UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA

JOAO PAULO ALMEIDA DOS SANTOS

O Modelo da Doenca de Alzheimer Induzido por Estreptozotocina Altera a
Sinalizacdo Hipocampal: Relevancia da O-GIcNAcilagdo de Proteinas e a

Inflamacéo Mediada por Calcineurina

PORTO ALEGRE

2017



JOAO PAULO ALMEIDA DOS SANTOS

O Modelo da Doenca de Alzheimer Induzido por Estreptozotocina Altera a
Sinalizagdo Hipocampal: Relevancia da O-GIcNAcilagdo de Proteinas e a

Inflamacéo Mediada por Calcineurina

Tese submetida ao Programa de Pds-
Graduagdo em  Ciéncias  Biologicas:
Bioquimica, como requisito para a obtencédo
do Titulo de Doutor.

Orientador: Dr. Carlos Alberto Goncalves

PORTO ALEGRE

2017



CIP - Catalogacéo na Publicacdo

dos Santos, Jodo Paulo Almeida

O Modelo da Doenca de Alzheimer Induzido por
Estreptozotocina Altera a Sinalizac¢do Hipocampal:
Relevédncia da O-GlcNAcilacdo de Proteinas e a Inflamacédo
Mediada por Calcineurina / Jodo Paulo Almeida dos
Santos. -- 2017.

123 f.

Orientador: Carlos Alberto Saraiva Goncalves.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Instituto de Ciéncias Bésicas da
Saude, Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
Bioldégicas: Bioquimica, Porto Alegre, BR-RS, 2017.

1. Modelo da Doenca de Alzheimer. 2. O-GlcNAcilacéo
de Proteinas. 3. Neuroinflamacdo. 4. Calcineurina. 5.
Glia. I. Goncgalves, Carlos Alberto Saraiva, orient.
ITI. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragdo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os dados
fornecidos pelo(a) autor(a).



Agradecimentos

Aos meus queridos pais, Antonio Alves dos Santos e Celina Almeida dos Santos, pelo

carinho, sabedoria e pela insatisfacdo em aceitar o senso comum.

As minhas irmés e minha querida sobrinha.

Ao meu companheiro de todos os momentos, Matheus Fochi.

Aos amigos da vida: José Roberto, Ricardo “Roche”, Cintia, Raquel, Gabriela,

As amigas do laboratério: Nina, Adri, Lari, Krista, Cristiane, Paty Nardin, Tutti, Lets.

Ao Professor Carlos Alberto “CA”, por aceitar fazer parte de um sonho. Com sua cooperagao

e suporte consegui realizar meu sonho de ser Doutor em Bioquimica.
A todos que fizeram e fazem parte do Laboratdrio 33.

A CAPES e CNPq pelo auxilio financeiro.



“0 ato revoluciondario é o ato livre por exceléncia”

Jean-Paul Sartre



Sumario

Parte | 08
Lista de Figuras 09
Lista de Abreviaturas 10
Resumo 12
Abstract 13
Introducéo 14
Revisdo da Literatura 17
1. Doenga de Alzheimer 18
1.1. Epidemiologia 18

1.2. Etiologia 19

1.3. Sinalizacdo na Neurodegeneracdo da Doenca de Alzheimer 23

2. Metabolismo da Glicose 26

3. Inflamacédo na Doenca de Alzheimer 29

4. Modelo Animal da Doenca de Alzheimer 33
Objetivos 36
Obijetivo Geral 37
Obijetivos Especificos 38




Parte Il 39

Capitulo 1 40

Early and persistent O-GICNAc protein modification in the streptozotocin model of

Alzheimer’s disease 41

Capitulo 2 54

Calcineurin-mediated hippocampal inflammatory alterations in streptozotocin model of

Alzheimer’s disease 55
Parte 111 78
Discussao 79

1. Modificagdes Precoces e Persitentes da Proteina O-GIcNAc no Modelo de STZ ICV __ 80

2. AlteracOes Inflamatorias Mediadas pela Calcineurina no Modelo de STZ ICV 85
Concluséo 90
Referéncias 92
Anexos 120




Parte |



Lista de Figuras

Figura 1: Esquema do Metabolismo da APP

Figura 2: Esquema de Fosforilacdo e Oligomerizacdo da Proteina TAU



Lista de Abreviaturas e Siglas

APP - Proteina Precursora Amiloide

AP - B-amiloide

BDNF - Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro

BHE - Barreira Hematoencefalica

COX - Ciclooxigenase

DA - Doenca de Alzheimer

DSCR - Regido Critica da Sindrome de Down

DSM-5 - Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
EAAT2 - Transportador de Amino&cidos Excitatorios 2
EROs - Espécies Reativas de Oxigénio

FOXO - Fator de Transcricdo Forkhead Box

GFAP - Proteina Glial Fibrilar Acida

GFAT - Glutamina:Frutose-6-Fosfato Transaminase
GLT-1 - Transportador de Glutamato 1

GLUT - Transportador de Glicose

GS - Glutamina Sintetase

GSH - Glutationa Reduzida

GSK3p - Glicogénio Sintase Cinase 3

IBA-1 - Molécula Adaptadora Ligante de Célcio lonizado-1
ICV - Intracerebroventricular

IDE - Enzima de Degradacdo da Insulina

IPEA - Instituto de Pesquisa Econémica Aplicada

IRK - Cinase Receptora de Insulina

IRS - Substratos do Receptor de Insulina

IkB - Inibidor k B

LCR - Liquido Cefalorraquidiano

LDL - Lipoproteina de Baixa Densidade

LPS - Lipopolissacarideo

10



MAP - Proteina Associada aos Microtubulos
MAPK - Proteina Cinase Ativada por Mitdgeno
NFAT - Fator Nuclear de Células T Ativadas
NFT - Emaranhados Neurofibrilares

NMDA - Receptores N-Metil-D-Aspartato

NO - Oxido Nitrico

O-GIcNAc - O-glicosilagdo com N-Acetil Glusamina

OGT - Uridina Difosfo-N-Acetil Glusamina:Polipeptideo p-N-Acetilglucosaminil transferase

PARP - Poli(ADP-Ribose) Polimerase

Pls - Fosfatidilinositol-3

PIP; - Fosfatidilinositol-4,5-Bisfosfato

PKA - Proteina Cinase A

PP - Proteinas Fosfatases

RCN 1-4 - Proteinas Reguladoras Enddgenas da Calcineurina
RI - Receptor de Insulina

SGLT - Transportadores de Glicose Dependentes de Sédio
SNC - Sistema Nervoso Central

STZ - Estreptozotocina

TLR - Receptor Toll-Like

UDP-GIcNACc - Uridina Difosfo-N-Acetil Glusamina
VIVIT - Peptideos Miméticos

11



Resumo

A doenca de Alzheimer (DA) é caracterizada por um quadro clinico complexo e multifatorial,
que envolve perdas cognitivas, déficit de memdria e prejuizo na convivéncia social,
observadas mais precocemente nessa populagdo. O tecido cerebral dos portadores apresenta
perdas neurais, disfuncGes neurovasculares, processos inflamatdrios, gliose e lesdes
caracteristicas da doenga como as placas neuriticas e 0s emaranhados neurofibrilares.
Ademais, as evidéncias apontam para similaridade entre DA e a deméncia induzida por
diabetes mellitus, visto haver uma relacdo direta que liga a resisténcia e a deficiéncia na
sinalizagdo da insulina, com as mudangas no metabolismo da glicose. Essas alteragdes
resultam em reducdo no estado de O-glicosilagdo com N-acetil-glucosamina das proteinas
intracelulares, ativacdo das células gliais e o desequilibrio homeostatico na relagdo entre
cinase/fosfatase desencadeada pela reducdo de metabdlitos enddgenos e aumento de calcio
intracelular. A resposta direta dessas mudancas é caracterizada pela expressao de marcadores
celulares e liberacdo de mediadores inflamatérios que contribuem para a progressao e
severidade da doenca. Ainda, interacOes entre variacdes metabdlicas e a ativacdo inflamatdria
alteram o microambiente do sistema nervoso central, ativando aguda e cronicamente
astrocitos e microglia. Neste estudo investigamos a hipOtese de que a infusdo
intracerebroventricular da estreptozotocina (STZ) desencadeia alteragdes patofisioldgicas e
moleculares em hipocampos. Em nossos experimentos, foram avaliadas as mudancas
promovidas pela infusdo de STZ apo6s 1 e 4 semanas. Nossos resultados demonstram que a
STZ afeta elementos importantes na via de sinalizagdo da insulina no hipocampo, declinio da
funcbes cognitivas e alteragdes neuroquimicas. Demonstramos que 0 grupo STZ apresentou
niveis elevados da serina 307 do IRS-1 e reducdo na captacdo de glicose no hipocampo,
possivelmente, através da resisténcia local a insulina e por disfuncBes astrociticas. Além
disso, demonstramos o impacto da ativacdo excessiva da calcineurina e a sinalizacdo do fator
nuclear de ativacdo das células T (NFAT), tém consequéncias a curto e longo prazo na

progressao dos processos neurodegenerativos observados no modelo de DA esporadico.
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Abstract

Alzheimer’s disease (AD) is characterized by a complex and multifactorial clinical
presentation, which includes cognitive loss, memory deficits, and impairment in social
coexistence, observed earlier in this population. The patients’ brain tissue presents neural
losses, neurovascular dysfunctions, inflammatory processes, gliosis, and characteristic lesions
of the disease, such as senile plaques and neurofibrillary tangles. In addition, the evidence
indicates to similarity shared AD and dementia induced by diabetes mellitus by occur a direct
relationship of insulin resistance and deficiency in insulin signaling with changes in glucose
metabolism. These changes result in lower levels of protein modified by glycosylation with
O-linked B-N-acetyl-glucosamine of intracellular, in activation of glial cells, and homeostatic
imbalance in the kinase/phosphatase relationship triggered by the decrease of endogenous
metabolites and increase of intracellular calcium. The direct response of these changes is
characterized by the expression of cellular markers and the release of inflammatory mediators
that contribute to the progression and severity of the disease. Furthermore, interactions among
metabolic variations and inflammatory activation alter the microenvironment of the central
nervous system, activating acute and chronic astrocytes and microglia. We hypothesized that
intracerebroventricular infusion of streptozotocin (STZ) triggers pathophysiological and
molecular changes in hippocampus. The changes promoted by the STZ infusion were
evaluated after one and four weeks. Our results show that insulin STZ affects important
elements of the insulin-signaling pathway in the hippocampus, cognitive decline and
neurochemical changes. Here, we show that STZ group had elevated levels of serine 307
phosphorylation of IRS-1 and decrease in the uptake of glucose into the hippocampus,
possibly, through local resistance to insulin and by astrocytic dysfunction. In addition, these
results indicate that aberrant calcineurin activation and nuclear factor of activated T cells
(NFAT) signaling develop earlier and later consequences in the progression of the

neurodegenerative processes observed in the sporadic AD model.
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Introducéo

O envelhecimento ¢ um processo bioldgico natural com alta complexidade e que
envolve a redugdo progressiva de diversas funcBes bioquimicas e morfofisiolégicas. O
envelhecimento tem impacto significativo na saide humana, visto aumentar a suscetibilidade
a diversas doencas, incluindo céncer, distarbios cardiovasculares, distirbios metabdlicos,

como diabetes, e as doencgas neurodegenerativas (PAL E TYLER, 2016).

Como outros tecidos, o cérebro durante o envelhecimento apresenta alteracfes
anatémicas e fisioldgicas, consequentemente, hd uma grande variabilidade no grau e extensao
dos prejuizos nas regides cerebrais afetadas, no inicio dos sintomas e as perdas de memoria
observada (SHIVARAMA SHETTY E SAJIKUMAR, 2017). Entretanto, as alteracbes cerebrais
relacionadas a progressdo da idade e a identidade dessas mudancas em relacdo ao
envelhecimento continuam controversas (LIu et al., 2017). Por sua vez, os déficits nas
fungdes cognitivas, incluindo a memoria, sdo as observagdes mais comuns durante o
envelhecimento (SHIVARAMA SHETTY E SAJIKUMAR, 2017), e associado a outras perturbacoes

cognitivas podem caracterizar um estado de deméncia.

A definicdo atual para deméncia, como classificado pelo DSM-5, é um transtorno
neurocognitivo maior, caracterizada por declinio cognitivo significativo em um ou mais
dominios cognitivos (atencdo complexa, funcdo executiva, aprendizagem e memoria,
linguagem, percepcdo motora ou cognicdo social) de forma evidente e suficiente para
interferir no desempenho e independéncia do individuo nas suas atividades da vida diaria
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). Devido a grande heterogeneidade no
funcionamento cognitivo de idosos com e sem deméncia (MUNGAS et al., 2010), a separacédo
entre o declinio cognitivo natural do envelhecimento normal e das diferentes etiologias de
deméncia podem ser distorcidas (GALVIN et al., 2005). Embora as doencas
neurodegenerativos, incluindo a doenca de Alzheimer (DA), deméncia com corpos de Lewy,
deméncia frontotemporal e deméncia vascular sejam patologias distintas, o diagndstico na

maioria dos casos é feito apenas com sintomatologia clinica (JOHNS et al., 2009).

A DA é a mais prevalente destas doencas neurodegenerativas, uma doenca progressiva e
irreversivel clinicamente caracterizada por perda de memdria e declinio cognitivo, que afeta
gravemente as atividades da vida diaria. A DA ¢ a principal causa de deméncia em idosos,

apresentando uma natureza progressiva de neurodegeneracdo, sugerindo um processo
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dependente da idade, resultando em falha sinéptica e dano neuronal em areas corticais do
cerebro essenciais para a memaria e outros dominios cognitivos (VILLEMAGNE et al., 2017). A
maioria dos casos de DA sdo esporadicos e ocorrem na populacéo idosa (> 60 anos de idade).
Entretanto, aproximadamente 1-2% dos casos referem-se a forma precoce da doenca a DA
familiar (40-50 anos de idade) (HARDY E SELKOE, 2002).

