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RESUMO

O metilglioxal (MG) é um composto dicarbonil, formado a partir de fontes exdgenas e
enddgenas. A taxa de formacdo do composto depende do metabolismo e tipo celular e
pelas condigdes fisioldgicas, sendo, endogenamente, a via glicolitica, a mais importante
fonte de producdo. Niveis elevados de glicose estdo relacionados ao acimulo de MG no
plasma e no liquido cefalorraquidiano (LCR), em doengas como o diabetes mellitus (DM)
e adoenca de Alzheimer (DA). A alta reatividade do MG leva a modificacdes de proteinas
e outras biomoléculas, gerando produtos finais de glicacdo avancada (AGES), apontados
como mediadores nessas desordens neurodegenerativas. Além da glicacao, outros efeitos
resultantes de altos niveis de MG no sistema nervoso central (SNC) séo envolvidas na
direta modulacdo da neurotransmissdo GABAEérgica e glutamatérgica, com evidéncias
sugerindo que os efeitos do MG podem ser relacionados a mudangas comportamentais e
disfuncdo glial. No SNC, os astrécitos sdo mais suscetiveis ao dano para o estresse
dicarbonilico, embora essas células apresentam um sistema glioxalase mais eficiente
guando comparado com neur6nios, sugerindo um aumento no dano funcional neuronal
sob complicacdes diabéticas e em desordens neurodegenerativas. Em vista disso, 0
objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia de altas concentracfes de MG no SNC. Foi
avaliado como a administragéo intracerebroventricular (ICV) de MG (3 umol/uL) causa
mudancas comportamentais como o declinio cognitivo e ansiedade bem como alteracGes
bioquimicas no hipocampo, soro e LCR. Além disso, nds investigamos a integridade da
barreira hematoencefalica (BHE) relacionada as func@es astrocitarias no hipocampo. MG
induziu, 12 h apés a sua administracdo, um decréscimo na atividade locomotora no campo
aberto e efeitos ansioliticos nos ratos submetidos ao Teste do labirinto em cruz elevado.
Subsequentemente, 36 h ap6s a cirurgia ICV, a injecdo de MG também induziu prejuizo
cognitivo nas memorias de curto e longo prazo, avaliado pela tarefa do reconhecimento
de objetos. Foi avaliado também a memoria espacial de curto prazo, avaliada pelo teste
do Y-maze. Setenta e duas horas ap6s infusdo do MG, a captacdo de glutamato, a
atividade da glutamina sintetase e os niveis da glutationa foram diminuidos em relacédo
ao grupo SHAM. Interessantemente, os niveis da proteina astrocitaria, S100B, estavam
aumentados no LCR, o que foi acompanhado pelo decréscimo na expressdo do RNAm da
S100B hipocampal, mas ndo nos niveis da proteina. Ndo houve mudangas no contetdo
do receptor para AGEs (RAGE). Além disso, n6s observamos uma perda na integridade
da BHE, avaliada pela entrada do corante azul de Evans blue no tecido cerebral e de
albumina no LCR. Além destas alterac6es, houve decréscimo nos niveis da aquaporina-4
e conexina-43 no tecido hipocampal. A expressdo génica (RNAm) de dois importantes
fatores de transcricdo da resposta antioxidante, NfkB e Nrf2, ndo foram alterados no
hipocampo. Contudo, a hemeoxigenase-1 (HO-1) foi aumentada no grupo tratado com o
MG. Em conjunto, esses dados corroboram com a ideia de que 0s astrocitos, as principais
células responsaveis pelo clearance do MG, sdo alvos na toxicidade do MG e que a
disfungéo da BHE induzida por este composto podem contribuir nas alterages cognitivas
e comportamentais observadas nesses animais. Isso nos ajuda a melhorar nosso
entendimento de como produtos derivados do metabolismo da glicose podem induzir a
disfung@es cognitivas observadas em pacientes diabéticos bem como em outras condigdes
neurodegenerativas, e uma melhor definicdo do papel dos astrdcitos nas doengas e
terapéutica.



ABSTRACT

Methylglyoxal (MG) is a dicarbonyl compound, formed from exogenous and endogenous
sources. The formation rate of compound depends on metabolism and cell type and
physiological conditions, which the glycolytic pathway represents the most important
endogenous production source. Elevated blood glucose levels are related to MG
accumulation in plasma and cerebrospinal fluid (CSF) diabetes mellitus and Alzheimer’s
disease (AD). The high reactivity of MG leads to modification of proteins and other
biomolecules, generating advanced glycation end products (AGEs) appointed as
mediators in these neurodegenerative diseases. In addition to protein glycation, other
effects resulting from high levels of MG in the central nervous system (CNS) may involve
the direct modulation of GABAergic and glutamatergic neurotransmission, with evidence
suggesting that the effects of MG may be related to behavioral changes and glial
dysfunction. In the CNS, astrocytes are more susceptible to damage of dicarbony!l stress,
although they have an improved glyoxalase system when compared to neurons,
suggesting an increased neuronal functional damage under diabetic complications and
neurodegenerative disorders. In view of this, the aim of this study was evaluating the
direct influence of high concentration of MG in the CNS. It was evaluated how
intracerebroventricular (ICV) administration (3 wmol/uL) cause behavioral changes, as
cognitive decline and anxiety as well as biochemical alterations in the hippocampus,
serum and CSF. Furthermore, we investigated the blood-brain barrier (BBB) integrity
related to astrocytic functions in the hippocampus. MG induced, 12h after injection, a
decrease in locomotor activity in the Open field (OF) and anxiolytic effects in rats
submitted to elevated plus-maze (EPM). Subsequently, at 36 h after ICV surgery, MG
injection also induced cognitive impairment in both short and long-term memory, as
evaluated by novel object recognition tasks, and in short-term spatial memory, as
evaluated by the Y-maze test. 72h after infusion of MG, hippocampal glutamate uptake
decreased and glutamine synthetase activity and glutathione levels diminished.
Interestingly, the astrocytic protein, S100B, was increased in the cerebrospinal fluid,
accompanied by decreased hippocampal S100B mRNA expression, without any change
in protein content and hippocampal contents of RAGE. In addition, we observed a loss of
BBB integrity, as assessed by the entry of Evans dye into brain tissue and albumin in the
CSF, as well as a decrease of aquaporin-4 and connexin-43 in hippocampal tissue. The
MRNA expressions of two important transcription factors of antioxidant response - NfkB
and Nrf2, were not changed. However, hemeoxigenase-1 was upregulated in MG-treated
group. Taken together, this data corroborates with the idea that astrocytes, the main cells
responsible for MG clearance, are targets of MG toxicity and that BBB dysfunction
induced by this compound may contribute to behavioral and cognitive alterations
observed in these animals. It helps us an improve our understanding of how this product
of glucose metabolism can induce the brain dysfunction observed in diabetic patients, as
well as in other neurodegenerative conditions, and further defines the role of astrocytes
in disease and therapeutics.
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APRESENTACAO

Esta tese esta apresentada em se¢des organizadas da seguinte maneira: Introducao,
Resultados (Capitulo I, Capitulo 1), Discussdo, Conclusdes, Perspectivas, Referéncias
Bibliograficas e Anexo. Na Introducdo, sdo apresentados os temas estudados, a
fundamentacéo tedrica que nos levou ao desenvolvimento deste trabalho e os focos de
estudo, descritos no item Objetivos.

A secdo de Resultados estd dividida em dois capitulos, de acordo com o0s
diferentes focos de estudo. Em cada capitulo estdo descritos os materiais e métodos
utilizados bem como os resultados obtidos, sendo o primeiro capitulo o artigo cientifico
publicado.

Capitulo I: Short-term alterations in behavior and astroglial function after
intracerebroventricular infusion of methylglyoxal in rats. Este capitulo refere-se aos
objetivos I a Il.

Capitulo 11: Acute methylglyoxal-induced damage in blood-brain barrier and
hippocampal tissue. Este capitulo refere-se ao objetivo Ill.

A Discussdo contém a argumentacdo bibliograficamente embasada da
interpretacdo e da importancia dos resultados obtidos nos dois capitulos. A secdo
conclusdes aborda as hipéteses concluidas na tese. Nas perspectivas, estdo elucidados os
préximos passos para que as novas abordagens suscitadas pela tese possam ser
investigadas a fim de colaborar para que o capitulo Il seja publicado na forma de artigo
cientifico, e complementar o entendimento acerca da linha de estudo. A se¢éo referéncias
bibliograficas lista elementos bibliograficos utilizados na redacdo da tese.

Nessa tese, foi incluso como anexo, resultados parciais referentes ao periodo da
realizacdo do doutorado sanduiche no departamento de Medicina Experimental da

Universidade de Perugia, Itdlia sob a orientagdo do professor Guglielmo Sorci. Todas as



atividades realizadas estavam vinculadas ao projeto: Toxicidade do MG mediando a via

RAGE/Nrf2 em celulas gliais.
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1 INTRODUCAO

1.1 Metabolismo da glicose no sistema nervoso central

O sistema nervoso central (SNC) é caracterizado pelo requerimento de uma alta
demanda energética. O principal substrato energético para o desempenho das fungdes é a
glicose (Mergenthaler et al., 2013). Embora o cérebro represente apenas 2% da massa
corporal (Molina; Dimaio, 2012), é responsavel por consumir aproximadamente 25% da
energia derivada da glicose (Bordone et al., 2019). Apesar de a concentracgdo de glicose
possa diferir em diferentes areas do cérebro, com um acréscimo pds-prandial (Burdakov;
Luckman; Verkhratsky, 2005; Thorens, 2011), os niveis basais fisiologicos sdo mantidos
rigorosamente estaveis, permitindo a manutencao das atividades funcionais (Koekkoek;
Mul; La fleur, 2017). A polaridade e concomitante hidrofilidade apresentada pela
molécula de glicose exige a presenca de transportadores especificos, como 0s
transportadores de glicose (GLUTS) e/ou transportadores dependentes de sédio (SGLTS),
para que esta possa atravessar a membrana plasmatica celular (Szablewski, 2017). A
distribuicdo e expressao das diferentes isoformas dos GLUTs e SGLTs sdo especificos de
cada célula, e também dependentes das condic¢des fisioldgicas e do desenvolvimento
(Patching, 2017). GLUT1 é a isoforma mais abundante nas células que formam a barreira
hematoencefalica (BHE) (células endoteliais e plexos coroides), astrécitos e células
ependimarias que revestem os ventriculos cerebrais (Gongalves, 2019; Welcome and
Mastorakis, 2018). Neurdnios expressam principalmente GLUT3, embora alguns (no
hipocampo, cerebelo e hipotalamo) expressam GLUT4 (transportador de glicose sensivel
a insulina) (Choeiri et al., 2002; Shah et al., 2012) e SGLT1 (no hipocampo e cortex
cerebral) (Yu et al., 2010). Além disso, outros transportadores como o GLUT2, GLUT
(6-8) e SGLT (1-2) tem sido observados nas células e unidades neuro vasculares da BHE

(Patching, 2017).
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Sob concentragdes fisioldgicas, a entrada de glicose da-se através dos GLUTS
(Lund-Andersen, 1979; Patching, 2017). A glicose derivada do sangue, atravessa células
endoteliais da BHE, principalmente via GLUT1, alcan¢ando o fluido intersticial e dessa
forma é rapidamente absorvida por astrocitos, oligodendrécitos e micréglia, alcancando
estruturas mais distantes (Harris et al., 2012; Navale and Paranjape, 2016; Patching,
2017). Os niveis intracelulares de glicose sdo mantidos pelo balango entre as taxas de
influxo, efluxo e metabolismo e, uma vez dentro das células a glicose é fosforilada pela
enzima hexoquinase a glicose-6-fosfato, a qual pode ser entdo metabolizada por trés vias
principais: a glicolise, vias das pentoses e glicogénese (em astrocitos) (Bélanger et al.,
2011; Pellerin, 2018). Dessa forma, intermediarios dessas vias como aminoacidos
(alanina, glicina, glutamina e serina) e moléculas neurotransmissoras/neuromoduladoras
(aspartato, GABA, glutamato, lactato) sdo gerados, os quais podem regular atividades de
diversas estruturas e fungdes celulares (Alle et al., 2009; Dienel, 2019; Mergenthaler et
al., 2013; Pellerin and Magistretti, 1994; Serres et al., 2005; Zielke et al., 2009).

