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RESUMO
A doenca de Alzheimer (DA) € uma doenca neurodegenerativa gradual e progressiva

caracterizada pela atrofia cortical predominantemente no lobo temporal medial, e
microscopicamente, por perdas neuronais extensas e depositos denominados
emaranhados neurofibrilares e placas senis. Desde os resultados do estudo de Rotterdam
em 1992, sabe-se que a diabetes mellitus tipo 2 (DM2) aumenta o risco de deméncia.
Pacientes com DM2 apresentam alteracOes cerebrais estruturais e comprometimento
cognitivo, com elevado risco de desenvolver DA. Estes dados sugerem que a insulina
pode desempenhar um papel fundamental com relacdo a atividade cerebral e com a
formacdo da memoria. A partir destes achados, a DA tem sido chamada por alguns
pesquisadores de “diabetes tipo 3” (DM3) ou “diabetes cerebral”. Alguns grupos de
pesquisa mostraram que a ADAML10, a a-secretase que inibe a formacéo das placas senis
e, portanto, é protetora contra a DA, esta alterada no sangue de idosos com esta deméncia,
quando comparado com idosos cognitivamente saudaveis. Neste sentido, o objetivo deste
estudo foi verificar se existem diferencas nos niveis e na atividade de ADAM10 em
células de neuroblastoma (SH-SY5Y), diferenciadas e indiferenciadas, cultivadas em
meio celular normal e hiperglicémico, em uma condicdo que simula 0 DM2, bem como
alteragBes concomitantes dos niveis de proteinas envolvidas na via insulinica,
particularmente da enzima degradadora de insulina (IDE). Os resultados mostraram que
a presenca da matriz extracelular (MEC) mantém a diferenciacdo das células neuronais
por maior periodo, mesmo em ambiente com alto teor de glicose. Além disso, também foi
possivel observar a reducdo dos niveis de ADAM10 e IDE nas células SH-SY5Y
diferenciadas e cultivadas em ambiente hiperglicémico. Os resultados deste estudo
destacam a importancia da MEC na manutencdo da diferenciacdo neuronal in vitro.
Ainda, esses resultados contribuem para uma compreensao mais profunda das interag0es
moleculares entre DM2 e DA e fornecem sugestdes valiosas para futuras pesquisas nessas
areas. O impacto desse estudo estd relacionado ao melhor entendimento da biologia
dessas doencas, evidenciando a necessidade de mais estudos relacionados a
implementacdo de novas abordagens clinicas de tratamento da DA, observando também

0 estado metabdlico dos pacientes.

PALAVRAS-CHAVE: doenca de Alzheimer, diabetes mellitus tipo 2, células de
neuroblastoma, envelhecimento, deméncia, doengas metabolicas.



ABSTRACT
Alzheimer’s disease (AD) is a gradual and progressive neurodegenerative disease

characterized by cortical atrophy predominantly in the medial temporal lobe and,
microscopically, by extensive neuronal losses and deposits called neurofibrillary tangles
and senile plaques. Since the results of the Rotterdam study in 1992, it has been known
that type 2 diabetes mellitus (T2DM) increases the risk of dementia. Patients with T2DM
present structural brain changes and cognitive impairment, with a high risk of developing
AD. These data suggest that insulin may play a fundamental role in brain activity and
memory formation. Based on these findings, AD has been called “type 3 diabetes”
(T3DM) or “cerebral diabetes” by some researchers. Some research groups have shown
that ADAM10, the a-secretase that inhibits the formation of senile plaques and, therefore,
is protective against AD, is altered in the blood of older adults with this dementia
compared to cognitively healthy older adults. In this sense, the objective of this study was
to verify whether there are differences in the levels and activity of ADAMI10 in
neuroblastoma cells (SH-SY5Y), differentiated and undifferentiated, cultured in regular
and hyperglycemic cellular media, in a condition that simulates T2DM, as well as
concomitant changes in the levels of proteins involved in the insulin pathway, particularly
the insulin-degrading enzyme (IDE). The results showed that the extracellular matrix
(ECM) maintains the differentiation of neuronal cells for a more extended period, even
in an environment with a high glucose content. Furthermore, it was also possible to
observe a reduction in ADAM10 and IDE levels in SH-SY5Y cells differentiated and
cultured in a hyperglycemic environment. The results of this study highlight the
importance of the ECM in maintaining neuronal differentiation in vitro. Furthermore,
these results contribute to a deeper understanding of the molecular interactions between
T2DM and AD and provide valuable suggestions for future research in these areas. The
impact of this study is related to a better understanding of the biology of these diseases,
highlighting the need for more studies related to the implementation of new clinical

approaches to the treatment of AD, also observing the metabolic status of patients.

KEYWORDS: Alzheimer’s disease, type 2 diabetes mellitus, neuroblastoma cells,
aging, dementia, metabolic diseases.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenga neurodegenerativa progressiva e
gradual marcada pela atrofia cortical preeminentemente no lobo temporal medial
(Szybinska, Lesniak et al. 2017). Em nivel microscopico a DA é caracterizada por perdas
neuronais extensas e predominante depdsito de emaranhados neurofibrilares e placas
senis, intra e extracelular, respectivamente (Kumar, Sidhu et al. 2018). A partir do estudo
de Rotterdam em 1992, sabe-se que a diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é um fator de risco
para o desenvolvimento de quadros demenciais, entre eles a DA (de Bruijn, Bos et al.
2015). Desse modo, pessoas que apresentam tais alteragcdes nas estruturas cerebrais e
funcionais, além do comprometimento cognitivo, possuem maior risco para desenvolver
a DA (Szybinska, Le$niak et al. 2017). Assim, esses dados sugerem que a insulina, um
horménio atuante na DM2, desempenha um papel fundamental na atividade cerebral e
consequentemente na formacgdo de memorias (McNay and Pearson-Leary 2020). Devido
a isso, alguns pesquisadores tém se referido a DA como “diabetes cerebral” ou “diabetes
tipo 3” (Szybinska, Lesniak et al. 2017).

Ademais, a populacdo brasileira vem assumindo uma configuracdo mais
envelhecida a cada ano devido as quedas das taxas de fecundidade e mortalidade no pais.
Esse novo perfil demogréafico leva ao aumento das doencas cronico-degenerativas, que
passam a ocupar destague como principais causas de mortalidade e morbidade
(Szybinska, Lesniak et al. 2017). Além das doencas cronico-degenerativas, a queixa de
perda de memoria e outros déficits cognitivos passam a ser mais recorrentes diante de
uma populacdo mais envelhecida (Szybinska, Le$niak et al. 2017). Desse modo se faz
necessario ampliar conhecimento a respeito dessas doencas, em especial, das relacdes
entre elas, visando a formulacdo de novas estratégias que possam atuar na prevencdo, no

diagnostico e no tratamento da DA.