Os mecanismos moleculares e fisiopatolégicos da DA envolvem o desbalanco em
diversas vias bioquimicas sinalizadoras, que sdo diretamente dependentes da relacdo
fosforilagdo/desfosforilacdo de proteinas estruturais, fatores de transcricdo e demais proteinas
sinalizadoras no cérebro. Ademais, estudos clinicos tem evidenciado que pacientes com DA
apresentam alteracGes proeminentes na regulacéo dos niveis glicémicos, com caracteristicas
de hiperinsulinemia e resisténcia a insulina (OTT et al., 1996; LEIBSON et al., 1997) ou
hipoinsulinemia (RONNEMAA et al., 2008). Com os niveis cerebrais reduzidos de insulina e
muitos outros substratos chave na via de sinalizagdo downstream do receptor de insulina (RI)

estdo diminuidos em pacientes com DA (BOMFIM et al., 2012; DE FELICE et al., 2014).
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1. Doenca de Alzheimer

A doenga de Alzheimer foi identificada pela primeira vez em 1906 por Alois Alzheimer,
neurologista e psiquiatra alemdo (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2010). Baseado em
observac0es realizadas na paciente de 51 anos chamada Auguste Deter. Em 1901, Alzheimer
foi procurado pela familia de Auguste ap6s perceberem mudangas em sua personalidade e
comportamento, com relatos de problemas na memoria, além de dificuldades na falar e
prejuizo na compreensdo (KHACHATURIAN E RADEBAUGH, 1996). Com a morte de Auguste D
em 1906, Alois Alzheimer realizou a autopsia e utilizou o cérebro como material para suas

investigacoes.

Durante a autopsia, Alzheimer descobriu e descreveu uma dramatica retragdo do cortex
cerebral, depdsitos de gordura nos vasos sanguineos e celulas cerebrais atrofiadas
(ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2010). Ainda, foram observadas alteraces histologicas hoje
conhecidas como placas senis e emaranhados neurofilamentares, que se tornaram 0S
indicativos patologicos da DA (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2010). Entretanto, somente em
meados de 1960 a DA foi reconhecida como a causa mais comum de deméncia, apds 0s
estudos de Blessed (BLESSED et al., 1968), que mostraram haver uma conexao entre as marcas
caracteristicas de placas senis e 0s emaranhados neurofilamentos com o declinio cognitivo,

bem como uma das principais causas de morte.
1.1 Epidemiologia

A deméncia é uma condicdo neuropatoldgica progressiva que afeta mais de 26 milhdes
de pessoas mundialmente (CARDONA-GOMEZ E LOPERA, 2016), aproximadamente 7,1% da
populacdo com 65 anos de idade ou mais, sendo a DA responsavel por 55,1% dos casos de
deméncias diagnosticados (HERRERA et al., 2002). A DA é a principal causa de declinio
cognitivo, responsavel por 35% a 80% dos casos de deméncia registrado em idosos
(GRINBERG et al., 2013). Destes, cerca de 50% dos casos apresentam apenas neuropatologias
associadas a DA, e nos outros caso pode ocorrer concomitancia com outras neuropatologias,

criando uma condicdo de deméncia mista (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2010).

Como a prevaléncia da DA é diretamente proporcional ao envelhecimento da
populagdo, seu crescimento ocorre de forma exponencial com o aumento da idade. A

prevaléncia da DA tende a dobrar aproximadamente a cada cinco anos depois dos 65 anos.
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Embora a prevaléncia seja por volta de 2% naqueles com idade entre 65 a 69 anos, seu avango
vem progredindo até atingir os valores entre 35 a 40% da populacdo acima de 85 anos
(KAawas, 2000).

Estima-se que cerca de 5,4 milhGes dos americanos de todas as idades irdo desenvolver
a DA. Nestes valores incluem 5,2 milhGes de pessoas com idade igual ou superior a 65 anos,
além de aproximadamente 200.000 individuos com idade inferior de 65 anos que
desenvolverdo a DA familiar ou precoce. Estes nimeros representam uma populacéo
composta por 11% das pessoas com 65 anos que possui a DA, quando avaliadas a faixa etéaria
composta por pessoas com 85 anos ou mais 0s valores chegam a 32% dessa populacéo.
Entretanto, a maior incidéncia da DA continua sendo na populagdo acima de 75 anos de idade,
representando 81% dos pacientes diagnosticados (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2010).

Embora os dados epidemiolégicos da DA sejam reduzidos no Brasil, estima-se que a
prevaléncia chega proximo de 1,2 milhdes de pacientes, com uma incidéncia que pode atingir
100 mil novos casos por ano (GARRIDO E MENEZES, 2004). Esses indices atingem 1,3% da
populacdo idosa acima de 65 anos e ultrapassam o valor de 38% quando esta populacao atinge
85 anos de idade (HERRERA et al., 2002). Atualmente, cerca de 54% dos idosos com
diagnosticos de deméncias tem DA, segundo os dados do Instituto de Pesquisa Econdmica
Aplicada (IPEA), e as estimativas em 2010, eram de 1 milhdo de idosos no Brasil com
diagnostico de Alzheimer, com expectativa que em 2020 serdo 1,6 milhdo (ASSOCIACAO

BRASILEIRA DE ALZHEIMER, 2016).
1.2 Etiologia

As principais caracteristicas neuropatoldgicas nos cérebros de pacientes com DA
parecem ser placas senis extracelulares e emaranhados neurofibrilares (NFT) intracelulares
(GLENNER E WONG, 1984; GRUNDKE-IQBAL et al., 1986). A patogénese da DA tem seu inicio
de degeneracdo nas areas limbicas do lobo temporal, envolvidas na cognicdo e memoria de
curta duracdo, mais precisamente no hipocampo e no cértex entorrinal (BRAAK et al., 1999).
As perdas neuronais progressivas ocorrem principalmente nas camadas piramidais, afetando
primariamente as estruturas limbicas e o0s cortices associativos, contudo preservando

relativamente as areas corticais primarias (HOFFMAN et al., 2000).
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O desenvolvimento das placas senis comeca primeiramente nas areas cerebrais
associadas a cognicdo, aumentando sua distribuicdo para areas outras areas corticais com
progressdo da doenca. As placas senis consistem, entre outros componentes, de depdsitos
insoltveis do peptideo B-amiloide (AP), um fragmento com capacidade de agregacdo da
proteina precursora amiloide (APP) (SCHACHTER E DAVIS, 2000). Por sua vez, o acimulo de
NFT nos neurbnios é uma segunda caracteristica distintiva da DA. Os NFT sdo formados por
dobramentos e fosforilagdes anormais da proteina TAU, uma proteina envolvida na formacédo
e estabilizacdo de microtibulos (SCHACHTER E DAVIS, 2000).

A clivagem ndo-amiloidogénica ou a amiloidogénica da APP € iniciada pela acdo de
enzimas proteoliticas a- e B-secretase (HAASS E SELKOE, 2007; QUERFURTH E LAFERLA, 2010),
respectivamente. A APP pode produzir sSAPPa via a proteolise realizada pela agdo da a-
secretase, produzindo formas clivadas soluveis, visto ndo ocorrer a produgdo do peptideo AB,
e possiveis de serem depuradas do sistema nervoso central (SNC) (LAMMICH et al., 1999). Na
via amiloidogénica, o peptideo AB é gerado a partir da APP por dois eventos de clivagem
consecutivos: a atividade proteolitica realizada pela B-secretase, que gera uma extremidade do
peptideo Ap, enguanto o complexo enzimatico y-secretase, o qual é constituido pelas
proteinas presenilinas 1 e 2 e outras proteinas, gera outra extremidade. O complexo y-
secretase pode agir em trés diferentes sitios de clivagem, gerando os peptideos APi1-3s, APi-40
e AP142 (GU et al., 2001), os quais sdo criticos para o processo de agregagdo do peptideo AP,
com o peptideo AP1-42 apresentando o maior grau de propensdo a agregagdo (Suzuki et al.,

1994), como demonstrado na figura 1.
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Figura 1: Esquema do Metabolismo da APP - A clivagem da APP ocorre pela via nédo
amiloidogénica (“fisioldgica™) ou amiloidogénica (“patologica”). O local de clivagem
utilizado pela y-secretase na via amiloidogénica determina a formacdo predominante do
peptideo Ao ou o APs2 com maior poder de agregacdo e neurotoxicidade. Fonte: (HEPPNER
et al., 2015)

A TAU é uma proteina associada aos microtubulos (MAP) neuronal, sendo conhecida
pela ligacdo e estabilizagdo dos microtubulos, podendo realizar cross-linking com outros
elementos do citoesqueleto ou fornecendo locais de acoplamento enzimatico (TRINCZEK et al.,
1995). A fosforilacdo da TAU ocorre fisiologicamente na metafase, durante a divisdo e a
diferenciac@o neuronal, promovendo a plasticidade sindptica (GOEDERT et al., 1993; LIy, T. et
al., 2004). Entretanto, a fosforilacdo anormal da TAU afeta negativamente as habilidades de
ligacdo a tubulina, perturbando a estrutura do microtdbulo. A TAU possui 85 sitios possiveis
de fosforilacdo e mais de 20 serina/treonina cinases responsaveis pela fosforilacdo. Esses
diferentes sitios de fosforilacdo sdo associados com disfuncbes da TAU e a
neurodegeneracdes (SERGEANT et al., 2008; HANGER et al., 2009). A fosforilacdo anormal da
TAU no cérebro de pacientes com a DA, altera a conformacdo da proteina, reduzindo sua
afinidade pelos microtubulos, resultando em instabilidade do microtibulo e favorecendo a
formacdo de emaranhados neurofibrilares (EIDENMULLER et al., 2000; TROJANOWSKI et al.,
2002).

O grau e a extensao da fosforilacdo da TAU sdo regulados pelos efeitos equilibrados das
proteinas cinases e das proteinas fosfatases (PP). Entre varias proteinas cinases envolvidas na
fosforilagdo, a proteina cinase A (PKA) e glicogénio sintase cinase 3 (GSK3p), sdo as mais
importantes cinases no que diz respeito a fosforilacdo TAU (HosHI et al., 1996; TIAN et al.,
2009; MARTIN et al., 2013). Achados experimentais tém correlacionado o aumento da
atividade da GSK3p na fosforilagdo da proteina TAU com o0 aumento da agregacao, associado
a isso, a disfuncdo na sinalizagdo da insulina tem impacto direto no aumento da atividade da
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GSK3p e da fosforilagao da TAU, eventos criticos na patogénese da DA (PEREZ et al., 2003;
NOBLE et al., 2005; TOKUTAKE et al., 2012). Ainda, verificou-se que a expressao de proteinas
de fosfatases (PP) PP1, PP2A e PP5 estdo reduzidas nos tecidos cerebrais de pacientes com
DA (DELACOURTE E BUEE, 2000; WANG et al., 2007).
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Figura 2: Esquema de Fosforilacdo e Oligomerizacdo da Proteina TAU - A proteina Tau
participa da estabiliza os microtubulos nos neurdnios. Na doenca de Alzheimer a
hiperfosforilacio da TAU reduz a ligacdo da proteina aos microtdbulos e ao ser
hiperfosforilada é sequestrada em emaranhados neurofibrilares (NFTs). Fonte: (BRUNDEN et
al., 2009)

As consequéncias diretas da acdo reduzida da insulina em oOrgdos periféricos sdo
utilizadas para explicar as anormalidades funcionais e estruturais associadas a resisténcia a
insulina, como aquelas observadas no diabetes tipo 2, prolongando o estresse metabolico e a
sinalizacdo inflamatéria (GREGOR E HOTAMISLIGIL, 2011). Curiosamente, os cérebros de
pacientes com a DA apresentam alteracdes semelhantes (DE FELICE et al., 2014). Assim,
torna-se possivel uma similitude de mecanismos entre a resisténcia periférica a insulina,
caracteristica do diabetes tipo 2, e a alteracdo na sinalizacdo da insulina no cérebro dos
pacientes na DA. Visto que os efeitos da insulina encontram-se dinfudidos no cérebro, ja que

os receptores de insulina (RI) estdo amplamente distribuidos por todo o encéfalo. No
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hipocampo os niveis dos RI apresentam-se elevados, indicando que a insulina pode ter alvos
adicionais no SNC fora do hipotadlamo (De FeLICE, 2013). A ativacdo dos RI resulta na
fosforilagdo dos membros de uma familia de proteinas chamadas substratos do receptor de
insulina (IRS-1 e IRS-2), que parecem estarem envolvidos com os efeitos positivos da
insulina na memaria e aprendizado de animais diabéticos, em particular o IRS-1 que se mostra
importante na funcdo adequada do cerebro e é encontrado inibido nos cérebros de pacientes
com DA, como em modelos animais da doenca. Consequentemente, a redugdo na inibicao do
IRS-1 tem mostrado clara melhora na cogni¢do de modelos transgénicos da DA (DE FELICE,
2013).

1.3. Sinalizacdo na Neurodegeneracao da DA

As evidéncias apontam para diversas dire¢es quando avaliamos a fisiopatologia da DA.
Uma das hipdteses acredita na deficiéncia de enzimas envolvidas no funcionamento do ciclo
do &cido tricarboxilico, além da reducdo das fun¢des mitocondriais e estabilidade do DNA
mitocondrial. Uma hipoOtese muito investigada durante muitos anos € a influéncia do peptideo
amiloide no inicio e progressao da DA, além dos seus efeitos sobre o funcionamento do tecido
cerebral. Entretanto, outros fatores tém mostrado envolvimento nas possiveis causas da DA,
como estresse oxidativo, hiperfosforilacdo da proteina tau, proteina prion e fatores ambientais
(SWERDLOW et al., 2010). Um ponto importante observado em pacientes com diabetes tipo 2 e
DA sdo as deficiéncias na utilizacdo da glicose pelo tecido cerebral, o metabolismo energético
e a inflamacdo, representando anomalias precoces e que precedem ou acompanham os
estagios iniciais de deterioracdo cognitiva, seja por expressao reduzida de RI, reducdo da
atividade tirosina cinase do RI ou ativacdo do IRS-1 e/ou fosfatidilinositol-3 (P13) cinase
(VIRKAMAKI et al., 1999).

