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Resumo

As complicacOes do diabetes mellitus (DM) tém sido associadas a hiperglicemia e aos
altos niveis de compostos reativos, como metilglioxal (MG) e a formacéo de produtos
finais de glicacdo avancada (AGESs). Pacientes com DM tém maior risco de desenvolver
doencas degenerativas, em especial a doenca de Alzheimer (DA). Neste trabalho
investigamos o efeito do inibidor seletivo de GLO1, S-p-Bromobenzilglutationa
ciclopentil diester (BBGC), em células de glioma C6. Foi realizada uma curva de tempo
e concentracao do inibidor BBCG sobre a atividade da GLO1. Pode-se verificar que a
partir de 30 minutos com 10 uM ja existe uma inibi¢do significativa da atividade da
enzima GLO1, que foi sustentada por 1 hora de incubacdo. Contudo, néo foi verificada
inibicdo em 3 horas e em 24 horas de incubacdo. O inibidor de GLO1 junto com MG
diminuiu significativamente a atividade da GLO1 comparado com o controle, porém
essa inibicdo ndo difere estatisticamente do inibidor ou MG incubados separadamente.
Assim, em culturas de glioma C6, BBCG € um inibidor ativo da atividade da GLOL.
Este trabalho abre a possibilidade de uso do inibidor em culturas gliais, bem como em

estudos de toxicidade do MG no sistema nervoso central.
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Highlights

e A toxicidade do MG poder ser estudada em cultura celular por adicdo direta a
cultura ou por incubacao com inibidor da GLO1

e BBCG mostrou ser inibidor ativo da atividade da GLO1 em culturas de glioma
C6

e No entanto, o BBCG ndo teve um efeito inibidor da GLO1 aditivo ao MG



1. Introducéo

O diabetes mellitus é uma doenca metabdlica crbnica caracterizada por
hiperglicemia no jejum e dislipidemia. Essa doenca tem uma repercussao sistémica e
resulta em complicacdes graves no sistema nervoso central [1,2] com alto risco de
desenvolver doencas degenerativas, em especial a doenca de Alzheimer (DA) [3,4]. A
doenca cursa com elevados niveis de AGEs (Advanced Glycation Endproducts) [5],
resultantes da glicacéo proteica tanto diretamente pela glicose ou indiretamente por seu
derivado o metilglioxal (MG).

O MG é um composto dicarbonil produzido principalmente através da via
glicolitica, a partir de trioses fosfato (dihidroxiacetona fosfato e gliceraldeido-3-fosfato)
e do metabolismo de corpos cetdnicos [6,7]. O MG, que é altamente produzido em
condicdes hiperglicémicas [8], encontra-se em concentracdes elevadas no plasma de
pacientes diabéticos e no fluido cerebrospinal de pacientes com DA [9,10,11].

As células possuem um sistema de detoxificacdo do MG, o sistema glioxalase,
que converte 0 MG a D-lactato [12]. O sistema glioxalase é composto por duas enzimas:
glioxalase 1 (GLO1) e 2 (GLO2). A primeira etapa usa como substrato glutationa
reduzida (GSH), além do MG, produzindo S-D-lactoil-glutationa. Na segunda reacdo
esse composto é hidrolisado originando D-lactato e regenerando GSH [6]. Estudos
apontam diminuicdo na atividade da glioxalase no envelhecimento e nos estagios
intermediarios e tardio da DA e prop6em que essa reducdo levaria ao aumento da
glicacdo e do dano aos tecidos [13,14] e, supostamente, a0 aumento da concentracdo de
MG. Na fase inicial dessa doenca ocorre regulacédo positiva da GLO1, provavelmente de
maneira compensatoria, para evitar o aumento de MG [15,14].