1.1 Envelhecimento e a doenca de Alzheimer

O envelhecimento populacional brasileiro vem assumindo grande destaque nas
temaéticas referentes a saude publica. Os principais fatores dessa aceleracao na transicéo
demogréafica no Brasil séo a expressiva reducdo na taxa de fecundidade, concatenada a
forte diminuicdo da taxa de mortalidade e 0 aumento significativo da expectativa de vida
(Cidades 2018). Desse modo, o Brasil caminha aceleradamente para um perfil
demografico mais envelhecido, o que caracteriza uma transicao epidemioldgica, em que
doencas cronico-degenerativas conquistam lugar de destaque e passam a representar as

principais causas de mortalidade e morbidade (Cidades 2018).
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Assim, com a populacéo idosa crescendo em ritmo acelerado, as projec¢des indicam
um aumento exponencial de individuos acometidos por esses tipos de deméncias a cada
duas decadas. Estima-se que até 2040 esse numero atinja a expressiva marca de 81,1
milhGes, destacando as deméncias como um dos principais desafios no ambito de saude
publica (Livingston, Sommerlad et al. 2017). Assim, a atual prevaléncia de disturbios
demenciais na América Latina é de cerca de 8,5% da populacédo total, em consonancia
com resultados observados em diversos estudos internacionais (Custodio, Wheelock et al.
2017).

Mudltiplos elementos de predisposi¢do estdo relacionados a DA, incluindo, mas ndo
somente se limitando ao avango da idade, historico de lesdes cerebrais traumaticas,
quadros depressivos, enfermidades cardiovasculares e cerebrovasculares, tabagismo,
antecedentes familiares de deméncia e a presenca do alelo APOE &4 (Kumar and Tsao
2018). Um estudo publicado na revista Lancet em 2017 apresentou nove fatores de risco
potencialmente reversiveis para deméncia. Esses fatores sdo divididos entre aqueles que
ocorrem no inicio da vida como baixos niveis educacionais; na meia vida, como perda
auditiva, hipertenséo e obesidade; ou nos anos finais da vida, como tabagismo, depressao,
inatividade fisica, isolamento social e diabetes (Livingston, Sommerlad et al. 2017).

Em uma atualizacdo do estudo de 2017 foram incorporados outros trés novos fatores
de risco modificaveis para deméncia: o consumo excessivo de &lcool, lesdes cerebrais
traumaticas e poluicdo do ar (Livingston, Huntley et al. 2020). Ao realizar novas revisdes
e meta-analises, esses fatores foram incorporados a um modelo revisado, totalizando
assim 12 fatores de risco para a prevencdo da deméncia ao longo da vida. Em conjunto,
esses fatores de risco sao responsaveis por aproximadamente 40% dos casos de deméncia
em todo 0 mundo, sugerindo que uma diminuicdo significativa da doenca poderia ser
alcangada ao prevenir esses fatores reversiveis (Livingston, Huntley et al. 2020).

E importante destacar que o potencial de prevencéo ¢ particularmente relevante e
significativo em paises de baixa e média renda, como o Brasil, onde a incidéncia de
deméncias é mais expressiva (Livingston, Huntley et al. 2020, Suemoto, Mukadam et al.
2023). No contexto brasileiro, esses 12 fatores de risco sdo responsaveis por 48% dos
casos de deméncia em diferentes regides do pais (Suemoto, Mukadam et al. 2023),
mostrando que os dados sdo diferentes daqueles encontrados em paises de alta renda. Ao
estratificar essas estimativas por raca e nivel socioecondémico no Brasil, torna-se evidente
que o potencial de prevencdo da deméncia no pais é substancialmente maior do que em

nacOes de alta renda. Nesse contexto, acBes prioritarias de prevengdo devem focar

14



especificamente em areas como a educacao, controle da hipertensao e prevencgéo da perda
auditiva (Suemoto, Mukadam et al. 2023).

Ao longo do processo de envelhecimento, é possivel observar que queixas
relacionadas a perda de memdria podem surgir, muitas vezes acompanhadas de
dificuldades no desempenho de outras fungdes cognitivas. Essas dificuldades, embora
perceptiveis, ndo costumam atingir um ponto que caracterize uma sindrome demencial
(Weller and Budson 2018, Vatanabe 2020). Em 1999, Petersen introduziu o conceito de
Comprometimento Cognitivo Leve (CCL), que posteriormente foi atualizado para
Transtorno Neurocognitivo Leve (TNCL) de acordo com o0 DSM-V (Petersen, Smith et
al. 1999). Os critérios clinicos que definem o TNCL compreendem a identificagdo de um
declinio cognitivo moderado em comparagdo com o nivel de funcionamento anterior em
um ou mais dominios cognitivos, além de um desempenho neurocognitivo reduzido em
testes formais ou avaliagdes clinicas equivalentes, com uma margem de um a dois desvios
padrdo abaixo do esperado. Adicionalmente, é necessario que as mudancas cognitivas ndo
interfiram na autonomia do individuo, mesmo que ocasionalmente demandem esforcos e
estratégias de compensacao (Petersen, Smith et al. 1999). Estudos mostram que o subtipo
amnéstico do TNCL (TNCLa) pode representar uma fase pré-demencial sintomatica
associada a DA, uma vez que esse subtipo ocorre quando o dominio cognitivo de memaria
é comprometido, principalmente a memoria episddica (Petersen and Morris 2005, Albert,
DeKosky et al. 2011).

Atualmente, a DA é a deméncia que ocupa uma posicdo de destaque nao apenas no
Brasil, mas também em ambito global. Ainda que predomine como o tipo de deméncia
mais prevalente, ndo se pode ignorar as outras formas de manifestacdo demencial
essenciais para se chegar a um diagnostico diferencial solido, como a deméncia da doenga
de Parkinson (DDP), deméncia frontotemporal (DFT) e deméncia como corpos de Lewy
(DLB). Essas doencas sdo categorizadas no sistema nervoso central (SNC) pela presenca
de proteinopatias, incluindo agregacdes anormais de peptideo B-amiloide (A), proteina
prion (PrPSc), tau, a-sinucleina (a-syn), TAR DNA-blinding protein 43 (TDP43) ou da
proteina FUS (Manzine, Vatanabe et al. 2022). Igualmente importante para o diagnostico
diferencial também sdo os casos clinicos de distarbios transitorios, enquanto condicbes
reversiveis, devido a progressdo de infeccGes, déficit de vitamina B12, hipotireoidismo e
hidrocefalia de pressdo normal, os quais podem imitar quadros de deméncia com a
presenca de sintomas psiquiatricos, que podem ser tratados com intervencdes

medicamentosas adequadas revertendo o quadro (Quevedo 2019).
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A deméncia associada a DA se caracteriza por uma sindrome clinica que envolve o
desenvolvimento de déficits cognitivos suficientes para impactar a funcionalidade social
e ocupacional diaria do individuo (Qiu and Fratiglioni 2018). Conforme definido pelo
DSM-V, a DA ¢ categorizada como um “Transtorno Neurocognitivo Maior”, para cujo
diagndstico é necessario que dois ou mais desvios padrdo abaixo da média esperada para
a idade sejam observados nos testes cognitivos, com as alteragcbes cognitivas sendo
substanciais o bastante para prejudicar a autonomia do individuo (Kumar, Sidhu et al.
2018).