A insulina medeia os seus efeitos metabolicos tanto em drgaos periféricos como no
SNC pela ativacdo de vias de sinalizacdo intracelular complexas. A sua ligacdo aos receptores
de superficie inicia a autofosforilacdo e ativacdo intrinsecas das tirosinas cinases receptoras
(ULLRICH et al., 1985; O'HARE E PILCH, 1990; MYERS et al., 1994). A cinase receptora de
insulina (IRK) fosforila moléculas de IRS, que transmite sinais downstream e ativam as
proteinas cinases ativada por mitdgeno (MAPK) e as vias PI3 cinase/Akt, inibindo a
glicogénio sintase cinase 3 (GSK3p) (WHITE et al., 1985; SuN et al., 1991; SuN et al., 1993;

MYERS et al., 1994). Como resultado da ativagdo dessa via, através do IRS, observamos o
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aumento no crescimento celular, metabolismo energético e expressdo colinérgica, além da
inibicdo do estresse oxidativo e apoptose (PURO E AGARDH, 1984; MILL et al., 1985; SUN et
al., 1993; LAM et al., 1994; BURGERING E COFFER, 1995; DUDEK et al., 1997; KULIK et al.,
1997; DELCOMMENNE et al., 1998). Consequentemente, disfuncdes nessa via pode resultar em
efeitos toxicos pelos altos niveis de glicose por meio das vias do poliol e hexosamina, com
producdo exacerbada de espécies reativas de oxigénio e pela glicacdo avancada de proteinas
(BROWNLEE, 2001). Ainda, a insulina afeta o metabolismo de AP e TAU, ambas envolvidas
no desenvolvimento das placas senis e emanharados neurofibrilares, caracteristicas

neuropatoldgicas presentes na doenca de Alzheimer (BIESSELS et al., 2005).

Os mecanismos neuropatogénicos envolvidos tanto na resisténcia a insulina periférica
do diabetes tipo 2, como na sinalizagdo da insulina no cérebro de pacientes com DA, tem
mostrado semelhangas no processo de formagdo do peptideo AP (DE FELICE et al., 2014). O
peptideo AP ¢ derivado da APP, que ap0s sua secrecdo no espacgo extracelular pode agregar-se
com outras proteinas para formacgédo das placas senis. Em condicdes fisioldgicas, o peptideo
AP excessivo pode ser eliminado através da endocitose mediada por proteina relacionada ao
receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDL) ou através da degradacdo proteolitica
extracelular direta (LING et al., 2003), envolvendo a enzima de degradacdo da insulina (IDE)
(FARRIS et al., 2003). A insulina afeta a secre¢ao de AP e inibe a degradacdo extracelular de
AP pela competi¢dao de IDE (GASPARINI E XU, 2003). Assim, a insulina poderia elevar o nivel
de peptideo AP extracelular, modulando a atividade da y-secretase ou aumentando sua
liberacdo pelos neurdnios, além de reduzir os niveis e a atividade da IDE no cérebro em
condicBes de hiperinsulinemia (TAKEDA et al., 2011). Curiosamente, a alteracdo na
sinaliza¢do da insulina acelera a produ¢do de AP no cérebro, aumentando o processamento
amiloidogénico da APP, que resulta no aumento da fibrilogénese a partir de oligbmeros de
AP. Assim, a resisténcia a insulina induzida por oligdmeros pode gerar um ciclo vicioso entre
0 aumento na producdo e na agregacao, interrompendo as ac@es fisioldgicas da insulina e

podendo explicar em parte o acimulo de AP em cérebros de DA (DE FELICE et al., 2014).

O aumento na fosforilacdo da proteina TAU tem sido apontado como fator presente nos
cérebros de animais submetidos a modelos de diabetes e que apresentam hiperinsulinemia
periférica semelhante ao diabetes tipo 2 (FREUDE et al., 2005). A hiperfosforilacdo da proteina
TAU no tecido cerebral vem sendo observada e comprovada na etiopatogénese da DA

(ALONsO et al., 2008; GONG E IQBAL, 2008), principalmente pelo papel da insulina na
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regulacdo da atividade enzimética de algumas cinases responsaveis pela fosforilacdo da TAU
(JIANG et al., 2003). Assim, tanto a sinalizagdo anormal da insulina quanto as flutuacoes
patoldgicas da glicose podem contribuir para a hiperfosforilacdo da TAU, particularmente nos
pacientes com diabetes, ou até mesmo anteceder o e comprometimento cognitivo na DA. As
evidéncias apontam que na DA as vias de sinalizagdo da insulina estdo prejudicadas,
reduzindo a expressdo dos RIs e da IDE, e com 0 aumento da atividade da GSK3 (FROLICH et
al., 1998; PEREZ et al., 2000; CooK et al., 2003; STEEN et al., 2005). Embora a fosforilacdo da
GSK3p provoque a ativagdo da glicogénio sintase e aumente 0s niveis de glicogénio em 6rgéo
periféricos sensiveis a insulina, vem sendo demonstrado que GSK3 regula a fosforilacao da
TAU. Logo, a ativagdo da GSK3p em pacientes com DA poderia induzir a hiperfosforilagdo
da proteina TAU, o que contribuiria com a formagdo de emaranhados neurofibrilares.
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2. Metabolismo da Glicose

O cérebro em conjunto com os principais orgaos periféricos, o coracao, o figado e os
rins, é responsavel pelo consumo de aproximadamente 60% da energia ingerida pelo corpo
em repouso (CUNNANE et al., 2011). Tanto estudos in vitro como in vivo tém mostrado que a
maior parte da glicose consumida pelo cérebro é utilizada para manutencdo dos gradientes
ibnicos pré- e pds-sindpticos, responsaveis pelas neurotransmissdes excitatdrias e para
manutencdo do potencial de repouso dos neurénios (ATTWELL E IADECOLA, 2002; SHULMAN
et al., 2004). Toda a glicose necessaria para o funcionamento cerebral € transferida através das
membranas celulares e barreiras por duas classes de transportadores especificos saturaveis, 0s
transportadores de glicose independentes de sédio (GLUT) e transportadores de glicose
dependentes de sodio (SGLT) (SHAH et al., 2012). Os GLUTSs séo responsaveis pela absor¢édo
da glicose do sistema vascular para o cérebro através de trés processos, que envolve o
transporte através do endotélio que compde a barreira hematoencefalica (BHE) pela isoforma
GLUT1, com peso molecular de 55kDa, para o astrocito, por uma segunda isoforma de
45kDa, que ira transferir a glicose aos neurénios através do GLUT3 (SHAH et al., 2012).
Entretanto, a absorcéo liquida da glicose pelo cérebro dependera da expresséo e atividade do
GLUTS3, e principalmente das concentracfes de glicose nos compartimentos separados pela
BHE (DUELLI E KUSCHINSKY, 2001).

O metabolismo de glicose no cérebro tem sido associado ao processo de absorcéo da
mesma, sendo assim determinado pela diferenca entre a concentracao arteriovenosa através do
cérebro multiplicado pelo fluxo sanguineo cerebral (CUNNANE et al., 2011). Baseado nos
dados de absorcao de glicose pelo cérebro, HOYER, (1992) revelou que a producdo de ATP a
partir da glicose é diminuida em 50% dos pacientes com DA esporadico e persiste ao longo da
progressdao da doenca, ndo sendo observado o mesmo padrdo da DA familiar. Esta reducao
dréstica no metabolismo da glicose na DA ocorre mesmo com 0S mecanismos compensatorios
de utilizacdo de outras moléculas enddgenas do cérebro, como &acidos graxos e glutamato, que
poderia induzir neurotoxicidade por subprodutos téxicos como a amdnia (HOYER E NITSCH,
1989; HOYER et al., 1990; NiTscH et al., 1992; PETTEGREW et al., 1995). Além disso, 0
envelhecimento é considerado um fator de risco na DA e tanto a utilizagdo como o
metabolismo da glicose encontram-se alterados, contribuindo para as alteracdes na DA,
embora ndo esteja clara a relacdo da reducdo do metabolismo de glicose na causa ou

consequéncia da patogénese da DA.
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Como ja citado, a insulina influencia o metabolismo da glicose nos 6rgéaos periféricos e
no SNC de formas particularmente distintas, embora 0 mecanismo de sinalizagéo utilize uma
via conservada através da ligagdo da insulina a subunidade a do RI, induzindo alteracGes
conformacionais e auto-fosforilacdo intracelular do RI (SHEMER et al., 1989). Entretanto, a
resposta dos tecidos periféricos e do cérebro a insulina difere amplamente, visto que a BHE é
impermeavel a insulina e como o0s neurdnios expressam o0s GLUT1 e GLUTS,
respectivamente, que ndo sdo sensiveis a insulina, razdo que resulta no consenso que o
metabolismo de glicose no cérebro seja independente de insulina (DoDD E TIGANIS, 2017).
Embora, a regido cerebral do hipocampo expresse 0 GLUT4, que possui a caracteristica de ser
responsivo a insulina, e estad diretamente envolvida na formacdo da meméria e cognicdo
(WATSON E CRAFT, 2004).

Como a alta taxa de absorcdo de glicose no cerebro ndo segue exclusivamente para
producdo de energia, uma pequena parcela dessa glicose € utilizada na via de biossintese de
hexosamina, envolvendo a producdo de UDP-N-acetilglucosamina (UDP-GIcNAC), que sera
utilizado como substrato pela UDP-NAc transferase (OGT - Uridina Difosfo-N-Acetil
Glusamina:Polipeptideo B-N-Acetilglucosaminil transferase ou UDP-NAc Transferase) que €
necessaria na catalise de N-acetil-glucosamina nos residuos Ser/Thr de proteinas (LOVE E
HANOVER, 2005; Liu, F. et al., 2009). O processo de glicosilacdo de proteinas € uma
modificacdo pos-translacional dindmica e induzivel, responsavel pela regulacdo de diversos
processos bioldgicos, tais como a sinalizacdo da insulina, transcricdo e regulacdo do ciclo
celular, processos de estresse celular e degradacao proteossémica (ZHANG et al., 2003; Liu, K.
et al., 2004; Xu et al., 2012). Ainda, tem sido demonstrado que a O-GIcNAc esta envolvida na
regulacdo da via de sinalizacdo da insulina em adipdcitos através de modificacdes nas
proteinas IRS1/2 e AKT, aumentando a O-GIcNAcilacdo em IRS1, que resultard em ligacao
reduzida a PI3K e menor ativacdo da AKT em resposta a sinalizacdo de insulina, que resultara
em reducdo da absorcdo de glicose pelos adipdcitos (WHELAN et al., 2010). No cérebro, a
diminuicdo no metabolismo da glicose conduz a uma reducdo na regulacdo da O-
GlcNAcilacdo da proteina TAU, resultando em um estado de hiperfosforilacdo que tem sido
apontado como principal fator envolvido na promocao e conducdo da neurodegeneracdo na
DA (GONG et al., 2006; L1 et al., 2006; CASADESUS et al., 2007; MosCONI et al., 2008; DENG
et al., 2009; IQBAL et al., 2009; LIu, F. et al., 2009; Liu, Y. et al., 2009).
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Acredita-se com as atuais observacdes que a alteracdo no transporte de glicose para o
cerebro seria o responsavel pela reducdo do metabolismo de glicose, resultando na ativacao de
cinases que desencadeiam uma fosforilacdo anormal da proteina TAU e/ou degeneracéo
neurofibrilar pela mudanca na regulacéo da biossintese das hexosaminas. Como observado em
cérebros de pacientes com DA os resultados mostraram uma reducdo dréstica nos niveis
proteicos de GLUT1 e GLUTS3, correlacionando-se com a diminui¢cdo nos niveis de O-
GlcNAcilagdo e a hiperfosforilagcdo da TAU (Liu, Y. et al., 2009). A mesma diminuicdo da O-
GlcNAcilagdo observada no cérebro de paciente com DA, foi encontrado no cérebro de
paciente com diabetes melitus tipo 2, principalmente a hiperfosforilacdo anormal da TAU foi
observado, visto que esses pacientes tém um maior risco de desenvolver DA (LIu, Y. et al.,
2009).
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3. Inflamacgdo na Doenca de Alzheimer

A inflamacdo é uma resposta protetora da microcirculacdo sanguinea, iniciada apés um
processo infecioso e/ou lesdo. Definida inicialmente por Celsus através dos quatros sinais
cardinais da inflamacdo, que séo calor, dor, rubor e tumor, e posteriormente o quinto sinal
cardinal foi incluido pelo farmacologista Virchow, a perda de funcdo tecidual (FULLERTON E
GILROY, 2016). Entretanto, a definicdo classica aplica-se mais claramente as inflamac6es
localizadas em tecidos periféricos, no cérebro a inflamacéo é mais complexa e pode envolver
diversas vias distintas (MRAK, 2009; VAN EXEL et al., 2009). Assim, 0S mecanismos
inflamatorios que envolvem o cérebro foram ampliados, incluindo invasdo de células imunes
circulantes e inducdo ou ativacdo de mediadores inflamat6rios, como cinases, produtos de

ciclooxigenase (COX) e citocinas (LUCAS et al., 2006).

A inflamacdo é uma etiologia intimamente relacionada com o desenvolvimento de
diversas doencas neurodegenerativas, incluindo a DA. A inflamacdo observada na DA
apresenta a ativacdo de multiplos tipos celulares, que séo a microglia, astrocitos, macrofagos e
linfocitos, e serdo responsaveis pela liberacdo de mediadores inflamatérios como citocinas,
quimiocinas, neurotransmissores e especies reativas de oxigénio (EROs) (TANSEY et al.,
2007). A presenca de placas AB e emaranhados neurofibrilares nos cerebros sdo responsaveis
pelo aumento de células envolvidas na inflamacao, astrocito e microglia, além dos niveis de

mediadores pro e anti-inflamatdrios em pacientes com DA (LEE et al., 2010).

Os processos inflamatérios no SNC séo iniciados pela ativacdo das células microgliais
através da liberacdo de citocinas em resposta a presenca de NFT e peptideos AP, a
cronicidade da inflamacdo e o estado neurotoxicos, que acelera a progressao da doenca
(SCHWAB E MCGEER, 2008). A microglia é reconhecida como os macréfagos residentes do
cérebro, desempenhando um papel de respostas imunes/inflamatorias inatas em diversos
disturbios neuroldgicos, incluindo a AD (MANDREKAR-CoOLUCCI E LANDRETH, 2010), a
doenca de Parkinson (ROGERS et al., 2007), deméncia do HIV (GARDEN, 2002), esclerose
multipla (Muzio et al., 2007), esclerose lateral amiotrofica (DEwIL et al., 2007).

