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RESUMO

Costal, FSL. Benfotiamina e Mito Q protegem ilhotas pancredticas de rato em
cultura dos efeitos pro-apoptéticos dos produtos finais de glicagdo avancada
(AGEs) [Tese]. Séo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo;

2011.

A perda da funcdo das células beta acelera a deterioragdo do controle
metabdlico em pessoas com diabetes tipo 2. Além da lipo- e da glicotoxicidade, os
AGEs parecem contribuir para esse processo, promovendo a apoptose das ilhotas
pancreéticas. Em outros tecidos, os AGEs interagem com seu receptor especifico
(RAGE), produzindo espécies reativas de oxigénio (ROS) e ativando o NF-kB. Para
investigar o efeito temporal dos AGEs sobre a apoptose de ilhotas, bem como o
potencial de compostos antioxidantes para diminuir danos causados pelos AGEs,
ilhotas pancreéticas de ratos foram tratadas durante 24, 48, 72, 96 e 120 h com AGEs
gerados a partir de co-incubagdo de albumina de soro bovino (BSA) com D-
gliceraldeido (GAD, 5 mg/mL) ou tampdo fostato (controle). A apoptose foi avaliada
pela quantificacdo do DNA fragmentado (ELISA), atividade de caspase 3 e deteccéo
da permeabilidade da membrana mitocondrial (MitoProbe JC-1). O estresse
oxidativo foi avaliado pela deteccdo de espécies de oxigénio (Image-iT LIVE Green)
e a atividade da NADPH oxidase foi mensurada pelo método de
quimioluminescéncia da lucigenina. A expressdo dos genes Bax, Bcl2 e Nfkbl foi
avaliada por reacdo em cadeia da polimerase gquantitativa apds transcri¢do reversa
(RT-gPCR). Em um dos tempos em que foi detectado o aumento da apoptose, o

efeito de dois compostos antioxidantes foi avaliado: benfotiamina (350 pM), uma



vitamina B1 lipossolivel, e Mito Q (1 uM), um derivado da ubiquinona com alvo
seletivo para a mitocondria. Em 24 e 48 h, os AGES promoveram um aumento do
indice de apoptose em relacdo ao controle, concomitantemente com o aumento na
expresssdo do gene Bcl2 (gene anti-apoptotico) e uma reducao na expressdo do gene
Nfkb1l. Em contraste, apds 72, 96 h e 120 h, os AGEs promoveram um aumento do
indice de apoptose em comparacdo com a condigdo de controle, concomitantemente
com uma diminuicdo na expressdo do gene Bcl2 e um aumento na expressdo do gene
Nfkbl. Em 24 h, os AGEs promoveram uma diminui¢do do conteudo de ROS nas
ilhotas, enquanto que nos tempos de 48 e 72 h, os AGEs promoveram um efeito
oposto. A benfotiamina e 0 Mito Q foram capazes de diminuir o indice de apoptose e
0 estresse oxidativo de ilhotas expostas aos AGEs por 72 h. Em conclusao, os AGEs
exerceram um duplo efeito em cultura de ilhotas pancreaticas, sendo de protecédo
contra a apoptose ap0s exposicdo curta, mas pro-apoptotica apds exposicao
prolongada. O Mito Q e e a benfotiamina merecem ser adicionalmente estudados
como drogas com o potencial de oferecer protecdo as ilhotas pancreaticas em

condicdes de hiperglicemia crénica.

Descritores: llhotas Pancreaticas, Produtos finais de glicacdo avancada, Apoptose,
Estresse Oxidativo, Tiamina/analogos & derivados, Ubiquinona/analogos &

derivados e Ratos Wistar.



SUMMARY

Costal, FSL. Benfotiamine and Mito Q protect rat pancreatic islets in culture
from pro-apoptotic effects of advanced glycation end products (AGEs)[thesis].

Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2011.

Loss of beta cell function hastens the deterioration of metabolic control in people
with type 2 diabetes. Besides lipo- and glucotoxicity, AGEs seem to contribute to
this process by promoting islet apoptosis. In other tissues, AGEs interact with their
specific receptors (RAGE) and elicit reactive oxygen species (ROS) generation and
NF-kB activation. In order to investigate the temporal effect of AGEs on islet
apoptosis as well as the potential of antioxidant compounds to decrease islet damage
caused by AGEs, rat pancreatic islets were treated for 24, 48, 72, 96 and 120 h with
either AGEs generated from co-incubation of bovine serum albumin (BSA) with D-
glyceraldehyde (GAD, 5 mg/mL) or phosphate-buffered saline (PBS, control).
Apoptosis was evaluated by quantification of DNA fragmentation (ELISA), caspase-
3 enzyme activity and detection of mitochondrial permeability transition (MitoProbe
JC-1). Oxidative stress was evaluated by oxygen species detection (Image-iT LIVE
Green) and the activity of NADPH oxidase was measured by the lucigenin-enhanced
chemiluminescence method. The expression of the genes Bax, Bcl2 and Nfkbl was
evaluated by reverse transcription real-time quantitative polymerase chain reaction
(RT-gPCR). In one of the time points at which increased apoptosis was detected, the
effect of two antioxidant compounds was evaluated: benfotiamine (350 uM), a

liposoluble vitamin B1, and Mito Q (1 uM), a derivative of ubiquinone targeted to



mitochondria. In 24 and 48 h, AGEs elicited a significant decrease in the apoptosis
rate in comparison to the control condition concomitantly with a significant increase
in the RNA expression of the antiapoptotic gene Bcl2 and a significant decrease in
the Nfkbl RNA expression. In contrast, after 72 and 96 h, AGEs promoted a
significant increase in the apoptosis rate in comparison to the control condition
concomitantly with a significant decrease in Bcl2 RNA expression and a significant
increase in Nfkbl RNA expression. In 24 h, AGEs elicited a significant decrease in
the islet content of ROS while after 48 and 72 h, AGEs promoted an opposite effect.
Benfotiamine and Mito Q were able to decrease the apoptosis rate and the ROS
content in islets exposed to AGEs for 72 h. In conclusion, AGEs exerted a dual effect
in cultured pancreatic islets, being protective against apoptosis after short exposition
but proapoptotic after prolonged exposition. Mito Q and benfotiamine deserve
further evaluation as drugs that could offer islet protection in conditions of chronic

hyperglycemia.

Descriptors: Islets of Langerhans; Glycosylation en products, advanced; Apoptosis;
Oxidative Stress; Thiamine/analogs & derivatives; Ubiquinone/analogs & derivatives

and Rats, Wistar.



1. Introducéo

1.1 Diabetes

O diabetes melito (DM) é uma sindrome caracterizada por hiperglicemia
resultante de defeitos na secre¢do de insulina associados ou ndo a resisténcia a agédo
deste hormonio. Os extremos das manifestacdes clinicas constituem-se nas bases
para a classificacdo em DM tipo 1 (quadro clinico exuberante resultante do deficit
quase absoluto de insulina) e DM tipo 2 (pacientes oligo ou assintomaticos com
predominio de resisténcia insulinica).

Diversas vias relacionadas com a hiperglicemia caracteristica da doenca podem
contribuir para as complicacbes micro e macrovasculares, conferindo um importante
papel & hiperglicemia na patogénese das complicacdes cronicas do DM. Os possiveis
mecanismos implicados sdo: (1) aumento da ativacdo da via dos polidis, na qual a
enzima aldose redutase reduz aldeidos gerados por espécies reativas de oxigénio em
alcoois inativos e glicose em sorbitol, usando nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH) na sua forma reduzida como um cofator, (2) aumento da ativacao
da via das hexosaminas, que promove aumento na expressdo de genes relacionados a
fibrose endotelial, podendo levar a oclusdo vascular, (3) ativacdo de proteina cinase
C (PKC) que afeta a expressao de 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), do fator de
crescimento endotelial (EGF) e do fator nuclear xB(NF-kB) e (4) acumulo de
produtos finais da glicacdo avancada (AGEs), que serdo explicados mais

detalhadamente abaixo.}*



Existe uma hipotese unificadora que considera o estresse oxidativo intracelular
a via final comum pela qual as vias acima descritas acabam por desencadear as

complicagdes cronicas no diabetes.?

1.2 Produtos finais da glicagdo avancada (AGEs)

Os AGEs derivam de uma ligacdo ndo enzimatica entre um grupamento aldeido
reativo na glicose com o grupo amino das proteinas, levando a formacdo dos
produtos de Amadori, dos quais o mais conhecido é a hemoglobina glicada (HBA ).
Outras reacdes ocorrem a partir deste ponto para produzir um grupo de compostos
denominados AGEs (advanced glycation end-products), que se ligam
irreversivelmente as proteinas. Essas modificacBes quimicas das proteinas teciduais
afetam a estrutura, funcdo e turnover dessas proteinas, contribuindo para a
patogénese das complicagdes macro e microvasculares.”’A reacdo que resulta na
formacdo dos AGEs acontece de forma espontanea e depende do grau e da duragédo
da hiperglicemia.> Os AGEs se acumulam, por exemplo, em proteinas da matriz
extracelular e contribuem para o processo natural do envelhecimento, entretanto, em
individuos diabéticos, este acimulo acontece de maneira precoce e mais rapida.’

Sabe-se que a taxa de formacdo de AGEs a partir de precursores dicarbonil
derivados de glicose gerados no meio intracelular em condicGes de hiperglicemia é
muito maior e mais rapida que a glicacdo resultante dos efeitos da glicose sobre as
proteinas extracelulares. Os AGEs podem ser gerados, por exemplo, a partir da auto-
oxidacdo intracelular da glicose a glioxal e da fragmentagdo do gliceraldeido-3-
fosfato (G3P) em metilglioxal. Esses dicarbonils reativos intracelulares reagem com

0 grupamento amino de proteinas intra e extracelulares para formar os AGEs.®



A producdo intracelular de precursores de AGEs lesa as células por trés
diferentes mecanismos: (1) modificacdo de proteinas intracelulares; (2) difusdo para
fora das células e modificacdo de proteinas de matriz extracelular, tais como o
colageno e a laminina e (3) difusdo para fora das células e modificacdo de proteinas
circulantes, como a albumina. Essas proteinas circulantes modificadas podem se ligar
a receptores de membrana e ativar a producao de citocinas inflamatdrias e fatores de
crescimento que v&o causar a angiopatia diabética.”

Os AGEs interagem com o receptores lactoferrina, scavenger tipo | e I,
oligossacaril transferase - 48 (OST-48), 80K-H fosfoproteina, Galectina-3, CD36,>'°
e com seu receptor especifico (receptor de produtos finais da glicacdo avancada —
RAGE), que desencadeia uma sinalizacdo intracelular que induz a ativacdo do
estresse oxidativo, aumenta a liberacdo de citocinas inflamatérias e promove um
aumento da transcricdo do NF-kB, levando a um quadro de inflamacédo crénica e
consequente aumento de danos celulares e teciduais (Figura 1). >

Os RAGEs fazem parte da familia de receptores das imunoglobulinas e estes
receptores ja foram caracterizados em varios tipos celulares, tais como mondcitos,
macrofagos, linfocitos T, células endoteliais, células musculares lisas, células
mesangiais, células nervosas e em ilhotas pancreaticas. A estrutura molecular dos
RAGEs é composta por uma regido extracelular, um dominio V, dois dominios C e
uma pequena cauda citoplasmatica.>’ Além de interagir com seus ligantes
especificos AGEs, esses receptores sdo capazes de interagir com diversos ligantes
inespecificos como a amfoterina, peptidios p-amil6ide, polipeptidios S/100

calgranulim e Mac-1.20%



Ja se demonstrou in vitro que o acumulo de AGEs prejudica a funcdo das
células B pancreéticas resultando em defeitos na secrecdo de insulina e reducao de
sua biossintese.*? Alguns mecanismos j& foram descritos para explicar os efeitos
deletérios dos AGEs sobre as células B, tais como aumento da expressdo da
cicloxigenase 2, que esta intimamente relacionada a morte celular e inibicdo da
secrecdo de insulina;® e o estresse oxidativo, capaz de desencadear o processo de
apoptose com reduco do ndmero de células p.**

O uso in vivo de bloqueadores soltuveis de RAGE (SRAGE) em modelos
murideos promoveu uma diminuicdo da transcricdo de NF-kB, reducdo da expressao
de citocinas inflamatdrias, reducdo de arteriosclerose e atenuacdo da inflamacao
vascular.’® Estudos adicionais em roedores sugeriram que o bloqueio do RAGE
poderia ser benéfico na diminuicdo das complicacdes microvasculares do DM e na

diminuico do estresse oxidativo de ilhotas pancreéticas.**
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Figura 1: llustracdo de alguns mecanismos implicados nos efeitos deletérios dos
produtos finais da glicacdo avancada (AGEs)apds a ligacdo aos seus receptores
especificos RAGEs.

AGE: Produto final da glicagdo avancada; RAGE: Receptor de produtos finais da
glicacdo avancada; NF-kB: Fator nuclear «f3. Sistema NADPH oxidase 2: NADPH:
Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato; p40P"™, p47°"* p67°"°: componentes
citosélicos; p22P": subunidade regulatéria; NOX2: subunidade catalitica; RAC:
substrato doador de elétron NADPH; O Radical superéxido.

1.3 llhotas pancreéticas e estresse oxidativo

Durante o metabolismo, o oxigénio é reduzido a agua e nesse processo, 0S
produtos intermediarios sdo o radical superéxido (O%), o peréxido de hidrogénio
(H20,) e o radical hidroxil (OH), que conjuntamente sdo denominadas de espécies
reativas de oxigénio (ROS: reactive oxigen species). Esses compostos tém meia vida
ultracurta, pois a presenca de um elétron nao-pareado os faz reagir com moléculas de
DNA, proteinas e lipidios. O estresse oxidativo se estabelece quando as defesas
intracelulares anti-oxidantes sdo insuficientes para detoxificar os ROS ou, também,

quando hé producéo excessiva de ROS.*



Acredita-se que nas ilhotas pancreaticas existam baixos indices de anti-
oxidantes enddgenos, como as enzimas superoxido dismutase, a catalase e glutationa
peroxidase, motivo pelo qual os danos causados pelas ROS poderiam ser ainda
maiores.**'®'" Em condicdes de hiperglicemia, existem seis vias principais que est&o
relacionadas com a formagdo de ROS: (1) auto-oxidacdo do gliceraldeido, (2)
ativacdo da PKC, (3) formacdo dos AGEs, (4) metabolismo do sorbitol, (5) via da
hexosamina e (6) fosforilagdo oxidativa.*®

A combinacdo de concentrac@es suprafisioldgicas de glicose e excesso de ROS
em ilhotas pancreaticas leva a uma diminuicao significativa na expressdo do gene da
insulina, por meio de uma reducdo nos fatores de transcricdo PDX-1 e MafA; além
disso, evidéncias apontam para um aumento na taxa de morte celular programada

(apoptose)*®*?

pelas duas principais vias envolvidas neste processo, a“intrinseca”,
iniciada na membrana mitocondrial e que desencadeia o processo principalmente
pela ativacdo do fator nuclear (NF-kB) e a via “extrinseca”, sinalizada por citocinas
inflamatdrias e iniciada pela dimerizacdo de receptores celulares que ativam um
conjunto de cisteino-proteases, aspartil especificas (caspases) iniciadoras e
executoras do processo de apoptose.?’

