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RESUMO

Diabetes mellitus (DM), caracterizada como uma doenga metabdlica que afeta o nivel de glicose
no sangue, o metabolismo lipidico e proteico, se encontra na lista de doengas consideradas
epidemias deste século e conta com a metformina (Met) como tratamento de primeira escolha.
O excesso de glicose intracelular sobrecarrega a cadeia mitocondrial de transporte de elétrons,
gera espécies reativas de oxigénio (EROs) e desencadeia disturbios na via glicolitica, o que leva
a sintese de metilglioxal (MG), que através do processo de glicagdo forma Advanced Glycation
Endproducts (AGEs). O MG sofre acéo do sistema glioxalase, uma via metabdlica que o
detoxifica e conta com a enzima glioxalase 1 (GLO1). Dentre as células do tecido cerebral
encontram-se os astrdcitos, responsaveis pela defesa contra o estresse oxidativo e pela sintese
de glutamato e glutationa (GSH). O glutamato é o neurotransmissor excitatorio majoritario no
sistema nervoso central (SNC) e a GSH funciona no processo de detoxicacéao celular. Com isso,
distlrbios no metabolismo de GSH e toxicidade do glutamato estdo associados as doencas
neuroldgicas, como Doenca de Alzheimer (DA).

Para avaliar o efeito da metformina foram utilizadas fatias hipocampais de 20 ratos Wistar
machos, com 30 dias de idade e foram realizados os ensaios de: atividade GLO1, integridade e
viabilidade celular, contelido de GSH e de DCF, captagdo de glutamato, atividade da enzima

glutamina sintetase (GS), medida de S100B, dosagem de proteina e analise estatistica.

Nos tratamentos com MG e MG co-incubado com Met ndo foram observadas alteraces na
reducdo de MTT, na oxidacdo de DCF e na atividade da GS. O tratamento com MG aumentou
a atividade da enzima GLOL1 e esse aumento se manteve no tratamento concomitante com Met.
O MG diminuiu a secrecdo de S100B e a atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH), e
essa diminuicdo se manteve quando o tratamento foi concomitante com Met. Foi observada
diminuicdo na captacdo de glutamato na presenca de MG e a Met foi capaz de reverter esse
resultado. Em relagdo ao contelido de GSH, na presenca de MG houve aumento e a Met foi

capaz de reverter essa elevagéo.

Neste estudo ndo foi possivel identificar com clareza o motivo do MG diminuir a captagdo de

glutamato, sendo necessarios mais experimentos para esclarecimentos maiores.

Palavras chave: Diabetes mellitus. Metilglioxal. Glutamato. Astrdcitos.
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1. INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) é uma doenga caracterizada por altos niveis de glicose no sangue
e alteragdes no metabolismo lipidico e proteico. Quando a quantidade de glicose no sangue
aumenta, ocorre liberagdo do hormdnio insulina, proveniente do pancreas. A insulina estimula
as células musculares e gordurosas a remover a glicose do sangue, e estimula o figado a
metabolizé-la, fazendo com que os niveis de glicose no sangue diminuam para niveis normais.
Em pessoas portadoras de DM, os niveis de glicose no sangue permanecem altos. Isso porque
a insulina ndo est4 sendo produzida, ou estd sendo produzida em niveis insuficientes e/ou
devido a resisténcia na sua agdo. [1,2]

As formas mais comuns sdo 0 DM tipo 1, caracterizado por um distrbio autoimune, e
0 DM tipo 2, que esté associado ao estilo de vida atual, marcado por inatividade fisica e habitos
alimentares que predispdem ao acimulo de gordura corporal. Considerada uma das grandes
epidemias mundiais do século XXI (cerca de 240 milhdes de pessoas eram portadoras da doenga
em 2005 e ha projecdo para este nimero subir para 366 milhdes em 2030), 0 DM tipo 2 é visto
como um problema de salde publica, tanto nos paises desenvolvidos como em paises que estdo
em desenvolvimento. [1,2,16]

