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Resumo

Existem evidéncias recentes, mas em nimero crescente, que apontam para uma
relacdo entre a doenca de Alzheimer e a diabetes. A doenca de Alzheimer (DA) € uma
doenca neurodegenerativa em que as conhecidas perdas nas faculdades cognitivas sio,
em grande parte, devidas a uma consideravel taxa de morte neuronal. O peptideo beta-
amiléide (BA) é apontado como um agente importante no contexto da neurotoxicidade
associada com DA. Outros agentes considerados relevantes nesta doenca sdo o peréxido
de hidrogénio, que promove stress oxidativo em neurdnios e a transtirretina (TTR), uma
vez que é conhecido o seu papel como transportadora de BA e, se mutada, pode
provocar morte neuronal. J4 a insulina é apontada como potencial agente neuroprotector
constituindo uma oportunidade terapéutica para a DA. Apesar de haver ainda pouca
informacao sobre a funcdo da insulina no cérebro, sabe-se que modula a actividade
neuronal e consequentemente as funcdes cognitivas. Nomeadamente, eventos de
plasticidade sindptica como LTP (Long Term Potentiation), o paradigma experimental
da memoria, podem ser modulados pela insulina. Contudo o processo facilitador da
insulina no LTP e na memodria nio € entendido, assim como muitos dos mecanismos
consequentes a activacdo dos receptores de insulina expressos em regides especificas do
cérebro como o hipocampo. No entanto, foi revelado por este laboratério um papel
inibitério da insulina em correntes neuronais de potdssio que, aumentando a
neuroexcitabilidade, pode facilitar a inducao de LTP.

Este trabalho procurou aprofundar o conhecimento sobre as faculdades
neuroprotectoras da insulina, estudando o plausivel papel neuroprotector desta em
relacdo a agressores associados a DA. Em células de neuroblastoma NIE-115,
averiguou-se se a neuroproteccdo pela insulina se processa através da mesma via
recrutada na modulacao nos canais de potdssio ou se recruta uma via independente. Para
tal elaboraram-se ensaios de viabilidade celular (MTT) com insulina e com Way-
123,398-A-5 (WAY), bloqueador especifico dos canais tipo ERG, responsaveis pela
corrente de K* sensivel 2 insulina nas células N1E-115 (Lima et al., 2008). Assim, na
presenca de insulina ou WAY, adicionaram-se os agressores em estudo. Efectuaram-se
também ensaios de fluorescéncia, marcando as células com o indicador sensivel ao
calcio (Ca2+) Fluo-3AM, afim de se estudar a dindmica do Ca®" face 2 insulina e

também, face a exposi¢ao com H,O, e TTRs.
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Os decréscimos na viabilidade celular induzidos por H,O,, ABi.42, € TTR 55°
foram claramente atenuados pela insulina mas inalterados com o WAY. Tais resultados
demonstram que a neuroprotec¢do inferida pela insulina ndo recruta a mesma via que €
mobilizada na modulagdo dos canais ERG.

O H;0; e TTRS55® evocaram um aumento persistente no Ca** citosolico,
consistente com o efeito neurotéxico, ao passo que a insulina evocou um aumento
transitério, coerente com o seu efeito neuroprotector. A insulina ndo contrariou a
mortalidade induzida pelo DMSO e os resultados com H,O, mostraram que existe um
efeito neuroprotector por parte da insulina e que esse efeito € tanto maior quanto mais
intensa for a agressdo. Tais resultados sugerem que a neuroprotec¢do da insulina é
eficaz em situagdes de stress oxidativo mas ndo em casos em que a integridade da
membrana é comprometida.

A TTR wt aumentou a sobrevivéncia celular ao passo que a TTR 55’ a reduz;
consistente com tais factos, a TTR wt¢ induz um aumento breve, e pequeno no Ca®
citoplasmdtico contrastando com uma elevacdo considerdvel, lenta e persistente nos
niveis de Ca”* causada pela TTR 55’.

O presente trabalho mostra que a activacdo do receptor da insulina leva a uma
neuroprotec¢do nao recorrendo a via de modulacio da neuroexcitabilidade, segundo um
fenémeno associado a alteracdes na dindmica de Ca®* mas discute o envolvimento de

outra via independente do Ca**

Palavras-chave:

Insulina, neuroproteccao, cdlcio, amildides, canais de potassio
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Abstract

Recent research has revealed a relationship between Alzheimer's disease (AD)
and diabetes. AD is a neurodegenerative disease characterised by cognition losses,
mainly due to neuronal death. The B-amyloid peptide (A) is a major protagonist in the
neurotoxicity associated with AD. Other relevant ‘players’ in the AD context are the
hydrogen peroxide, which promotes oxidative stress and transthyretin (TTR), which is
able to act as an AP carrier and, when mutated, to promote cell death. On the other
hand, insulin is described as a neuroprotective agent. Although information about brain
insulin is still scarce, it is known that insulin modulates neuronal activity. In particular,
events of synaptic plasticity such as LTP (long-term- potentiation), the experimental
paradigm for memory and learning, can be facilitated by insulin. Such facilitation is not
yet understood. In our laboratory, an inhibitory role of insulin on neuronal potassium
currents was revealed (Lima et al., 2008). It was postulated that the consequent increase
in neuroexcitability may facilitate the induction of LTP.

The present study aims to deepen the knowledge about the insulin
neuroprotection to AD related insults. In differentiated neuroblastoma cells N1E-115,
addressed the question whether the neuroprotection by insulin occurs through the same
cell-pathway as the one recruited for the modulation of potassium channels. To do so,
cell viability tests (MTT) were used, using insulin and Way-123,398-A-5 (WAY), a
specific blocker of ERG-type channels which underlies the insulin sensitive K* current
in N1E-115 cells (Lima et al., 2008). In the presence of insulin or WAY, the AD related
insults were applied and the results compared. Fluorescence recordings from cells
loaded with the Ca®* sensitive indicator Fluo-3 AM were conducted to study if Ca**
dynamics is altered by insulin as well as by H,O, or TTRs.

The disclosed decreases in cell viability induced by H,O,, AB;4, and TTR 55'
were attenuated by insulin treatment but unchanged by WAY. These results
demonstrate that the neuroprotection induced by insulin does not recruit the same
pathway as the one utilised by the modulation of ERG channels.

Application of H,O, and TTR 55' evoked a persistent increase in Ca**, consistent
with the neurotoxic effect, while insulin evoked a transient Ca** increase, consistent
with its neuroprotective effect. Insulin did not reverse the cell-death induced by DMSO,

but instead showed an neuroprotective effect against H,O,. This suggested that the



neuroprotection by insulin is effective in situations of oxidative stress but not in cases
where membrane integrity is compromised.

TTR-wt increased cell survival while TTR 55' reduce it. These observations are
concordant with the recordings showing that TTR wr evokes a small and transient
increase in Ca** , whereas, a larger and sustained Ca** elevation is induced by TTR 55'.
The present work shows that activation of the insulin receptor leading to
neuroprotection does not recruit the same cell-pathway as the one leading to the
modulation of neuroexcitability. It is a phenomenon associated with changes in Ca**

dynamics but the involvement of another pathway independent of Ca®* is discussed.

Key words:

Insulin, neuroprotection, calcium, amiloyds, potassium channels



Nomenclatura: simbolos e abreviaturas

%
abeta
Ca2
CaCl,
Céls.
cm?
CO,
DA
DMEM
DMSO
EGTA
ERG
FBS
Fluo-3AM
GST

h

H,0,
HEPES
ins
InsR
IRS

K*
Katp
KCl
LTD
LTP
MAPK
mg
MgCl,
mL
mM

percentagem

beta amildide

10es cdlcio

cloreto de célcio

Células

centimetros quadrados

dioxido de carbono

doenca de Alzheimer

Dulbecco’s Modified Eagle Médium
dimetilsulféxido

Ethylene Glycol-bis (fB-aminoethyl ether) N,N,N,N’- Tetraacetic Acid
Canal de potéssio ether-a-gogo-related
soro fetal de bovino (Fetal Bovine Serum)
Fluo-3-acetoximetil Ester

Glutationa S-transferase

horas

perdxido de hidrogénio
N-[2-HydroxyEthil] Piperazine-N’-[2-EthaneSulfonic acid]
insulina

receptor de insulina

subtrato do receptor de insulina

i0es de potdssio

canais de potdssio sensiveis a ATP
cloreto de potéssio

long term depression

long term potentiation

phosphoinositide 3-kinase

miligrama

cloreto de magnésio

mililitros

milimolar

XI



MTT

Na*
NaCl
NADH
NADPH
NaOH
nm

o

n
°C

PBS

pH

PI 3-kinase
PI3K
PKB-akt
S.E.M.

TK

TTR

WAY

BA
ABia

uL

3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)- 2,5 difenilbrometo de tetrazolina
nimero de amostras

10es de sddio

cloreto de sodio

enzima quinona oxidurredutase

nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase
hidréxido de sodio

nandmetro (10"9 metros)

numero

graus Célsius

Phosphate-Buffered Saline

simétrico do logaritmo decimal da concentraciao hidrogeniénica molar
phosphoinositide 3-kinase

phosphoinositide 3-kinase

protein kinase B

erro padrdo a média (standard error to the mean)
tirosina cinase

transtirretina

Way-123,398-A-5

vezes

beta amildide

beta amildide (sequéncia com 42 aminoédcidos)
microlitros (10'6 litros)

micromolar

XII



I. Introducéo tedrica

I. INTRODUCAO TEORICA

A insulina possui um papel relevante em diversas fungdes cerebrais, incluindo a
memoria. A sindrome de resisténcia a insulina, caracterizada por valores cronicos
elevados de insulina e reducao do nivel de insulina no cérebro, é normalmente associada
a doenca de Alzheimer (DA) (Zhao et al., 1999; Craft e Watson, 2004; Holscher e Li,
2008). Por exemplo, pacientes com DA apresentam alteracdes na fisiologia da insulina
cerebral, e, uma desregulacdo da homeostase da insulina, estd directamente envolvida
com o inicio de DA (Craft e Watson, 2004; Gasparini e Xu, 2003). Com o progresso da
DA, agentes agressores comegam a provocar danos e consequentemente morte neuronal,
como por exemplo agregacoes de B-amildide (Reichman, 2003) e formas mutadas de
transtirretina (Hou et al., 2007). No entando, acredita-se que a insulina tem propriedades

neuroprotectoras (Venter et al., 2001; Holscher e Li, 2008) que poderdo vir a ser tteis

no desenvolvimento de estratégias combativas na DA.

1.1 Doenca de Alzheimer

A doencga de Alzheimer (DA) é uma desordem neurodegenerativa progressiva,
clinicamente caracterizada pela perda de memoria e por defici€éncias progressivas
noutros dominios da cogni¢do, e que provoca alteracdes comportamentais (apatia,
agitacdo, psicose) e restricdes nas actividades quotidianas (Reichman, 2003). Esta
doenca, que apresenta uma maior taxa de incidéncia com o envelhecimento, constitui a
forma mais comum de deméncia, estimando-se que existam actualmente cerca de 26.6
milhdes de pessoas no mundo com DA, segundo a Organizagcdo Mundial de Saude
(Brookmeyer et al.,1998). Com o aumento da esperanga média de vida e caso ndo
surjam novas terapias preventivas ou neuroprotectoras, calcula-se que o nimero de
pessoas com DA deverd duplicar até 2025.

Embora a causa primdria da DA seja ainda especulativa, existem trés marcos
neuropatoldégicos consistentes desta doenga verificados em cérebros postmortem: placas
extracelulares ricas em PB-amildide (AB) (Reichman, 2003)., trangas neurofibrilhares
intracelulares formadas maioritariamente por formas hiperfosforiladas da proteina tau

(Goedert et al., 1991), e degeneracdo neuronal A perda de memdria a curto prazo,
1




I. Introducéo tedrica

geralmente o primeiro sintoma da doenca, reflecte uma ruptura da comunicagdo entre o
hipocampo e o cortex entorhinal, regides adjacentes do cérebro que se pensa serem
necessdrias para a formacao inicial da memoria (Probst ef al., 1991). Com a progressao
da DA, a comunica¢do neuronal, nas 4reas neocorticais necessdrias para a funcgdo
cognitiva e armazenamento da memoria a longo prazo, é também afectada (Reichman,
2003). Num estado terminal de Alzheimer, o doente acaba por perder toda a sua
capacidade de mobilidade e comunicagdo, assim como a sua massa muscular, pois a
degeneracdo € de tal ordem que sao totalmente dependentes de outro alguém para
sobreviver (Probst et al., 1991), perdendo a sua dignidade enquanto seres humanos. Por
fim, os pacientes morrem, normalmente ndo por causa da doenca, mas por factores
externo (por exemplo pneumonia) devido a debilidade do seu organismo.
Por tudo isto, € imperativo o desenvolvimento de estratégias de combate a esta doenca.
Acredita-se que a insulina possa ser a chave no combate a esta doenca, uma vez
que a insulina cerebral assume funcdes fisioldgicas, entre elas sabe-se que modula a
actividade neuronal e consequentemente as funcdes cognitivas afectadas na DA. Sabe-
se ainda que eventos de plasticidade sindptica, como por exemplo LTP (long term
potentiation), o paradigma experimental da memoria, podem ser modulados pela
insulina (Zhao et al., 1999, Craft et al., 2004). Para além disso e como anteriormente
referido, estados de agregacdo de B-amil6ide, observadas sob forma de placas senis sdo
caracteristicas na DA. Dados recentes indicam que a via neuronal da insulina é um
possivel alvo destes estados de agregacao (Gasparini et al, 2003), uma vez que a
insulina afecta o metabolismo de P-amil6ide (Selkoe, 1991). De facto, o enzima
degradador de insulina, que € controlado pela insulina, tem sido reportado como o
agente desagregador maioritdrio de B-amildide extracelular (Gasparini et al., 2003).
Também as formas soliveis de B-amiléide, que como tem vindo a ser mostrado, sdo as
formas mais téxicas aos neurdnios, induzem uma deficiéncia nos receptores de insulina
no cérebro (Zhao et al., 2008). Todos estes factos reportados podem explicar o facto de

os pacientes de DA apresentarem uma perturbacdo na homeostase de insulina cerebral.
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1.2. Insulina

A insulina é uma pequena hormona polipeptidica constituida por duas cadeias: a
cadeia A composta por 21 residuos de aminodcidos e a cadeia B composta por 30
residuos de aminodcidos, unidas entre si por duas pontes dissulfureto que permitem a
conexdo dos aminodcidos A7 e B7, A20 e B19. Existe ainda uma terceira ponte de
dissulfureto na cadeia A que liga os residuos A6 e All (Bell et al., 1980). A
conformacdo estrutural desta hormona € dominada por sec¢des de hélices o (Figura 1).
Ao todo a molécula activa de insulina tem 51 residuos de aminoécidos, o que se traduz
num peso molecular de 5808 Da e uma grande estabilidade estrutural (Chang et al.,

1997).