Tran e cols. demonstraram em ilhotas pancreéticas in vitro que o aumento da
expressao da glutationa ligase (GCL), uma das enzimas responsaveis pela sintese da
glutationa, preveniu a disfungdo da célula  causada pelo estresse oxidativo induzido
por interleucina-1p.2* Animais transgénicos que superexpressam superéxido

dismutase apresentam tolerdncia aumentada da célula B ao diabetes induzido por

estresse oxidativo.?? Esses e muitos outros trabalhos evidenciam a importancia de



estratégias terapéuticas que reduzam o estresse oxidativo na protecdo da célula 3

pancreatica.'®

1.4 Sistema NADPH Oxidase

Uma das vias relacionada com a formacéo de ROS é a Via da NADPH oxidase.
As NADPH oxidases séo proteinas que transferem elétrons através de membranas e
catalisam a reducio dependente de NADPH de O? a O, gerando ROS. O protétipo
das NADPH oxidases, a proteina NOX2, é responsavel pelo respiratory burst, que é
a producdo aumentada de ROS pelos fagocitos ap6s rapido consumo de oxigénio.
Esses ROS participam diretamente da defesa do hospedeiro contra bactérias, virus,
protozodrios e fungos. Existem, no entanto, outras isoformas de NOX amplamente
distribuidas nos tecidos que participam de varios processos fisioldgicos e
fisiopatoldgicos.?

A via da NADPH oxidase € um complexo enzimatico. No caso da NOX2, €
composto de um substrato GTPase relacionado a Ras (Rac2), de dois componentes
de membrana, a subunidade catalitica NOX2 (ou gp91°™) e a subunidade regulatéria
(p22°") que formam um heterodimero e se estabilizam mutuamente e também de
trés componentes citosdlicos. Na ativacdo da NOX2 ocorrem a translocacdo dos
fatores citosélicos p40P"™, p47P"* e p67°"™* para o complexo que est4 na membrana
(Figura 2). Concomitantemente, Rac se dissocia de um inibidor e é ativado pela
troca de GDP por GTP para que ocorra a ativacio enzimatica e producio de O apds
a transferéncia de elétron do NADPH para a flavina adenina dinucleotideo (FAD) e,

a seguir para o oxigénio molecular. %
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Figura 2: Sistema NADPH oxidase 2, com as subunidades cataliticas (NOX2 ou
gp91P"™), a subunidade regulatéria (p22°"™), os componentes citosélicos (p40°"
pa7P"* p67P"%%) 0 substrato Rac2, o doador de elétron NADPH e o FAD, que
participa da transferéncia de elétrons. Adaptado de Newsholme e cols.?*

As proteinas homélogas da NOX2 fagocitica sdo conhecidas por familia NOX,
composta por sete membros: NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 e
DUOX2. De acordo com as caracteristicas funcionais e estruturais, a familia NOX é
classificada em trés grupos: (1) grupo NOX1 a NOX4, que interagem com a p22°"%;
(2) grupo NOX5 e (3) grupo DUOX (DUOX1 e DUOX2).

Ilhotas pancredticas de rato expressam 0 mMRNA do Nox1l, Nox2 e Nox4.
Embora a expressdo do Nox4 tenha sido reportada em ilhotas pancreaticas, sua
funcdo ainda ndo foi determinada.?*?

A presenca da NOX2, o prot6tipo das NADPH oxidase, em ilhotas pancreaticas

ja foi caracterizada e em condicOes fisiologicas este sistema estd implicado no



controle da secrecdo de insulina, possivelmente pela modulacdo do metabolismo de
glicose e na homeostase do célcio intracelular. 4%

O metabolismo de glicose ativa a fosfolipase C (PLC) que resulta na
translocacdo da p47°" do citosol para a membrana. A rapida geracéo de 0% e H,0,
medeia 0 aumento de Ca®" intracelular, aumenta o metabolismo de glicose via
ativacéo de enzimas especificas, resultando no aumento da secrecéo de insulina.?*

Enquanto o ROS parece ser benéfico na regulacdo da secrecdo de insulina por
meio do sistema NADPH oxidase, a producdo cronica e a elevacdo do ROS a partir
de um certo limiar parece desencadear o estresse oxidativo concomitantemente com a
reducdo na secrecdo de insulina.?*

A NOX das células B pode ser ativada pela glicose, &cidos graxos saturados,
fatores enddcrinos e algumas citocinas inflamatdrias. Evidéncias sugerem que as
citocinas envolvidas no DM estdo diretamente relacionadas com a disfuncdo e
destrui¢do das células B e 0 aumento de geracdo de ROS pelo sistema NADPH
oxidase est4 implicado na progressdo das complicaces microvasculares no DM.24#’

Um estudo demonstrou que camundongos diabéticos C57BL/KsJ-db/dB
tiveram um aumento significante da massa de células p € um aumento do contetdo
de insulina apds o tratamento com anti-oxidantes. Outro estudo em modelo animal
para DM tipo 2 demonstrou um aumento na producgdo dos componentes do complexo
NADPH oxidase, gp91P"™ ep22P" nas células B. Alguns estudos sugerem que o
aumento cronico de glicose e palmitato in vivo ativam o sistema NADPH oxidase,
aumentando o indice de apoptose das células p.*?"?

A NOX2 é altamente expressa em células B em comparacdo a outros tipos

celulares, assim a utilizacdo de anti-oxidantes direcionados ao sistema NADPH
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oxidase poderia ser benéfica na manutencdo da funcgéo e da integridade das células [
em situacdes de hiperglicemia, podendo ser utilizada no tratamento de pacientes com

DM tipo 2.

1.5 Apoptose das ilhotas pancreaticas

A apoptose, ou morte celular programada, ¢ uma forma de morte celular que
garante a eliminacdo de células indesejaveis do hospedeiro por meio da ativacdo de
uma série coordenada de eventos executados por um conjunto exclusivo de
proteinas.Um elemento chave no processo apoptotico é a ativacdo da familia caspase,
composta por pelo menos 14 membros de cisteina-proteases intracelulares aspartil-
especificas.?®

A célula saudavel possui no citoplasma os zimdgenos de caspase em sua
forma inativa. Pertubacoes extracelulares e intracelulares sdo capazes de ativar a
apoptose, que € induzida por duas vias principais: a via extrinseca e a via intrinseca,
esta Ultima também conhecida como via mitocondrial, sendo que ambas convergem
para a ativacdo de prd-caspases em caspases ativas, e tém como produto final a
fragmentacdo tipica do DNA e a externalizacdo de um fosfolipide de membrana, que
permite que as células mortas sejam reconhecidas precocemente pelos macrofagos
adjacentes para serem fagocitadas sem extravasamento do contetido citoplasmatico.*

Na via extrinseca ocorre a ativacao dos receptores de morte celular, os quais
sdo responsaveis pela ativacdo direta da caspase 8, que é uma caspase ativadora da
apoptose; ela entdo ativa a caspase 3, que é uma caspase executora do processo de

apoptose (Figura 3).
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A ativacdo da via intrinseca diminui a expressdo do gene Bcl2 (anti
apoptotico) e aumenta a expressao do gene Bax (pré-apoptotico), com consequente
permeabilizacdo da membrana mitocondrial que resulta na saida do citocromo c e do
fator indutor de apoptose (AIF) para o citoplasma. O AIF se desloca para o nucleo e
0 citocromo ¢ juntamente com o fator indutor de proteases (APAF) ativam a caspase
9, que é uma caspase ativadora. Ocorre, entdo, a ativacdo da caspase 3 (executora)
(Figura 3).%*

A caspase 3 ativa a ICAD que ¢é forma inativa da CAD, uma DNAse ativada
por caspase 3, que entdo migra para 0 nucleo e juntamente com a AIF promove a
fragmentacdo do DNA. Alem disso, a caspase 3 juntamente com a caspase 7 inibem

as protefnas de reparo de DNA (Poli ADP-ribose polimerase- PARP).%!



12

Extracelular

g
< Vi
\/ (\
Mitocéndria

v o\

APOPTOSE

Intracelular
.

NUCLEO

Figura 3: llustracdo representativa das principais proteinas envolvidas na apoptose
ativada pela via intrinseca e extrinseca.

PARP: Poli ADP-ribose polimerase; CAD: Dnase ativada por caspase; ICAD: Dnase
ativada por caspase inativada; Caspase: Cisteino protease aspartil especifica; Bcl2
(B-cell leukemia/lymphoma 2); Bax (BCL 2 associado a proteina X); APAF: Fator
ativador de proteases apoptoéticas; AlIF: Fator indutor de apoptose de apoptose.

A falha na produgdo de insulina pelas células B do péncreas é uma
caracteristica comum do DM tipo 1 e tipo 2. Varias evidéncias sugerem que a
apoptose seja a principal forma de morte das células  nestas desordens. A célula 3 é
particularmente sensivel ao estimulo apoptético devido as caracteristicas inerentes ao
seu fenotipo especializado. No DM tipo 1, a reagdo auto-imune anti-célula  ativa o
sinal apoptdtico por intermédio de altas concentragGes de mediadores inflamatorios
no micro-ambiente da ilhota ou por meio de células T efetoras. No DM tipo 2, um

desarranjo metabolico esta associado a producdo de mediadores inflamatdrios em

tecidos insulino-sensiveis com concentracGes elevadas de mediadores como a



13

interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral (TNF) na circulacdo periférica.
Também tem sido sugerido que a glicose induz a sintese de interleucina-1 (IL-1) pela
prépria célula B, a qual atuaria de maneira autocrina na indugdo de apoptose, em um
mecanismo semelhante ao observado no DM tipo 1.2

Acredita-se que 0s mecanismos que poderiam explicar a reducdo da capacidade
de secrecdo de insulina e da massa de células 3 por apoptose observadas no DM tipo
2 sdo (1) o deposito de amiloide nas ilhotas; (2) a glicotoxicidade, que promove um
aumento local de interleucina 1P, a ativagdo do NF-kB e a baixa expresséo do gene
anti-apoptotico Bcl2 e (3) a lipotoxicidade, que também causa reducdo da expressao
do gene Bcl2 e consequente ativacdo de caspases executoras do processo de

apoptose.?#3233

1.6. Benfotiamina

A tiamina, também conhecida como vitamina B1, desempenha um importante
papel no metabolismo como coenzima de cerca de 24 enzimas, entre elas podemos
destacar a piruvato desidrogenase envolvida na produgdo de energia do ciclo de
Krebs e a transcetolase, importante para o metabolismo de lipideos, glicose e
aminoacidos.®

A tiamina j& foi muito utilizada no tratamento da neuropatia diabética, sem,
no entanto, trazer melhora expressiva dos sintomas. Um derivado lipossoluvel da
tiamina, a benfotiamina, pertence & familia das alitiaminas®e difere das moléculas
hidrofilicas pela presenca de um anel tiazolico aberto que, quando o composto se
torna biologicamente ativo, é fechado por uma reagdo redutora intracelular.®® A

benfotiamina foi desenvolvida no Japdo na decada de 50 como uma alternativa a
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tiamina para o tratamento da deficiéncia de vitamina Bl, devido a sua maior
biodisponibilidade.*” Administrada por via oral, a benfotiamina tem sido utilizada no
tratamento da neuropatia diabética com resultados muito mais interessantes nao
apenas na sintomatologia, como também na melhora da funcéo neuronal avaliada por
medidas objetivas.***" Recentemente, este composto passou a ser estudado no
apenas na neuropatia diabética, mas também no contexto das outras complicacfes
microvasculares, explorando seu potencial na prevencdo destas complicacdes.
Concentracbes aumentadas dos intermediarios triosefosfato da via glicolitica,
tais como o gliceraldeido-3-fosfato (GA3P), estdo envolvidas na ativacdo das vias
relacionadas as complicages. Uma estratégia farmacologica que evitasse o acumulo
de triosefosfatos em vigéncia da hiperglicemia poderia suprimir as vias relacionadas
as complicacgdes cronicas do DM. Uma forma de se fazer isso poderia ser a ativagdo
da via pentose-fosfato pelo aumento da atividade da transcetolase e estimulo para a
conversdo de GA3P e frutose-6-fosfato para ribose-5-fosfato, um composto menos

téxico para as células (Figura 4).**A tiamina é o cofator da transcetolase.
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Figura 4: Desvio metabolico de trioses fosfato da via glicolitica (gliceraldeido 3-
fosfato e frutose 6-fosfato) para a via da pentose fosfato pela ativacdo da enzima
transcetolase.

Uma deficiéncia de tiamina é encontrada no DM tipo 1, 2*** e no DM
induzido por estreptozotocina em ratos.*? Assim, a deficiéncia de tiamina pode
resultar na reducdo da atividade da transcetolase, o que seria mais um fator de risco
para o desenvolvimento das complicac@es, juntamente com a hiperglicemia cronica.
Estudos demonstraram que a atividade da transcetolase € reduzida em masculo
esquelético de ratos diabéticos e que este déficit é revertido com a suplementacéo
oral de benfotiamina. Similarmente, a benfotiamina melhora a atividade da
transcetolase em células endoteliais de bovinos e normaliza a atividade desta enzima
em retina de ratos diabéticos.? Além disso, altas doses de tiamina e benfotiamina
aumentaram a expressdo da transcetolase no glomérulo renal e previniram o
desenvolvimento da nefropatia diabética incipiente em ratos diabéticos.**

Hammes e cols. demonstraram que a benfotiamina possui propriedades anti-

oxidantes, e € capaz de bloquear trés das quatro vias implicadas nas complicacfes
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cronicas: a vias das hexosaminas, dos AGEs e da PCK.2 Um estudo de Berrone e
cols. reportou o efeito da tiamina e da benfotiamina sobre a quarta via, a via dos
polidis, demonstrando a correcdo da ativacdo desta via em células endoteliais
expostas & altas concentracdes de glicose.*® Coletivamente, esses resultados indicam
que a suplementacdo com benfotiamina pode restaurar a funcdo fisioldgica da
transcetolase em diferentes tecidos de animais diabéticos tipo 1.“**® A benfotiamina
também previne a expressdo do NF-kB induzida pela hiperglicemia na retina de ratos
diabéticos.>**

A benfotiamina, muito provavelmente por mecanismos que envolvem a
ativacdo da proteina cinase PKB/AKkt, o estimulo da sintese de 6xido nitrico (NO) e a
ativacdo de diferentes fatores de crescimento, melhora a cicatrizacdo em ratos
diabéticos, estimula a angiogénese e inibe a apoptose pela diminuicdo de proteinas
pré-apoptéticas (Bad, caspase 3) e aumento de proteinas anti-apoptoticas (BCL-2),
melhorando a sobrevivéncia de células endoteliais.***°

Schmid e cols. demonstraram que a benfotiamina diminui danos oxidativos ao
DNA induzido por agente mutagénico (4-nitroquinoline-1-oxide NQO), o0 que sugere
uma acdo anti-oxidante da benfotiamina.™

Estudos também demonstraram que a benfotiamina diminui a apoptose de

células de retina bovina e humana expostas a altas concentracdes de glicose,>*>

e
protege contra a disfuncdo contratil de células cardiacas de ratos diabéticos,
diminuindo o contetido de AGEs, a expressdo de RAGE e a quebra de colageno.>*

Esses resultados indicam que o tratamento de pacientes diabéticos com

benfotiamina ou derivados da vitamina B1 pode prevenir ou adiar o desenvolvimento
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de complicacBes causadas pelo DM, além de agir na promocdo da angiogénese e

como possivel agente anti-apoptotico.>*>

1.7 Mito Q

Conforme previamente comentado, o desenvolvimento das complicacdes
vasculares e neuroldgicas no DM estd intimamente ligado ao estresse oxidativo.
Nesta situacao, aproducdo aumentada de elétrons na cadeia respiratoria e a formacéo
de ROS promovem um aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial com
liberacdo de citocromo ¢ e do APAF-1 da mitocéndria para o citoplasma. A
combinacdo dessas proteinas resulta na ativacdo de caspase 9, uma protease
ativadora do processo apoptético e compreende o ponto de ndo retorno do desfecho
de morte celular.®®>" A utilizacdo de um agente que reduza os danos oxidativos na
mitocondria € uma boa estratégia terapéutica na prevencdo da morte celular,
entretanto, a maior limitacdo consiste na inabilidade de se aumentar as concentragdes
de anti-oxidantes na mitocondria.”’

