1 e maior
expressdo de Fisl (Anello et al., 2005; Bach et al., 2005; Bach et al.,
2003; Kelley et al., 2002; Shenouda et al., 2011). Estas alteragdes na
dindmica mitocondrial foram também observadas em modelos animais
da doenca DM2 (Bach et al., 2003; Bindokas et al., 2003). O aumento
na fragmentacdo mitocondrial foi relacionado com um decréscimo na
fusdo, devido a uma reducdo no contetdo proteico e do mMRNA de Mfn2
(Bach et al., 2005; Molina et al., 2009). Ainda, tem sido demonstrado
gue altas concentracdes de glicose induzem a fissdo mitocondrial em
linhagem de células do figado, do coracdo, do endotélio, das ilhotas
pancreaticas e em cultura primaria de neurdnios e de células do sistema
cardiovascular, parecendo ser este o gatilho para a desregulacdo da
dindmica mitocondrial no DM2 (Leinninger et al., 2006; Men et al.,
2009; Paltauf-Doburzynska et al., 2004; Yu et al., 2006; Yu et al.,
2008).

1.1.3. Biogénese mitocondrial

O namero de mitocdndrias em uma determinada célula depende
do equilibrio entre fuséo e fissdo e da biogénese de novas mitocondrias.
A regulacdo da génese e da funcdo mitocondrial € um processo muito
complexo, pois depende da modulacdo da expressdo de mais de 1500
genes, da cooperagdo entre dois genomas (nuclear e mitocondrial), e da
mudanca na concentracdo de aproximadamente 20% das proteinas
celulares. Tem sido descrito que 0 processo mais importante nesta via
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parece envolver a regulacdo de fatores de transcricdo que controlam a
expressdo tanto de genes nucleares quanto mitocondriais (Roy et al.,
2007). A inducdo do processo de biogénese mitocondrial é requerida
para suprir as demandas energéticas durante, por exemplo, 0 exercicio
fisico, exposicdo ao frio ou outros estresses celulares, como o dano ao
DNA (Hock e Kralli, 2009). Além disso, a biogénese mitocondrial é um
processo ativo durante a organogénese embrionaria, devido a ativagdo
do metabolismo oxidativo e crescimento durante este periodo (Alcolea
et al., 2007).

As proteinas essenciais para a transcricdo, traducéo, replicacio
e importacdo de proteinas mitocondriais sdo codificadas por uma série
de genes localizados no DNA nuclear (Scarpulla, 2002, 2008). Os genes
responsaveis pela biogénese da mitocondria estdo localizados no nucleo,
incluindo os que codificam para os fatores de transcricdo mitocondriais
e para proteinas presentes nos complexos I, Il e IV da CR (Menzies e
Hood, 2012). Os fatores de transcricdo envolvidos na transcricdo de
genes mitocondriais localizados no nucleo envolvem NRF1 e 2 (nuclear
respiratory factor) e Tfam (mitochondrial transcription factor A), os
quais sdo essenciais para a biogénese e funcdo da mitocéndria (Fisher e
Clayton, 1985, 1988; Scarpulla, 2008).

A ativacdo de NRFs envolve a sua fosforilacdo, o que aumenta
a afinidade da molécula ao DNA, aumentando desta forma a transcrigédo
génica (Gugneja e Scarpulla, 1997). Os genes alvos de NRF incluem
uma variedade de genes codificadores para as subunidades da CR
mitocondrial, enzimas de biossintese do heme, canais idnicos, proteinas
envolvidas no importe e montagem de proteinas para o interior da
mitocondria e fatores regulatérios envolvidos na replicacdo e transcrigédo
do DNA mitocondrial (mtDNA), como o Tfam (Evans e Scarpulla,
1989, 1990; Scarpulla, 2002, 2008).

O Tfam é um fator de transcricdo codificado pelo ndcleo e que
migra para a mitocondria, ligando-se na regido promotora do mtDNA,
promovendo a transcricdo génica através da RNA polimerase
mitocondrial (Shadel e Clayton, 1993). O Tfam age juntamente com
mtTFB1 e 2, as quais sdo proteinas envolvidas no reconhecimento da
regido promotora do mtDNA (Rantanen et al., 2003). O Tfam regula a
transcricdo dos treze genes mitocondriais que codificam para proteinas
da CR (Hood, 2001).

Outros fatores de transcricdo envolvidos na biogénese
mitocondrial incluem Spl, o qual pode ativar ou inibir a transcricdo de
genes relacionados a CR; ERRa (estrogen-related receptor), também
relacionado & transcrigdo de componentes respiratorios (Zaid et al.,
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1999); CREB e C-myc, que podem induzir a expressao de citocromo c,
e este Ultimo fator também a expressdo de genes relacionados ao NRF1
(Evans e Scarpulla, 1989; Gopalakrishnan e Scarpulla, 1994; Morrish et
al., 2003); e PGC-lo (peroxisome proliferator-activated receptor
gamma, coactivator 1-alpha) (Spiegelman, 2007). Este dltimo responde
a uma série de sinais fisioldgicos para ativar a transcricdo de NRFs,
Tfam, mtTFB e ERRa, culminando na biogénese mitocondrial (Whelan
e Zuckerbraun, 2013; Wu et al., 1999). Estes sinais incluem, por
exemplo, o exercicio fisico, frio e jejum (Handschin e Spiegelman,
2006), os quais estimulam a expressao de PGC-1a através de fatores de
transcricdo como 0 CREB e a SIRT1 (Handschin et al., 2003). O PGC-
la estd envolvido na regulagdo dos fatores de transcrigdo NRF1 e 2, que
além de ativarem a transcricdo de proteinas mitocondriais codificadas
pelo genoma nuclear, estimulam a transcri¢do de Tfam. O efeito final da
ativacdo desses fatores de transcricdo é o aumento do numero de
mitocOndrias (Scarpulla, 1997; Virbasius e Scarpulla, 1994). Sendo
assim, o PGC-la é considerado o regulador-chave da biogénese
mitocondrial, controlando tanto a expressdo de genes nucleares como
mitocondriais envolvidos na CR, além de modular a expressdo dos
reguladores da replicagéo e transcricdo do DNA mitocondrial (Lehman
et al., 2000; Puigserver e Spiegelman, 2003; Wu et al., 1999). Além de
estar envolvido na biogénese mitocondrial, PGC-la também esta
relacionado a expressdo de numerosas enzimas que atuam na
desintoxicacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (St-Pierre et al.,
2003; 2006; Valle et al., 2005). Ainda, outro membro desta familia, o
PGC-1B, também esta relacionado na regulacdo da expressdo de
componentes da CR e de proteinas envolvidas na biogénese
mitocondrial, de maneira semelhante ao PGC-1a (Vercauteren et al.,
2009).

Além dos fatores fisiologicos citados anteriormente, mutacoes
no mtDNA e aumento dos niveis de EROs podem sinalizar para que a
biogénese mitocondrial seja ativada. Um dos exemplos de fatores de
transcricdo ativados por EROs é o Nrf2 (nuclear fator erythroid 2-
related factor 2). Nrf2 reside no citoplasma e é constitutivamente
degradado por Keapl, o qual na presenca de EROs muda sua
conformacdo, liberando Nrf2, que por sua vez se transloca para o nicleo
(Itoh et al., 1999). No nucleo, este fator liga-se aos genes envolvidos na
resposta antioxidante, como a heme oxigenase e indutores da biogénese
mitocondrial, como 0 NRF1 (Whelan e Zuckerbraun, 2013).
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Além disso, a AMPK, uma proteina cinase dependente de AMP,
também esté relacionada com a biogénese da mitocéndria. A AMPK é
ativada quando as concentracdes intracelulares de AMP aumentam,
fazendo com que vias catabolicas sejam ativadas, e as anabolicas
inibidas. Desta forma, a AMPK ativa os processos que produzem ATP,
como o transporte de glicose, a glicélise, a oxidacdo de acidos graxos e
a biogénese mitocondrial (Carling, 2004; Hardie, 2004; Suwa et al.,
2003). Esta Gltima é ativada devido ao aumento na transcri¢do de PGC-
lo e consequentemente de NRF e Tfam (Jager et al., 2007; Suwa et al.,
2003; Zong et al., 2002).

1.2. DIABETES MELLITUS

O DM ¢ uma sindrome de etiologia multipla decorrente da falta
de insulina e/ou da incapacidade da insulina em exercer adequadamente
seus efeitos. O tipo 2 ou DM ndo-insulino dependente é o mais
frequente e resulta na deficiéncia e resisténcia relativa de insulina
(ADA, 2012). O DM tipo 1, ou DM insulino dependente, é caracterizado
pela deficiéncia total de insulina, sendo um processo autoimune
relacionado com as células B do pancreas, que afeta geralmente pessoas
jovens, nas primeiras décadas de vida (Atkinson e Eisenbarth, 2001;
Malecki e Klupa, 2005). Desta maneira, 0 DM ¢é caracterizado por um
estado de hiperglicemia cronica, que parece ser o gatilho para induzir as
alteragdes vasculares crbnicas — como retinopatia, nefropatia e
neuropatia — observadas nos pacientes afetados pela doenga (Brownlee,
2005; Nishikawa et al., 2000).

A maior morbidade e mortalidade associadas com DM devem-
se ao desenvolvimento de micro e macro vasculopatias (Winer e
Sowers, 2004). As complicacBes microvasculares incluem retinopatia,
nefropatia e neuropatia central e periférica; enquanto que as
macrovasculares, doenga corondria, doenga vascular periférica e infarto
(Brownlee, 2001; Wirostko et al., 2008). Estas complicages vasculares
permanecem na maioria dos pacientes com DM, e sua prevaléncia varia
de 10% a 50%, um ano ou 25 anos, apds do diagndstico de DM,
respectivamente (Pirart, 1977; Sima, 1994; Vinik et al., 1992), ainda em
pacientes onde as concentracbes de glicose sanguinea foram
rigorosamente controladas (The Action to Control Cardiovascular Risk
in Diabetes Study Group, 2008; The Advance Collaborative Group,
2008; The Diabetes Control and Complications Trial Research Group,
1993). Desta forma, surge o conceito de “memoria metabdlica”, onde a
hiperglicemia, como consequéncia da falha de sinalizacdo da insulina,
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induziria efeitos deletérios de longa duracdo, os quais ndo podem ser
revertidos a menos que o controle glicémico seja iniciado nos estagios
mais precoces da doenca (Ceriello et al., 2009; Ihnat et al., 2006; Nathan
et al., 2005).

Os mecanismos moleculares e celulares das complicacdes
vasculares cronicas no DM ainda ndo se encontram totalmente
elucidados, no entanto, uma série de evidéncias sugere que a
hiperglicemia seria o gatilho para induzir tais alteragcBes (Brownlee,
2005; Nishikawa et al., 2000; Schalkwijk e Stehouwer, 2005). Neste
sentido, resultados preliminares do nosso grupo de pesquisa tém
demonstrado que o estado hiperglicémico crénico em ratos Wistar
(modelo experimental induzido pela administracdo de estreptozotocina)
modula negativamente a atividade dos complexos da CR mitocondrial e
0 controle respiratério no cérebro, e que a administracdo de insulina
previne de tais inibigdes. Ainda, as alteragdes observadas no cérebro dos
animais foram acompanhadas por uma queda significativa nas
concentragBes do antioxidante glutationa (Trabalho doutoral Aline
Remor).

De fato, esta condicdo hiperglicémica crbnica causa alteragdes no
metabolismo celular, como o aumento no fluxo da via metabdlica dos
polidis, glicagdo ndo enzimatica de proteinas com posterior formacédo de
produtos terminais de glicacdo (AGESs), ativacdo da PKC e aumento no
metabolismo das hexosaminas. Estas modificacbes metabdlicas
culminam com a produgdo de espécies reativas, oxidagdo de proteinas,
inativacdo de enzimas citosolicas e mitocondriais, altera¢c@es no sistema
de defesa antioxidante, entre outros (Brownlee, 2005; Folmer et al.,
2002; Mukherjee et al., 1998; Rosen et al., 2001).

1.2.1. Aumento da via do poliol

Em condicGes de hiperglicemia, onde ocorre um aumento nas
concentracdes de glicose intracelular em células que ndo dependem da
insulina para a captacdo de glicose, a enzima aldose redutase pode
formar sorbitol a partir da glicose, com a utilizagdo de NAPH. O
sorbitol, por sua vez, é oxidado a frutose pela enzima sorbitol
desidrogenase, reduzindo NAD* a NADH, e posteriormente a frutose é
fosforilada a frutose-6-fosfato, a qual pode ser metabolizada em 3-
deoxiglicosona, um composto reativo que pode levar a formacdo de
AGEs (Gonzalez et al., 1988; Szwergold et al., 1990).
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Desta forma, além de alterar o equilibrio osmético celular
devido & producédo do sorbitol, esta via resulta na producéo exacerbada
de espécies reativas de oxigénio (EROs) e diminuicdo das concentracdes
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 a via do poliol produz
NADH, h& consequentemente um aumento na relacdo NADH/NAD+, o
que leva a inibicdo da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (enzima da
via glicolitica), aumentando as concentracBes de trioses fosfato
(gliceraldeido-3-fosfato e diidroxiacetona fosfato). O aumento na
concentracdo destes intermediarios glicoliticos leva & producdo 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 formagéo de diacilglicerol, levando & ativacéo
de PKC (Brownlee, 2001).