O excesso intracelular de glicose pode resultar em fluxo aumentado da via poliol com
aumento de sorbitol e frutose decorrente da maior atividade das enzimas aldose redutase (AR)
e sorbitol desidrogenase. A glicélise excessiva sobrecarrega a cadeia mitocondrial de transporte
de elétrons, gera espécies reativas de oxigénio (EROs), reduz os niveis de NADPH e,
consequentemente, aumenta o estresse oxidativo. O excesso de EROs induz alteracBes
intracelulares no reticulo endoplasmatico e no DNA. Glicose elevada também aumenta o0s
niveis de metilglioxal, através das reagdes de Maillard, que produzem Advanced Glycation
Endproducts (AGEs). [9,12]

Com a geracdo de AGEs ocorre a ativagdo de mondcitos, células endoteliais, aumento
de citocinas, moléculas de adesdo intracelular (ICAM, Intra celular adhesion molecules) e
fatores vasculares danificando a funcdo bioldgica das proteinas. A ligacdo de AGE com o
receptor extracelular (RAGE) inicia uma cascata de efeitos inflamatérios através da NADPH
oxidases, 0 que provoca mais estresse oxidativo. Os AGEs interagem com receptores tipo Toll
(TLR, Toll-likereceptors) e com RAGE, ativando o fator de transcri¢do NF-kB, citocinas pro-
inflamatorias, 1L-6 e TNF-o. [9,12,16]

Sabe-se que o tecido cerebral é altamente dependente de glicose como fonte energética

e também para a sintese de glutamato e glutationa (GSH). Glutamato, o principal
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neurotransmissor excitatério do Sistema Nervoso Central (SNC), esta envolvido na maioria das
funcdes cerebrais, no entanto, a concentragdo de glutamato na fenda sinaptica é variavel e pode
atuar como uma excitotoxina quando seus receptores sdo superestimulados. A GSH é uma
substancia essencial nos processos de detoxicacdo celular porque é doadora de elétrons na
reducdo de perdxidos, catalisada pela GSH peroxidase, e reage com carbonilas reativas do
metilglioxal endégeno e formaldeido formando intermediarios que sdo substratos de enzimas
detoxificantes. Devido a esta dependéncia nos processos celulares, os distirbios do
metabolismo de GSH estdo associados a doengas neurolégicas, tais como a Doenga de
Alzheimer (DA). Esta patologia também pode ser associada a toxicidade do glutamato.
[10,14,16,23]

Na fisiopatologia do DM, ocorre elevagdo de glicose no tecido neuroldgico, o que pode
levar ao aumento da via glicolitica e aumentar os niveis de metilglioxal (MG), pois é
principalmente através desta via que este composto dicarbonil reativo é produzido, a partir da
degradacédo dos intermediarios glicoliticos dihidroxiacetona fosfato e gliceraldeido-3-fosfato.
O MG é responsavel pela formagdo de AGEs a partir de reagOes de glicagdo em proteinas,
acidos nucleicos e lipidios. Os AGEs causam disfungao das proteinas afetadas que se ligam ao
receptor para produtos finais de glicacdo avancada (RAGE), desencadeando a formacdo de
EROs e apoptose. [9,24]

Sabendo disso, o sistema glioxalase, uma via metab6lica que conta com a enzima
glioxalase 1 (GLO1) e é responsavel pelo processo de detoxificacdo dos a-oxoaldeidos,
particularmente do MG. E o sistema que mantém as concentracdes de MG sob controle,
impedindo a formagdo de AGEs. [3,4]

