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RESUMO

MAZUCANTI, C. H. Y. Sinalizacao intracelular desencadeada por concentra¢ées subtoxicas
de estreptozotocina em células Neuro-2A: modelo in vitro de neurodegeneracdo associada
a doencga de Alzheimer. 2013. 75 f. Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2013.

A Doenca de Alzheimer (DA) é a causa mais comum de deméncia e é caracterizada
clinicamente por comprometimentos cognitivos. Histologicamente compde-se pela
formacao de placas senis e emaranhados neurofibrilares intracelulares resultantes de
alterac6es do metabolismo do peptideo beta-amiloide e da hiperfosforilagdo da proteina
Tau, respectivamente. Essas alteragdes parecem, em parte, ser uma decorréncia de uma
resisténcia encefdlica a insulina e consequente diminuicdo da sinalizacdo neuronal desse
hormonio, sugerindo que a DA esporddica tenha uma relagdo com o Diabetes mellitus. A
estreptozotocina (STZ) tem sido utilizada como modelo de inducdo do Diabetes, e mais
recentemente, sua inje¢do intracerebroventricular (icv) tem sido utilizada como modelo
animal de DA. Nosso objetivo neste trabalho é o de avaliar os efeitos causados por doses
subtodxicas de STZ em uma linhagem de neuroblastoma sobre a cascata intracelular
associada a sinalizagao de insulina. Para tanto, o estado de fosforilagdo das proteinas Akt e
GSK3-B foi avaliado em periodos agudos de tratamento com a droga, bem como a
responsividade dessas células a insulina apods 48 horas de tratamento. Para avaliagao de
efeitos morfolégicos foi provocada neuritogénese por tratamento com NGF e o
aparecimento e comprimento de neuritos comparados entre grupo controle, grupo
resistente a insulina e grupo pré-tratado com STZ. Foi feita averiguacdo da doacdo
espontanea de 6xido nitrico (NO) por deteccdo eletroquimica e avaliacdo da participacdo do
NO nas acOes da STZ através do tratamento simultdneo com STZ e Carboxi-PTIO
(sequestrante de NO). Por fim, a avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) decorrente do tratamento com STZ foi avaliada utilizando-se uma sonda fluorescente
sensivel a superoéxido, a dihidroetidina (DHE), por fluorimetria em citometria de fluxo. Os
resultados confirmam a doagdo espontdnea de NO pela STZ e sugerem que a droga é capaz
de modular a cascata intracelular associada ao receptor de insulina em periodos agudos
através da nitrosilacdo e consequente inativacdo da Akt, o que acaba regulando
positivamente a atividade da GSK3-B. A capacidade da STZ de induzir resisténcia insulinica
também é afetada pelo sequestro do NO, indicando que o radical livre desempenha papel
fundamental na inducdo do fendmeno nas condi¢cBes experimentais utilizadas. O perfil de
producdo de EROs induzido por STZ pode ser a causa da sua neurotoxicidade. Por fim, foi
visto que o tratamento com STZ, bem como a indugdo de resisténcia a insulina, é capaz de
impedir a formacdo de neuritos pelo tratamento com NGF. Dessa forma, este trabalho
contribui para a elucidagdo dos mecanismos pelos quais a injecao icv de STZ pode causar
algumas caracteristicas de toxicidade neuronal semelhantes a DA.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer. Estreptozotocina. Diabetes mellitus. Resisténcia
insulinica. Oxido nitrico. Espécies reativas de oxigénio.