1.2.2. Ativacdo da PKC

A familia das PKCs (proteinas cinases C) consiste de proteinas
com atividade cinase contendo pelo menos onze isoformas diferentes,
distribuidas amplamente em tecidos de mamiferos. Para sua atividade,
estas enzimas dependem de ions célcio 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 é uma das
consequéncias da hiperglicemia cronica, resultando em um dano
tecidual decorrente da producdo de EROs. A ativacdo da PKC nestas
condicdes resulta da sintese de novo do diacilglicerol, que como
mencionado, é produzido a partir de trioses fosfato. O aumento deste
intermediario pode ser também uma consequéncia da inibicdo da
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase provocada por EROS, ou como
consequéncia do aumento da via do poliol, ambas aumentando as
concentracBes de trioses fosfato (Brownlee, 2001; Craven et al., 1990;
Inoguchi et al., 1992; Scivittaro et al., 2000; Shiba et al., 1993). Ainda,
existem evidéncias que sugerem que a ativagdo da PKC também pode
ser o resultado da interacdo de AGEs com seus receptores localizados na
superficie celular (RAGES), 0s quais estdo presentes em varios tipos
celulares como as células endoteliais, neurbnios, mondcitos e
macréfagos. Sabe-se que a interagcdo dos AGEs com os RAGEs ativa,
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através da geracdo de espécies reativas, o fator de transcri¢do
pleiotrépico NF-kB induzindo patologicamente a expressdo de
numerosos genes pro-oxidantes (Brownlee, 2001; Derubertis e Craven,
1994; Giacco e Brownlee, 2010; Liu et al., 2009). Além disso, a
ativacdo exacerbada da PKC pode induzir a expressdo ndo fisiologica de
varios genes, como o do VEGF (fator de crescimento do endotélio
vascular) ou inibir a expressdo de proteinas como eNOS (6xido nitrico
sintase endotelial), diminuindo consequentemente a producdo de 6xido
nitrico (Ganz e Seftel, 2000; Kuboki et al., 2000). Estes fatores
provenientes da inducdo 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).

1.2.3.  Aumento da via das hexosaminas

A hiperglicemia crénica também contribui para a patologia
observado no DM por causar o aumento do fluxo de frutose-6-fosfato na
via das hexosaminas (Chen et al., 1998; Du et al., 2000; Kolm-Litty et
al.,, 1998; Sayeski e Kudlow, 1996). Devido ao aumento da via
glicolitica e um consequente aumento de frutose-6-fosfato formado, esta
serve como substrato para a enzima glutamina:frutose-6-fosfato
aminotransferase para a formagdo de glicosamina-6-fosfato, a qual €
entdo convertida a UDP-N-acetilglicosamina (UDP-GIcNACc) (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 esta envolvido com o
aumento da expressdao de genes relacionados com o desenvolvimento
das complicagcbes vasculares que ocorrem no diabetes e/ou no
desenvolvimento da resisténcia a insulina (Gabriely et al., 2002;
Marshall e Monzon, 1989). Por exemplo, foi demonstrado que o
aumento na producdo de UDP-GIcNac resulta na ativacdo do fator de
transcricdo Spl, o qual regula a ativacdo do inibidor do ativador do
plasminogénio (PAI-1), contribuindo para o comprometimento da
fisiologia vascular (Chen et al., 1998).

1.2.4. Formacao de AGEs

Os AGEs sdo um grupo de moléculas heterogéneas produzidas
através da glicacdo ndo enzimdtica de proteinas, lipideos e é&cidos
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nucleicos. A taxa de renovacao de proteinas, o nivel de hiperglicemia e
0 estresse oxidativo sdo fatores cruciais para a sua formacdo; desta
forma, se alguma destas situacdes estd presente, as proteinas tanto intra
como extracelulares sdo passiveis de serem glicadas, e portanto,
oxidadas (Baynes e Thorpe, 1999).

A formacdo de AGEs envolve trés principais passos: a
iniciacdo, a propagacdo e a formacdo de AGEs propriamente dita
(Figura 4), as quais sdo coletivamente chamadas de reacBes de Maillard
(Thornalley, 2008). A iniciacdo vai desde a formacdo da base de Schiff
até a formacdo do produto de Amadori. Inicialmente, ocorre a
condensacgdo ndo enzimatica de um agUlcar redutor, como a glicose, com
um grupamento amino livre de varias moléculas, incluindo proteinas,
lipideos e &cidos nucleicos, formando compostos aldimina instaveis,
chamados bases de Schiff (Bierhaus et al., 1997; Njoroge e Monnier,
1989). Se a hiperglicemia persistir, em poucas horas esta base sofre um
rearranjo molecular originando uma cetoamina estavel, os produtos de
Amadori, 0s quais sdo produtos mais estaveis que a base de Schiff. Um
exemplo de produto de Amadori é a hemoglobina glicosilada, onde a
glicose se conjuga com a globina (componente proteico da
hemoglobina, presente nos eritrocitos) (Jakus e Rietbrock, 2004). Essa
reacdo ndo requer a participacdo de enzimas e depende da concentracéo
de glicose e proteinas, e também da meia vida das proteinas, além de
depender da sua reatividade em termos de grupos aminos livres. Esta
reacdo é irreversivel (Hunt et al., 1988; Lapolla et al., 2005; Zhang et
al., 2009). Por sua vez, a fase de propagacdo envolve reacfes de
oxidacdo e desidratacdo dos produtos de Amadori, sendo estes
convertidos a compostos carbonilicos (glioxal, deoxiglicosanas e
metilglioxal), os quais, por serem mais reativos do que os aglcares que
0s originaram, agem como propagadores da glicacdo ndo enzimatica 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 producéo,
modificando desta forma, biomoléculas intra e extracelulares. O
acumulo destes compostos é chamado de estresse por carbonilagdo
(Thornalley et al., 1999). Os compostos propagadores reagem com
grupamentos amino livres de proteinas através de reaces de oxidacdo,
desidratacdo e ciclizagdo, formando compostos amarelo-marrons,
insollveis e irreversiveis, chamados de AGEs (Lapolla et al., 2005;
Ravelojaona et al., 2007; Zhang et al., 2009), o qual seria a fase de
formagéo de AGE propriamente dita.
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Figura 4. Formacéo de produtos terminais de glicagdo (AGEs).
(Adaptado de Lapolla, 2005).

Os AGEs podem causar alteracbes patoldgicas por trés
mecanismos distintos. Primeiramente, os AGEs podem alterar as vias de
transducdo de sinal envolvendo os ligantes de matriz extracelular.
Segundo, AGEs podem alterar as concentragdes de sinais sollveis,
como as citocinas, hormdnios e radicais livres, através da interacdo com
0s RAGEs. Por fim, a formacdo intracelular de AGEs pela glicose,
frutose e seus intermediarios reativos podem diretamente alterar as
funcbes das proteinas (Brownlee, 1995).

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

1.2.5. Metilglioxal (MG)

O MG ¢ um alfa-oxaldeido altamente reativo o qual pode ser
formado a partir de trioses-fosfato, através de acetonas durante o
metabolismo dos acidos graxos e a partir do catabolismo do aminoécido
treonina (Figura 5) (Koop e Casazza, 1985; Lyles e Chalmers, 1992;
Reichard et al., 1986; Thornalley, 1996).

O MG pode ser formado ndo enzimaticamente a partir das
trioses-fosfato, (Phillips and Thornalley, 1993; Richard, 1991) ou com a
participacdo das enzimas triose-fosfato isomerase, a qual converte o
gliceraldeido-3-fosfato a diidroxiacetona fosfato (Pompliano et al.,
1990), sendo este Gltimo convertido a MG pela metilglioxal sintase (Ray
e Ray, 1981). A formacdo ndo enzimatica de metilglioxal ocorre em
todas as células, sendo que cerca de 0,1% do metabolismo de trioses-
fosfato resultam na formacdo de MG em condi¢Bes normoglicémicas
(Phillips e Thornalley, 1993; Thornalley, 1988).

A formacdo de MG a partir de acetonas formadas durante o
metabolismo de &cidos graxos é realizada pelo citocromo P450 2E
(acetona e acetol monooxigenase) (Gonzalez, 1988), utilizando
NAD(P)H como cofator (Gonzalez, 1988; Koop e Casazza, 1985).
Outras fontes de MG envolvem 0s corpos cetonicos acetoacetato e -
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 formag&o de MG pela acdo da enzima amina oxidase
sensivel a acdo de semicarbazida (SSAQ), a qual realiza a desaminagéo
das aminoacetonas formadas a partir da treonina a MG (Figura 5). A
SSAO esté localizada na superficie da membrana mitocondrial externa e
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no citoplasma do tecido adiposo, células da musculatura lisa vascular e
em células endoteliais (Yu et al., 2003).

Ciclodo acido citrico
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Figura 5. Formacao e desintoxicacdo de metilglioxal (MG). SSAO: Amina
oxidase sensivel & acdo de semicarbazida; AMO: acetol mono-oxigenase, G3P:
gliceraldeido-3-fosfato, TPI: enzima triose-fosfato isomerase, DHAP:
diidroxiacetona fosfato. (Adaptado de Chang e Wu, 2006).

Ap6s formado, o MG é mantido em concentragcdes basais
devido ao seu catabolismo pela via das glioxalases, compreendida pelas
enzimas glioxalase | e Il e glutationa (GSH) (Chang e Wu, 2006). A
glioxalase | catalisa a formacéo de S-D-lactoilglutationa a partir de MG
e GSH. A glioxalase Il catalisa a hidrdlise de S-D-lactoilglutationa a D-
lactato, regenerando a GSH consumida na reacdo catalisada pela
glioxalase | (Figura 5). Posteriormente, o D-lactato é metabolizado a
piruvato (Thornalley, 1993). Desta forma, é evidente que o normal
funcionamento do catabolismo do MG é dependente de concentracGes
adequadas de GSH, bem como glutationa peroxidase e glutationa
redutase, situacbes comprometidas pelo estresse oxidativo que
caracteriza o estado hiperglicémico (Desai e Wu, 2007; Wang et al.,
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2005; Wu e Juurlink, 2002). O MG é também metabolizado pela aldose
redutase, uma aldeido redutase envolvida na desintoxicacdo de aldeidos
(Grimshaw, 1992). Esta enzima converte MG principalmente a
hidroxiacetona e em pequeno percentual a o-lactaldeido (Vander Jagt et
al., 1992). Entretanto, em humanos o0 MG ¢é principalmente catabolizado
pelo sistema das glioxalases. No entanto, em condi¢fes de
hiperglicemia, as concentra¢des de MG aumentam, pois esta via ndo é
capaz de catabolizar todo o0 MG formado. Desta maneira, 0 MG que nédo
for eficientemente catabolizado, liga-se as proteinas, lipidios ou acidos
nucleicos, promovendo modificagbes na estrutura destes compostos,
formando AGEs (Lo et al., 1994; Vaca et al., 1994). Neste contexto, 0
MG foi identificado como o principal precursor na formagdo de AGEs
(Shinohara et al., 1998; Thornalley, 1990; Wells-Knecht et al., 1995).
Acredita-se que menos que 1% do MG ocorra em forma livre, e cerca de
99% é encontrado conjugado a proteinas (Ahmed e Thornalley, 2002;
Chaplen et al., 1998). O MG reage com residuos cisteina, lisina e
arginina de proteinas, podendo levar a degradacdo ndo fisioldgica
destas, inativagdo de enzimas, desnaturacdo proteica e ainda
desencadear a resposta imune (Papoulis et al., 1995; Thornalley et al.,
1999; Westwood et al., 1994). O DNA também pode ser modificado
através da glicagdo pelo MG, e a excessiva modificacdo de &cidos
nucleicos por este composto é associada com mutagénese e apoptose.
Por outro lado, 0 excesso na glicacdo 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 colageno das membranas basais dos capilares da retina e do
glomérulo, e a mielina do sistema nervoso periférico, prejudicando a
funcéo destes tecidos (Bastias et al., 2006; Sakurai et al., 2003; Stern et
al., 2002).

1.3. HORMONIO INSULINA

A insulina € um horménio sintetizado pelas células p-
pancredticas, localizadas nas ilhotas pancredticas ou ilhotas de
Langerhans, as quais constituem a porcdo enddcrina do pancreas. Nestas
células, a insulina é produzida na forma de pré-pré-insulina no reticulo
endoplasmatico rugoso, e estocada em vesiculas na forma de proé-
insulina pelo complexo de Golgi. Apds estimulo, a pré-insulina é
convertida por proteases a insulina madura e peptideo C, os quais sdo
liberados na corrente sanguinea. O peptideo C é liberado em
quantidades equimolares a insulina madura, desta forma este é um
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excelente indicador da producdo enddgena de insulina, principalmente
em individuos que se encontram sob terapia exdgena com o hormdnio
(Nelson e Cox, 2004).