Tradicionalmente os astrocitos possuem a funcéo de regular e otimizar o ambiente no
qual os neurdnios atuam. Sendo assim, é responsabilidade dos astrocitos manter um controle
rigoroso da homeostase dos ions e do pH, distribuir glicose e fornecer substratos metabélicos
aos neurdnios. Além disso, os astrécitos tém a fungdo de expressar e secretar a proteina de
origem predominantemente astroglial, a S100B, a qual possui diversos alvos intracelulares e
estd envolvida na regulacdo, proliferacdo, diferenciacdo e plasticidade do citoesqueleto, e
também tem um efeito neurotréfico sobre os neurdnios, protegendo contra excitotoxicidade,
estresse oxidativo, toxicidade de -amildide e modulando a neurotransmissgo. [3,5,6]

Outra atividade dos astrdcitos consiste em regular os niveis de neurotransmissores
liberados durante a transmissao sindptica, que sdo removidos da fenda sinaptica através da agao
de transportadores astrocitarios, além disso os astrdcitos desempenham um papel de defesa

contra o0 estresse oxidativo. Essa defesa se d4 mediante a captacdo de glutamato, sintese e
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liberacdo de GSH. Com isso, entende-se que os astrocitos sdo células multifuncionais essenciais
para a sobrevivéncia dos neur6nios permitindo que 0s mesmos se tornem progressivamente
especializados nas tarefas de processamento, codificagcdo e transferéncia de informagoes.
[7,17,23]

Embora os astrdcitos tenham um sistema de glioxalase mais desenvolvido que os
neurdnios, tem sido sugerido que os astrdcitos que apresentam aumento dos niveis de glicose
(caracteristica presente em portadores de DM), e consequente aumento dos niveis de MG, tem
comprometimento de suas funcGes devido a toxicidade celular causada pelo MG e produtos por
ele produzidos, o que pode levar ao desenvolvimento de doencas neurodegenerativas como a
doenca de Alzheimer, com acimulo de AGEs nos neurénios e placas amiloides. [8,9,10,11,12]

Um dos tratamentos do DM2 é a utilizacdo da metformina (1,1-dimetilbiguanida) (Met),
fruto de estudos dos efeitos da Galega officinalis, tendo seu uso relatado desde a Idade Média
para o tratamento da polidria do diabetes. A Met é um derivado de biguanida, que atua como
sensibilizador de insulina, recomendado em todos os estagios da terapia, em monoterapia e em
combinagdo com outras drogas hipoglicemiantes orais e insulina. A Met exerce potente
atividade anti-hiperglicémica aumentando a captacéo de glicose e diminuindo a gliconeogénese
hepética. Estudos recentes mostraram que a Met possui varias fungdes bioldgicas além de seus
efeitos antidiabéticos, incluindo efeitos anti-inflamatdrios, antioxidantes e neuroprotetores que
podem estender suas indicagdes clinicas. Nas células endoteliais, a Met reduz os niveis de EROs
intracelular através da via AMPK-FoxO3a. [18,19,20]

Estd bem estabelecido que esta droga ultrapassa a barreira hematoencefélica e se
distribui no SNC, além de apresentar grande eficiéncia e toxicidade baixa, com poucos efeitos
adversos que se delimitam praticamente ao inicio do tratamento, o que o coloca, no Brasil, na

Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais. [19,21,22]
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o possivel efeito neuroprotetor da metformina nas alteragdes neuroquimicas

astrocitérias induzidas pelo metilglioxal em fatias de hipocampo aguda de ratos Wistar.

2.2. Objetivos especificos

Investigar o metabolismo astrocitario em fatias mediante exposicdo aguda ao
metilglioxal e a metformina.
Analisar a integridade e a viabilidade celular em fatias mediante exposi¢do aguda ao

metilglioxal e a metformina.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais: Metilglioxal (MG), brometo de [3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetraz6lio]
(MTT), glutationa (GSH), &cido 4-(2-hidroxietil) piperazina-L-etanossulfénico (HEPES) e
materiais para preparagdo de fatias hipocampais aguda da Sigma (Saint Louis, MO, EUA).

Outros reagentes foram comprados de fornecedores locais (Porto Alegre, RS, Brasil).