ABSTRACT

MAZUCANTI, C. H. Y. Intracellular signaling triggered by streptozotocin subtoxic
concentrations in Neuro-2A cells: in vitro Alzheimer’s disease associated neurodegeneration
model. 2013. 75 p. Masters thesis (Pharmacology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S3o Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Alzheimer’s disease (AD) is the most common cause of dementia in elderly and is clinically
characterized as cognitive impairments. It is histologically characterized by senile plaques
formation, as well as by intracellular neurofibrillary tangles due to amyloid-beta metabolism
alterations and hyperphosphorylation of the microtubule associated protein Tau,
respectively. These alterations seems to be, at least in part, caused by a encephalic insulin
resistance and consequent impairment in its neuronal signaling, suggesting that the sporadic
form of DA might by correlated to Diabetes. Streptozotocin (STZ) has been used as an animal
model for Diabetes and, more recently, its intracerebroventricular (icv) injection as an AD
animal model. Our objective with this project involves the assessment of the effects caused
by subtoxic doses of STZ in a neuroblastoma cell line upon insulin signaling associated
intracellular cascade. For this purpose, we accompanied the phosphorylation state of Akt
and GSK3-B in acute periods of time following STZ treatment, as well as the responsiveness
of such cells against insulin after a 48 hours treatment. For morphological effects evaluation,
neuritogenesis was induced by a NGF treatment and neurite outgrowth compared between
different experimental groups. Nitric oxide (NO) spontaneous donation was assessed by
electrochemical detection and its participation in STZ actions through simultaneous
treatment of STZ and Carboxy-PTIO (a NO scavenger). In addition, reactive oxygen species
(ROS) production due to STZ treatment was assessed using a superoxide sensitive
fluorescent probe, dihydroethidium (DHE) by flow cytometry fluorimetry. Results confirm
STZ spontaneous NO donation and suggest that the drug is capable of modulating the
intracellular cascade associated to insulin receptor in acute periods of time through Akt
nitrosylation and its subsequent inactivation, which could up regulate GSK3-B activity. STZ
ability to cause insulin resistance is also affected by NO production, which indicates that the
free radical plays an essential role in the phenomenon induction in this experimental
approach. Therefore, EROs production may play an important role in the mechanism linked
to STZ induced neurotoxicity. Ultimately, it has been shown that STZ treatment, as well as
insulin resistance alone, is capable of impair neurite outgrowth by NGF treatment. This work
contributes for the elucidation of the mechanisms by which STZ icv injection may cause
features similar to DA.

Keywords: Alzheimer’s disease. Streptozotocin. Diabetes. Insulin resistance. Nitric oxide.
Reactive oxygen species.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencga de Alzheimer

A Doenca de Alzheimer (DA) se apresenta atualmente como sendo a principal causa
de deméncia no mundo ocidental, sendo o envelhecimento o principal fator de risco e, em
certa maneira, uma necessidade para o desenvolvimento da patologia (HEBERT et al., 2003).
O mesmo ocorre em diversas outras doengas neurodegenerativas, como Parkinson e outras
demeéncias causadas por corpos de Lewis, sendo a ocorréncia de todas essas sindromes
muito rara em pessoas jovens ou mesmo adultos de meia idade.

A DA ¢é a causa principal de deméncia entre os idosos, e esta associada a um dano
progressivo em fungdes encefdlicas, incluindo memdria, linguagem, orientacdo espacial,
comportamento e personalidade. Estima-se que existem atualmente 36 milhdes de pessoas
em todo o mundo vivendo com DA, e espera-se que esse numero cresca drasticamente nas
proximas décadas. A DA é uma doenga multifatorial e cerca de 90% dos casos sdao de uma
ocorréncia esporadica (revisado em QUERFURTH; LAFERLA, 2010), sendo a idade o principal
fator de risco. Outros fatores de risco importantes relacionam-se a condi¢es metabdlicas e
vasculares, compondo o cendrio da “sindrome metabdlica”, como dislipidemia e
hipertensao, bem como a hiperglicemia. De fato, a diabetes tipo Il esta associada a um maior
risco de desenvolvimento de DA e deméncia vascular (revisado em BIESSELS; KAPPELLE,
2005).

Os principais fatores de risco parecem ser a idade, contribuicbes genéticas e
ambientais, sendo bem nitida a divisdo entre dois tipos diferentes da DA, de acordo com o
momento da instalacdo da doenca. Nesse sentido, a DA Esporddica acontece de forma
tardia, aparecendo a partir dos 60 anos de idade, enquanto a DA Familiar tem
acontecimento mais precoce, ao redor dos 40 anos (KAR et al., 2004; SPIRES; HYMAN, 2005).

A DA é uma sindrome relativamente comum, cujo diagndstico se da por
aparecimento de caracteristicas envolvendo comprometimentos cognitivos e
comportamentais progressivos associados com a idade, tais como perda de memodria,
desorientagdo geografica, deterioragdo da linguagem (FABER-LANGENDOEN et al., 1988),
mudancas de comportamento e personalidade (RUBIN et al., 1987; SWEARER et al., 1988) e

complicacdes motoras em estdgios avancados da doenca (MORRIS et al., 1989). No entanto,
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quando sinais de comprometimentos cognitivos devido a DA sdao manifestados, ja existe um
processo patologico encefalico irreversivel (IKONOMOVIC; MUFSON; WUU, 2003).