Existem inimeros debates acerca das taxas de glicose utilizada como substrato
nas interacdes metabdlicas entre astrocitos e neurdnios (Allaman et al., 2015; Bélanger et
al., 2011; Juaristi et al., 2019). Alguns estudos defendem que o0s neurdnios sustentam uma
taxa mais alta de metabolismo oxidativo em comparagdo com as células gliais (Itoh et al.,
2003; Lebon et al., 2002; Lopez-Fabuel et al., 2016) e a utilizacdo de lactato como
substrato energético, inclusive quando a glicose esta disponivel (Bouzier-Sore et al.,
2006; Itoh et al., 2003). Porém, um estudo de (Dienel, 2019), considerando fracfes de
volumef/tipo de células, apresentou que essa a taxa de oxidacdo da glicose se assemelha
ou até se apresenta mais alta em astrocitos. Somado a isso, é sabido que 0s astrdcitos
apresentam uma alta captacdo de glicose e taxa glicolitica (Bittner, 2010; Herrero-

Mendez et al., 2009), a qual é catabolizada e liberada como ATP ou convertida a lactato
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ao meio extracelular, dependendo do tipo e necessidade celular (Bouzier-Sore et al., 2006;
Itoh et al., 2003; Lovatt et al., 2007; Serres et al., 2005) (Figura 1).

A via glicolitica ndo € indcua para as células, uma vez que gera inevitavelmente
subprodutos altamente reativos como o metilglioxal (MG) (Allaman et al., 2015; Dienel,
2019). O acimulo permanente de MG nas células é deletério, desde que esse composto é
um dos mais potentes agentes glicantes (Rabbani and Thornalley, 2012; Thornalley,
2005; Thornalley and Rabbani, 2011a). Para manter-se em niveis baixos e nao-tdxicos, a
detoxificacdo do MG é realizada, majoritariamente pelo sistema de enzimas glioxalase

(Rabbani, 2015).
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Figura 1. Metabolismo da glicose e geracdo de substratos astrocitos-neurdnios. Adaptado
de (Pellerin, 2018) e (Mergenthaler et al., 2013). Para a confec¢do da figura foi usado o
programa Biorender.
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1.2 A formacdo do MG

O MG é um composto dicarbonil com peso molecular de 72kDa, representado
pela formula quimica C3HsO2 (Phillips and Thornalley, 1993) (Figura 2). Pode ser
originado de formas enddgenas e exdgenas (Kalapos, 2013). Endogenamente, é formado
principalmente a partir de dois intermediarios da via glicolitica, as triose-fosfato
(diidroxiacetona-fosfato e o gliceraldeido-fosfato) através da fragmentacéo e eliminacao
espontanea (ndo enzimatica), ou pela acdo da triose-fosfato isomerase do grupo fosfato
(Pompliano et al., 1990; Richard, 1993; Thornalley, 1996). Vale ressaltar também que o
MG pode ser formado a partir de varias vias metabdlicas nas quais as triose-fosfatos sao
intermediarias, como a gliconeogénese e a gliceroneogénese (Rabbani and Thornalley,
2015), através do metabolismo dos corpos cetdnicos, com a acao das enzimas citocromo
P450, mieloperoxidase e o catabolismo do aminoéacido treonina (Phillips and Thornalley,
1993). O MG pode ser gerado também de forma ndo-enzimatica pela lenta degradacao da
glicose e dos produtos de Amadori através da reacdo de Maillard (Thornalley, 1998), e
em processos de peroxidacdo lipidica (Shibamoto, 2006; Vander Jagt and Hunsaker,
2003).

De forma exdgena, a formacdo do MG via degradacdo de proteinas glicadas e
monossacarideos, ocorre em alimentos e bebidas durante o processamento e
armazenamento prolongado (Nemet et al., 2006). A composicao lipidica e presenca de
monossacarideos (Nemet, 2006), além de fatores como temperatura e o tempo de
preparagéo dos alimentos influenciam na maior formacgdo do MG (Martins et al., 2003).
O MG presente nos alimentos é rapidamente degradado e/ou reage com as proteinas antes
da absorcéo no trato gastrointestinal e, portanto, parece ndo contribuir diretamente sobre
0s niveis totais no organismo (Degen et al., 2013; Nemet et al., 2006). Porém, seu papel

através da dieta se d& indiretamente como precursor nos processos de glicagdo, com a

19



formacgdo dos chamados produtos de glicacdo avancada (do inglés, AGEs). AGEs séo
formados durante o cozimento dos alimentos, e concentracBes circulantes desses
compostos no organismo podem influenciar em alteracfes metabdlicas como a geragédo
de inflamacéo, estresse oxidativo e uma propensao a resisténcia a insulina (Sandu et al.,

2005; Uribarri et al., 2005).

O

CHs
O

Figura 2. Férmula estrutural do metilglioxal, C3sHsO2. Nome IUPAC: 2-Oxopropanal
72,06 g/mol. Adaptado de (www.pubchem.ncbi.nim.nih.gov, 2021).

1.3 AGEs derivados do MG

Reacdes de glicacdo sdo processos enddgenos que contribuem para modificacdes
translacionais de proteinas ocorrendo através de complexas e sequenciais séries de
reacOes chamadas coletivamente de rea¢Ges de Maillard (Rabbani and Thornalley, 2012).
A reacdo de Maillard é dividida em trés estagios: inicial, intermediério e tardio (Lapolla
et al., 2005). No estagio inicial, a glicose e/ou outros agucares redutores reagem com
grupos amino de vérias biomoléculas formando base de Schiff. Através do rearranjo
estrutural, essa base da origem ao produto de Amadori, o qual in vivo, alcanca o equilibrio
dindmico (em 15-20 dias) acumulando-se em proteinas de vida curta e longa (Lapolla et
al., 2005). A partir do estagio intermediario, o produto de Amadori através de reacdes de
oxidacgéo e desidratacdo podem degradar-se em varios compostos a-oxoaldeidico, entre

eles 0 MG, glioxal e deoxyglucosonas (Rabbani and Thornalley, 2012). O estagio tardio
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é representado por reacdes de oxidacdo, desidratacéo e ciclizacdo destes compostos com
grupos amino livres formando AGEs. Além disso, a formacdo de AGEs pode dar-se
também através da via direta na qual niveis elevados de MG reagem com proteinas
(Lapolla et al., 2005).

Embora os niveis plasmaticos de MG sao aproximadamente 50000 vezes menores,
a reatividade para a glicacdo é de até 20000 vezes maior quando comparado com a
glicose. Dessa forma, a formacdo dos adutos de proteinas atraves da glicacdo mediada
pelo MG in vivo ocorre em um fluxo muito semelhante ao da glicacdo mediada pela
glicose (Thornalley, 2005). Inumeras proteinas como a hemoglobina, proteinas
mitocondriais histonas ou moléculas como a GSH sofrem alteracdes estruturais e
funcionais através da glicacdo mediada pelo MG (Bose, 2013; Galligan et al., 2018;
Kalapos, 2008a; Morcos et al., 2008).

O principal aminoéacido afetado pela glicacdo do MG ¢ a arginina, resultando na
perda da carga positiva com formacdo de hidroimidazolonas derivadas do MG (MG-Hs).
Estas podem apresentar-se sob trés formas estruturais (MG-H1), MG-H2 e MG-H3
(Rabbani and Thornalley, 2008; Xue et al., 2012). MG-H1 corresponde a 90% dos adutos
(Rabbani and Thornalley, 2012), seguida por menores proporcdes formadas a partir da
glicacdo da lisina pelo MG, a carboxi-etil-lisina (CEL) e a carboxi-metil-lisina (CML).
Proteinas modificadas pela presenca de residuos de MG-H1 em sua estrutura sdo
direcionadas para protedlise (Ahmed et al., 2005a; Dobler et al., 2006; Dudek et al., 2005;
Hernebring et al., 2006). Elevadas concentragfes de CEL e MG-H1 foram encontradas
no LCR de pacientes com a doenca de Alzheimer (DA) (Ahmed et al., 2005b) e no plasma
e urina de individuos com diabetes mellitus (DM) (Ahmed et al., 2003; Beisswenger and
Miller, 2013; Karachalias et al., 2010). Ratos nefrectomizados apresentaram um aumento

de adutos livres MG-H1, com auséncia no conteudo de residuos de MG-H1 em proteinas
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plasmaticas, indicando que o clearance € realizado principalmente na excre¢do (Rabbani
et al., 2007). Além disso, 0 MG pode reagir com a deoxiguanosina, formando derivados
de imidazopurinona, contribuindo em processos para a glicacdo do acido
desoxirribonuclieco (DNA) (Schalkwijk and Stehouwer, 2020; Tamae et al., 2011);
quando ligados DNA-MG formam um aduto chamado MGdG {metilglioxal-3-(2’-
deoxiribosil) -6,7-dihidro-6,7-dihidroxi-6/7-metilimidazo-[2,3-b] purina-9(8) -um}, o
qual foi associado com quebras na cadeia do DNA (Thornalley and Rabbani, 2011b). Ao
mesmo tempo, crosslinks induzidos pelo MG entre a DNA polimerase e 0 DNA inibem
a replicacdo do DNA (Murata-Kamiya and Kamiya, 2001). Além disso, o mal
enovelamento de proteinas modificadas pelo MG sdo mais susceptiveis e direcionadas ao
proteasoma para protedlise (Rabbani and Thornalley, 2018), processo que pode ocasionar
mudancas na transcricdo génica, um aumento no apoptose e dano celular (Ramasamy et

al., 2006).