3.2 Animais: Foram utilizados 20 ratos Wistar machos, com 30 dias de idade da col6nia de
reproducdo (Departamento de Bioquimica, UFRGS, Porto Alegre, Brasil). Os animais foram
mantidos sob luz controlada e condigdes ambientais (ciclo de 12 h de luz/12 h de escuro a uma
temperatura constante de 22 + 1°C) e tiveram livre acesso a comida comercial e agua. Este
estudo foi realizado de acordo com as Diretrizes Institucionais para o Cuidado e Uso de Animais
e o Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC), que aprovou os procedimentos
realizados neste trabalho (aprovagdo nimero 34321).

3.3 Obtencéo de amostras de hipocampo: Os animais foram decapitados e, em seguida, 0s
cérebros foram removidos e colocados em tampao HEPES salina gelado com a seguinte
composicdo (em mM): 120 NaCl; 2 KCI; 1 CaCl2; 1 MgS04; 25 HEPES; 1 KH2PO4, 10 de
glicose e pH 7,4. O hipocampo foi dissecado e fatias transversais de 0,3 mm foram obtidas a
partir de um picador de tecidos Mcllwain. As fatias foram transferidas imediatamente para
placas de cultura de 24 pocos para estabilizagdo por 120 minutos, em temperatura ambiente.

Apds, o meio de incubacéo foi trocado para a realizacdo dos tratamentos em triplicatas por 1



13

hora a 37°C. Os grupos de tratamentos foram: 1) Basal; 2) MG (metilglioxal, 500 uM); 3) Met
(Metformina 500 uM); 4)MG + Met (metilglioxal, 500 uM + Metformina 500 uM). Apos
tratamento, foi mensurado captacdo de glutamato, secre¢éo de S100B, atividade da glutamina

sintetase e glioxalase 1, contelido de GSH e DCF, e viabilidade e integridade celular.

3.4 Ensaio de atividade GLOL1: Fatias foram lisadas e homogeneizadas em tampé&o fosfato de
sodio, pH 7,4. Posteriormente, as fatias foram centrifugadas a 13.000 rpm por 15 min a 4°C e
0 sobrenadante foi utilizado para atividade enzimética e medida do conteudo proteico. A
atividade do GLO1 foi testada de acordo com [13] com algumas modificagBes. O ensaio foi
realizado em microplacas de 96 pocos usando um espectrofotdmetro de microplacas (UV Star-
Greiner). A mistura reacional (200 pL / poco) continha tamp&o fosfato de sédio 50 mM, pH
7,2, 2mM MG e 1 mM GSH (pré-incubado por 30 min em temperatura ambiente). A proteina
da amostra (10-20 pg por pogo) foi adicionada ao tampdo. A formacdo de S- (D) -
lactoilglutationa foi linear e monitorizada a 240 nm durante 15 min a 30 ° C. Uma unidade de
atividade de GLOL1 é definida como a quantidade de enzima que catalisa a formag&o de 1 pmol
de S-(D)-lactoilglutationa por minuto. A atividade especifica foi calculada em miliunidades por

miligrama de proteina (mU / mg de proteina).

3.5 Ensaio de integridade celular: A atividade da lactato desidrogenase (LDH) no meio de
incubagdo foi determinada por um kit comercial colorimétrico (K014, Bioclin, Brasil), de
acordo com a instrucdes do fabricante. Os resultados foram expressos como porcentagens do

controle.

3.6 Ensaio de viabilidade celular: As fatias hipocampais foram incubadas com brometo de 3-
(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazdlio (MTT) 0,05 mg/mL & 37°C. Em seguida, o
meio de incubac&o foi removido e os cristais formados foram dissolvidos em DMSO. Os valores
de absorbancia foram medidos em dois comprimentos de onda, 560 e 650 hm e o célculo foi
realizado subtraindo o valor de absorbancia lido em 650 nm do valor obtido em 560 nm. [29]

Os resultados foram expressos como porcentagens do controle.