No sistema nervoso central os astrocitos tém niveis mais elevados do sistema
glioxalase, sendo os principais responsaveis pela detoxificacdo do MG. Além disso, 0s
astrocitos sdo responsaveis por inimeras funcgdes incluindo suporte metabolico de
neurbnios [16], defesa antioxidante, sintese de substratos e reciclagem de
neurotransmissores, regulacdo da barreira hematoencefalica e clearance sinaptico [17].
Sinais de disfuncdo dos astrocitos sdo observados no diabetes mellitus, comprometendo
a atividade do sistema nervoso [18,19,20]. O estudo de funcBes astrociticas in vitro
pode ser feito utilizando-se culturas primarias, ou usando a linhagem C6 de glioma de
ratos, que apresenta diversas caracteristicas da cultura primaria [21].

Recentemente, um trabalho do nosso grupo mostrou que a exposicao de células

C6 a0 MG causou reducdo dos niveis de GSH, sem uma alteracdo significativa no



conteudo e atividade de GLO1 [21]. Outra abordagem possivel seria usar um inibidor de
GLO1, que poderia aumentar os niveis endégenos de MG. Neste trabalho investigamos
o efeito do inibidor seletivo de GLO1, S-p-Bromobenzilglutationa ciclopentil diester
(BBGC), um inibidor permeavel e competitivo da GLO1 [6] em células de glioma C6.

Avaliamos se este inibidor poderia ter um efeito aditivo ao do MG.

2. Materiais e Métodos

2.1. Materiais. Metilglioxal (MG), brometo de [3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazdlio] (MTT), vermelho neutro (VN), S-p-Bromobenzilglutationa ciclopentil diester
(BBGC), glutationa (GSH), &cido 4-(2-hidroxietil) piperazina-L-etanossulfonico
(HEPES) e materiais de cultura celular da Sigma (Saint Louis, MO, EUA). O
Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) e a solucéo salina tamponada com fosfato
de Dulbecco (DPBS) foram adquiridos da Gibco BRL (Carlsbad, CA, EUA). O soro
fetal bovino foi obtido de Cultilab (Campinas, SP, Brasil). Outros reagentes foram
comprados de fornecedores locais (Porto Alegre, RS, Brasil).

2.2. Cultura de células de glioma C6. Foi obtida da American Type Culture Collection
(ATCC) (Rockville, Maryland, EUA). Células C6 com alto nimero de passagens (pelo
menos 100) uma linhagem celular semelhante a astrocitos, foram cultivadas em garrafas
a uma densidade de 10* em DMEM (pH 7,6) suplementado com 5% de soro fetal
bovino, 2,5 mg/mL de fungizona e 100 U/L de gentamicina em 5% de CO,/95% de ar a
37°C. Apos as células atingirem confluéncia, foram semeadas em placas de 24 pocos a
densidades de 60.000 células/poc¢o para serem tratadas 48 horas depois. Para realizacdo
dos tratamentos, 0 meio de cultura foi substituido por DMEM sem soro na auséncia ou
presenca de MG por 24 horas [22]. Para realizacdo da curva de tempo e concentracao as
celulas C6 foram incubadas com inibidor da enzima GLO1 (S-p-Bromobenzilglutationa
ciclopentil diester) durante diferentes tempos (10, 30, 60 e 180 minutos) e
concentracgdes (2,5, 5, 10 e 20 uM). Quando pertinente, a incubacdo com o inibidor foi

realizada sempre antes da exposicdo ao MG.

2.3. Ensaio de redugdo do MTT. No final dos tratamentos, as células foram tratadas com
MTT 0,5 mg/mL durante 30 minutos em 5% de CO2/95% de ar a 37°C. O meio foi
removido e os cristais de MTT foram dissolvidos em DMSO. Os valores de absorbancia

foram medidos a 560 e 650 nm. A redugdo de MTT foi calculada pela seguinte formula:



[ (abs 560 nm) - (abs 650nm) ] [23]. Os resultados foram expressos como percentagens

do controle.

2.4. Ensaio de incorporacdo de vermelho neutro. No final dos tratamentos, as células
foram tratadas com 50 pg/ mL de VN durante 30 minutos em 5% de CO2/95% de ar a
37°C. As células foram entdo lavadas duas vezes com solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS) durante 5 minutos de cada vez. O corante VN que foi absorvido por
células viaveis foi entdo extraido com 500 pL de &cido acético/etanol/agua (1/50/49,
v/v). Os valores de absorbancia foram medidos a 560 nm [24]. Os resultados foram

expressos como percentagens do controle.