Na DA, os emaranhados neurofibrilares encontrados em nivel microscopico
formam-se pela dissociacdo da proteina tau dos microtubulos. A tau tem a funcéo de
manter a estrutura e a funcionalidade do citoesqueleto dos axdnios neuronais. No entanto,
na DA, essa proteina passa por um processo de hiperfosforilacdo, levando a desconexdo
dos microtabulos neuronais e subsequente agregacdo em emaranhados intraneuronais,
culminando no colapso da estrutura neuronal. Esse fenémeno tem inicio no hipocampo e
posteriormente se estende por todo cortex cerebral (Kumar and Tsao 2018).

Por outro lado, as placas amiloides emergem devido ao excessivo depdsito do AP
no cérebro. O AP ¢ derivado da clivagem da proteina precursora de amiloide (APP)
mediante a acdo das proteases P e y-secretases (Figura 1). A clivagem sequencial,
primeiramente por B e depois pela y-secretases resulta em peptideos de 40 e 42
aminoacidos. Notavelmente, o AP42, devido a hidrofobicidade aumentada, demonstra
uma maior tendéncia a agregacdo, o que desencadeia toxicidade neuronal por
acumulacdo. A deposicdo amiloide também ocorre em torno dos vasos meningeos e
cerebrais, caracterizando um dos aspectos da DA (Kumar and Tsao 2018).

Apesar das evidéncias genéticas e neuroquimicas sustentarem as premissas
apresentadas, é importante destacar que a patogénese da DA é muito mais intrincada,
abrangendo diversos outros mecanismos, tais como um intenso processo inflamatério,
acompanhado de estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial, entre outros (Manzine,
Vatanabe et al. 2020).
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Figura 1. Clivagem da APP pelas o e y-secretases (via ndo-amiloidogénica) e pelas B e y-
secretases (via amiloidogénica) com formagdo do peptideo AB. Extraido e modificado de (Zhao,
Liu et al. 2020).
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1.2 Metabolismo da insulina e doenca de Alzheimer

O processo de envelhecimento esta intricadamente ligado ao aumento das condigdes
metabdlicas adversas, abarcando a obesidade, a resisténcia sistémica & insulina, a
sindrome metabdlica e a DM2 (Breteler, van den Ouweland et al. 1992). Paralelamente,
as modificagOes na via da insulina tém sido associadas a distUrbios cerebrais, incluindo a
DA (De Felice and Lourenco 2015). A ligacdo entre a DM2 e os quadros demenciais foi
primeiramente demonstrada no estudo de Rotterdam, que delineou o agravamento do
risco para o desenvolvimento de deméncia entre pessoas com DM2 (Breteler, van den
Ouweland et al. 1992). De acordo com a literatura, individuos com DM2 apresentam
alteracOes cerebrais e declinio cognitivo notério, ampliando notavelmente o risco para o
surgimento da DA, especialmente em sua manifestagdo de inicio tardio (Hayden 2019).

A partir do estudo de Rotterdam foi possivel encontrar caracteristicas
compartilhadas entre ambas as enfermidades, DA e DM2, tais como disfungfes na via de
sinalizagdo da insulina, processamento atipico de proteinas, aumento do estresse
oxidativo, desregulacdo no metabolismo da glicose, ativacdo de rotas inflamatdrias e
formagéo de produtos finais da glicagdo avangada (advanced glycation end-product -
AGE) (Sims-Robinson, Kim et al. 2010). Além disso, também se revelou uma possivel
conexdo entre a comprometida sinalizacdo da insulina e as modificacGes na proteina tau
(de Quadros and Batista 2019).

Os elementos inflamatorios decorrentes da DM2, incluindo &cidos graxos livres
(AGL) e lipideos em geral, ativam uma cadeia inflamatoria, desencadeando a liberagéo

de citocinas que colaboram com a instauragédo da inflamacéo, tais como as interleucinas
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(De Felice and Lourenco 2015). Em decorréncia disso, a presenca elevada de AGL
desencadeia o processo de neuroinflamagdo, podendo interferir na agdo antiproteolitica
da insulina e, consequentemente, intensificar a liberacdo de AGL na corrente sanguinea
(Ferreira, Fernandes et al. 2018, da Silva Santos, Senhorinha et al. 2021).

Os AGE compartilham um mecanismo comum na DA e DM2, ja que resultam de
reacOes inespecificas entre aclcares e lipidios ou proteinas, sendo a hiperglicemia a
responsavel por sua formacdo (Ferreira, Fernandes et al. 2018). E importante enfatizar
que o receptor de AGE (RAGE) também pode funcionar como um possivel receptor para
0 peptideo AP, colaborando para a hiperfosforilagdo da proteina tau e, como
consequéncia, para a formacdo dos emaranhados neurofibrilares, aumento na produgéo
de AP e diminuigdo das sinapses (Ferreira, Fernandes et al. 2018). Como resultado, a
formacdo dos AGE pode levar ao comprometimento da barreira hematoencefalica (BHE)
através da interagdo entre RAGE e AP, de maneira similar as anomalias causadas pelo
dano neural da DA (Ferreira, Fernandes et al. 2018).

Mudangas na permeabilidade da BHE resultam na entrada de AGL no cérebro,
desencadeando a subsequente producao de citocinas pré-inflamatérias. Esse aumento nos
niveis de AGL no cérebro torna-o suscetivel a ativacdo de receptores de padrdes
reconhecidos, bem como a processos inflamatorios e estresse do reticulo endoplasmatico
(Ferreira, Fernandes et al. 2018)

A degradacdo da BHE desencadeia um estado de neuroinflamacdo devido a
ativacdo da microglia (Gomes 2015). Na presenca de hiperglicemia, um ciclo de
retroalimentacéo positiva (feedback) emerge, com a intensificacdao dos niveis de produtos
de AGE que se ligam aos RAGE, resultando em um aumento subsequente nas placas
amiloides e emaranhados neurofibrilares. Essas alterages por sua vez, contribuem para
a amplificacdo da neuroinflamacéo e das lesdes na BHE (Ferreira, Fernandes et al. 2018).
Esse cenario é influenciado pelas citocinas pro-inflamatérias, que atuam como
mediadoras dessa inflamacéo e resultam em disfuncdo sinaptica e resisténcia neuronal a
insulina (Ferreira, Fernandes et al. 2018).

Embora o cérebro ja tenha sido considerado um 6rgdo insensivel a insulina as
informacdes presentes na literatura mostram que esse hormonio possui a capacidade de
regular a sobrevida, a funcéo e a plasticidade neuronal, bem como agir como um fator de
crescimento neuronal (Biessels and Reagan 2015). No tecido cerebral, a interacdo entre a
insulina e seu receptor (IR) desencadeia a ativagédo de vias de sinalizagdo que, por sua
vez, resultam em efeitos neuroprotetores (Silva 2016). Em algumas regides cerebrais,

como o hipocampo, hipotalamo, bulbo olfativo, hipofise, cortex e substancia negra, os
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niveis de insulina podem ser de 10 a 100 vezes mais elevados do que no plasma (Bedse,
Di Domenico et al. 2015). Ademais, 0 hipocampo €é a regido chave nos processos de
memoria e aprendizado, apresentando altos niveis de receptores de insulina, e portanto,
representa um importante alvo para tal horménio (Bedse, Di Domenico et al. 2015).