3.7 Ensaio de contelido de glutationa: Os niveis intracelulares de GSH (nmol / mg proteina)
foram medidos como descrito anteriormente (Browne e Armstrong 1998). Este ensaio detecta
apenas o teor reduzido de glutationa. Fatias foram diluidas em dez volumes de tampéo fosfato
de sédio 10mM, pH 8,0, contendo 5 mM de EDTA e a proteina foi precipitada com 1,7% de
acido meta-fosforico. O sobrenadante foi testado com oftaldialdeido (1mg/mL de metanol) a

temperatura ambiente durante 15 min. A fluorescéncia foi medida usando comprimentos de
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onda de excitacdo e emissdo de 350 e 420 nm, respectivamente. Uma curva de calibragéo foi
empregada usando solucBes padrdo de GSH (0 a 500 uM). As concentragdes de GSH foram

expressas em pmol/mg proteina.

3.8 Contetdo de DCF: A produgdo intracelular de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi
detectada por composto 2 ' 7*-diclorofluoresceinadiacetato (DCF-DA). DCF-DA é hidrolisado
por esterases intracelulares e depois oxidado por EROS a um composto fluorescente, 2 ', 7'-
diclorofluoresceina (DCFH). As fatias foram tratadas com DCF-DA (10 uM) por 30 min em
37°C. Apbs a exposicdo ao DCF-DA, as fatias foram lisadas em PBS com Triton X-100 a 0,2%.
A fluorescéncia foi medida em um leitor de placas (Spectra Max Gemini XPS,
MolecularDevices, USA) com excita¢do a 485 nm e emissdo a 520 nm. Todos os procedimentos
foram realizados no escuro (Quincozes-Santos et al. 2010,2014). O contetido de DCF foi

expresso em U.A./mg de proteina.

3.9 Ensaio de captagdo de glutamato: A captacdo de glutamato foi realizada conforme
descrito anteriormente. As fatias foram incubadas a 37°C em Hank’s balanced salt solution
(HBSS). O ensaio foi iniciado pela adi¢do de 0,1 mM de I-glutamato e 0,66 uCi / mL de L-
[2,3-3H] glutamato. A incubacdo foi parada ap6s 5 min, quando o meio foi removido e as fatias
foram lavadas duas vezes com HBSS gelado. As fatias foram entéo lisadas numa solucéo de
NaOH a 0,5 M. A captagdo independente de sodio foi determinada utilizando N-metil-d-
glucamina em vez de NaCl. A captagdo de glutamato dependente de sodio foi obtida pela
subtracdo da captagdo inespecifica da captacdo total para obter a captagdo especifica. A
radioatividade foi medida em um centilador. Os resultados foram calculados em mmol/mg

proteina/min.

3.10 Ensaio da atividade da enzima glutamina sintetase: O ensaio enzimatico para a
atividade da glutamina sintetase (GS) foi realizado seguindo protocolo prévio com
modifica¢Bes. Resumidamente, fatias de hipocampo foram homogeneizadas em 50 mM de
tampdo de imidazol. Os homogenatos entdo, foram incubados com (mM): 50 imidazol, 50 de
hidroxilamina, 100 de L-glutamina, 25 arseniato de sédio dibasicohepta-hidratado, 0,2 ADP,
cloreto de manganés 2, pH 6,2 durante 15 min a 37 ° C. As reagfes foram terminadas pela
adicdo de 0,2 ml de FeCI3 0,37M, 200 mM é&cido tricloroacético e 670 mM HCI. Apés
centrifugacédo foi medido a absorvéncia do sobrenadante a 530nm. Os valores foram calculados
a partir de curva padrdo (0,1 a 10 mmol / mL) de 4cido y-glutamylhydroxamato (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO. EUA). A atividade de GS foi expressa em pmol/h/mg.
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3.11 Medida de S100B: S100B foi medido por um ensaio imunoenzimatico, como descrito
anteriormente. Resumidamente, 50 uL de amostra e 50 uLL de tamp&o Tris foram incubados por
2 horas em uma placa de microtitulagdo previamente revestida com anticorpo monoclonal anti-
S100B (SH-B1). O anticorpo policlonal anti-S100 foi incubado durante 30 min, e depois foi
adicionado anticorpo anti-rabbit conjugado com peroxidase por mais 30 min. Uma reagdo
colorimétrica com o-fenilenodiamina (OPD) foi medida a 492 nm. A curva padrdo S100B