A microglia secreta uma quantidade surpreendente de fatores inflamatérios, com
potencial de automodulacdo fenotipica microglial, impactando nos neurdnios e seus
processos. Estes fatores incluem espécies reativas de oxigénio (CORACI et al., 2002), citocinas
pro-inflamatorias (LUE et al., 2001), quimiocinas (EL KHOURY et al., 2003; EL KHOURY et al.,
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2007), fatores de crescimento (LUE et al., 2001), sistema de complemento (WALKER et al.,
1995; WALKER et al., 2001). Ainda, podem expressar 0s receptores associados a ativacao
inflamatoria, ataque e fagocitose, incluindo receptores de citocinas (AKIYAMA et al., 2000;
JOHN et al., 2003), receptores de quimiocinas (CARTIER et al., 2005; EL KHOURY et al., 2007),
receptor de produtos finais de glicacdo avancada (RAGE) (WALKER E LUE, 2005), e os

receptores Toll-like (TLRs) (LANDRETH E REED-GEAGHAN, 2009).

No SNC, a microglia possui a funcdo neuroprotetora de depuragdo de fragmentos
celulares, agentes infecciosos e na DA de peptideo AB. Embora a funcdo neuroprotetora da
microglia seja sua principal atribui¢cdo, em processos patoldégicos 0s mecanismos neurotoxicos
de ativacdo continua e a liberacdo de fatores tdxicos podem levar a neuroinflamacédo, e
consequentemente torna-se um ponto de partida para progressdo da DA (LEE et al., 2010).
Esse processo neurotdxico inicia-se pela ativagdo da microglia que inunda o ambiente celular
dos neurénios com EROs, enzimas proteoliticas e outros mediadores inflamatérios, que serdo
responsaveis pelo aumento na producdo e processamentos da forma insoltvel do peptideo Ap.
A presenca e ligacdo dos peptideos AP aos receptores de superficie na microglia podem
estimular a ativagdo de fatores de transcrigdo como o fator nuclear k B (NF-xB), aumentando
consequentemente a producédo de citocinas e resultando em um estado de inflamagéo cronica
(DEL BO et al., 1995; HALLIDAY et al., 2000; Ho et al., 2005).

Os astrdcitos sdo células gliais caracteristicas com formato estrelado, localizados no
SNC e as mais abundantes no cérebro humano (LEe et al., 2010). Os astrocitos estdo
diretamente envolvidos no suporte de céelulas endoteliais da BHE, mantendo as condi¢des
eletroquimicas e nutricionais dos neurdnios. Ainda, sugere-se que 0s astrocitos desempenham
papel central na progressdo de disturbios neurodegenerativos, visto que placas amiloides
podem ativar astrocitos, resultando na producdo aumentada de citocinas pré-inflamatérias e
maiores danos astrociticos na homeostase sinaptica e iniciando uma cascata de eventos que

levam a leséo neuronal (AGOSTINHO et al., 2010; AVILA-MUNOZ E ARIAS, 2014).

Os astrdcitos reativos podem desencadear uma neuropatologia através da expressao e/ou
superexpressdo de uma gama de fatores inflamatorios, tais como a S100B, uma neurotrofina
indutora de proliferacdo neuritica em niveis fisioldgicos. Entretanto, sua superexpressdo foi
observada no cérebro de portadores da DA e esses niveis aumentados foram correlacionados
com um numero aumentado de neuritos distroficos, principalmente nos depdsitos de Ap
(MRAK et al., 1996). Nos animais transgénicos que superexpressam a S100B, as respostas
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inflamatorias observadas apds a infusdo intraventricular de AP sdo aumentadas
consideravelmente em compara¢do aos animais tipo-selvagem ou knockout a proteina S1003
(CRAFT et al., 2005).

Os astrocitos, como a microglia expressam e superexpressam proteinas, sofrem
modificacbes morfoldgicas e funcionais em resposta a lesbes no SNC. Uma modifica¢do
caracteristica e marcante dos astrocitos é a hipertrofia do corpo celular e seus
prolongamentos, com aumento na expressao de filamentos intermediarios, constituidos pela
proteina glial fibrilar &cida (GFAP), em resposta a quase todas as forma de lesdes agudas do
SNC, assim como na maioria dos distlrbios neurodegenerativos crénicos (SOFRONIEW E
VINTERS, 2010; PARPURA et al., 2012; VERKHRATSKY et al., 2012). As diversas caracteristicas
de ativacdo astrocitaria tem sido relacionadas, tais como a expressdo e/ou hiperativacdo da
proteina fosfatase dependente de Ca*?/calmodulina (calcineurina), principalmente as
mudancas fenotipicas e a sinalizagdo neuroinflamatdria inerentes aos astrdcitos durante danos
e disfuncdes neurais (NORRIS et al., 2005; SAMA et al., 2008; ABDUL et al., 2010; FURMAN et
al., 2016).

Em tecidos periféricos, a calcineurina é o regulador fundamental na transcricéo celular,
como demonstrado na resposta imune adaptativa através dos fatores de transcricdo NFAT
(fator nuclear de células T ativadas) ¢ NFkB. Estes fatores encontram-se imobilizados no
citoplasma, embora por mecanismos distintos, os NFATSs estdo altamente fosforilados e sua
desfosforilacdo leva a sua translocacdo e acumulo no nacleo (RAO et al., 1997). Por sua vez, o
NF«xB nao ¢ inibido por hiperfosforilagao, mas pela ligacdo com a subunidade inibitéria kB
(IxkB) (LIoU E BALTIMORE, 1993), essa unidade inibitoria é fosforilada pela IkB cinase ativada
pela acdo da calcineurina. Estes processos distintos, mas que envolvem a acao da calcineurina
permite a translocacdo do NFAT e do NFkB para o nlcleo e direcionam a expressdao de

multiplas citocinas, promovendo a expansao clonal das células T.

Nos astrocitos, a calcineurina tem representando um possivel elo entre mudancas
morfoldgicas e a sinalizacdo imune/inflamatdria, promovendo o fenétipo ativado por meio da
desfosforilacdo do fator de transcricdo NFAT (CRABTREE E OLSON, 2002; HORSLEY E
PAVLATH, 2002). Diferentes fatores extracelulares podem induzir a hipertrofia astrocitaria
e/ou neuroinflamagdo, tais como as citocinas pro-inflamatorias, glutamato, ATP, S100p8 e Ap,
além de ativarem a sinalizacdo calcineurina/NFAT e que estdo diretamente ligados a DA
(FERNANDEZ et al., 2007; CANELLADA et al., 2008; SAMA et al., 2008; ABDUL et al., 2009;
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ABDUL et al., 2010). Entretanto, a hiperativacdo da calcineurina/NFAT no astrocito induz a
transcricdo de diversas vias envolvidas no envelhecimento e fases iniciais da DA (NORRIS et
al., 2005).

Os NFATs existem em cinco isoformas, sendo quatro dependentes da calcineurina,
NFATc1-c4 e expressas no cérebro de mamiferos (NGUYEN E DI GIOVANNI, 2008; VIHMA et
al., 2008). A ativacdo dos NFATSs é diretamente regulada pelo nivel intracelular de célcio,
podendo ocorrer pelo influxo através dos canais de calcio tipo L ou pelos receptores N-metil-
D-aspartato (NMDA) (GRAEF et al., 1999). Ainda, o IPs formado pela hidrélise do
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2), conduz a liberacdo de célcio intracelular a partir do
reticulo endoplasmatico. O calcio intracelular liga-se a calmodulina, ativando a calcineurina e
desfosforilando os NFAT (GRAEF et al., 2001). Essas alteracGes na expresséao e atividade do
NFAT, especialmente para as isoformas NFATc1 e c4, foram observadas em astrocitos sobre
condicdes neurodegenerativas progressivas, como a DA (ABDUL et al., 2009) e a doenca de
Parkinson (CARAVEO et al., 2014), como também apds lesdo agudas do SNC (SERRANO-
PEREZ et al., 2011; YAN et al., 2014). A interrupcdo na interacdo calcineurina/NFAT em
astrécitos por manipulacdo génica, peptideos mimeticos (VIVIT) e drogas imunossupressoras
(ciclosporina e FK-506) suprimiram a ativagdo glial, reduziram os danos provocados pelo
peptideo amiloide e melhorou a fungéo sindptica em modelos animais da DA, sugerindo que a
sinalizacdo calcineurina/NFAT em astrocitos pode ser prejudicial a funcdo neural em

condicdes neurodegenerativas (FURMAN et al., 2012).
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4.Modelo Animal da Doenca de Alzheimer

Os modelos animais desempenham um papel central nos processos de descoberta e
desenvolvimento de estratégias terapéuticas, caracterizacdo fisiopatoldgica de doencas,
avaliacdo dos mecanismos de acdo de farmacos, descoberta de alvos e biomarcadores
(ANDERSON E KODUKULA, 2014). O desenvolvimento de um modelo animal exige o
preenchimento de requisitos técnicos, como replicar os fendmenos da doenca humana e sua
causalidade, em termos de um mecanismo de acdo que possua alto grau de fidelidade com
aqueles observados na doenca humana (MCGONIGLE E RUGGERI, 2014).

A DA ¢é um desafio constante na pesquisa, visto que a etiologia e questdes fundamentais
continuam desconhecidas, principalmente no campo da ciéncia basica. Neste contexto, tanto a
pesquisa bésica quanto nos campos translacionais, os modelos animais da doenca séo
essenciais. Os modelos animais genéticos e ndo-genéticos da patologia tornaram-se
ferramentas de pesquisa importantes para descobrir vias e alvos da doenca, bem como testar

novas abordagens terapéuticas (ASHE E ZAHS, 2010; LAFERLA E GREEN, 2012).

Um modelo animal da DA amplamente utilizado e estudado € o modelo transgénico
triplo, 3xTg-AD, que desenvolve ambas caracteristicas morfolégicas observadas na doenca, as
placas amiloides e NFTs de maneira idade/regido dependentes (ODDO, CACCAMO, KITAZAWA,
et al., 2003; Obpo, CACCAMO, SHEPHERD, et al., 2003; MASTRANGELO E BOWERS, 2008).
Neste modelo, os depositos Ap sdo observados apos seis meses de idade, enguanto 0s
emaranhados neurofibrilares sdo encontrados ao décimo segundo més de idade (ODDO,
CAaccAaMo, KITAZAWA, et al., 2003; CLINTON et al., 2007). Entretanto, os déficits de memoria

iniciam-se em torno do quarto més de idade (BILLINGS et al., 2007).

Os modelos animais de deméncia ndo-transgénicos ou farmacoldgicos tendem a utilizar
disfuncBes em vias neurotransmissoras visando mimetizar as alteracGes prevalentes em
individuos que desenvolveram a DA. Diversos modelos foram propostos na tentativa de
explicar estas alteracdes, destacando-se a infusdo de ibotenato no nucleo basal magnocelular,
que compromete as eferéncias colinérgicas dessa regido (SWAROWSKY et al., 2008); a infusao
do peptideo AP via intracerebroventricular (ICV) (Zussy et al., 2011); a oclusdo permanente
das carotidas comuns, causando uma hipoperfusdo encefalica cronica (VICENTE et al., 2009);
a infusdo ICV bilateral da toxina botulinica (LAckovic et al., 2009); a infusdo

intrahipocampal bilateral (CosTA et al., 2012) e ICV de acido ocadaico (BROETTO et al.,
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2016) e a infusdo bilateral ICV de estreptozotocina (STZ) (RODRIGUES et al., 2009;
TRAMONTINA et al., 2011; BIASIBETTI et al., 2017).

O modelo de STZ ICV baseou-se no comprometimento metab6lico cerebral de glicose e
aminoacidos observados apds o inicio clinico da DA (HOYER E NITSCH, 1989), e um possivel
prejuizo nos receptores de insulina-insulina cerebral, resultando em distUrbios catabolicos
(HoYyErR E NiTscH, 1989). A STZ é um composto natural, produzido pela bactéria
Streptomyces acromogenes, e utilizado para induzir ambos diabetes dependente e n&o-
dependente de insulina (EILEEN DOLAN, 1997). Essa observacao foi realizada no ano de 1963,
(RAKIETEN et al., 1963), que relataram os efeitos diabetogénicos da STZ, por sua acéo
citotoxica as células B pancreaticas de forma dose-dependente e em curto tempo apds a

administracao (JUNOD et al., 1967).

A STZ é um analogo estrutural da glicose e N-acetil glucosamina, sendo prontamente
absorvida pelas células B pancreaticas através do transportador GLUT 2, onde provoca a
morte celular por metilacdo e fragmentacdo do DNA, resultando na ativacdo da poli(ADP-
ribose) polimerase (PARP), esgotando os estoques celulares de NAD* e ATP em resposta aos
mecanismos de reparo (PIEPER et al., 1999). Ainda, a STZ aumenta a atividade da guanilato
ciclase e formacgdo do cGMP, caracteristicas claras da acdes do oxido nitrico (NO) (TURK et
al., 1993). Entretanto, a STZ inibe seletivamente a atividade da hidrolase de glicosideo, O-
GlcNAcase, que cliva as ligagdes B-O-GIcNAc (O-GIcNAc) em proteinas, causando a
deficiéncia na remocédo de O-GIcNAc e ocasionando a O-glicosilacdo irreversivel de proteinas

resultando em apoptose celular (KONRAD et al., 2001; KRENTZ, 2003).