Atualmente o diagndstico somente é possivel apds aparecimento de
comprometimentos cognitivos moderados, identificados através de diferentes testes que
avaliam diversas competéncias cognitivas. Estes testes auxiliam o diagndstico da DA, porém
estdo longe de apresentarem sensibilidade e especificidade confidveis (FRANK; MALCOLM;
DEAN, 2009; KOIBAS et al., 2000). Outra ferramenta utilizada para o diagnostico sdo os
exames de imagem, capazes de detectar estagios mais iniciais da doenca ao identificar
pequenas degeneracdes de areas especificas associadas a DA, cuja atrofia inicia-se no cortex
entorrinal e hipocampo e evolui para o neocdrtex. Técnicas mais modernas podem ainda
revelar diferentes padrdes de hipoperfusao (por Tomografia Computadorizada por Emissdo
de Féton Unico - SPECT) (O’BRIEN, 2007) ou hipometabolismo, além de conseguirem
identificar alteracGes bioquimicas especificas da DA através de marcadores (por Tomografia
por Emissdo de Pésitrons - PET) (EDWARD; SUSAN; MARTIN, 2004).

Clinicamente, a DA é caracterizada por perda de memdria e declinio cognitivo
progressivos, culminando na morte prematura do paciente, em média apds dez anos do
diagndstico (QUERFURTH; LAFERLA, 2010). Além disso, a DA é acompanhada por sintomas
neuropsiquiatricos ndo cognitivos, que incluem ansiedade, agressividade, delirio, excitacdo
ou apatia, desinibicdo ou depressdo (revisado em PINTON et al.,, 2011) . Padrdes
neuropatoldgicos especificos da DA incluem perda neuronal, acumulacdo abundante de
emaranhados neurofibrilares anormais (correspondentes a depdsitos intracelulares da
proteina Tau hiperfosforilada) e aumento na expressdo e processamento anormal da
proteina precursora do beta-amiloide (APP), levando a deposicdo do peptideo beta-amiloide
(BA) e, dessa forma, a formacao de placas senis. Outra caracteristica da DA é a angiopatia
amiloide. E possivel que a disfuncdo cerebrovascular possa preceder o declinio cognitivo.
Hipoperfusdao encefdlica e diminuicdo da depuracdo de BA através da barreira hemato-
encefdlica podem contribuir para a instalacdo e progressao da DA. Ainda existem evidéncias
indicando o envolvimento da microglia desempenhando um papel importante através de
todo esse processo patolégico (revisado em BELL; ZLOKOVIC, 2009).

As caracteristicas bioquimicas especificas da DA envolvem o desenvolvimento de

emaranhados neurofibrilares intracelulares (NFT) e de posicdo de placas senis, formados
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pelo acumulo de segmentos proteicos resultantes de metabolismo anormal da proteina
precursora do peptideo amiloide e consequente agregacdo do peptideo beta-amiloide, com
diminuicdo de sua degradacdo por proteases (KANG et al., 1987). Os NFTs sdo formados a
partir do colapso do citoesqueleto do neuronio, decorrente da hiperfosforilagdo da proteina
associada a microtubulo Tau (ALEJANDRA et al., 2010), e consequente perda neuronal com

diminuicdo da massa encefdlica.

1.2 Sinalizacdo Associada a Neurodegenerac¢ao na DA

Alguns autores acreditam que a DA é iniciada por deficiéncia de enzimas do ciclo do
acido tricarboxilico, atividade reduzida da citocromo oxidase ou dano em DNA mitocondrial.
Enquanto muitos anos foram dedicados para a “hipdtese amiloide”, diversas outras
propostas continuam sendo causas possiveis para a instalagao e progressdao da DA, como
estresse oxidativo, hiperfosforilagdo da tau, prion e causas ambientais (revisado em
SWERDLOW et al., 2010). A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), por exemplo,
parece estar envolvida no comeco e manutencdo do ciclo degenerativo da DA, agravando o
dano de DNA mitocondrial e alterando outros complexos da cadeia de transporte de
elétrons, o que leva a um aumento na producao de EROs (revisado por PATTEN et al., 2010).

Comprometimento de aprendizagem e memoria pode estar associado a alteraces da
sinalizacdo de Ca?*. Os oligbmeros de beta-amiloide aumentam a entrada de Ca?* nas células
e mais Ca2+ é bombeado para dentro do reticulo endoplasmatico. Isso contribui para um
aumento na sensibilidade dos receptores de rianodina (RyR) que, por sua vez, liberam mais
Ca2+ dos reservatorios intracelulares. Existem evidéncias indicando que varias mutagoes
relacionadas com a DA podem induzir alteragdes na sinalizagio de Ca**. No entanto, a
guestdo do que ocorre primeiro, a ativacdo da via amiloidogénica ou as alteracdes na
sinalizagdo de Ca”*, ainda permanece em aberto (revisado em BERRIDGE, 2010).