Figura 1. Estrutura secundéria da insulina com representac@o atémica das pontes dissulfureto

As moléculas de insulina tém tendéncia para formar mondmeros, mas em
solucdo a formagdo de dimeros é privilegiada devido a ligagdes por pontes de
hidrogénio. No entanto, quando em presenga de ides de zinco os dimeros associam-se
em hexameros devido a interac¢des entre as superficies hidréfobas (Dunn, 2005). Sabe-
se que os hexameros sdo a forma preferencial no armazenamento da insulina nas células
beta e na sua secrecdo para a corrente sanguinea (Huang e Arvant, 1994). Contudo a
forma activa é aparentemente a unidade dnica (mondmeros). Este fendmeno pode ser
explicado devido ao facto de os mondmeros e os dimeros se difundirem no sangue
muito rapidamente, enquanto os hexameros se difundem muito lentamente, dando a
insulina um efeito progressivo e prolongado (Dunn, 2005). Tais conhecimentos
estimularam o desenvolvimento de varios andlogos recombinantes de insulinas
comerciais, sendo a forma mais comum encontrada no mercado a forma de hexameros

combinados com ides de zinco.
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A insulina é produzida nos mamiferos dentro das células f dos ilhéus de
Langerhans situados no pancreas e armazenada em vesiculas do aparelho de Golgi numa
forma inactiva (proinsulina) (Huang e Arvant, 1994). Um a trés milhdes de ilhéus de
Langerhans formam a parte endécrina do pancreas, que ¢é uma glandula
maioritariamente exdcrina. A parte enddcrina totaliza apenas 2% da massa total deste
6rgdo. Dentro dos ilhéus de Langerhans, as células [ constituem 60-80% do todo
(Huang e Arvant, 1994).

A insulina € sintetizada a partir de uma molécula precursora (proinsulina), a qual
pela accdo de enzimas proteoliticas conhecidas como prohormonas convertases (PC1 e
PC2) é transformada na hormona activa (insulina). A proinsulina é formada pelas
cadeias A, B e C sendo que esta ultima é perdida durante o processo da formagdo da

insulina (Figura 2) (Bell et al.,1980).

Pro-Insulin Insulin

MeEhain A-Chain

Figura 2. Esquema estrutural da proinsulina e da insulina (Pittas, AG and Greenberg AS., (2003))

A insulina € uma hormona fundamental para manter o nivel de glucose no
sangue, de forma a que o cérebro, musculos, coragdo e outros tecidos tenham a
quantidade de ‘“combustivel” necessdria ao metabolismo celular normal (Chen e
Anuzzo, 1982; Dahlmann, 1979). Esta hormona também desempenha um importante
papel no metabolismo das gorduras e das proteinas na circulacdo sanguinea (Chen e
Anuzzo, 1982). Promove, por exemplo, o transporte de aminodcidos do sangue para os
musculos e outras células (Fulks, 1975). Dentro destas, a insulina ndo s6 é responsdvel
pela promog¢ao da absor¢do intracelular de aminodcidos da circulacdo, aumentando a

sintese proteica, como também reduz o catabolismo (Fulks, 1975; Mayer e Doherty,
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1986) (processo de quebra de proteinas dos musculos). A acrescentar as demais fungdes
ja descritas, ha participacdo da insulina na activacdo de cascatas celulares e na

facilitacdo sinaptica (Craft e Watson, 2004).

1.2.1 Activacao do receptor da insulina — transducao do sinal

A insulina circula rapidamente, de modo a alcancar os seus 6rgdos alvo (figado,
musculos, tecido adiposo e cérebro), onde interage com o seu receptor, de forma a
desempenhar as func¢des anteriormente referidas. O InsR (receptor de insulina) pertence
a familia de receptores de surperficie celular. O InsR € composto por duas subunidades
o extracelulares e duas subunidades P transmembranares com ligagdes dissulfureto.
Quando uma molécula de insulina interage com o seu receptor, liga-se primeiramente a
subunidade o e promove autofosforilagdo nas subunidades B (Marchant-Brustel er
al.,2003). Cada subunidade o do monémero o tem uma massa molecular de 135kDa e
apresenta-se como inteiramente extracelular, contendo o sitio de liga¢do da insulina. Por
sua vez, cada subunidade [, tem 95kDa e é uma proteina transmembranar, contendo,
portanto, uma por¢ao extracelular, um dominio transmembranar e uma parte citosolica,
que inclui o dominio tirosina cinase (TK), envolvido na sinalizag¢do intracelular (White
& Kahn 1994).

A ligacdo da insulina leva a rdpida autofosforilagdo do receptor, seguida pela

fosforilagdo da tirosina do substrato receptor de insulina (IRS), que induz a activagao
downstream de vias celulares (Marchant-Brustel ef al.,2003).
Os eventos de sinalizagdo intracelular do receptor de insulina sdo, em primeira
instancia, mediados pela familia dos substratos do receptor de insulina (IRS, subtrato do
receptor de insulina), tal como a proteina IRS-1 com 20-22 potenciais locais de
fosforilagdo de tirosina que se ligam, downstream, aos dominios SH2 de vdrias
proteinas efectoras (White e Kahn 1994) como, por exemplo, PI3K (fosfatidinilositol 3
cinase), PKB (proteina cinase B) e MAPK (proteinas cinase activada por mitogénios)
(Marchant-Brustel et al.,2003)..

A interac¢do de IRS-1 com PI 3-Kinase (PI3K) conduz, directamente, a uma via
de sinalizacdo de insulina envolvida no aumento de transporte celular de glucose,

através da translocagdo de proteinas GLUT 4 de um pool intracelular para a membrana
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plasmdtica (Kahn & White 1988; Cheatham et al. 1994; Saltiel e Kahn, 2001) e,
indirectamente, via sinalizacdo IP3K-PKB, a um aumento da actividade enzimatica do
glicogénio sintase (Dent et al. 1990), entre outros efeitos metabdlicos, tais como
lipogénese, lip6lise e sintese proteica.

Os efeitos da insulina dependentes da via de sinalizagio MAPK
(phosphoinositide 3-kinase), incluem sintese de DNA, divisdo e diferenciacdo celulares
estando portanto ligado a funcdo de promogdo de crescimento (Saltiel e Kahn, 2001).

A via PKB-akt (protein kinase B) estd envolvida no controlo da traducdo e mais

recentemente pensa-se estar envolvida na neuroprotec¢ao (Bayascas, 2008).

1.2.2 Insulina como neuroprotector

A insulina tem propriedades neuroprotectoras bem documentadas (Venters et al.,
2001). Fomenta a neurogénese (Aberg, 2000), a formacdo de sinapses e potencia a
utilizacdo eficaz de glucose pelo cérebro (Trejo et al., 2001). Para além disso, sabe-se
que a insulina, protege neurdnios dos agregados de B-amiléide caracteristicos na DA
(Klein et al., 2008;L Alkon et al., 2008) e do stress oxidativo por eles causado (Moreira
et al., 2004; Duarte et al., 2008). Contudo, o mecanismo pelo qual a insulina efectua
essa proteccdo nao estd bem esclarecido. No entanto, pensa-se que a via PKB-akt
desencadeada pela insulina € a via de neuroproteccdo que esta segue (Bayascas, 2008).

Embora haja vérios estudos acerca do assunto ainda ndo existe um consenso.

1.2.3 Insulina no sistema nervoso

Nos tltimos anos, a insulina tem sido um objecto de estudo de grande interesse
cientifico, em razdo da descoberta de outros efeitos bioldgicos além do transporte de
acucar. Evidéncias que prosperaram na ultima década apontam para um importante
territorio da actuacdo da insulina: o cérebro.

Virios estudos j4 identificaram receptores de insulina distribuidos por regides
especificas do cérebro, como o bolbo olfactivo, o hipotdlamo e o hipocampo (Unger et
al., 1998; Schulingkamp et al., 2000), onde a insulina participa numa variedade de
funcdes através de mecanismos que diferem do da sua regulagdo directa da glucose nos

orgaos periféricos. Mais tarde, Woods et al. (2003) e Banks et al. (2004) mostraram que
6
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uma pequena porcao da insulina presente no cérebro era produzida localmente. O papel
da insulina no cérebro € ainda pouco conhecido. Contudo alguns trabalhos sugerem que
a insulina controla varios mecanismos no sistema nervoso central, como a regulacdo da
ingestdo de comida pelo hipotdlamo (Spanswick et al., 2000) e o controlo do olfacto no
bolbo olfactivo (Fadool et al., 2004; Das et al., 2005). Resultados recentes indicam a
insulina como um potenciador da memoria e da aprendizagem. Como por exemplo o
trabalho de Fehm er al. (2000) que mostra que a injeccao intracerebroventricular de
insulina aumenta a memoria em ratos em tarefas de aprendizagem. Por outro lado, Craft
et al. (1999) mostra que a injecc@o intravenosa de insulina em concentragdes precisas
aumenta story recall, em humanos. De um modo geral, os estudos sugerem que a
insulina tem um papel nas fun¢des de aprendizagem e memorizacdo, provavelmente
através da modulacdo de eventos relacionados com a plasticidade sindptica (Zhao e
Alkon, 2001). Entre estes eventos destacam-se a LTP (long term potentiation) (3, 13, 14
lima) e a LTD (long term depression) (14, 15 lima). Acredita-se ainda que a actuacdo da
insulina nesta modelacdo segue uma via de regulacao de moléculas NMDA e receptores
AMPA (Lars et al., 2006). Uma outra hipdtese para a explicagao da possivel modelagcao
da plasticidade sindptica por parte da insulina, € o facto desta alterar a
neuroexcitabilidade, uma vez que se sabe que vdrias correntes de potdssio podem
regular LTP (5, 6 lima). A acrescentar a estes estudos, Lima er al. (2008) obteve
resultados que indicam que existem correntes de potdssio em neurénios CAl sensiveis a
baixas concentracdes de insulina (0,3 uM). E que no modelo neuronal N1E-115, estas
correntes sao mediadas por canais tipo ERG (canais de potdssio dependentes de
voltagem), o que indica um papel modulatério por parte da insulina em correntes de
potdssio em neurdnios.

Consistente com este papel da insulina no sistema cognitivo encontram-se 0s
resultados que evidenciam que a insulina e a resisténcia a insulina estdo associados a
doenca de Alzheimer (Gasparini et al. 2002; Craft e Watson, 2004).

Estas novas descobertas certamente ampliardo os conhecimentos a respeito do
controle da memdria, e possibilitardo novas abordagens para prevenir, tratar ou ao
menos retardar a progressao de doengas com comprometimento da memoria, como € o

caso da DA.
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1.2.4 Insulina como modeladora da neuroexcitabilidade

A accao da insulina e dos receptores de insulina, como tem sido sugerido, poder-
se-4 dever a alteracOes na neuroexcitabilidade, uma vez que ja foi demonstrado que a
insulina ao actuar nas condutincias de K, por mecanismos neuronais especificos, é
capaz de alterar a excitabilidade (Fadool et al., 2004; Lima et al., 2008). Contudo, no
hipocampo surge informacao contraditéria quanto ao efeito da insulina, uma vez que
além de aumentar também sdo capazes de reduzir condutincias de K especificas. Nos
neurénios do bolbo olfactivo — regido cerebral com niveis mais elevados de insulina
(Baskin et al., 1983) e de receptores de insulina (Schuligkamp et al., 2000) — a insulina
aumenta a excitabilidade ao inibir canais de potdssio do tipo Kv 1.3 (canais dependentes
de voltagem), responsdveis pela maioria da corrente de potdssio nestes neurénios. Em
neurénios hipotalamicos, a insulina activa os canais Katp (canais de potdssio sensiveis a
ATP), originando uma diminuic¢do na excitabilidade.

Estes dados aparentemente contraditérios relativos aos efeitos da insulina na
neuroexcitabilidade, conjuntamente com o conhecimento incompleto sobre os
mecanismos de modulacdo das correntes de potédssio pela insulina, desencadearam
novos estudos. Em 2008, Lima et al, obteve resultados que evidenciaram a existéncia de
uma modelacdo da neuroexcitabilidade por parte da insulina através dos canais
especificos de potdssio - ERG, resultando numa correlagdo directa entre o aumento da
excitabilidade o aumento da concentracdo de insulina.

Assim teceu-se a hipdtese de que o mecanismo de neuroproteccdo da insulina
poderia recorrer aos mesmos canais de potdssio usados na modelacdo da
neuroexcitabilidade. Para o verificar, utilizou-se Way-123,398-A-5 (WAY) — um

bloqueador especifico de canais de potdssio tipo ERG nos ensaios.
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1.3 Agressores

1.3.1 Agressores celulares nao amildides

1.3.1.1 Peroxido de hidrogénio

Os peréxidos sao continuamente gerados durante o metabolismo aerébio nos
neurénios de mamiferos. Um produto intermedidrio da degradacdo desses peréxidos é o
peréxido de hidrogénio, que € uma espécie reactiva de oxigénio (ROS). Niveis
fisiolégicos de perdxido de hidrogénio sdo necessérios nao s, para a sinalizacao celular
como também, para a defesa contra microorganismos invasores (Rhee et al., 2005;
Wolfgang et al., 2008). Contudo, a sobrecarga celular de per6xido de hidrogénio induz
stress oxidativo, que se traduz num desequilibrio persistente entre a producdo de
radicais derivados de perdxido e a sua remocgdo, resultando em danos neuronais e
consequente morte (Dringen et al., 2005). Clinicamente, o stress oxidativo tem sido
relacionado com doengas neuroldgicas, como € o exemplo da doenca de Alzheimer e de
acidentes vasculares cerebrais, entre outras (Barnham ef al., 2004). O mecanismo de
toxicidade do peréxido de hidrogénio em células neuronais ainda ndo é completamente
compreendido, mas sabe-se que este afecta a funcdo de vdrias proteinas, incluindo
membranas de canais (Kourier, 1998). Outro evento intracelular importante é o
distirbio na homeostase do cdlcio, que aumenta a sua concentra¢ao no citosol e hd uma
consequente captacdo para o interior da mitocondria, o que promove a peroxidacao
lipidica, a oxida¢do de amino 4cidos (a.a.) e danifica o DNA (Mattson e Liu, 2002;
Teepker et al., 2007).