variou de 0,002 a 1 ng. Os dados foram calculados como ng/mL.

3.12 Dosagem de proteina: A proteina do homogenato de tecido foi mensurada através do

método de Lowry modificado, utilizando albumina de soro bovino como padréo.

3.13 Anélise estatistica: Os dados estdo mostrados como média * erro padrdo médio (EPM) e
foram analisados por Analise de Variancia (ANOVA) de uma via, seguida de pos-teste de
Tukey. Os resultados foram considerados significativos quando p<0,05. Todas as analises
foram feitas em GraphPadSPSS IBM verséo 20.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito da Met sobre 0 MG

A Met vem sendo estudada como uma droga com efeito de detoxificar o MG excessivo
encontrado no organismo de pacientes com DM. Uma teoria ja avaliada é a da reacdo da Met
com MG para formar alguns compostos como hidroimidazolona e triazepinona, no entanto a
reacéo avaliada no é satisfatoria, sendo controverso o efeito da Met na diminuicéo das taxas
de MG. Acredita-se que, em vez da Met, a prépria resisténcia a insulina em pacientes diabéticos
possa ser responsavel pelo decaimento dos niveis séricos deste composto. Outras linhas de
pesquisa levam em consideracdo o potencial anti-glicante da Met devido a sua estrutura
semelhante a aminoguanidina (sabidamente uma eliminadora de MG), a qual possibilita a
reacéo que gera inatividade de compostos dicarbonil como MG. Resultados que demonstram
diminuigdo de niveis plasmaticos de MG em pacientes que faziam uso de altas doses de Met
em comparagao a pacientes que ndo utilizavam esta droga como tratamento, podem abrir espago

para a confirmacg&o desse potencial anti-glicante. [30,31,32]
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4.2 Efeito do MG e da Met na viabilidade celular, na integridade celular e na formacao de

EROs em fatias hipocampais

Fatias hipocampais foram expostas a 500 pM de MG e a co-incubacéo desta substancia
com 500 pM de Met a fim de avaliar se os tratamentos realizados eram capazes de alterar a
viahilidade e a integridade celular, além da analise do efeito protetor da Met sobre as EROs. A
viabilidade celular foi avaliada através dos ensaios de redugdo de MTT e a integridade celular
foi analisada através da atividade da LDH extracelular. N&o se observou diferenca significativa
na viabilidade celular (Figura 1A, P = 0,4402; F = 0,9494) tanto com MG quanto com a co-
incubagdo deste com Met. A Met ndo foi capaz de reverter a redugdo da atividade de LDH
induzida por MG (Figura 1B, P = 0,0001; F = 9,494), ou seja, ndo houve atividade anti-glicante
da Met quando comparada ao grupo exposto somente ao MG. Cabe ressaltar que os niveis de
LDH extracelular sdo relacionados com alteragdo da permeabilidade de membrana celular. MG
per se ndo altera a integridade da membrana, mas sim diminui a atividade da enzima e isso se
da possivelmente por glicagdo da mesma.