Estes dados sugerem que a insulina pode executar um papel importante nos
mecanismos relacionados a atividade cerebral e, estritamente, com a formacdo de
memoria. Dessa maneira, a partir destes achados, a DA tem sido nominada por alguns
pesquisadores de “diabetes tipo 3” (DM3) ou “diabetes cerebral” (Formiga and Perez-
Maraver 2014).

1.3 Mecanismos moleculares de regulacdo do receptor de insulina e sua influéncia
nos marcadores neuropatologicos da doenca de Alzheimer

Em contextos fisiologicos normais as células B-pancreaticas desempenham papel
central na sintese de insulina. Apos ser liberada na corrente sanguinea, a insulina percorre
um trajeto até o tecido cerebral, cruzando a BHE. Uma vez no cérebro, ela se liga aos
seus receptores especificos (IR), que estdo predominantemente situados no hipocampo,
conforme ja mencionado no texto (Frélich, Blum-Degen et al. 1999, Folch, Ettcheto et al.
2018).

O IR é uma glicoproteina formada por uma subunidade o extracelular com massa
molecular de 135kDa, e por uma subunidade  transmembrana de 95kDa (Hoyer 2004,
Maurer and Hoyer 2006). Essa molécula pertence a familia dos substratos do receptor de
insulina (IRS) e desempenha um papel crucial nas vias de sinalizagdo a ela associadas
(Hoyer 2004, Maurer and Hoyer 2006).

Sob circunstancias fisioldgicas, a interacdo entre a insulina e a subunidade o resulta
na formacdo de um dimero do IR originando o complexo 22 na membrana celular. Este
evento desencadeia a autofosforilagdo da subunidade B em trés residuos de tirosina
especificos: Tyrl1158, Tyrl162 e Tyrll163. Este é o primeiro passo no processo de
ativacdo do IR (Folch, Ettcheto et al. 2018). Uma vez ativados, os IR se agrupam e
fosforilam diversos substratos localizados na membrana plasmatica. Esses substratos
incluem o IRS1-2 (substrato receptor de insulina 1 e 2), SHC (Proteina transformadora
contendo dominio de homologia Src 2), Grb-2 (Proteina 2 ligada ao receptor do fator de
crescimento), DOCK1 (Dedicador de citocinese 1), CBL (Linfoma de linhagem B de
Casitas) e APS (Proteina adaptadora com dominio PH e SH2), os quais possuem sitios de
ligacdo especificos para recrutar outras proteinas na via de sinalizacdo da insulina (Zhao,
Chen et al. 1999).
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A insulina exerce seus efeitos no cérebro principalmente através de duas vias
distintas: a via fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K/Akt) e a via Ras/proteina quinase
ativada por mitégenos (MAPK), que estdo envolvidas nas atividades proliferativas e
metabolicas, respectivamente. Os residuos de tirosina fosforilados do IR interagem com
0s substratos do receptor de insulina IRS-1 e 2, ativando a via da PI3K (Yarchoan, Toledo
et al. 2014). A acdo de PI3K resulta na conversédo do fosfatidilinositol-4,5-bifosfato
(PIP2) em fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). Esse processo, por sua vez, ativa a
proteina quinase B (PKB/Akt) com a assisténcia da quinase dependente de 3-
fosfoinositideo (PDK) (Yarchoan, Toledo et al. 2014). A presenga de PIP3 recruta Akt
para a membrana plasmatica, onde ela ¢é fosforilada pela proteina quinase dependente de
3-fosfoinositideo (PDK1). Essa forma fosforilada da Akt entdo promove a translocacédo
do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) para a membrana plasmatica de neuronios na
regido do hipocampo. Essa translocagéo possibilita a metabolizacéo adequada da glicose
no cérebro (Folch, Ettcheto et al. 2018). Vale ressaltar que a estimulacao da via Akt/PKB
também é capaz de fosforilar outras proteinas quinases que atuam nas serinas e treoninas
dos receptores de insulina, proporcionando um mecanismo de feedback inibitério quando
necessario (Wu, Wang et al. 2010).

Um alvo crucial da via PI3K/Akt ¢ a enzima glicogénio sintase quinase (GSK3p),
que possui duas isoformas, a e . A Akt fosforila a GSK3, inativando-a, em um processo
regulado positivamente pela sinalizacdo da insulina. Na forma ndo fosforilada (ativa), a
GSK3pB tem varios alvos, incluindo a proteina tau e a APP. A GSK3f aumenta a
fosforilacdo da tau, reduzindo sua ligagcdo aos microtibulos. A GSK3a também aumenta
a producdo do AP, pois estimula a atividade da B-secretase BACEL. Além disso, a
ativacdo da GSK3p estd envolvida na promoc¢do da depressdo de longo prazo ou no
enfraquecimento da forca sinaptica, possivelmente por meio da ativagdo dos receptores
N-metil-D-aspartato (NMDA) ou da endocitose dos receptores de acido a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPA). A potencializacdo a longo prazo, por
outro lado, ativa a GSK3p por meio de um mecanismo dependente de PI3K/Akt. Estes
processos desempenham um papel crucial na compreensdo dos efeitos da insulina no
cerebro (Chami, Steel et al. 2016).

Os IR também desempenham um papel critico na modulacéo da via de sinalizacéo
da MAPK, que desempenha um papel vital na manutencéo da sobrevivéncia neuronal.
Essa via inclui uma série de quinases sensiveis a estimulos externos, tais como as quinases
reguladas por sinais extracelulares 1 e 2 (ERK1, ERK2), p38 e c-Jun-N-terminal quinase

(JNK). A JNK tem sido reconhecida como uma peca fundamental da regulacdo das
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respostas fisiologicas ao estresse oxidativo e inflamatdrio, dois processos intrinsecamente
relacionados a patogénese da DA (Culbert, Skaper et al. 2006, Ando, Uemura et al. 2011,
Schnéder, Hao et al. 2016).

Em paralelo, além de GLUT4, a glicose também € transportada para o tecido
cerebral por meio do transportador de glicose tipo 1 (GLUT1), presente nas células
endoteliais da barreira hematoencefalica. Além disso, astrocitos também expressam
GLUTL, enquanto neurdnios capturam glicose diretamente do tecido cerebral por meio
de transportador de glicose tipo 3 (GLUT3) ou, alternativamente, contam com o lactato
(Chami, Steel et al. 2016).

Os astrocitos desempenham um papel crucial na estrutura e funcao das sinapses e
da barreira hematoencefélica, possibilitando a progressdo do fluxo sanguineo cerebral
com a atividade neuronal, uma evidéncia conhecida como cobertura neurovascular
(Chami, Steel et al. 2016). Os astrocitos também atuam na remoc¢do do neurotransmissor
glutamato das sinapses excitatorias, convertendo-o em glutamina antes de devolvé-lo aos
neurdnios, utilizando o transportador glial de glutamato, GLAST1 (Chami, Steel et al.
2016).

A figura 2 sintetiza os passos da via de sinalizacdo de insulina em nivel cerebral,
mostrando que os neurbnios podem metabolizar a glicose diretamente, mas € possivel que
0s astrocitos também possam aumentar o suprimento de energia neuronal por conversao
de glicose em lactato através do metabolismo anaerébico exportando-o para o intersticio,
onde o0s neurdnios podem capté-lo (Kann and Kovacs 2007).