A proteina associada a microtubulo Tau se acumula no estado anormalmente
hiperfosforilado formando depdsitos filamentosos intracelulares em diversas doencas
neurodegenerativas que causam deméncia. Essas doengas sdo coletivamente conhecidas
como Taupatias. Essa familia de deméncias inclui a DA, adultos com Sindrome de Down,

deméncia frontotemporal com Parkisonismo associada ao cromossomo 17, esclerose
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amiotroéfica lateral, degeneragao cortical basal, deméncia pugilistica e a Doenga de Pick
(IQBAL et al., 2010).

Embora apresentem manifestacdes fenotipicas diversas, disfuncdo e degeneracdo
encefdlica, essas Taupatias estdo associadas a acumulacdo progressiva de inclusdes
filamentosas de tau hiperfosforilada, e essas inclusdes, juntamente com a auséncia de outras
anormalidades neuropatoldgicas especificas a doenca exceto deposicio de BA na DA e
Sindrome de Down, provém evidéncia que indica papel da Tau no inicio e/ou progressdo da
doenca (IQBAL et al., 1998).

A Tau é a principal proteina associada a microtubulo. In vitro, a Tau promove a
conexdo da tubulina nos microtubulos e estabiliza a estrutura do microtibulo (DEVRED et
al., 2010). A grande maioria das proteinas axonais é sintetizada no corpo celular do neurénio
e transportada através do axonio pelos caminhos de microtubulos. O transporte axonal
ocorre por toda vida de um neurdnio e é essencial para seu crescimento e sobrevivéncia. Os
microtubulos repousam ao longo do eixo do axbnio se constituindo na principal via do
citoesqueleto para transporte. Nos neurdnios de pacientes com DA, acredita-se que o
sistema de microtubulos se encontre rompido, e o transporte axonal esteja interrompido,
impedindo que vesiculas alcancem as sinapses e, de forma vagarosa e persistente, as
sinapses degeneram, processo esse associado com degeneracao retrograda (ALEJANDRA et
al., 2010; IQBAL et al., 2010).

O nivel de fosforilacdo proteica é controlado pelas a¢Ges opostas de proteinas
quinases e fosfatases. Varios trabalhos indicam alteragdo na expressdo e/ou atividade de
proteinas quinases e fosfatases no encéfalo de pacientes com DA (Quadro 1). Proteinas
quinases como a glicogénio sintase quinase 3 B (GSK3B), P25/Quinase dependente de ciclina
(Cdk5) e Proteinas quinases ativadas por mitogeno (MAPKs) apresentam expressdao e/ou
atividade aumentadas, enquanto atividade reduzida foi encontrada para proteinas
fosfatases (PPs) como PP1, PP2A e PP5 em encéfalos acometidos pela DA. A fosforilagdo
anormal de proteinas pode contribuir para a progressao da DA através da modificacdo de
substratos em diversas fun¢des como atividade enzimatica, localizagdo subcelular,
acoplamento de ligantes, interacdo com outras proteinas, além de outras propriedades

(CHUNG, 2009).
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Quadro 1 - Resumo das alteragdes de expressdo e/ou atividade de proteinas quinases e
proteinas fosfatases na DA

Proteina Expressdo e/ou atividade na DA  Referéncias

Proteinas Quinases

GSK3p Aumentada Hye et al. (2009), Leroy, Yilmaz e Brion
(2007), Pei at al. (1997), Swatton et al.
(2004)

P25/Cdk5 Aumentada Swatton et al. (2007), Patrick et al. (1999),
Tandon et al. (2003)

Dyrki1A Aumentada Dowjat et al. (2007), Kimura et al. (2007),
Ryoo et al. (2008)

ERK % Aumentada Swatton et al. (2004), Zhu et al. (2002),
Peiatal. (2002)

JNK Aumentada Swatton et al. (2004), Zhu et al. (2003),
Otth et al. (2003)

p38 Aumentada Swatton et al. (2004), Johnson e Bailey
(2003)

CKI Aumentada Yasojima et al. (2000)

Akt/PKB Aumentada Pei at al. (2003), Rickle et al. (2004),
Griffin et al. (2005)

PKA Diminuida Liang et al. (2007), Kim et al. (2001)

PKC Diminuida Wang et al. (2008), Buxbaum et al (1990)

Proteina Fosfatases

PP1 Diminuida Gong et al. (1993)

PP2A Diminuida Gong et al. (1993), Liu et al. (2005a),
Vogelsberg-Ragaglia et al. (2001)

PP5 Diminuida Liu et al. (2005a), Liu et al. (2005b)

PP2B (calcineurina)  Aumentada Liu et al. (2005b), Liu et al. (2005c)