O mesmo foi observado na formagdo de EROs (Figura 1C, P= 0,2619; F = 1,484), ndo
houve alteracfes no conteldo de espécies oxidantes em todos os tratamentos. Um estudo
anterior ja havia encontrado resultados inalterados na oxidagdo de DCF quando exposto ao MG.
[29]
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Figura 1. Efeito do MG (500 M) e da Met (500 M), ap6s uma hora de incubacéo dos tratamentos,
na viabilidade celular, na integridade celular e na formacdo de EROs em fatias hipocampais. Os
tratamentos foram realizados em triplicata, os dados estdo mostrados como média = EPM e foram
analisados por ANOVA de uma via, seguida de pds-teste de Tukey. Os resultados foram
considerados significativos quando p<0,05.
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4.3 Efeito do MG e da Met na captagdo de glutamato, na sintese de GSH e na atividade da
GLO1 em fatias hipocampais

A sintese de GSH é formada e regulada por aminoacidos e conta com duas enzimas
dependentes de ATP, sdo elas: a glutationa sintetase (GS) e a glutamato cisteina ligase (GCL),
enzima limitante da sintese e responsavel pelo feedback negativo na producdo de GSH. A GS
é responsavel por adicionar glicina a y-glutamilcisteina criada pela GCL para formar a GSH e
sua regulagdo é menos conhecida. Estudos recentes demonstraram aumento da sintese de GSH
com a elevagdo dos niveis de glicose. Sabendo destes resultados e tendo conhecimento que o
aumento da via glicolitica acarreta elevacédo dos niveis de MG podemos, entdo, sugerir que 0s
niveis elevados de MG podem ser o fator que interfere no conteldo de GSH. [33,34]

No presente trabalho os niveis de GSH aumentaram na presenca de MG (Fig. 3A, P=

0,0005; F = 9,137) e houve reversdo dos niveis de GSH quando o MG foi co-incubado com a
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Met, resultado previsto, visto que, a co-incubagdo com Met preveniu a alteracdo induzida pelo
MG na captacéo de glutamato em fatias (Fig. 3B, P< 0,0001; F = 16,74) e com a reverséo da
captacdo de glutamato existe mais substrato para a sintese de GSH. Nos resultados também
pode ser observado que a Met per se aumentou a captacdo de glutamato, mas o mecanismo
envolvido neste processo é desconhecido.

Este aumento per se também foi observado em um estudo que buscou entender o papel
da guanosina na neuroprotecdo do SNC. O aumento encontrado no estudo em questdo se deu
de forma dependente da concentragdo de guanosina, sugerindo assim que existe um possivel
mecanismo de a¢do protetora desta molécula mediante a excitotoxicidade do glutamato. [37,38]

Com isso, a reversdo na captacdo de glutamato desencadeada pela presenca de Met
encontrada no presente estudo, indica que essas altera¢@es sdo, em parte mediadas pela glicagéo
dos transportadores glutamatérgicos. Pode ser levado em consideracdo que exista outro
mecanismo para essa neuroprotecao e este se apresenta como uma via de compensacao celular
que, ao notar a diminuicéo de glutamato intracelular, desencadeia um sistema de compensacéo
ligado a interferéncia do MG no sistema de glioxalases (Figura 3), 0 qual a GLO1 faz parte e é
o sistema responsavel pela detoxificacdo de MG. Foi observado que esta enzima apresentou
aumento no tratamento com MG (Fig. 2C,P = 0,0394; F = 3,643), resultado esperado devido ao
aumento da demanda de detoxificagdo e este aumento se manteve quando o tratamento foi
concomitante com Met, o que pode ser explicado porque a Met néo foi eficaz na eliminacéo de
MG e com isso a demanda do sistema de glioxalases, e em consequéncia maior necessidade de
atividade da GLO1, foi aumentada.