A cadeia respiratdria apresenta um componente anti-oxidante que se
localiza dentro do nucleo lipidico da membrana mitocondrial conhecido como co-
enzima Q ou ubiquinona. Apos recebimento de dois elétrons dos complexos | ou 1l
da cadeia respiratoria mitocondrial, forma-se um produto reduzido, o ubiquinol. O
ubiquinol tem sido apresentado como um anti-oxidante que doa um atomo de
hidrogénio do grupo hidroxila para um radical lipidico peroxidado e determina uma

1.5" A cadeia

diminuigdo da peroxidacdo lipidica no interior da membrana mitocondria
respiratoria, subsequentemente, recicla ubiquinona para ubiquinol, restaurando sua

funcéo anti-oxidante.*®
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A baixa solubilidade do ubiquinona em agua dificulta seu uso in vitro, e em
animais, a dieta rica em ubiquinona tem que ser feita por varias semanas para
aumentar a sua concentracdo nas mitocondrias. Por essas razfes, foi desenvolvido
um analogo da ubiquinona com alvo seletivo para a mitocéndria conhecido como
MitoQ. Esta molécula sofreu uma modificacdo estrutural, a adicdo de um céation
trifenilfosfonio lipidico, e essa transformacdo molecular lipofilica possibilitou o
transporte da substancia através da membrana mitocondrial e 0 acimulo dentro desta
organela.’”®
O Mito Q parece possuir efeito protetor em alguns tipos celulares e a sua
acdo principal pode estar relacionada com a diminuicdo da peroxidago lipidica.*®
Em 2004, Anuradha e cols. evidenciaram que o Mito Q em baixas concentracdes
(1uM) protege celulas endoteliais de aorta de bovinos tratadas com 25mM de glicose
de danos oxidativos e da apoptose, muito provavelmente pela inibicdo do estresse
oxidativo, restauracdo da funcdo proteossomal e preservacdo da permeabilidade da
membrana mitocondrial, o que impede a liberacdo de citocromo c e a ativacdo da
caspase 9 iniciadora do processo de apoptose e da caspase 3 executora do processo.
Ja se demonstrou um papel protetor do Mito Q sobre células endoteliais, células
nervosas e fibroblastos na Ataxia de Friedrerih.>®’

A adicdo de Mito Q em cultura de hepatdcitos de rato impediu (1) a reducéo
da concentracdo intracelular de Ca*"; (2) a expressdo da 6xido nitrico sintase 3
(NOS-3); (3) a produgédo de NO e (4) a ativacdo da caspase 3 com consequente
reducdo da apoptose induzida por &cido glicoquenodesoxicélico (GCDCA).®

Apesar da existéncia de alguns poucos estudos que indicam que os AGEs

promovam estresse oxidativo e apoptose de células B pancredticas, a agressdo das
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ilhotas pancreaticas por proteinas modificadas por glicacdo ndo é tradicionalmente
considerada um fator causal da perda de massa de células 3 nos portadores de DM 2,
como a glicotoxicidade, a lipotoxicidade e o depdsito amiloide.

Dados adicionais explorando os efeitos dos AGEs sobre as ilhotas
pancreéticas e potenciais intervengdes que possam modular esses efeitos podem
aumentar a compreensdo sobre a natureza progressiva do DM 2 e sugerir novas

abordagens para preservagao da massa de células f.
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2. Objetivos

Considerando-se as evidéncias a partir de alguns poucos estudos de que os AGEs,
0 objetivo deste projeto foi investigar os efeitos da albumina glicada sobre as ilhotas
pancreaticas e avaliar o efeito de dois compostos que apresentam acdo anti-oxidante,
a benfotiamina e o0 Mito Q.

Para tanto, ilhotas pancreaticas de rato mantidas em cultura expostas aos AGEs
foram tratadas ou ndo com benfotiamina e com Mito Q para a avaliagéo:
¢ do indice de apoptose;
e da producdo de espécies reativas de oxigénio;
e da atividade do sistema NADPH oxidase;

e daexpressdo de genes relacionados a apoptose.
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3. Material e Métodos

3.1 Isolamento de ilhotas de Langerhans de ratos

Os ratos Wistar adultos utilizados neste trabalho sdo provenientes do biotério
central da Faculdade de Medicina da USP. O manuseio dos animais assim como seu
cuidado foi aprovado sob o Protocolo de Pesquisa n° 1189/07, pela Comissdo de
Etica para Analise de projetos de Pesquisa — CAPPesq da Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo.

Ratos Wistar pesando de 250 a 350 g (dois meses de idade) foram sedados
com uso de isoflurano, por inalacéo e, posteriormente, anestesiados com solucéo de
quetamina + xilazina (0,2 mL/100 g de peso do animal) via intra-peritoneal. No final
da cirurgia o animal sofreu eutanasia com o uso de anestésico. A seguir, a antissepsia
do abdémen foi feita com solucdo de polivinilpirrolidona iodo (PVPI 10%). A
cavidade abdominal foi aberta com tesoura e ap0s localizacéo e exposicdo do ducto
biliar e sua ramificacdo que vai para o intestino delgado, o ducto foi pin¢ado em sua
extremidade distal com o auxilio de uma pinca hemostatica, a fim de se evitar
dispersdo da enzima para o intestino, levando a insuflacdo do pancreas. A canulacéo
do ducto biliar foi feita pela introducdo de um escalpe (25G) por meio de pequeno
corte feito com micro-tesoura no terco proximal do ducto. Fez-se uma amarragao
com fio algoddo 4-0 em torno do cateter introduzido no ducto, para evitar

extravasamento retrégrado da solucéo de enzima injetada.
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3.1.1 Canulacéo e digestdo do pancreas

A solucdo de Colagenase tipo V (Sigma) foi preparada com diluicdo em
solucdo de HBSS para uma concentracdo de 0,7mg/mL. Apos a injecdo intraductal
de 10 mL, o péancreas foi separado do intestino com auxilio de uma tesoura e
transferido para uma placa de Petri, sendo lavado em Solucdo Salina Balanceada
Hanks (HBSS) suplementada com antibiéticos (100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL
de estreptomicina). O bago foi retirado juntamente com o excesso de tecido
gorduroso e o pancreas foi cortado em pedacos grandes e colocado em um tubo de 50
mL contendo 5 mL de HBSS, que foi levado ao banho-maria a 37 °C para a digestao

com a colagenase.

3.1.2 Interrupcéo da digestéo e purificagdo das ilhotas

Apo6s o final da etapa de digestdo, a solu¢do com as ilhotas foi transferida
para um tubo de 50 mL contendo 30 mL de meio de cultura RPMI 1640 com 10%
soro fetal bovino (SFB) a 4° C, com o objetivo de interromper a acdo da enzima e
finalizar a digestdo. Apds lavagens e centrifugacOes, o material foi filtrado em malha
de aco inoxidavel de 600 um e procedeu-se a purificacdo por gradiente utilizando-se
0 Histopaque 1077 (Sigma). Apds centrifugacdo e lavagens, as ilhotas foram
contadas e analisadas quanto a sua pureza. As ilhotas foram distribuidas em frascos
de cultura de maneira que ndo ultrapasse a densidade de 4 ilhotas/cm?, que ¢ descrita

como mais adequada, e levadas a estufa a 37°C, 95% de O, e 5% de CO..
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3.2 Preparo da albumina glicada (AGEs)

Albumina bovina (BSA) isenta de acidos graxos (40 mg) foi incubada na
presenca de 10 mM de glicolaldeido (AIbGAD),10 mM de glioxal (AIbGO) ou 50
mM de metilglioxal (AloMGO), dissolvido em tampéo fosfato NaCl 137 mmol/L;
Na,HPO4 4 mmol/L; KCI 2 mmol/L; K;,PO4 1 mmol/L (PBS) com EDTA pH=7,4.
Albumina controle (AIbCTR) foi preparada em solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS).

As incubacBes foram realizadas sob condicdes estéreis, banho de agua a
37°C, com agitacdo por quatro dias. A seguir, as amostras foram dialisadas contra
PBS e esterilizadas em filtro de 0,22 um. Ap6s o0 preparo, as amostras foram

acondicionadas a menos 70°C até o seu uso.®*

3.3 Avaliacdo da expressdo dos genes Ager, Scarbl e CD36 por reacdo de
polimerizagdo em cadeia ap6s transcricdo reversa (RT-PCR)

Para confirmar que as ilhotas pancreéticas possuem receptores capazes de se
ligar aos AGES, utilizamos a técnica de RT-PCR para caracterizar a presenca de
RNA mensageiro (MRNA) dos seguintes genes:

- Ager, que codifica 0 RAGE, receptor especifico de AGEs;

- Scarbl, que codifica o scavenger receptor class B, member 1, um receptor que
reconhece HDL e medeia a captacdo seletiva de colesterol esterificado de HDL (mas
ndo HDL-apolipoproteinas), mas que também é considerado um receptor de AGEs;

- Cd36, que codifica o receptor de trombospondina, capaz de se ligar a varios

ligantes, tais como acidos graxos, colageno, trombospondina, LDL oxidada e AGEs.
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O RNA total de ilhotas recém isoladas (ilhotas frescas, IF) foi extraido
segundo protocolo do reagente Trizol (Invitrogen, Life Technologies). Um mL de
Trizol foi adicionado a um pellet de 1.000 ilhotas e ap6s vigorosa homogeneizacéo, a
amostra foi incubada por 10 min em temperatura ambiente (TA) e em seguida
adicionados 266 uL de cloroformio. Apds nova homogeneizacdo, a amostra foi
incubada por 10 min em TA e centrifugada por 15 min a 12.000 g a temperatura de
4° C. A camada superior aquosa foi transferida para um novo tubo, foram
adicionados 666 uL de alcool isopropilico 100% e procedeu-se a incubacdo por 5
min em TA. Ap6s nova centrifugacdo por 10 min a 12.000 g em temperatura de 4° C,
0 sobrenadante foi desprezado e 1.300 uL de alcool etilico 75% foram adicionados
ao pellet. Realizou-se, entdo, nova centrifugacdo por 5 min a 7.500 g em temperatura
de 4° C. O sobrenadante foi descartado e o pellet de RNA assim obtido foi
ressuspendido em 30 uL de agua tratada com 0,1% dietilpirocarbonato (DEPC) e 0,1
mM de EDTA.

A andlise da pureza do material foi feita por espectrofotometria, nos
comprimentos de onda de 260 e 280 nm, utilizando o equipamento NanoDrop ND-
3300 (NanoDrop Techonologies). Somente foram utilizadas amostras que
apresentavam uma relacdo ABS260/ABS280 > 1,8.

Para a sintese de DNA complementar (cDNA) foram utilizados 5 pg do RNA
total e 2,0 uL de hexamero (na concentragcdo de 1 ug/uL), que foram adicionados a
um tubo tipo eppendorf que foi levado ao termociclador na temperatura de 70 °C por
10 min e a seguir, colocado no gelo por 47 s. Ao mesmo tubo, foram adicionados 4,0
uL de tampéo (5x), 2,0 uL de DTTa 0,1 M e 1,0 uL de dNTP mix (10 mM de cada

dNTP. A reagéo foi novamente levada ao termociclador por 10 mina 25 °Ce 2 mina



25

42 °C, e, a seguir, foi adicionado 1 pL (200 U) da enzima que realiza a transcricdo
reversa do RNA (Superscript TM 11 Reverse Transcriptase - Invitrogen) voltando-se
mais uma vez ao termociclador por 50 min a 42 °C e 15 min a 70 °C para inativar a
reacao.

A PCR para os genes Actb (B-actina, controle interno), Ager, Scarbl e Cd36
foi realizada em um volume final de 25 uL de reacdo, utilizando-se
aproximadamente 2,0 ug de cDNA como template. As PCR continham: tampdo (1x,
GIBCO Life Technologies), 1,5 mM MgCl, (GIBCO), 0,2 uM dNTP Mix (GIBCO),
0,2 uM de uma solucdo de 10 uM de cada primer, localizados em éxons diferentes
do gene, a fim de evitar a amplificacdo de DNA genémico (Tabela 1) e 1 U de Taq
DNA polimerase (GIBCO).

As amostras foram incubadas durante 5 min a 94° C para a desnaturacdo das
dupla-fitas de cDNA em termociclador (Mastercycler gradient - Eppendorf). A
seguir, foram submetidas a 40 ciclos (30 sa94° C,30sa57°C,e45sa 72° C) e,
apos o ultimo ciclo, foi realizada a etapa de extensdo final pela incubacgéo por 4 min a
72° C.

Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados na reacdo de polimerizacdo em cadeia apés

transcricdo reversa (RT-PCR).

Tamanho do
Primer Sequéncia forward Seqguencia reverse
fragmento (pb)
Actb 5-CAACCTTCTTGCAGCTCCTC-3 5-TCCATATCGTCCCAGTTGGT-3" 300
Ager 5 -AAGGAGAAGGCCTTTACCACA-3" | 5-TCTCAGGCTCTGCATCTTCA-3’ 157
Scarbl 5 -CGGCGTTATCATGATTCTCA-3 5 -GGTTGACCACCTCGAAGAAG-3’ 152
Cd36 5 -TGTGTTTGGAGGCATTCTCA-3’ 5-TGCACGTCAAAGATCCAAAA-3’ 153
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3.4 Padronizacao dos genes da f-actina, Ager, Bax, Bcl2 e Nfkb1 pela técnica de
reacao de polimerizacdo em cadeia ap0s transcricdo reversa quantitativa (RT-
gPCR).

A RT-gPCR consiste na afericdo da quantidade de um produto amplificado a
cada ciclo da PCR. Utilizam-se reagentes fluorescentes para identificar o sinal, e 0
resultado obtido na fase exponencial da reacdo é extrapolado, de modo a obter a
quantidade inicial de amostra.

Para a quantificacdo do conteudo do mRNA, foram desenhados primers em
éxons diferentes do gene, a fim de evitar a amplificacdo de DNA genémico (Tabela
2). Como normalizador das reacdes de PCR, foi utilizado o gene que codifica a -
actina (Actb). Os primers para amplificacdo dos genes Actb, Ager, Bax, Bcl2 e Nfkbl

foram construidos com auxilio do programa Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu).

Tabela 2. Sequéncia dos primers utilizados na reacdo de polimerizacdo em cadeia apés

transcricdo reversa quantitativa (RT-qPCR).

Tamanho do

Primer Sequéncia forward Sequéncia reverse fragmento
(pb)
Actb 5°-CAACCTTCTTGCAGCTCCTC-3’ 5"-TCCATATCGTCCCAGTTGGT-3’ 300
Ager 5-AAGGAGAAGGCCTTTACCACA-3> | 5-TCTCAGGCTCTGCATCTTCA-3’ 157
Bax 5-TAAAGTGCCCGAGCTGAT-3’ 5’-CAAAGATGGTCACTGTCTGC-3’ 147
Bcl?2 5-ACATCGCTCTGTGGATGAC-3’ 5-ACTTGTGGCCCAGGTATG-3 204
Nfkbl 5- AGTTCCGAAAGGATCGTCGT-3’ 5- GGCGCCAGGACCTTACTC-3’ 194



http://frodo.wi.mit.edu/
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Para a padronizacdo da amplificacdo dos genes da Actb, Ager, Bax, Bcl2 e
Nfkblutilizou-se 0 RNA total extraido de ilhotas pancreaticas recém isoladas. A
analise da pureza do material foi feita por espectrofotometria, nos comprimentos de
onda de 260 e 280 nm, utilizando o equipamento NanoDrop ND-3300.Somente
foram utilizadas amostras que apresentavam uma relacdo ABS260/ABS280 > 1,8.