Alteracdes moleculares e comportamentais tém sugerido que a resisténcia a insulina no
cérebro esta presente, tanto no diabetes tipo 2 como na DA (STEEN et al., 2005; Liu et al.,
2011). A administracdo ICV de STZ proposto por Hoyer et al. (MAYER et al., 1990; NITSCH E
HOYER, 1991; NiTscH et al., 1992) inibe o sistema cerebral do receptor insulina-insulina e,
consequentemente, diminui a utilizacdo de glicose pelo cérebro (NITSCH E HOYER, 1991). As
evidencias tem mostrado que a DA possui caracteristicas que permite classifica-la como um
tipo cerebral especifico de diabetes mellitus chamada "diabetes tipo 3" (STEEN et al., 2005; DE
LA MONTE E WANDS, 2008). O sistema de transducdo de sinal da insulina exerce papel
importante tanto na manutencdo dos niveis quanto na regulacdo do metabolismo neuronal de
glicose e na geracdo de energia e na manutencao dos processos de aprendizagem e memdaria
(SCHULINGKAMP et al., 2000; PARK, 2001; GEROZISSIS, 2003; HOYER, 2004).
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O modelo de infusdo ICV da STZ propde a utilizacdo de dose subdiabetogénicas,
variando entre 1,5 a 3mg/kg, infundidas em dose Unica ou por trés dias consecutivos. Ambos
o0s protocolos demonstraram diminuicéo da glicose cerebral, principalmente no cortex frontal
e parietal, das concentracbes de ATP e fosfocreatina, da relacio ATP/ADP e a carga
energética do cortex desses animais (NITSCH E HOYER, 1991). O modelo demonstrou
desenvolver resisténcia a insulina no cérebro, diminuicdo do metabolismo de glicose, danos
colinérgicos, estresse oxidativo, gliose, taupatia e acimulo do AP, resultando em redugdo na
aprendizagem e provocando déficits de memdria (SALkovic-PETRISIC E HOYER, 2007;
SALKOVIC-PETRISIC et al., 2009; SALKOvVIC-PETRISIC et al., 2013). Embora o mecanismo
associado a resisténcia cerebral a insulina seja bem aceito, ainda ndo foi robustamente
comprovado por dados experimentais (GRIEB, 2016). Além disso, 0 estresse oxidativo e
neuroinflamacdo subsequentes que levam a morte neuronal € proposto como um segundo

mecanismo da STZ ICV (SHARMA E GUPTA, 2001; BASsANI et al., 2017).
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Objetivos



Objetivo Geral

Levando em consideracao 0s pontos supracitados, a presente tese visou esclarecer as possiveis
alteracOes patofisiologicas, comportamentais e moleculares observadas na neurodegeneracao

induzida pela infusdo intracerebroventricular da estreptozotocina em ratos Wistar.
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Objetivos Especificos

Capitulo |

Comparar do déficit cognitivo de ratos submetidos a injecbes intracerebroventricular da

estreptozotocina;
Comparar a mudanca temporal no imunocontetdo da proteina OGT;
Comparar a mudanca temporal no estado de fosforilacdo da proteina IRS-1;

Comparar a mudanca temporal no fluxo de glicose:
o Por captagédo de glicose no hipocampo dos animais;
o Estado de glicosilacéo de proteinas totais do hipocampo dos animais;
o Atividade do complexo de detoxificacdo glioxalase;
Comparar a mudanca temporal em marcadores da fungéo astrocitaria hipocampal:
o Conteudo de expressdo das proteinas GFAP, S100B e GS;
o Niveis liquoricos da proteina S100B;

o Conteudo de glutationa reduzida;
Capitulo 11

Comparar a mudanca temporal na expressao e estrutura da proteina calcineurina;
Comparar a mudanca temporal na sinalizacdo downstream da calcineurina:
o Estado de fosforilacdo da proteina BAD;
o Translocacdo nuclear das isoformas NFATCc3 e c4;
Comparar a mudanca temporal em marcadores inflamatérios:
o Translocagdo nuclear do NFxB
o Expressdo da proteina induzivel COX-2;
Comparar a mudanca temporal na ativacao da microglia:
o Expressdo da proteina marcadora IBA-1;

o Expressdo da proteina TLR-4
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Abstract. O-GlcNAc transferase (OGT). an enzyme highly expressed in brain tissue. catalyzes the addition of N-acetyl-
glucosamine (GleNAc) to hydroxyl residues of serine and threonine of proteins. Brain protein O-GleNAcylation is diminished
in Alzheimer’s disease (AD), and OGT targets include proteins of the insulin-signaling pathway (e.g.. insulin receptor
susbtrate-1. IRS-1). We hypothesized that ICV streptozotocin (STZ) also affects O-GlcNAc protein modification. We inves-
tigated hippocampal metabolic changes in Wistar rats, particularly OGT levels and insulin resistance, as well as related
astroglial activities, immediately after ICV STZ administration (first week) and later on (fourth week). We found an early
(at one week) and persistent (at fourth week) decrease in OGT in the ICV STZ model of AD. characterized by a spatial
cognitive deficit. Consistent with this observation, we observed a decrease in protein O-GInNAc modification at both times.
Increased phosphorylation at serine-307 of IRS-1. which is related to insulin resistance. was observed on the fourth week.
The decrease in OGT and consequent protein O-GInNAc modifications appear to precede the decrease in glucose uptake
and increment of the glyoxalase system observed in the hippocampus. Changes in glial fibrillary acidic protein and S100B
in the hippocampus. as well as the alterations in cerebrospinal fluid S100B. confirm the astrogliosis. Moreover. decreases in
glutamine synthetase and glutathione content suggest astroglial dysfunction. which are likely implicated in the neurodegen-
erative cascade triggered in this model. Together, these data contribute to the understanding of neurochemical changes in the
ICV STZ model of sporadic AD. and may explain the decreases in protein O-GleNAc levels and insulin resistance observed
in AD.

Keywords: Astrocyte. GFAP. hippocampus, insulin-resistance, O-GlcNAc transferase. streptozotocin, S100B

INTRODUCTION (neurofibrillary tangles) due to hyperphosphorylation

of the tau protein. Such histopathological alterations

Alzheimer’s disease (AD) progresses fo serious are accompanied and/or preceded by changes in

and disabling cognitive impairment. causing enor- glucose metabolism and astroglial dysfunction [3].

mous social and economic damage [1. 2]. From Late-onset or sporadic AD is found in more than 98%
a histopathological point of view, AD is char- of cases and causes remain elusive.

acterized by extracellular deposits of amyloid-B Both APPP and tau protein are enzymatically

(AP) peptides (seu.ile p]aques?. derived from neuron modified by N-acetyl-glucosamine (GlcNAc) in
membrane amyloid-f protein precursor (APPP), addition to hydroxyl residues of serine and thre-

and the derangement of neuronal microtubules onine (O-GleNAc). The addition of O-GleNAc
, is catalyzed by uridine diphosphate-N-acetyl-D-
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do Sul. 90035-003. Porto Alegre. Brazil. E-mail: casg@ufrgs.br. comprising two subunits of 110kDa and one of
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78 kDa [4]. This enzyme is ubiquitous, but is highly
expressed in the pancreas and brain tissue [5]. The
post-translational modification by OGT is dependent
on glucose flux through the hexosamine biosynthetic
pathway [6].

Therefore, considering the altered glucose
metabolism and insulin-resistance observed in AD,
it would be interesting to evaluate possible changes
in O-GleNAc protein modification in an animal
model of AD. Protein O-GleNAcylation is reportedly
diminished in AD bram tissue [7] and this may be
due to reduced glucose flux [6]. Moreover, molecular
data of insulin resistance indicate an alteration in
0-GleNAc protein modification, as OGT is able to
modify the activities of insulin receptor substrates
(IRS) and other downstream targets (e.g., Akt)
[8]. Consistent with this hypothesis, there 1s much
evidence to suggest a potential involvement of O-
GleNAc protein modification in AD and other
neurodegenerative diseases (see [9] for areview).

Intracerebroventricular (ICV) administration of
streptozotocin (STZ) has been used as a valuable
model for AD. suitable for understanding
neurochemical alterations and the development of
therapeutic strategies (see [10] for a review). STZ
1s an analog of GlcNAc and is able to inhibit the
enzyme, O-GlnNAcase (OGA), which removes
the GInNAc residue from proteins [11, 12]. This
compound may stimulate OGT activity; however,
in diabetic rats (induced by intraperitoneal STZ
administration), a decrease in OGT activity and an
increase in OGA have beenreported [13]. A decrease
in protein O-GlcNAcylation was reported in the
STZ model of AD in the cerebrum of rats, but not
in the cerebellum [14]. More recently, a study using
this model of AD reported no changes in the gene
expression (MRNA levels) of OGT in mouse hip-
pocampus [15].

Considering the astrocyte dysfunction that pre-
cedes and/or accompanies AD, we have investigated
astroglial parameters in the STZ model of sporadic
AD in rats [16-18]. We found cognitive impairment
and a decreased glucose uptake in these animals, in
association with signs of astrocyte dysfunction, such
as decreased cerebrospimal fluid (CSF) S100B lev-
els at 4-6 weeks after ICV STZ. We hypothesized
that ICV STZ affects O-GleNAc protein modifi-
cation in these rats, and that this, together with
astroglial dysfunction, contributes to the cognitive
impairment observed. In the present study, our aim
was to investigate hippocampal metabolic changes
in the STZ-induced model of AD, particularly OGT

J.P.A. dos Santos et al. / O-GlcNAc Protein Modification in the STZ Model of AD

protein levels and insulin resistance, as well as related
astroglial activities, immediately after STZ adminis-
tration (first week) and later on, after administration
(fourth week).

MATERIALS AND METHODS
Chemicals

Streptozotocin, methylglyoxal, standard reduced
glutathione (GSH), o-phthaldialdehyde (OPA), o-
phenylenediamine (OPD), meta-phosphoric acid,
cytochalasin B, anti-S100B (SH-B1) and anti-O-
linked-N-acetylglucosamine  transferase  (OGT)
were purchased from Sigma (Saint Louis, MO,
USA). 2-Deoxy-D-Glucose-3H(G) was purchased
from American Radiolabeled Chemicals, Inc.
(Samt Lows, MO, USA). Polyclonal anti-S100B,
anti-GFAP and anti-rabbit peroxidase-linked anti-
bodies were purchased from DAKO (Sao Paulo,
Brazil) and GE, respectively (Little Chalfont, United
Kingdom). Primary antibody anti-phospho-IRSI,
anti-panIRS1, anti-O-linked N-Acetylglucosamine
(RL2), and anti-Actin were purchased from EMD
Millipore (Darmstadt, Germany) and anti-glutamine
synthetase (GS) was from Santa Cruz Biotechnology
(Texas, USA). All other chemicals were purchased
from local commercial suppliers.

Animals

A total of a forty male Wistar rats (90-120 days
old) were obtained from our breeding colony (at
the Department of Biochemistry, Federal University
of Rio Grande do Sul), and were maintained under
controlled light and environmental conditions (12 h
light/12h dark cycle at a constant temperature of
22+ 1°C) with free access to food and water. All
animal experiments were carried out in accordance
with the National Institute of Health Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals (NTH Publi-
cations No. 80-23) revised 1996, and following the
regulations of the local animal house authorities.

Rats were divided into two groups: Sham and STZ.
After the first week (1 w) and behavioral tasks in
the fourth week (4 w), rats were anaesthetized for
CSF puncture and hippocampi were dissected. Trans-
verse slices of hippocampi were prepared for the
glucose uptake assay or were immediately frozen
and stored at —80°C, for the subsequent evaluation
of S100B and glial fibrillary acidic protein (GFAP)

42



JP.A. dos Santos et al. / O-GleNAc Protein Modification in the STZ Model of AD 3

contents, Glyoxalase 1 (GLO1) activity, GSH con-
tent and OGT protein and GlcNAc-protein levels,
phospho-IRS1/pan-IRS1, and glutamine synthetase
content.

Surgical procedure

Streptozotocin  was  intracerebroventricularly
infused, based on previous studies [16, 18]. Briefly,
on the day of the surgery, animals were anesthetized
with ketamine/xylazine (80 and 10 mg/kg, respec-
tively, IP) and placed in a stereotaxic apparatus. A
midline sagittal incision was made in the scalp. The
lateral ventricles were accessed using the following
coordinates: 0.9 mm posterior to bregma; 1.5 mm
lateral to sagittal suture; 3.6 mun beneath the surface
of the brain. Rats received a single bilateral infusion
of 5 UL STZ (3 mg/kg) or vehicle (Hank’s balanced
salt solution — HBSS — containing in mM: 137 NaCl;
0.63 NapHPO4; 4.17 NaHCOs3; 5.36 KCl; 0.44
KH>PO4; 1.26 CaCly; 0.41 MgSO4; 0.49 MgCls
and 10 glucose, in pH 7.4) using a Hamilton syringe.
After the surgical procedure, rats were placed on
a heating pad to maintain body temperature at
37.5% 0.5°C and were kept there until recovery
from anesthesia. The animals were submitted to
behavioral tasks at 3 weeks after STZ infusion and
biochemical analysis at 1 and 4 weeks after STZ
injection. A schematic design of the experimental
procedure is shown in Fig. 1, indicating times of
surgery (STZ or vehicle infusion), cognitive behavior
and biochemical analysis.

Morris water maze test

Spatial learning and memory of animals were
tested in the Morris water maze. The test began three
weeks from STZ injection [18, 19]. The apparatus
consisted of a circular pool (180 cm diameter, 60 cm
high) filled with water (depth 30 cm; 25 £ 1°C),

Surgery

STZ (icv) r_I_I
L " n 1 1
L ] L] L] L] L]
0 1 week 2 week 3 week 4 week
] |
Bioche mical Biochemical
Analysis Analysis

Fig. 1. Schematic representation of the experimental protocol.
Adult Wistar rats were submitted to ICV STZ administration,
assumed as time 0. Neurochemical analyses (in the hippocam-
pus tissue and cerebrospinal fluid) were performed at one week
or 4 weeks afterwards. Cognitive analysis by Morris water maze
(MWM) was performed only during the last week.

placed in a room with consistently-located spatial
cues. An escape platform (10 cm diameter) was
placed in the middle of one of the quadrants, 2 cm
below the water surface, equidistant from the sidewall
and the middle of the pool. The platform provided
the only escape from the water and was located in
the same quadrant every trial. Four different starting
positions were equally spaced around the perimeter
of the pool. The rats were placed for four trials (once
from each starting position) per session for 5 days,
where each trial had a ceiling time of 60 s. The inter-
trial interval was 10 min. After each trial, the rats
were dried, and returned to their cages at the end
of the session. At 24 h after the last training session,
the rats were submitted to a test session. Betore this
session, the submerged platform was removed. The
retention test consisted of placing the animals in the
water for 60 s. The time to reach the platform (latency
in seconds) was measured. The number of crossings
over the original position of the platform and time
spent in the target quadrant, compared to the opposite
quadrant, were measured.