Alguns estudos demonstraram que, com o aumento na concentra¢do de MG, ocorre
aumento significativo da atividade da GLO1. Estes estudos observaram redugdo na captacéo de
glutamato quando houve um aumento dos niveis de MG, mas a aminoguanidina, outro farmaco
anti-glicante, ndo foi capaz de reverter este quadro [17,33]. A atividade da enzima GS (Fig. 2D,
P =0,4053; F = 1,04) se manteve em todos os tratamentos, pois a regulacdo desta enzima néo

foi bem elucidada ainda.
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Figura 2. Efeito do MG (500 M) e da Met (500 M), ap6s uma hora de incubacéo dos tratamentos,
no metabolismo astrocitario. Foram analisados o contetido de GSH, a captagdo de glutamato, a atividade
da GLOL1 e a atividade da GS. Os tratamentos foram realizados em triplicata, os dados estdo mostrados
como média + EPM e foram analisados por ANOVA de uma via, seguida de p6s-teste de Tukey.
Os resultados foram considerados significativos quando p<0,05.
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Figura 3. Sistema de glioxalases, descoberto em 1913, cujo papel é a regulacdo dos niveis de
metilglioxal através da detoxificacdo do mesmo por meio da producéo de lactato, utilizando glutationa
como reagente. Este sistema tem como enzimas reguladoras a glioxalase 1 e a glioxalase 2.
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4.4 Efeito do MG e da Met na secre¢do de S100B

A S100B é uma proteina sintetizada e secretada pelos astrécitos, que tem relagdo com
dano cerebral, podendo ser usada como um marcador da ativagdo glial em algumas situagdes.
Alguns estudos anteriores ja demonstraram que altos niveis de glutamato extracelular sdo
capazes de gerar alteragOes caracterizadas pela diminuicdo da secrecdo desta proteina, no
entanto, 0s mesmos estudos demonstraram que altos niveis de glicose ndo foram capazes de
gerar alterag@es significativas na secre¢do desta proteina. In vitro, S100B pode ter efeito tréfico
ou apoptatico sobre os neurdnios [29,35,36].

Neste estudo a secrecdo de S100B foi diminuida com a presenca de MG e essa
diminuigdo se manteve no tratamento concomitante com Met (Fig. 5, P< 0,0001; F = 11,8),
portanto, pode ser levado em consideragdo que a S100B estava atuando de forma tréfica e essa
diminuicdo surgiu devido ao dano causado pelo MG. Outro ponto de vista seria que o dano glial
criado pela presenga do MG ndo conseguiu ser revertido pela Met, o que pode ser explicado
pelo pouco tempo de exposi¢do da droga sobre as células hipocampais.

Figura 4. Efeito do MG (500 uM) e da Met (500 uM), apds uma hora de incubacéo dos tratamentos, na
secrecdo de S100B. Os tratamentos foram realizados em triplicata e dados estéo representados como
média £ EPM e foram analisados por ANOVA de uma via, seguida de pos-teste de Tukey. Os
resultados foram considerados significativos quando p<0,05.
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5. CONCLUSAO

MG é um dos principais metabdlitos produzidos durante o desequilibrio da glicose no
DM. Podemos observar que em fatias hipocampais agudas, 0 MG promoveu alteragdes na
atividade astrocitaria, diminuindo a captacdo de glutamato e a secre¢do de S100B, e elevando
a atividade da GLOL1 e o conteido de GSH. O farmaco Met foi capaz de reverter alguns desses
efeitos, como a captacgdo de glutamato e conteildo de GSH.

Uma reducéo na secrecdo de S100B e alteracBes na atividade glutamatérgica podem ser
mecanismos envolvidos na toxicidade astrocitaria e podem contribuir para o dano cerebral
observado em pacientes com DM. A avaliacdo de citocinas pro-inflamatérias pode trazer
respostas em relacdo a esta possivel toxicidade da proteina S100B.

No presente estudo ndo foi possivel identificar com clareza o motivo do MG diminuir a
captagdo de glutamato, com isso fica aberta a oportunidade de uma linha de pesquisa para
investigar a utilizagcdo concomitante de MG e um ativador dos transportadores glutamatérgicos
EAAT-2 como o GT949 e, assim como, analisar a acdo da Met, que aumenta a captacdo de

glutamato, com um inibidor dos transportadores glutamatérgicos EAAT-2, o DL-TBOA.
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