As correntes de potdssio dependentes de voltagem t€ém um papel crucial na
modificacdo celular neuronal, mais concretamente no funcionamento da excitabilidade e
actividade em rede (Miiller e Misgeld 1990, 1991). Estas correntes controlam a duragdo
do potencial de accdo, a libertacdo de neurotransmissores e hormonas, a plasticidade
sindptica dependente de célcio e a actividade epileptiforme de disparos (Miiller e
Connor 1991; Miiller et al., 1988; Pongs, 1999). Virios estudos mostram que muitos
tipos de canais de potdssio clonados sdo modelados por ROS, onde a oxidagdo resulta

num decréscimo da actividade de disparo (Duprat et al., 1995; Vega-Saenz de Miera e
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Rudy, 1992), enquanto que os canais de potdssio dependentes de voltagem tipo ERG
sdo reforcados pela oxidagdo (Taglialatela et al., 1997).

O aumento da excitabilidade via submodelagdo de canais de potdssio, ou
mudanca de propriedades biofisicas, assim como a dependéncia de voltagem, pode
resultar no reforco de resposta de cdlcio e consequentemente no aumento da sua
actividade de disparo (Pongs, 1999). Este calcio intracelular adicional € captado, por sua
vez, pela mitocondria e pode estimular a fosforilacdo oxidativa assim como produzir
ROS. Este processo forma um ciclo vicioso uma vez que este ROS actua nos canais de
potdssio. Por outro lado, o decrescécimo da excitabilidade pode proteger os neurénios,
tal pode ser conseguido através da exposi¢do do peréxido de hidrogénio, que reduz o
disparo do potencial de ac¢do e a sua frequéncia (Pellmar, 1987), evocando assim
aumentos do cdlcio intracelular. Miiller e Bittner em 2002 verificaram que o peréxido
de hidrogénio em grandes concentragdes (> 500 uM) reduz correntes de potdssio em
canais do tipo ERG em neurénios de hipocampo de rato.

Estudos recentes mostram que ROS desempenha um papel casual na resisténcia
a insulina no musculo esquelético e no tecido adiposo (Bloch-Damti e Bashan, 2005).
Sabe-se também, que essa resisténcia ocorre em condi¢des neurodegenerativas, sendo
evidenciada por um decréscimo da expressao ou sobreexpressao funcional de receptores
de insulina. (Ostlund et al., 2001; Peretz et al., 2001). Em 2007, Zhong e Lee,
obtiveram resultados que sugeriam que a resisténcia/ insensibilidade neuronal a insulina
pode ser induzida por uma sobrecarga de peréxido de hidrogénio, resultando na morte
neuronal.

Neste trabalho o peréxido de hidrogénio usaram-se concentragdes adequadas
para promover stress oxidativo nos neuroblastomas, de modo a poder verificar-se se a

insulina consegue contrariar de alguma forma os danos por ele causado.
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1.3.1.2 DMSO

O dimetil sulféxido (DMSO) € um composto quimico cuja férmula é (CH3),SO.
E conhecido por ser um importante solvente orginico, que dissolve tanto compostos
polares como apolares. Como referido na seccao 1.1, na presenca de 1% deste solvente
as células N1E-115 sofrem uma diferenciacdo relativamente sincronizada. No entanto
quando essa percentagem € superior a 5% este solvente torna-se prejudicial as células
em processo de diferenciacdo ou ja diferenciadas (Kimhi et al., 1976), uma vez que
perturba o processo de formacao de neurites e dissolve a membrana celular, assim como

0S seus constituintes.

Curiosamente o DMSO € também usado como crioprotector, pois quando
adicionado a meio de crescimento previne a morte celular durante o congelamento, que
€ um processo lento. Neste processo o DMSO pode ser usado numa percentagem de
10% sem danificar as células, no entanto aquando o descongelamento celular retirar o
DMSO rapidamente € imperativo, na medida em que nessa altura pode lesionar a

membrana das células como anteriormente dito.

11
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1.3.2 Agressores celulares amiléides

1.3.2.1 Beta amiloide

A beta amil6ide (BA) € um péptido constituido por 38-43 residuos de
aminodcidos, apresentando por isso vdrias isoformas, cuja conformacdo estrutural é
dominada por loops e caracterizada por alguma estrutura helicoidal no C-terminal da
cauda hidrofoba (Figura 3). Este péptido resulta da clivagem de uma proteina

transmembranar composta por 700 aminodcidos, que € expressa amplamente por

neurénios em cérebros normais — proteina precursora amiléide (APP).

Figura 3. Superficie e estrutura secunddria de beta amil6ide

A APP pode seguir duas vias de clivagem, as quais diferem na ac¢do de
diferentes proteases (Figura 4). Numa primeira via, a APP € clivada por o-secretase
onde se forma um fragmento neuroprotectivo sAPPa. Numa segunda via, a APP sofre a
acgdo de B-secretase e posteriormente de y-secretase, onde o produto maioritario é a BA
(Pearson et al., 2006). Deste processo podem resultar vérias isoformas de BA, consoante
o comprimento da cadeia de aminodcidos, como j4 referido anteriormente. As isoformas
com cadeias mais curtas sdo tipicamente produzidas no reticulo endoplasmaético,
enquanto que as de cadeias mais longas sao formadas na rede do trans-Golgi (Hartmann
et al., 1997). Fisiologicamente as isoformas mais comuns sdo a BA 1-40 e a BA 1-42,
estando numa proporcdo de 90% para 10% respectivamente e encontrando-se a baixas
concentracdes no fluido cerebroespinal humano (1-10 nM) (Pearson et al., 2003).

Contudo, a isoforma BA 1-42 é a mais fibrilogénica das duas, sendo por isso associada a

12
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estados de doenga, alterando as propor¢des para 50%-50% no caso de doenca de
Alzheimer (DA) (Mehta er al., 2001). E também o principal constituinte das placas

senis observadas em cérebros postmortem de vitimas desta doencga (Reichman, 2003).

AMYLOIDOGENIC
Amyloid Plague Formation

Ap
Qligomers

Armdnid Plaques

Figura 4. Esquema de formagédo da A por ac¢éo de vérias enzimas

O facto de PBA existir a niveis fisioldgicos em cérebros normais suscitou a
curiosidade dos investigadores para possiveis papéis fisiolégicos deste péptido.
Kamenetz et al. (2003) verificou que BA funcionaria por feedback negativo na
neuroexcitabilidade, controlando desta forma a actividade sindptica. Assim como
muitos outros autores constataram que este péptido desempenhava papéis fulcrais na
sobrevivéncia neuronal (Plant et al.,2003), na regula¢do de canais de Ca** (Robakis et
al.,1998; Ramsden et al.,2002) e na regulacdio da expressdo de canais de K*
dependentes da voltagem (Ramsden et al., 2001; Yu, 2003; Plant et al.,2005). Ainda
este ano (2009), Giuffrida e os seus colegas mostraram que os monémeros de [3-
amil6ide tém propriedades neuroprotectoras.

No entanto, estes monémeros de BA podem agregar ao longo do tempo e
formarem estruturas prejudiciais aos neurénios. Tudo indica, que a deméncia que se faz
notar na DA se deve a morte neuronal causada por fibrilhas amiléides (German et al,

2004). Estas fibrilhas amiléides sdo grandes polimeros insoliveis constituidos por 42

13
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aminodcidos, com a capacidade de se auto agregarem e cuja estrutura secunddria é

abundante em folhas P paralelas entre si (Figura 5) (Selkoe et al., 2003).

Figura 5. Superficie e estrutura secunddria de agregados de BA

Durante anos pensou-se que estas fibrilhas amildides eram a principal causa da
deméncia, como consequéncia da morte neuronal verificada em pacientes de DA.

Contudo, em 2001 Klein et al. afirma que recentes evidéncias indicam que as
fibrilhas amiléides ndo sdo as unicas formas téxicas de BA, e nem mesmo as mais
relevantes. Sugerindo agora possiveis papéis patologicos de outros oligomeros soliveis
com origem em BA, conhecidos por ADDL’s e protofibrilhas (PF’s), uma vez que existe
uma correlacdo entre a perda neuronal e estes péptidos soldveis (Klein, 2002).

As ADDL’s podem ser definidas como pequenas neurotoxinas soliveis nao
fibrilhares, que compreendem oligomeros globulares de BA 1-42 apenas, pois Younkin
(1998) verificou que ndo é possivel formar estas estruturas neurotéxicas a partir de fA
1-40. Estas pequenas neurotoxinas sdo o fruto da primeira fase de agregacdo de BA
(Klein, 2002).

Numa segunda etapa de agregacdo formam-se as PF’s, que sdo grandes
neurotoxinas sub-fibrilhares soldveis. Estas PF’s sdo mais estreitas que as fibrilhas
classicas e raramente excedem os 150 nm de comprimento (Harper et al., 1997; Walsh
et al., 1997). As PF’s sdo consideradas intermedidrios metaestaveis das fibrilhas
amiléides, pois tém actividade biologica semelhante as fibrilhas maduras (Hartley et
al.,1999).

Teoricamente as ADDL’s sao percursores de PF’s, pois sdo as primeiras a

aparecer (Chang et al., 2001), no entanto a ideia de que poderd haver um equilibrio

14
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dindmico entre estas neurotoxinas assombra Klein (2002) e ainda ndo foi comprovado
até aos dias de hoje.

H4 portanto um processo de agregacdo de monémeros de BA, que passa pela
formacdo de varias formas toxicas (ADDL’s e PF’s e fibrilhas amil6ides) até ao estado

de agregacdo final que se traduz na formacao das placas senis observadas na DA (Figura
6).

| Ap monomer| | Ap protofibri/oligomer | | Ap fibril | | Senile plaque |

Aggregation Aggregation
W .
=) %V —>

"

Soluble | Dowstonie> (s

Figura 6. Esquema do processo de agregacdo de mondémeros de BA, que passa pela formagio de ADDL’s
(oligomeros), PF’s, fibrilhas amiléides até ao estado de agregacdo final que se traduz em placas senis (Eisai Co.,

Ltd., (2007))

Estas vdarias formas téxicas de BA (ADDL’s e PF’s) tém consequéncias
devastadoras para os neurénios levando a sua disfuncdo e morte (Figura 7),
principalmente para neurénios hipocampais, que sdo particularmente susceptiveis
ADDL’s (Klein, 2002).

O ambiente de hipoxia € um ambiente favordvel para a formac¢do de ADDL’s e
PF’s, pois aumenta a produgdo de BA e em consequéncia disso dd-se um aumento de
espécies reactivas de oxigénio (ROS) derivadas especificamente da mitocondria, que
danifica as estruturas celulares e leva mesmo a mecanismos de apoptose celular
(Pearson et al., 2006). As formas téxicas de PA, enumeradas anteriormente, também
estimulam a fosforilagdo tau que leva a formacdo de trangas neurofibrilhares
intracelulares, que assim como as placas senis sdo um marco na DA (Reichman, 2003).
Caughey et al. (2003) chega a afirmar que uma subpopulagdo de PF’s pode
desempenhar um papel patogénico como poros para BA. Para além disso, BA promove
uma disfun¢io nas correntes de Ca’*, uma vez que aumenta a sua concentracio
intracelular (Stutzmann, 2005) e inibe canais de K, bloqueando assim as suas correntes,
(Murphy et al., 1996), destabilizando desta forma a actividade sinéptica.

Tudo isto acaba por traduzir-se na morte neuronal e como consequéncia disso

mesmo a deméncia tio caracteristica de DA.
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Figura 7. Esquema dos vdrios efeitos de agregados de BA nos neurénios (LaFerla, 2007)

No entanto, Gasparini et al. (2001) e Selkoe (2001) mostraram que a insulina

inibia os efeitos toxicos da BA. Anteriormente também Hong et al. (1997) e Lesort et al.

(2000) evidenciaram que a insulina reduzia a fosforilagao tau, uma das principais causas

pela qual BA é nociva em culturas neuronais. E Lee em 2001, observou que um

decréscimo da insulina elevava a toxicidade de BA no cérebro. Mais tarde Moreira et al.

(2004) mostrou ainda que na presenca de BA, a insulina reverte o efeito nocivo do stress

oxidativo mitocondrial.

Até hoje os cientistas debrucam-se sobre o assunto, com a esperanca de

desenvolver uma estratégia de combate a DA e por consequéncia aos efeitos nocivos

provocados pela BA.
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1.3.2.2 Trantirretina

A transtirretina (TTR) é uma proteina homotetramérica de 55 kDa, que consiste
em quatro subunidades de 127 residuos de aminodcidos com uma estrutura rica em
folhas B (Blake et al., 1978). A associagdo de dois mondmeros assume uma
conformacgdo de sanduiche 3, e por sua vez a associa¢do idéntica dos outros dois

mondmeros produz a estrutura homotretamérica (Figura 8).

Figura 8. Estrutura secunddria da transtirretina

Esta proteina estd presente em mamiferos, aves e répteis (Richardson et al.,
1994), sendo sintetizada maioritariamente no figado e no plexo cordide no cérebro, que
por sua vez € secretada no plasma e no fluido cerebroespinal (CSF) respectivamente
(Soprano et al., 1985), onde normalmente circula como uma proteina solivel e indcua.
Fisiologicamente sabe-se que a TTR é responsédvel pelo transporte da tiroxina, uma
hormona da tiréide (T4) e pelo transporte do retinol, através da proteina ligante de
retinol (RBP) (Woeber et al., 1968).