1.3.1 Efeitos secundarios da glicacéo

A extensdo da glicacdo de proteinas pelos compostos carbonilicos em condi¢bes
fisioldgicas € baixa (1-5%), mas pode exacerbar-se durante o envelhecimento e em
situacOes patoldgicas (Rabbani and Thornalley, 2015). A presenca de proteinas glicadas
na matriz celular e extracelular desencadeia disfun¢bes mitocondriais, aumento de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (Morcos et al., 2008) e ativacdo de processos
direcionadas a apoptose (Chan et al., 2007). Na BHE, a glicacdo induzida pelo MG
acarreta prejuizos na funcionalidade e integridade nas células endoteliais (Beeri, 2011; Li
et al., 2015; Rabbani and Thornalley, 2015), aumentando a secrecdo de citocinas como a
IL-6 e IL-8, ocasionando uma maior permeabilidade da BHE e mudancas na morfologia

celular (Hussain, 2016; Toth et al., 2014a), bem como um decréscimo na expressdo de
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proteinas tight junctions como as ocludinas, claudinas e zona occludens-1 (ZO-1) (Li,
2013; Téth et al., 2014b).

Os AGEs podem interagir com diferentes receptores celulares, como o receptor
para os AGEs (do inglés, RAGE) (Ramasamy et al., 2011). Além de neurdnios e
micrdglia, 0 RAGE ¢ expresso na superficie celular de astrocitos (Gonzalez-Reyes and
Rubiano, 2018). O receptor apresenta trés dominios extracelulares (V, C1 e C2), uma
hélice transmembrana e uma cauda citoplasmatica curta (Palanissami and Paul, 2018). O
dominio V do receptor pode se ligar a varios ligantes incluindo AGEs, proteinas
intracelulares dependentes de calcio, como a S100B, a proteina do grupo de alta
mobilidade box 1, HMGBI, o peptidio pB-amiloide e moléculas DAMPs (do inglés,
Damage-associated molecular patterns), ja a parte intracelular medeia a sinalizacao
celular (Gonzalez-Reyes and Rubiano, 2018).

A interacdo AGEsS-RAGE podem desencadear uma cascata de sinalizacéo
intracelular, como a geracdo de ERO via NADPH oxidase e também a ativacdo do fator
de transcricdo: fator nuclear kappa B (NfkB). Esse efeito gera um aumento da expressdo
de genes inflamatérios e a formacao e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e ERO,
assim como o aumento da expressdo do proprio RAGE, amplificando dessa forma a sua
resposta (Saleh et al., 2019). Devido ao grande numero de interacdes/ligantes, o
envolvimento do papel do RAGE em varios processos fisiologicos e patoldgicos é

amplamente estudado.

1.4 O sistema glioxalase e 0 MG
No organismo dos eucariontes e procariontes, as células possuem diferentes
mecanismos de detoxificagdo dos propagadores dicarbonil (Phillips and Thornalley,

1993; Vander Jagt and Hunsaker, 2003). O sistema glioxalase, presente no citosol da
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maioria das celulas, desempenha o papel de defesa celular contra a glicagao e estresse
oxidativo provenientes da toxicidade do MG e de outros compostos dicarbonis (Kalapos,
2008a; Thornalley, 1993a). Este sistema de enzimas, catalisadas pela glioxalase 1 (Glo1)
e a glioxalase 2 (Glo2), é dependente de glutationa reduzida (GSH). O MG reage com a
GSH e forma hemitioacetal. Glol converte o hemitioacetal em S-D-lactoilglutationa, esta
por sua vez, ¢é utilizada como substrato para a Glo2 que catalisa a sua hidrdlise levando a
formacéo de uma molécula de D-lactato e regenerando a GSH em sua forma reduzida inicial
(Figura 3) (Allaman et al., 2015; Rabbani and Thornalley, 2012; Thornalley, 1993b,
2005). A primeira etapa catalisada pela Glol € o passo limitante da reac&o e a eficacia no
reciclamento de GSH nesse processo estd intimamente relacionado com o status no
estresse oxidativo celular. O transiente decréscimo na concentracdo de GSH pode levar
ao aumento das taxas de glutationa oxidada (GSSG/GSH) e NADP/NAPPH (Dringen,
2000).

Estudos realizados in vitro e in vivo mostraram que, no SNC, os astrécitos
apresentam uma maior resisténcia a toxicidade do MG devido a uma maior eficiéncia em
ambas as enzimas que compdem o sistema glioxalase, bem como uma maior capacidade
compensatéria nos niveis de GSH quando comparado com os neurdnios (Belanger et al.,
2011; Dringen, 2000). A imunoreatividade para a Glo1 foi observada ao longo de todo
filamento GFAP-positivo (Allaman et al., 2015) em células astrocitérias isoladas do
cortex (Belanger et al., 2011), e uma expressao duplamente maior no RNAm da Glol em
cultura de astrocitos isolados (Cahoy et al., 2008) quando comparado com neurénios e
demais celulas no SNC. Estudos de viabilidade celular apresentaram que culturas
neuronais hipocampais foram afetadas ja em baixas concentraces de MG (de Arriba et
al., 2007; Di Loreto et al., 2004, 2008), enquanto que a integridade celular de culturas de

astrocitos ou linhagem C6, concentragdes de até 1 mM ndo ocasionaram danos (Belanger
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et al., 2011; Hansen et al., 2012). Interessantemente, em altas concentracfes de MG em
co-culturas com astrécitos, neurdnios sdo protegidos da toxicidade do composto
(Belanger et al., 2011).

Embora ha uma grande eficiéncia e atividade da Glo1, devido a maior distribuicéo
nos tecidos (Rabbani et al., 2016), outras enzimas podem ser envolvidas na detoxificacao
do MG nas células: as enzimas aldo-ceto redutases (AKRS) e as aldeido-desidrogenases
(ADHs), formando hidroxi-acetona e piruvato, respectivamente, como produto da reacao
(Vander Jagt and Hunsaker, 2003) (Rabbani et al., 2016). Tem sido demonstrado que na
auséncia do sistema glioxalase, as AKRs compensariam efetivamente na prevencdo ao
acimulo do MG (Schumacher et al., 2018). Somado a isso, recentemente, inimeros
estudos tém reportado o envolvimento da proteina DJ-1 (também conhecido como
PARKY7) na degradacdo do MG. Diferentemente do sistema glioxalase, a DJ-1 é capaz de
neutralizar o efeito do MG quando este ainda se encontra conjugado com grupos tiois
celulares (Andreeva et al., 2019; Jiang et al., 2021; Matsuda et al., 2017).

O controle do estresse oxidativo apresentado pelas enzimas responsaveis pela
degradacdo do MG sdo reguladas através de fatores de transcricdo como o Nrf2 (Fator
nuclear eritroide 2). O Nrf2, em condices fisioldgicas basais, € mantido no citoplasma
de forma inativa, ligado com Keap 1 (um complexo de proteinas associadas) (Xue et al.,
2012). Sob estado oxidativo, Nrf2 se desliga do Keap 1 e se transloca ao nucleo, ligando-
se ao elemento resposta-antioxidante (ARE) (presente em todos os genes regulados por
Nrf2) (Liu et al., 2017), ou ao elemento de resposta nas regides promotoras dos genes que

codificam moléculas antioxidantes (Zoja et al., 2015).
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Figura 3. Vias metabdlicas e fontes de formacao e degradacédo do metilglioxal. Adaptado
de (Bélanger et al., 2011) e (Schalkwijk and Stehouwer, 2020). Para a confeccdo da figura
foi usado o programa Biorender.

1.5 Niveis de MG em condicdes fisioldgicas e patoldgicas

Considerando a importancia energética primaria da glicélise na maioria dos
tecidos, a formacdo de MG ocorre em todos as células e organismos (Angeloni et al.,
2014; Kalapos, 2008b; Nemet et al., 2006). Embora a concentracdo de MG é dependente
da especificidade do tecido, estima-se que 0.1-0.4% do fluxo glicolitico resulta na
formagdo de MG (Kalapos, 2008b). Em humanos, a taxa de formag&o sistémica é de
120umol/kg/dia (Thornalley, 1998b). Células e tecidos apresentam concentragdes de 2 -
4uM (Dobler et al., 2006; Nicolay et al., 2006), 100nm no plasma (Beisswenger et al.,
1999; Nicolay et al., 2006) e niveis estimados entre 10 - 20uM no LCR (Kuhla et al.,
2005). Isso significa que a formacao periférica e até a circulacdo sistémica do MG podem
acessar e afetar o SNC, uma vez que é uma molécula capaz de se difundir através da

membrana plasmatica, portanto, capaz de permear também a BHE (Distler et al., 2012).
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Em condicgbes fisiolodgicas 0 MG se apresenta em trés formas dinamicamente
equilibradas: a forma nao-hidratada, monoidratada e a diidratada, sendo a monoidratada
a mais prevalente (McLellan and Thornalley, 1992; Nemet et al., 2004). A desidratacédo
do MG é um passo limitante para definicdo no tempo de meia vida (aproximadamente 4
minutos) durante a permeabilizacdo a membrana plasmatica, que se da atraves da difusao
passiva (Rabbani and Thornalley, 2014a). Todavia, considerando o metabolismo do MG
pelo sistema glioxalase, a meia vida seria de cerca de 10 minutos (Rabbani and
Thornalley, 2014a). O MG formado nas células pode se difundir através do fluido
instersticial para o plasma /ou células de outros tecidos (Rabbani and Thornalley, 2015).
A maior parte do MG labil (> 99%) esta ligada reversivelmente a GSH e grupos tiois
(Rabbani and Thornalley, 2014a). Ligac®es irreversiveis a proteinas no plasma ocorrem
em 3,6 horas (Rabbani and Thornalley, 2015).

O MG em niveis fisiologicos (UM), age como um agonista parcial dos receptores
do &cido y-aminobutirico (GABA) do tipo A (GABAAaR), possuindo 1/3 da forca de
ativacdo de seu neurotransmissor classico (Distler et al., 2012). Os receptores GABAA séo
membros de uma superfamilia de canais i6nicos ativados por ligantes, de estrutura
pentamérica, permeavel a cloreto (CI") (Bormann, 2000; Chebib and Johnston, 2000).
Esse aumento a permeabilidade ao ion aumenta a resposta sinaptica inibitoria a liberacao
pré-sinaptica do principal ligante endégeno do receptor, o neurotransmissor GABA
(Johnston, 2005; Scott and Aricescu, 2019). Efeitos inibitorios sobre a neurotransmissao
diminuem a probabilidade da geracdo de um potencial de agéo, devido a hiperpolarizagéo
pos-sinaptica (Kullmann et al., 2005). O efeito do MG na ativagdo dos receptores GABAA
se da de forma paracrina, apds se difundir pela membrana plasméatica quando gerado
intracelularmente por neurdnios e pela glia (Nusser et al., 1999), uma vez que na fenda

sinaptica a concentracdo de GABA € centenas de vezes maior que a de MG. Em estudos
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in vitro, alteragdes na concentracdo do MG ocasionaram bruscas mudancas no potencial
e corrente da membrana celular neuronal, o que substancialmente alterou o
comportamento (Distler et al., 2012).