Cdc25A Aumentada Ding et al. (2000)

Cdc25B Aumentada Vincent et al. (2001)

PTEN Diminuida Griffin et al (2005), Rickle et al. (2006)

Fonte: Adaptado de Chung, 2009

Atualmente, tem se dado maior atencdo ao papel da GSK3 como sendo a provavel
proteina responsavel pela hiperfosforilagio da proteina Tau, principalmente devido a
tendéncia em se acreditar que a DA esporadica esteja relacionada com a Diabetes mellitus
(DM), propondo-se que a neurodegeneracdo seja efeito da resisténcia neuronal a insulina
(DE LA MONTE; WANDS, 2005; GASPARINI et al., 2002; HOYER et al., 2004; SALKOVIC-
PETRISIC et al., 2006). De fato, a insulina aumenta a atividade da proteina quinase Akt/PKB
qgue por sua vez inibe a GSK3, regulando negativamente a fosforilacdo de seus substratos
(dentre os quais a proteina Tau) (RATAN; SAMANTHA; JESUS, 2004). Assim sendo, o centro
da cascata de neurodegeneracdo seria desencadeada pela resisténcia neuronal a insulina,

provocando a morte do neurdnio pela falta de responsividade ao fator neurotréfico
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(insulina), deficiéncia no metabolismo de energia e possivelmente inibicdo de expressdo
génica responsiva a insulina (DE LA MONTE, 2009).

Embora a DA seja multifatorial e, mesmo na presenca de diversas hipdteses, a
principal etiologia ainda seja desconhecida, esse trabalho foca no papel em que a insulina
pode desempenhar como uma possivel causa da DA. Evidéncias moleculares permitiram
pressuposicdes que indicam que o processamento da APP pode sofrer influéncia da insulina
e a sinalizacdo de seu receptor tirosina quinase (GASPARINI et al., 2011; RIVERA et al., 2005)
e que a insulina pode regular a fosforilagdo da proteina Tau através do controle da atividade
da GSK3-B (HONG et al., 1997; MANDELKOW et al., 1992). Além disso, estudos funcionais
mostraram diminui¢Ges tanto na mobilizacdo de glicose quanto no metabolismo energético
precedendo ou acompanhando os estagios iniciais dos comprometimentos cognitivos na DA
(HOYER, 1998). Consequentemente, déficits no metabolismo de glicose e da sinalizacdo
intracelular de insulina foram propostos como uma provavel etiologia da DA.

Resumidamente, a insulina é bem conhecida por seu envolvimento na regulacdo do
metabolismo de glicose somente nos tecidos periféricos. No entanto, esse hormonio
também pode alterar diversas fungdes encefdlicas incluindo cogni¢do, memodria e
plasticidade sindptica através de vias de sinalizagdo associadas ao complexo
insulina/receptor tirosina quinase. A insulina liga-se a subunidade a extracelular de seu
receptor (IR), o que resulta na ativacdo da subunidade intracelular B e sua decorrente auto
fosforilacdo. Uma vez ativado, o IR fosforila diversos substratos intracelulares, incluindo uma
familia de proteinas conhecida como substrato para IR (IRS). Entdo, a fosforilacdo de alvos
intracelulares leva ao recrutamento e ativacdo de diversas proteinas e a iniciacdo de muitas
cascatas de sinalizacdo, dentre as quais as mais importantes sdo a via da fosfoinositideo 3
quinase (PI3K) e a cascata da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) (JOHNSTON;
PIROLA; VAN OBBERGHEN, 2003). A ativacdo da via da PI3K, por sua vez, induz a ativacdo da
serina treonina quinase Akt (também conhecida como PKB), promovendo sobrevivéncia
neuronal ao inativar diretamente a maquinaria pré-apoptética (VAN DER HEIDE; RAMAKERS;
SMIDT, 2006).

Além disso, PI3K / Akt ativado fosforila e inibe as duas formas citosdlicas da GSK3

(CROSS et al., 1995). Sabe-se que a GSK3 controla a formacdo de peptideos de BA, dessa
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forma, a insulina consegue regular o desenvolvimento de peptideos soluveis de APP através

de sinalizacdo dependente de PI3K (SOLANO et al., 2000).