Enquanto a literatura ainda reflecte acerca do papel da TTR, uma recente
atencdo acerca do envolvimento desta proteina na DA tem surgido no seio cientifico,
uma vez que alguns estudos sugerem que a TTR pode ter um papel no transporte de fA
(Carro et al., 2002; Stein et al., 2002; Stein et al., 2004; Choi et al., 2007). Schwarzman
e os seu colegas em 1994 incubaram CSF com PA sintética com o intuito de
identificarem proteinas que interagiam com a BA. Concluiram que a TTR era a proteina
que se ligava a BA, resultando desta interac¢do curiosa um descréscimo no estado de

agregacdo e toxicidade da BA, que sabemos ser uma das principais causas da DA como
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anteriormente dito (Schwarzman et al, 1994. Schwarzman et al., 1996). Estudos
posteriores mostraram que a TTR wr interage similarmente com todas as formas BA
descritas no capitulo anterior desta introdu¢do (nomeadamente a sua forma soldvel,
ADDL'’s e protofibrilhas), inibindo a agregacdo e perturbando a performance destas
formas nocivas. Desta forma o estudo provou que a TTR wt se comporta como uma
molécula neuroprotectora em cultura celular através da inibi¢cdo da apoptose (Costa et
al., 2008). No entanto, dois outros estudos (Riisoen, 1988; Serot et al, 1997),
mostraram que niveis da TTR wr no CSF assumem valores baixos em pacientes
terminais com AD, o que sugere que pode ocorrer uma alteracdo na expressao de TTR
ou mutagdes nesta proteina relevantes no desenvolvimento desta doenca. Formas
mutantes de TTR assumem um grande potencial amiloidogénico pois t€m uma estrutura
menos estdvel e ligam-se mais fracamente a PA, agregam-se em espécies de baixa
massa molecular, depositando-se no tecidos e formando fibrilhas (Hou et al., 2007), nao
obstante disso sdo prejudiciais as células uma vez que interferem na homeostase de Ca®
citoplasmdtico e promovem stress oxidativo (Costa et al., 2008). Uma das formas
mutadas de TTR mais toxica as células € composta predominantemente pela TTR
variante L55P (substituicdo de prolina por uma leucina na posicao 55) (Jacobson et al.,
1992). A literatura acerca da influéncia da TTR em correntes de K* ¢ inexistente, para
tal neste trabalho usou-se 0 WAY (um bloqueador de canais de potdssio), nao sé para a
TTR mas como para todos os agressores usados, de forma a averiguar-se se o seu

mecanismo nas células depende de algum modo destas correntes.
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1.4. Cultura de células

O termo cultura de células refere-se a culturas derivadas de células dispersas,
que podem ser provenientes, ou do tecido original, a partir de uma cultura priméria; ou
de uma linhagem celular, por degradacdo enzimética, mecanica ou quimica.

A técnica de cultura de células € utilizada em variados estudo, entre os quais
estudos da actividade celular, sintese proteica, metabolismo, interac¢des das células no
ambiente especifico em que se encontram (nutri¢do) e genética, apresentando vantagens
e desvantagens. Entre as vantagens, € importante destacar a capacidade de expansao do
nimero de células disponivel, por subcultivo; o controlo do ambiente fisico-quimico; a
caracterizacdo e homogeneidade da amostra; e a redu¢do do uso de animais. Por sua
vez, as desvantagens incluem a necessidade de realizacdo desta técnica sob condicdes
assépticas rigorosas, de modo a evitar contaminacdes; e a diferencia¢io assincronizada,
um processo devido, principalmente, ao sobrecrescimento de células ndo diferenciadas
(Freshney, 1994).

Muitas das diferengas observadas no comportamento celular, entre células de
cultura e os seus correspondentes in vivo, derivam da dissocia¢do das células a partir de
uma geometria tridimensional e da sua propagag¢do, num posterior substrato a duas
dimensdes, que conduz a perda das caracteristicas de interaccdo especificas da célula.
Além disso, o ambiente de cultura também possui varios componentes sistémicos
envolvidos na regulagdo homeostatica in vivo. Deste modo, o metabolismo celular in
vitro poderd ser mais constante que in vivo, ndo sendo verdadeiramente representativo
do tecido a partir do qual as células derivam. Nao obstante, embora as diferengas entre
as condicdes de uma célula in vitro e in vivo nd@o possam ser ignoradas, € necessario
enfatizar que muitas fungdes especializadas estdo expressas em cultura e, desde que se
tenha consciéncia das limitacdes do modelo, a técnica de cultura de células é uma

ferramenta muito valiosa (Freshney, 1994).
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1.4.1 Células de neuroblastoma N1E-115

As células N1E-115 pertencem a uma linhagem celular imortalizada, isolada a
partir do clone adrenérgico derivado do neuroblastoma C-1300, um tumor de murganho
de origem simpdtica (Amano et al., 1972). Estas células constituem um bom modelo
neuronal para estudos de células neuronais diferenciadas, dado que, na presenga de 1%
dimetilsulfé6xido (DMSO) sofrem uma diferenciacao relativamente sincronizada (Kimhi
et al., 1976) (Figura 9). Esta diferenciacdo é acompanhada pela extensdo de neurites e
pela producdo de enzimas que metabolizam neurotransmissores, tais como a tirosina

hidroxilase e acetilcolinesterase (Ji-eun Oh et al., 2005).

DMSO 1%
B e 2

Figura 9. Efeito na morfologia celular de N1E-115 por accéo de 1% DMSO. (a) células indiferenciadas
antes da adic¢do de DMSO. (b) células diferenciadas (Ji-eun Oh er al., 2005)

Encontram-se ainda descritas diversas correntes idnicas nestas células, entre
elas, uma corrente de Na* (Moolenar e Spector, 1978) e correntes de K* (Quandt, 1988;
Leidners e Vijverberg, 1992), as quais sdo reversivelmente bloqueadas por aplicacdo
externa de Way-123,398-A-5 (WAY) (Faravelli et al., 1996).

Estas células constituem portanto um bom modelo neuronal, na medida em que
para além de assimilarem o comportamento de neurénios, as suas correntes fisioldgicas

estdo bem documentadas.
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Objectivos

Objectivos

O presente trabalho de investigacdo teve como objectivo aprofundar o
conhecimento sobre as faculdades neuroprotectoras da insulina, estudando o plausivel
papel desta em relacdo a agressores que se julgam serem relevantes na doenca de
Alzheimer.

Considerando o efeito inibitério da insulina em correntes de K* que, em células
de neuroblastoma NI1E-115, sdo mediadas pelos canais do tipo ERG, pretendeu-se
averiguar se a neuroproteccao pela insulina se processa via a sua modula¢io nos canais
de potdssio ou se recruta uma via independente.

Devido ao conhecimento crescente sobre os factores fisio-patolégicos que
sobrepdem a doenca de Alzheimer e a diabetes tipo II, objectivou-se estudar os efeitos
neurotéxicos de agressores como o H,O, e a B-amildide, assim como a eventual
neuroproteccdo da insulina. De igual modo, inclui-se neste estudo amildides
trantisrretina, que recentes estudos relacionam com a doenca de Alzheimer e a agressao
da B-amiléide.

Finalmente, ¢ uma vez que fenémenos de neurotoxicidade e neuroprotec¢do estio
intimamente ligadas com Ca®* objectivou-se estudar o efeito das protagonistas ja

. « A s 2 . n
mencionadas na dindmica de Ca™" citoplasmético.
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I1. MATERIAIS E METODOS

2.1 Cultura de células

O uso de técnicas estéreis em cultura de células € hoje essencial para inimeras
linhas de investigacdo e depende largamente das condi¢des de esterilidade. Foi, por isso,
utilizada uma camara de fluxo laminar (Esco SC2) e todos os materiais utilizados,
esterilizados. Alguns materiais foram adquiridos ja esterilizados e, relativamente a
outros procedeu-se em laboratério a sua esterilizagdo por vapor utilizando uma
autoclave. Todos os frascos contendo meio, bem como outros reagentes e materiais
foram limpos com dlcool a 70% e somente abertos dentro da cimara de fluxo laminar. O
uso de antibidticos no meio €, a par da esterilidade, outro factor relevante, pois inibe o
crescimento de microorganismos prejudiciais as células, uma vez que estas ndo
possuem um sistema imunitdrio defensivo. As células sdo sensiveis a diversos factores,
tais como o pH, a temperatura, a composicao do meio, pelo que é de extremo interesse
manter todos estes factores em concordancia de modo a que o fendtipo celular se
mantenha estdvel. Tendo isto em conta, para evitar choques térmicos nefastos as células,
todos os reagentes usados na manutengdo das células foram previamente aquecidos num
banho-maria (Memmert) a 37°C. As células foram mantidas em condi¢des de divisdo
permanente numa incubadora de CO, (Shel Lab) a 37°C, com uma atmosfera himida

contendo 5% de CO,.

2.1.1 Meios e procedimentos gerais de cultura de células

Ao longo deste trabalho utilizaram-se células de neuroblastoma de murganho
NI1E-115, uma vez que sdo bons modelos neuronais. Estas células foram cultivadas em
meio de crescimento, constituido por 90% de DMEM (Gibco), suplementado com 10%
de FBS (Gibco) e 0,1% de antibiético — penincilina 10 000 U/mL e estreptomicina 10
000 pg/mL (Gibco), em frascos de cultura de 25 cm? (Falcon). O meio de crescimento
foi substituido de 2 em 2 dias, realizando lavagens com solucgio salina de PBS (Gibco).

Para induzir diferenciacao celular, as células foram semeadas em placas de 96
pocos (Falcon) contendo meio de diferenciacdo. Este era constituido por 96% de
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DMEM, 2.5% de FBS, 1.5% de DMSO (Sigma) e 0.1% de antibidtico — penicilina 10
000 U/mL e estreptomicina 10 000 pug/mL, em placas de cultura de 96 pogos cm?
(Falcon). A reducdo da percentagem de soro no meio de cultura e a presengca de DMSO

foram usadas para induzir a diferenciacdo celular (Kimhi et al.., 1976).

As células desenvolvem-se nos frascos de cultura por adesdo através da secrecao
de proteinas responsdveis por essa funcdo. O seu desenvolvimento € limitado pelo
contacto entre si, assim sendo quando estas atingem um estado de grande confluéncia
(70-80%), tem de se proceder a passagens. Passagens estas que podem definir-se como
sendo o processo através do qual se fazem subculturas. Para tal é necessario recorrer-se
ao uso de tripsina (Gibco), um enzima que quebra a ligacdo das proteinas que facultam a
adesdo. Para efectuar essas subculturas o meio dos frascos da cultura inicial é retirado e
a monocamada celular lavada trés vezes com PBS (2 mL cada lavagem) (Gibco). A
lavagem com PBS € essencial para remover os vestigios de meio com soro (que inibe a
accdo da tripsina). Posteriormente procedeu-se a uma trispsiniza¢do, onde se incubam as
células com tripsina e agita-se ligeiramente o frasco de cultura de forma a descolar a
monocamada. Esta tripsinizagdo dura no maximo 30 segundos e a maior parte da
tripsina € rejeitada ficando apenas no frasco a quantidade suficiente para cobrir as
células até se observar o seu descolamento. A actividade deste enzima € entdo inibido
pela adicao de soro, contido no meio de cultura, que possui na sua composicao
inibidores de proteases e catides divalentes, que inibem a actividade proteolitica (Wang
et al., 2008).

As células utilizadas para as experiéncias de agressores foram mantidas em meio
de diferenciacdo durante 4-6 dias. Assim como as c€lulas utilizadas para as experi€ncias
sem agressores, foram mantidas também em meio de diferenciacdo durante os 10 dias
desta.

Foi utilizado um microscopio optico (Motic AE21) para a observacido das

células.
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2.1.2 Crio-preservacao de células

A crio-preservacao de células € essencial para a manutengdo de stocks celulares.
O principio basico de uma crio-preservacao bem sucedida é um congelamento lento e
um descongelamento rdpido. No que respeita ao congelamento celular este foi efectuado
quando os frascos de cultura estavam com cerca de 90% de confluéncia As células eram
ressuspendidas num pequeno volume (1 ml para um frasco de cultura de 25 ml) de meio
de congelacdo. Este é constituido por D-MEM, 10% de DMSO e 90% de soro (FBS).
Depois de ressuspendidas, as células eram imediatamente colocadas em criotubos
(VWR) e colocados no ‘Mr. Freeze’ (Nalgeme), onde o decréscimo da temperatura é
lento e controlado (cerca de -1°C por minuto, quando colocado -80°C). Depois de
algumas horas, os criotubos contendo as células foram colocados em azoto liquido.

Relativamente ao descongelamento das células, os criotubos eram colocadas
num banho a 37°C e logo depois de descongeladas, as células eram semeadas num

frasco com meio de crescimento previamente aquecido.
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2.2 Determinacao da citotoxicidade

O estudo da citotoxicidade tanto da insulina per si como dos agressores, foi
efectuado nos neuroblastomas utilizando um ensaio de MTT, 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-
2,5-difenilbrometo de tetrazolina (Aldrich), para medir a viabilidade celular. Este ensaio
baseia-se na capacidade de desidrogenases associadas ao NADPH e ao NADH, em
células vivas, converterem o substrato amarelo solivel em dgua (MTT) num produto de
cor purpura, cristais de formazano, no interior das células. Estes cristais podem ser
observados ao microscopio e extraidos com solventes organicos, como por exemplo o
DMSO, permitindo a sua quantificagdo através da espectrofotometria. Quanto mais
purpura se observar, mais células estdo vidveis. Foi utilizada uma concentragao de MTT
de 0,5 mg/mL, o tempo de incubagdo é dependente da confluéncia de células e da linha
celular. Este método foi sugerido pela primeira vez por Mossman em 1983 e desde
entdo tem sido bastante utilizado. Este ensaio associado a placas de 96 pocos permite
testar vdrias amostras simultaneamente de forma rdpida e fécil (Freshney, 1987).

Os ensaios de MTT foram feitos quando as células se apresentaram
diferenciadas e numa confluéncia de 70%. Estes ensaios basearam-se entdo na adi¢ao de
10ul. MTT/pogo na concentragdo acima referida. A placa foi, de seguida, incubada
durante 1h — 1h30 a 37°C, em atmosfera de 5% de CO,. Apds este tempo o meio foi
cuidadosamente retirado e foram adicionados 100 uL. de DMSO a cada pogo, para a
solubilizacdo dos cristais de formazano. Os valores de absorvancia foram determinados
num leitor de microplacas (Tecan) no intervalo de 570 nm a 630 nm. A percentagem de

sobrevivéncia foi calculada usando a férmula:

n®céls.vivas(teste)

% sobrevivéncia = %100

n°céls.vivas(controlo)

Desta forma 100% de sobrevivéncia celular corresponde sempre a sobrevivéncia
das células em condicdes de controlo.
Com este ensaio, efectuaram-se dois grupos de experiéncias. Um primeiro, onde

se pretendeu estabelecer os padrdes de sobrevivéncia celular nas condi¢des usadas ao
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longo de tempo de incubacdo, e, inferir sobre o eventual efeito promotor de
sobrevivéncia por parte da insulina (2.2.1). Posteriormente, efectuaram-se ensaios em
que se estudou o papel da insulina, bem como o do Way-123,398-A-5 (WAY), no efeito

neurotoxico de agressores varios.