Devido a alta reatividade apresentada pela molécula do MG, mimetizar os efeitos
e manter os niveis desse composto em estudos, visando a concentracGes patologicas ou
fisioldgicas € um grande desafio. Dessa forma, sdo encontrados na literatura inmeros
estudos que diferem na concentracdo do composto, nas vias de avaliacdo e os tempos de
tratamento realizados, tanto in vitro (majoritariamente avaliados) quanto in vivo. Foi
demonstrado que a citotoxicidade causada pelo MG é mediada pelo enfraquecimento do
sistema de detoxificacdo e morte celular (Di Loreto et al., 2004, 2008). O MG induziu a
morte das células progenitoras de neurogénese no hipocampo adulto de camundongos
(Chun et al., 2016), bem como em diferentes linhagens celulares, cultura de neurénios e
astrocitos e fatias de cértex, sobretudo em curtos intervalos de tempo (1h — 24h) (Chu et
al., 2014; Hansen et al., 2017; Heimfarth et al., 2013). Em estudos com eletrofisiologia,
foram avaliadas as concentracfes de 0,01 a 100uM de MG, respectivamente em culturas
de neurdnios do hipocampo e do cerebelo (Distler et al., 2012), e fatias cerebrais de
camundongos (10 uM) (Hambsch et al., 2010). QOutras vias como a administracdo
intraperitoneal também foram avaliadas, na qual doses entre 50 — 300mg/kg de peso
corporal para ratos ou camundongos (Distler et al., 2012, 2013; Nigro et al., 2014),
administracdo oral (600mg/kg de peso corporeo) e administracdo intracerebroventricular
(ICV), com injecdes repetidas e Unicas aplicadas em ratos (3 uM/uL) (Hansen et al.,
2016a).

A producdo de MG é acelerada em condicGes de hiperglicemia (Lee et al., 2009;
Turk, 2010), por prejuizo na utilizagéo da glicose e deficiéncia da enzima triose-fosfato

isomerase (Ahmed et al., 2003). Dependendo do controle glicémico, as concentragdes
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plasmaticas do MG e AGEs podem aumentar de 2-4 vezes em pacientes diabéticos
(Lapolla et al., 2003; Rabbani and Thornalley, 2014b). Na DA, as concentracdes de MG
no LCR aumentaram até 2 vezes mais quando comparados com pacientes sem a doenca

(Kuhla et al., 2005) bem como o aumento do aduto MG-H1 (Ahmed et al., 2005c).

1.6 MG - Um biomarcador para Diabetes mellitus

O Diabetes mellitus (DM) € uma doenca metabdlica cronica, caracterizada por
aumento nos niveis de glicose sanguinea (Zaccardi et al., 2016), classificada como
diabetes tipo 1 (DM1) e diabetes tipo 2 (DM2), sendo a Gltima a mais comum de todos 0s
tipos de diabetes, abrangendo aproximadamente 90% de todos os casos (Koye et al., 2018;
Zimmet et al., 2014). O DM1 ¢ caracterizado pela falta de producéo de insulina pelas
células B-pancredticas enquanto que o DM2, relacionado com a deficiéncia e/ou
resisténcia a insulina dessas células (American Diabetes Association, 2020; Zarkogianni
etal., 2015). A hiperglicemia crbnica e a resisténcia a insulina sdo comumente associadas
ao desenvolvimento de complicagdes vasculares, as quais levam a alteracdes em 0rgaos
como os rins (nefropatia), retina (retinopatia) e nervos periféricos (neuropatia) (Donaghue
etal., 2009).

Existem consideraveis evidéncias cientificas que o significante aumento dos
niveis de MG celular pela hiperglicemia contribuiria para o desenvolvimento dessas
micro e macro complicacdes e outros fatores de risco como hipertenséo, dislipidemia e
obesidade (Schalkwijk and Stehouwer, 2020). Além disso, 0 MG contribui com a
neuropatia diabética, ja que modula a atividade de proteinas como o canal iénico de sddio
dependente de voltagem, vinculado a hiperalgesia, Nav1.8, bem como age sobre o receptor
de potencial transitério anquirina 1 (TRPA1) (Andersson et al., 2013; Bierhaus et al., 2012).

Além disso, 0 MG acarretaria a predisposi¢cdo a DM2 (Moraru et al., 2018), uma vez que
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induz a resisténcia a insulina (Mey and Haus, 2018), desde que modifica estrutural e
funcionalmente a molécula (Jia et al., 2006; Schalkwijk et al., 2008). Estudos anteriores
demonstraram que o MG inibe a via do substrato da insulina (IRS)-1 e fosfoinositideo 3-
quinase (PI3K), prejudicando a sinalizagdo desempenhada pela molécula (Matafome et
al., 2017; Nigro et al., 2014; Riboulet-Chavey et al., 2006). Dessa forma, 0 MG ocasiona
uma diminuicdo na secre¢do da insulina sobretudo porque interage com as células f-
pancreaticas e células endoteliais causando disfuncgdes celulares (Bo et al., 2016; Fiory et
al., 2011; Vulesevic et al., 2016) e geracdo de espécies reativas de oxigénio (Pi et al.,
2007). Somado a isso, altos niveis de MG plasmaticos acarretaram um maior risco para
diminuicdo na filtracdo renal (do inglés, eGFR) e albumindria em pacientes DM1 e DM2
(Hanssen et al., 2017, 2018; Jensen et al., 2016) e, somado a isso, € sabido que
praticamente todas as estruturas renais sdo susceptiveis ao acimulo dos AGEs e assim,
ndo apenas o efeito do MG per se, mas também, AGEs derivados como MG-H1 e CEL
sdo indicadores precoces na progressao de lesées na nefropatia diabética (Beisswenger

and Miller, 2013).

1.7 Relacdo entre o DM e 0 SNC

Ao lado das alteracBes ocasionadas em oOrgaos periféricos pela hiperglicemia,
pacientes diabéticos também apresentam anormalidades estruturais e funcionais no SNC
(Salas and De Strooper, 2019). Estudos sugeriram que pacientes diabéticos (DM1 e DM2)
apresentaram declinio cognitivo (Cukierman et al., 2005; Kodl and Seaquist, 2008),
principalmente associados a processos de aprendizagem e memoria (Ryan, 1988). Além
disso, foi proposto que o diabetes aumenta o risco no desenvolvimento de deméncia e
especialmente deméncia do tipo Alzheimer (50-100% de incidéncia independentemente

da origem étnica) (Baglietto-Vargas et al., 2016; Biessels and Despa, 2018), sobretudo
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no DM2 (Biessels et al., 2006; Pugazhenthi et al., 2017; Tumminia et al., 2018).
Abrangentes evidéncias mostram que no percurso inicial da DA, ha um prejuizo na
sinalizagdo realizada pela insulina (de la Monte and Wands, 2005) e o consequente déficit
na utilizacdo da glicose (Mosconi et al., 2008, 2009), o que contribuiria para a progressao
aos distarbios na cognicdo (Dhamoon et al., 2009; Hoyer et al., 1991), e o desbalanco no
metabolismo energético e na homeostase cerebral (Grinblatt et al., 2007; de la Monte,
2012; de la Monte and Wands, 2005; de la Monte et al., 2009). Modelos clinicos e
experimentais de diabetes tem apresentado que a intolerancia a glicose € associada a todas
as causas de deméncia (Ohara, 2013) e aumento do risco quando comparado a individuos
ndo-diabéticos (Cukierman et al., 2005; Sommerfield et al., 2004; Spauwen et al., 2013).
Individuos DM2 com niveis aumentados de hemoglobina glicada apresentaram baixos
scores para a aprendizagem e memoria (Cukierman-Yaffe et al., 2009). Em virtude de
todas essas similaridades caracteristicas com o diabetes, a DA pode ser denominada como
“diabetes tipo 3 ou “DM2 especifica do encéfalo” (Sebastido et al., 2014; Steen et al.,
2005).

Além da hiperglicemia, diversos outros fatores também tém sido sugeridos e
estudados como mediadores entre o diabetes e a deméncia, entre eles, 0 acimulo de AGEs
(Bornstein et al., 2014; Strachan et al., 2011; Yang and Song, 2013). Embora esteja claro
que a DA e o diabetes compartilham um nimero de processos moleculares e mediadores
que fundamentam a degeneracdo das respectivas desordens, os mecanismos envolvidos
ainda ndo sdo exatamente claros. Dessa forma, ja que o numero de individuos com
diabetes, prevalentemente DM2 continua a aumentar, e a popula¢do continua a
envelhecer, é de grande importancia aprofundar o conhecimento dessa sinergia entre DM,

comprometimento cognitivo, idade e a DA.
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1.8 MG, Diabetes e SNC

Nos ultimos anos tem se aprofundado sobre os estudos da importancia da
regulacao dos niveis de MG no SNC (Allaman et al., 2015; Angeloni et al., 2014; Distler
et al., 2012; Kuhla et al., 2006, 2007). Elevados niveis séricos de MG (Beeri, 2011) e
elevadas concentracdes plasmaticas de AGEs derivados de alimentos (Cai et al., 2014;
West, 2014), tém sido associados com um rapido declinio cognitivo em individuos idosos
ndo dementes e camundongos. Outro estudo, conduzido por Srikanth e colegas, (Srikanth
et al., 2013), avaliando pessoas idosas, demonstrou que niveis elevados de MG estavam
associados com um decréscimo na memoria, menor fungédo executiva, e atrofia encefalica,
caracterizada por um menor volume de matéria cinzenta dos idosos. Entre varios outros
fatores, uma das explicacdes poderia estar relacionada com o decréscimo na atividade da
Glo1 observado no cérebro de pessoas idosas quando comparado com individuos jovens
(Kuhla et al., 2006). Esse prejuizo no metabolismo da Glol e consequente aumento nos
niveis de MG séricos e no LCR tem sido associado também ao declinio cognitivo
apresentado pelos pacientes com a DA quando comparado com individuos controles
(Angeloni et al., 2014; Beeri, 2011; Chen et al.; Srikanth et al., 2013).