Os IR exercem um controle sobre os processos ligados a apoptose, autofagia,
estresse oxidativo e viabilidade celular. Pessoas com DA demonstram niveis diminuidos
de IR (Hoyer 2002, Hoyer 2004), bem como uma redug&o dos niveis de insulina e do fator
de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) em regides cerebrais como o cortex frontal,
hipotalamo e hipocampo (Jafferali, Dumont et al. 2000).

Os processos bioguimicos associados a neurodegeneracdo em camundongos que
néo expressam o receptor de insulina cerebral (NIRKO) demostraram uma diminuigéo na
atividade de Akt. (Schubert, Gautam et al. 2004). Esses resultados destacam de que forma
alteracdes na via de sinalizacdo insulinica no cerebro podem contribuir para a formagéo
de marcadores caracteristicos da DA e demonstram como a resisténcia a insulina neuronal

pode potencialmente predispor a essa condigéo.
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Figura 2. Sinalizacdo cerebral relacionada & insulina. Figura extraida de (Chami, Steel et al.
2016).
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Um estudo mostrou que neurdnios sujeitos ao processo de hiperfosforilagdo também
apresentam uma reducdo nos niveis de IR e uma elevagdo da resisténcia a insulina no
cérebro (Rodriguez-Rodriguez, Sandebring-Matton et al. 2017) (Figura 3). Essas
descobertas endossam como as alteracdes na via de sinalizacdo de insulina no cérebro
podem instigar a formacgdo das caracteristicas patolégicas da DA, solidificando o papel
da resisténcia a insulina neuronal como um precursor inerente dessa condicao.

A conexdo entre DM2 e o peptideo AP também foi confirmada, com ambos
possivelmente colaborando para a inducdo de neurodegeneragdo na DA (Shinohara and
Sato 2017). Um dado que reforca essa associacdo € a enzima de degradacao da insulina
(IDE) nédo apenas atua na degradacéo da insulina, mas também do peptideo AP. Essa
relagdo implica no potencial contribuicdo da DM2 para o desenvolvimento da DA
(Edland, Wavrant-De Vriesé et al. 2003). Além disso, pesquisas adicionais revelaram que
a expressdo do gene que codifica a IDE esta reduzida em pacientes com DA em
comparacdo com os individuos saudaveis (Vepsélainen, Parkinson et al. 2007, Cui, Cao
et al. 2012, da Costa, de Labio et al. 2017).

Adicionalmente, ¢ importante notar que tanto o peptideo AP quanto a insulina sao
peptideos que tém propriedades amiloidogénicas, compartilhando uma sequéncia de

reconhecimento para 0 IR semelhante. Como resultado, o AP pode se ligar diretamente
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aos IR desencadeando efeitos antagonicos que resultam em uma inibigdo subsequente
dessa via. Nesse contexto a resisténcia a insulina, o acimulo de A e a hiperfosforilagdo
da proteina tau podem operar de maneira coordenada na DA, contribuindo para a

disfuncéo e morte neuronal (Figura 4) (Folch, Ettcheto et al. 2018).

Figura 3. Interacdo entre a ativacdo do receptor de insulina e os marcadores neuropatoldgicos da
doenca de Alzheimer. Os oligdbmeros solUveis do peptideo AP interferem nos receptores de
insulina, enquanto niveis elevados de A competem pela enzima degradadora de insulina no
cérebro. A diminuicdo da sinalizacdo do receptor de insulina compromete as vias PI3K e Akt,
levando a uma redug@o no metabolismo da glicose e menor fosforilagdo de GSK3, o que propicia
a fosforilagdo da proteina tau e a formagao de APB. Imagem extraida de (Chami, Steel et al. 2016).
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Portanto, é evidente que a resisténcia a insulina nos tecidos neuronais pode levar a
uma disfuncdo significativa, prejudicando assim a plasticidade sinéptica (Ferreira,
Fernandes et al. 2018). No entanto, 0s mecanismos subjacentes a esses eventos ainda ndo
foram totalmente elucidados. Portanto, compreender de forma abrangente o papel da
DM2 na progressdo da DA ¢é de suma importancia, seja para o tratamento ou para a
implementacao de medidas preventivas contra essa condicao (Biessels and Reagan 2015).

No contexto da DA, que afeta varias populacbes neuronais, € de extrema
importancia explorar especificidades troficas que estejam intrinsecamente relacionadas a
patogénese dessa doenca (Kim and Choi 2010). A associacao entre as alteracdes na via
de sinaliza¢do da insulina ¢ o peptideo AP ressalta como ambos o0s elementos podem

contribuir para o processo de neurodegeneracdo da DA (Shinohara and Sato 2017).
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1.4 Papel e regulacdo da enzima degradadora de insulina

A enzima degradadora de insulina (IDE) é uma metalo-endopeptidase altamente
preservada e amplamente expressa, pertencente a superfamilia de metaloproteases de
Zinco denominadas “inverzincinas”. A IDE e seus homdélogos sdo altamente conservados
e encontrados em uma variedade de organismos, desde virus até humanos. Essas enzimas
se destacam por apresentarem uma sequéncia de ligacdo ao zinco invertida (HXXEH), em
contraste com a maioria das metaloproteases convencionais (HExxH). A IDE tem como
funcdo principal a degradacdo da insulina, bem como de varios outros peptideos de
tamanho intermediario (Gonzalez-Casimiro, Merino et al. 2021). Embora tenha sido
amplamente assumido que a IDE desempenha um papel central na depuracao hepatica da
insulina, evidéncias recentes tém mostrado que ela possui diversas funcdes fisioldgicas
adicionais de grande relevancia para a manutencdo da homeostase da glicose e da insulina,
incluindo a regulagdo da secregdo de insulina pelas células B do pancreas (Gonzalez-
Casimiro, Merino et al. 2021).

Embora as células B-pancreaticas e sua disfuncdo na DM2 sejam extensivamente
estudadas, ainda ndo é compreendido completamente seu funcionamento defeituoso na
doenca. Diversos mecanismos patogénicos ja foram propostos, incluindo morte celular,
desdiferenciacdo, transdiferenciacdo e perda de identidade celular. Além disso, a IDE tem
sido ligada a DM2 em estudos de associac¢do gendmica, identificando varia¢fes genéticas
no locus Hhex/Ide relacionadas a incidéncia da doenca, secrecdo de insulina e resposta a
glicose das células B-pancredticas (Gonzalez-Casimiro, Merino et al. 2021). No entanto,
até recentemente o papel da IDE nas células B-pancreaticas permaneceu desconhecido em
sua maior parte. Em 2018, foi demonstrado que a IDE é expressa em niveis
significativamente mais altos em células o em comparagdo com as células B-pancreaticas
e outros tipos celulares das ilhotas pancreaticas. Isso sugere a relevancia de se investigar
o papel da IDE nas células produtoras de glucagon (Kurochkin and Goto 1994, Gonzalez-
Casimiro, Merino et al. 2021). Além disso, a IDE pode ter um papel na disfungéo das
células B associadas a DM2, embora haja resultados contraditorios na literatura. Essa
contradicdo pode refletir a multifuncionalidade da IDE em diferentes tecidos e tipos
celulares (Gonzalez-Casimiro, Merino et al. 2021).