2.3 Efeito da insulina per si nas taxas de sobrevivéncia controlo vs

periodo de incubac¢ao ao longo do tempo

Medir a viabilidade celular perante incubacdes de insulina permite verificar o
possivel efeito neuroprotector desta per si em neuroblastomas. Foram por isso
efectuados ensaios de MTT ao longo do tempo. Para tal semearam-se células
diferenciadas em 12 caixas de 96 pocos e com uma confluéncia de ~70%. Em 5 das
quais mudou-se o meio de 2 em 2 dias. Trataram-se todas as caixas com varias
concentracdes de insulina (0,1puM; 0,3 uM; 1 uM e 10 uM), onde em alguns pocos a
insulina esteve sempre presente € em outros as células estiveram expostas a insulina
apenas durante 15 minutos. Seguidamente é apresentado o esquema geral do desenho

experimental utilizado.

A Controlo
B . . . .
Insulina Insulina Insulina Insulina
C sempre sempre sempre sempre
D 0,1 uM 0,3 uM 1 uM 10 uM
E i i
Insulina Insulina Insulina Insulina
F 15 min 15 min 15 min 15 min
G 0,1 uM 0,3 uM 1 uM 10 uM
H Controlo

Esquema 1. Esquema geral do desenho experimental em ensaio tipico de MTT onde se testou o efeito da
insulina nas taxas de sobrevivéncia celular, em condi¢des de controlo. O esquema representa uma caixa

de 96 pocos e as vdrias cores representam as varias concentracdes de insulina aplicada.
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Procederam-se a ensaios de MTT durante 10 dias, onde em cada dia se
elaboravam 2 ensaios: um para uma caixa com mudanca de meio e outro para caixa em

que ndo se mudou o meio.

2.4 Efeito neuroprotector da insulina e Way-123,398-A-5 (WAY)

perante exposicoes a agressores (nao amildides e amilbides)

Como anteriormente referido o estudo da viabilidade celular, durante exposi¢oes
a varios agressores, assim como o efeito da insulina/WAY perante estas exposi¢des, foi
elaborado por meio de ensaios de MTT. Para tal trataram-se caixas de 96 pog¢os com
duas concentracdes de insulina (0,3 uM e 10 uM) ou WAY (1uM e 10uM) ao 4° dia de
diferenciagdo e com uma confluéncia celular de 70%. O tratamento com insulina e
WAY foi persistente (3 horas). De seguida expuseram-se as células tratadas com

insulina ou WAY a vérios agressores, com as células sempre em meio de diferenciacao:

- H,0, (100uM; 300uM e 600uM) durante 3 horas na incubadora.

- DMSO 10% durante 3 horas na incubadora.

- B-amil6ide (1 uM) durante 3 e 24 horas na incubadora.

- TTR (wt, com mutagdo em 55’ e com uma molécula de Glutationa S-

transferase associada a TTR (GST)) durante 3 e 12 horas na incubadora.

Ap6s este procedimento elaboraram-se ensaios de MTT.

Para 0 DMSO 10% e para as vérias concentragdes de H,O,, procedeu-se ainda
da mesma forma, mas utilizando solucdo externa contendo célcio e na sua auséncia, de
modo a averiguar a dependéncia do efeito neuroprotector da insulina ao Ca**

extracelular.

Solu¢ao externa com calcio

Para um volume final de 500 mL de solu¢do em 4gua destilada, adicionaram-se
os seguintes reagentes (em mM): 135 NaCl (Merck); 5,4 KCl (Merck); 10 Na,,,-Hepes
(Sigma); 2 CaCl, (Merck); 1,5 MgCl, (Merck) e 25 Glucose (Merck)
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Solu¢ao externa sem calcio
A constituicdo € essencialmente a mesma, com a diferenca que em vez de se

colocar 2 uM de CaCl,, colocou-se EGTA (10 mM) (Merck).

Ambas as solugdes (solu¢do externa com e sem cdlcio) foram tituladas com NaOH

(Merck) para o pH ideal aos neuroblastomas, ou seja, para um pH de 7,40.

2.5 Relacao da insulina com o calcio citoplasmatico

A monitoriza¢do de cédlcio nos neuroblastomas perante a actuacdo de insulina,
foi conseguido a partir de medigdes de fluorescéncia. Este método implica o
carregamento das células com sondas fluorescentes como descrito em Benech et al.,
(2000) e Dajas-Bailador et al., (2000). Para tal retirou-se o meio de diferenciacdo em
cujas células se encontravam e lavou-se com solucdo externa (cerca de 100 ulL/poco).
Procedeu-se desta forma duas vezes, de modo a garantir uma boa lavagem celular. De
seguida, incubaram-se as células com solucdo de carregamento, durante 1 hora a 37°C
na estufa. Esta solucdo de carregamento € constituida por solucdo externa (1M)
contendo 3 uM de fluo-3 AM (marcador de fluorescéncia). Esta incubagdo de 1h é
necessaria, dadas as propriedades do marcador (Figura 10). Apds a incubacao lavaram-
se novamente as células com solu¢do externa e apds uma lavagem deixaram-se as
células neste meio (cerca de 150 ulL/poco). Por fim procedeu-se a medigcao
propriamente dita, usando o leitor de fluorescéncia (Gemini). Excitaram-se as células a
488nm e 525nm, uma vez que estes comprimentos de onda sdo os ideais para a

observacdo da resposta com Fluo-3AM. Mediu-se primeiro as células em solucdo

externa, que € considerado o zero e posteriormente aplicou-se insulina (3 uM).
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extracellular
Caz+

receptar

. ion channel
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(465 nh)

Fluo-34M aterase

intracellular

fluarescenic e emissian

Figura 10. Esquema da actuagdo de Fluo-3AM nas células em ensaios de fluorescéncia, onde se
monitoriza o fluxo de calcio. As células sdo inicialmente incubadas com Fluo-3-acetoximetil Ester (Fluo-
3-AM), que é permedvel a membrana. A forma AM do Fluo-3 ¢é hidrolizada por esterases intracelulares e
€ entdo “encurralada” nas células sob a forma fluorescente de dcido livre (Fluo-3). Elevacdes nos niveis
de cdlcio intracelular, desencadeadas por receptores ou canais i6nicos, aumentam as emissdes de
fluorescéncia de Fluo-3, uma vez que se dd a ligacdo entre o célcio celular e o Fluo-3. Esta ligacdo ¢

detectada e registada. (Whiteaker et al., 2000).

2.6 Relacao dos agressores (H;O, e TTRs) com o célcio citoplasmatico

Procedeu-se a semelhanca do ponto anterior (2.5 Relag@o da insulina com
o célcio citoplasmatico), com a diferenca de que em vez de se aplicar insulina (3 uM),
aplicou-se H,O, (100uM, 300uM e 600uM) e TTR wt (1 uM), TTR 55 (1uM) e o
veiculo GST (1uM).
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2.7 Analise de dados

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa SigmaStat (versao 3.5).
Para comparagao de duas amostras emparelhadas foi utilizado o teste de Wilcoxon para
amostras n<10, ou o teste t emparelhado para amostras com n>10, com uma distribui¢do
gaussiana. Para andlises de variancia recorreu-se a One Way Analysis of Variance,
ANOVA, de medicdes repetidas e ao teste de comparacdo multipla de Tukey.

A andlise de variancia foi utilizada na comparagao da significancia dos efeitos
resultantes dos diversos tratamentos aplicados as células nas experi€ncias que tinham
como objectivo testar o efeito da insulina ou WAY e dos agressores na sobrevivéncia
celular. Dado o tamanho das amostra em algumas destas experi€ncias (n<10), o teste
estatistico indicado para determinar se os diferentes tratamentos seriam idénticos
estatisticamente, seria um teste ndo paramétrico emparelhado, especificamente o teste
de Friedman, seguido de um teste de comparacdo multipla de Dunn. O teste de
Friedman posiciona separadamente os valores de cada experiéncia, do menor para o
maior, somando, posteriormente, as posi¢cdes dos valores de cada coluna. Se as somas
forem muito diferentes, o valor de p serd pequeno. Uma vez que nas experi€ncias
realizadas, as adi¢Oes tanto da insulina/WAY como dos agressores conduziram a valores
consecutivamente mais pequenos, as posicdes dos valores de cada experi€ncia seriam
sempre 0os mesmos, ndo reflectindo assim a grandeza do efeito de cada tratamento.

Deste modo, em vez do teste de Friedman, decidiu-se aplicar o teste paramétrico
correspondente, ANOV A de medi¢des repetidas, seguido de um teste de Tukey.

Quanto ao nivel de significancia assumiu-se que: p>0.05 — diferenca ndo
significativa; 0.01<p<0.05 — diferencga significativa (*); 0.001<p<0.01 — diferen¢a muito
significativa (**); p<0.001 — diferenca altamente significativa (***)

Os resultados foram apresentados como média + erro padrao a média (standard

error to the mean, S.E.M.,) e n representa a dimensao da amostra.
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I1I. RESULTADOS

3.1 Efeito da insulina per si nas taxas de sobrevivéncia controlo vs

periodo de incubacao ao longo do tempo

Antes de se estudar o efeito neuroprotector da insulina face a agressores
celulares, pretendeu-se inferir sobre o efeito da insulina na sobrevivéncia celular em
condic¢des controlo de cultura. Assim, e ao longo de uma escala temporal utilizada no
cultivo destas células, pretendeu-se estabelecer: a) o padrdo da sobrevivéncia destas
células ao longo de 10 dias; b) o eventual efeito da insulina em condi¢des onde as
células tinham o meio de diferenciacdo renovado de 2 em 2 dias e em condi¢des em que
as células permaneciam com o mesmo meio de diferenciacdo ao longo do mesmo
periodo de tempo. Para tal, procederam-se a ensaios de viabilidade celular (MTT),
durante 10 dias, e em condi¢gdes distintas: mantendo sempre o mesmo meio de
diferenciagdo (sem mudanca de meio) e renovando o meio de diferenciacdo de 2 em 2

dias (com mudanca de meio).
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Figura 11. Viabilidade celular por ensaio de MTT em culturas de neuroblastoma N1E-115
mantidas durante um periodo de 10 dias — efeito da mudanca/permanéncia do meio de cultura. Os
valores expressos em % de sobrevivéncia decaem ao longo dos dias a uma taxa mais acelerada quando o
meio de cultura ndo era renovado de 2 em 2 dias (barras vazias) em comparagdo com as células em que
tal mudanga era processada (barras a preto). Significincia estatistica: p>0.05 — diferenca nio significativa;
0.01<p<0.05 — diferenca significativa (*); 0.001<p<0.01 — diferenca muito significativa (**); p<0.001 —

diferenca altamente significativa (***) ; n=16; barra de erro S.E.M.
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As células cujo meio era mudado apresentaram uma maior taxa de
sobrevivéncia, tendéncia que se mostrou Obvia a partir do quarto dia (n=16;
0,001<p<0.01). Quando, supostamente, a disponibilidade de nutrientes se tornava mais
premente. Por outro lado, no caso em que o meio era renovado, os produtos excretados
pelas células ndo acumulavam tanto como na situacdo em que nao havia mudanga de
meio. Esta discrepancia nos valores de sobrevivéncia entre as condi¢cdes de permanéncia
e as de renovacdo de meio, tornaram-se mais significativas nos periodos mais longos de
incubacdo (8 e 10 dias; n=16; p<0,001).

Para verificar o efeito da insulina nestas condi¢des de cultura, usaram-se varias
concentracdes de insulina (0,1; 0,3; 1 e 10 uM). Para cada uma das condi¢des, houve
uma exposicdo permanente € uma exposicdo de apenas 15 minutos, de modo a se
verificar se o tempo de exposicdo teria alguma influéncia nos efeitos da insulina (Duarte
et al., 2008) (Figura 12). De um modo geral, a insulina ndo induziu uma mudanca
marcada nas taxas de sobrevivéncia.

A adicdo de insulina no meio levou a ligeiras alteracdes na taxa de sobrevivéncia
das células, dependendo este efeito tanto da concentragdo aplicada como da renovagdo
do meio. De facto, nas condi¢des sem mudancga de meio, a adicdo de insulina (a todas as
concentracdes) ndo levou a quaisquer diferencas nas taxas de sobrevivéncia celular,
mesmo em relacdo aos dias mais tardios da experiéncia. No entanto, quando o meio foi
renovado, algum efeito da insulina pode-se observar a partir de dia 6, mas sé a

concentracdes superiores ou iguais a 1 PM.
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Figura 12. Efeito da insulina na sobrevivéncia celular por ensaio de MTT, em condicoes de cultura
com (A-D) e sem mudanca de meio (E-H), durante um periodo de 10 dias. Os valores expressos em %
de sobrevivéncia decaem ao longo dos dias mais acentuadamente em condi¢des de controlo (sem
insulina) a partir da concentracdo de 0,3 uM (barras pretas). A insulina tem o seu efeito mais pronunciado
nas condi¢des de cultura em que hd renovacdo do meio de diferenciacdo e uma exposicao a insulina
permanente (barras listadas). A Insulina esteve presente no decorrer dos ensaios de MTT, e foi aplicada a
4 concentragdes: a 0,1 uM (A e E ; n=18), 0,3 pM (B e F; n=18). 1 uM (C e G; n=18) ¢ 10 uM (D e H;
n=18). Significancia estatistica em relacdo ao controlo do dia (barra preta): p>0.05 — diferenca nao

significativa; 0.01<p<0.05 — diferenca significativa (*); barra de erro S.E.M.
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Na andlise global destes resultados poder-se-a referir que a insulina ndo infere
no efeito neuroprotector marcado nos dias de cultura em que a mortalidade ndo €
considerdvel. SO se observa alguma neuroprotec¢io ao fim de 6 dias de cultura no caso
em que hd mudanca de meio, quando os niveis de mortalidade aumentam
consideravelmente. Este ensaio permitiu assim desenhar os protocolos experimentais
usados nos ensaios com o0s vdrios agressores celulares. Uma vez que, pretendeu-se por
um lado utilizar células ja diferenciadas (depois do dias 3 — dados ndo mostrados) e, por
outro, condi¢des em que a mortalidade nao fosse excessiva (ndo produzindo valores de
absorvancia “trabalhdveis”). Decidiu-se que as experiéncias seriam todas elaboradas ao

dia 4 de diferenciacao.