Em modelos experimentais de diabetes, os altos niveis de MG também estariam
associados com prejuizos na aprendizagem e memoria (Huang et al., 2012; Wartchow et
al., 2020). A supressdo dos efeitos do acréscimo nos niveis de MG pelo polifenol
mangiferina preveniu o declinio cognitivo apresentado em ratos (Liu et al., 2013), e 0 uso
de metformina no tratamento de diabéticos principalmente DM2, tem reduzido
significativamente 0 MG plasmatico acompanhada por um significativo aumento na
atividade da Glo1 (Beisswenger et al., 1999; Kender et al., 2014). Um aumento nos niveis
da Glol diminui significativamente os niveis de MG e AGEs no plasma de ratos

diabéticos (Brouwers et al., 2011), bem como causou um decréscimo nos niveis de RAGE
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e AGEs no hipocampo, com consequente melhora no dano cognitivo induzido pelo MG
(Liu et al., 2013). Em adicéo a isso, a quantidade da proteina bem como o RNAm para
Glo1l foi encontrada diminuida em varios 6rgdos, incluindo o cérebro, figado e rins de
ratos Nrf2”", com um aumento de 100% nos niveis de MG e de seus adutos na urina (Xue
etal., 2012).

Por outro lado, a regulacdo da expressdo da Glol pelo MG tem sido relacionada a
ansiedade (Distler et al., 2012; Hovatta et al., 2005; Kromer, 2005; Williams et al., 2009).
Em roedores, 0 MG a curto prazo, tem sido reportado por apresentar efeitos ansioliticos
(Distler et al., 2012; Szczepanik et al., 2020) e doses diarias dessa molécula tem reduzido
0 comportamento do tipo-ansioso (Hambsch et al., 2010), com concomitante diminuigédo
na atividade do receptor GABAA (Distler et al., 2012).

Os prejuizos cognitivos podem ser justificados pelo efeito do MG no hipocampo,
ja que esta estrutura cerebral € muito vulneravel a citotoxicidade celular ocasionada pelo
composto (Kuhla et al., 2005; Schalkwijk and Stehouwer, 2020). Roedores submetidos a
elevadas concentracdes de MG, apresentaram déficit cognitivo em diferentes tipos de
memoria e em breves periodos de tempo (Hansen et al., 2016a; Lissner et al., 2021;
Szczepanik et al.,, 2020). Na presenca de MG, culturas neuronais de hipocampo
apresentaram significativo aumento nos processos de apoptose celular com uma
expressao aumentada na atividade de enzimas como a caspase-3 e Bax (Di Loreto et al.,
2008; Heimfarth et al., 2013; Tajes, 2014), um descontrole no status oxidativo neuronal
e deplecdo no contetldo do GSH (Cai et al., 2002; Ighodaro, 2018), bem como aumento
nos niveis dos marcadores inflamatorios (Vlassara et al., 2002; Weisman et al., 2006).

Além disso, foi proposto que a glicacdo acelera os processos de polimerizagdo do
B-amiloide (AB) e da hiperfosforilagdo da proteina tau, os quais sdo marcadores

histopatoldgicos na DA (Li et al., 2012, 2013; Shuster et al., 2020). Na glicacdo do
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peptideo AP pelo MG, sdo geradas formas oligoméricas maiores contendo folhas-p (Li et
al., 2013) e a formacao de AGEs acelera a transicao do peptideo p-amiléide monomérico
para sua forma oligomérica e, em seguida, gerando agregados ainda maiores (Taghavi et
al., 2017). A toxicidade apresentada pelo peptideo B-amiloide modificado pelo MG
diminuiu a viabilidade celular (Angeloni et al., 2014). Estudos verificaram um actmulo
dos AGEs intra- e extracelularmente no cérebro durante o envelhecimento e na DA (Grillo
and Colombatto, 2008; Miinch et al., 2003). Nos pacientes com a DA, adutos de AGEs
foram encontrados aumentados em 3 vezes em placas senis, quando comparados com
controles pareados por idade (Vitek et al., 1994). Foi observado também uma
colocalizardo com as placas e emaranhados neurofibrilares (Grillo and Colombatto, 2008;
Muronetz et al., 2017) e um acumulo dos produtos de Amadori nas principais proteinas
presentes no LCR, incluindo a albumina (Shuvaev et al., 2001).

Conforme o exposto acima e segundo estudos prévios, e mesmo considerando que
ainda existem varias perguntas inconclusivas e muitos estudos a serem realizados, o papel
da desregulacdo nos niveis de MG fisioldgicos sdo apontados como um dos principais
mediadores nas complicacdes associadas a DA e diabetes (Krautwald and Munch, 2010;

West, 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral
Avaliar os efeitos da administracdo ICV de MG sobre pardmetros comportamentais e

neuroquimicos in vivo.

2.2 Objetivos especificos
I. Avaliar os efeitos comportamentais de MG (ICV) ap6s 12, 36 e 60 horas em ratos Wistar:
- Atividade locomotora: campo aberto;
- Comportamento do tipo ansioso: labirinto em cruz elevado;
- Aprendizagem: habituagdo no campo aberto;
- Memodria de reconhecimento: teste de reconhecimento de objetos;

- Memodria espacial: teste do Y-maze.

I1.Avaliar o efeito do MG sobre a funcéo astroglial 72 h ap6s a administracdo ICV:

- Na atividade da enzima glutamina sintetase (GS) e glioxalase 1 (Glol) e
contetdo de glutationa reduzida (GSH) no hipocampo;

- No contetdo dos transportadores de glutamato (GLAST e GLT-1), receptor de
glutamato NMDA (subunidade GLUN1) e Glol1 no hipocampo;

- No contetdo da proteina ligante de calcio S100B (no hipocampo, LCR e soro) e
na expressao génica (RNAm, no hipocampo);

- No conteldo da proteina acida fibrilar glial (GFAP) hipocampal;

- Na expresséo génica (RNAmM) da citocina interleucina 1p (IL-1p) hipocampal.
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I11.Avaliar o efeito do MG em possiveis alteracGes na BHE, particularmente sobre as funcbes

astrocitarias 72 h apds a sua administracao ICV:

- No contetdo de albumina (LCR/soro);

- Na permeabilidade da BHE através do corante Evans blue;

- No conteudo das proteinas aquaporina 4 (AQP-4), Conexina-43 (Cx43) e
receptor de produtos de glicacdo avancada (RAGE) no hipocampo;
- Na expressdo génica (RNAm) da proteina (High mobility group Box-1) (HMGB1), fator
nuclear eritroide 2 (Nrf2), fator nuclear kB (NfkB), e Hemi oxigenase (HO)-1

hipocampais.
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5 DISCUSSAO

Conforme dados de 6rgdos mundiais da salde, ha um estimado aumento da
prevaléncia em escala global, de DM e doencas neurodegenerativas como a DA nos
proximos anos (Alzheimer’s Association, 2016; American Diabetes Association, 2020) .
Embora muitos grupos de pesquisa tém aprofundados os estudos acerca dos processos
envolvidos na etiologia e patogenia dessas desordens, um total entendimento ainda néo é
completamente elucidado. Nos ultimos anos, abrangentes evidéncias, baseadas em
estudos clinicos e experimentais indicam que disfun¢des no metabolismo da glicose e
geraces de intermedidrios metabdlicos reativos como o MG contribuem para as
complicagBes metabolicas observadas em pacientes diabéticos e, as disfuncdes cerebrais
observadas em doengas neurodegenerativas como a DA (Schalkwijk and Stehouwer,
2020; Yang and Song, 2013). Além disso, tem sido extensivamente estudado a relacéo
entre hiperglicemia no DM ndo-tratado e a incidéncia de deméncia, principalmente
deméncia do tipo Alzheimer (Biessels and Despa, 2018; Kopf and Frélich, 2009). Estudos
anteriores tém demonstrado também que, em condi¢6es de hiperglicemia, 0 MG induz a
disfuncdes microvasculares de células endoteliais da BHE (Hussain, 2016; Irshad et al.,
2019; Li, 2013), reduzindo a integridade e permeabilidade celular (Téth et al., 2014b,
2014a). Dessa forma, podemos afirmar que o MG per se ou mediando glicacdo pode ser,
ao menos em parte, responsavel pelo rapido declinio cognitivo, bem como as exacerbadas
respostas celulares geradas, como o estresse oxidativo celular e ativagdo de processos
inflamatdrios (Angeloni et al., 2014; Di Loreto et al., 2004, 2008; Kuhla et al., 2005; Liu
et al., 2013; Rabbani and Thornalley, 2008; Sena et al., 2012).

O SNC, devido a alta demanda energética proveniente da glicose, apresenta uma
maior susceptibilidade a toxicidade induzida pelo MG, colocando sobretudo os astrocitos,

como o alvo principal devido ao papel na neuroprotecdo neuroglial, representado pelo
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alto metabolismo no sistema de enzimas glioxalases (responsaveis pela detoxificagdo
celular do MG) (Allaman et al., 2015; Bélanger et al., 2011).

Na presente tese, foram obtidos diversos resultados gerando dois artigos
cientificos. Os resultados foram apresentados em dois capitulos, ambos estudando como
altas concentracbes de MG a curto prazo, induzem alteracbes comportamentais e
astrogliais (Capitulo 1), e como parametros gliais relacionados a funcionalidade da BHE
estariam sendo modulados (Capitulo 2) em ratos Wistar machos adultos. A discusséo

referente a esses achados, segue abaixo.
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Avaliacéo dos efeitos do MG em parametros comportamentais 12, 36 e

60 horas ap6s a administracdo ICV

Para a realizacdo deste estudo, 0 MG foi administrado ICV na concentracdo de
3umol/uL em trés diferentes grupos: Naive (ratos ndo submetidos ao procedimento
cirargico), SHAM-operados e grupo MG. Apds diferentes intervalos de tempo (12, 36 e
60 horas) tarefas de comportamento, relacionados a aprendizagem e memodria, e a
ansiedade bem como a atividade locomotora foram avaliados.

Doze horas ap06s a cirurgia, a atividade locomotora e 0 comportamento do tipo-
ansioso foram avaliados no teste do campo aberto e EPM, respectivamente. A
performance cognitiva, tanto para a memoria de reconhecimento quanto para a memoria
espacial, foi avaliada 36h apds administracdo do MG.

A hipotese do nosso trabalho se baseia na busca pelo melhor entendimento de
achados de estudos anteriores do nosso grupo, no qual Hansen et al (Hansen et al., 2016a)
observou que a administracdo ICV de MG modularia comportamentos relacionados a
ansiedade e processos de aprendizagem e memdria em ratos, a longo prazo (quatro
semanas). Embora os niveis de MG usados no estudo sejam muito maiores do que aqueles
apresentados em complicagdes diabéticas, nds propormos reproduzir como esse aumento
preponderante de MG endogenamente formado no encéfalo, inferiria em alteracdes
comportamentais, abrangendo a ansiedade e processos da aprendizagem e memdria, a
curto prazo, e translaciona-lo aos efeitos, de forma crénica. Adicionado a isso, embora
existam na literatura varios estudos buscando entender o envolvimento do MG nas
complicagdes do DM e em doengas neurodegenerativas, a maioria dos estudos sobre o
efeito do MG, a curto prazo, ndo séo in vivo.