Para a sintese de cDNA, foram utilizados 200 ng de RNA total e seguido o
protocolo do conjunto de reagentes SuperScript™ [II First-Strand Synthesis
SuperMix for gRT-PCR (Invitogen, EUA), onde o RNA total é incubado com 2,5
uM de oligo(dT)20, 2,5 ng/uL de primers randdémicos, 10 mM MgCl,, mistura de
nucleotideos e uma transcriptase reversa. Esta mistura foi incubada a 25°C por 10
min e depois a 50°C por 30 min. A reacdo foi finalizada aquecendo o tubo a 85°C por
5 min e, a seguir, colocada no gelo. Para a degradacdo da fita de RNA da molécula
hibrida (RNA:cDNA), a amostra foi tratada com 2 U de RNAse por 20 min a 37°C.
Ao final do processo, o0 cDNA foi quantificado e diluido com agua livre de nuclease
com concentragéo final de 100 ng/pL.

Durante a padronizacdo, foi determinada a melhor temperatura de annealing
dos primers para Actb, Ager, Bax, Bcl2 e Nfkbl (Tabela 3). A temperatura ideal é
aquela na qual ndo ha amplificacdo inespecifica durante a reacdo de PCR. Foi
constatada a especificidade da reagdo por meio de uma curva de dissociacdo, sendo
que a reacdo é considerada especifica para os produtos de PCR analisados quando a
curva de dissociagdo contém apenas um pico de fluorescéncia em uma determinada
temperatura (Figura 5). Para o gene referéncia Actb foram padronizadas duas
temperaturas de annealing (58 e 60 °C), que sdo as diferentes temperaturas de

annealing dos genes alvos. Para a analise da expressdo dos genes Ager, Bax, Bcl2
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utilizou-se a temperatura de 58 °C e para o gene Nfkbl, utilizou-se a temperatura de

60 °C.

Tabela 3. Temperatura de annealing dos primers utilizados nas

polimerizacdo em cadeia ap0s transcricdo reversa quantitativa (RT-gPCR).

Genes Temperatura de annealing
Actb 58°Ce60°C

Ager 58 °C

Bax 58 °C

Bcl2 58 °C
Nfkbl 60 °C

reacoes

As reacOes de RT-gPCR foram realizadas no equipamento StepOnePlus — Real

Time PCR System (Applied Biosystems),

utilizando-se o estojo comercial

Platinum® SYBR® Green g-PCR Supermix- UDG (Invitrogen). O SYBR Green 1 é

um corante utilizado como fluoréforo que emite um sinal de fluorescéncia ao se ligar

as moléculas dupla-fitas de DNA, sendo que a excitacdo e emissdo maxima do

SYBR Green | ocorrem nos comprimentos de onda de 494 nm e 521 nm,

respectivamente. Essas reacOes foram realizadas conforme recomendagdes do

fabricante com algumas modifica¢des, como mostrado a seguir:
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Platinum® SYBR® Green g-PCR Supermix- UDG 12,5 uL
Primer Forward (10 pmoles/uL) 0,5 uL
Primer Reverse (10 pmoles/uL) 0,5 uL
Agua estéril g.s.p. 9,0 uL
cDNA 2,5uL
Actb Bax Bcl-2
elt Curve R Melt Curve ‘l
Il
1
% i
Nfkb1 Ager
§ ‘11
\

Tempersturs (€)

Figura 5. Gréficos mostrando as curvas de dissociacao para os genes Actb, Ager, Bax,
Bcl2 e Nfkb1.



30

As amostras foram incubadas durante 10 min a 95° C para a desnaturagédo das dupla-
fitas de cDNA. A seguir, foram submetidas a 40 ciclos (15 s a 95° C, 45 s a 58-60°C
e 90 s a 72° C) e, apos o ultimo ciclo, foi realizada a etapa de extensdo final pela

incubacgéo por 4 min a 72°C.

3.5 Quantificacédo do conteudo do mMRNA dos genes Actb, Ager, Bax, Bcl2 e
Nfkbl

A intensidade de expressdo de cada gene foi obtida pelos valores de Ct
(Threshold cycle) que é o numero do ciclo calculado no qual o produto do PCR
atinge um limiar de deteccdo, quando o aumento no sinal emitido pelo fluoréforo
associado a fase exponencial de amplificacdo do produto de PCR comeca a ser
detectada. Para a quantificacdo relativa do produto de amplificacéo, foi realizado um
experimento para calcular a eficiéncia de amplificacdo de cada um dos pares de
primer. Este dado é importante para o célculo final da expressdo do gene-alvo em
relagdo ao gene-normalizador. Uma amostra de cDNA de ilhotas recém isoladas (IF)
foi diluida 1:5, 1:50, 1:500 e 1:5.000 para a amplificacdo dos genes Actb, Ager, Bax e
Bcl2 e uma mesma amostra foi diluida 1:2, 1:4 1:8 e 1:16 para a amplificacdo do
gene Nfkblpara a realizacdo da PCR em tempo real. Foi construido um gréfico
colocando o valor de Ct em funcéo da dilui¢cdo da amostra, conforme demonstrado na
Figura 6. A inclinacdo (slope) desta reta foi utilizada para o calculo de eficiéncia de
amplificagdo conforme a formula: Eficiéncia de amplificagdo = 10¢Y/5-0P®

A comparacéo da eficiéncia de amplificacdo dos genes pode ser realizada pela
subtracéo dos valores do CT do gene alvo dos valores do gene referéncia Actb e a

diferenga é “plotada” contra o logaritmo da quantidade da amostra inicialmente
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colocada. Se a inclinacdo da reta ou slope for menor que 0,1, a eficiéncia de
amplificacdo é comparavel entre o gene alvo e o gene controle e 0 método
comparativo 2T pode ser utilizado. Como as eficiéncias da amplificacdo dos
genes em estudo e do controle interno ndo foram comparaveis, 0 modelo matematico
descrito por Pfaffl foi utilizado para o calculo da quantificacdo relativa, o qual

baseia-se na seguinte formula:®?

ACP I (controle — amostra)
alvo

(Ealvo)

R =

controle — amostra
ACI:)referéncia( )

(Ereferéncia)

r

Sendo que, “R” € o razdo que descreve a expressao relativa entre o gene alvo
e 0 gene de referéncia Actb). O “E” ¢ a eficiéncia de amplificacdo na reagdo, tanto do
gene alvo como do gene de referéncia. O ACP dos genes alvo é a diferenga do CP

(ilhotas recém-isoladas — amostra), assim como o ACP do gene referéncia (Actb), é a

diferenca de seu controle (ilhota recém isolada — amostra).
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Figura 6. Eficiéncia de amplificacdo dos pares de primers que amplificam os genes
Actb, Ager, Bax, Bcl2, Actb (60°C) e Nfkb1l utilizados na PCR em tempo real.

3.6 Padronizacdo da técnica para deteccdo da apoptose celular pela andlise da
permeabilidade da membrana mitocondrial

A deteccdo de morte celular pela anélise da permeabilidade da membrana
mitocondrial foi realizada utilizando-se o estojo comercial MitoProbe™ JC-1 Assay
Kit (Molecular Probes). A permeabilidade mitocondrial é o evento que determina o
inicio da apoptose celular mediada pela via intrinseca. O colapso no gradiente
eletroquimico da membrana mitocondrial leva a insercdo de proteinas pro-

apoptoticas membros da familia BCL2, que acabam por formar poros que permitem a
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saida do citocromo c para o citoplasma e consequente formacdo do apoptossomo,
composto pelo complexo citocromo c, caspase 9 e APAF. A perda do potencial de
membrana mitocondrial como marcador do processo de apoptose pode ser detectado
pelo marcador cationico fluorescente iodeto de 5,5°,6,6’-tetracloro-1,1°,3,3’-
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1).

Durante a incubacdo, o JC-1 penetra nas células normais e apoptéticas. Nas
células ndo apoptoticas, este reagente lipofilico que possui cargas positivas entra na
membrana mitocondrial que possui carga negativa, Sse agrega e emite uma
fluorescéncia vermelha. Nas células apoptéticas, a perda do potencial de membrana
impede que o reagente se acumule dentro da mitocondria, e ele fica distribuido pela
célula. Esta forma dispersa do reagente emite fluorescéncia verde, permitindo uma
facil distincdo entre as células apoptoticas e ndo apoptaticas.

Logo apds o isolamento, duas aliquotas contendo 50 ilhotas foram transferidas
para um tubo de 15 mL e centrifugadas a 4.000 rpm por 10 min. O precipitado de
células foi suspendido em 500 uL de HBSS. Ao grupo de ilhotas controle, foi
adicionado apenas 7 pL do corante JC-1. Ao grupo que serviria como controle
positivo, foi adicionado, além do corante, 1 pL de carbonil cianeto 3-
clorofenilidrazona (CCCP), um agente indutor de apoptose. A seguir, as células
foram incubadas a 37°C por 20 min na estufa a 5% de CO,. Apds diversas lavagens,
as ilhotas foram suspendidas em 200 uL de HBSS e a suspensdo de células foi
analisada com microscopia de fluorescéncia, utilizando o microscépio Zeiss Axiovert
200® (Carl Zeiss, Alemanha) utilizando filtros para visualizagdo de fluorescéncia

verde (527 nm) e vermelha (590 nm). Os resultados foram analisados dividindo-se o
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valor de coloracéo verde pelo valor de coloracdo vermelha, calculados pelo software
AxioVision. Quanto maior o valor dessa relacdo, maior o indice de apoptose.

Para complementar a padronizacdo desse teste, também realizamos um
experimento utilizando o agente indutor de apoptose estreptozotocina (STZ). Apos o
isolamento, semeamos 50 ilhotas em dois pocos aglomerados. Estas ilhotas foram
cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com antibidticos (100 U/mL de
penicilina e 100 pug/ml de estreptomicina) e 10% de SFB. Em apenas um dos grupos
foi adicionado STZ na concentracdo de 1 mM (controle positivo). Ap6s 24 horas, as
ilhotas foram retiradas dos frascos de cultura, centrifugadas e procedeu- se a
coloracdo e analise das imagens conforme descrito acima.

Para a analise estatistica da avaliacdo de apoptose pelo estojo comercial JC-1
foi utilizado o programa SPSS versdo 16 e foi realizada a prova ndo-paramétrica de
Mann-Whitney. A hipotese denulidade foi rejeitada sempre que o valor de P era
menor que 5%.

Desta forma, foi possivel detectar diferencas estatisticamente significantes
entre os grupos de ilhotas tratadas com os agentes indutores de apoptose (CCCP ou

STZ) e seus respectivos grupos controle, conforme demonstrado nas Figuras 7 e 8.
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Figura 7. Graficos representativos dos resultados da padronizacdo da técnica de
avaliacdo do indice de apoptose de ilhotas pancredticas pela analise da
permeabilidade da membrana mitocondrial (*p<0,05).

590 nm 527 nm _ 590.0m 527 nm

Figura 8: llhotas visualizadas ao microscépio de fluorescéncia nos comprimentos de
onda 590 nm (coloracdo vermelha) e 527 nm (coloracdo verde). No painel A,
observa-se ilhota cultivada durante 24 horas na auséncia de STZ (controle negativo)
e no painel B observa-se ilhota cultivada durante 24 horas em presenca de STZ
(controle positivo).
3.7 Padronizacdo da técnica para deteccdo de apoptose celular pela anélise da
permeabilidade da membrana mitocondrial utilizando microscopia confocal

A deteccdo de morte celular pela anélise da permeabilidade da membrana

mitocondrial foi realizada utilizando-se o estojo comercial MitoProbe™ JC-1 Assay

Kit (Molecular Probes).



36

Logo apds o isolamento, duas aliquotas contendo 50 ilhotas foram transferidas
para um tubo de 15 mL e centrifugadas a 4.000 rpm por 10 min. O precipitado de
células foi suspendido em 200 puL de HBSS. Ao grupo de ilhotas controle, foi
adicionado 7 pL do corante JC-1. A seguir, as células foram incubadas na geladeira
overnight. Apés adicdo de acido diaminopimélico (DAP) para a coloracdo do ndcleo
das células (1:500 pL) e diversas lavagens, as ilhotas foram suspendidas em 20 uL
de tampdo de glicerol mais PBS. As laminas foram preparadas e analisadas com
microscopia de fluorescéncia utilizando o mddulo confocal ZEISS LSM 510 Meta /
UV (Carl Zeiss, Alemanha) com filtros para visualizacdo de fluorescéncia verde (527
nm) e vermelha (590 nm). As imagens sdo analisadas visualmente, sendo que a

coloracdo vermelha indica que ndo ha apoptose e a coloracdo verde indica apoptose.

3.8 Padronizacdo da técnica para deteccdo de apoptose celular pela medida da
atividade de caspase 3

A medida da atividade de caspase 3 foi realizada com o estojo comercial
Caspase 3 Colorimetric Activity Assay Kit (Chemicon International, Temecula, CA)
pela utilizacdo de substratos contendo o cromdgeno p-nitroanilida (pNA). Apoés a
inducdo de apoptose, a atividade proteolitica de caspase 3 aumenta, proporcionando a
clivagem de seus substratos e a liberacdo do cromégeno que, por sua vez, pode ser
detectado por espectrofotometria. Desta forma, comparando os valores de
absorbancia contidos entre as amostras controle e as amostras tratadas, € possivel
determinar a atividade proteolitica de caspase 3 para cada uma delas, o que reflete o

indice de apoptose.
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A padronizacao da medida da atividade de caspase 3 foi realizada da seguinte
maneira: grupos de 200, 300, 400 e 500 ilhotas foram cultivadas em placas de cultura
em duplicata e tratadas com o agente indutor de apoptose camptotecina (CPT-
controle positivo da reacdo), em meio RPMI 1640 suplementado com antibiéticos,
10% de SFB e com 5,6 mM de glicose durante 4 h. Como controle da reacéo, foram
utilizados grupos de 200, 300, 400 e 500 ilhotas mantidas em cultura sob as mesmas
condicdes, porém na auséncia do agente indutor de apoptose. Os grupos de ilhotas
foram retirados da cultura e lavados com 10 mL de solucdo de HBSS. A seguir, as
ilhotas foram centrifugadas a 2.100 rpm durante 10 min, o sobrenadante foi
desprezado e o precipitado foi suspendido em 1mL de HBSS e centrifugado a 1.500
rpm por 10 min. O precipitado foi ressuspendido em 200uL de tampéo de lise. Apds
10 min de incubacdo no gelo, as células foram centrifugadas a 10.000g por 5min, o
sobrenadante foi retirado e transferido para um novo tubo de 1,5 mL. Uma aliquota
de 10 pL da amostra foi utilizada para a realizacdo do ensaio de Bradford para a
normalizacdo dos dados pela quantidade de proteina total. Para tanto, 10 pL de cada
amostra foram adicionados a 200 pL do corante azul de Comassi (Bradford Reagent,
Sigma Aldrich). As amostras foram incubadas por 5 min e a leitura foi realizada por
espectrofotometria (Nanodrop ND-1000) usando o comprimento de onda de medida
de 595 nm.

Para o ensaio de atividade proteolitica de caspase 3, 70 pL de amostra foram
colocados individualmente em placas de 96 pogos aglomerados e a seguir as celulas
foram incubadas com 20 pL de tampéo de ensaio e 10 pL de substrato colorimétrico
contendo acetil- Asp-Glut-Val-Asp-p- nitroanilida (Ac-DEVD-pNA). Apos

incubacdo a 37°C durante 2 h com protecdo da luz, as amostras foram lidas no
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lumindmetro Anthos Lucy 3 (Anthos Labtec Instruments, Australia) utilizando-se o
comprimento de onda de medida de 405 nm e utilizando- se como referéncia o filtro
de 492 nm. Os resultados foram expressos em Unidades Arbitrarias de Absorbancia
(UAA) dividindo-se o valor da absorbancia pela quantidade de proteina obtida pela
técnica de Bradford em cada amostra. Os resultados da padronizagdo foram
expressos pela média das amostras em duplicata de cultura + o desvio padrao.
Durante a padronizacao concluiu- se que 0s experimentos deveriam ser feitos com a
utilizacdo de 300 ilhotas, pois a partir deste numero observou- se diferenca
estatisticamente significante entre o grupo de ilhotas controle e o grupo de ilhotas

tratadas com o agente indutor de apoptose (Figura 9).