3.2 Relacao da insulina com o calcio citoplasmatico

Uma vez que fendmenos de neuroproteccdo e neurotoxicidade estdo associados a
processos que recrutam Ca>* (Dajas-Bailador ez al., 2000), investigou-se se a activacdo
de receptores de insulina teria um efeito na dindmica de Ca®* citoplasmatico. Assim,
adicionou-se a insulina a células de neuroblastoma carregadas com Fluo-3, um

, 2 . . ~ .
marcador fluorescente sensivel ao Ca”", monitorizando-se a sua fluorescéncia.
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Figura 13. Insulina induz um aumento transitério no Ca** citoplasmético em células neuroblastoma
N1E-115. Exemplo de registo de fluorescéncia proveniente de células carregadas com Fluo-3 AM. A
aplicacdo de 3 uM de insulina, correspondente a descontinuidade temporal do registo (42 segundos),
induziu um marcado aumento nos valores de fluorescéncia registados a cada 2 segundos (0,5 Htz) e

normalizados a primeira leitura (F/F1).
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A aplicacdo de insulina (3 uM) gerou um aumento rapido nos niveis de
fluorescéncia. Esse aumento demonstrou ser transitério, uma vez que ao fim de 4
minutos os valores retomaram aos iniciais. Este facto demonstrou que a activagdo do
receptor de insulina produz um aumento no Ca’* citoplasmético, que &

consequentemente extraido, permitindo 2 célula normalizar a homeostase de Ca®*.

3.3 Efeito neuroprotector da insulina e Way-123,398-A-5 (WAY)

perante exposicoes a agressores

3.3.1 H,0O,

3.3.1.1 Tratamento com insulina

Com o intuito de se averiguar o eventual efeito neuroprotector da insulina
perante a exposi¢do das células a varias concentragdes do agressor H,O, (100uM,

300uM e 600uM), procederam-se a ensaios de viabilidade celular (MTT).
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Figura 14. Efeito da insulina na diminuicAo da sobrevivéncia celular induzida por varias
concentracdes do agressor H,0,. As células N1E-115 sdo expostas a 100 UM (barras pretas), a 300 uM
(barras listadas) e a 600 uM (barras brancas) de H,O,. Os valores expressos em % de sobrevivéncia

decaem com o aumento de concentracdo do agressor (controlo). Aquando da co-aplicagdo de 0,3 uM e
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10 puM de insulina, observou-se uma diminui¢do da mortalidade induzida por H,0,. O efeito
neuroprotector da insulina é mais notério com maiores concentracdes do agressor. A insulina esteve
sempre presente no meio de cultura (meio de diferenciacdo). Significancia estatistica em relacdo aos
controlos: p>0.05 — diferenca ndo significativa; 0.01<p<0.05 — diferenca significativa (*); 0.001<p<0.01
— diferenca muito significativa (**); p<0.001 — diferenca altamente significativa (***); n=12; barra de

erro S.E.M.

Na Figura 14, pode observar-se que o H,O; induziu um dramético abaixamento
nas taxas de sobrevivéncia. Para além disso, quanto maior a concentragdo de H,O,
aplicada mais toxico este se tornou para as células. A 100 uM, o H,O, matou cerca de
50% das células, ao passo que, a uma concentracdo de 600 UM a taxa de mortalidade
atingiu os 60%, o que € estatisticamente diferente.

Mais interessante para este estudo foi verificar que a insulina nao sé demonstrou
um efeito neuroprotector, como esse efeito € directamente proporcional a concentracao
de insulina aplicada. De notar que este efeito neuroprotector € bastante ténue e ndo
significativo quando o agressor foi aplicado a 100 uM de concentracdo. No entanto, a
concentracdes superiores de H,O, (300 uM e 600 uM), o tratamento com insulina
diminui consideravelmente a taxa de mortalidade. Nomeadamente, a taxa de
sobrevivéncia é cerca do dobro quando 600 uM de H,O, é co-aplicada com a insulina
(10 uM) em relagdo ao controlo. A andlise dos resultados da Figura 14 mostrou ainda
que a neuroproteccdo pela insulina € dependente da dose, uma vez que os valores
encontrados para 10 UM de insulina foram estatisticamente superiores aos obtidos com

0,3 uM, para as concentracdes de H>O, (p<0.001; n=12).

Com o objectivo de se observar a dependéncia do Ca** externo no papel
neuroprotector da insulina face aos insultos com H,O,, incubaram-se as células em
solucdo externa contendo 25 mM de Ca* e em solucdo externa sem Ca®™ (Figura 15) e
posteriormente procedeu-se a0 mesmo esquema experimental usado na experiéncia

anterior.
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Figura 15. Efeito do Ca®* externo no efeito protector da insulina a agressoes celulares com H,O, As
células de neuroblastoma foram incubadas em solug@o externa com cdlcio (a esquerda) e em solucdo
externa sem cdlcio (2 direita) e tratadas com insulina a 0,3 uM e 10 uM. Posteriormente, foram expostas a
100 uM (barras pretas), 300 uM (barras listadas) e 600 uM (barras brancas) de H,0,. Observou-se
neuroprotec¢do da insulina nas duas condicdes, sendo este efeito mais acentuado na auséncia de Ca™.
Significincia estatistica em relacdo aos controlos: p>0.05 — diferenga ndo significativa; 0.01<p<0.05 —
diferenca significativa (*); 0.001<p<0.01 — diferenca muito significativa (**); p<0.001 - diferenga

altamente significativa (**%); n=8; barra de erro S.E.M.

Os resultados apresentados na Figura 15 mostram que a mortalidade causada
pelo H,O, era atenuada com a insulina, quando as células eram incubadas com a
solugdo externa com e sem Ca®*. De uma maneira geral, essa proteccio foi mais
marcada na auséncia de Ca’* externo. No entanto, é de realcar que os indices de
mortalidade causados pelo HO, foram mais elevados com a solug@o externa sem Ca**
(ver valores de controlo). Igualmente, o efeito da dose de H,O, na mortalidade ¢ mais
acentuado nas condi¢Oes de auséncia de Ca”. Estas comparacoes levantam questdes
sobre o aparente aumento do efeito neuroprotector da insulina quando as experi€ncias
foram executadas na auséncia de Ca’*. Este aparente aumento é patenteado no maior
nivel de significAncia nas diferencas encontradas em condicdes de auséncia de Ca**.

E de realcar que em ambas condigdes (solugdo externa com e sem Ca”*), o efeito
neuroprotector € mais reduzido quando comparado com a experiéncia efectuada com
meio de cultura (Figura 14). Contrariamente ao observado na Figura 14, em que a
insulina protegeu mais com concentragdes crescentes de H>O,, no caso dos resultados

da Figura 15, quanto maior a concentracio do agressor, menor foi o efeito
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neuroprotector da insulina. Igualmente relevante, foi constatar que as amostras quando
incubadas nas solugdes externas (com e sem Ca’*) apresentavam valores controlo de
absorvancia marcadamente inferiores aos adquiridos quando a incubacao era feita com o
meio de cultura (meio de diferenciacdo) (Figura 14). Assim, serd importante revisitar a
questdo da dependéncia do Ca** externo no futuro, conduzindo experiéncias

) S 2
semelhantes mas com meios de cultura alterados, isto é, com e sem Ca”".

3.3.1.2 Tratamento com WAY

Como referido na introducdo tedrica da presente dissertacdo, a insulina aumenta
a neuroexcitabilidade inibindo correntes de potéssio, que, em células de neuroblastoma
N1E-115, sao mediados por canais tipo ERG (Lima et al., 2008). Com o objectivo de
averiguar se o efeito neuroprotector da insulina contra insultos de H,O, (Figura 14 e 15)
segue a mesma via celular do efeito da insulina na neuroexcitabilidade, isto &, a via que
modula os canais ERG, incubaram-se as células de neuroblastoma com varias
concentracdoes de H,O, (100uM, 300uM e 600uM), na presenca e auséncia do
bloqueador especifico de canais ERG, WAY (1 uM e 10 uM). Consequentemente,

procederam-se a ensaios de viabilidade celular (MTT), como anteriormente.

100
m H202 100 microM
@ H202 300 microM
80 1 0 H202 600 microM
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% Sobrevivéncia
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Figura 16. Auséncia do efeito de WAY na diminuicio de sobrevivéncia celular induzida por varias
concentracdes do agressor H,O,. As células N1E-115 foram expostas a 100 uM (barras pretas), a 300
UM (barras listadas) e a 600 uM (barras brancas) de agressor H,O,. Os valores expressos em % de
sobrevivéncia decaem ligeiramente com o aumento de concentragdo do agressor (controlo). Aplicou-se

IuM e 10 uM de WAY o que ndo induziu efeito significativo na sobrevivéncia das células N1E-115. O
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WAY esteve sempre presente no meio de cultura (meio de diferenciacdo). Significincia estatistica:

p>0.05 — diferenga ndo significativa; n=12; barra de erro S.E.M.

Neste estudo obteve-se uma taxa de mortalidade aproximadamente 40%, quando
as células foram incubadas com H,O, sem WAY (controlos). Verificou-se também que
esta taxa aumenta ligeiramente com o aumento de concentracdo deste agressor. O
tratamento com WAY (10 uM) ndo alterou a sobrevivéncia celular face as agressoes
com todas as concentracdes de H,O, usadas. Se tanto, houve uma pequena diminui¢do
nos valores que, de qualquer modo, ndo sdo significativos (p>0,05). Assim, se
bloquearmos os canais ERG niao fomentamos qualquer neuroprotec¢ao face a insultos
com o H,0,. Consequentemente, a insulina ndo recruta a via dos canais ERG no seu

mecanismo de neuroprotecgao.

3.3.1.3 Relacio de H>O, com o calcio citoplasmatico

Com o objectivo de se verificar o efeito de varias concentracdes de HO, (100
UM, 300 uM e 600 uM) no célcio citoplasmético dos neuroblastomas, procederam-se a
medicdes de fluorescéncia, recorrendo a Fluo-3AM, como descrito na sec¢ao 2.6 deste

relatorio.
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Figura 17. O H,0, induz um aumento lento mas néo reversivel no Ca** citoplasmético em células de

neuroblastoma N1E-115. Exemplos de registos de fluorescéncia proveniente de células carregadas com
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Fluo-3 AM. A aplicagdo das vdrias concentragdes (100 pM, 300 uM e 600 uM) de H,O, correspondente a
descontinuidade temporal no registo induziu um aumento lento nos valores de fluorescéncia registados a

cada 2 segundos (0,5 Htz) e normalizados a primeira leitura (F/F1).

Verificou-se que existe um aumento lento nos valores de fluorescéncia em
resposta a qualquer uma das concentragdes testadas, sendo que o maior aumento
corresponde a exposi¢cao com maior concentracdo de H,O,. Este aumento lento induzido
pelo H,O, (cerca de 10%) nao foi transitério uma vez que os valores de fluorescéncia,
mantiveram-se elevados uma hora apds a adicdo de H,O, a todas as concentragdes
(dados ndo mostrados na Figura 17).

Assim, mostrou-se que o H,O, perturba a homeostase de Ca*t e que essa
perturbacdo € persistente o que pode explicar a morte neuronal induzida pelo H,O,
anteriormente verificada, uma vez que os resultados sugerem que a célula ndo consegue

oA . . 2 . L. L, ~
repor a dinimica “normal” do Ca”" citoplasmético apds a agressao.
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3.3.2 DMSO

3.3.2.1 Tratamento com insulina

Com o intuito de se averiguar o eventual efeito neuroprotector da insulina
perante a exposicao das células ao agressor DMSO a 10%, procederam-se a ensaios de

viabilidade celular (MTT).
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Figura 18. Auséncia do efeito da insulina perante a presenca do agressor DMSO a 10%. As células
NIE-115 foram expostas a DMSO 10%. Os valores expressos em % de sobrevivéncia ndo foram
alterados com a presenca de insulina a 0,3 UM e 10 uM (p>0,05 — diferenga ndo significativa; n=12;

barra de erro S.E.M).

O tratamento com DMSO a 10% resultou num dramético decréscimo na
sobrevivéncia das células para aproximadamente 25% das células. Quando o mesmo
tratamento foi repetido mas na presenca de insulina, tanto a 0,3 UM como a 10 uM, ndo
se observaram quaisquer alteracdes no efeito na taxa de sobrevivéncia (p>0,05). Os
resultados mostram entdo que a insulina € ineficaz perante a agressdao operada pelo

DMSO.
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3.3.2.2 Tratamento com WAY

Com o objectivo de verificar se o bloqueamento dos canais ERG poderiam
alterar a toxicidade pelo DMSO, aplicou-se o DMSO (10%) na presenga de WAY (1
UM e 10 uM) e, os resultados de % de sobrevivéncia comparados com o respectivo

controlo (Figura 19)
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Figura 19. Auséncia do efeito neuroprotector do WAY perante a presenca do agressor DMSO a
10%. As células N1E-115 foram exposta a DMSO 10%. Os valores expressos em % de sobrevivéncia
ndo foram alterados com a presenga de WAY 10 uM (p>0,05 — diferenga ndo significativa; n=12; barra
de erro S.E.M.). No entanto, com WAY 1uM, observou-se um pequeno decréscimo na sobrevivéncia
celular aquando da aplicacdo de DMSO (diferenca pouco significativa (*);0.01<p<0.05; n=12; barra de
erro S.E.M).