1.3 Metabolismo Encefalico na DA e o Modelo da STZ

Diversos estudos confirmaram a diminui¢gao do metabolismo encefalico precedente a
deterioracdo das fungdes cognitivas, sugerindo que a deficiéncia energética é uma das
caracteristicas reversiveis mais precoces da DA (revisado em HOYER, 1998). Anormalidades
predominantes no metabolismo encefdlico de glicose e seu controle pela sinalizacdo
neuronal de insulina foram encontrados na DA esporddica (DAE) (FROLICH et al., 1998;
HOYER et al., 1991; HOYER, 2002, 2004), levando a hipdtese que a DAE funcionaria como
uma Diabetes Mellitus tipo Il encefdlica (HOYER, 1998). Uma incompatibilidade entre a acdo
da insulina e a fungdao do préprio IR, incluindo vias intracelulares, foi proposta no
envolvimento da disfun¢do do sistema de insulina encefdlica na DAE (SALKOVIC-PETRISIC;
LACKOVIC, 2006).

Considerando a presenca de insulina e IR no encéfalo, um modelo experimental em
ratos foi desenvolvido usando estreptozotocina (STZ) para induzir disfuncdo do sistema de
insulina encefdlico. A STZ (uma glicosaina derivada de nitrosuréia) ¢ uma droga
seletivamente toxica as células B pancreaticas, induzindo assim Diabetes Tipo |, mas também
é utilizada para induzir Diabetes Insulino-Independente (tipo Il) em animais, apds
administracdo intravenosa ou intraperitoneal em ratos (SZKUDELSKI, 2001). A injecdo
intracerebroventricular (icv) de STZ em baixas doses ndo altera, no entanto, os niveis
plasmaticos de glicose e ndo induz DM, mas altera o metabolismo de glicose encefalico
(SALKOVIC-PETRISIC et al., 2006). Considerando os papeis importantes da insulina no
encéfalo, e que a deficiéncia na sinalizacdo de insulina esta relacionada tanto a DA quanto a
DM, a injecao icv de STZ é considerada por muitos autores como um modelo da DAE
(BIESSELS; KAPPELLE, 2005; HENNEBERG; HOYER, 1995; HOYER, 2003; HOYER et al., 2004;
SALKOVIC-PETRISIC et al., 2006).

A STZ é uma droga cuja toxicidade se da basicamente por dois mecanismos primarios
(Figura 1). O primeiro deles é a doacdo de radical éxido nitrico (NO), podendo provocar

alteragGes no estado nitro-oxidativo da célula. Outro mecanismo de toxicidade é a metilacao
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direta de bases nitrogenadas do DNA, podendo provocar um disturbio no equilibrio
energético da célula por consumo de ATP e geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
(LENZEN, 2008; SZKUDELSKI, 2001). Ndo hd, no entanto, nenhum mecanismo descrito que
explique a acdo da STZ em doses subtdxicas para promocgao de resisténcia insulinica.
Perifericamente, a toxicidade da STZ se inicia quando a droga é internalizada pelas
células B pancreaticas por intermédio do transportador de glicose do tipo 2 (GLUT2) e induz
morte celular por alquilacdo de DNA e ativacdo da poli-ADP-ribosilacdo. Como a STZ é um
doador de éxido nitrico (NO), a participacdo do NO no efeito citotéxico da STZ também foi
observada, bem como a geracdo de espécies reativas de oxigénio, que também contribuem
para a fragmentacdo do DNA e evocam outras a¢des deletérias nas células. A acdo da STZ na
mitocondria resulta na formacdo de superdxido, inibicdo do ciclo do acido tricarboxilico e
diminuigao substancial do consumo de oxigénio pela mitocondria, limitando fortemente a
producdo de ATP mitocondrial (SZKUDELSKI, 2001). O mecanismo de acdo da droga no

sistema nervoso central, no entanto, ainda nao foi elucidado.

Figura 1 - Mecanismo proposto de dano oxidativo e desbalan¢o energético provocado pela
STz
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A doagdo espontanea do NO provoca inibigdo da aconitase e consequente diminuicdo do ATP mitocondrial
(MIT ATP), elevando as concentragdes de AMP. O AMP é substrato para a xantina oxidase (XOD), que passa a
ter atividade aumentada e, por consequéncia, aumenta a produgdo de radicais superoxido.
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Achados moleculares e comportamentais que seguem a perturbacdo do metabolismo
de glicose e sinalizacdo de insulina parecem mimetizar a DA, ao menos em alguns aspectos.
A administracao icv de STZ vem sendo associada, em animais, a mudangas morfoldgicas,
moleculares e comportamentais comparaveis a DA. Essas alteracbes ocorrem algumas
semanas apds a inje¢ao e perduram por periodos indeterminados. Muitos autores
descrevem aumento da expressdao de GFAP principalmente em regides periventriculares e
paraventriculares, sugerindo que a funcdo hipocampal alterada pode resultar de uma
inervacdao comprometida e dano direto nessa regido (SANTOS et al., 2012; SHOHAM et al.,
2006).