Este estimulo para a fusdo das vesiculas e clivagem da proé-
insulina em insulina e peptideo C se deve ao aumento dos niveis de
glicose no sangue, onde esta entra na célula B-pancredtica através do
transportador GLUT2. No meio intracelular, a glicose é metabolizada
pela via glicolitica, sendo oxidada para a formagdo de ATP. O aumento
na concentracdo de ATP e consequentemente da relacdo ATP/ADP faz
com que 0s canais de potassio sensiveis ao ATP sejam fechados,
resultando em um aumento das concentragBes deste ion no meio
intracelular, levando a uma despolarizagdo da membrana plasmaética.
Esta despolarizacdo causa a abertura dos canais de calcio dependentes
de voltagem, permitindo a entrada de calcio na célula. Por fim, o calcio
provoca a fusdo das vesiculas & membrana, fazendo com que a insulina
seja liberada na corrente sanguinea (Marchetti et al., 2008; Oosawa et
al., 1992; Rorsman e Renstrom, 2003) (Figura 6).

Canais de
potassio
sensiveis ao ATP

Captacdo de
glicose

Via glicolitica,
Respiragdo

Glicocinase

Liberacao
de insulina

Canais de calcio
voltagem dependentes o ¢

Insulina armazenada
em vesiculas

Figura 6. Secregdo de insulina pelas células 3 pancreaticas (Adaptado de
http://ciitn.missouri.edu/cgi-
bin/pub_view_project_ind.cgi?g_num=11&c_id=2007009).
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Os trés principais tecidos-alvo da insulina sdo o hepatico,
muscular e adiposo. No figado, a insulina estimula tanto a glicolise
guanto a glicogénese. Ao mesmo tempo, ela suprime a lipdlise e
promove a 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 hidrélise destes em glicerol e &cidos
graxos. No tecido adiposo, este hormdnio também estimula a sintese de
triacilglicerol a partir de glicerol-3-fosfato e acidos graxos. No musculo,
a insulina estimula o transporte de glicose, 0 metabolismo de glicose e a
sintese de glicogénio. Ainda, este hormonio aumenta a captacdo celular
de aminoacidos e estimula a sintese de proteinas e inibe a sua
degradacdo (Baynes e Dominiczak, 2007). Desta forma, a insulina
promove um estado anabdlico por conduzir o metabolismo em dire¢éo
ao armazenamento de carboidratos, lipideos e a sintese de proteina.

A insulina age em receptores especificos presentes na superficie
da maioria das células de mamiferos, fazendo com que seu receptor do
tipo tirosina cinase, composto por duas subunidades o e duas
subunidades B ligadas por pontes dissulfeto, se dimerize e se
autofosforile. Esta autofosforilagdo recruta proteinas citosélicas
denominadas de acessorias, entre elas as proteinas conhecidas como
substratos do receptor de insulina (IRS-1-4), SHC (Src homology
collagen) e JAK-2. A fosforilagdo dos IRSs provoca a ativagdo da
fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K) e proteina cinase serina-treonina
(AKT), entre outras (Prada et al., 2005). A ativacdo da PI3K esta
relacionada com o transporte de glicose, via glicolitica, sintese de
glicogénio e sintese de proteinas, enquanto que a AKT esta associada a
proliferacdo e diferenciacdo celular (Combettes-Souverain e Issad,
1998). Por outro lado, a ativacdo de SHC esta relacionada com a
ativagdo da via das MAPK (proteinas cinases ativadas por mitdgenos),
afetando a proliferacdo celular e inibindo a apoptose (Figura 7) (Van
den Berghe, 2004).
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Figura 7. Modelo simplificado dos processos de sinaliza¢do intracelular
induzidos pela interacdo da insulina com seu receptor (Adaptado de Van den
Berghe, 2004).

1.4. MECANISMOS DE NEURODEGENERACAO
ASSOCIADOS AO DM

Além dos efeitos ja bem caracterizados da hiperglicemia
cronica em tecidos periféricos, como rins, figado, mudsculo estriado
esquelético e cardiaco e na vasculatura, os efeitos desta condi¢cdo vem
sendo demonstrado também no sistema nervoso central, o qual é um
tecido que ndo depende de insulina para a captacdo de glicose. Desta
forma, o conteddo de glicose intracelular é um reflexo das
concentracbes de glicose sanguinea. A persisténcia de altas
concentracBes de glicose no interior das células neurais, como
observado na hiperglicemia que caracteriza 0 DM, leva a uma condicéo
que foi definida como neurotoxicidade da glicose (Tomlinson e
Gardiner, 2008).

Em células neurais, o aumento da via do poliol, das
hexosaminas, da formacdo de AGEs e da ativacdo da PKC no DM
culminam com a producdo de EROs, levando ao estresse oxidativo. O
principal local de produgdo de EROs é a mitocndria, sendo as proteinas
localizadas nesta organela altamente susceptiveis ao dano oxidativo. O
estresse oxidativo mitocondrial associado ao DM ja foi observada em
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trabalhos prévios de nosso grupo, onde foi demonstrada uma diminuicéo
da atividade dos complexos da CR em cérebro de animais com
hiperglicemia cronica induzida pela STZ (Trabalho doutoral de Aline
Remor). Devido ao fato de as células neurais possuirem uma alta
demanda metabdlica e um grande requerimento de energia, estas sao
muito vulneraveis as alteragcdes que envolvem disfuncdo mitocondrial.
Esta grande demanda energética deve-se ao fato que os neurdnios sdo
células altamente diferenciadas que necessitam grandes quantidades de
ATP para a correta manutencéo dos gradientes idnicos transmembrana, e
para 0s processos de neurotransmissdo (Silver e Erecinska, 1998).

Além da disfuncdo mitocondrial observada em cérebro de
modelos animais de hiperglicemia cronica, prejuizos na aprendizagem e
meméria tém sido documentados em pacientes com DM (tipo 1 e 2)
(Biessels et al., 2006; Li e Holscher, 2007). Além disso, a DM tem sido
considerada como um fator de risco para a predisposicdo para o
desenvolvimento de doencgas neurodegenerativas, como a doenga de
Parkinson e de Alzheimer (Hu et al., 2007; Kroner, 2009). A incidéncia
destas patologias neuroldgicas parece ser maior em individuos com
DM2 (Craft e Watson, 2004) e ainda, ja esta descrito na literatura que
estes pacientes possuem mais que o dobro de chances para desenvolver
doenca de Alzheimer que individuos néo diabéticos (Ott et al., 1996).

A relacdo entre DM e as doengas neurodegenerativas parece ser
a producdo exacerbada de EROs e a disfungdo mitocondrial, fatores que
estdo associados tanto com o DM como com as doengas
neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer e de Parkinson
(Cheng et al., 2010; Reddy et al., 2009). Neste contexto, tecidos que
necessitam de uma alta demanda energética, como o cérebro, sdo o0s
mais afetados pela disfungdo mitocondrial. Além disso, as membranas
neuronais apresentam grande quantidade de lipideos poli-insaturados, os
quais podem ser facilmente oxidados por EROs, e uma baixa defesa
antioxidante, quando comparado aos tecidos periféricos, o que
colaboraria para a propagacdo do estresse oxidativo (Halliwel e
Gutteridge, 2007).

Além do DM e das doengas neurodegenerativas terem este
aspecto em comum, outra relacdo entre elas consiste nas altas
concentracdes de MG encontrados tanto no liquor de pacientes com
doenca de Alzheimer como no plasma de individuos diabéticos (Han et
al., 2007; Lu et al., 2011). O MG é o principal precursor dos AGEs que,
além de serem encontrados no DM, acumulam-se nos agregados
neurofibrilares e nas placas amildides presentes na doenga de
Alzheimer, além de serem encontrados nos corpos de Lewy,
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caracteristico da doenca de Parkinson (Dalfo et al., 2005). Ainda,
algumas evidéncias demonstram que em estudos com roedores
hiperglicémicos, proteinas da mielina tanto no sistema nervoso central
como periférico, sdo susceptiveis a glicagio ndo enzimatica,
desenvolvendo os efeitos toxicos causados pelos AGEs com
subsequente perda de sua funcdo (Vlassara et al., 1983; Weimbs e
Stoffel, 1994). Também, proteinas do citoesqueleto, como a tubulina,
actina e neurofilamentos, as quais sdo responsaveis pela manutencéo da
estrutura e funcdo do axdnio, quando glicadas, contribuem para atrofia e
degeneracdo axonal (Cullum et al., 1991; Pekiner et al., 1993; Ryle et
al., 1997; Williams et al., 1982). Desta forma, parece existir uma
relagdo entre hiperglicemia, formagdo de AGEs e o desenvolvimento de
doencas neurogenerativas cronicas.

1.5. HIPOTESE

Considerando-se a relagdo do DM com a predisposic¢do para o
desenvolvimento de doengas neurodegenerativas e a participagdo da
disfuncdo mitocondrial na fisiopatologia destas, hipotetizamos que a
formacéo de MG e/ou AGEs durante condigdes de hiperglicemia crénica
seria 0 responséavel por alterar a fisiologia, dindmica e/ou biogénese
mitocondrial em células do sistema nervoso central.

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito da hiperglicemia crbnica e dos metabdlitos
formados durante esta condicdo metabdlica, MG e AGEs, sobre a
fisiologia, dindmica e biogénese mitocondrial no sistema nervoso
central.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

) Quantificar os seguintes parametros em cortex cerebral e/ou
bulbo olfatério de ratos submetidos a hiperglicemia cronica (60 dias)
induzida pela administragdo de STZ, e em animais hiperglicémicos com
glicemia normalizada pela administracdo de insulina:
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- Expressdo de genes que codificam para proteinas presentes na CR
mitocondrial (NDUFAG e COXI), bem como de proteinas envolvidas na
biogénese mitocondrial (Tfam e NRF1), através de RT-PCR em tempo
real;

- Conteldo proteico de Mfnl e Drpl, proteinas envolvidas nos
processos de fusdo e fissdo mitocondrial, respectivamente, utilizando-se
a técnica de Western Blot;

- Numero, tamanho e morfologia mitocondrial através de microscopia
eletronica de transmisséo.

. Quantificar os seguintes parametros em células astrocitarias de
linhagem C6 ou em cultura primaria de astrocitos corticais expostas a
MG ou AGEs:

- Conteldo proteico de Mfnl e Drpl, por citometria de fluxo;

- NUmero, tamanho e morfologia mitocondrial através de microscopia
eletronica de transmisséo;

- Autofagia, por microscopia eletrbnica de transmissdao e por
microscopia de fluorescéncia;

- Respiracdo mitocondrial por respirometria de alta resolucéo;

- Potencial de membrana mitocondrial, utilizando-se a sonda JC-1, e
andlise por fluorometria e microscopia de fluorescéncia.

3. JUSTIFICATIVA

As doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) sdo um
problema de salde global e uma ameaca & salde e ao desenvolvimento
humano. A carga dessas doencas recai especialmente sobre paises de
baixa e média renda (WHO, 2005), e é estimado que trés DCNTSs,
incluindo diabetes, doenga de coracdo e acidente vascular cerebral,
levardo a uma perda da economia brasileira de aproximadamente R$ 8
bilhGes entre 2006 e 2015 (Schramm et al., 2004). Embora o DM
represente um dos principais problemas de ordem mundial, ainda pouco
se sabe sobre os efeitos da hiperglicemia sobre o sistema nervoso central
e a predisposicdo destes pacientes ao desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson e a doenca de
Alzheimer. Considerando que i) um dos principais problemas que
acometem os pacientes diabéticos é a neuropatia, tanto central como
periférica; ii) a disfuncdo mitocondrial estd envolvida tanto no DM
como em doengas neurodegenerativas; iii) a sobrevida de células
nervosas dependem do correto funcionamento mitocondrial, e iv) a
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hiperglicemia persistente gera potentes oxidantes mitocondriais (MG e
AGESs), o desenvolvimento deste trabalho se justificou na forma de
auxiliar no melhor entendimento dos mecanismos responsaveis pelas
alteragdes neurolégicas no DM e/ou na predisposicao de individuos com
hiperglicemia cronica ter aumentado o risco para o desenvolvimento de
doencas do sistema nervoso central, e na possibilidade de desenvolver
novos horizontes terapéuticos, que terdo como alvo a manutencdo do
correto funcionamento mitocondrial em situagdes de hiperglicemia
cronica.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos de 60 dias de vida (250-
300 g), obtidos a partir do Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Catarina, Florianopolis - SC, Brasil. Os animais foram mantidos
no Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica da mesma
Universidade, com temperatura controlada (22 °C £ 1 °C) e em um ciclo
claro/escuro de 12h. Estes foram mantidos em caixas de plastico
individuais, com livre acesso & &gua e a racdo comercial para roedores
(Nuvital -PR, Brasil), com excecdo dos periodos em que 0s 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 (PP00350/CEUA) da
Universidade Federal de Santa Catarina, e foi realizado em
conformidade com o “Guia de Principios para o uso de Animais em
Toxicologia” adotado pela sociedade de toxicologia em Julho de 1989.
Todos os esforcos foram feitos para minimizar o nimero de animais
utilizados e seu sofrimento.