Western blotting

Hippocampi were quickly removed, homogenized
in RIPA lysis buffer (150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
1 mM EGTA, 1% NP40. 0.5% sodium deoxycholate,
0.1% SDS, 1 mM NazVOy, 10 mM NaF, 1 gg.ml-
1 leupeptin, 1 mM PMSF, 50 mM Tris-HCI, pH
7.5), and centrifuged at 10,000 rpm for 10 min. The
supernatants were collected and protein concentra-
tion was measured using the Lowry method [20]. To
obtain representative western blots, equal amounts
of lysates of each hippocampus were loaded per
lane on 8% and 10% polyacrylamide gels and trans-
ferred to nitrocellulose membranes (Hybond ECL,
GE Healthcare Bio-Sciences Corp., NI, USA). Mem-
branes were blocked for 2 hin 5% Tris-butfered saline
with Tween 20® (TTBS) and bovine serum albumin
(BSA). Western immunoblot analysis was performed
using anti-IRS1 (1 : 1000, EMD Millipore) and
anti-phospho-IRS1 (p-IRS1) Ser307 (1:1000, EMD
Millipore), anti-OGT (1 : 1000, Sigma), anti-GS
(1:1000, Santa Cruz Biotechnology), anti-O-Linked
GleNAc (1 : 1000, EMD Millipore), and anti-Actin
(1 : 2000, EMD Millipore) antibodies. Secondary
antibodies used were horseradish peroxidase (HRP)-
conjugated anti-mouse IgG (1 : 10,000, Dako) and
anti-rabbit IgG (1 : 10,000, Millipore). Chemilumi-
nescent bands were detected using ImageQuant
LAS4000 GE Healthcare, and densitometric analyses
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were performed using Image-J software. Results are
expressed as percentages of the control.

Quantification of S100B and GFAP

The S100B contents in the CSF and hippocampal
slice were measured by enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA), as described previously [21].
Briefly, 50 PL of sample plus 50 PL of Tris buffer
were incubated for 2 h on a microtiter plate that
was previously coated with monoclonal anti-S100B.
Polyclonal anti-S100 was incubated for 30 min and
then peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody was
added for a further 30 min. The color reaction with
OPD was measured at 492 nm. The standard S100B
curve ranged from 0.02 to 10 ng.mL-1. ELISA for
GFAP in the hippocampal slice was carried out by
coating the microtiter plate with 100 PL samples
overnight at 4°C. Incubation with a rabbit polyclonal
anti-GFAP for 2 h was followed by incubation with
a secondary antibody conjugated with peroxidase for
1 h, at room temperature; the standard GFAP curve
ranged from 0.1 to 7.5 ng.ml.-1[22].

Ghicose uptake assay

Glucose uptake was measured in hippocampal
slices, as previously standardized [23]. Briefly, slices
were incubated for 30 min at 37°C in a Hank’s bal-
anced salt solution (HBSS). The assay was started
by the addition of 0.1 pCi/mL 2-Deoxy-D-Glucose-
3H(G). The incubation was stopped after 30 min by
the removal of the medium and rinsing the slices
twice with ice-cold HBSS. The slices were then lysed
i1 a solution containing 0.5 M NaOH. Radioactivity
was measured in a scintillation counter. Non-specific
uptake was determined using 10 UM cytochalasin B.
Final glucose uptake was obtained by subtracting the
non-specific uptake from the total uptake to obtain
the specific uptake.

Glvoxalase 1 activity assay

Slices were lysed and homogenized in phosphate
buffered saline (PBS). pH 7.4. Subsequently, slices
were centrifuged at 13,000 rpm for 15 min at 4°C
and the supernatant was used for enzymatic activ-
ity and protein content measurements. GLO1 activity
was assayed according to [24]. The reaction mixture
contained 50 mM sodium-phosphate buffer pH 7.2,
2 mM methylglyoxal and 1 mM GSH (pre-incubated
for 30 min at room temperature). Protein from the
sample was added to the buffer. The formation of

S-(d)-lactoylglutathione was linear and monitored at
240 nm for 15min at 30°C. A unit of GLOI1 activity
is defined as the amount of enzyme that catalyzes the
formation of 1 Jmol of S-(d)-lactoylglutathione per
minute. Specific activity was calculated inmilliunits
per milligram of protein (mU.mg-1 protein).

Reduced glutathione (GSH) content assay

The glutathione content was determined as
described [25]. The hippocampal slices were homog-
enized in a 100 mM sodium phosphate buffer, pH
8.0, containing 5 mM EDTA and the protein was
precipitated with 1.7% metaphosphoric acid. The
supernatant was assayed with OPA (at a concentra-
tion of 1 mg.ml-1 methanol) at room temperature
for 15 min. Fluorescence was measured using exci-
tation and emission wavelengths of 350 and 420 nm,
respectively. A calibration curve was performed with
standard GSH solutions at concentrations ranging
from 0 to 500 M. GSH concentrations were calcu-
lated as nmol.mg-1 protein. Results are expressedas
nmol.mg-1 protein.

Statistical analysis

Data are reported as the meam standard error, the
Morris water maze task was analyzed statistically by
two-way analysis of variance (ANOVA), followed by
Bonferroni’s test, when the F-test was significant.
Anunpaired Student’s r-test was used for comparing
the two samples. Differences were considered to be
significant when p < 0.05 (indicated by one asterisk
or two, when p < 0.01). All analyses were performed
using Prism 6.0 (GraphPad).

RESULTS

STZ-induced dementia catises cognitive
and ponderal deficit

One week after ICV-STZ treatment, rats exhib-
ited a decrease in body weight (Fig. 2A. p=10.0001).
This decrease became discrete at 4 weeks, although it
remained significant (Fig. 2B, p =0.0001). However,
no changes in glycemia or signs of undernutrition
were observed in these animals (data not shown).
Cognitive performance was evaluated in the Mor-
ris water maze. There was a decline in the average
time to find the platform during training (escape
latency), from day 2 onwards, only in the sham
group (Fig. 2C) (F (4, 36)=8.511; p=0.0001). In
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Fig. 2. Body weight changes and cognitive performance of rats submitted to ICV STZ models of AD. All animals were weighed at time 0,
before vehicle (sham) or STZ administration, and later at 1 or 4 weeks, before euthanasia. Differences in body weights in grams (O) at1 and
4 weeks are represented in A and B, respectively. C shows the latency scape in MWM during the 5 consecutive days of training: D shows
the latency scape on the test day. Times in the target and opposite quadrant (Q) of the water tank are shown in E, and number of crossings
over the target are in shown in F. Values are meanststandard error of 10 rats in each group. * Significant differences from the sham group

by Student’s ¢ test or two-way ANOVA (C and E), p<0.05.

the test group, escape latency was clearly different
between groups (Fig. 2D, p = 0.0001). In addition,
STZ rats spent less time in the target quadrant, as
compared to the sham group (Fig. 2E, F (1, 18) =
14.23; p = 0.0014). The number of crossings over
the platform location was significantly lower in the
STZ group, compared to the sham group (Fig. 2F, p
=0.0002).

Hippocampal OGT is reduced in the STZ-model
of AD

The immunocontent of OGT in the hippocampus
of rats after ICV administration of STZ was reduced
within first week after administration (Fig. 3A, p=
0.0104) and remained reduced in the fourth week
(Fig. 3B, p = 0.0425). We then investigated IRS-1,
a target of OGT, by measuring IRS-1 phosphoryla-
tion at the Ser 307 site, which is related to insulin
resistance. We found an increase in phosphoryla-
tion at Ser 307, at 4 weeks (p = 0.0047) (Fig. 3C,
D). However, we did not observe differences in the
amount of total IRS-1 among the groups and times
(Fig. 3E, p = 0.9861 and Fig. 3F, p =0.9214, respec-
tively). The phospho-IRS-1/IRS-1 ratio (Fig. 3G, H)
demonstrates a clear increase in IRS-1 phosphoryla-
tion at the fourth week (p=0.0296).

Glucose flux is altered in the STZ-model of AD

Insulin resistance in the brain tissue is accompa-
nied by changes in glucose transport and metabolism.
In association with the decrease in OGT protein level,
we observed a decrease in protein O-GleN Ac modifi-
cation in hippocampal tissue at one week (p =0.0485)
and four weeks (p=0.0052) after ICV STZ adminis-
tration (Fig. 4A, B). Note that quantification refers to
the value of all detected bands and it is possible to
observe changes that are specific for each band. We
found a decrease in hippocampal glucose uptake at 4
weeks after STZ infusion (p < 0.0001), that was not
observed earlier on at one week (p =0.3430) (Fig. 4C,
D). Moreover, we also found an increase in hip-
pocampal glyoxalase 1 (GLO 1) activity at 4 weeks
after STZ treatment (p=0.0213), which was not seen
earlier on (p = 0.7143) (Fig. 4E, F). GLO 1 is a key
enzyme in the glyoxalase system, and is responsible
for converting methylglyoxal (a subproduct of the
glycolytic pathway) to lactate. GLO 2 activity was
not altered atl or 4 weeks (data not shown).

Changes in astrocyte markers in the STZ-model
of AD

Glucose transport and metabolism to lactate
(including from methyglyoxal) mainly occur in
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astrocytes. Two specific astroglial markers, GFAP
and S100B, were evaluated. We observed an increase
in hippocampal GFAP at one (p = 0.0053) and four
(p = 0.0153) weeks after ICV STZ administration
(Fig. SA and B, respectively). On the other hand, a
decrease was observed in hippocampal S100B at
one week after STZ treatment (p = 0.0335), but an
increase was seen at four weeks (p=0.0234) (Fig. 5C
and D, respectively). Moreover, S100B is secreted
and extracellular changes also indicate astrocyte acti-
vation and/or dysfunction. In fact, we found an
increase in cerebrospinal (CSF) S100B at one week
(p = 0.0010), but a decrease in this protein in CSF,
later on (p=0.0321) (Fig. 5E, F).

Changes in other biomarkers suggest astrocyte
dysfunction

Two markers of astroglial activity were also inves-
tigated: glutamine synthetase (GS) and glutathione

(GSH) content. GS is a specific astrocyte enzyme
responsible for the conversion of glutamate to glu-
tamine, which is transported to neurons as a source for
neurotransmitter synthesis (glutamate or GABA). We
observed a decrease in GS content at one (p =0.0364)
and four (p=0.0022) weeks after ICV STZ adminis-
tration (Fig. 6A and B, respectively). Although GSH
content is not a specific marker of astrocytes, its
brain synthesis and recycling is fully dependent on
astrocyte activity. We observed a decrease in GSH in
the STZ-model of AD within one week (p =0.0226),
which was maintained at four weeks (p = 0.0075)
(Fig. 6C, D).

DISCUSSION

AD is the most common type of dementia. AD
patients exhibit progressive changes in memory and
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cognition and cortical brain tissues present exten- hyperphosphorylation of the tau protein, forming
sive neuronal loss and gliosis, in addition to two neurofibrillary tangles. ICV STZ administration has
classic lesions: the accumulation of AP peptide and been used as an appropriate model for sporadic AD,
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as 1t shares several biochemical alterations with the
disease, including insulin resistance, A} deposition
and tau phosphorylation [10, 26]. Moreover, ICV
STZ administration has been used to accelerate and
exacerbate signals in a transgenic model of AD.

The ICV STZ mechanism of damage to brain cells
1s unknown, but in the pancreas, it depends on the
glucose transporter type 2 (GluT2). In the brain tis-
sue, this transporter appears to be restricted to some
hypothalamic neurons and parasynaptic astrocytes
[27]. Neuronal damage may explain body weight
changes in these animals; however, feedingbehavior
was not evaluated in these animals.

There is an evident association between protein
hypo-O-GleNAcylation and AD, but the mechanistic
connections remain unclear. Several pathways have
been proposed to explain the low levels of O-GlcNAc
in the brain tissue of AD patients and models (see
Fig. 7). About 2-3% of incoming glucose is phys-
10logically shifted to UDP-GlcNAc synthesis, the
OGT substrate for O-GlcNAc¢ protein modification
[28]. Therefore, the first possible mechanism may
be that a reduced glucose flux led to reduced levels
of UDP-GleNAc and consequently to reduced lev-
els of O-GleNAcylated proteins. In fact, inhibition
of UDP-GlcNAc synthesis led to decreased protein
O-GleNAcylation [6, 14].

Another proposed mechanism involves NO as a
mediator. AP peptide exposure of neuroblastoma
cells led to NO synthesis and then nitrosylation of
OGT, which, in turn, reduces OGT activity [29].
Moreover, it 1s important to mention that a reduced
glucose flux or increased NO synthesis, could be
accompanied by decreased levels of GSH due to
reducedrecycling (dependent on glucose for NADPH
synthesis) or consumption (as a consequence of
NO quenching), respectively. Consistent with this
hypothesis, decreased levels of GSH are found in AD
and in the STZ-induced model of dementia [17, 30].
Herein, we propose a third possible mechanism
to explain decreased O-GlecNAc in ICV STZ-treated
rats, namely due to a decrease in hippocam- pal
OGT content. This decrease may explain the
reduced levels of protein O-GleNAcylation in the
model. Accordingly, a decrease in hepatic OGT in
STZ-induced diabetic rats has been reported [31].
On the other hand, specific increments in protein
O-GleNAcylation and mislocation of OGT have been
found in the diabetic heart ofrats [13]. Lower levels of
protein O-GleNAc modification have been reported
in the STZ model of AD in the cerebrum ofrats, but
not in the cerebellum [14]. In another study in mice,

Glucose (*1)
l Pentose
Glucose-6p —= ——=——=| Phosphate
} Parhway

Glycalysis “ P

Pathway +—— =— Fructosec-GP

l Hexosamine
Biosynthesis
l Pathway

UDP-GleNAe

*3 Pr-GlcNAc

NO (*2)

Fig. 7. Schematic representation of pathways related to pro-
tein O-GlcNAcylation. Glucose 6-phosphate is involved in three
pathways: glycolysis itself (on left), pentose phosphate pathway
(PPP). as a source of NADPH (right) and in the hexosamine
pathway (down), as a source of UDP-GleNAc. This compound
leads to O-GlcNAc modification of proteins by OGT cataly-
sis. Asterisks indicate three possible mechanisms involved in
the hypo-GlcNAcylation observed in AD: *1 (due to glucose
hypometabolism); *2 (due to nitrosylation of OGT, mediated
by NO) and *3 (due to decreased OGT, as proposed in this
study). GFAT, glutamine-fructose-6-phosphate-transaminase; GS,
glutamine synthetase; Glu, glutamate; Gln, glutamine; Pr, protein.

using this model of sporadic AD, mRNA levels of
OGT and OGA, the enzyme that removes GlcNAc
from proteins, were not altered [15]. It is important
to mention that OGA has been less than OGT studied
in AD [32].