Como mencionado anteriormente, as principais caracteristicas da DA sdo a formacao
de placas senis devido a acumulacdo de BA e a formacdo de emaranhados neurofibrilares
devido a hiperfosforilagao da proteina Tau (KAR et al., 2004). Foi observado que esse modelo
aumenta a fosforilacdo da proteina Tau em diversas regioes do encéfalo do rato (CORREIA et
al., 2011; GASPARINI et al.,, 2002; SANTOS et al.,, 2012), aumenta a imunoreatividade a
marcadores de emaranhados neurofibrilares (DE LA MONTE et al.,, 2005), e aumenta a
expressao do peptideo BA (DE LA MONTE et al., 2005; SALKOVIC-PETRISIC; HOYER, 2007;
SANTOS et al., 2012), embora esses estudos ndao tenham observado a formacdo de placas
senis.

Dados recentes tém sido bastante consistentes em mostrar os déficits cognitivos,
aprendizagem e memoria de curto e longo prazo comprometidas no labirinto aquatico de
Morris, apds a administracdo icv de STZ (GRUNBLATT et al., 2006; LANNERT; HOYER, 1998;
2006; SANTOS et al., 2012; SHOHAM et al., 2006), que parece ser independente do nimero
de inje¢des ou da dose de STZ administrada (revisado em SALKOVIC-PETRISIC; HOYER, 2007).
Existem, no entanto, alguns estudos que demonstram que doses menores resultam em
déficit cognitivo menor (GRUNBLATT et al., 2006; PRICKAERTSET et al., 2000). A injecdo icv
de STZ também alterou o padrdo de comportamento em outras tarefas de memodria,
incluindo a esquiva passiva e o labirinto em cruz elevado (ISHRAT et al., 2009; VEERENDRA
KUMAR; GUPTA, 2003).

Especificamente relacionado a insulina e ao metabolismo de glicose, Duelli (1994)
mostrou que apds a administracdo icv de STZ, houve alteracdo severa na utilizacdo de

glicose, e diminuicdo do metabolismo energético em 17 regiGes encefalicas. Plaschke e
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Hoyer (1993) mostraram que a atividade das principais enzimas da via glicolitica diminuiu
drasticamente apds a administracdo icv de STZ. Tanto o déficit energético quanto a reducdo
na atividade da colina acetiltransferase (ChAT) (BLOKLAND; JOLLES, 1993; HELLWEGET et al.
1992) podem ser a base bioldgica para a reduzida habilidade de aprendizagem e memboria
(LANNERT; HOYER, 1998).

A administracdo central de STZ pode ter seus efeitos restritos a neurénios e neuroglia
qgue expressam GLUT 2. No entanto, a STZ pode alcancar o meio intracelular através de
outros transportadores, induzindo efeitos téxicos generalizados. De fato, a utilizacdo de
inibidores de GLUT 2 associada a administracdo icv de STZ ndo foi capaz de suprimir o déficit
de memodria causado pela droga em ratos (GRUNBLATT et al., 2007), o que sugere que a STZ
tem acgdes independentes do GLUT 2.

Propde-se que a sinalizagdo intracelular de insulina pode ser regulada por EROs.
Acredita-se que a acdo das EROs possa ser dicotomica (Figura 2). As vias mais influentes no
mecanismo de estresse oxidativo sdo as relacionadas ao NF-kB, JNK/SAPK, p38 MAPK e PKC
(LOPES; SILVA; FORTUNATO, 2008). Porém, sabe-se que agentes oxidantes podem tanto
possuir efeitos que mimetizam a acao da insulina, ao facilitar a fosforilacdo da subunidade 3
do receptor de insulina e, portanto, sua ativacdo, quanto também serem capazes de induzir
acdo insulinica defeituosa (NAVA et al., 2009). Uma das interacdes vidveis para a conversa
entre a sinalizacdo redox e a sinalizagcdo de insulina poderiam ser uma familia de proteinas
fosfatases, as PTPs (proteina tirosina fosfatases), que sdo moduladas negativa por EROs o
que, consequentemente, facilita respostas intracelulares dependentes de fosforilagdo em

tirosina, como é o caso da sinalizacdo de insulina (PAPACONSTANTINOU, 2009).
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Figura 2 - Possiveis interferéncias na cascata de sinalizacdo de insulina provocadas por
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
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Em A, o papel facilitador é explicado pela inibicdo de proteinas fosfatases que normalmente modulam
negativamente a via (notar que essas fosfatases também se apresentam com atividade diminuida na DA). Em B,
a ativagdo da cascata da MAP-Kinase provoca inibicdo do receptor de insulina e seus substratos intracelulares
(IRS) pela fosforilagdo em residuos de serina e treonina. Além disso, espécies reativas de nitrogénio (ERNs)
danificam os IRS, encaminhando-os a degradacéo.