Em relagdo as células B-pancreaticas foi observado que os niveis de IDE estéo
diminuidos em individuos com DM2. Ainda, foi observado que os niveis de IDE podem
variar em pacientes com DM2 dependendo do tratamento recebido (Kurochkin and Goto
1994, Gonzéalez-Casimiro, Merino et al. 2021). A exposicéo a insulina parece aumentar

os niveis de IDE nas células f-pancreaticas, sugerindo um mecanismo adaptativo para
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eliminar o excesso de insulina e restaurar a homeostase. Essas descobertas destacam a
plasticidade de expressdo da IDE nas células B-pancredticas em resposta a diferentes
ambientes metabolicos e hormonais, visando preservar a funcao dessas células (Gonzalez-
Casimiro, Merino et al. 2021).

Além de sua capacidade de degradar a insulina, a IDE também €é conhecida por
degradar outros substratos incluindo o peptideo AP, glucagon, somatostatina, amilina,
APP, entre outros (Gonzalez-Casimiro, Merino et al. 2021). Assim, a IDE, como uma
protease envolvida no processamento do AP poderia representar um alvo potencial para
o0 desenvolvimento de tratamentos farmacoldgicos para a doenga (Kurochkin and Goto
1994, Gonzélez-Casimiro, Merino et al. 2021). A partir disso, foi observado que a IDE
poderia ser uma candidata promissora como protease intracelular com papel de
degradacdo do AP, uma vez que a IDE é uma protease altamente seletiva que
normalmente degrada hormonios peptidicos, embora sua especificidade ndo esteja restrita
a nenhum residuo de aminoacido em particular (Kurochkin and Goto 1994). Sugere-se
entdo, que sua seletividade esteja relacionada ao reconhecimento de caracteristicas
secundarias especificas nas estruturas dos substratos, em vez de ligacGes peptidicas
especificas (Kurochkin and Goto 1994). Notavelmente, mesmo que os substratos da IDE,
como a insulina e o AP, apresentem estruturas primarias muito distintas, eles
compartilham um possivel motivo estrutural comum que os torna propensos a formar
fribrilas amiloides em ceras condicdes, tanto in vitro quanto in vivo (Kurochkin and Goto
1994).

As fibrilas amiloides consistem em diferentes proteinas organizadas em uma
conformacdo cruzada, sugerindo que a especificidade da IDE pode basear-se no
reconhecimento de estruturas em conformagao [ presentes na superficie dos substratos
ou adotadas apo6s a ligagdo a protease. 1sso explicaria o fato da IDE estar envolvida na
degradagao do AP (Kurochkin and Goto 1994, Gonzalez-Casimiro, Merino et al. 2021).
Portanto, a IDE desempenha um papel critico tanto na regulacdo da insulina quanto na
diminuicdo do acumulo do AP no cérebro. A sua disfungdo tem o potencial de contribuir
para a resisténcia a insulina no DM2 e elevar o risco para DA. Compreender 0 mecanismo
de acdo da IDE é de fundamental importancia para abordar essas condi¢des de saude

complexas e poder fornecer bases para estratégias diagndsticas e terapéuticas futuras.

1.5 ADAM10
A ADAMI10 é uma metaloprotease caracterizada como a principal a-secretase

neuronal diretamente envolvida na DA, realizando a clivagem nao-amiloidogénica da
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APP (Peron, Vatanabe et al. 2018). A ADAM10 é uma proteina de membrana constituida
por aproximadamente 750 amino&cidos e pode clivar mais de 30 tipos de proteinas de
membrana, além da APP (Hooper and Turner 2002, Peron, Vatanabe et al. 2018). Esta
metaloprotease possui diferentes dominios, como o transmembrana, o rico em cisteina, o
dominio desintegrina, o dominio metaloprotease e o pré-dominio (Figura 4). A ADAM10
é sintetizada como um zimogeénio inativo no complexo de Golgi. Ao ser transportada para
a membrana plasmatica, a proteina perde o pré-dominio e se torna cataliticamente ativa
em sua forma madura (Saftig and Lichtenthaler 2015).

A estrutura da ADAM10 é notavelmente complexa e a proteina pode ocorrer em
diferentes isoformas. No contexto das plaquetas e neurénios, a ADAM10 assume uma
configuracdo ativa, ancorada a membrana plasmatica, desempenhando seu papel de
metaloprotease ao clivar outras proteinas também ligadas a membrana (Bleibaum,
Sommer et al. 2019, Pereira VVatanabe, Peron et al. 2021). Por outro lado, quando presente
no plasma sanguineo, observa-se uma transformacdo para uma forma soltvel e inativa,
sugerindo uma possivel desvinculacdo da membrana plasmatica. A liberacdo do pro-
dominio é um fator crucial para ativacdo da ADAM10 quando ancorada na membrana
(Bleibaum, Sommer et al. 2019, Pereira Vatanabe, Peron et al. 2021).

Ja na forma soltvel, mesmo na auséncia do pré-dominio, a proteina permanece
inativa (Figura 4A). Essa organizacao multifacetada da ADAM10 permite que ela execute
funcBes distintas dependendo do ambiente em que se encontra, desempenhando papéis
criticos em processos biolégicos complexos (Bleibaum, Sommer et al. 2019, Pereira
Vatanabe, Peron et al. 2021).

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa revelaram que os niveis da ADAM10
estéo reduzidos em plaquetas (Manzine, de Franca Bram et al. 2013, Manzine, Barham et
al. 2014) e aumentados no plasma de pessoas com DA (Grigoli 2020, Pereira Vatanabe,
Peron et al. 2021, Oliveira Monteiro, Valle Pedroso et al. 2023). Essa diminui¢cdo dos
niveis plaquetarios de ADAM10 ativa e 0 respectivo aumento da proteina inativa no
plasma de pessoas com DA, comparado a pessoas cognitivamente saudaveis, poderia ser
um indicativo de menor atividade da proteina em pessoas com a doenca, resultando em
menor clivagem da APP pela via ndo-amiloidogénica (Figura 4B, C).

O crescente interesse na fungdo da ADAM10 como uma a-secretase, operando na
via ndo amiloidogénica da DA, tem sido recentemente destacado. O controle da expressao
da ADAM10 ocorre de maneira extremamente complexa em niveis transcricionais,
traducionais e pos-traducionais. A possibilidade de que intervencdes destinadas a regular

a atividade da ADAM10 em diferentes estdgios possam resultar em melhorias
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significativas nos desfechos clinicos para pacientes com DA requer uma investigacao e
testagem criteriosa (Peron, Vatanabe et al. 2018).