Atividade de Caspase 3

25

15

UAA

05

CTRL200 CPT200 CTRL300 CPT300 CTRL400 CPT400 CTRL500 CPT500

Namero de llhotas

Figura 9. Grafico representativo do resultado da padronizacdo da quantidade de
ilhotas necessarias para a medida de atividade proteolitica da caspase 3. CTRL:
ilhotas ndo tratadas com camptotecina; CPT: ilhotas tratadas com camptotecina,;
U.A.A: unidades arbitrarias de absorbancia. (*p<0,05)
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3.9 Avaliacdo do indice de apoptose pela quantificacdo da fragmentacdo do
DNA
Para a deteccdo de morte celular pela quantificacdo da fragmentacdo do

DNA, utilizou-se o estojo comercial Cell death detection ELISA”-Y®

(Boering
Mannheim, Mannheim), que ja havia sido padronizado em nosso laboratério. Este
estojo comercial analisa o DNA fragmentado associado a histona
(oligonucleossomo), evento final caracteristico do processo apoptotico. Apds a
retirada das ilhotas tratadas dos pocgos aglomerados, procedeu-se a centrifugacdo a
1.300 rpm por 10 min e o sobrenadante, que contém o DNA de células necroticas, foi
removido. As células foram incubadas e ressuspendidas em tampéo de lise por 30
min a temperatura ambiente. Apos a lise, as células foram novamente submetidas a
centrifugacdo a 1.300 rpm por 10 min para precipitacao dos nucleos integros. Uma
aliquota do sobrenadante, que contém a fracdo citoplasmatica e 0 DNA fragmentado
das células apoptéticas, foi diluido na razéo de 1:10 e 20 uL da solugéo de diluicdo
foram colocados na microplaca do estojo comercial que contém estreptavidina e
incubadas durante 2 h a 200rpm, com dois anticorpos monoclonais: anti-histona
(H11-4), marcado com biotina e anti-DNA (M-CA-33), conjugado a peroxidase.
Durante a incubacdo, o complexo anticorpo-nucleossomo se liga a microplaca pela
estreptavidina. A microplaca foi lavada trés vezes com 300 uL de tampéo de
incubacdo para remover os componentes das células que nao fazem parte da reacdo
imunoldgica, adiciona-se o substrato (ABTS) ao poco e a solucdo é incubada durante
15 min a 200 rpm. Para analise, utilizamos o valor de absorbancia das amostras
emitido pelo lumindmetro anthos Lucy 3 (Anthos Labtec Instruments) do qual se

subtrai o valor de absorbéancia background (sem amostra, mas com os reagentes). A
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sequir, o valor obtido foi dividido pelo valor de absorbancia das ilhotas recém

isoladas (IF), o que nos da uma unidade arbitraria de absorbancia (UAA).

3.10 Padronizacao da técnica para deteccao de espécies reativas de oxigénio

A deteccdo de ROS foi realizada pelo estojo comercial Image-i7 ™ LIVE
Green Reactive Oxygen Species Detection (Molecular Probes, EUA) que se baseia no
uso do reagente Carboxi-H2DCFDA, um marcador fluorescente para ROS em
células vivas. Para a padronizacdo da técnica, as ilhotas foram isoladas e duas
aliquotas contendo 100 ilhotas foram transferidas para tubos de 15 mL, centrifugadas
a 2.100 rpm por 10 min. O grupo de ilhotas controle (ilhotas recém- isoladas) foi
corado pela adicdo de 500 uL de solucdo contendo Carboxi- H2DCFDA (25uM)
diluido em dimetilsulfoxido (DMSO), por 30 min a 37°C. Apo0s este periodo, as
ilhotas foram lavadas trés vezes com HBSS e analisadas no microscopio Zeiss
Axiovert 200® (Carl Zeiss, Alemanha) com filtros para visualizacdo de fluorescéncia
verde (527 nm). Como controle positivo da reagdo, ao outro grupo de ilhotas foi
adicionado 1 mL de solugdo contendo 100 uM do agente indutor de ROS terc-butil
hidroperdxido (TBHP) diluido em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB.
As ilhotas foram incubadas com esta solucdo por 60 min em estufa a 37°C. Apds este
periodo, as ilhotas foram lavadas com HBSS e centrifugadas a 3.000 rpm por 7 min.
O precipitado foi ressuspendido em HBSS e procedeu-se a coloracdo e analise das
ilhotas conforme descrito anteriormente. O Carboxi-H2DCFDA atravessa a
membrana destas células e € desacetilado por estearases ndo especificas presentes no
citoplasma. Em presenca de ROS, a fluoresceina reduzida associada ao marcador é

oxidada, emite coloracdo verde e pode ser detectada em microscopio de



41

fluorescéncia com filtros de deteccdo para visualizacdo de fluorescéncia verde. Foi
possivel detectar diferenca significante entre o grupo de ilhotas tratadas com o agente
indutor de ROS (TBHP) e o grupo de ilhotas controle. Os resultados foram expressos
de acordo com a media da densidade de fluorescéncia verde emitida por cada grupo
de ilhotas (Figura 10). Quanto maior a intensidade de fluorescéncia verde, maior a

quantidade local de ROS.

Geragao de ROS
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Figura 10. Grafico representativo dos resultados da padronizacdo do teste de
deteccdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em ilhotas. TBPH: terc-butil
hidroperdxido, indutor de espécies reativas de oxigénio. (*p< 0,05)

3.11 Deteccédo de espécies reativas de oxigénio utilizando microscopia confocal

A deteccdo de ROS foi realizada pelo estojo comercial Image-i7 ™ LIVE
Green Reactive Oxygen Species Detection (Molecular Probes, EUA), descrita
anteriormente. As ilhotas tratadas e controle foram transferidas para um tubo de 15
mL e centrifugadas a 4.000 rpm por 10 min. O precipitado de células foi suspendido
em 200 puL de HBSS e foram adicionados 5uL de solugdo contendo Carboxi-
H2DCFDA (25uM) diluido em DMSO. A seguir, as células foram incubadas na

geladeira overnight. Apds adicdo de DAP (1:500 pL) e diversas lavagens, as ilhotas
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foram suspendidas em 20 uL de tampdo de glicerol mais PBS. As laminas foram
preparadas e analisadas por microscopia de fluorescéncia utilizando o modulo
confocal ZEISS LSM 510 Meta/UV (Carl Zeiss, Alemanha) com filtro para
visualizacdo de fluorescéncia verde (527 nm). As imagens foram analisadas
visualmente, sendo que quanto maior a intensidade de fluorescéncia verde, maior a

quantidade local de ROS.

3.12 Medida da atividade da NADPH oxidase

A atividade da NADPH oxidase foi medida pelo método de
quimioluminescéncia da lucigenina. Cerca de 300 ilhotas tratadas com albumina
controle e com albumina glicada (AIbGAD) durante 24, 48 e 72 h foram
homogeneizadas em 300 pL de tampédo de lise (20mM KH,PQO,4, pH 7,0; 1 mM
EGTA; 1mM fluor fenilmetilsulfonil [PMSF]; 10 uL/mL aprotinina e um coquetel de
inibidores de protease 40 pL), utilizando um homogeneizador Dounce (100 vezes no
gelo). O homogeneizado foi submetido a baixa velocidade de centrifugacdo (800g)
por 10 min a 4 °C para remover as células intactas. Aliquotas do sobrenadante (50
pL) foram adicionadas a 450 pL de tampéo de reacdo (50mM de tampéo fosfato, pH
7,0; 1 mM EGTA,; 150 mM de sacarose; 5 UM de lucigenina e 100 uM de NADPH).
A emissdo de foton em unidades de luminescéncia relativa (RLU) foi medida a cada
20 s por 10 min no Luminémetro Turner TD-20e (Turner Designs, California, EUA).
A producdo de superdxido foi expressa como RLU/20s/mg. A concentracdo de
proteina foi medida pelo método Bradford.®®

Para identificar qual a via de producdo de superoxido, o homogeneizado foi

pré-incubado com difenileno-eiodonio (DPI, um inibidor da via da NADPH oxidase)
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e rotenona (inibidor da via mitocondrial), a 20 e 100 mM de concentracdo final
respectivamente por 10 min.®® No caso da producéo de superéxido ocorrer pela via
NADPH oxidase, haverd uma reducdo na producdo de superéxido quando as ilhotas
foram incubadas com DPI, mas ndo quando as ilhotas forem incubadas com rotenona

(inibidor da via mitocondrial).

3.13 Padronizacao da concentragdo de benfotiamina

Apds o isolamento, 100 ilhotas foram semeadas em triplicata em pocos
aglomerados, tratadas ou ndo (CTR) com 150 uM, 200 uM, 250 uM, 300uM e 350
UM de benfotimina emantidas em cultura por 72 h em estufa a 5% de CO,em meio
RPMI 1640 contendo 5 mg/mL de AIbGAD, 23 mM de glicose, antibioticos e 10%
de SFB. Estas ilhotas foram analisadas com a técnica de deteccdo de morte celular

por ELISA que utiliza o estojo comercial Cell death detection ELISAP"YS

(Boering
Mannheim, Mannheim).

Observou-se uma diminuicdo significante na taxa de apoptose de ilhotas
tratadas com 250 uM, 300uM e 350 uM de Benfotiamina em relacédo as ilhotas ndo

tratadas (Figura 11). A concentracdo de 350 pM foi selecionada para o0s

experimentos.
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Figura 11: Grafico representativo do indice de apoptose de ilhotas pancreéaticas
expostas a 5mg/mL de AlbGADtratadas com 150 uM (BENFO 150 uM), 200 pM
(BENFO 200 puM), 250 uM ((BENFO 250 pM), 300 uM (BENFO 300 puM) e 350
MM (BENFO 350 uM) de benfotimina, e de ilhotas ndo tratadas (CTRL) por 72 h
(n=6) e (*p<0,05).

3.14 Avaliagdo do indice de apoptose de ilhotas expostas a 5mg/mL de cada uma
das trés preparacdes de AGEs por 48, 72 e 96 horas

Com o objetivo de determinar que preparacdo de AGEs exerceria maior efeito
pré-apoptdtico sobre as ilhotas, decidimos trata-las com trés diferentes preparacoes
na concentracao de 5 mg/mL por 48, 72 e 96 horas.

Apo6s o isolamento, 100 ilhotas foram semeadas em triplicata e tratadas em
pocos aglomerados com 5mg/L de uma das trés preparacdes de AGEs, quais sejam:
AlbGAD, AIbGO ou AlIbMGO, gentilmente cedidas pela Prof. Marisa Passarelli do
Laboratdrio de Lipides da FMUSP e preparados conforme protocolo previamente
descrito.”* Albumina sérica bovina (BSA) foi utilizada como controle (AIbCTR). As
ilhotas foram mantidas em cultura por 48, 72 e 96 horas em estufa a 5% de CO, em

meio RPMI 1640 contendo 23 mM de glicose, antibidticos e 10% de SFB em

temperatura de 37°C.
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Para a de deteccdo de morte celular, utilizou-se o estojo comercial Cell

death detection ELISA™"Y® (Boering Mannheim, Mannheim).

3.15 Avaliacdo do indice de apoptose de ilhotas expostas a 2 mg/mL, 5 mg/mL e
10 mg/mL de AGEs por 24, 48, 72, 96 e 120 horas
Apos o isolamento, 100 ilhotas foram semeadas em triplicata e tratadas em
pocos aglomerados com 2 mg/mL, 5 mg/mL e 10 mg/mL de AIbGAD, ou apenas
com AIbCTR e mantidas em cultura por 24, 48, 72, 96 e 120 horas em estufa a 5% de
CO,em meio RPMI 1640 contendo 23 mM de glicose, antibidticos e 10% de SFB em
temperatura de 37°C.
Para a de deteccdo de morte celular, utilizou-se o estojo comercial Cell death
detection ELISAP™YS (Boering Mannheim, Mannheim) e o estojo comercial
MitoProbe™ JC-1 Assay Kit (Molecular Probes) que analisa a permeabilidade da

membrana mitocondrial.

3.16 Quantificacdo do conteido de mRNA dos genes Actb, Ager, Bax, Bcl2 e
Nfkb1, em ilhotas pancreéaticas expostas a AIbGAD

Apos a padronizacdo, 200 ilhotas recém isoladas foram semeadas e tratadas
em pocos aglomerados com 5 mg/mL de AIbGAD ou apenas AIbCTR e mantidas em
cultura por 24, 48, 72 e 96 em estufa a 5% de CO, em meio RPMI 1640 contendo 23
mM de glicose, antibidticos e 10% de SFB em temperatura de 37°C. Apds o tempo
de cultivo as ilhotas foram colocadas em 1 mL de Trizol e armazenadas a menos

80°C para posterior extracdo do RNA.
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3.17 Avaliacdo da geracédo de espécies reativas de oxigénio por ilhotas expostas a
AIbGAD por 24 e 48 horas

Apds o isolamento, 100 ilhotas foram semeadas e tratadas em pogos
aglomerados com5 mg/mL de AIbGAD ou apenas com AIbCTR e mantidas em
cultura por 24 e 48 h em estufa a 5% de CO, em meio RPMI 1640 contendo 23 mM
de glicose, antibioticos e 10% de SFB em temperatura de 37°C.

A deteccdo das ROS foi realizada pelo estojo comercial Image-i7 ™ LIVE

Green Reactive Oxygen Species Detection (Molecular Probes).

3.18 Atividade da NADPH oxidase em ilhotas expostas a AIbGAD por 24, 48 e
72 horas

Apbs o isolamento, 300 ilhotas foram semeadas e tratadas em pogos
aglomerados com5 mg/mL de AIbGAD ou apenas com AIbCTR e mantidas em
cultura por 24, 48 e 72 h em estufa a 5% de CO, em meio RPMI 1640 contendo 23
mM de glicose, antibidticos e 10% de SFB em temperatura de 37°C. Ao final dos
periodos de incubacdo, as ilhotas foram coletadas e submetidas ao protocolo

explicado no item 3.12.

3.19 Avaliacdo do indice de apoptose de ilhotas pancreéaticas expostas a AIbGAD
e tratadas com benfotiamina ou com 1 uM de Mito Q por 72 horas

Apo6s o isolamento, ilhotas foram semeadas em pocos aglomerados em
triplicata e expostas a 5mg/mL de AIbGAD. As ilhotas foram tratadas ou néo

(AIbGAD) com 350 puM de benfotiamina (AIbGAD+BENFO) ou 1 pM de MitoQ



47

(AlIbGAD+MITOQ) e mantidas em cultura por 72 h em estufa a 5% de CO, em meio
RPMI 1640 contendo 23 mM de glicose, antibioticos e 10% de SFB.

Para a de deteccdo de morte celular, utilizou-se o estojo comercial Cell death
detection ELISAP-Y® (Boering Mannheim, Mannheim) e o estojo comercial Caspase
3 Colorimetric Activity Assay Kit (Chemicon International, Temecula, CA) que

analisa a atividade da caspase 3.

3.20 Quantificacdo do conteido de mRNA dos genes Actb, Ager, Bax, Bcl2 e
Nfkbl, em ilhotas pancreaticas expostas a AIbGAD tratadas com benfotiamina
ou comMito Q por 72 horas

Apds o isolamento, 200 ilhotas foram semeadas em pocos aglomerados em
triplicata e expostas a 5 mg/mL de AIbGAD. As ilhotas foram tratadas ou nao
(AlIbGAD) com 350 uM de benfotimina (AIbGAD+BENFO) ou 1 uM de MitoQ
(AlIbGAD+MITOQ) e mantidas em cultura por 72 h em estufa a 5% de CO, em meio
RPMI 1640 contendo 23 mM de glicose, antibioticos e 10% de SFB. Apds o tempo
de cultivo as ilhotas foram colocadas em 1 mL de Trizol e armazenadas a menos

80°C para posterior extracdo do RNA.