Outros modelos tém sido usados na tentativa de induzir DAE, como injegao icv de
colchicina (KUMAR et al., 2007) e aplicacdo subcutanea de longo prazo de corticosterona
(HOYER; LANNERT, 2008). Esses autores também observaram alteracGes histopatoldgicas,
moleculares e comportamentais similares ao que é observado na DA, no entanto ainda ha
problemas relacionados a utilizacdo desses modelos e estudos mais aprofundados sdo
necessarios para investigar seus efeitos.

Como apontado por Salkovic-Petrisic et al. (2011), carregar o gene mutado como um
inevitavel ponto de partida desde o inicio faz com que os modelos genéticos de
camundongos sejam inapropriados para investigar a causa, instalagcdo e decurso da DA em
condicOes ndo associadas com a mutacdo do gene da APP.

Estudos mais profundos sdo necessarios para a compreensao total dos efeitos da STZ
nas células do sistema nervoso central. De fato, o mecanismo de acdo de doses subtdxicas

de STZ em neurdnios ainda ndo é devidamente elucidado. Embora sua agao tdxica seja bem
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conhecida, sua utilizagdo como modelo para a DAE por indugao de disfungao insulinica ainda
carece de maiores explicagoes.

A hipdtese de que os efeitos subtdxicos provocados pela STZ, dentro os quais as
alteragdes na sinalizacdo e responsividade a insulina, bem como modificacdo de marcadores
biomoleculares relacionados a DA (hiperfosforilacdo de Tau e B-amildide), sejam causados
por EROs encontra respaldo nos trabalhos que indicam a producdo destas espécies como
uma das primeiras formas de toxicidade da droga.

Além dos trabalhos que estudam o mecanismo de ac¢do da STZ, vdrios outros
apontam a possibilidade do disturbio da sinalizacdo intracelular de insulina por agentes
oxidantes. Nesse sentido, o estudo dos mecanismos intracelulares desencadeados por uma
concentracdo subtoxica de STZ pode contribuir na elucidagcdo de novos alvos terapéuticos

para a DA.

1.4 Objetivos

O objetivo deste trabalho é determinar as alteracGes induzidas por concentracdes
subtdxicas de STZ em neurdnios da linhagem Neuro2A na producdo intracelular de EROs,
procurando relacionar o estado redox da célula com a atividade da cascata associada ao
receptor de insulina (PI3K-Akt) através da verificacdo o estado de fosforilacio dos
substratos da via.

Além da producdo intracelular de EROs e capacidade de doacdo espontdanea de NO
pela droga, este estudo pretende averiguar a capacidade de inducdo de resisténcia insulinica
pela STZ nas células utilizadas, bem como a influéncia desse fendmeno na inducdo de

neuritogénese por tratamento com NGF.
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5 CONLUSOES

Este trabalho consegue alcancar conclusdes importantes e pioneiras a respeito dos
efeitos da STZ sob a linhagem celular Neuro-2A.

Foi possivel identificar o intervalo de dose ndo téxico as células em periodos agudos,
bem como as condigdes ideais para o tratamento de 48 horas com a droga, bem como uma
breve descricdo do padrdo de doagdo espontanea de NO pela STZ.

O acompanhamento da ativagdo da via PI3K / Akt em periodos agudos apds a
administracdo da droga foi um resultado particularmente interessante. Nesses experimentos
foi possivel a identificacdo do papel fundamental do NO doado pela droga, que provoca a
nitrosilacdo e inativacdo da proteina Akt, o que resulta numa maior atividade da GSK3-B
nesses periodos curtos.

A descrigao do perfil de geragao de espécies reativas de oxigénio apds administragao
da STZ também foi um experimento que obteve um resultado bastante interessante, embora
mais experimentos seriam necessarios para identificacdo da origem e contribuicdo dessas
espécies reativas na inducdo dos fendmenos observados.

Por fim, foi possivel comprovar que a estreptozotocina é capaz de induzir um estado
de resisténcia insulinica na linhagem neuronal utilizada e que esse fendmeno é dependente
de NO. Além disso, a partir dos resultados obtidos neste trabalho é possivel inferir que a
droga é capaz de prejudicar a neuritogénese induzida por NGF. Tal efeito pode ser atribuido
a acdo diabetogénica da droga, uma vez que neurOnios resistentes a insulina também

falharam na mesma tarefa.
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