2.5. Avaliacdo do sistema da glioxalase. As culturas C6 foram primeiro lisadas e
homogeneizados em tampdo fosfato cloreto de potassio, pH 7,4. Os homogeneizados de
células foram entdo centrifugados a 6.000 g durante 15 minutos a 4°C e o sobrenadante
foi utilizado para a atividade enzimatica e dosagem do conteldo de proteina. A
atividade da GLO1 foi entdo determinada como anteriormente descrito [25], com
algumas modificacdes. O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pocos utilizando
um espectrofotdbmetro de microplacas (UV Star - Greiner). A mistura reacional (200
uL/pog¢o) continha tampéo fosfato de sédio 50 mM (pH 7,2), MG 2 mM e GSH 1 mM
(pré-incubados durante 30 minutos a temperatura ambiente). A amostra foi adicionada
ao tampdo (concentragdo de proteina 10-15 pg por pogo). A formagdo de S-(D)-
lactoilglutationa foi linear e monitorada, a cada minuto, durante 15 minutos, a 240 nm e
30° C. Uma unidade de atividade de GLOL1 é definida como a quantidade de enzima que
catalisa a formac¢ao de 1 umol de S-(D)-lactoilglutationa por minuto. A atividade

especifica foi calculada e ap6s, expressa como percentagem do controle.

2.6. Dosagem de proteina. O contetdo de proteinas foi medido utilizando o método de

Lowry, modificado por Peterson utilizando albumina bovina como padréo [26].

2.7. Analise estatistica. Os dados estdo mostrados como média + erro padrdo e foram
analisados por Analise de Variancia (ANOVA) de uma via, seguida de pos-teste de
Duncan. Os resultados foram considerados significativos quando p<0,05. Todas as

analises foram feitas em SPSS IBM verséo 20.



3. Resultados

3.1 Curva de tempo e concentracéo do inibidor da GLO1 na atividade da GLO1. A fim
de avaliar o efeito do inibidor utilizado sobre a atividade da GLO1 foi realizada uma
curva de tempo e concentracdo. As células de glioma C6 foram tratadas com diferentes
concentragdes do inibidor BBGC (2,5 a 20 uM), em 10, 30, 60, 180 minutos ¢ 24 horas.
A atividade da GLO1 foi significativamente reduzida com a concentragdo de 10 uM nos
tempos de 30 e 60 minutos em relagdo ao controle, em 11% e 16%, respectivamente
(Figura 1C). Nas concentracdes de 2,5, 5 e 20 uM em 10, 30, 60, 180 minutos (Figura
1A,1B,1D) e 24 horas (dados ndo mostrados) néo foi observada inibicdo da GLO1.
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Fig. 1. Curva de tempo e concentra¢do do inibidor da GLO1, BBCG. As células de
glioma C6 foram tratadas com diferentes concentra¢des do inibidor (2,5, 5, 10 ou 20
uM) por 10, 30, 60 ou 180 minutos. Os dados estdo representados como média + erro
padrdo de quatro experimentos independentes realizados em triplicata a partir do ensaio
de atividade da GLO1. O valor do controle é assumido como 100%. Os dados foram
analisados por ANOVA de 1 via seguido pelo teste de Duncan, assumindo p<0,05.
*Significativamente diferente do controle.



3.2 Efeito do inibidor de GLO1 e do veiculo na viabilidade celular e na atividade da
GLO1 em células C6. Células de glioma C6 foram expostas a concentragdo de 10 uM
do inibidor de GLO1 durante 60 minutos a fim de avaliar se os tratamentos realizados
eram capazes de alterar a viabilidade das células C6 e se o veiculo poderia interferir na
atividade da GLO1. A viabilidade celular foi avaliada através dos ensaios de reducdo de
MTT e de incorporagdo de VN (Figura 2). N&o se observou diferenca significativa nos
dois pardmetros de viabilidade celular investigados (Figura 2A e 2B) tanto com inibidor
da GLO1 quanto com o veiculo. Em relacdo a atividade da GLO1, verificou-se
novamente que o inibidor de GLO1 diminuiu significativamente a atividade da GLO1 e