3.21 Avaliacdo da geracdo de ROS por ilhotas pancreaticas expostas a AIbGAD
tratadas com benfotiamina ou com Mito Q por 72 horas

Ap0s o isolamento, 100 ilhotas foram semeadas em pogos aglomerados em
triplicata e expostas a 5 mg/mL de AIgGAD. As ilhotas foram tratadas ou néo

(AIbGAD) com 350 puM de benfotimina (AIbGAD+BENFO) ou 1 puM de MitoQ
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(AlIbGAD+MITOQ) e mantidas em cultura por 72 h em estufa a 5% de CO, em meio
RPMI 1640 contendo 23 mM de glicose, antibioticos e 10% de SFB.
A deteccdo das ROS foi realizada pelo estojo comercial Image-i7 ™ LIVE

Green Reactive Oxygen Species Detection (Molecular Probes)

3.22 Atividade da NADPH oxidase em ilhotas pancreaticas expostas a AIbGAD
tratadas com benfotiamina ou com Mito Q por 72 horas

Apds o isolamento, 300 ilhotas foram semeadas em pocos aglomerados em
triplicata e expostas a 5 mg/mL de AlIgGAD. As ilhotas foram tratadas ou nao
(AlIbGAD) com 350 uM de benfotimina (AIbGAD+BENFO) ou 1 uM de MitoQ
(AlIbGAD+MITOQ) e mantidas em cultura por 72 h em estufa a 5% de CO, em meio

RPMI 1640 contendo 23 mM de glicose, antibioticos e 10% de SFB.

3.23 Analise estatistica
Para a andlise estatistica foi utilizado o programa JMP starter e foi realizada a
prova ndo-paramétrica de Mann-Whitney. A hipoOtese de nulidade foi rejeitada

sempre que o valor de P era menor que 5%.
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4. Resultados

4.1. Avaliacao por RT-PCR da expressdo dos genes Ager, Scarbl e CD36
Conforme demonstrado na Figura 12, as ilhotas pancreaticas de rato recém
isoladas expressam o mRNA dos genes que codificam o0 RAGE (Ager), o scavenger

receptor class B, member 1 (Scarbl) e o Cd36, todos ligantes de AGEs.

Actb CN Ager CN Scarbl CN Cd36 CN

300bp

Figura 12. Gel de agarose corado com brometo de etideo evidenciando a
amplificagdo de fragmentos dos genes Actb, Ager, Scarbl e Cd36 em ilhotas
pancreaticas de ratos. CN= Controle negativo

4.2 Avaliacdo do indice de apoptose pela quantificacdo da fragmentacdo do
DNA de ilhotas expostas a 5mg/mL de cada uma das trés preparacgdes de AGEs
por 48, 72 e 96 horas

Observou-se uma diminui¢cdo no indice de apoptose celular nas ilhotas
expostas as trés preparacoes de AGEs (albGAD, albGO ou albMGO) em relacéo as

ilhotas expostas a AIbCTR no periodo de 48 horas (Figura 13). Ap6s 72 horas,
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observou-se um aumento no indice de apoptose nas ilhotas expostas a AIbGAD e
AIbMGO em relacdo as ilhotas expostas a AIbCTR, entretanto ndo se observou
diferenca no indice de apoptose celular entre as ilhotas expostas a AIbGO e as ilhotas
expostas a AIbCTR (Figura 14). Apos 96 horas, observou-se um aumento no indice
de apoptose das ilhotas expostas a AIbGAD, AIbGO e AIbMGO em relagdo as

ilhotas expostas a AIbCTR (Figura 15).
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Figura 13: Graficos representativos do indice de apoptose de ilhotas pancreéticas
mantidas em concentracfes suprafisiologicas de glicose (23 mM) expostas a 5
mg/mL de uma das trés preparacdes de AGEs (albumina glicolaldeido [AIbGAD],
albumina glioxal [AIbGO] ou albumina metilglioxal [AIbMGO]) ou de albumina
controle (AIbCTR) ap6s 48 horas de cultivo. Triplicatas bioldgicas realizadas em
duplicata (n=6), *p<0,05 em relacdo a albumina controle (AIbCTR).
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Figura 14: Graficos representativos do indice de apoptose de ilhotas pancreéticas
mantidas em concentracfes suprafisiologicas de glicose (23 mM) expostas a 5
mg/mL de uma das trés preparacdes de AGEs (albumina glicolaldeido [AIbGAD],
albumina glioxal [AIbGO] ou albumina metilglioxal [AIbMGO]) ou de albumina
controle (AIbCTR) apds 72 horas de cultivo. Triplicatas bioldgicas realizadas em
duplicata (n=6),*p<0,05 em relacdo a albumina controle (AIbCTR).
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Figura 15: Gréaficos representativos do indice de apoptose de ilhotas pancreaticas
mantidas em concentragdes suprafisiologicas de glicose (23 mM) expostas a 5mg/mL
de uma das trés preparacdes de AGEs (albumina glicolaldeido [AIbGAD], albumina
glioxal [AIbGO] ou albumina metilglioxal [AIbMGQ]) ou de albumina controle
(AIbCTR) ap6s 96 horas de cultivo. Triplicatas bioldgicas realizadas em duplicata,
(n=6), *p<0,05 em relacédo a albumina controle (AIbCTR).
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4.3 Avaliacdo do indice de apoptose celular de ilhotas expostas a 2 mg/mL, 5

mg/mL e 10 mg/mL de AIbGAD ou albumina controle por 24, 48, 72 e 96 horas

4.3.1 Tempo de exposicao de 24 horas

As ilhotas expostas a 5 mg/mL de AIbGAD apresentaram um indice de

apoptose menor que o grupo tratado com AIbCTR apds 24 h de exposi¢do (Figura
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Figura 16: Graficos representativos do indice de apoptose de ilhotas pancreéticas
mantidas em concentracfes suprafisiologicas de glicose (23 mM) expostas a 5
mg/mL de albumina GAD (AIbGAD) ou de albumina controle (AIbCTR) ap6s 24h
realizadas em duplicata (n=6); B:

de cultivo.

A: Triplicatas bioldgicas

aproximadamente 100 ilhotas, *p<0,05.
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As imagens das ilhotas expostas a 5 mg/mL de AIbGAD evidenciaram um
indice de apoptose menor (coloracdo vermelha predominante) que as ilhotas expostas

a AIbCTR ap0s 24 h de exposicao (Figura 17).

AlIbCTR 24 horas AlbGAD

Figura 17: Imagens representativas do indice de apoptose de ilhotas pancreéticas
mantidas em concentracfes suprafisiologicas de glicose (23 mM) expostas a 5
mg/mL de albumina GAD (AIbGAD) ou de albumina controle (AIbCTR) ap6s 24 h
de cultivo. No sentido horario: células apoptdticas (filtro para visualizacdo de
fluorescéncia verde [527 nm]), células ndo apoptéticas (filtro para visualizacdo de
fluorescéncia vermelha [590 nm]), imagens sobrepostas e nucleo corado com DAP.
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Apbs 48 horas de exposicdo, observou-se uma diminui¢cdo no indice de

apoptose celular nas ilhotas expostas a 2 mg/mL, 5 mg/mL e 10 mg/ml de AIbGAD

em relacdo as ilhotas expostas a AIbCTR (Figura 18).
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Figura 18: Gréaficos representativos do indice de apoptose de ilhotas pancreaticas
mantidas em concentragdes suprafisioldgicas de glicose (23 mM) tratadas com 2, 5
ou 10 mg/mL de albumina GAD (AIbGAD) ou de albumina controle (AIbCTR) ap6s
48 horas de cultivo. A-D: Triplicatas bioldgicas realizadas em duplicata (n=6), E-F:

aproximadamente 100 ilhotas, *p<0,05.
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As imagens das ilhotas expostas a 5 mg/mL de AIbGAD evidenciaram um

indice de apoptose menor (coloracdo vermelha predominante) que as ilhotas expostas

a AIbCTR ap0s 48 h de exposicdo (Figura 19).

AIbCTR 48 horas AlbGAD

Figura 19: Imagens representativas do indice de apoptose de ilhotas pancreaticas
mantidas em concentracfes suprafisioldgicas de glicose (23 mM) expostas a 5
mg/mL de albumina GAD (AIbGAD) ou de albumina controle (AIbCTR) apos 48
horas de cultivo. No sentido horario: células apoptoéticas (filtro para visualizacdo de
fluorescéncia verde [527 nm]), células ndo apoptoéticas (filtro para visualizacdo de
fluorescéncia vermelha [590 nmy]), imagens sobrepostas e nlcleo corado com DAP.
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Apdbs 72 horas, observou-se um aumento no indice de apoptose de ilhotas

expostas a 5 mg/mL de AIbGADe m relacdo as ilhotas expostas a AIbCTR,

entretanto ndo houve diferenca no indice de apoptose de ilhotas expostas a 2 mg/mL

de AIbGAD em relacdo as ilhotas expostas a AIbCTR (Figura 20).
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Figura 20: Graficos representativos do indice de apoptose de ilhotas pancreéticas
mantidas em concentracfes suprafisiologicas de glicose (23 mM) expostas a 2
mg/mL e 5 mg/mL de albumina GAD (AIbGAD) ou de albumina controle (AIbCTR)
ap6s 72 horas de cultivo. A e B:, C:, (*p<0,05).A e B: Triplicatas bioldgicas
realizadas em duplicata (n=6),C: aproximadamente 100 ilhotas, *p<0,05.
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As imagens das ilhotas expostas a 5 mg/mL de AlIbGAD evidenciaram um
indice de apoptose maior (coloracdo verde predominante) que as ilhotas expostas a

AIbCTR apobs 72 h de exposicédo (Figura 21).

AIbCTR 72 horas AIbGAD

Figura 21: Imagens representativas do indice de apoptose de ilhotas pancreaticas
mantidas em concentracfes suprafisioldgicas de glicose (23 mM) expostas a 5
mg/mL de albumina GAD (AIbGAD) ou a albumina controle (AIbCTR) apds 72 h de
cultivo. No sentido horério: células apoptéticas (filtro para visualizacdo de
fluorescéncia verde [527 nm]), células ndo apoptoéticas (filtro para visualizacdo de
fluorescéncia vermelha [590 nmy]), imagens sobrepostas e nlcleo corado com DAP.
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Apds 96 horas, observou-se um aumento no indice de apoptose de ilhotas

expostas a 5 mg/mL de AIbGAD em relacdo as ilhotas expostas a AIbCTR,

entretanto ndo houve diferenca no indice de apoptose de ilhotas tratadas com 2

mg/mL de AIbGAD em relacéo as ilhotas expostas a AIbCTR (Figura 22).
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Figura 22: Graficos representativos do indice de apoptose de ilhotas pancreaticas

mantidas em concentracdes suprafisiologicas de glicose (23 mM) expostas a 5

mg/mL de alboumina GAD (AIbGAD) ou de albumina controle (AIbCTR) ap6s 96

horas de cultivo. Triplicatas bioldgicas realizadas em duplicata (n=6), *p<0,05.
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As imagens das ilhotas expostas a 5 mg/mL de AlIbGAD evidenciaram um
indice de apoptose maior (coloracdo verde predominante) que as ilhotas expostas a

AIbCTR apods 96 h de exposicédo (Figura 23).

AIbCTR 96 horas AlbGAD

Figura 23: Imagens representativas do indice de apoptose de ilhotas pancreéaticas
mantidas em concentracfes suprafisiologicas de glicose (23 mM) expostas a 5
mg/mL de albumina GAD (AIbGAD) ou de albumina controle (AIbCTR) ap6s 96 h
de cultivo. No sentido horario: células apoptdticas (filtro para visualizacdo de
fluorescéncia verde [527 nm]),células ndo apoptéticas (filtro para visualizagdo de
fluorescéncia vermelha [590 nm]), imagens sobrepostas e nucleo corado com DAP.
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Observou-se um aumento no indice de apoptose de ilhotas expostas a 2

mg/mL e a 5 mg/mL de AIbGAD em relacao as

ilhotas expostas a AIbCTR (Figura
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Figura 24: Gréaficos representativos do indice de apoptose de ilhotas pancreaticas
mantidas em concentracfes suprafisioldgicas de glicose (23 mM) expostas a 2
mg/mL e 5 mg/mL de albumina GAD (AIbGAD) ou de albumina controle (AIbCTR)
apo6s 120 horas de cultivo. A e B: Triplicatas bioldgicas realizadas em duplicata
(n=6),C:aproximadamente 100 ilhotas, *p<0,05.
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As imagens das ilhotas expostas a 5 mg/mL de AIbGAD evidenciaram um
indice de apoptose maior (coloracdo verde predominante) que as ilhotas expostas a

AIbCTR apds 120 h de exposicdo (Figura 25).

AIbCTR 120 horas AIbGAD

Figura 24: Imagens representativas do indice de apoptose de ilhotas pancreéaticas
mantidas em concentracfes suprafisiologicas de glicose (23 mM) tratadas com 5
mg/mL de albumina GAD (AlIbGAD) ou com albumina controle (AIbCTR) ap6s 120
h de cultivo. No sentido horario: células apoptéticas (filtro para visualizacdo de
fluorescéncia verde [527 nm]), células ndo apoptéticas (filtro para visualizacdo de
fluorescéncia vermelha [590 nm]), imagens sobrepostas e nucleo corado com DAP.
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4.4 Avaliacédo da geracdo de ROS por ilhotas expostas a 5 mg/mL de AIbGAD
por 24 e 48 horas
4.4.1 Tempo de exposicao de 24 horas

As ilhotas expostas a 5 mg/mL de AIbGAD apresentaram uma menor geracao

de ROS que as ilhotas expostas aAIbCTR ap6s 24 h de cultivo (Figura 26).

Geragdo de ROS
24 horas

y 06 *
Aoa
02
0 : ,

AlbCTR AlbGAD

W AIbCTR
M AIbGAD

Tratamento

*p<0,05

Geragdo de ROS
24 horas

1
08
06
v *
Aoa
” -
0 . ‘

AlbCTR AlbGAD

Tratamento

W AIbCTR
M AIbGAD

*p<0,05

Figura 26: Graficos representativos dageracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS)em ilhotas pancreaticas mantidas em concentracBes suprafisiologicas de
glicose (23 mM) expostas a 5 mg/mL de albumina GAD (AIbGAD) ou de albumina
controle (AIbCTR) apds 24 horas de cultivo. Aproximadamente 100 ilhotas,

(*p<0,05).

4.4.2 Tempo de exposicao de 48 horas

As ilhotas expostas a 5 mg/mL de AIbGAD apresentaram uma maior geragao

de ROS que as ilhotas tratadas com AIbCTR apds 48 h de cultivo (Figura 27).
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Figura 27: Gréficos representativos dageracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS)em ilhotas pancreaticas mantidas em concentragbes suprafisiologicas de
glicose (23 mM) expostas a 5 mg/mL de albumina GAD (AIbGAD) ou de
albuminacontrole (AIbCTR) apds 48 horas de cultivo. Aproximadamente 100 ilhotas,
*p<0,05.
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4.5 Atividade da NADPH oxidase em ilhotas expostas a 5 mg/mL de AIbGAD

Os resultados demonstrados na Figura 28 evidenciam que a producdo de
superdxido das ilhotas tratadas com AIbCTR ou AIbGAD ocorre por ativacdo da via
NADPH oxidase, pois houve um reducdo na producdo de superéxido quando as
ilhotas foram incubadas com o DPI, um inibidor da via NADPH oxidase, 0 que nao
aconteceu quando as ilhotas foram incubadas com a rotenona, um inibidor da via

mitocondrial.
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Figura 28: Gréficos representativos da produgdo de superoxido por ilhotas expostas a
albumina GAD (AIbGAD) ou a albumina controle (AIbCTR) incubadas ou ndo com
DPI ou com rotenona durante 48 horas em um mesmo experimento. A: grafico
representativo das ilhotas tratadas com AIbCTR, B: grafico representativo das
ilhotas tratadas com AIbGAD e C: gréfico representativo das ilhotas tratadas com
AIbCTR e AIbGAD.
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No periodo de 24 h ndo houve diferenca na atividade da NADH oxidase em

ilhotas expostas a 5 mg/mL de AIbGAD em relagdo as ilhotas expostas a AIbCTR.