O DMSO 10% reduziu a sobrevivéncia das células em cerca de 70%. Em células
tratadas com WAY, ndo se observou qualquer aumento na viabilidade celular.
Inclusivamente, a 1 UM de WAY, observou-se um pequeno decréscimo adicional na
taxa de sobrevivéncia. Estes resultados mostram inequivocamente que o WAY ndo

protege as células de neuroblastoma perante a toxicidade inferida pelo DMSO.
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3.3.3 B-amildide

3.3.3.1 Tratamento com insulina

O estudo da toxicidade da P-amiléide, bem como o do possivel papel
neuroprotector da insulina, sdo centrais na presente dissertacdo. Com o objectivo de
investigar o efeito do péptideo AP;4, na viabilidade celular e verificar se a insulina
oferece um efeito neuroprotector na presenca de AP.4;, procedeu-se a incubacdo de
culturas de células de neuroblastoma N1E-115 com 1 uM de AP;4, durante 3 e 24
horas. Tais incubacdes foram repetidas em amostras previamente tratadas com insulina
(0,3 uM e 10 uM). Consequentemente, procederam-se a ensaios de viabilidade celular

(MTT) como descrito anteriormente. Os resultados encontram-se sumarizados na Figura

20.
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Figura 20. Efeito da insulina na diminuiciio da sobrevivéncia celular induzida por AP,4;. As células
NI1E-115 foram expostas 1 UM de AP, (abeta) durante 3 horas (barras pretas) e 24 horas (barras
brancas). Os valores expressos em % de sobrevivéncia decaem com o aumento do tempo de exposicao.
Aquando da co-aplicagdo de 0,3 uM e 10 uM de insulina, observou-se uma diminui¢do da mortalidade
induzida pela AB,.4,. Efeitos notdrios tanto as 3horas como as 24 horas de incubagdo. Os resultados da
aplicac@o controlo da insulina (na auséncia de APi4;) sdo igualmente apresentados para comparag@o.
Significancia estatistica em relagdo aos valores adquiridos com AP;.4 apenas: p>0.05 — diferenca ndo

significativa; 0.01<p<0.05 — diferenca significativa (*); 0.001<p<0.01 — diferenca muito significativa
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(**); p<0.001 — diferenca altamente significativa (***); o tamanho das amostras encontram-se

apresentados no topo das colunas da Figura; barra de erro S.E.M.

Na andlise dos resultados da Figura 20, pode-se constatar primariamente o efeito
neurotéxico do AB.4 — a taxa de sobrevivéncia as 3 horas de incubagio (67,7+1,32%) é
cerca de 10% superior em relacdo a incubacdo de 24 horas (59,5+0,57%) com este
agressor. Foi interessante observar-se que na presenca de insulina os valores de
viabilidade celular aumentaram significativamente: quando a concentracdo de insulina
aplicada foi de 0,3 UM a taxa de sobrevivéncia das células as 3 horas foi de cerca de
85,1£1,07% e as 24 horas foi de cerca de 75,7+1,54%. J4 quando se aplicou insulina
numa concentracdo de 10 uM observou-se que as 3 horas 89,5+1,46% das células
sobreviveram e as 24 horas essa sobrevivéncia foi de 81,3+1,18%. Este facto demonstra
que a insulina, tanto a 0,3 UM como a 10 uM, protegeu as células numa taxa de 15% e
20% respectivamente. Estas diferencas nos valores encontrados, que materializam o
efeito da insulina, foram significativas (p<0,001). Igualmente observou-se um efeito
neuroprotector ligeiramente mais elevado com a dose mais alta de insulina (10 uM) que

ndo foi significativo.

3.3.3.2 Tratamento com WAY

Com o objectivo de averiguar se o efeito neuropotector da insulina contra
insultos com A4, (Figura 14 e 15) recruta a mesma via celular do efeito da insulina na
neuroexcitabildade, ou seja, a via que modula os canais ERG, incubaram-se células de
neuroblastoma com 1uM AP;4 durante 3 e 24 horas, na presenca e auséncia do
bloqueador especifico de canais ERG, WAY (1 uM e 10 uM). Consequentemente,

procederam-se aos ensaios de viabilidade celular (MTT), como anteriormente descrito.
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Figura 21. Auséncia de efeito do WAY na diminuicao de sobrevivéncia celular induzida por Ap;.4,.
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As células N1E-115 foram expostas a 1 uM de AP;.4, durante 3 (barras pretas) e 24 horas (barras
brancas). Os valores expressos em % de sobrevivéncia decaem com o aumento do tempo de exposicao.
Quando se aplicou o A4 a pocos previamente tratados com 1 uM e 10 pM de WAY, ndo se
observaram quaisquer alteracdes na mortalidade induzida pelo Af;.4,. Os resultados da aplica¢do controle
da WAY (na auséncia de AP.4,) sdo igualmente apresentados para comparagdo. Significancia estatistica
em relagdo aos valores adquiridos com A4, apenas: p>0.05 — diferenca nio significativa; 0.01<p<0.05 —
diferenca pouco significativa (*); 0.001<p<0.01 — diferenca significativa (**); p<0.001 — diferenca muito
significativa (¥***) ; o tamanho das amostras encontram-se apresentados no topo das colunas do grafico;

barra de erro S.E.M.

Os resultados explanados na Figura 21 mostram que, a incubagdo das células
com 1 uM de AP;-4», sem qualquer outro tipo de tratamento, provoca taxas de
mortalidade similares ao observado anteriormente (Figura 20). Ou seja, este agressor
provoca a morte celular em cerca de 30% as 3 horas de exposicdo e 40% as 24 horas.
Muito importante foi constatar que o WAY, quer a 1 uM quer a 10 uM, ndo teve
nenhum efeito perante esta agressdo, o que € corroborado pelos testes estatisticos

efectuados (p>0,5). A semelhanca com o que foi observado para as agressdo com H,O,,

a inibi¢do dos canais ERG nao fomentam qualquer proteccao contra a toxicidade do AP.
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3.3.4 TTRs

Como mencionado na Introdugdo tedrica da presente dissertacdo, existem dados
em ndmero crescente em que apontam fungdes importantes da transtirretina (TTR) na
fisiologia do sistema nervoso e nos fendmenos associados com neuropatologias. Neste
sentido, é relevante investigar sobre as funcdes neuroprotectoras ou neurotoxicas da
TTR, na sua forma nativa (wt - wild type) ou mutada. Assim, estudou-se no presente
trabalho os efeitos da TTR wr e a TTR 55’ (uma das mutacOes mais toxicas) na
viabilidade celular de neuroblastomas em cultura. Investigou-se também se a insulina (e

0 WAY) poderia influenciar de qualquer forma tais efeitos.

3.3.4.1 Tratamento com insulina

A semelhanca de todos os outros agressores usados neste trabalho, também para
a TTR se quis verificar o eventual efeito neuroprotector da insulina na presenca deste
agressor ao longo do tempo. Para tal, incubaram-se as células com 1 uM de TTR wt e
seus variantes (mutacdo 55°) durante 3 e 12 horas. Repetiu-se 0 mesmo em amostras
com o pré-tratamento com a insulina (0,3 e 10 uM), segundo 0 mesmo procedimento
anteriormente descrito. Procedeu-se entdo a ensaios de viabilidade celular (MTT). A

Figura seguinte mostra os resultados obtidos.
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Figura 22. Efeito da TTR wt e TTR 55’ na viabilidade de celular de neuroblastoma N1E-115, na
auséncia e presenca de insulina. As células foram incubadas com TTR wz (A) e TTR 55’ (B), ambos a

uma concentracio de 1uM, durante 3 horas (barras pretas) e 12 horas (barras brancas).
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Ao longo deste periodo de tempo, os valores expressos em % de sobrevivéncia aumentam com TTR wt, e
decaem com TTR 55°. As taxas de sobrevivéncia aumentam nos dois casos quando a incubacio se dd nos
pocos previamente tratados com 0,3 uM e 10 uM de insulina. O efeito neuroprotector da insulina é
notdrio tanto as 3 horas como as 12 horas de incubagdo. A insulina esteve sempre presente no meio de
cultura, durante o decorrer do ensaio. SignificAncia estatistica em relacdo aos controlos: p>0.05 —
diferenca ndo significativa; 0.01<p<0.05 — diferenca pouco significativa (*); 0.001<p<0.01 — diferenca
significativa (**); n=14; barra de erro S.E.M. Nas incuba¢des com TTR wr existe diferencga significativa
entre as incubagdes de 3 e 12 horas, tanto na condi¢do de controlo, como nos tratamentos prévios com

insulina (ndo mostrado na Figura).

A TTR wt tem por si sé algum efeito neuroprotector ao longo do tempo, uma vez
que as 3 horas a taxa de sobrevivéncia € de aproximadamente 65,7+1,60% e ao fim de
12 horas essa taxa apresenta uma subida para 80,7+1,38%, este facto € corroborado
pelos estudos estatisticos efectuados, existindo diferenga significativa entre estes valores
(0,01<p<0,05). Quando a TTR wt foi incubada na presenca de insulina, observa-se um
pequeno acréscimo nos valores de sobrevivéncia, significativo para o caso de 10uM de
insulina (0,001<p<0,01).

Em relacdo ao mutante 55° da TTR, observou-se que a sua adi¢ao se torna mais
prejudicial para as células ao longo do tempo. De notar que as 3 horas este agressor
matou cerca de 42,96+1,13% das células e as 12 horas, 48,37+0,53%. No entanto, esta
agressao nao foi tao eficaz, na presencga de 0,3 UM de insulina, baixando cerca de 10% a
taxa de mortalidade e, cerca de 15%, quando a insulina se encontrava a uma
concentracdo de 10uM. O efeito protector das duas concentracdes de insulina, face aos
insultos operados pela TTR 55’ € confirmado pela diferenca significativa dos

respectivos valores (ver Figura 22).
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3.3.4.2 Tratamento com WAY

A semelhanca do efectuado para o f-amildide e H,O,, pretendeu-se averiguar se
os canais ERG influenciam de alguma maneira os efeitos da TTR na viabilidade celular.
Assim, repetiram-se as experiéncias com TTR wt e TTR55" (3.3.4.1; Figura 22) na

auséncia e presenca de WAY (1 uM e 10 uM). A Figura 23 mostra os resultados

obtidos.
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Figura 23. Auséncia de efeito do WAY no aumento da sobrevivéncia celular induzido pela TTR wt
(A) e na diminuicao da sobrevivéncia celular causado pelo TTR 55’ (B). As células foram incubadas
com TTR wt (A) e TTR 55’ (B), ambos a uma concentra¢do de 1uM, durante 3 horas (barras pretas) e 12
horas (barras brancas). Ao longo deste periodo de tempo, os valores expressos em % de sobrevivéncia
aumentam com TTR wt, e decaem com TTR 55°. De uma maneira geral, as taxas de sobrevivéncia nio
sdo alteradas nos dois casos quando a incubacdo se dd nos pocos previamente tratados com 01 uM e 10
UM de WAY- excepcdo observada com 10 puM de WAY em que se observa um pequena diminui¢io nos
valores, ao fim de 12 horas de incubacdo com 10 uM de WAY. O WAY esteve sempre presente no meio
durante o decorrer do ensaio de MTT. Significincia estatistica em relacdo aos controlos: p>0.05 —

diferenca ndo significativa; 0.01<p<0.05 — diferenca pouco significativa (*); n= 14; barra de erro S.E.M.

Como observado na experiéncia anterior (3.3.4.1; Figura 22), a incubagao com
TTR wt resultou num efeito neuroprotector ao longo do tempo, e, ao viés, a incubacao
com TTR 55° resultou num decréscimo dos valores de sobrevivéncia celular. No
entanto, ao contrario da insulina, o WAY, quer a 1 uM quer a 10 uM, ndo alterou
significativamente o efeito destes. Claramente, ndo aumentou os valores de viabilidade.
Quanto muito, assistiu-se a um pequeno acréscimo nos indices. De qualquer modo, tal

como anteriormente observado para as agressdes de H,O, e de B-amil6ide, é claro que
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bloqueando os canais ERG com WAY, ndo se activa qualquer fendémeno de

neuroprotecc¢do sobre o efeito das TTRs.

3.3.4.3 Relacao de TTRs com o calcio citoplasmatico

Considerando os resultados dos testes de viabilidade celular que mostram que a
TTR wt, TTR 55’ t€ém um efeito antagénico na sobrevivéncia da célula, investigou-se se
a TTR wr, TTR 55’ teriam um efeito na dindmica de Ca”* citoplasmético. A semelhanca
disto também se pretendeu inferir na eventual dependéncia de GST, uma TTR associada
a Glutationa S-transferase nesta mesma dinimica do Ca®* citoplasmatico. Assim,
adicionaram-se estes amildides a células de neuroblastoma carregadas com Fluo-3, um

marcador fluorescente sensivel ao Ca2+, monitorizando-se a fluorescéncia.
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Figura 24. A TTR wt e a TTR 55’ induzem diferentes alteracoes no Ca®* citoplasmitico em células
de neuroblastoma N1E-115. Exemplos de registo da fluorescéncia proveniente de células carregadas
com Fluo-3 AM. A aplicacdo de 1 pM TTR wt (A), resultou num pequeno e transitério aumento nos
niveis de fluorescéncia. O pequeno aumento transitério é mostrado no detalhe da Figura. A aplicagdo de 1
uM TTR 55° (B) induziu um aumento considerdvel e duradouro nos niveis de fluorescéncia. Em (C), a
adi¢do de 1 uM de GST ndo induziu mudancas resolvieis na fluorescéncia. Leituras de fluorescéncia a

cada 2 segundos (0.5 Htz) e normalizados a primeira leitura (F/F1).

A adicao de TTR wt (IuM) evocou um pequeno aumento nos valores de
fluorescéncia. Esse aumento era transitério em que a fluorescéncia baixava para valores
basais em menos de 15 segundos. A natureza desta resposta sugere assim que TTR wt
produz um aumento ténue de Ca®™" que € consequentemente extraido pela célula.

Em relacdo ao mutante TTR 55°, observou-se que também este eleva os niveis
de Ca”* citoplasmatico na célula. No entanto, este aumento é mais elevado e progressivo
ao longo do tempo. Ao contrario do que se observa na resposta a TTR wt, os niveis de
fluorescéncia ndo voltam aos valores basais. Ja quando as células foram expostas a TTR
associada a Glutationa S-transferase (GST), ndo se observaram quaisquer alteracdes nos

valores de fluorescéncia.
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IV. DISCUSSAO DE RESULTADOS

Como foi referido anteriormente os neuroblastomas constituem um excelente
modelo neuronal, como tal estas células contém entre muitos outros componentes de
membrana, canais idnicos e receptores de insulina (Ostlund et al., 2001). Ao ter isto em
conta e o tendo em mente os objectivos deste trabalho testou-se o efeito neuroprotector
da insulina, tanto per si, como na presenca de vdrios agressores relevantes na DA.
Averiguou-se ainda se os canais ERG responsdveis pela corrente de K™ sensivel a
insulina, estdo envolvidos nas vias do mecanismo através do qual se da esta

neuroprotecgao.