Além disso, nossa hipotese é respaldada por evidéncias indicando que o acimulo

de MG, comum na idade e em pacientes diabéticos tém sido relacionados com um rapido
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declinio cognitivo, o qual contribui para déficits no processamento de informacGes e
atencdo e aumento da atrofia encefalica em idosos ndo-dementes (Di Loreto et al., 2008;
Srikanth et al., 2013; West, 2014). O aumento de AGEs circulantes provenientes da dieta
também estdo associados ao declinio cognitivo apresentado em modelos experimentais e
clinicos (Cai et al., 2014; West et al., 2014).

Em relacdo a performance cognitiva, duas diferentes tarefas para a avaliacdo da
aprendizagem e memoria foram realizadas. Primeiramente, no teste de reconhecimento
de objetos, n6s observamos que os ratos tratados com o MG apresentaram déficits
cognitivos em memorias de curta e longa duracdo, consistentes com o prejuizo na
memoria espacial de curto prazo avaliada no teste do Y-maze. Embora haja poucos
estudos na literatura que avaliam o efeito cognitivos do MG, nossos achados sdo
respaldados por estudos anteriores que sugerem gque o0 MG induz a déficits cognitivos em
breves intervalos de tempo (3.6 horas — 11 dias) ap06s a administracdo (Szczepanik et al.,
2020), e que um aumento nos niveis de MG pode ser indicativo de lesdo das células
cerebrais iniciada antes do comprometimento cognitivo ser clinicamente evidente (Beeri,
2011). Dessa forma, é possivel inferir que a elevacdo nos niveis de MG no encéfalo,
afetaria ja em curto intervalo de tempo processos de aprendizagem e memoria e sendo
assim, a susceptibilidade hipocampal a citotoxicidade do composto. Estudos anteriores
tém demonstrado que 0 MG, in vitro, causou diminuicdo da neurogénese bem como o
enfraguecimento da capacidade de detoxificacdo e morte celular apoptética nos neurdnios
hipocampais de ratos (Chun et al., 2016; Di Loreto et al., 2004, 2008). Neste trabalho,
embora ndo avaliado a formacdo de AGEs, é sabido que o MG se liga irreversivelmente
a proteinas plasmaticas em 3,6 horas (Rabbani and Thornalley, 2015) o qual reforcaria
nossa hipotese que o MG per se, ou mediando processos de glicagdo estaria envolvido

nos prejuizos apresentados nos processos cognitivos.
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Em adicdo, nossos resultados indicaram que a infusdo aguda do MG foi capaz de
gerar comportamento ansiolitico nos ratos (avaliados pelo Plus maze), representado pelo
aumento da permanéncia nos bracos abertos do aparato. Isso sugere a importancia na
modulacéo dos niveis do MG no SNC, ja que em concentracdes fisiolégicas o0 composto
age como um agonista parcial de receptores GABAA (do inglés, GABAAR) (Distler et al.,
2012; McMurray, 2016). A observacéo do efeito ansiolitico em ratos induzidos pelo MG,
a curto prazo, anteriormente ja tem sido reportada (Distler et al., 2012; Szczepanik et al.,
2020) bem como a reducdo no comportamento do tipo ansioso através injecdes diarias de
MG (Hambsch et al., 2010). Concomitantemente, nds observamos que no grupo MG, os
ratos apresentaram um decréscimo na atividade locomotora medida 12 horas apds a
administracdo ICV, no campo aberto. Isto estd de acordo com estudos na literatura que
demonstraram que a ativacdo de GABAAR é caracterizado por efeitos agudos como
decréscimo na atividade locomotora, ataxia e hipotermia (Distler et al., 2012). Embora
nos ndo avaliamos pontualmente o efeito do MG na atividade locomotora nas diferentes
tarefas comportamentais usadas nesse trabalho, e nos demais intervalos de tempo, vale
ressaltar aqui que esse prejuizo locomotor nao foi capaz de afetar os niveis de exploracao
importantes para a avaliagdo da memoria, na fase treino do NOR, 36 horas apo6s a
administracdo do MG, ja que os indices de exploracao do grupo MG, durante a fase treino
foram satisfatdrios. Somado a isso, como nés avaliamos o efeito do MG em um pequeno
intervalo de tempo, foi adicionado um grupo Naive para excluir o viés da cirurgia nos
testes comportamentais. Esses achados fortalecem a ideia de que altas concentragdes de
MG sdo capazes de induzir a ativacdo de GABAAR, representada pela alta sinalizagdo
inibitéria, o que por sua vez, pode influenciar diferentes efeitos fisioldgicos e

comportamentais (Chua and Chebib, 2017).
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Avaliacdo dos efeitos do MG na BHE e sobre a fungcdo neuroglial, 72

horas apos a administracéo ICV

Nessa tese nos analisamos parametros gliais 72 horas ap6s a administracdo do MG
e investigamos, sobretudo se a funcionalidade da BHE estaria alterada nesse modelo de
injuria aguda ao MG.

Observamos que a concentracdo de MG (3umol/ul) foi capaz de diminuir a
captacdo de glutamato nas fatias de hipocampo. Esse decréscimo ndo foi acompanhado
por mudangas na quantidade dos transportadores, GLAST e GLT-1, o qual esta de acordo
com achados indicando que ndo ha diferencas nos niveis dos transportadores em um
modelo de DM (Coleman et al., 2004). Portanto, nossos resultados sugerem que o MG
modularia essas mudancas através da glicagdo. O comprometimento da captacdo de
glutamato, aumentaria os niveis do neurotransmissor na fenda sinaptica e desse modo,
geraria disfuncdo glutamatérgica. Um estudo anterior do nosso grupo, Hansen, 2017
(Hansen et al., 2017), culturas de asctrdcitos incubadas com MG e Aminoguadinina (AG),
um potente agente anti-glicante, demonstrou uma reversdo na captacdo de glutamato.
Outro estudo também demonstrou que o MG foi capaz de diminuir a captacdo de
glutamato através da inativacdo do transportador de glutamato GLT-1, atribuido a
formacéo do aduto GLT-1 - CML (Kawaguchi et al., 2005). A seguir, nés avaliamos se
0 MG induziu a mudancas no conteldo hipocampal do GLUN1, uma subunidade do
receptor de glutamato, NMDA, comumente envolvida na excitoxicidade glutamatérgica.
Nenhuma mudanca foi observada, porém esta auséncia ndo exclui a possibilidade de
relacdo com a excitoxicidade causada pela reduzida captacdo de glutamato astroglial.
Estudos anteriorestém apontado uma ativacao do receptor apés o tratamento com 0 MG
(Garcia de Arriba et al., 2006), alteracdes na transmissao glutamatérgica em receptores

de glutamato em modelo experimental de diabetes (Gardoni et al., 2002). A
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excitotoxicidade pode ser reforcada também pelo aumento nos niveis de glutamato no
LCR. Neste trabalho, embora esse aumento ndo foi confirmado, nos ndo excluimos a
possibilidade de excitotoxicidade, ja que os niveis de glutamato no LCR nao refletem
necessariamente os niveis extracelulares desse neurotransmissor no hipocampo.

Para prevenir excitotoxicidade ap0s a neurotransmissdo, o glutamato é
rapidamente removido da fenda sinaptica e transformado em glutamina pela enzima
especifica de astrdcitos, a glutamina sintesase (GS), e posteriormente liberada para o meio
extracelular e captada pelos neurénios para a sintese de glutamato novamente (Bak et al.,
2006). O decréscimo na atividade da GS esta relacionado ao prejuizo no ciclo glutamato-
glutamina e consequentemente, na neurotransmissao glutamatérgica (Coulter and Eid,
2012; Rose et al., 2013). Importantemente, n6s observamos um decréscimo na atividade
da GS. Esses resultados permitem esclarecer que elevados niveis de MG afetam a fun¢édo
astroglial e consequentemente, alteracdes na sinalizacdo glutamatérgica. Todos esses
achados contribuem inclusive para a base da explicacdo dos déficits cognitivos observado
nos ratos tratados com o MG, ja que o glutamato é um importante neurotransmissor na
sinalizacdo de varios processos, incluindo o processo de aprendizagem e memdria.

Como ja mencionado nessa tese, 0 sistema glioxalase (composto pela Glol e
Glo2) é o principal sistema de detoxificacdo na prevencdo do estresse dicarbonilico
induzido pelo MG, o qual é dependente da glutationa reduzida como cofator (GSH)
(Rabbani and Thornalley, 2014b). No presente estudo, o grupo MG apresentou um
decréscimo no conteudo da GSH, sem alteragdes na atividade e conteudo da Glol.
Estudos anteriores observaram um aumento da atividade da Glol apds 24 horas de
exposicdo ao MG (Hansen et al., 2012, 2017). Contudo, aqui, nés medimos apenas o0
efeito do insulto ao MG, 72 horas ap6s a administracéo, e ndo descartamos a possibilidade

de um répido e transiente incremento da Glol. A GSH é um importante antioxidante
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enddgeno, principalmente produzido e reciclado pelos astrocitos (Dringen, 2000),
decréscimos nos niveis dessa molécula indicam disfuncéo astrocitaria. GSH é exportado
pelos astrdcitos para manter os niveis de GSH nos neurdnios. Além disso, a GSH
extracelular pode agir com um neuromodulador no sistema glutamatérgico. A acdo do
MG (além da glicacdo e o efeito em receptores GABA e outros moduladores sinapticos
como a GSH), aqui descritos, podem estar relacionados a um aumento na formacéo de
moléculas como D-Lactato, contribuindo assim para alteracbes na neurotransmissao
glutamatérgica, GABAérgica e sobretudo dopaminérgica (Gongalves, 2019), os quais
também podem contribuir também na explicacdo do porqué ratos tratados com MG
apresentam déficits em processos relacionados a memdria e aprendizado.

Recentes estudos tém sugerido o vasto e critico papel da Glo1l no comportamento,
principalmente no que se refere a regulacdo nos niveis celulares de MG (Distler et al.,
2012; Hambsch et al., 2010). Em modelos experimentais, muitas evidéncias tem
associado a expressdo da Glol a ansiedade (Benton et al., 2012; Distler and Palmer, 2012;
Reiner-Benaim et al., 2007), na qual a sobreexpressdo do gene da Glol aumentaria o
comportamento do tipo ansioso em ratos devido a reducdo no contetudo de MG ((Distler
et al., 2012; Hovatta et al., 2005; McMurray, 2016). Além disso, foi reportado que
polimorfismos ao gene da Glol estariam envolvidos em outras desordens psiquiatricas
como a depressdo, autismo, esquizofrenia e dores neuropaticas (Benton et al., 2012;
Bierhaus et al., 2012; Loos et al., 2009).