4.2. MODELO EXPERIMENTAL DE DM: INDUCAO DA
HIPERGLICEMIA CRONICA ATRAVES DA ADMINISTRACAO
INTRAPERITONEAL (I.P.) DE ESTREPTOZOTOCINA (STZ)

A hiperglicemia foi induzida por uma Unica injecdo i.p. de 55
mg/kg de STZ diluida em tampéo citrato de sédio (pH 4,5), ap6s um
periodo de jejum de 14 horas. Controles foram executados em paralelo,
0s quais receberam somente a injecdo i.p. de veiculo (tampéo citrato de
sodio, pH 4,5, grupo controle). Ap6s a administracdo de STZ, os ratos



52

receberam para beber dgua contendo glicose a 5 % durante 24 horas, a
fim de evitar a morte por hipoglicemia. As concentracOes de glicose no
sangue foram avaliadas quatro dias apds a administracdo de STZ (ou
veiculo). A glicemia foi mensurada utilizando-se um glicosimetro
(OptiumTM Xceed , Abbott, EUA). Os animais com niveis de glicose
sanguinea superior a 200 mg/dL (11 mmol/L) foram considerados
hiperglicémicos, e foram divididos em dois grupos, o grupo STZ, em
gue os animais permaneceram hiperglicémicos durante 60 dias, e 0
grupo STZ + INS, em que os animais receberam por via subcutanea
(s.c.) 1,5 Ul de insulina Novolin® N (Novo Nordisk Laboratories,
Princeton, NJ, EUA), duas vezes ao dia durante 60 dias, afim 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 semanalmente
(Remor et al., 2011).

'-"-._ Veiculo ’[E;
“ 100mMde g 60
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sodio, pH 4,5 (i.p..
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Esquema 1. Desenho experimental. Desenvolvimento de
hiperglicemia pela administracdo de estreptozotocina (STZ) em ratos
Wistar adultos. Para detalhes, ver Material e Métodos.

Ap6s 60 dias de hiperglicemia, alguns animais foram mortos
por decapitacdo e o cortex cerebral foi dissecado para analise, conforme
descrito nas segfes seguintes. Os demais animais foram anestesiados
com hidrato de cloral (400 mg/kg, i.p.) e perfundidos com heparina
(1000 U/ml) em solucéo salina fisioldgica (NaCl 0,9%), seguido pela
perfusdo com paraformaldeido a 4%, em solucéo salina fisioldgica. O
cortex cerebral e o bulbo olfatério foram rapidamente removidos e pGs-
fixados em paraformaldeido a 4% (para a realizacdo da técnica de
imunofluorescéncia) ou estas estruturas foram seccionadas em pecas de
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1 mm x 1 mm e imersas em uma solugdo contendo paraformaldeido a
4% e glutaraldeido 1,5 % em tampdo cacodilato 0,1 M, durante 24
horas, para a analise por microscopia eletronica de transmisséo.

43. ANALISE DAS PROTEINAS DRP1 E MFN1 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, NazVO,4 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
tampdo 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 tampéo de
diluicdo (Tris 200 mM, com 40% de glicerol e azul de bromofenol, pH
6,8), numa propor¢do 25:100 (v/v), e B-mercaptoetanol (na concentracao
final de 8%), foram adicionados nas amostras.

As proteinas foram isoladas através de SDS-PAGE (eletroforese
em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio [SDS])
utilizando gel de separacdo de acrilamida com concentracdo 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.
Apbés 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.

Ap6s, as membranas foram bloqueadas com 5% de leite
desnatado em TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). Drpl e Mfnl
foram detectadas apds incubagdo overnight (4°C) com anticorpos
especificos para estas proteinas diluidos 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
detecgdo dos complexos imunes, as membranas foram incubadas por 1
hora com anticorpo secundario anti-coelho (conjugado a peroxidase) e
reveladas em filme radiografico, ap6s a emissdo de
guimioluminescéncia induzida por reagentes adicionados a membrana
de nitrocelulose (LumiGLO), de acordo com as recomendacbes do
fabricante. As membranas foram incubadas com o anticorpo anti-B-



54

actina (1:2000) para verificar se a mesma quantidade de proteinas foi
aplicada no gel. Todos os passos de blogueio e incubacdo foram
seguidos por trés lavagens (5 minutos) com TBS-T. As bandas
imunorreativas foram quantificadas usando o software Scion Image®
(Lopes et al., 2012).

44. DETERMINACAO DA EXPRESSAO GENICA DE TFAM,
NRF1, NDUFA6 E COXlI POR REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE VIA TRANSCRIPTASE REVERSA EM TEMPO
REAL (RT-PCR)

O RNA total foi isolado a partir de cortex cerebral 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 espectrofotdmetro 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-MLV transcriptase reversa (e quantidade de &gua
suficiente para completar 20 pL). Os microtubos foram colocados para
reacdo 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 descrito
previamente (Jiang et al., 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 pL e na presen¢a de 0,3 UM de
primers dos tipos forward ou reverse. Foram utilizados primers
especificos para proteinas envolvidas na transcricdo de genes
mitocondriais e de proteinas mitocondriais, conforme descritos na tabela
a seguir:
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Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados para a reagdo de RT-PCR em tempo
real.

Proteina Primer sequéncia forward Primer sequéncia reverse

B-actina 5’GCGTCCACCCGCGAGT | 5>CGACGACGAGCGCAGCG
ACAAC3 ATA3

Tfam 5’AAATGGCTGAAGTTGG | 5’AGCTTCTTGTGCCCAATC
GCGAAGTG3’ CCAATG?’

NRF1 5’AGCATGGGCGGGAGG | 5’TCCAACGGCTGCTGCGGT
ACCTT3’ TT3’

NDUFA6 | 5’TAGCCTGGGCTGGAAC | 5’TGTTGTGTTTGGCATGGA
TAGA3’ CT3’

Coxl 5 TCGCATCAAAAACGAG | 5>GGGTTCGAATCCTTCCTT
AAGTG3’ TC3’

Os primers utilizados foram desenhados utilizando o programa
“BLAST” disponivel em http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi, de
acordo com os exons especificos para cada proteina. As reacbes foram
realizadas num equipamento ABI PRISM 7900HT (Applied
Biosystems), instalado no Laboratério Multiusudrio 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 segundos e 60°C por 1 minuto, como descrito
previamente (Jiang et al., 2006). Os resultados foram analisados
utilizando o software Sequence Detection Systems (SDS) versdo 2.4. Os
dados foram normalizados pela expressdo do gene constitutivo B-actina,
empregado como padrdo (housekeeping gene). Os dados foram
expressos em conteldo relativo de mRNA em relagdo ao grupo controle.

4.5. I’MUNOFLUORE’SCENCIA PARA AVALIACAO DO
CONTEUDO DE PROTEINAS OXIDADAS POR MG

Ap6s 24 horas em paraformaldeido a 4%, os cérebros foram
seccionados, desidratados em etanol, diafanizados em xilol e embebidos
em parafina. Os cortes foram realizados em micrétomo rotativo, na
espessura de 7 pM. Os cortes foram primeiramente desparafinizados em
xilol e hidratados em etanol. A imunofluorescéncia foi realizada para
identificar o contetido de proteinas oxidadas por MG no cértex cerebral,
usando anticorpo primario monoclonal anti-metilglioxal (JalCa) em uma
diluigdo 1:400 e incubadas overnight, seguido de lavagens com PBS.
Apos, foi realizada a incubacdo com o anticorpo secundario Alexa Fluor
633 anti-camundongo (diluicdo 1:1000) durante 1 hora a 37°C, seguido
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de lavagens com PBS e montagem da lamina utilizando-se Gel Mount
(Sigma). Os tecidos dos grupos controle e dos grupos STZ e STZ+INS
foram colocados na mesma lamina, dessa forma sendo processados sob
as mesmas condicfes. A andlise do conteldo de proteinas oxidadas por
MG foi realizada nas cinco camadas do cdrtex. As analises histoldgicas
foram realizadas em microscépio de fluorescéncia Olympus modelo
BX41 e para as fotografias foi utilizado o sistema de captura de imagens
Q-capture Pro 5.1. A andlise da fluorescéncia foi realizada em 5-8
campos aleatorios, através da andlise de densidade Optica, utilizando-se
o software ImageJ®, e os dados foram expressos através da média de
densidade optica.

4.6. DETERMINACAO DE PROTEINAS

A determinacdo de proteinas dos homogeneizados foram
realizados pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando albumina
sérica bovina (BSA) como padrao.

4.7. MANUTENCAO DA LINHAGEM CELULAR DE
ASTROGLIOMA C6

A linhagem celular de astroglioma C6 foi obtida de American
Type Culture Collection (Rockville, Maryland, EUA). Estas células
adotam caracteristicas de astrdcitos (células 99% GFAP positivas) e tem
sido empregada como modelo experimental para o estudo do efeito in
vitro de numerosos toxicantes (Haghighat e McCandless, 1997;
Haghighat et al., 2000). As células foram cultivadas em frascos em meio
Eagle’s com modificagdo de Dubelcco (DMEM) contendo 2,5 mg/mL
de Fungizone® e 100 U/L de gentamicina, suplementadas com 5 % (v/v)
de soro fetal bovino (SFB), e mantidas a 37 °C com um minimo de 95%
de umidade relativa e em uma atmosfera de ar com 5% de CO..
Posteriormente, as células foram tratadas com 0,05% de tripsina/acido
etileno-diaminotetracético (EDTA) e cultivadas em distintas placas para
as diferentes analises (dos Santos et al., 2006). Ap6s confluéncia, 0 meio
foi trocado por DMEM contendo SFB 1% e contendo BSA 1 mg/mL ou
MG-BSA 0,1 e 1 mg/mL, durante 24 ou 48 horas.

4.38. FORMAGAO DE AGES A PARTIR DE MG (MG-BSA)

Para a geracdo de proteinas oxidadas por MG, BSA na
concentracgdo de 7,2 mg/mL foi exposta a0 MG na concentragdo de 100
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mM em tampéo fosfato de soédio 100mM, pH 7,4 a 37°C por 50 horas
em condicOes estéreis (as solucdes foram filtradas em membrana de 0,22
um). Apds este periodo, estas solu¢des modificadas de proteinas foram
dialisadas em tampdo bicarbonato de aménio 30 mM, pH 7,9 a 4°C, e
congeladas a -20 °C (Remor et al., 2011).

4.9. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

O ensaio do MTT (brometo de 3-(4,5)-dimetiltialzolil-2,5
difeniltetrazélio) foi utilizado para andlise da viabilidade celular apés
exposicdo das células a MG, BSA ou MG-BSA. O ensaio do MTT
baseia-se na clivagem deste composto, que é amarelo, pelas
desidrogenases mitocondriais, formando um composto parpura, o
formazan, o qual pode ser quantificado por espectrofotometria. As
células foram incubadas com BSA 1 mg/ml ou MG-BSA (0,1 e 1
mg/mL) durante 24 e 48 horas, ou com 30 UM e 300 uM de MG durante
60 min. Durante o periodo de incubacdo, as células foram mantidas em
estufa a 37 °C, com um minimo de 95% de umidade relativa e em uma
atmosfera de ar com 5% de CO, No final do periodo de incubacéo, o
teste do MTT foi realizado. A formagdo do formazan foi analisada
espectrofotometricamente a 570nm. Os resultados foram expressos em
percentagem dos controles, no qual foram atribuidos 100% de atividade
(Mosmann, 1983).

4.10. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

As células tratadas com BSA 1 mg/mL ou MG-BSA 0,1 e 1
mg/mL, ap6s 24 ou 48 horas de incubacdo, foram tripsinizadas,
centrifugadas e fixadas em uma solucdo contendo 4% de
paraformaldeido e 1,5 % de glutaraldeido em tampéo cacodilato 0,1M
durante 24 horas. Posteriormente, as células ou as pegas de tecido
(cortex cerebral e bulbo olfatério) foram submetidas a trés lavagens de
30 minutos em tampdo cacodilato 0,1 M pH 7,4. Em seguida, estas
amostras foram colocadas em tampdo cacodilato contendo tetréxido de
6smio 1% por 2 horas, e foram novamente lavadas em tampédo
cacodilato. O material foi posteriormente desidratado em concentra¢fes
crescentes de acetona (30; 50; 10; 90 e 2 vezes em 100% durante 20
minutos, a temperatura ambiente) e imerso em solugdo de acetona e
resina Spurr ou araldita, a temperatura ambiente (2:1; 1:1 e 1:2).
Finalmente, as pecas foram tratadas com resina pura (24 horas em estufa
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a 58-60°C, para solidificacdo) para posterior microtomia, a qual foi
realizada em ultramicrétomo na espessura de 60 — 70 nm (Hernandez-
Fonseca et al., 2009).

As andlises de morfologia mitocondrial foram realizadas em
microscopio eletronico de transmissdo JEM-101 (Laboratério Central de
Microscopia Eletronica da UFSC) e para as fotografias foi utilizado o
sistema de captura de imagens Gatan Digital Micrograph; ou utilizando-
se 0 microscopio eletrénico de transmissdo Zeiss Leo 906 E (Centro de
Microscopia Eletronica da Universidad Nacional de Cdrdoba) equipado
com a camera digital Megaview Ill. Para a andlise quantitativa do
conteldo mitocondrial e dos vacuUolos autofagicos, trés passagens
diferentes de células ou o cortex cerebral de trés animais de cada
condicdo experimental foram utilizados. Foram adquiridas sessenta
micrografias, de forma aleat6ria, na magnificacdo de 10.000 X (para as
células e bulbo olfatério) ou na magnificacdo de 40.000 X (para cortex
cerebral). O software Image J foi utilizado para as analises, inclusive
para a mensuracdo da area mitocondrial (De Paul et al., 1997).