Figura 4. (A) Conformacdo em dominios da ADAM10: Cyto = dominio citoplasmatico, Tm =
dominio transmembrana, Cys = dominio rico em cisteina, regido onde acontece a clivagem da
ADAM10 por outras proteases e quando a proteina soltvel € liberada para o plasma e liquor, Dis
= dominio desintegrina, Protease = dominio metaloprotease, responsavel pela clivagem da
proteina precursora do amiloide (APP) e Pro = pr6-dominio, responsavel por manter a ADAM10
inativa. A liberacdo do pré-dominio ativa esta proteina na membrana. (B) ADAM10 como
ancorada a membrana de plaquetas e neurdnios. (C) ADAM10 solivel como encontrada no
plasma e liquor, sem ancoragem a membrana. Nesta conformagdo, mesmo na auséncia do pré-
dominio a proteina apresenta-se inativa. Extraido e modificado de (Peron, Vatanabe et al. 2018).
(D) Arquitetura geral do ectodominio da ADAM10 humana madura. O ion catalitico de zinco é
representado em cinza, enquanto um ion de calcio é representado em laranja. Os residuos de
cisteina envolvidos em ligagGes dissulfeto sdo indicados como bastées. A ADAM10 também
favorece uma conformacéo fechada e autoinibida (EClosed), na qual parte da proteina se dobra,
bloqueando o acesso ao sitio ativo, em vez de uma conformacéo aberta (EOpen), na qual a
proteina esta pronta para clivar e modificar outras moléculas, permitindo acesso irrestrito ao
substrato ao sitio ativo. Extraido e modificado de (Seegar, Killingsworth et al. 2017).
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1.6 Células SH-SY5Y para estudos in vitro de doengas neurodegenerativas

Dispor de um sistema in vitro adequado que ofere¢ca modelos translacionais para
patologias humanas é uma condicgdo integral das pesquisas da area de neurobiologia e
neurociéncias. Historicamente, modelos experimentais in vitro aplicados na
neurobiologia sdo compostos majoritariamente por cultura neuronal primaria de ratos e
camundongos (Shipley, Mangold et al. 2016).

A utilizacdo de células neuronais primarias extraidas dos tecidos embrionarios do
SNC de mamiferos é de uso limitado. Uma vez que essas células sdo diferenciadas em
neurbnios maduros ndo é possivel promover sua propagacdo por varias passagens
(Kovalevich, Santerre et al. 2021). Algumas linhagens celulares neuronais como as
derivadas de tumores malignos, apesar de algumas ressalvas, podem ser
diferenciadas/transformadas em células neuronais, constituindo assim uma via alternativa
para que estudos in vitro ultrapassem a limitagdo imposta pela cultura de células neuronais
primarias (Kovalevich, Santerre et al. 2021). Apesar de muitos pesquisadores ainda
confiarem nesse modelo, existe a necessidade de um componente humano que distinga 0s
efeitos observados em cultura primaria de animais para os efeitos correspondentes
exclusivamente a espécie humana. Isso porque alguns efeitos observados com esse tipo
de cultura podem ser exclusivos de suas respectivas espécies e podem ndo acontecer
igualmente na espécie humana (Agholme, Lindstrém et al. 2010, Dwane, Durack et al.
2013, Shipley, Mangold et al. 2016).

Embora as células de cultura primaria sejam neurdnios, elas podem possuir
cariotipos instaveis, gerando problemas para estudos que avaliam expressdo génica, bem
como para a reprodutibilidade de estudos de sinalizacdo celular, por exemplo (Agholme,
Lindstrém et al. 2010, Dwane, Durack et al. 2013, Shipley, Mangold et al. 2016).

Neste contexto, a linhagem de células de neuroblastoma SH-SY5Y é a mais popular
em estudos in vitro, ja que pode ser diferenciada em células semelhantes a neuronios,
exibindo fendtipos colinérgicos, adrenérgicos ou dopaminérgicos (Encinas, Iglesias et al.
2000, Lopes, Schroder et al. 2010, Kovalevich, Santerre et al. 2021). As células de
neuroblastoma SH-SY5Y sdo derivadas de uma bidpsia de tumor 0sseo infantil do tipo
metastatico originario de células neurais embrionarias, sendo consideradas uma
sublinhagem da linhagem parental SK-N-CH (ATCC ®HTB-11™), As células SK-N-SH
passaram por trés processos de clonagem; inicialmente para SH-SY; na sequéncia para
SH-SY5 e por fim para SH-SY5Y e foram depositadas na American Type Culture
Collection (ATCC) em 1970 por June L. Biedler (Kovalevich, Santerre et al. 2021). Essas

células apresentam caracteristicas importantes que precisam ser levadas em consideracao
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para estudos in vitro. Em cultura, se apresentam como células tanto aderentes quanto
flutuantes, sendo ambas viaveis para cultivo e realizacdo de ensaios. No entanto, a grande
maioria dos estudos utiliza apenas as células aderentes, descartando as flutuantes durante
as trocas de meio de cultura (Kovalevich, Santerre et al. 2021).

Os primeiros estudos mostraram que as células SK-N-SH parentais diferenciadas
possuiam dois fenotipos morfologicamente diferentes, sendo células semelhantes a
neuroblastos e células semelhantes a epiteliais, correspondendo respectivamente aos tipos
“N” e “S” (Figura 5) (Kovalevich, Santerre et al. 2021). As células com morfologia
similar a neuroblastos (N) s&o reativas para as enzimas tirosina hidroxilase (TH) e
dopamina-B-hidroxilase, caracteristicas de neurbnios catecolaminérgicos. Em
contrapartida, as células similares as epiteliais (S) ndo possuem essas atividades
enzimaticas (Kovalevich, Santerre et al. 2021).

Além disso, as células SH-SY5Y possuem 47 cromossomos, com a particularidade
de ter apenas um cromossomo repetido, o que confere a elas uma estabilidade
cromossdmica notavel (Ross, Spengler et al. 1983, Gordon and Amini 2021). Essa
caracteristica é especialmente relevante para um modelo celular originario de um cancer,
pois sugere que as células SH-SY5Y ndo exibem niveis extremos de aberracdo
cromossdmica. Essa estabilidade cromossdmica, combinada com sua origem neuronal,
proporciona uma plataforma confidvel para estudar aspectos da neurobiologia e
patologias cerebrais, incluindo a DA (Biedler, Roffler-Tarlov et al. 1978, Ross, Spengler
et al. 1983, Gordon and Amini 2021).

Comparativamente, 0 uso de células de neuroblastoma como as SH-SY5Y oferece
diversas vantagens em relacdo a outras possibilidades de células-tronco que se
diferenciam em neurdnios, como as células-tronco embrionarias (Biedler, Roffler-Tarlov
et al. 1978, Kato, Kim et al. 2018, Gordon and Amini 2021). Primeiramente, as células
de neuroblastoma s&o relativamente mais faceis de obter e cultivar em laboratdrio,
simplificando os processos de pesquisa e experimentagdo. Além disso, o uso de células
de neuroblastoma evita questbes éticas associadas as células-tronco embrionarias,
tornando-as uma alternativa mais acessivel (Biedler, Roffler-Tarlov et al. 1978, Ross,
Spengler et al. 1983, Gordon and Amini 2021). Ainda, esse modelo possui um grande
potencial para realizacdo de estudos bioquimicos e moleculares devido a sua
suscetibilidade & manipulacdo genética e disponibilidade de uma ilimitada quantidade de
células (Encinas, Iglesias et al. 2000). Ademais, as células de neuroblastoma derivam do

cérebro, o que as torna um modelo apropriado para estudar a diferenciacdo e
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funcionamento dos neurdnios, levando a resultados mais consistentes e confiaveis
(Gordon and Amini 2021).