There is much evidence to suggest that insulin
resistance in the brain might be the primary event
in AD [33], and brain insulin resistance is relatively
well characterized m the ICV STZ model of AD
[34]. Phosphorylation at Ser 307 of IRS-1 is the
basis of the insulin resistance observed in inflamma-
tory and metabolic disorders. Consistent with this,
we found an increment of IRS-1 at Ser 307 in the
ICV STZ model of AD. Notably, the OGT decrease
precedes IRS-1 phosphorylation. However, the mech-
anism involved in Ser 307 phosphorylation is unclear
at moment, and the connection between OGT and
insulin resistance is a matter of debate [9]. Ser/Thr
residues of IRS-1 are O-GlcNAc-modified, which
may affect the phosphorylation status of the protein
[35]. It isnot known whether Ser 307 of IRS-1, specif-
ically, is a direct target of OGT, but it is possible
to conceive that reduced levels of OGT may lead to
a decrease in the O-GlcNAc-modification of TRS-1,
which could favor phosphorylation at determined
site(s), in turn, favoring Ser-307 phosphorylation,
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recognized as a site related to msulin resistance.
However, this issue deserves further experimental
investigation. Tt is noteworthy that the RL.2 anti-
body predominantly recognized bands of lower than
65 kDa m hippocampal tissue, in contrast to obser-
vations in the whole brain tissue samples reported
by Liu’s work [36], possibly due to methodological
differences.

We found a reduced hippocampal glucose uptake
in ICV STZ-treated rats at four weeks, in associa-
tion with the insulin resistance and spatial cognitive
deficit observed in these animals. This is in agree-
ment with reduced levels of the glucose transporter
subtypes 1 and 3 reported in this model at 3
weeks after STZ [14]. However. we observed a
decrease in protein O-GleNAc modification at one
and four weeks in STZ-treated rats. Accordingly,
glucose metabolism impairment and reduced pro-
tem O-GlcNAcylation modified are observed in AD
[6]. Glucose hypometabolism in AD is interpreted
as a reduction in neuronal glucose consumption, but
it is not possible to ignore concomitant changes
i glucose tlow through astrocytes, as these cells
also use glucose for synthesis of substrates for neu-
ronal metabolism such as glutamine, glutathione and
cholesterol, in addition to energetic requirements.
Astrocytes exhibit a higher expression and activity of
glyoxalase enzymes, responsible for the detoxifica-
tion of methylglyoxal (MG), a glycolytic subproduct
that is increased during a higher glucose flux [37].
We also observed an increase in GLO-1 in ICV STZ-
treated animals at four weeks, suggesting that this
glucose uptake impairment does not uniformly affect
all brain cells and that some cells, possibly astrocytes,
are submitted to an increased glucose flux.

Although it seems probable that glucose
hypometabolism can lead to decreased protein O-
GlcNAcylation, it is possible that a cross-talk may
occur, in which glucose transporters and/or
glycolytic enzymes in the brain tissue are affected
by O-GleNAcyl changes, causing the decrease in
glucose metabolism. In support of this hypothesis,
0-GleNAc modification affects GAPDH in the
glycolytic pathway [38] and glucose transporter
4 [39]. However, in peripheral tissues, O-GlcNAc
has been proposed to act as a nutrient sensor when
glucose is offered to limit glucose metabolism.

The involvement of astrocytes is confirmed once
more in the ICV STZ model of AD by changes in
GFAP and S100B. Notably, in the brain tissue of AD
patients. in addition to AP deposition and neurofibril-
lary tangles. gliosis is always present next to plaques

and degenerative neurons. Transgenic animal models
of AD that overexpress APPP show signs of gliosis,
but also sign of atrophy in astrocytes far from amy-
loid deposition [40]. We, herein, describe early and
persistent sign of gliosis, based on GFAP immuno-
content. Notice that at this time (1 or 4 weeks), no
signs of AP deposition were observed in this model
(datanot shown). In fact, AP deposition is a long-term
finding in the ICV STZ model of AD [41]. Therefore,
gliosis precedes AP deposition in this model and this
is in agreement with the current view that astroglial
alterations appear before classic neuronal alterations
[3]- S100B is another marker of tissue astrogliosis,
but in contrast to GFAP, we observed an increase
only at 4 weeks and a decrease at 1 week. These
data reinforce the idea of the heterogeneity of glial
cells and/or of the glial response. Other studies have
reported different changes (in time, intensity or direc-
tions) in these proteins under conditions of mmjury
(e.g.. [42]). Regardless of the different profiles of
changes at one week, both proteins reinforce the idea
of hippocampal astrogliosis in the ICV STZ model
of AD.

In contrast to GFAP, which is a cytoskeletal pro-
tein, S100B is soluble and a small fraction is secreted
by astrocytes. In virro studies suggest extracellular
trophic or apoptotic effects of S1I00B, depending on
its concentration, on neighboring cells [43]. More
recently, this protein has been suggested to act as
an alarmin (e.g., [44]). Nevertheless, extracellular
changes in the levels of this protemn (in the CSF.
serumn, or extracellular medium of in vifro prepa-
rations) have been interpreted as signs of astroglial
activation, both in vive and in vitro [45]. An incre-
ment of CSF S100B was reported in patients with
mild cognitive deficit, but not in the dementia phase
of AD [46]. However, a decrease in the CSF con-
tent of S100B has been described in the ICV STZ
model of AD [16] and other dementia models, such as
chronic cerebral hypoperfusion [47] and ICV okadaic
acid administration [23]. Herein, we confirmed a later
decrease in CSF S100B, at 4 weeks after STZ admin-
istration; however, for the first time, we observed
an earlier increase at one week post-administration,
likely related to the acute injury induced by STZ, as
described in other acute brain injury conditions (e.g.,
[48, 49]).

Interestingly, CSF S100B levels also drop dur-
mg ketogenic conditions [50, 51] and brain protein
0O-GlcNAc levels are lower during fasting [52].
Therefore, when brain glucose utilization is reduced,
both brain O-GleNAc levels and CSF S100B decline;
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however, the relationship between these events, if
it exists, is far from clear. We recently reported that
insulin modulates S100B secretion in acute hip-
pocampal slices and it is possible that the decrease
i the ICV STZ model of AD is related to msulin
resistance [53].

Changes in specific astroglial markers do not nec-
essarily reflect any dysfunction in these cells. As
such, we investigated two brain markers, which are
directly dependent on astrocyte — glutamine syn-
thetase and the content of reduced glutathione. The
ICV STZ model of AD displayed alterations in both
of these markers, at one and four weeks after STZ
administration.

In the brain, astrocytes predominantly express GS
and are, therefore, able to synthetize glutamine, the
amine source for glutamine-fructose-6-phosphate-
transaminase (GFAT), a key regulator enzyme in
the hexosamine pathway of UDP-GleNAc synthesis
(Fig. 7). A decrease in GS activity has been proposed
i AD genesis [54]; corroborating this, GS activity
1s decreased in the STZ model of dementia [17]. In
addition, a recent meta-analysis of genomic data sug-
gests that GS may represent the link between AD
and diabetes mellitus [55]. Our data indicate that this
decrease in GS activity is an early alteration in ICV
STZ models of AD.

The hippocampal GSH content is also reduced
during the first week after ICV STZ administration.
Deficient GSH synthesis and recyeling in astrocytes,
as well as glutathione trafficking between astrocytes
and neurons, make neuronal cells particularly suscep-
tible to damage and death [56, 57]. We have shown
a decrease in GSH in the ICV STZ model ofdemen-
tia [18] and present data to indicate the time point at
which this occurs.

It 1s not known whether GS or antioxidant
enzymes dependent on GSH are affected by changes
in O-GleNAc levels, but this possibility can-
not be ruled out and a cross-talk does seem to
exist. Ammonia exposure induces reversible pro-
tein O-GlcNAcylation in astrocyte cultures in a GS-
dependent manner [38]. Moreover, glutathione
depletion by diethyl maleate appears to increase OGT
expression and O-GleNAc protein modification in
the rat skeletal muscle [58]. These findings indicate
that glutamine synthesis affects GFAT, the regula-
tor enzyme of the hexosamine pathway and that the
oxidative environment promotes protein O-GleNAc
modification.

STZ is an analog compound of GlcNac and
therefore could, per se, atfect protein O-GlecNAc

modification [11]. In fact, STZ acts as an inhibitor
of OGA, promoting augmented O-GlcNAc protein
modification [12, 59]. However, in the diabetic
models induced by STZ, a general decrease in O-
GlcNAcylation 1s observed as a long-term con-
sequence of this compound. Similarly, STZ releases
NO, and OGT nitrosylation could reduce its activity,
but there is no evidence that NO is long-term mediator
of STZ.

In summary, we identified an early (at one week)
and persistent (at four weeks) decrease in OGT
protein levels in the ICV STZ model of sporadic
AD, as characterized by the spatial cognitive deficit
m the Morris water maze. We found increased
phosphorylation at Ser 307 of IRS-1, a molecular
sign of resistance in the insulin signaling. IRS-1 1s a
target of OGT and increased phosphorylation at this
site, which can explain the brain insulin resistance
in these animals. However, further experiments will
be necessary to identify specific changes in O-
GlcNAc levels in targets of OGT. The decrease in
OGT and consequent protein O-GInNAc
modifications appear to precede the decrease in
glucose uptake and increment of glyoxalase sys-
tem observed in the hippocampus. The astroglial
reactivity in this model was confirmed by hip-
pocampal changes in GFAP and S100B, as well as
alterations in CSF S100B. Moreover, decreases in
hippocampal glutamine synthetase and GSH con-
tent suggest astroglial dysfunction, which is possibly
involved in the cognitive decline and neurodegen-
erative cascade triggered in this model. Together,
these data contribute to understanding the biochem-
ical changes and astrocyte dysfunction in the ICV
STZ model of AD. and may help to explain cognitive
and metabolic alterations (particularly the decrease
m protein O-GlcNAc levels and insulin resistance)
observed in AD.
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1. Modificagdes Precoces e Persitentes da Proteina O-GIcNAc no Modelo de STZ ICV

Este estudo procurou caracterizar as perdas cognitivas, o hipometabolismo da glicose, a
participacdo astrocitéria e as alteracdes caracteristicas da infusdo ICV de STZ, um modelo da
DA esporédico. Visto a sinalizacdo da insulina no cérebro desempenhar um papel
fundamental no SNC (BANKs et al., 2012), a redugdo do metabolismo da glicose e a
resisténcia a insulina no cérebro sdo considerados os principais fatores envolvidos na DA
esporédica (Guo et al., 2017). Além disso, esta tese demonstrou que a glia tem participacdo
direta nos efeitos neurotoxicos observados no modelo de STZ-ICV.

Os animais infundidos com STZ demonstraram uma deficiéncia clara na memoria
espacial no labirinto aquatico de Morris ap6s quarta semana de administracdo, resultado
caracterizado pelo declinio progressivo da cognigédo e relacionado as fungdes dependente do
hipocampo, como aprendizagem espacial e a memaria (MAYER et al., 1990; RODRIGUES et al.,
2009; TRAMONTINA et al., 2011; BAssANI et al., 2017). Essa disfuncdo cognitiva em
consequéncia da infusdo da STZ é um marcador critico, visto que a desorientacdo e as
deficiéncias da memoria espacial sdo caracteristicas primarias do declinio progressivo em
pacientes com DA (GRUNBLATT et al., 2007). Como observado ap0s 4 semanas nesse
trabalho, a deficiéncia no aprendizado e na memoria de ratos tratados com STZ-ICV foi
evidenciado em diversos tempos ap0s a injecdo, de 24 horas a 3 meses apos a infuséo
(GRUNBLATT et al., 2007; CHEN et al., 2014; RAJASEKAR et al., 2017), indicando um dano
inicial e progressivo nos mecanismos de formacdo e estruturacdo dessas fungdes cerebrais.
Além disso, observamos uma diferenca nos pesos dos animais de ambos 0s grupos no pos-
operatorio, com perda maior no grupo STZ, como sugerido em trabalhos anteriores (PATHAN
et al., 2006; CHEN et al., 2014). Essa perda possivelmente estaria associada ao envolvimento
do hipocampo na interpretacdo de sinais de fome, visto que lesbes especificas com
acido iboténico prejudicam a habilidade sensorial interoceptivas da privacdo de alimentos e

saciedade (DAVIDSON E JARRARD, 1993; PATHAN et al., 2006).

A sinalizacdo da insulina e a demanda de glicose do cérebro tornou-se ponto central na
pesquisa da DA, visto que o inicio do tipo tardio da doenca esta associado a anormalidades na
utilizacdo da glicose pelo cortex cerebral e por estruturas que apresentam alta taxa de
consumo e sensibilidade a insulina (HENNEBERG E HOYER, 1995). Embora o cérebro seja
extremamente vulneravel as variagcdo na sinalizacdo da insulina e no metabolismo da glicose,

acreditava-se na independéncia do cérebro a insulina (PARK E JOHNSON, 1955), até a deteccdo
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ubiqua dos receptores de insulina no cérebro de roedores e humanos, combinado com as
evidéncias da travessia da insulina pela BHE por saturacdo mediado por receptor (SCHIOTH et
al.,, 2012). A utilizacdo da STZ, uma substancia seletivamente toxica para células f3
pancredticas, que induz diabetes mellitus experimental em ratos apds a administracdo
periférica e em altas doses (SzkuDELSKI, 2001), ao ser infundida no SNC em doses
subdiabetogénicas a STZ modifica 0 metabolismo da glicose sem alterar a glicemia sanguinea
e produzir diabetes melitus (N1TSCH E HOYER, 1991; PLASCHKE E HOYER, 1993).