411. CITOMETRIA DE FLUXO

As células tratadas com BSA 1 mg/ml ou MG-BSA 0,1 e 1
mg/mL foram fixadas com a solugdo comercial Citofix (solugdo de
paraformaldeido a 4%; BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA),
durante 20 minutos a 4 °C e permeabilizadas com a solu¢do comercial
Perm/Wash (contendo soro fetal bovino e saponina; BD Biosciences
Pharmingen). Em seguida, as amostras foram incubadas com os
anticorpos primarios (anti-Mfnl: 1:250; anti-Drpl: 1:200; Santa Cruz
Technology) overnight a 4°C, seguido por incubagdo com anticorpo
secundario anti-coelho Alexa 647 (1:2000; Invitrogen) durante 60 min, a
4°C. Por fim, as células foram lavadas, ressuspendidas em PBS e
analisadas por citometria de fluxo (1 x 10° eventos/tratamento
experimental; Ortho Diagnostic System, Raritan, NJ). A analise dos
dados foi realizada utilizando o software FlowJo (Tree Star, Ashland,
OR), determinando o contetido de Mfnl e Drpl pela média geométrica
da intensidade de fluorescéncia (Sosa et al., 2012).

4.12. IDENTIFICACAO DE AUTOFAGIA POR
IMUNOFLUORESCENCIA

Para esta metodologia, células C6 de astroglioma foram
semeadas em placas de 24 pogos contendo laminulas circulares. Apds o
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tratamento com BSA 1 mg/mL ou MG-BSA 0,1 e 1 mg/mL, as células
foram lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeido 4%, durante 24
horas. ApoOs este periodo, as células foram lavadas com PBS,
permeabilizadas com Triton X-100 a 0,5%, e os antigenos inespecificos
foram bloqueados usando-se uma solucdo de PBS contendo BSA a 5%.
A imunofluorescéncia foi realizada para identificar o conteldo de
vactolos autofagicos nestas células, usando anticorpo primario
monoclonal anti-LC3B (Invitrogen) em uma diluicdo 1:1000 e
incubadas overnight, seguido de lavagens com PBS. Apés, foi realizada
a incubagdo com o anticorpo secundario Alexa Fluor 488 anti-coelho
durante 1 hora a 37°C, seguido da marcacdo nuclear com DAPI, de
lavagens com PBS e montagem da lamina utilizando-se Gel Mount
(Sigma). As analises foram realizadas em microscépio de fluorescéncia
Olympus modelo BX41 e para as fotografias foi utilizado o sistema de
captura de imagens Q-capture Pro 5.1. A analise da fluorescéncia foi
realizada em 7-10 campos aleatdrios, utilizando-se o software ImageJ®.

4.13. RESPIROMETRIA DE ALTA RESOLUCAO

A analise da respiracdo mitocondrial de células de astroglioma
(C6) foi realizada em um oxigrafo de alta resolugdo (Oxygraph-2k
Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria), a 37°C. A calibracdo do
equipamento com meio DMEM sem SFB foi realizada diariamente. As
células foram inseridas no chamber a uma concentracdo de 250.000
células/mL em meio DMEM sem SFB. Primeiramente, aguardou-se a
estabilizacdo do consumo de oxigénio, sem a adicdo de substratos ou
inibidores da respiracdo, determinado de respiracdo basal. Apos, veiculo
(dimetil sulfoxido - DMSO) ou MG numa concentracéo final de 30 ou
300 uM foi adicionado no chamber e observou-se a respiragdo basal
durante 15 minutos, apoés a estabilizacdo. Apoés, este periodo, foram
observados 0s seguintes pardmetros da respiracdo mitocondrial:
1- Estado IV de respiracdo mitocondrial: Este estado respiratério esta
representado pelo consumo de oxigénio ocasionado pela transferéncia de
elétrons através da CR. Neste estado ndo ha sintese de ATP e
experimentalmente é estudado analisando o consumo de oxigénio
(aproximadamente durante 4 minutos) ap6s adicionar oligomicina no
meio. A oligomicina é um inibidor da subunidade Fo da ATP sintase ou
complexo V da CR. O efeito induzido por esta inibigdo é caracterizado
por uma marcada reducdo no consumo de oxigénio (Nelson e Cox,
2004).
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2- Respiracdo méxima: Este parametro representa o consumo de
oxigénio observado ap6s titular o sistema experimental com o
desacoplador mitocondrial FCCP (carbonilcianeto-4-trifluorometoxi
fenil-hidraxona). lonéforos como o FCCP permitem que ions
inorganicos passem facilmente através das membranas. Eles desacoplam
a transferéncia de elétrons da fosforilagdo oxidativa por dissipar os
prétons que formam o gradiente eletroquimico através da membrana
mitocondrial (Nelson e Cox, 2004). Este parametro indica a capacidade
méaxima mitocondrial em transferir elétrons (Gnaiger, 2001).
3-_Capacidade de controle respiratério (respiracdo méxima / estado 1V):
Indice utilizado para determinar a contribuicio dos diferentes estados
respiratorios, calculado utilizando a respiragdo méaxima e o estado IV da
respiracdo (Sjovall et al., 2010).

4- Consumo de oxigénio residual: Indica o consumo de oxigénio nao
proveniente da respiragdo mitocondrial, representado pela redugdo
incompleta do oxigénio em espécies reativas. A producdo de espécies
reativas de oxigénio é observada apds adicionar rotenona, que inibe o
complexo | da CR, e antimicina A, inibidor do complexo Ill. 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).

Oligomicina FCCP Rotenona e
Antimicina A
360 1

320

Capacidade
de controle
respiratorio

i T . B
=2 &~
o o o

—
o~
=]

Consumo de oxigénio

0D 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Tempo (minutos)
Figura 8. Grafico representativo das curvas que mostram o consumo de
oxigénio por um sistema celular em um experimento de respirometria classica
(Adaptado de http://www.seahorsebio.com).
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Os dados foram coletados por meio do software DatlLab 4.3
(Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria), avaliando a concentragéo e
o fluxo de oxigénio apos a adicdo de inibidores e desacopladores da CR
mitocondrial.

Além disso, observou-se a respiracdo basal de células C6 na
presenca de 4&cido octandico (os 4acidos graxos sao conhecidos
desacopladores mitocondriais (Berg et al., 2007) e 2,3-butanodiona (um
composto estruturalmente semelhante ao MG). Estes compostos foram
adicionados no chamber do oxigrafo para comparar os efeitos destes
com o efeito observado pelo MG. Além disso, uma curva de titulacdo
foi realizada com MG (1-30 puM e 100-3000 puM) e a respiracdo basal
foi observada.

4.14. CULTURA PRIMARIA DE ASTROCITOS CORTICAIS

Cultura priméria de astrocitos foram preparados a partir de
cortex cerebral de ratos com 1-2 dias de vida, de acordo com Olivera et
al. (2008) gOIivera et al., 2008). Os astrécitos 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 IU/mL de penicilina e 100 ug/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 astrécitos foram expostos
a BSA 1 mg/mL e MG-BSA 0,1 e 1 mg/mL durante 48 horas. As células
foram utilizadas para as analises referentes a mensuracdo do Aym,
através da sonda JC-1.

4.15. POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL

A sonda JC-1 foi utilizada para a mensuracdo do Aym, de
acordo com as instruc@es do fabricante. Resumidamente, ap6s as células
serem expostas a0 BSA 1 mg/mL ou ao MG-BSA 0,1 e 1 mg/mL, estas
foram lavadas com PBS estéril e em seguida incubadas com a sonda JC-
1 (3 uM), durante 10 min, em uma estufa com atmosfera controlada (37
°C, 95% de O,/5% de CO,) (Cassina et al., 2008). As células foram
novamente lavadas com PBS e imediatamente fotografadas em um
microscopio de fluorescéncia Olympus FV300, ou analisadas
fluorimetricamente, a 590 nm e 520 nm.
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4.16. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da
média (EPM). Os dados foram analisados utilizando a analise de
variancia (ANOVA), seguido pelo post hoc de Tukey, quando F foi
considerado significativo. Para a analise estatistica referente aos
resultados de titulagdo com o MG, utilizou-se a ANOVA de uma via
para medidas repetidas, seguido pelo teste post hoc de Bonferroni.
Apenas valores significativos de F sdo citados no texto. Diferencas entre
0s 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 construidos utilizando-se
o software GraphPad Prism 5°.

5. RESULTADOS

5.1. DINAMICA E BIOGENESE MITOCONDRIAL EM MODELO
ANIMAL DE HIPERGLICEMIA CRONICA E EFEITOS DA
ADMINISTRACAO DE INSULINA

5.1.1. Caracterizacdo do modelo de hiperglicemia cronica
induzido pela administracdo de estreptozotocina (STZ) em ratos
Wistar

A Figura 9 mostra o efeito da administracdo de STZ sobre a
massa corporal, anatomia das ilhotas de Largenhans e sobre pardmetros
bioguimicos em ratos Wistar adultos. A Figura 9A mostra a reducéo do
ganho de peso corporal em animais que receberam injecédo i.p. de STZ,
durante os 60 dias que permaneceram hiperglicémicos. Pode-se observar
que o tratamento com insulina (grupo STZ+INS) preveniu contra a
reducdo do ganho de peso corporal, apresentando massa corporal
semelhante aos animais do grupo controle. A Figura 9B mostra uma
diminuicdo no tamanho e alteracdo da arquitetura das ilhotas de
Langerhans em todos os grupos tratados com STZ. Na Figura 9C
observa-se um aumento na glicemia nos animais do grupo STZ, que foi
prevenido pela administracdo de insulina. O perfil lipidico dos animais
que receberam STZ também foi alterado, como mostra a Figura 9D,
onde se observa um aumento nas concentragdes plasmaticas de
triglicerideos, o qual foi prevenido pela administracdo de insulina. A
Figura 9E mostra uma deplecdo quase total nas concentracBes da
insulina nos animais do grupo STZ, enquanto que 0s ratos que
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receberam insulina possuem valores maiores do que o0s controles
(aumento de 1322% nos animais do grupo STZ + INS, comparados aos
controles) (Matos et al., 2013; Trabalho de Mestrado em Bioquimica,

L
ame®®
L PEERY

see

00000
e ©0%0060004,09000000000

ano de 2013).
A 400 e Controle
o STZ
= STZ+INS
375
350
5 9
5 300 5 Py
o - =a0
8 Ca
L}
& s i«_n‘;
e*Bmn”®
.
250 .-',5!u
!-!
225
0 5 10 15

ma/dL

STZ STZ+INS

Controle

20 25 30 35 40 45 50 55 60

Dias de tratamento

Triglicerideos

(WU/mL)
8 8 8 8

STZ STZ+INS o @ °
Ci + -

S1Z - + -

STZ+INS - - +

Controle

Figura 9. Efeito da hiperglicemia crbnica (60 dias) induzida pela administracéo
de estreptozotocina (STZ; 55mg/kg, via intraperitoneal), e da administragdo
exogena de insulina (INS; insulina Novolin®N 1,5 Ul duas vezes por dia; via
subcutanea), sobre a massa corporal (A), morfologia das ilhotas de Langerhans
(B), glicemia (C), triglicerideos plasmaticos (D) e insulinemia (E) de ratos
Wistar (machos, 60 dias, 250 — 300g). Os dados estdo representados como
média do peso (N= 7 a 11 animais por grupo). O peso corporal foi
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significativamente diferente entre os grupos controle e STZ no dia 7 (*) e entre
STZ ¢ STZ + INS no dia 7 (8) (ANOVA de uma via com modelo linear). A
morfologia das ilhotas de Langerhans foi obtida a partir de cortes semifinos de
pancreas corados com azul de toluidina e observados em microscépio 6ptico em
uma magnificacdo de 400X. B1: Controle; B2: STZ; B3: STZ + INS. As barras
representam média * erro padrio da média (n = 4-6 animais por grupo). P <
0,05, © P < 0,01; ™'P < 0,001, comparado ao grupo controle; ¥ P < 0,01,
comparado ao grupo STZ (ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de
Tukey). Reproduzido com autoriza¢do de Matos, 2013.

A Figura 10 mostra o efeito da hiperglicemia crénica sobre a
formagdo e acimulo de proteinas oxidadas por MG (MG-AGESs) no
cérebro de animais hiperglicémicos. A Figura 10B mostra o acimulo de
MG-AGEs no cortex cerebral de animais com hiperglicemia cronica,
efeito que foi prevenido de forma parcial pela administracdo de insulina
(Figura 1OC) [F(2’37): 6,29; P < 0,01]
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Figura 10. Conteddo de proteinas oxidadas por metilglioxal
(imunofluorescéncia) em cortex cerebral de ratos Wistar (machos; 60 dias de
vida; 250-300 g) submetidos a hiperglicemia cronica induzida pela
administracdo de estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg; via intraperitoneal; durante
60 dias), e/ou tratados com insulina (STZ+INS; insulina Novolin®N 1,5 Ul duas
vezes por dia; via subcutanea). A magnificacdo das fotografias corresponde a
400x. A: Grupo Controle; B: Grupo STZ; C: Grupo STZ + INS. A barra
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representa 50 um. A intensidade total de pixels foi determinada e os dados
representam a média da densidade dptica + 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).