Como parte desse trabalho, foi avaliado também o efeito do MG na funcéo
astrocitaria, representada pela expressdo e conteldo da S100B e GFAP. Na DA e outras
doencas neurodegenerativas, 0 prejuizo na funcdo e atividade astroglial ocorre mesmo
antes dos sinais patolégicos e clinicos da doenga (Fakhoury, 2018; Fuller et al., 2010). A

S100B é uma proteina ligante de célcio, encontrada em altos niveis no SNC, expressa e
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secretada majoritariamente por astrocitos no SNC (Gongalves, 2008) e perifericamente
pelo tecido adiposo (Haimoto et al., 1987; Michetti et al., 1983). No SNC, a S100B esta
localizada em grande parte nas células da glia e pode atuar como fator neurotrofico ou
como uma citocina inflamatoria por meio de sua ligacdo com o RAGE (Donato et al.,
2009). Niveis extracelulares elevados tém sido reconhecidos como marcadores da
ativacdo glial em resposta a injurias no SNC (Steiner et al., 2007). Aqui, n0s observamos
um aumento do contetido da S100B no LCR, o qual ndo foi acompanhado por alteracdes
no soro, confirmando com estudos anteriores na qual essa ndo correlacdo também foi
observada (Guerra et al., 2011). E sabido que niveis elevados de S100B no LCR s&o
respostas a condi¢des agudas de injuria neuronal (Guerra et al., 2011; dos Santos et al.,
2017), e observados em estagios iniciais da DA (Peskind et al., 2001). Aqui, um
decréscimo nos niveis de RNAm hipocampal da S100B foram também observados sem
uma correspondente diminuicdo no conteddo da S100B, mas entende-se que alteracdes
génicas para a S100B ndo necessariamente acompanham mudancas no contetdo proteico
(Zimmer et al., 1997). Nés medimos os parametros relacionados a expressao génica e da
proteina S100B apenas 72 horas apds a administracdo do MG, e talvez, caso avalidssemos
outros intervalos de tempo poderiam nos fazer entender melhor tais variagdes. Somado
ao aumento da S100B extracelular, n6s um aumento nos niveis de RNAm da IL-1p.
Niveis extracelulares elevados da S100B se apresentam como citocinas neurotroficas e
mais recentemente, consideradas como alarminas (Bianchi, 2007; Xu et al., 2016). A
secrecdo da S100B é seguida pela liberacdo de citocinas primarias como a IL-1p e,
sobretudo, é modulada por estas (de Souza et al., 2009, 2013).

A exacerbada resposta do RAGE tem sido implicada em muitas doencas
neurodegenerativas. A ativagédo desse receptor pode ser realizada por diferentes ligantes

além da S100B, como os AGEs e a HMGB1 (MacLean et al., 2019; Sagheddu et al.,
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2018). Neste trabalho, nés ndo observamos alteragdes no imunoconteddo do receptor
RAGE e na expressdo génica paraa HMGB1 hipocampais. Considerando tais mudancas,
portanto, é possivel conceber uma alteracdo na comunicagdo S100B/RAGE neste modelo
agudo, 0 que poderia estar ocorrendo em situacdes de picos hiperglicémicos. Por outro
lado, nds ndo observamos diferencas no conteudo hipocampal da GFAP (medido por
ELISA), e na regido CA1 do hipocampo (avaliada por imunofluorescencia). Elevacdes
nos niveis de GFAP sdo relacionados a sinais de astrogliose, envolvidos em condi¢bes
severas de injuria cerebral (Brenner, 2014; Wang et al., 2018). Embora existam poucos
estudos avaliando o efeito do MG in vivo, a curto prazo e alteracfes na GFAP, nossos
achados estdo de acordo com outros de nossos estudos anteriores (Hansen et al., 2016a).
A administracdo do MG tem sido acompanhada de aumento na reatividade astrocitaria
hipocampal (aumento nos niveis de GFAP e S100B), como reportado por Chu et al. (Chu,
2016). Porém, o protocolo seguido pelo grupo do Chu avaliou o efeito crénico do MG
seis semanas ap0s a administracdo (doses diarias, i.p.), 0 que poderia ser a explicacdo na
divergéncia para os resultados aqui expostos. Diferencas metodoldgicas nos modelos
animais, heterogeneidade das células gliais, tempo das analises e ensaios para a medida
de GFAP podem caracterizar as discrepancias nos resultados em estudos experimentais e
clinicos para a DM vistos na literatura (Amin et al., 2013; El-Akabawy and El-Kholy,
2014; de Senna et al., 2011). Também € importante enfatizarmos que, embora a GFAP
seja 0 marcador mais comum de astrogliose, a ativacdo astroglial ndo necessariamente
envolve aumento no conteldo desta proteina, ja que as células astrocitarias podem estar
com sua morfologia alterada e ndo ter uma maior produgédo de GFAP (Liberto et al.,
2004). Neste estudo(Chu, 2016) foi observado também uma resposta de ativagdo na via
de regulacéo a inflamacdo c-Jun N-terminal cinase (JNK), a qual pode estar relacionada

a um aumento nos niveis de IL-1p, ja descrita aqui anteriormente.
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O estresse oxidativo causado pelo MG, o qual pode ser observado pela deplecao
do GSH (Chen, 2010; Lissner et al., 2021), ativa varias vias anti- e pro-oxidantes (Di
Loreto et al., 2008). Nos investigamos a expressao dos dois maiores fatores de transcricao,
0 Nrf2 e o fator nuclear kB (NfkB), possivelmente ativados nessa condi¢éo, bem como a
Heme oxigenase -1 (HO-1).

A ativacdo do Nrf2 tem sido associado na modulacdo de enzimas responsaveis
pela detoxificacdo celular e antioxidantes, incluindo a HO-1 (Calkins et al., 2009; Niture
et al., 2014; Syapin, 2009). Desregulacdo na via regulatéria Keapl-Nfr2-ARE é
implicado em diversas doencas, incluindo a DA e estudos com ratos knockout para 0 gene
do Nrf2 apresentaram uma maior propensdo ao dano celular ocasionado pelo aumento do
estresse oxidativo e inflamacéo (Ichihara et al., 2010; Jakel et al., 2007; Taki-Nakano et
al., 2014; Zhao et al., 2019). Estudos anteriores tem demonstrado que o Nrf2 mediaria
vias de sinalizacdo contra a toxicidade induzida pelo MG (de Oliveira et al., 2015) e
preveniria o dano causado por altas concentracdes de glicose em um modelo experimental
de diabetes (Choi et al., 2016; Zhao et al., 2019). Além disso, um aumento no status
oxidativo celular pode contribuir na ativacdo do NfkB (Patel and Santani, 2009). Em
nosso trabalho, nés ndo observamos mudancas na expressdo do Nrf2 e NfkB, contudo a
expressao génica para a HO-1 foi aumentada. Nossos achados sugerem que este aumento
nos niveis HO-1 poderia estar relacionado como uma resposta de prote¢do ao insulto
agudo causado pelo MG. Esses dados confirmam a importancia da HO-1 contra a
toxicidade induzida pelo MG e ressalta que outras vias importantes na
regulagdo/sintese/degradacdo do Nrf2 e NfkB poderiam estar envolvidos na resposta

antioxidante inicial (Nitti et al., 2018).
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Em resumo, os resultados que nos obtivemos demonstraram a habilidade do MG
em interferir na homeostase cerebral através do prejuizo na remocdo do glutamato
extracelular. O efeito direto do MG causou disfuncao astrocitaria, o qual afeta também a
sinalizagdo neuronal e consequente a performance cognitiva. A excitotoxicidade
glutamatérgica tem sido relacionada na DA e também no DM (Anderson and Swanson,
2000), representada pela perda de neurbnios e elevada ativacdo de receptores pos
sinapticos (Scott et al., 2011). Em associacdo com alteracdes na proteina S100B, estes
dados reforcam o papel dos astrdcitos como alvos na toxicidade induzida pelo MG.

Os astrocitos, dentre as inumeras fungdes apresentadas, pode-se citar devido a sua
proximidade aos vasos sanguineos e as células endoteliais, a participacdo na manutencao
e integridade da BHE (Abbott, 2002; Abbott et al., 2006). A BHE € uma complexa
estrutura celular envolvida na regulacdo do transporte de especificas moléculas para a
distribuicdo dentro do SNC, limitando a entrada de substancias toxicas provenientes do
sangue (Engelhardt and Sorokin, 2009; Hawkins and Davis, 2005), ajuda ha manutencgéo
da demanda metabodlica e homeostase cerebral (Andreone et al., 2015). Funcionalmente,
a BHE é composta por uma monocamada fina de células endoteliais, que compreendem
os capilares da vasculatura encefélica, as quais estdo em contato com células vasculares
(pericitos e células do musculo liso), os astrocitos, que cercam os capilares com 0s pés
astrocitarios; e os neurénios que inervam diretamente a microcirculacdo (Haddad-Tovolli
et al., 2017). Juntas, essas células formam a unidade neurovascular (Banks, 2016; Chow
and Gu, 2015; Haddad-Tovolli et al., 2017).

A BHE constitui uma permeabilidade seletiva, falta de fenestragOes e atividade
pinocitética baixa (Shah et al., 2012). O transporte de moléculas através da BHE é
regulado por difusdo passiva e facilitada (e.g., albumina, immunoglobulinas) ou por

transporte ativo (e.g., glicose) (Tumani et al., 2017). A perda da integridade da BHE
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expde o encéfalo a substancias potencialmente danosas como, por exemplo, componentes
plasmaticos, moléculas imunoldgicas, células, ions, aminoacidos, proteinas e outras
macromoléculas que podem perturbar a homeostase encefalica e levar a disfuncédo e
degeneracdo neuronal (Daneman and Prat, 2015; Obermeier et al., 2013). Além disso, a
BHE é uma estrutura heterogénea e em certas regides encefalicas esta mais vulneravel ao
dano oxidativo e ao desacoplamento neurovascular (VanGilder et al., 2009).

Especificamente, a estreita proximidade entre os pés astrocitarios e as células
endoteliais se da através de proteinas transmembranas de ancoragem, como a Aquaporin
4 (AQP4), a qual juntamente com o canal de potéssio Kir4.1, permitem um critico
controle no transporte de 4gua para fora do parénquima cerebral por aumentar o fluxo de
agua transmembrana nos astrocitos e no tamponamento do potassio (Badaut et al., 2014;
Niermann et al., 2001). A AQP4 € a aquaporina mais abundante no encéfalo, e um dos
13 tipos encontrados em mamiferos, que representam uma familia de proteinas integrais
de membranas (Vella et al., 2015). A distribuicdo astrocitaria da AQP4 pode diferir
significativamente nas estruturas cerebrais, apresentando-se no hipocampo, corpo caloso,
cerebelo, hipotadlamo e tronco cerebral (Badaut et al., 2000; Hsu et al., 2011). Essa
diferenca na distribuicdo se da devido as multiplas funcoes fisioldgicas apresentadas pela
AQP4, que além do controle na homeostase da dgua participa na migracao celular, difuséo
de gases, solutos e substancias potencialmente danosas ao SNC e na migracao astrocitaria
durante a astrogliose bem como em processos de neuroinflamacdo (Badaut et al., 2014;
Verkman et al., 2017).