(Figura 29).
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Figura 29: Gréficos representativos da atividade da NADPH oxidase emilhotas
pancreaticas mantidas em concentracGes suprafisiologicas de glicose (23 mM)
expostas a 5 mg/mL de albumina GAD (AIbGAD) ou de albumina controle
(AlIbCTR) ap6s 24 horas de cultivo. Triplicatas bioldgicas realizadas em duplicata
(n=6), *p<0,05.
4.5.2 Tempo de exposicao de 48 horas

As ilhotas expostas a 5 mg/mL de AIbGAD apresentaram uma atividade da

NADPH oxidase maior que as ilhotas expostas a AIbCTR apds 48 h de exposicao

(Figura 30).
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Figura 30: Graficos representativos da atividade da NADPH oxidase de ilhotas
pancredticas mantidas em concentragbes suprafisiologicas de glicose (23 mM)
expostas a 5 mg/mL de albumina GAD (AIbGAD) ou de albumina controle
(AIbCTR) apoés 48 horas de cultivo. Triplicatas bioldgicas realizadas em duplicata
(n=6), *p<0,05.
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As ilhotas expostas a 5 mg/mL de AIbGAD apresentaram uma atividade da

NADPH oxidase maior que as ilhotas expostas aAlIbCTR apds 72 h de exposicao

(Figura 31).
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Figura 31: Graficos representativos da atividade da NADPH oxidase de ilhotas
pancreaticas mantidas em concentraces suprafisiologicas de glicose (23 mM)
expostas a 5 mg/mL de albumina GAD (AIbGAD) ou de albumina controle
(AIbCTR) apds 72 horas de cultivo. Triplicatas bioldgicas realizadas em duplicata

(n=6), *p<0,05.
]
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4.6 Avaliacao da expressdo dos genes Bax, Bcl2, Ager e Nfkb.

Os resultados de dois experimentos independentes para avaliar a expressao
dos genes Bax, Bcl2, Ager e Nfkb1 estdo demonstrados nas Figuras 32,

Houve um aumento da expressdo do gene anti-apoptético Bcl2 nas ilhotas
tratadas com AlIbGAD nos tempos de 24 e 48 h, diminuicdo da expressao nas ilhotas
tratadas com AIbGAD por 72 ou 96 h e 0 aumento da expressdo do gene pro-
apoptotico Bax nas ilhotas tratadas com AIbGAD por 24, 48 e 96 h. A expresséo do
gene Ager aumentou nas ilhotas tratadas com AlIbGAD ap6s 24 horas de exposicao
nos dois experimentos independentes e diminuiu em 96 h em apenas um dos
experimentos. A expressao do gene Nfkbl diminuiu nas ilhotas tratadas com
AIbGAD em 48 h ou 24 h e aumentou nas ilhotas tratadas com AIbGAD em 96 horas
nos dois experimentos.

A figura 33 demonstra a relacdo Bax/Bcl2, que determina a susceptibilidade
da célula entrar em apoptose.®* A relacdo Bax/Bcl2 evidencia que o préprio cultivo
das ilhotas (na situacdo controle) modula a expressao do mRNA do gene pro-
apoptotico Bax ao longo do tempo. As ilhotas tratadas com AIbGAD por 24 e 48 h
possuem uma menor relacdo Bax/Bcl2, em relacdo as células tratadas com AlbGAD

por 72 e 96 h.
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Figura 32: Graficos representativos da expressdo do mRNA do gene pré-apoptotico
Bax,do gene anti-apoptético Bcl2, do gene Ager (codifica o0 RAGE)e do gene
Nfkblem ilhotas pancredticas mantidas em concentracBes suprafisiolégicas de
glicose (23 mM) expostas a 5 mg/mL de albumina GAD (AIbGAD) ou de albumina
controle (AIbCTR) durante 24, 48, 72 e 96 horas. Triplicatas bioldgicas realizadas
em duplicata (n=6), *p<0,05.
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Figura 33: Graficos representativos da relacdo do mRNA dos genes Bax/Bcl2 em
ilhotas expostas a albumina GAD (AIbGAD) ou a albumina controle (AIbCTR)

durante 24, 48, 72 e 96 horas.
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4.7 llhotas pancreaticas expostas a AIbGAD tratadas com 350 puM de

benfotiamina por 72horas

4.7.1 Avaliacdo do indice de apoptose
Observou-se uma diminuicdo no indice de apoptose das ilhotas expostas a
AIbGAD tratadas com benfotiamina em relagéo as ilhotas ndo tratadas no periodo de

72 h (Figuras 34 e 35) nas duas metodologias avaliadas.
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Figura 34: Gréaficos representativos do indice de apoptose de ilhotas pancreaticas
mantidas em concentragdes suprafisioldgicas de glicose (23 mM) expostas a 5mg/mL
de albumina GAD (AIbGAD), de albumina controle (AIbCTR), de albumina controle
mais 350 uM de benfotiamina (AIbCTR+BENFOQO) ou de albumina GAD mais 350
uM de benfotiamina (AIbGAD+BENFO) por 72 horas. Triplicatas bioldgicas
realizadas em duplicata (n=6), *p<0,05 em relacdo a AIbGAD.
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Figura 35: Graficos representativos do indice de apoptose de ilhotas pancreéticas

mantidas em concentracdes suprafisioldgicas de glicose (23 mM) expostas a 5mg/mL

de albumina GAD tratadas com benfotiamina 350 uM (AIbGAD+BENFO) em
comparacdo a ilhotas ndo tratadas (AIbGAD) por 72 horas. Triplicatas bioldgicas

realizadas em duplicata (n=6), *p<0,05.
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4.7.2 Avaliacdo da geracdo de ROS
Observou-se uma diminuicdo na geracdo de ROS em ilhotas expostas a
AIbGAD tratadas com benfotiamina em relacéo as ilhotas néo tratadas no periodo de

72 h. (Figuras 36 e 37)
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Figura 36: Gréaficos representativos da geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) em ilhotas pancreaticas mantidas em concentracdes suprafisioldgicas de
glicose (23 mM) e expostas a 5mg/mL de albumina GAD tratadas com benfotiamina
350 uM (AlIbGAD+BENFO) em comparacdo a ilhotas ndo tratadas (AIbGAD) por
72 horas. Aproximadamente 100 ilhotas, *p<0,05.
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As ilhotas tratadas com benfotiamina por 72 h apresentaram uma reducao na
producdo local de ROS, conforme evidenciado pela menor intensidade de
fluorescéncia verde em comparacdo as ilhotas expostas apenas a AIbGAD (Figuras

37 e 38).

72 horas

AlbGAD

AIbGAD +BENFO

Figura 37: Imagem representativa da producdo de espécies reativas de oxigénio em
ilhotas pancreéaticas mantidas em concentracdes suprafisiolégicas de glicose (23 mM)
e expostas a 5mg/mL de albumina GAD tratadas com benfotiamina 350 uM
(AlIbGAD+BENFO) em comparacdo a ilhotas ndo tratadas (AIbGAD) por 72 horas.
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4.7.3 Avaliacdo da atividade da NADPH oxidase

Observou-se uma diminuicdo na atividade da NADPH oxidase de ilhotas
expostas a AIbGAD tratadas com benfotiamina em relacdo as ilhotas nédo tratadas
(AIbGAD+BENFO) no periodo de 72 h e um aumento na atividade da NADPH
oxidase de ilhotas expostas a AIbGAD em relacdo a albumina controle (AIbCTR)

(Figuras 38).
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Figura 31: Gréficos representativos da atividade da NADPH oxidase de ilhotas
pancreaticas mantidas em concentracGes suprafisiologicas de glicose (23 mM)
expostas a 5 mg/mL de albumina GAD (AIbGAD), de albumina controle (AIbCTR)
ou de albumina GAD mais 350 uM de benfotiamina (AIbGAD+BENFO) por 72
horas. Triplicatas bioldgicas realizadas em duplicata (n=6), *p<0,05 em relacdo a

AIbCTR; §<0,05 em relacdo a AIbGAD.

4.7.4 Avaliacdo da expressdo dos genes Bax, Bcl2, Ager e Nfkbl

Os resultados de dois experimentos independentes que avaliaram a expressao
dos genes Bax, Bcl2, Ager e Nfkblem ilhotas expostas a AIbGAD tratadas ou nédo
com benfotiamina durante 72 h estdo demonstrados na Figura 39 e 40. Houve um
aumento da expressdo dos genes Bax, Bcl2, Ager e Nfkbl nas ilhotas tratadas com

AIbGAD+BENFO em relagéo a AIbGAD.
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Figura 39: Graficos representativos da expressdo do mRNA do gene pré-apoptotico
Bax, do gene anti-apoptético Bcl2, do gene Ager (codifica 0 RAGE)e do gene
Nfkblem ilhotas pancredticas mantidas em concentracBes suprafisiolégicas de
glicose (23 mM) e expostas a 5mg/mL de albumina GAD tratadas com benfotiamina
350 uM (AlbGAD+BENFO) em comparacdo a ilhotas ndo tratadas (AIbGAD) por
72 horas. Triplicatas bioldgicas realizadas em duplicata (n=6), *p<0,05.
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Figura 40: Gréficos representativos da relacdo do mRNA dos genes Bax/Bcl2 em
ilhotas pancreéaticas mantidas em concentracdes suprafisioldgicas de glicose (23 mM)
e expostas a 5mg/mL de albumina GAD tratadas com benfotiamina 350 uM
(AlIbGAD+BENFO) em comparacao a ilhotas ndo tratadas (AlbGAD) por 72 horas.
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4.8 Illhotas pancreaticas expostas a AIbGAD tratadas com 1 uM de Mito Q por

72horas

4.8.1 Avaliacdo do indice de apoptose
Observou-se uma diminuicdo no indice de apoptose celular em ilhotas
expostas a AIbGAD tratadas com Mito Q em relacdo as ilhotas ndo tratadas no

periodo de 72 h (Figuras 41 e 42) nas duas metodologias avaliadas.
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Figura 41: Graficos representativos do indice de apoptose de ilhotas pancreéticas
mantidas em concentracdes suprafisioldgicas de glicose (23 mM) expostas a 5mg/mL
de albumina GAD (AIbGAD), de albumina controle (AIbCTR), de albumina controle
mais Mito Q 1uM) (AIbCTR+MITOQ) ou de albumina GAD mais Mito Q 1uM
(AlIbGAD+MITOQ) por 72 horas. Triplicatas bioldgicas realizadas em duplicata
(n=6), *p<0,05 em relacdo a AIbGAD.
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Figura 42: Gréaficos representativos do indice de apoptose de ilhotas pancreéaticas
mantidas em concentracBes suprafisiolgicas de glicose (23 mM) e expostas a
5mg/mL de albumina GAD tratadas com Mito Q 1uM (AIbGAD+MITOQ) em
comparacao a ilhotas ndo tratadas (AIbGAD) por 72 horas. Triplicatas biolégicas
realizadas em duplicata (n=6), *p<0,05.
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4.8.2 Avaliacéo da geracdo de ROS
Observou-se uma diminuicdo na producdo de ROS em ilhotas expostas a
AIbGAD tratadas com Mito Q em relacdo as ilhotas ndo tratadas no periodo de 72 h.

(Figuras 43 e 44)
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Figura 43: Graficos representativos da geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) em ilhotas pancredticas mantidas em concentraces suprafisiologicas de
glicose (23 mM) e expostas a 5 mg/mL de albumina GAD tratadas com Mito Q 1uM
(AlIbGAD+MITOQ) em comparacao a ilhotas ndo tratadas (AlbGAD) por 72 horas.
Aproximadamente 100 ilhotas, *p<0,05.
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As ilhotas tratadas com MitoQ por 72 h apresentaram uma redugdo na
producdo local de ROS, conforme evidenciado pela menor intensidade de

fluorescéncia verde em comparacao a ilhota exposta apenas a AIbGAD (Figuras 43).

72 horas

AIbGAD

AlbGAD+MITOQ

Figura 44: Imagem representativa da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
em ilhotas pancreaticas mantidas em concentracdes suprafisioldgicas de glicose (23
mM) e expostas a 5mg/mL de albumina GAD tratadas com Mito Q 1 uM
(AlIbGAD+MITOQ) em comparacdo a ilhotas ndo tratadas (AIbGAD) por 72 horas.
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4.8.3 Avaliacdo da atividade da NADPH oxidase

Observou-se uma diminui¢do na atividade da NADPH oxidase de ilhotas
expostas a AIbGAD tratadas com Mito Q em relacdo as ilhotas ndo tratadas
(AlIbGAD+MITOQ) no periodo de 72 h e um aumento na atividade da NADPH
oxidase de ilhotas expostas a AIbGAD em relacdo a albumina controle (AIbCTR)

(Figuras 45).
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Figura 45: Graficos representativos da atividade da NADPH oxidase de ilhotas
pancreaticas mantidas em concentraces suprafisiologicas de glicose (23 mM)
expostas a 5 mg/mL de albumina GAD (AlbGAD), de albumina controle (AIbCTR)
ou de albumina GAD mais 1 uM de Mito Q (AIbGAD+MITOQ) por 72 horas.
Triplicatas bioldgicas realizadas em duplicata (n=6), *p<0,05 em relagdo a AIbCTR,;

§<0,05 em relacdo a AIbGAD.

4.8.4 Avaliacdo da expressdo dos genes Bax, Bcl2, Ager e Nfkbl

Os resultados de dois experimentos independentes para a avaliacdo da
expressao dos genes Bax, Bcl2, Ager e Nfkbl estdo demonstrados na Figuras 46 e 47.
Houve um aumento da expressdo dos genes Bcl2, Ager e Nfkb1 nas ilhotas tratadas

com AIbGAD+MITOQ em relagéo a AIbGAD.
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Figura 46: Graficos representativos da expressao do mRNA do gene pro-apoptotico
Bax,do gene anti-apoptoético Bcl2, do gene Ager (codifica 0 RAGE) e do gene
Nfkblem ilhotas pancredticas mantidas em concentracGes suprafisioldgicas de
glicose (23 mM) e expostas a 5mg/mL de albumina GAD tratadas com Mito Q1uM
(AlIbGAD+MITOQ) em comparacéo a ilhotas néo tratadas (AIbGAD) por 72 horas.
Triplicatas bioldgicas realizadas em duplicata (n=6), *p<0,05.
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Figura 47: Graficos representativos da relacdo do mRNA dos genes Bax/Bcl2 em
ilhotas pancreéaticas mantidas em concentracGes suprafisiologicas de glicose (23 mM)
e expostas a 5mg/mL de albumina GAD tratadas com Mito Q 1 uM
(AlIbGAD+MITOQ) em comparacdo a ilhotas ndo tratadas (AlbGAD) por 72 horas.