5.1.2. Efeito da hiperglicemia cronica induzida pela administragéo
de estreptozotocina (STZ) e/ou da insulina (INS) sobre o contetdo
de proteinas envolvidas na dindmica mitocondrial no cdértex
cerebral de ratos Wistar

As Figuras 11 A e B mostram o conteldo das proteinas Mfnl e
Drpl, proteinas relacionadas aos processos de fusdo e fissdo
mitocondrial, respectivamente, no cértex cerebral de animais dos grupos
controle, STZ e STZ+INS. As figuras mostram que nem o estado
hiperglicémico crénico, nem a normalizacdo desta pela administracéo de
INS modificaram o conteldo total (incluindo a fracdo fosforilada) das
proteinas Mfn1 e Drpl, em homogeneizados corticais de ratos Wistar.
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Figura 11. ConteGdo das proteinas Mfnl (A) e Drpl (B) em homogenato de
cortex cerebral de ratos Wistar (machos; 60 dias de vida; 250-300 g) submetidos
a hiperglicemia cronica induzida pela administragdo de estreptozotocina (STZ;
55 mg/kg; via intraperitoneal; durante 60 dias), e/ou tratados com insulina
(STZ+INS; insulina Novolin®N 1,5 Ul duas vezes por dia; via subcutanea). Os
dados foram normalizados através da analise do contetido proteico de B-actina.
Os resultados foram expressos como percentagem do controle. As barras
indicam a média + erro padrdo da média (n= 3 animais por grupo) (ANOVA de
uma via).
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5.1.3. Efeito da hiperglicemia cronica induzida pela administragéo
de estreptozotocina (STZ) e/ou da insulina (INS) sobre o contetdo
de mRNA de proteinas envolvidas na fisiologia mitocondrial no
cortex cerebral de ratos Wistar

As Figuras 12 A-D mostram a expressao dos genes que
codificam para as proteinas transferidoras de elétrons, NDUFAG6 e
COXI, e para as proteinas Tfam e NRF1, envolvidas no processo de
biogénese mitocondrial. Pode ser observado na Figura 12A, que houve
uma reducdo significativa no contetdo de mRNA de NDUFA6 no
cortex cerebral dos animais do grupo STZ+INS, quando comparado com
os grupos controle e STZ [F, 6 = 8,05; P < 0,05]. A Figura 12C mostra
um aumento significativo no conteddo de mRNA de Tfam no cortex
cerebral dos animais do grupo STZ+INS, quando comparado com 0s
grupos controle e STZ [Fpe = 8,65 ; P < 0,05], e que este aumento
correlacionou significativamente e de forma inversa com NDUFAG (r =-
0,78; P <0,05). No entanto, a quantidade de copias de MRNA de COXI
e de NRF1 ndo foram significativamente modificadas pelos tratamentos
(Figuras 12B e D).

5.1.4. Efeito da hiperglicemia crénica induzida pela administracéo
de estreptozotocina (STZ) e/ou da insulina (INS) sobre o contetdo e
morfometria mitocondrial no cértex cerebral e no bulbo olfatério de
ratos Wistar

As figuras 13A-C mostram imagens representativas de células
neurais do cortex cerebral de animais dos grupos controle, STZ e
STZ+INS analisados por microscopia eletrbnica de transmissdo. A
Figura 13E mostra que as mitocdndrias de cortex cerebral dos animais
hiperglicémicos que receberam a administracdo de insulina (grupo
STZ+INS) sdo maiores que as mitocdndrias de cortex cerebral dos
grupos de animais hiperglicémicos (STZ) e controles [Fpg= 7,39; P <
0,05]. As figuras 13D e 13F mostram que o nimero de mitocondrias ndo
foi alterado entre os grupos analisados.

As figuras 14A-C mostram imagens representativas obtidas por
microscopia eletronica de transmissdo de células neurais do bulbo
olfatorio de animais do grupo controle, STZ e STZ+INS. A Figura 14D
mostra que ha um aumento do nimero de mitocondrias em bulbo
olfatério de animais do grupo STZ e STZ+INS, comparado ao controle
[F(336= 18,42; P < 0,001].
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Figura 12. Expressao relativa de genes que codificam para as proteinas
NDUFAG6 (A), COXI (B), Tfam (C) e NRF1 (D) no cortex cerebral de ratos
Wistar (machos; 60 dias de vida; 250-300 g) submetidos a hiperglicemia
cronica induzida pela administragdo de estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg; via
intraperitoneal; durante 60 dias), e/ou tratados com insulina (STZ+INS; insulina
Novolin®N 1,5 Ul duas vezes por dia; via subcutanea). (E) Correlacéo entre o
contetdo de mRNA de Tfam e NDUFA®6. Os resultados foram normalizados
mediante a quantificagdo da expressdo do gene que codifica para B-actina. As
barras indicam a média + erro padréo da média. ‘P < 0,05; comparado ao grupo
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controle; P < 0,05; comparado ao grupo STZ (h= 3 animais por grupo)
(ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey).
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Figura 13. Conteldo e morfometria mitocondrial no cortex cerebral de ratos
Wistar (machos; 60 dias de vida; 250-300 g) submetidos a hiperglicemia
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cronica induzida pela administracdo de estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg; via
intraperitoneal; durante 60 dias), e/ou tratados com insulina (STZ+INS; insulina
Novolin®N 1,5 Ul duas vezes por dia; via subcutanea). As fotografias A-C s&o
representativas da analise ultraestrutural realizada por microscopia eletronica de
transmissdo. A magnificacio das fotografias corresponde a 40.000x. As barras
representam 0,5 um. A morfometria refere-se & mensuracdo da é&rea
mitocondrial empregando o software ImageJ® (demonstrado pelas setas no
interior da mitocdndria na Figura A). As barras indicam a média + erro padrdo
da média (n= 3 animais por grupo). P < 0,05; comparado com o grupo controle
(ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey).
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Figura 14. Contetido mitocondrial no bulbo olfatério de ratos Wistar (machos;
60 dias de vida; 250-300 g) submetidos a hiperglicemia cronica induzida pela
administracdo de estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg; via intraperitoneal; durante
60 dias), e/ou tratados com insulina (STZ+INS; insulina Novolin®N 1,5 Ul
duas vezes por dia; via subcutanea). As fotografias A-C sdo representativas da
andlise realizada por microscopia eletronica de transmissdo. A magnificacéo das
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fotografias corresponde a 10.000x. As barras representam 2 pm. A contagem de
mitocondrias foi realizada em campos aleatérios e a média de
mitocondrias/campo foi calculada. As barras indicam a média + erro padrao da
média (n= 3 animais por grupo). P < 0,001; comparado com o grupo controle
(ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey).

5.2. DINAMICA E FISIOLOGIA MITOCONDRIAL EM
CULTURA DE CELULAS ASTROCITARIAS EXPOSTAS A AGES
E/OU MG

5.2.1. Efeito dos produtos terminais de glicacdo (AGEs) no
contetido e morfometria mitocondrial em células C6 de astroglioma
de rato

As Figuras 15 A-H mostram o efeito dos AGEs, representados
por albumina sérica bovina oxidada com MG (0,1 e 1 mg/mL; 24 ou 48
horas), sobre o contetido e morfologia mitocondrial em células C6 de
astroglioma de rato. Pode ser observado nas Figuras 15 A-G, um
aumento significativo no nimero de mitocdndrias, apés 24h e 48h de
exposicdo a MG-BSA (24 horas: [F6 = 37,23; P < 0,001]; 48 horas:
[Fee=10,74 ; P <0,01]). Ainda, pode ser observado que o aumento no
nimero de mitocéndrias foi acompanhado por uma reducéo no tamanho
da organela (Figura 15G) (24 horas: [F4my = 17,78; P < 0,001]; 48
horas: [F 432 = 22,69; P < 0,001]).
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Figura 15. Efeito in vitro de produtos terminais de glicacdo (MG-BSA; 0,1 e 1
mg/mL; 24h e 48h) sobre o contetdo e morfometria mitocondrial em células C6
de astroglioma de rato. As fotografias A-F sdo representativas da andlise
ultraestrutural realizada por microscopia eletrbnica de transmissdo. A
magnificacdo das fotografias corresponde a 10.000x. As barras representam
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2um. A morfometria refere-se & mensuragdo da &rea mitocondrial, empregando
o software Image]® (demonstrado pelas setas no interior da mitocondria na
Figura A). As barras indicam a média * erro padrdo da média (n= 3
experimentos independentes). = P< 0,05; ~ P< 0,01; ©~ P< 0,001; comparado
com a condigdo controle, representada por células expostas a 1 mg/mL de BSA
por igual periodo de tempo (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de
Tukey).

5.2.2. Efeito dos produtos terminais de glicacdo (AGEs) e do
metilglioxal sobre a viabilidade celular em células C6 de
astroglioma de rato

As Figuras 16A e B mostram a viabilidade celular de células C6
de astroglioma de rato expostas durante 24 ou 48 horas a MG-BSA (0,1
e 1 mg/mL), ou durante 1 hora a MG (30 e 300uM). Como observado,
os tratamentos realizados ndo alteraram a viabilidade destas células.

A s e
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Figura 16. Efeito in vitro de MG-BSA (A; 0,1 e 1 mg/mL; 24 e 48 h) ou
metilglioxal (B; MG; 30 e 300 pM; 60 min) sobre a viabilidade celular (reducdo
do MTT) em células C6 de astroglioma de rato. As barras indicam a média +
erro padrao da média (n= 3 experimentos independentes) (ANOVA de uma via).

5.2.3. Efeito dos produtos terminais de glicacdo (AGEs) sobre a
dindmica mitocondrial em células C6 de astroglioma de rato

As Figuras 17A e B mostram o efeito de AGEs (MG-BSA)
sobre o conteldo total das proteinas Mfnl e Drpl, medido por
citometria de fluxo, em células C6 de astroglioma de rato. Pode ser
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observado que o tratamento com 0 AGE ndo modificou o conteldo total
destas proteinas, incluindo a fragéo fosforilada.
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1254 (
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Figura 17. Efeito in vitro de produtos terminais de glicacdo (MG-BSA; 0,1 e 1
mg/mL; 24h e 48h) sobre o conteddo de Mfnl (A) e Drpl (B) em células C6 de
astroglioma de rato. A quantificagdo do conteldo proteico foi realizado por
citometria de fluxo empregando anticorpo especifico contra as proteinas
analisadas. As barras indicam a média = erro padrdo da média (n= 3
experimentos independentes) (ANOVA de uma via).

5.2.4. Efeito dos produtos terminais de glicagdo (AGEs) sobre a
autofagia em células C6 de astroglioma de rato

A Figura 18 mostra o efeito de AGEs (MG-BSA) na inducdo de
autofagia em células gliais. Pode ser observado na Figura 18 B-D que o
tratamento (48 h) ndo provocou alteragdo no numero de vactolos
autofagicos em células C6 de astroglioma. Corroborando com este dado,
a Figura 19 mostra que o conteldo da proteina LC3B (relacionada a
formagdo de vacuolos autofagicos) também ndo foi alterada nestas
células neurais.
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Figura 18. Efeito in vitro de produtos terminais de glicacdo (MG-BSA; 0,1 e 1
mg/mL; 48h) sobre o contelldo de vacUolos autofagicos em células C6 de
astroglioma de rato. As fotografias A-C sdo representativas da anlise
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ultraestrutural realizada por microscopia eletrbnica de transmisséo. A Figura E
mostra um vaclolo autofagico na magnificacdo de 60.000x, contendo em seu
interior uma mitocondria. A barra na Figura E representa 0,2 pm. A Figura F
mostra um desenho esquemdtico da formagdo de vaclolos autofagicos
(adaptado de Kubli e Gustafsson, 2012). A magnificacdo das fotografias A-C
correspondem a 10.000x. As barras nestas imagens representam 2 pum. As
barras em F indicam a média + erro padrdo da média (n= 3 experimentos
independentes) (ANOVA de uma via).
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Figura 19. Efeito in vitro de produtos terminais de glicacdo (MG-BSA; 0,1 e 1
mg/mL; 48h) sobre o conteido da proteina LC3B em células C6 de astroglioma
de rato. As fotografias A-C sdo representativas da analise em microscopia de
fluorescéncia. A barra na imagem C representa 20 um. A magnificagdo das
fotografias corresponde a 1.000x. Em D, as barras indicam a média + erro
padrdo da média (n= 3 experimentos independentes) (ANOVA de uma via).

5.2.5. Efeito do metilglioxal (MG) sobre a fisiologia mitocondrial
em células C6 de astroglioma de rato

A Figura 20 mostra o efeito de concentragcfes crescentes de MG
sobre a respiragcdo mitocondrial em células C6 de astroglioma de rato. A
Figura 20A mostra um aumento significativo no consumo de oxigénio
durante o estado de respiracdo basal (respiracdo basal medida por 15
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minutos apos a adigdo de veiculo ou 30-300uM de MG) [F13) = 3,789;
P < 0,05]. Ainda, pode ser observado que este efeito é dependente da
concentragdo de MG [B= 0,61; P < 0,05]. De forma similar, A Figura
20B mostra um aumento significativo no consumo de oxigénio no
estado IV de respiracdo mitocondrial (medido apds a adicdo de
oligomicina; inibidor do complexo V) [F13= 4,11; P < 0,05], sendo
este efeito também dependente da concentracdo do metabolito [B= 0,60;
P < 0,05]. A Figura 20C mostra que ndo houve diferencas significativas
na contribuicdo da ATP sintase ao consumo de oxigénio basal. Apesar
destas alteragbes na respiragdo mitocondrial induzidas pelo MG, a
respiracdo méaxima (estado desacoplado induzido por concentracfes
crescentes de FCCP) ndo foi modificada pelo MG (Figura 20D). No
entanto, o controle respiratorio foi significativamente comprometido na
presenca de MG (30 e 300 uM) [F(213= 7,81; P < 0,01] (Figura 20E). A
Figura 20F mostra que o tratamento com MG ndo provocou um aumento
na producdo de espécies reativas de oxigénio, embora apresentem uma
relativa dependéncia da concentragdo empregada [pB= 0,58, P < 0,05].