Embora o comprometimento cognitivo e a deméncia sejam amplamente relatados na
diabetes, outros diferentes fatores tém sido sugeridos, como a sinalizagdo prejudicada pela
insulina, resisténcia a insulina, estresse oxidativo, episodios hiperglicémicos ou
hipoglicémicos e toxicidade de glicose (BIESSELS et al., 2005; BORNSTEIN et al., 2014). A O-
GlcNAcilacao é considerado um sensor do metabolismo da glicose intracelular, assim niveis
reduzidos de glicose intracelular resulta em diminuicdo da O-GIcNAcilagéo, ja que o doador,
a UDP-GIcNACc, é sintetizado nas células a partir do metabolismo da glicose através da via
biossintética da hexosamina (CHATHAM et al., 2008). Assim, existe uma associacdo evidente

entre a hipo-O-GIcNAcilacéo da proteina e a DA, mas com conexdes mecanicistas obscuras.

Em condic6es fisiologicas uma pequena parcela da glicose absorvida é deslocada para a
sintese  UDP-GIcNAc, o substrato OGT para a modificagdo da proteina O-GIcNACc
(MARSHALL et al., 1991). Os mecanismos que conduzem as alteracdes transitérias na O-
GlcNAcilacao parece diferenciar entre os diferentes tipos de células e/ou condigdes. Portanto,
a reducdo no fluxo de glicose pode afetar diretamente os niveis de UDP-GIcNAc, resultando
consequentemente em baixos niveis de proteinas O-GIcNAciladas, como resposta a inibicéo
da sintese de UDP-GIcNAc (DENG et al., 2009; Liu, F. et al., 2009). O NO, como mediador,
altera os niveis de O-GIcNAcilagdo em células expostas ao peptideo AP, aumentando a
sintese do proprio NO e, consequentemente, o estado de nitrosilacdo da OGT, reduzindo a
atividade enzimatica (Rvu et al., 2016). Conjuntamente a essa mudancas é observado niveis
diminuidos de glutationa reduzida (GSH) por reducdo no processo de reciclagem ou ao
consumo, corroborando com 0s niveis encontrados na DA e no modelo de deméncia

induzidos por STZ (ISHRAT et al., 2009; TRAMONTINA et al., 2011).

Acreditamos que a reducdo do imunocontetdo da OGT no hipocampo dos animais
tratados com STZ ICV segue mecanismos semelhantes a aqueles encontrados no figado de
ratos diabéticos induzidos por STZ (ISHRAT et al., 2009). Embora, modificacBes especificas

em proteinas O-GIcNAciladas e localizagdo alteradas da OGT tenham sido encontradas no
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tecido cardiaco de ratos diabéticos (RAMIREZ-CORREA et al., 2015). Entretanto, niveis
reduzidos de proteinas O-GIlcNAciladas também foram encontrados no cérebro de animais
submetidos ao modelo de DA utilizando STZ ICV (DENG et al., 2009). Corroborando nossos
resultados, mudancas no mRNA das enzimas OGT e OGA, foram encontrados em modelos
animais de DA esporadico, mas sem alteracdo dos niveis da enzima que remove a GIcCNAc de

proteinas (CHEN et al., 2012).

Avaliamos 0 mecanismo de resisténcia a insulina no hipocampo pela fosforilacdo da Ser
307 do IRS1, um marcador bem aceito como base da resisténcia a insulina em distlrbios
inflamatorios e metabolicos, visto ser evidenciado como principal evento na DA e ser
relativamente bem caracterizado no modelo de STZ ICV (SALKOVIC-PETRISIC E HOYER, 2007;
BEDSE et al., 2015). Ao avaliarmos esse parametro, encontramos um aumento na fosforilacéo
da Ser 307 do IRS1 no modelo da STZ ICV, seguido por uma reducédo clara no contetdo da
OGT precedendo a fosforilagdo da IRS1. Entretanto, ndo é possivel afirmar o real mecanismo
de fosforilagéo, ja que a ligacdo entre a OGT e a resisténcia a insulina ainda s&o bastante
questionados (YuzwA E VOCADLO, 2014). Sabe-se que a OGT é responsavel pela adicéo
catalitica da porcdo GIcNAc e, por meio de uma ligacdo O-B-glicosidica, a residuos de serina
e treonina em proteinas-alvo (HAN et al., 2017). Embora nédo seja relatado se a Ser307 do
IRS1 ¢ um alvo direto da OGT, mas acreditamos que os niveis reduzidos da enzima afetariam
a modificacdo de O-GIcNAc do IRS1, favorecendo a fosforilacdo de sitios especificos que
resultaria na fosforilagdo da Ser307, sitio reconhecido por sua relacdo com a resisténcia a
insulina (KLEIN et al., 2009).

A manutencdo dos niveis de glicose € um fator importante na fisiologia do cérebro e
como estimulador na formacdo da memoria (MESSIER, 2004; PASQUIER et al., 2006).
Entretanto, variacGes drasticas nos niveis fisiologicos de glicose foram associados a
disfuncdes cognitivas em pacientes com diabetes tipo 1 ou 2 (KAWAMURA et al., 2012). Na
nossa avaliacdo encontramos uma reducao na captacdo de glicose no hipocampo dos animais
tratados com STZ ICV apds a quarta semana, associado com a resisténcia a insulina e o déficit
cognitivo espacial. Nossos resultados estdo de acordo com os niveis reduzidos dos GLUT 1 e
3 encontrados no modelo apo6s a infusdo da STZ (DeENG et al., 2009), embora tenhamos
observado a diminuicdo nas modificaces por O-GIcNAcilacdo nas proteinas totais a partir da
primeira semana. Por conseguinte, esse comprometimento do metabolismo da glicose e a

reducdo da O-GIcNAcilacdo nas proteinas sdo observados na DA (LIu, F. et al., 2009).
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O hipometabolismo da glicose nas diferentes regibes do cérebro ocorrem de forma
diferenciada entre os relacionados ao envelhecimento e os padrdes metabolicos tipicos da DA
e outras deméncias (BERTI et al., 2014). Na DA o hipometabolismo esta associado a reducéo
no consumo de glicose neuronal, além de alteracfes na estrutura funcional da BHE e no fluxo
da glicose através dos astrdcitos. Visto que, 0s astrocitos sdo as células responsaveis pela
utilizacdo da glicose na sintese de substratos metabdlicos para o neurdnio, como glutamina,
GSH, colesterol e fonte energética. Além disso, exibem uma alta expressao e atividade de
enzimas desintoxicantes como a glioxalase, responsavel pela desintoxicacdo do metilglioxal,
um subproduto glicolitico extremamente reativo e aumentando durante um maior fluxo de
glicose intracelular (ALLAMAN et al., 2015). Neste contexto, encontramos um aumento na
enzima glioxalase 1 no grupo de animais tratados com STZ ICV ap06s quatro semanas,
sugerindo um comprometimento da absorcdo e do fluxo da glicose diferenciado entre os
diversos tipos celulares que compde o tecido, e possivelmente os astrocitos sdo submetidos a

um aumento compensatorio do fluxo de glicose.

E amplamente relatado o papel critico dos astrocitos nos processo fisioldgicos do SNC,
incluindo a homeostase do glutamato, fluxo sanguineo cerebral, excitabilidade e suporte
metabolico dos neurénios, além do desenvolvimento e plasticidade sinaptica. Entretanto, os
astrécitos contribuem contraditoriamente com a progressao de lesdes no SNC e doencas
neurodegenerativas como a DA (JALBERT et al., 2008). Confirmamos o envolvimento dos
astrécitos no modelo de STZ ICV pelas mudancas nos niveis das proteinas GFAP e S100B, ja
que o tecido cerebral de pacientes com DA, além da deposicdo de AP e emaranhados
neurofibrilares, apresentam extensiva gliose reativa. Os modelos transgénicos da DA com
superexpressdo da proteina APP mostram sinais evidentes de gliose localizada, mas com
atrofia astrocitaria distante da deposicdo amildide (RODRIGUEZ et al., 2010). Encontramos
sinais de gliose em ambos os periodos analisados, avaliados pelo imunoconteddo da proteina
GFAP, mesmo na auséncia de sinais de deposicdo de AB. Como caracteristica desse modelo
de DA a deposicdo de Ap ocorre apds um longo prazo de exposicdo a STZ (KNEzovicC et al.,
2015), sugerindo que a gliose antecede a deposicdo amiléide no modelo e colaborando com a
visdo atual que alteracGes astrogliais ocorrem antes das alteracGes neuronais classicas

(LECLERC E ABULROB, 2013).

As células astrocitarias que compdem o SNC expressam um conjunto variado de
proteinas marcadoras fenotipicas, sendo o mais utilizado a GFAP, embora alguns astrocitos

expressem pouca ou nenhuma GFAP (SOFRONIEW E VINTERS, 2010), exigindo que outros
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marcadores sejam utilizados. Por ser outro marcador de astrogliose tecidual, utilizamos a
proteina S100B como pardmetro astrogial, observamos um aumento somente apds 4 semanas
em contraste a GFAP, enquanto na primeira semana encontramos uma diminui¢cdo. Nossos
achados reforcam a ideia de heterogeneidade das células gliais e/ou suas respostas frente a
diferentes mudancas no ambiente celular. Embora bem aceitas como marcadores astrocitarios,
a GFAP por ser uma proteina citoesquelética e a S100B € soluvel, pequenas fracdes da S100B
podem ser secretada pelos astrocitos, atuando extracelularmente como fatores tréficos ou
apoptéticos, conforme sua concentracdo, em células vizinhas (DONATO et al., 2009).

O aumento dos niveis de S100B no liquido cefalorraquidiano (LCR) foi observado em
paciente com déficit cognitivo leve, semelhante ao resultado apds 1 semana de exposicdo a
STZ, mas o aumento ndo foi encontrado na fase de deméncia da DA (PESKIND et al., 2001).
Entretanto, a reducdo no conteido de S100B no LCR foi relatado em diversos modelos de
deméncia, como da STZ ICV (RODRIGUES et al., 2009), hipoperfusdo cerebral crénica
(VICENTE et al., 2009), a administracdo ICV de acido ocadaico (BROETTO et al., 2016) e
confirmamos a diminuicdo da S100B no LCR ap0s quatro semanas da infusdo de STZ. Ainda,
demonstramos um aumento nos niveis da proteina uma semana ap0s a administragéo,
provavelmente pela lesdo aguda induzida pela STZ, como descrito em lesdes cerebrais agudas

(KLEINDIENST et al., 2007; BATASSINI et al., 2015).

Investigamos a participacdo de outros marcadores cerebrais, diretamente dependentes
dos astrocitos, a glutamina sintetase (GS) e o conteddo de GSH. Nossos resultados
demonstraram que as alteragdes nestes marcadores ocorreram em ambos 0s periodos
analisados. No cérebro, os astrocitos expressam predominantemente a GS, enzima
responsavel pela sintese da glutamina, substrato utilizado pela enzima glutamina:frutose-6-
fosfato transaminase (GFAT) na sintese da glicosamina-6-fosfato e regulador chave na sintese
da UDP-GIcNAc. A diminuicdo na atividade da GS foi relatada tanto na génese da DA
(BUTTERFIELD, 2002) como no modelo de STZ ICV (TRAMONTINA et al., 2011).
Corroborando com isso, dados genémicos sugerem que a GS representa um vinculo
importante entre a DA e o diabetes mellitus (MIRzA et al., 2014). Ademais, nossos dados
indicam que essa reducdo na GS é uma alteracdo precoce no modelo da STZ ICV. A avaliacdo
dos indices de GSH nos hipocampos mostrou-se reduzido precocemente apds a administracdo
da STZ, provavelmente por alteraces na sintese, reciclagem astrocitaria e no trafego de GSH
entre 0s astrdcitos e os neurdnios, aumentando a susceptibilidade das células neuronais a

danos e a morte (DRINGEN, 2000; FERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2012).
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Nessa tese podemos concluir que a infusdo da STZ ICV contribui para as disfuncdes
celulares e cognitivas dos animais submetidos ao modelo. Encontramos uma deficiéncia na
recuperacdo do peso dos animais, possivelmente relacionado aos mecanismos de controle do
apetite. J& o déficit cognitivo sugere uma disfuncdo nos mecanismos neuronais de aquisi¢do e
retencdo da memdria, dependentes principalmente do funcionamento adequado do
hipocampo. Ainda, acreditamos que a reducdo nos niveis da enzima OGT estejam impactando
diretamente na reducdo das proteinas modificadas por O-GIcNAc, que presumimos esta
relacionado a acdo doadora de NO realizado pela STZ que pode provocar a nitrosilacdo da
OGT, resultando em reducdo da atividade enzimatica. Conjuntamente, 0s niveis elevados da
serina 307 fosforilada do IRS-1 é um indicativo claro da ocorréncia de disfungdes na
sinalizagdo da insulina, que impacta diretamente na absorcdo de glicose e induz mudancas

metabdlicas graves no hipocampo.

Nossos resultados sugerem que as mudancas metabolicas induzidas pela STZ ICV
estimula a ativacdo glial, tornando sua resposta exacerbada e disfuncional como observadas
no modelo animal. Encontramos uma ativacao simultdnea do NFkB e da enzima COX-2,
configurando uma ativacdo precoce na sinalizacdo inflamatoria, acompanhada da ativacédo
persistente de astrocitos e microglia, bem como da proteolise da enzima calcineurina. Embora
sejam necessarios avaliaces adicionais para caracterizar o papel da proteolise da calcineurina
no modelo de STZ ICV, acreditamos que a sinalizacdo inflamatoria induzida pela isoforma
astrocitaria NFATc3, seja um fator importante nas alteraces cronicas encontradas nesse
modelo de DA.
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