83

5. Discusséo

Além de interagirem com seu receptor especifico RAGE, codificado pelo gene
Ager, os AGEs interagem com Varios outros receptores celulares, tais como
lactoferrina, Scarb tipo | e Il, oligossacaril transferase - 48 (OST-48), 80K-H
fosfoproteina, Galectina-3 e Cd36.°'° A ligagdo dos AGEs com os RAGE
desencadeia uma sinalizacdo intracelular que induz a ativacdo do estresse oxidativo,
aumenta a liberacéo de citocinas inflamatdrias e promove um aumento na transcri¢ao
do NF-kB, que leva a um quadro de inflamacao crénica e consequente aumento de
danos celulares e teciduais.”” Estudos em linhagens de células p e em ilhotas
pancreéaticas demonstraram que os AGEs podem causar diminuicéo da biossintese da
insulina e estresse oxidativo capaz de desencadear apoptose, contudo, os efeitos dos
AGEs sobre a viabilidade de ilhotas pancreaticas ndo foram extensivamente
investigados.

Antes do inicio dos experimentos com os AGEs, confirmamos a expressao de
alguns receptores nas ilhotas pancreéticas de rato, pois até o inicio de 2008,
haviamos encontrado na literatura que o Cd36 é expresso em ilhotas humanas e na
linhagem de células P derivada de camundongos MIN6®®, mas nio haviamos
encontrado estudos que avaliassem a expressdo dos genes Scarble Ager em ilhotas,
embora alguns trabalhos contivessem evidéncias indiretas da expressdo de RAGE em
ilhotas pancreéticas.”® A andlise por RT-PCR demonstrou a expressdo dos genes
Ager, Cd36 e Scarbl em ilhotas pancreaticas de rato. Um estudo publicado em
dezembro de 2008 também confirmou a expressdao de RAGE em ilhotas pancreaticas

de rato.%®
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Os primeiros experimentos para avaliar a inducdo de apoptose pelos AGESs
foram realizados com o intuito de determinar se haveria diferenca na magnitude de
inducdo de apoptose por algum dos compostos disponiveis, quais sejam, AIbGAD,
AlIbGO ou AIbMGO. Nesta etapa, utilizamos a concentracdo de 5 mg/mL. Esses
experimentos foram realizados nos tempos de cultivo de 48, 72 e 96 horas, com o
intuito de mimetizar in vitro a cronicidade do estimulo que ocorre nos pacientes
diabéticos descompensados in vivo. Uma vez que a magnitude de inducdo de
apoptose nao diferiu de forma importante entre os compostos testados, optamos por
continuar trabalhando apenas com o AIbGAD, ao qual nos referimos como AGE.

Nos primeiros experimentos, nos chamou atencdo os resultados obtidos apds
48 horas de tratamento com todos os compostos testados, pois, diferentemente do
esperado, o tratamento com AGEs determinou uma diminuicao do indice de apoptose
em relacdo as ilhotas ndo tratadas. Como este resultado foi inesperado, repetimos os
experimentos com diferentes concentracGes de AGEs nos tempos de 24 e 48 h e
também utilizamos uma segunda técnica de deteccdo de apoptose para confirmagao
dos resultados.

A utilizacdo de 2, 5 e 10 mg/mL de AGEs nas ilhotas tratadas por 48 horas e
5 mg/mL por 24 horas demonstrou que todas as concentragdes promoviam protecdo
contra a apoptose. Ndo podemos concluir por um efeito dose-dependente, pois ndo
realizamos testes estatisticos entre os diferentes tempos, ja que 0s experimentos para
deteccdo de apoptose foram realizados em dias diferentes. A segunda técnica para
deteccdo de apoptose, que avalia a permeabilidade da membrana mitocondrial,
também confirmou o efeito protetor de 5 mg/mL de AGE apés 24 e 48 horas de

tratamento.
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A utilizacdo de 2 e 5 mg/mL de AGE em periodos mais prolongados de
exposicdo demonstraram que a menor dose de AGE somente foi capaz de induzir
apoptose ap6s 120 horas de tratamento, enquanto a concentracdo de 5 mg/mL
induziu apoptose apds exposicao por 72, 96 e 120 horas. O efeito indutor de apoptose
de 5 mg/mL de AGE foi confirmado para os tempos 72, 96 e 120 horas com a
segunda técnica de deteccdo de apoptose.

O aumento do indice de apoptose de ilhotas em cultura expostas aos AGEs por
periodos prolongados estd de acordo com o0s dados disponiveis na literatura para
outros tipos celulares, entretanto, o achado de reducdo do indice de apoptose
observado em ilhotas expostas aos AGEs por 24 e 48 horas foi inesperado. Sabe-se
que a interacdo dos AGEs com o RAGE ativa o0 NF-kB, um grupo de fatores de
transcricdo que inclui sete membros, p65 (RelA), c-Rel, RelB, p50/p105(NF-xB1) e
p52/p100 (NF-xB2), que podem formar hetero ou homodimerose estdo envolvidos na
proliferacdo, diferenciacdo celular e apoptose. Em células ndo estimuladas, 0s
dimeros de NF-kB ficam sequestrados no citoplasma e ligados a proteinas IkB, que
impede que os dimeros sejam translocados para o nucleo, mantendo-o0s, assim, em
um estado inativo. Apds ativacdo por diversos estimulos, o NF-kB ¢ liberado,
transloca-se para o ndcleo e modula a expressdo de genes-alvo, dentre 0s quais genes
anti-apoptoticos e pré-apoptoticos, o que sugere que a acdo do NF-kB no
crescimento celular e na apoptose dependa do tempo de exposicéo, do tipo celular, da
cronicidade e da natureza do estimulo extracelular.'%®’

Uma funcdo anti-apoptética do NF-kB j& havia sido descrita com base em
estudos que demonstraram que células defectivas para NF-kB eram mais sensiveis a

sinais pré-apoptéticos que células que expressavam NF-kB.6% wu e cols.
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demonstraram que o NF-kB induz o crescimento dsseo estimulando a condrogénese e
prevenindo a apoptose de condrécitos.®” Levantamos, assim, a hipétese de que em 24
e 48 horas os AGEs poderiam favorecer um perfil anti-apoptotico da ilhota, talvez
por meio da ativacdo do NF-kB. A cronicidade do estimulo, entretanto, favoreceria
um perfil pro-apoptotico, explicando os achados em 72, 96 e 120 horas.

Este efeito de protecdo contra a apoptose observado em 24 e 48 horas poderia
se constituir em uma tentativa de melhorar a viabilidade da ilhota exposta a um
ambiente hiperglicémico, para que essa ilhota seja capaz de melhorar sua capacidade
secretoria e corrigir a hiperglicemia. Essa compensacao, no entanto, ndo se mantém e
a cronicidade do estimulo com AGEs acaba por comprometer a viabilidade da ilhota.
Um estudo recentemente publicado tratou células  da linhagem INS-1 com AGEs e
demonstrou que o tratamento dessas células por 24 horas induziu apoptose
simultaneamente a proliferacdo. Os autores especularam que a resposta proliferativa
poderia ser um mecanismo compensatorio contra a toxicidade dos AGEs que, ao
final, causariam deterioracdo das células P, pela sua maior habilidade de induzir
apoptose que proliferagdo.®®

Os AGEs se ligam ao seu receptor especifico RAGE, codificado pelo gene
Ager. Os RAGEs fazem parte da familia de receptores das imunoglobulinas e estes
receptores ja foram caracterizados em ilhotas pancreéticas de rato. Em 2008, um
estudo demonstrou um aumento na expressdo do gene Ager em ilhotas pancreéticas
tratadas com AGE.®® Nossos resultados estdo de acordo com o achado do estudo
anteriormente citado, pois houve um aumento na expressdo do gene Ager nas ilhotas

tratadas com AGEs ap0s 24 horas de exposi¢éo.
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Os genes Bcl2 e Bax estdo entre os mais bem caracterizados reguladores da
apoptose, participando da via mitocondrial, sendo a proteina BCL2 repressora e a
BAX promotora da morte celular. A atividade anti-apoptética do Bcl2 € proporcional
ao indice de expressdo de seu mRNA e o indice de expressao deste gene pode ser
utilizado como indicador de apoptose, sendo que os niveis relativos de Bax e Bcl2
determinam a susceptibilidade da célula entrar em apoptose.®*"*"? Nossos resultados
evidenciam que o proprio cultivo das ilhotas (na situacdo controle) modula a
expressao do mRNA do gene pré-apoptético Bax ao longo do tempo, ja que sua
expressao € significantemente maior nos tempos 72 e 96 horas em relacdo aos
tempos 24 e 48 horas (dados ndo demonstrados). O aumento da expressdo do gene
anti-apoptotico Bcl2 nas ilhotas tratadas com AGE nos tempos de 24 e 48 h, a
diminuicdo da expressdo nas ilhotas tratadas com AGE por 72 e 96 h e 0 aumento da
expressao do gene pré-apoptotico Bax nas ilhotas tratadas com AGE por 96 h véo ao
encontro dos resultados obtidos na avaliacdo do indice de apoptose, sugerindo que
nos tempos mais curtos de exposicdo, os AGEs poderiam favorecer um perfil anti-
apoptotico da ilhota e a cronicidade do estimulo, entretanto, favoreceria um perfil
pré-apoptético. Nos tempos de exposicdo de 24 e 48 horas, também houve um
aumento na expressdo do gene pré-apoptotico Bax, mas a relacdo Bax/Bcl-2 foi
menor nas ilhotas tratadas com AGEs em relacdo as ilhotas mantidas na condicéo
controle nos tempos 24 e 48 horas, o0 que também sugere um perfil anti-apoptético. A
expressdo do gene Nfkbl diminuiu nas ilhotas tratadas com AGEs em 48 h (menor
indice de apoptose) e aumentou nas ilhotas tratadas com AGEs em 96 horas(maior
indice de apoptose), no entanto, mais importante que avaliar a expressao do mRNA é

determinar o que acontece com as proteinas que participam desse sistema, bem como
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0 que acontece com as proteinas pro- e anti-apoptdticas, o que sera realizado
oportunamente.

Uma das vias relacionada com a formacédo de ROS é a Via da NADPH oxidase.
A presenca de NOX2, o protétipo das NADPH oxidase, ja foi caracterizada em
ilhotas pancreéticas e, em situaces fisiologicas, esta associada ao controle da sintese
de insulina. A super estimulacdo da NOX2 em vigéncia de hiperglicemia
desencadeia um aumento da producao de ROS por esse sistema, causando 0 estresse
oxidativo. 242

Apdbs exposicdo aos AGES, observamos uma reducdo na geracdo de ROS em
ilhotas tratadas com AGE por 24 horas e um aumento na geracdo de ROS e na
atividade da NADPH oxidase nas ilhotas tratadas com AGE por 48 e 72 horas em
relacdo as ilhotas controle. Assim, o aumento do estresse oxidativo nas ilhotas
tratadas com AGE se inicia em 48 h e a apoptose em 72 h.

A benfotiamina, um derivado lipossolivel da tiamina, ja é utilizada no
tratamento sintomatico da neuropatia diabética. Sua biodisponibilidade é muito
superior a da tiamina e ndo ha questdes de seguranca relacionadas a sua utilizacéo,
pois a partir do momento em que é absorvida, ela se torna hidrossoltuvel e seu
excesso pode ser excretado.’” Alguns estudos demonstraram que a benfotiamina
possui propriedades anti-oxidantes e é capaz de bloquear as quatro vias implicadas
nas complicacbes cronicas do DM.?*** Também foi demonstrado que a
suplementacdo com benfotiamina pode restaurar a funcéo fisioldgica da transcetolase
em diferentes tecidos de animais diabéticos * e que ela previne a expressédo do NF-

kB induzida pela hiperglicemia na retina de ratos diabéticos.>® Estudos recentes
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demonstraram, ainda, que a benfotiamina protege contra a disfuncdo contratil de
células cardiacas de ratos diabéticos.**

O desenvolvimento das complicacfes vasculares e neuroldgicas no DM esta
intimamente ligado ao estresse oxidativo. A utilizacdo de um agente que reduza 0s
danos oxidativos na mitocondria € uma boa estratégia terapéutica na prevencao da
morte celular, entretanto, a maior limitacédo consiste na inabilidade de se aumentar as
concentragdes de anti-oxidantes na mitocondria. *°A cadeia respiratria apresenta um
componente anti-oxidante que se localiza dentro do nucleo lipidico da membrana
mitocondrial conhecido como co-enzima Q ou ubiquinona. O MitoQ é um analogo
da ubiquinona com alvo seletivo para a mitocondria®*® O Mito Q parece possuir
efeito protetor em alguns tipos celulares e a sua acdo principal pode estar relacionada
com a diminuicdo da peroxidacdo lipidica. Ja se demonstrou um papel protetor do
Mito Q sobre células endoteliais, hepatdcitos, células nervosas e fibroblastos na
Ataxia de Friedrerih.>®*"® N&o encontramos na literatura estudos que tivessem
avaliado o efeito do Mito Q ou da benfotiamina em ilhotas pancreéticas.

A diminuicdo do indice de apoptose, da geracdo de ROS e da atividade da
NADPH oxidase em ilhotas expostas aos AGEs tratadas com benfotiamina e Mito Q
estdo de acordo com os resultados encontrados com esses compostos em outros tipos
celulares, sugerindo uma acdo anti-oxidante destas drogas também em ilhotas
pancreaticas de rato tratadas por AGEs.

O aumento da expressdo do gene anti-apoptotico Bcl2 e a reducdo da relacéo
Bax/Bcl2 nas ilhotas tratadas com benfotiamina e Mito Q vdo ao encontro dos
resultados obtidos na avaliacdo do indice de apoptose. Entretanto, a expressédo do

gene Nfkbl aumentou nas ilhotas tratadas com benfotiamina e Mito Q. Como a
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alteracdo na expressdo do mMRNA de um gene nem sempre se reflete na alteracéo da
expressao da proteina codificada por ele, ndo podemos realizar uma analise mais
conclusiva em relacdo ao papel desta proteina sobre o efeito dos compostos
estudados sem avaliar a expressao proteica.

A concentracdo de benfotiamina utilizada de 350 uM é equivalente aquela que
seria obtida apds a ingestdo de uma dose de 780 mg em um individuo de 70 Kkg.
Estudos em roedores diabéticos tratados com benfotiamina demonstraram
diminuicdo do aparecimento de nefropatia e retinopatia diabética.*®** Os resultados
do presente estudo sugerem que a benfotiamina também poderia diminuir a
velocidade de perda da massa de células B relacionada a hiperglicemia cronica em
pacientes com DM tipo 2 e corrobora a necessidade de realizacdo de estudos clinicos
em seres humanos para avaliar o papel da benfotiamina na prevencdo das
complicacdes cronicas do DM.

O Mito Q também tem sido usado em estudos em animais para avaliacdo de
seus efeitos sistémicos ap6s administracdo prolongada, uma vez que este composto
esta sendo investigado como uma potencial terapia para seres humanos em doengas
nas quais existe a participacdo de dano oxidativo mitocondrial, tais como doencas
neurodegenerativas, lesdo de isquemia-reperfuséo, sindrome metabélica e DM. "Os
efeitos anti-apoptdticos sobre as ilhotas podem vir a ser relevantes se realmente se
demonstrar a seguranca e eficacia antioxidante do Mito Q ap6s administracdo oral,
ou ainda, em situac¢Ges nas quais 0 estresse oxidativo colabora para a perda de ilhotas

pancreéticas, como no transplante de ilhotas.
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6. Conclusao

1. A exposicdo de ilhotas pancreaticas de rato a albumina modificada por
glicacdo:

- Diminuiu o indice de apoptose e a producdo de espécies reativas de oxigénio
em 24 e 48 horas,

- Aumenta o indice de apoptose e a producéo de espécies reativas de oxigénio em
72 e 96 horas,

2. As espécies reativas de oxigénio geradas ap6s exposicdo prolongada das
ilhotas a albumina modificada por glicacdo parecem decorrer da ativacdo da via
NADPH oxidase,

3. A benfotiamina e o Mito Q reduzem o indice de apoptose, a geracdo de
espécies reativas de oxigénio e a atividade da NADPH oxidase em ilhotas

pancreaticas expostas a albumina modificada por glicacéo por 72 e 96 horas
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