5.2.6. Efeito de concentragdes crescentes de metilglioxal (MG)
sobre a respiracdo basal em células C6 de astroglioma de rato

A Figura 21 mostra o efeito positivo do MG em aumentar a
respiracdo basal apds uma titulagdo com concentracbes crescentes do
composto. Pode ser evidenciado um aumento linear [= 0,89; P < 0,001]
do consumo de oxigénio desde 1 a 30 uM de MG, com aumentos
significativos a partir de 7 UM [Fs0.03 = 143; P < 0,001] (Figura 21A).
No entanto, a titulagdo entre 200 e 3.000 uM provocou um aumento
significativo na respiracdo com maximo efeito em concentracfes entre
800 — 1.200 pM [F (30,03 = 464; P < 0,001] (Figura 21B).
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Figura 20. Efeito in vitro de metilglioxal (MG; 30 e 300 uM) sobre parametros
de respiracdo celular em células C6 e astroglioma de rato. As medidas de
consumo de oxigénio, respiracdo basal (A), estado IV de respiragdo
mitocondrial (B), contribuicdo da ATP sintase ao consumo de oxigénio basal
(C), respiracdo maxima (D), indice de controle respiratorio (E) e geracdo de
espécies reativas extramitocondriais (F), foram medidas em respirdmetro de alta
resolucdo Oroboros em meio DMEM livre de soro fetal bovino a 37 °C. As
barras indicam a média * erro padrdo da média (n= 4-7 experimentos
independentes) (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey).

5.2.7. Efeito de concentracfes crescentes de metilglioxal (MG)
sobre a respiragdo basal em células C6 de astroglioma de rato

A Figura 21 mostra o efeito positivo do MG em aumentar a
respiracdo basal apds uma titulagdo com concentracbes crescentes do
composto. Pode ser evidenciado um aumento linear [f= 0,89; P < 0,001]
do consumo de oxigénio desde 1 a 30 uM de MG, com aumentos
significativos a partir de 7 UM [F3093 = 143; P < 0,001] (Figura 21A).
No entanto, a titulagdo entre 200 e 3.000 UM provocou um aumento
significativo na respiracdo com méximo efeito em concentragdes entre
800 — 1.200 pM [F 30,03 = 464; P < 0,001] (Figura 21B).
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Figura 21. Efeito in vitro de metilglioxal (MG; 1- 3.000 pM) sobre a
respiracdo basal em células C6 de astroglioma de rato. As barras indicam a
média + erro padrdo da média (n= 4 experimentos independentes). "P< 0,05; ~~
P< 0,001; comparado ao consumo de oxigénio em condices livres de MG. As
medidas foram realizadas em respirdmetro de alta resolucdo Oroboros em meio
DMEM livre de soro fetal bovino a 37 °C. O painel A indica o consumo de
oxigénio de adi¢des sucessivas de 1 UM de MG a cada dois minutos. O painel B
corresponde a adigOes sucessivas de 100 UM de MG a cada dois minutos. A
primeira medida de consumo de oxigénio foi determinada apds 15 minutos
adicdo do MG (ANOVA de uma via para medidas repetidas seguida pelo teste
post hoc de Bonferroni).

5.2.8. Comparacéo do efeito do metilglioxal (MG) no aumento do
consumo de oxigénio a um desacoplador classico e a um composto
estruturalmente similar ao MG em células C6 de astroglioma de
rato

A Figura 23 mostra o efeito no consumo de oxigénio de um
desacoplador mitocondrial classico, acido octandico, e da 2,3-
butanodiona, composto estruturalmente semelhante ao MG (Figura 22).
Pode ser observado na figura que o &cido octandico aumentou
significativamente o consumo basal de oxigénio nas concentracdes de
30 e 300 uM [Fpq = 16,521; P < 0,001]. Esses aumentos foram
similares aqueles induzidos por concentracGes idénticas de MG (Figura
22).
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Figura 22. Estrutura quimica dos compostos metilglioxal, 2,3-butanodiona e
acido octandico.
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Figura 23. Efeito in vitro de 4cido octandico e 2,3-butanodiona (30 e 300 uM)
sobre a respiragdo basal em células C6 de astroglioma de rato. As barras
indicam a média * erro padrdo da média (n= 4 experimentos independentes). As
medidas foram realizadas em respirdmetro de alta resolu¢cdo Oroboros em meio
DMEM livre de soro fetal bovino a 37 °C. ™ P< 0,01; ™~ P< 0,001; comparado
ao consumo de oxigénio em condigdes livres de &cido octandico ou 2,3-
butanodiona (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey).

5.2.9. Efeito dos produtos terminais de glicacdo (AGES) sobre o
potencial de membrana mitocondrial em cultura primaria de
astrdcitos corticais

A Figura 24 mostra o efeito de BSA e MG-BSA (0,1 - 1
mg/mL; 48 horas) sobre o potencial de membrana mitocondrial em
cultura primaria de astrécitos corticais. Pode ser observado na figura que
0 tratamento com o AGE provocou uma reducdo significativa neste
parametro [F(¢ = 10,26; P < 0,05).
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Figura 24. Efeito in vitro de produtos terminais de glicacdo (MG-BSA; 0,1 e 1
mg/mL; 48h) sobre o potencial de membrana mitocondrial observado através do
uso da sonda JC-1, em cultura primaria de astrocitos corticais de ratos Wistar. A
barra na imagem representa 50 um. A magnificago das fotografias corresponde
a 400x. As barras no grafico indicam a média + erro padrdo da média (n= 3
experimentos independentes). ~ P< 0,05; comparado as células expostas ao BSA
1 mg/mL (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey).

4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho doutoral demonstraram que
o0 estado hiperglicémico cronico, bem como os metabolitos vinculados,
MG e AGEs, comprometem a dindmica e fisiologia mitocondrial das
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células do sistema nervoso central, podendo ser estes mecanismos
envolvidos na maior predisposicdo ao desenvolvimento de doencas
neurolégicas/neurodegenerativas em individuos com hiperglicemia
persistente.

A hiperglicemia cronica é a principal caracteristica do DM, que
¢ uma sindrome de etiologia multipla decorrente da falta de insulina
e/ou da incapacidade da insulina em exercer adequadamente seus
efeitos. A hiperglicemia parece ser o gatilho para induzir as alteragdes
metabolicas celulares causadas pela doenca (Brownlee, 2005; Nishikawa
et al., 2000), os quais culminam no aumento da producdo de EROs,
levando a uma disfun¢do mitocondrial. O DM tem sido considerado
como um fator de risco para a predisposi¢do para 0 desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson e de
Alzheimer (Hu et al., 2007; Kroner, 2009). A incidéncia destas
patologias neuroldgicas parece ser maior em individuos com DM2
(Craft e Watson, 2004) e ainda, j& esta descrito na literatura que estes
pacientes possuem mais que o dobro de chances para desenvolver
doenca de Alzheimer que individuos ndo diabéticos (Ott et al., 1996).
Por outro lado, aproximadamente 50% dos pacientes afetados pela
doenca de Parkison apresentam DM ou tolerancia diminuida a glicose
(Barbeau et al., 1961; Boyd et al., 1971; Lipman et al., 1974), condicdo
gue é exacerbada pelo classico tratamento farmacoldgico representado
pela L-DOPA (L-3,4-dihidroxifenilalanina) (Furman and Wilson, 1979).
Ainda, pacientes afetados pelas duas condicfes, doenca de Parkinson e
DM, apresentam aceleracdo na progressdo de sintomas motores e
cognitivos relacionados com o processo neurodegenerativo (Figlewicz et
al., 1996; Schwab, 1960).

A relacdo entre DM e as doencas neurodegenerativas parece ser
a producdo exacerbada de EROs e a disfungdo mitocondrial, fatores que
estdo associados tanto com o DM como com as doencas
neurodegenerativas (Cheng et al., 2010; Reddy et al., 2009). Neste
contexto, células que necessitam de uma alta demanda metabolica e um
grande requerimento de energia, como as células neurais, sdo as mais
vulnerveis as alteragbes que envolvem disfungdo mitocondrial. Esta
grande demanda energética deve-se ao fato que os neurénios sdo células
altamente diferenciadas que necessitam grandes quantidades de ATP
para a correta manuten¢do dos gradientes idnicos transmembrana, e para
0s processos de neurotransmissdo (Silver e Erecinska, 1998). Dessa
forma, a utilizacdo da glicose pelas células do sistema nervoso central é
essencial para assegurar a sobrevida destas, visto que a reserva
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energética cerebral em condi¢fes de normoglicemia, o glicogénio, €
extremamente pequena (3-5 pmol . g™ de tecido) (Oz et al., 2007).
Ainda, o cérebro ndo utiliza &cidos graxos como fonte para a geracao de
energia, ja que ndo ha transporte quantitativamente importante através
da barreira hematoencefélica. Ainda, os vasos sanguineos que formam
esta barreira expressam o transportador de glicose GLUT1 (Pardridge et
al.,, 1990) o qual ndo é responsivo a insulina, apesar de GLUT4
(responsivo a insulina) ser também expresso em muitas regides cerebrais
(Tomlinson e Gardiner, 2008). Desta maneira, o funcionamento
adequado do sistema nervoso requer o suprimento continuo de glicose
desde a circulacio periférica (Erecinska et al., 1994) e, devido ao fato
que os transportadores de glicose das células neurais ndo dependem de
insulina para a captacdo de glicose, o contetido de glicose intracelular é
um reflexo das concentragcbes de glicose sanguinea. No entanto, a
persisténcia de altas concentracBes de glicose no interior das células
neurais, como observado na hiperglicemia que caracteriza o DM, leva a
uma condicdo definida como neurotoxicidade da glicose (Tomlinson e
Gardiner, 2008).

De fato, a persisténcia de altas concentracGes de glicose no
interior das células neurais altera o metabolismo celular, causando o
aumento da via do poliol, das hexosaminas, da ativagdo da PKC e da
formacdo de AGEs, culminando com a producdo de EROs, levando ao
estresse oxidativo. O principal local de producdo de EROs é a
mitocOndria, sendo as proteinas localizadas nesta organela altamente
susceptiveis ao dano oxidativo.

Com intuito de melhor entender a participacdo da disfungéo
mitocondrial na fisiopatologia do DM e seu envolvimento na
predisposicdo de pacientes com DM ao desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas, células astrogliais foram expostas a AGEs e/ou
MG, principais  metabdlitos formados durante  condicdes
hiperglicémicas, para posterior analise de pardmetros relacionados a
respirometria e dindmica mitocondrial. Os AGEs causaram alteracdes
morfol6gicas na mitocondria, aumentando a prevaléncia de mitocondrias
esféricas e pequenas, indicando um desequilibrio entre os processos de
fusdo e fissdo mitocondrial. Estas caracteristicas morfologicas —
mitocOndrias esféricas, menores e em maior nimero — sdo um indicativo
de que o processo de fissdo esté sendo favorecido (Yoon et al., 2003; Yu
et al., 2011), provavelmente devido a translocacéo de Drpl do citosol a
mitocondria. Frank e colaboradores (2001) observaram que ha um
aumento do conteldo de mitocOndrias fragmentadas concomitante com
a redistribuicdo de Drpl do citosol para a mitocondria, caracterizando o
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processo de fissdo mitocondrial, em cultura celular de epitélio renal
guando estimuladas a apoptose com estaurosporina. Esta redistribuicéo
da Drpl a mitocéndria ocorre devido as modificagfes na proteina, como
a fosforilagdo no residuo de serina 616 da proteina pela PKCS, ERK1/2
ou pela CDK1 (Qi et al., 2011; Taguchi et al., 2007), ou pela
fosforilagdo da serina 637 pela CaMKla ou ROCK1 (Han et al., 2008;
Wang et al., 2012a). Ainda, modificagcdes como a sumoilagdo e a
nitrosilacdo também desencadeiam a migracdo da Drpl a mitocdndria
(Braschi et al., 2009; Cho et al., 2009).