Ao mesmo tempo, astrécitos formam uma rede fortemente interconectada via
juncbes GAP (Xing et al., 2019). As juncbes GAP sdo canais especializados de
comunicagdo entre células no SNC. Nos astrdcitos, encontra-se predominantemente a

conexina 43 (Cx43), abundante nos pés astrocitarios circundando os vasos sanguineos na
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BHE, e em processos nos quais ha o envolvimento dos astrocitos circundando as sinapses
(Chew et al., 2010). A Cx43 é responsavel na regulacdo da entrada e saida de ions e
metabolitos, o qual é critico em processos de tamponamento do ion K* e glutamato,
propagacéo do jon calcio (Ca?*) e na plasticidade sinaptica (Lapato and Tiwari-Woodruff,
2018; Li et al., 2014).

No6s demonstramos que um insulto agudo com o MG afetaria a atividade astroglial
e, considerando o envolvimento dessas células na BHE, foi decidido avaliar o efeito do
MG na funcionalidade da barreira. Foi observado um indicativo de ruptura da BHE
representada pela alta concentracdo do corante de Evans blue no encéfalo seguido por um
aumento na albumina, indicada pela taxa LCR/Soro nos ratos tratados com o0 MG. A
albumina, devido ao alto peso molecular ndo atravessa a BHE em condic@es fisioldgicas
(Banks, 2015; Jacob and Alexander, 2014), e mudancas no gradiente de concentracao
entre 0 LCR e o plasma indicam dano a barreira (Banks et al., 2000). Somado a isso,
embora a idade contribua para a diminuicdo no turnover das proteinas no LCR,
aumentadas taxas de albumina no LCR/soro podem ser relacionados com o aumento na
permeabilidade da BHE encontrada em pacientes com a DA e fatores de risco vasculares
(Chen, 2011; Silverberg et al., 2001; Yamazaki and Kanekiyo, 2017). Estudos anteriores
tém demonstrado um aumento na permeabilidade da BHE quando células endoteliais
passaram por longas incubacdes com altas concentracbes de MG (Hussain, 2016).
Também foi observado mudancgas morfoldgicas de proteinas tight junctions incubadas
com o composto (Hussain, 2016; Li, 2013), mediados por processos de glicacdo (Kim et
al., 2020; Toth et al., 2014a).

As células endoteliais sdo envoltas por uma complexa estrutura de proteinas, a
matriz extracelular, e, devido a essa composicao, elevados niveis de agentes glicantes

como o MG sdo prejudiciais a integridade dessas células (Hussain, 2016). O MG
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modificaria os residuos de arginina de sitios especificos formando hidroimidazolonas, o
que acarretaria mudancas estruturais drasticas nas células endoteliais (McDonald et al.,
2009). Embora nds ndo caracterizamos a glicacdo nas proteinas da BHE neste trabalho,
podemos inferir claramente que hd um comprometimento da funcionalidade da BHE
causada pelo MG.

Como explanado anteriormente, foi observado niveis aumentados de S100B no
LCR, mas ndo no soro de animais submetidos a administracdo ICV de MG (Lissner et al.,
2021). Portanto, mesmo que haja uma perda evidente da integridade da BHE, a S100B
ndo flui do LCR para o soro neste modelo agudo. Isso é especialmente importante
considerando que o aumento sérico de S100B por muitos autores € atribuido a perda da
integridade da BHE e esses dados contradizem essa ideia.

O dano a BHE pode afetar também outros membros que compde a unidade
vascular. As consequéncias podem gerar a desregulacdo no tamponamento do potassio
celular, na circulacdo do LCR, absorcdo do fluido intersticial e na entrada de
macromoléculas ou influxo i6nico (Obermeier et al., 2013; Tumani et al., 2017).
Considerando a importancia dos astrocitos para a BHE, nos investigamos se parametros
gliais importantes para a funcionalidade da barreira estariam alterados em nosso modelo
de injuria aguda ocasionada pelo MG.

Nossos resultados demonstraram que o grupo tratado com MG apresentou um
decréscimo na quantidade da proteina hipocampal, Cx43. Embora existam poucos estudos
avaliando o efeito do MG na Cx43, Hansen et al. (Hansen et al., 2016b) demonstrou que
as juncdes GAP sédo importantes para proteger a toxicidade mediada por MG em cultura
de astrocitos, e que a altas concentragdes do AGE-BSA em células endoteliais aorticas
reduziram expressdo e quantidade da Cx43 (Wang et al., 2011). Dessa forma, nossos

dados sugerem que a exposi¢do ao MG causou um prejuizo na comunicacao celular

94



desempenhada pela Cx43, afetando a funcionalidade da BHE ¢ a “rede” de comunicacéo
astrocitaria no hipocampo.

Além disso, nés observamos um decréscimo no contetdo da AQP4 hipocampal.
Embora nédo saibamos se essas proteinas sdo alvos diretos na glicacdo mediada pelo MG,
estes dados apresentam em primeira instancia, um prejuizo na conectividade da BHE
devido a exposi¢do ao MG, o qual poderia comprometer a homeostase i6nica e aquosa.
Por outro lado, o contetdo de sinaptofisina inalterado demonstra que a conectividade
neuronal ndo parece estar afetada neste estagio inicial. Contudo, alteracdes no clearance
do glutamato, realizado por astrocitos e um direto efeito do MG nos receptores sinapticos
poderia explicar o prejuizo cognitivo e comportamental induzido pelo composto (Hansen
et al., 2016a; Lissner et al., 2021; Liu et al., 2013).

No presente trabalho, foi avaliado como uma administracdo aguda ICV de uma
alta concentracdo de MG poderia afetar a BHE, modular parametros comportamentais
como processos de aprendizagem e memoria, e ansiedade, bem como funcdes
bioquimicas astrogliais. Embora mais estudos sejam necessarios, todos esses achados
contribuem para um melhor entendimento acerca do papel do MG nas complicacdes
observadas no DM e em doencas neurodegenerativas. Esses dados reforcam também o
papel dos astrécitos, as principais células responsaveis pelo clearance do MG como alvos
na toxicidade induzida pelo composto e que disfuncdes na BHE podem contribuir para as

alteraces cognitivas, comportamentais e bioquimicas observadas nesses animais.
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Figura 4. Representacdo esquematica dos principais resultados obtidos nesta tese. Para a
confecgéo da figura foi usado o programa Biorender.

Os resultados apresentados nesta tese confirmaram claramente que altas
concentracfes de MG interferem diretamente na funcionalidade do SNC. Elevados niveis
de MG sdo associados com inumeras complicacdes no DM e prejudicam processos de
aprendizagem e memoria em diferentes estudos experimentais e clinicos. Além disso, o
MG tem sido reportado por afetar a neurotransmissdo, alterando neurotransmissores
como o glutamato e 0 GABA. Aqui, 0 MG, per se ou mediando glicacdo, comprometeu
funcgdes astrocitérias e disfuncdo na BHE os quais podem contribuir nas alteracfes das
fungdes cognitivas, tanto na meméria de reconhecimento quanto na memoria espacial,

bem como uma diminuicéo no efeito ansioso observados em ratos tratados com o MG.

96




7. PERSPECTIVAS

e Aperfeicoar as metodologias de dosagem de AGEs para tecidos cerebrais
principalmente hipocampo;

e Aprofundar estudos acerca das modificacdes especificas de proteinas
ocasionadas pelo MG, como reagdes de glicagédo, oxidagéo e nitracdo nesse
modelo e in vitro;

e Investigar os mecanismos pelos quais o MG afetaria 0 sistema
glutamatérgico;

e Investigar o efeito do MG em outras proteinas especificas da BHE,

incluindo processos de glicacéo.
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9. ANEXO

O desenvolvimento das atividades durante o doutorado sanduiche, no periodo de
fevereiro de 2020 a dezembro de 2020, foi realizado no Laboratério de Miologia
molecular e celular, do Departamento de Medicina Experimental da Universidade de
Perugia, sob orientacdo do Professor Dr. Gugliermo Sorci. A interacdo com o grupo de
pesquisa comecou a partir da parceria cientifica com o agora professor aposentado
Rosério Donato, desde 2004.

O grupo de pesquisa investiga, com particular atencdo, o papel do RAGE e da
proteina S100B na biologia das células precursoras musculares, regeneracdo e atrofia
muscular (incluindo sarcopenia e caquexia cancerosa), e distrofia muscular, visando
estudos principalmente acerca da Distrofia Muscular de Duchenne (DMD). Além disso,
a estrutura do laboratério consiste em uma ampla estrutura com disposi¢do de varias
técnicas que utilizam biologia molecular, imunofluorescéncia, citoquimica e
imunocitoquimica, cultural celular, PCR e RT-PCR, ELISA, Western Blotting bem como
a disposicdo animais de laboratorio, entre outros.

A DMD é uma doenca neuromuscular causada por uma mutacdo em um gene
localizado no cromossomo X, na qual a distrofina é sintetizada (Doorenweerd, 2020;
Frigeri et al., 2002). A distrofina € um dos componentes essenciais no complexo de
proteinas associados a ela, localizados no sarcolema, responsavel pela integridade
funcional e estrutural das mio fibras durante a contracdo (Sagheddu et al., 2018). A
auséncia da proteina é caracterizada pela progressiva degeneracdo muscular e inflamacéo
crbnica e, ao lado disso, prejuizos cognitivos e sintomas neuropsiquiatricos sdo
prevalentes (Naidoo and Anthony, 2020; Sagheddu et al., 2018). O RAGE é envolvido

na miogénesis e inflamacdo, ausente em musculos adultos saudaveis, mas re-expressos
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em mioblastos, regenerando fibras e ativando células do sistema imune durante injurias
musculares agudas e certas miopatias (Sagheddu et al., 2018).

Dessa forma, objetivando aprofundar os conhecimentos acerca do papel do RAGE
e seus ligantes, principalmente S100B e HMGB1, foram avaliados o perfil desses ligantes
bem como vias de regulacgéo a resposta inflamatoria hipocampais em camundongos duplo
mutantes, mdx e mdx/Ager”, com idade avancada. Os dados apresentados aqui, sdo
referentes apenas ao perfil da S100B e HMGBL1 neste estudo, visto que ainda estamos

trabalhando para o aperfeicoamento de todos os resultados adquiridos.
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Figure 1. Profile of S100B and HMGB1 in mdx mice, an experimental of DMD, and double mutant,
mdx/Ager”’- mouse lacking dystrophin and RAGE. Hippocampal slices of rats were dissected out and
immunocontents of hippocampal S100B and HMGB1 (A and C, respectively) was determined by western
blotting and normalized by GAPDH, assuming wild type (WT) value as 100%. It was measured also the
mMRNA expression of these two proteins (B and D, respectively). Data are expressed as means + S.E.M (N
= 2-3 animals per group). Data were analyzed by one-way ANOVA. Tukey’s post hoc test was performed
assuming p <0.05 and the statistical significance represents difference from the WT group.
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