4.1 Efeito da insulina per si nas taxas de sobrevivéncia controlo vs

periodo de incubac¢ao ao longo do tempo

Os resultados demonstraram que a insulina nao induziu mudancas marcadas nas
taxas de sobrevivéncia. Na andlise global destes resultados poder-se-a referir que a
insulina ndo infere um efeito neuroprotector marcado nos dias de cultura em que a
mortalidade ndo é considerdvel. S6 se observa alguma neuroproteccdo ao fim de 6 dias
de cultura no caso em que hd mudangca de meio, quando os niveis de mortalidade
aumentam consideravelmente.

Os resultados correspondentes aos ensaios de fluorescéncia evidenciaram
também que a insulina promove um aumento do Ca’* citoplasmético nos
neuroblastomas, sendo este processo transitério. Ou seja, as células ao fim de alguns
segundos apds a aplicacdo de insulina conseguem restabelecer a homeostase de Ca™.
Esta observagdo foi também recentemente reportada como sendo uma consequéncia da
funcdo da insulina como hormona aceleradora de metabolismo celular por Henquin
(2009).

E um facto conhecido de que a insulina atravessa a barreira hemato-encefélica e
entra no cérebro (Baskin et al., 1987; Baura et al., 1993), sendo que uma pequena
porcao de insulina que é encontrada neste 6rgdo € produzida no mesmo (Woods, 2003;
Banks, 2004). Sabe-se ainda que esta hormona quando encontrada no cérebro,
desempenha varios papéis fisiolégicos como a regulacdo de ingestdo de alimento

(Woods et al, 1979; Spanswick et al., 2000) ou a sua accdo nas fun¢des cognitivas
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(Havrankova et al., 1978; Freychet, 2000). Os resultados apresentados neste relatério
indicam que a acrescentar a essa lista de papéis desempenhados pela insulina no

cérebro, esta hormona desempenhe também um ténue papel de neuroprotector natural.

4.2 Efeito neuroprotector da insulina em neuroblastomas na presenca

de agressores

Os estudos demonstraram que existe um efeito neuroprotector por parte da
insulina aquando a exposi¢ao dos agressores testados, exceptuando o DMSO 10%, que
como anteriormente referido, € um agressor de membrana celular (Kimbhi et al., 1976).
Este facto leva a crer que a ac¢@o neuroprotectora da insulina depende da integridade da
membrana.

Em relacdio ao H,0, verificou-se que quanto maior a concentracdo deste
agressor, mais morte celular é observada. Este resultado vai de encontro com os estudos
desenvolvidos por Dringen et al. (2005), que constatou que a sobrecarga celular de
H,0, se traduz em stress oxidativo na célula, o que provoca um desequilibrio
persistente entre a produgdo de radicais derivados do peréxido e a sua remocio,
resultando em danos neuronais e morte. Surpreendentemente os resultados apresentados
neste relatério, mostraram que quanto maior a concentracdo de H,O, aplicado e por
consequéncia maior a intensidade da agressdo, mais intensa € a resposta neuroprotectora
por parte da insulina. Tal observagao € dificil de ser explicada, tendo em conta o estudo
de Zhong e Lee (2007), que obtiveram resultados que sugeriam que a resisténcia/
insensibilidade neuronal a insulina poderia ser induzida por uma sobrecarga de H,O,,
resultando na morte neuronal. No entanto, Moreira et al. (2004) observou que a insulina
protegia neurénios de ratos diabéticos que se encontravam sob stress oxidativo. Este
stress oxidativo, provocado por H,O, e focalizado na mitocondria dos neurénios foi
parcialmente revertido aplicando insulina. Este facto € interessante pois pode apontar
para uma via de neuroproteccdo por parte da insulina a fisiologia mitocondrial dos
neuroblastomas.

Este estudo debrucou-se também na agressdo temporal por parte da BA. Os
resultados demonstraram que a agressdo se intensifica ao longo do tempo. Este facto
pode ser explicado através da possivel e progressiva agregacido do BA, tornando-a cada

vez mais téxica. Como descrito na introdugdo tedrica deste relatério, esta toxicidade
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pode estar associada ao facto de fomentar a disfuncdo de correntes de Ca** (Stutzmann,
2005), inibe canais de potdssio, bloqueando as suas correntes (Murphy et al., 1996) e
promove stress oxidativo mitocondrial. Verificou-se também que a insulina protegeu as
células, sendo que esta neuroprotecc¢ao foi dependente da concentragdo de insulina. Ou
seja, quanto maior a concentracao de insulina aplicada, maior este efeito neuroprotector.
Esta constatacdo ndo foi de modo algum inesperada, uma vez que Gasparini et al.
(2001) e Selkoe (2001) mostraram que a insulina inibia os efeitos téxicos da PA.
Também Hong et al. (1997) e Lesort et al. (2000) evidenciaram que a insulina reduzia a
fosforilagdo da proteina tau, um dos principais efeitos do BA. E Lee em 2001, observou
que um decréscimo da insulina elevava a toxicidade de BA no cérebro. A semelhanga do
agressor H,O,, Moreira et al. (2004) mostrou ainda que na presenga de BA, a insulina
reverte o efeito toxico do stress oxidativo mitocondrial.

Por fim testou-se o efeito da TTR wt e de uma variante mutante (55°) ao longo
do tempo em neuroblastomas. Os resultados mostraram que a TTR wt tem por si s6
algum efeito neuroprotector ao longo do tempo. Esta observacdo pode ser de algum
modo apoiada pelo estudo Costa et al. (2008) que provou que a TTR wt se comporta
como uma molécula neuroprotectora em cultura celular, inibindo efeitos de apoptose.
Neste caso a insulina demonstrou um ligeiro efeito protector adicional a protec¢do por
parte da prépria TTR wt. Em relagdo ao mutante 55°, verificou-se que se torna mais
prejudicial aos neuroblastomas ao longo do tempo. No entanto, esta agressdo perdeu
alguma intensidade, na presenca de insulina. Como foi documentado em Costa et al.
(2003) € um facto que variantes derivados de mutagdes de TTR afectam a homeostase
de Ca®* citoplasmdtico e promovem stress oxidativo nas células. Levanta-se entdo a
possibilidade de que a insulina a semelhanca do que foi referido para as agressodes de
H,0, e BA, tenha revertido o efeito nocivo provocado pelo stress oxidativo (Moreira et
al., 2004). Pode entdo dizer-se que para se observar um efeito neuroprotector da insulina

intenso € necessario haver uma agressao efectiva.
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4.3 Mecanismo da neuroproteccao da insulina

Com excepcdo dos resultados encontrados para o efeito de DMSO que é
inalterado por pré-incubacdo com a insulina, os resultados com outros agressores
testados permitem tecer algumas consideragdes sobre os mecanismos envolvidos. Para
tal, foram uteis os resultados provenientes dos ensaios onde se utilizou WAY que
bloqueia especificamente canais de potdssio do tipo ERG, responsaveis pela corrente de
K" sensivel a insulina em células diferenciadas de N1E-115 (Lima et al., 2008). O
presente estudo mostrou que a proteccdo da insulina ndo recruta a via dos canais de
potassio ERG. Este facto remete para a evidéncia, de que a insulina apesar de modelar
as correntes de potdssio via ERG como descrito em estudos anteriores (Lima et al.,
2008), ndo € de todo a via que segue no seu mecanismo de neuroproteccdo e de modo
algum estd relacionada com a via PKB-akt associada a neuroproteccdo (Bayascas,
2008). Na realidade, os resultados sdo apoiados por literatura que levanta a
possibilidade de uma vida mitocondrial (Moreira et al., 2004), pois estes trés agressores
testados provocam stress oxidativo nas mitocondrias das células.

Em relacdo aos resultados de fluorescéncia, estes mostraram que TTR wt, se
comporta de forma algo semelhante 2 insulina, promovendo um aumento de Ca*
transitério na célula. Esta observacdo vai de encontro com os estudos de Costa et al.
(2008), que provou que ides de Ca”* estdo envolvidos na proteccdo em cultura celular
através da inibicdo da apoptose. Este estudo também demonstrou que os agressores
H,0; e TTR 55’ promovem um aumento de Ca®* citoplasmatico de forma progressiva e
persistente ao longo do tempo, nao permitindo as células restabelecer a homeostase de
Ca” e como consequéncia levando a morte neuronal. Estas observacdes estdo de acordo
com os estudos de Mattson e Liu (2002) e de Teepker et al. (2007) que verificaram que
H,0O; promovia de facto um distirbio na homeostase de Ca’t citoplasmatico em células
neuronais. Costa et al. (2008) verificou mais tarde que formas mutadas de TTR também
induziam essa perturbacdo celular. Dadas estas evidéncias e tendo em conta que a
insulina actuou de forma protectora nos neuroblastomas, quando estes foram expostos
aos agressores em causa (H,O, e TTR 55°), é possivel dizer-se que o mecanismo de
neuroproteccdo da insulina recruta uma via relacionada com o Ca**.

No entanto, pode especular-se acerca da possivel existéncia de outra via

independente do célcio, recrutada pela insulina no seu mecanismo de neuroprotec¢ao,
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tendo em conta a experiéncia em que as células foram incubadas em solug@o externa na
presenca e auséncia de Ca**e agredidas com H,0,. Nesta experiéncia observou-se que a
taxa de mortalidade aumenta com o aumento de concentracio deste agressor, sendo esse
aumento mais acentuado em condicdes de auséncia de Ca**. Esta constatacdo leva a crer
que o distirbio na homeostase de Ca*t que estd documentada (Mattson e Liu, 2002;
Teepker et al., 2007) é apenas uma consequéncia celular deste agressor e ndo a via
principal de agressdo. Os resultados revelaram também que a insulina, quer na presenca
ou auséncia de Ca®*, neuroprotegeu as células. Isto poderd ter duas explicacdes: (1) a
via de neuroproteccdo da insulina é independente doCa”*; (2) a via neuroprotectora da
insulina depende de variacdes do Ca®* citoplasmdtico (induzidas pela insulina) mas
estas sdo mediadas por libertacdo de Ca®* armazenado em organelos involvendo a
activacdo do receptor de IP3 (dados ndo publicados) e, consequentemente, com reduzida
dependéncia do Ca”* externo.

De qualquer modo, € legitimo afirmar que podera haver mais do que uma via no
mecanismo de neuroproteccdo da insulina, uma relacionada com o Ca’* e outra

independente deste.
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V. CONCLUSOES

O presente trabalho pemitiu tecer as seguintes conclusoes:

e Em células de neuroblastoma NI1E-115 mantidas em cultura, a insulina
neuroprotege contra as agressdes celulares: Peréxido de Hidrogénio (H,O,),

DMSO, B-amiléide (AP;.42), € mutante da transtirretina TTR 55°.

e O H,O, e TTR 55 evocam um aumento duradouro no Ca** citosélico assim
como acontece com A4, como mostra a literatura. A natureza de tais
respostas € consistente com o papel neurotéxico. Coerente com um papel

neuroprotector, € o facto da insulina evocar um aumento transitério no Ca*".

¢ A toxicidade de H,O, aumenta com a sua concentracio, € a neuroprotec¢ao pela

insulina € tanto maior quanto maior for a concentracao do H,Os.
® A neuroproteccao da insulina € dependente da sua concentragao.

e A TTR wt aumenta a sobrevivéncia celular ao passo que a TTR 55’ a reduz;
consistente com tais factos, a TTR wt induz um aumento breve, e pequeno no

2+ . s, ~ . 2~
Ca™™ citoplasmatico contrastando com uma elevacdo considerdvel, lenta e

persistente nos niveis de Ca”* causada pela TTR 55’.

e O tratamento com o bloqueador especifico para os canais de K tipo ERG, Way-
123,398-A-5, ndo induz qualquer protecc¢do face a todas as agressoes celulares
usadas neste trabalho, o que leva a concluir que a via celular recrutada pela
funcdo neuroprotectora da insulina ndo é coincidente com a via da insulina que
conduz a modulacdo inibitéria dos canais ERG (neuroexcitatéria). Ou seja, a via
PKB-akt (relacionada com a neuroproteccao da insulina), € independente da via

recrutada no efeito excitatorio da insulina.
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VI. PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho levantou varias possibilidades para estudos futuros.

Primeiramente e dado que nos ensaios de viabilidade celular onde se incubaram
as células em solucdo externa com e sem Ca’*, o efeito neuroprotector da insulina era
mais reduzido face a agressao de H,O,, quando comparado com experiéncias efectuadas
com meio de cultura; levanta-se a hipétese de que o meio de diferenciacdo tem algum
componente que potencia o efeito neuroprotector da insulina. Seria interessante utilizar
meios de cultura existentes com viérias concentra¢des de Ca®* na sua constituicio. Ndo
obstante disto e a semelhanca destes ensaios que apenas se fizeram para H,O,, hd que
considerar a repeti¢do da mesma experiéncia com os agressores de TTRs e BA.

As questdes levantadas com os presentes resultados relacionados com a
dependéncia de Ca®* no fenémeno de neuroprotec¢do da insulina levanta a necessidade
de se estudar em detalhe a natureza do efeito da insulina na dindmica de Ca**. Esse
estudo deverd recorrer a marcadores de Ca** com dois comprimentos de onda (como o
Fura-2 ou Mag-Fura) de modo a se compararem respostas com maior acuidade através
de medidas raciométricas.

Dado as consideracdes tecidas quanto a possivel via mitocondrial seguida pela
insulina no seu mecanismo de neuroproteccao, seria relevante aprofundar esta questio,
recorrendo a ensaios adequados para o efeito, utilizando por exemplo marcadores
especificos.

O facto da TTR wt se ter comportado como uma molécula neuroprotectora em
células de neuroblastoma levantam vdrias possibilidades para investiga¢des futuras. Por
exemplo seria importante estabelecer se a TTR wt altera a neurotoxicidade do AB. De
igual modo, parece premente investigar se o “desempenho” neuroprotector da insulina é

alterado (e quem sabe potenciado) na presenca de TTR wr.
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