que este efeito ndo foi mediado pela presenca do veiculo (Figura 2C).
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Fig. 2. Efeito do inibidor de GLO1 na viabilidade celular e na atividade da GLO1 em
células C6. A reducdo de MTT (A), a incorporacdo de VN (B) e a atividade da GLO1
(C) foram avaliadas apos 60 minutos de incubagao com 10 uM do inibidor de GLO1. O
veiculo corresponde ao DMSO 0,1%. Nos testes de reducdo de MTT e de incorporacao
de VN, os dados estdo representados como média + erro padrdo de trés experimentos
independentes realizados em quadruplicata, assumindo o valor do controle como 100%.
Os dados da atividade da GLO1 estdo expressos com média + erro padrdo de quatro
experimentos independentes realizados em triplicata. Os dados foram analisados por



ANOVA de 1 via seguido pelo teste de Duncan, assumindo p<0,05. *Significativamente
diferente do controle e do veiculo.

3.3 O inibidor da GLO1 e 0 MG diminuiram a atividade da GLO1. A fim de investigar
se 0 tratamento com MG impactaria na atividade da GLO1 quando as células C6 ja
estdo com a atividade da enzima reduzida, foi realizada incubacdo com inibidor de
GLO1, BBCQG, na concentragdo de 10 uM por 30 minutos e, apds, adicionado MG 400
puM. O tratamento com inibidor de GLOl e/ou MG foi capaz de reduzir
significativamente a atividade da enzima GLO1 quando comparado somente com o
controle, em 14%, 18%, 14%, respectivamente (Figura 3). E importante mencionar que
ndo se observou reducdo significativa da atividade da GLO1 quando as células de
glioma C6 foram incubadas com o inibidor na concentracdo de 10 uM por 24 horas

(dados ndo mostrados), indicando, portanto, que o efeito de inibigdo é transitorio.
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Fig. 3. Efeito do inibidor de GLO1 (10 uM) e MG (400 uM) na atividade da GLO1. As
células de glioma C6 foram incubadas por 30 minutos com inibidor de GLO1 (grupo
inibidor GLO1) ou DMEM sem soro e, apos, adicionou-se MG (400 uM) (grupo
inibidor GLO1 + MG) por 24 horas. Os dados estdo expressos com média + erro padrao
de quatro experimentos independentes realizados em triplicata, assumindo o valor do
controle como 100%. Os dados foram analisados por ANOVA de 1 via seguido pelo
teste de Duncan, assumindo p<0,05. *Significativamente diferente do controle.

4. Discussao

A manipulacdo do sistema glioxalase, especificamente da GLO1 por ser a
enzima limitante deste sistema, através da superexpressdo ou inibigdo desta enzima, tem
sido utilizada em diversos estudos in vitro e in vivo com o objetivo de verificar os

efeitos de alteracdes nas concentragcdes de MG e dos AGEs derivados deste composto



[27,28,29]. A atividade da enzima GLOI1 previne o acimulo de MG ¢ de outros
dicarbonis reativos, além de diminuir as reagdes de glicagdo mediadas por dicarbonis
[30]. Os inibidores da GLO1 derivados da S-benzilglutationa sdo potentes inibidores
desta enzima. Dentre estes inibidores, BBCG é um inibidor competitivo da GLO1 [6]
que foi capaz de elevar os niveis enddgenos de MG [27,29]. Com este inibidor
complementamos um estudo do efeito da alteracdo nas concentragdes de MG sobre a
atividade da GLO1 em células de glioma C6.

Inicialmente, foi realizada uma curva de tempo e concentracdo do inibidor
BBCG sobre a atividade da GLO1. Pode-se verificar que a partir de 30 minutos com 10
uM ja existe uma inibi¢do significativa da atividade da enzima GLO1, que foi
sustentada até 1 hora. Nas demais concentracdes e tempos avaliados ndo foram
verificadas alteraces significativas na atividade da GLO1. Os resultados estdo de
acordo com dados existentes na literatura, 0s quais mostram que na concentracdo de 10
uM durante 1 hora de incubacdo ha aumento dos niveis endogenos de MG em
eritrocitos, células HL60 e células endoteliais [6,27,29].