Estas alteracbes na morfologia mitocondrial relacionadas ao
aumento da fragmentacdo mitocondrial j& foram observadas tanto em
modelos animais de hiperglicemia crénica como em pacientes com DM.
Por exemplo, em musculo estriado esquelético, células endoteliais e
células B pancreaticas de pacientes com DM2, foi observado que as
mitocondrias sdo menores e apresentam morfologia alterada,
apresentando vacuolos, além de possuirem um conteldo proteico
reduzido de Mfn2 e OPAL e maior expressdo de Fisl (Anello et al.,
2005; Bach et al., 2003, 2005; Kelley et al., 2002; Shenouda et al.,
2011). Estas alteragcBes na dindmica mitocondrial foram observadas
também em modelos animais de DM2 (Bach et al., 2003; Bindokas et
al.,, 2003). Neste caso, o aumento na fragmentacdo mitocondrial
correlacionou com um decréscimo na fusdo, devido a uma redugdo no
contetido proteico e do mMRNA de Mfn2 (Bach et al., 2005; Molina et al.,
2009). Ainda, tem sido demonstrado que altas concentrages de glicose
induzem a fissdo mitocondrial em linhagem de células do figado, do
coracdo, do endotélio, das ilhotas pancreaticas e em cultura primaria de
neurdnios e de células do sistema cardiovascular, parecendo ser este 0
gatilho para a desregulagdo da dindmica mitocondrial no DM2
(Leinninger et al., 2006; Men et al., 2009; Paltauf-Doburzynska et al.,
2004; Yu et al., 2006; Yu et al., 2008). Apesar de todos estes estudos
demonstrando altera¢6es na dindmica mitocondrial durante condigdes de
hiperglicemia, este é o primeiro estudo que demonstra que em células do
sistema nervoso central quem desencadearia estas alteracBes na
dindmica mitocondrial seriam os metabdlitos formados durante estas
condicdes.

Alguns autores sugerem que o elemento chave na alteracdo da
dindmica mitocondrial poderia ser a maior e persistente produ¢do EROs
(Shenouda et al., 2011). As mitocondrias podem lidar com o estresse
oxidativo e nitrosativo realizando a fusdo e formando uma rede
mitocondrial, o que induz & morfologia tubular. No entanto, se o estresse
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e dano mitocondrial é elevado, as mitocondrias serdo fissionadas da rede
mitocondrial, perderdo a capacidade de gerar energia, e poderdo induzir
morte celular (Alavi e Fuhrmann, 2013; Olichon et al., 2003). No que se
refere a producdo de EROs no DM, esta pode ter sido induzida pela
interacdo do MG ou dos AGEs formados durante a hiperglicemia com as
proteinas da cadeia transportadora de elétrons, alterando sua atividade e
desta forma aumentando a producdo de EROs. Em concordancia,
Makino e colaboradores (2010) demonstraram que o tratamento com
antioxidantes previne a inducdo de fissdo mitocondrial em endotélio de
camundongos hiperglicémicos, sugerindo que a produgdo de EROs seria
um possivel gatilho para induzir fissdo nessas condicoes.

Considerando a relagdo existente entre producdo de EROs, a
inducdo de fissdo mitocondrial e alteragdes na respiragdo mitocondrial,
como por exemplo, a indugéo do processo de fissdo tem sido associada a
reducdo na capacidade respiratdria mitocondrial (Koopman et al., 2005),
foi observado que o MG estaria atuando como um iondéforo
(desacoplador da respiracdo mitocondrial), por causar uma dissipagdo
parcial do Aym. Os desacopladores dissipam o Aym (Nelson e Cox,
2004) e desta forma a transferéncia de elétrons na cadeia respiratdria é
estimulada para restabelecer este potencial, tendo como consequéncia o
aumento do consumo de oxigénio. Este efeito do MG pode ser
observado ja a partir de concentracBes tdo baixas quanto 7 uM do
metabdlito. Considerando que a concentracdo de MG em plasma de
individuos normoglicémicos é de aproximadamente 3,3 uM (Wang et
al., 2007), e que em individuos hiperglicémicos esta pode chegar até 400
UM de MG (Lapolla et al., 2005), um pequeno aumento nas
concentracBes do metabdlito j& alteraria a funcionalidade da
mitocOndria, 0 que poderia levar a um aumento da producdo e EROs e
consequente disfungdo mitocondrial. Ainda, a hiperglicemia com a
consequente formacdo de MG e AGEs, embora transiente, pode
provocar alteracbes de longo prazo que envolvem alteracdes
epigenéticas, como a ativacdo do promotor do gene do fator de
transcricdo prd-oxidante e pré-inflamatorio, NF-xB (El-Osta et al.,
2008), perpetuando o estado de estresse oxidativo. Desta forma, mesmo
com o estrito controle glicémico estas alteracfes ndo sdo revertidas,
como previamente observados pelo nosso grupo em tecidos periféricos
de animais com hiperglicemia cronica (Remor et al., 2011).

Além do MG, os AGEs também causaram a alteracdo do Aym;
desta forma, pode-se inferir que essa dissipacao do potencial ocasionado
pelo MG e/ou AGEs pode levar as mitocondrias a fragmentar da rede
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mitocondrial, com o intuito de eliminar mitocéndrias disfuncionais por
posterior autofagia (Twig et al., 2008a). No entanto, o processo de
autofagia ndo foi alterado, fazendo com que as mitocondrias fissionadas
da rede mitocondrial permanecam na célula. Uma diminuicdo no
processo autofagico também foi observada em musculo estriado
cardiaco e em poddcitos de animais com hiperglicemia induzida pela
administragdo de STZ (Fang et al., 2013; Xu et al., 2013). Desta forma,
a hiperglicemia e os AGEs formados durante estas condi¢fes poderiam
estar causando uma falha na remocdo de mitocondrias disfuncionais,
fazendo com que estas sejam acumuladas no interior da célula,
aumentando a producéo de EROs e levando a célula & morte (Christophe
e Nicolas, 2006; Twig e Shirihai, 2011). Isto poderia ocorrer, por
exemplo, se a expressdo e/ ou conteldo da proteina PINK1 fosse
diminuida e desta maneira estas organelas ndo seriam degradadas, como
foi observado em bidpsia de musculo estriado esquelético de pacientes
com DM2 (Scheele et al., 2007). Esta inibi¢do da autofagia poderia estar
contribuindo com o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas,
pois contribui para a formacdo de agregados proteicos insollveis, como
observado na doenca de Alzheimer, ja que estes agregados poderiam ser
removidos por autofagia (Talaei et al., 2014).

Estas alteracdes relacionadas a dindmica mitocondrial além de
serem observadas no DM, tem também sido observadas em doencas
neurodegenerativas, como nas doencas de Parkinson e de Alzheimer,
apesar de que os mecanismos destas modificagdes ainda ndo encontram-
se totalmente elucidados. Por exemplo, em cultura neuronal onde foi
induzido um aumento da expressdo de a-sinucleina (principal
componente dos corpos de Lewy, caracteristicos da doenca de
Parkinson), observou-se alteragbes na dindmica mitocondrial
relacionadas ao aumento da fragmentacdo mitocondrial, sendo sugerido
pelos autores que a a-sinucleina interagiria com a membrana
mitocondrial interna, inibindo a fusdo da organela (Kamp et al., 2010).
Ainda, uma forma de doenca de Parkinson familiar pode ser causada
pela perda ou diminuigdo da expressdo de parkina e PINK1 que marcam
as mitocondrias para a degradacdo (Ahlskog, 2009), desta forma,
organelas disfuncionais permanecem na célula, aumentando a produgéo
de EROs (Christophe e Nicolas, 2006; Twig e Shirihai, 2011). Outro
exemplo de disfuncdo na dindmica mitocondrial em doencas
neurodegenerativas ocorre na doenga de Alzheimer. A literatura recente
sobre o0 tema descreve um aumento na atividade ou na expressdo de
Drpl e Fisl e um decréscimo em Mfnl e 2 e OPA1, causando o
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processo de fissdo mitocondrial em tecido cerebral post mortem de
pacientes com a doenca, em cérebro de modelos animais transgénicos
para o peptideo B-amildide e em cultura de células neuronais expostos
ao peptideo B-amilodide (Bossy et al., 2010; Cho et al., 2009; Manczak et
al., 2011; Manczak e Reddy, 2012). No entanto, ha também relatos
sobre a diminuicdo de Drpl, Mfnl e 2 e OPAL e aumento de Fisl em
neurdnios de pacientes com a doenca de Alzheimer (tecido post mortem)
e em cultura de célula neuronais com maior expressdo da proteina
precursora amildide (Wang et al., 2008; 2009). O processo autofagico
também encontra-se prejudicado nesta patologia, fazendo com que tanto
organelas disfuncionais quanto os agregados proteicos descritos na
doenca permanecam na célula. Desta forma, além da disfuncdo
mitocondrial e aumento da produgdo de EROs, a alteracdo da dindmica
mitocondrial causada por AGEs e/ou MG no sistema nervoso central
encontrada neste trabalho poderia ser um dos fatores relacionados a
predisposicdo de pacientes com DM ao desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas.

Por outro lado, a insulina, utilizada para o controle glicémico no
DM, pode agir também como um fator tréfico sobre a funcéo
mitocondrial, podendo prevenir estes efeitos tdxicos da hiperglicemia
crbnica sobre a dinamica e fisiologia mitocondrial, como observado em
resultados prévios do nosso grupo de pesquisa que demonstram que a
insulina causou um aumento na atividade dos complexos da cadeia
respiratoria de tecidos periféricos (Remor et al., 2011). Ainda, no
presente trabalho observamos o papel da insulina como um fator trofico
sobre a mitocondria devido ao aumento da expressdo de Tfam. Esta
propriedade da insulina estaria relacionada provavelmente com a via de
sinalizacdo da fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K)-AKT, a qual resulta na
fosforilacdo e ativacdo de NRF1, aumentando a transcricdo de Tfam
(Bijur e Jope, 2003; Yang et al., 2012). O NRF1 também ativa a
transcricdo de genes nucleares que codificam para proteinas da cadeia
respiratoria, como a COX (Dhar et al., 2008) e por pelo menos uma
subunidade dos complexos I, Il, 1ll e V (Chau et al., 1992; Evans e
Scarpulla, 1989; Kelly e Scarpulla, 2004). Ainda, foi observado que
mitocdndrias de cortex cerebral de animais do grupo STZ+INS sédo
maiores, pois ativacdo da AKT causa a ativacdo de mTOR e de NF-kB,
0 que aumenta a expressdo de OPAL, aumentando a fusdo das
mitocéndrias, como descrito por Parra e colaboradores (2013). Desta
forma, além da via desencadeada pela insulina aumentar a expressao de
Tfam, ela também promove a fusdo das mitocéndrias.
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No entanto, o excesso de insulina no cérebro de animais STZ que
receberam a administracdo exdgena de insulina poderia inibir a ativacdo
de PCG-lo, e como consequéncia reduzir a expressio de geneS
controlados por este ativador, incluindo o NDUFAG. Estes resultados
estariam de acordo com Mootha e colaboradores (2003) (Mootha et al.,
2003) que demonstraram este fendmeno em mdsculo esquelético de
pacientes acometidos por DM. Neste contexto, a inibicdo da expresséo
deste polipeptidio do complexo | levaria ao aumento na expressao do
Tfam como um mecanismo compensatorio.

5. CONCLUSOES

Com os resultados observados, foi possivel verificar que a
administragdo de insulina pode prevenir os efeitos toxicos da
hiperglicemia cronica sobre a mitocéndria, pois induz a expressdo de
Tfam e também a fusdo mitocondrial. Ainda, podemos sugerir que a
dissipagdo do Aym mitocondrial provocado pelo MG efou AGEs gera
um estado de déficit energético, que atua como estimulo sensivel para
induzir a fissdo mitocondrial. Devido ao déficit energético, quando
fissionadas as mitocéndrias ndo reestabelecem seu potencial, e o
processo de autofagia que poderia ser promovido para a remocdo de
mitocdndrias disfuncionais ndo é ativado, fazendo com que ocorra a
perpetuacdo de um estado de estresse oxidativo crénico que pode levar
as células neurais a morte celular (Figura 25).
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Figura 25. Efeitos de MG e AGEs sobre a dinamica mitocondrial em astrdcitos.
AGEs e MG causam uma diminuicéo do potencial de membrana mitocondrial, o
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que leva a fragmentagdo mitocondrial. Esta fragmentagdo pode ter ocorrido
devido a fosforilagdo de Drpl e sua translocagdo para a mitocondria, pois o
conteldo desta proteina nao foi alterada pelo tratamento com AGEs. Estas
mitocOndrias que foram fragmentadas da rede mitocondrial ndo recuperam o seu
potencial e se tornam disfuncionais, produzindo EROs. Estas organelas ndo séo
levadas a autofagia, pois ndo foi observado um aumento neste processo nas
células expostas a AGEs. Desta forma, estas mitocondrias disfuncionais
acumulam-se na célula, o que pode resultar em morte celular.

6. PERSPECTIVAS

- Observar o contetido de p53, PINK1 e a fosforilagdo de Drpl em
células C6 expostas a AGEs e em cortex cerebral e em bulbo
olfatério de animais com hiperglicemia induzida pela STZ e/ou
tratados com insulina, com o objetivo de melhor elucidar as
alteracGes encontradas nos processos de dinamica mitocondrial no
presente trabalho;

- Isolar plaquetas de pacientes com DM1 com o objetivo de
analisar se as alteragdes na morfologia e morfometria da
mitocdndria encontradas no presente estudo também sdo
observadas;

- Isolar linfocitos de pacientes com DM1 para mensuracdo da
fisiologia mitocondrial, com o objetivo de verificar se nestas
células h4 alteracbes semelhantes as encontradas neste trabalho.
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