O inibidor utilizado foi diluido em DMSO, conforme instrucdo do fabricante.
Tendo em vista que estudos mostram que a concentracdo de DMSO deve ser limitada
pois pode causar efeitos neurotoxicos foi avaliado o efeito do inibidor e do veiculo,
DMSO 0,1% [31,32]. Primeiramente, a fim de elucidar se o efeito do inibidor da GLO1
teria influéncia da concentracao de veiculo utilizado foi realizada a medida da atividade
da GLOL. O veiculo, na concentracdo testada, ndo foi capaz de alterar a atividade da
GLO1. Ademais, quando avaliamos o efeito do inibidor de GLO1 e do veiculo na
viabilidade celular (com base nos ensaios de reducdo do MTT e incorporagdo de VN)
ndo se observou diferenga significativa quando as células C6 foram tratadas com 10 uM
do inibidor de GLO1 durante 60 minutos. Também avaliamos a viabilidade celular
quando com a incubacdo do inibidor de GLO1 (10 uM) e/ou MG (400 uM) durante 30
minutos e ndo foi observada alteracdo nos ensaios de MTT e NR (dados ndo mostrados).
Como a partir de 30 minutos ja € verificada inibicdo significativa da atividade da GLO1,
foi adicionado MG (na concentragdo de 400 pM) ap6s 30 minutos de incubagdo com
inibidor e avaliada a atividade da GLO1. O inibidor de GLO1 + MG diminuiu
significativamente a atividade da GLO1 comparado com o controle, porem né&o
diferente estatisticamente do inibidor e do MG incubados separadamente. Isso indica
que ndo houve um efeito aditivo de inibigéo entre 0 MG e o BBCG. Cabe mencionar

que usamos MG em alta concentracdo. Contudo valores nessa ordem ja foram usados



em culturas celulares [33,34,35,36,37], bem como foram encontrados no plasma de
pacientes diabéticos ndo controlados [38].

Outro aspecto importante é de que ndo se pode afirmar que, efetivamente, hd um
aumento das concentracdes intracelulares de MG verificadas somente pela inibicdo da
atividade da enzima GLO1 com BBCG. Sabe-se que o sistema glioxalase € o principal
sistema de detoxificacdo do MG, porém ndo € o Unico. Outros sistemas utilizam o0 MG
como substrato, tais como: o sistema das redutases, porém de menor relevancia quando
comparada com o sistema glioxalase, este sistema inclui a aldeido redutase e a carbonil
redutase [39]. Apesar dessa limitacdo, o estudo da inibicdo da atividade da GLO1 com
BBCG pode auxiliar a compreender como as células se adaptam a alteracdes no
principal sistema de defesa dos carbonis reativos.

Além da inibicdo da GLO1 diretamente, a utilizacdo de inibidor da sintese de
GSH também pode ser uma ferramenta adicional para estudar alteracfes no sistema
glioxalase, tendo em vista que a GSH é um co-substrato na reacdo da GLO1 [6]. Outra
perspectiva interessante deste trabalho seria avaliar o efeito protetor de agentes
antiglicantes, como a aminoguanidina ou da metformina, uma biguanida amplamente
usada como medicamento antidiabético, contra a exposi¢do de altos niveis de MG ou a
inibicdo da GLO1.

5. Concluséao

Em suma, este trabalho mostrou que o BBCG € um inibidor ativo da atividade da
GLO1 em culturas de glioma C6. A concentracdo de 10 uM por 1 hora, aponta uma
cinética de inibicdo similar a observada em outras células. O inibidor ndo afetou a
viabilidade celular nessa concentracdo. E seu veiculo (DMSO, 0,1%) per se ndo afetou a
viabilidade celular, nem teve efeito sobre a atividade da GLO1. O BBCG né&o teve um
efeito inibidor aditivo ao MG. Este trabalho abre a possibilidade de uso do inibidor em
culturas gliais, bem como em estudos de toxicidade do MG no sistema nervoso central.
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