Figura5. Células diferenciadas em dois grupos de células morfologicamente distintos: “S” e “N”.
As células do tipo “S” (setas brancas) sdo semelhantes as epiteliais e sem prolongamentos. As
células “N” sdo semelhantes as células neuronais com corpos com estruturas piramidais (asterisco
preto) e alongadas (setas pretas). Imagem extraida de (Kovalevich, Santerre et al. 2021).

Apesar das células diferenciadas ndo possuirem fenétipo de células da glias, as
células diferenciadas com acido retindico (AR) apresentam muitas das caracteristicas
presentes em cultura priméria de neurdnios (Encinas, Iglesias et al. 2000). Além disso, as
celulas diferenciadas expressam marcadores neuronais, como neurofilamentos e proteinas
associadas a microtubulos (Kovalevich, Santerre et al. 2021).

No processo de neurodiferenciacdo in vivo, algumas proteinas sofrem mudangas em
seus niveis de expressdo como consequéncia da diferenciacdo celular (Constantinescu,
Constantinescu et al. 2007). As células SH-SY5Y totalmente diferenciadas demonstraram
expressar uma variedade de marcadores de neurénios maduros, como 0 antigeno nuclear
neuronal (NeuN). Além disso, durante o processo de diferenciacdo, as celulas SH-SY5Y
param de proliferar, estendem neuritos longos e expressam marcadores especificos de
neurénios, com a B3-tubulina (Constantinescu, Constantinescu et al. 2007, Dwane,
Durack et al. 2013, Shipley, Mangold et al. 2016)

O AR ¢é a molécula mais comumente utilizada para a diferenciagéo das células SH-
SY5Y (Kovalevich, Santerre et al. 2021). A exposi¢do sequencial, durante 7 dias, das
células SH-SY5Y ao AR, em meio com baixo teor de soro, produz populacées de células

morfologicamente semelhantes a neurdnios (Figura 6) (Encinas, Iglesias et al. 2000).

30



Figura 6. (A) Células SH-SY5Y que ndo passaram pelo processo de diferenciacdo celular tendem
ao crescimento agrupado podem formar conglomerados com morfologia mais arredondada (seta
branca). Nas extremidades dos conglomerados, as células tendem a se estender e formar neuritos
curtos (seta preta). (B) Células SH-SY5Y que passaram pelo processo de diferenciagdo celular
ndo se aglomeram e possuem o corpo celular com a morfologia piramidal (setas brancas) e
neuritos que comegam a ser formados, lembrando dendritos e/ou axénios. Imagens extraidas de
(Kovalevich, Santerre et al. 2021).

Na diferenciacdo neuronal induzida pelo AR, é possivel observar a formacdo de
neuritos, cujo comprimento aumenta de acordo com o tempo de exposi¢cdo. Além disso,
nessas células ha um aumento na sintese de enzimas neuroespecificas, como a
acetilcolinesterase, de neurotransmissores como dopamina e alteragdes nos marcadores
do citoesqueleto (neurofilamentos), entre outros (Constantinescu, Constantinescu et al.
2007). Todos esses efeitos sdo devido a inducdo promovida pelo AR de numerosos
produtos génicos, incluindo fatores de transcricdo, proteinas estruturais,
neurotransmissores, hormdnios neuropeptidicos, fatores de crescimento, enzimas e
receptores de superficie celular (Constantinescu, Constantinescu et al. 2007). Além disso,
apos o tratamento com AR, as células param na fase G1 do ciclo celular e assim, a sintese
de DNA é inibida, o que promove a inibicdo da proliferacdo celular, que pode ser
detectada ja apds 48 horas apds o inicio do tratamento (Constantinescu, Constantinescu
et al. 2007).

Apesar dessa linhagem celular se diferenciar em células similares a neur6nios
dopaminérgicos em resposta ao cultivo com baixo nivel sérico e AR, poucos estudos
investigaram as diferencas presentes entre as células SH-SY5Y proliferativas e as
diferenciadas por AR (Lopes, Schrider et al. 2010). No entanto, mesmo com um nimero
restrito de estudos publicados, a linhagem de células de neuroblastoma SH-SY5Y tem
sido amplamente utilizada como potencial modelo in vitro em estudos de neurobiologia
(Lopes, Schroder et al. 2010).
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Entretanto, esses modelos, embora valiosos para compreender aspectos gerais de
doengas, muitas vezes ndo conseguem reproduzir com precisdo as complexas
caracteristicas e nuances especificas da patologia humana. A natureza intrincada e Unica
do cérebro humano, combinada com as interagdes complexas entre genes e
microambiente celular, limitam a capacidade desses modelos em capturar toda a gama de
fatores envolvidos na DA (Zhao and Bhattacharyya 2018). Além disso, as respostas
bioldgicas e o0s processos patoldgicos podem variar entre espécies, diminuindo a
relevancia dos resultados obtidos nos modelos animais, por exemplo. Portanto, embora
essas abordagens sejam Uteis em estagios iniciais de pesquisa, é essencial reconhecer suas
limitacOes e buscar solugdes mais avangadas, como modelos baseados em culturas
celulares humanas e técnicas de cultivo tridimensional que possam oferecer uma visdo
mais precisa e detalhada da complexidade da DA (Zhao and Bhattacharyya 2018).

Sendo assim, é fundamental que um modelo mais consistente para o estudo de
doencas neurolégicas humanas seja desenvolvido. A utilizacdo de proteinas da matriz
extracelular (MEC) e fatores neurotréficos pode auxiliar nesse sentido (Agholme,
Lindstrom et al. 2010, Shipley, Mangold et al. 2016). A aplicacdo de MEC, por exemplo,
permite que os neurdnios se diferenciem de maneira mais homogénea, pois possibilita a
ligacdo de proteinas de adesdo especificas presentes nas células, a proteinas da MEC,
tornando o modelo fisiologicamente mais proximo do ambiente cerebral real.

Desse modo, os resultados na literatura mostram que a diferenciacdo celular de
celulas de neuroblastoma da linhagem SH-SY5Y de um fendtipo inicial de células
semelhantes a epiteliais em um fendtipo neuronal mais expansivo e ramificado é possivel
através da utilizacdo de componentes da MEC (Agholme, Lindstrém et al. 2010, Dwane,
Durack et al. 2013, Shipley, Mangold et al. 2016). Isso permite resultados mais
confidveis, pois produzem populac¢@es de culturas neuronais homogéneas que podem ser
utilizadas para analises bioquimicas e moleculares, fornecendo aos pesquisadores um
modelo translacional mais preciso para o estudo de doengas humanas (Dwane, Durack et
al. 2013, Shipley, Mangold et al. 2016).

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar as diferencas entre os niveis de ADAM10 e IDE nas células de
neuroblastoma da linhagem SH-SY5Y, diferenciadas em neur6nios e cultivadas em meio
hiperglicémico e normoglicémico, de forma a contribuir com estudos sobre a relagdo entre
DM2 e DA.
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2.2 Objetivos especificos

e Comparar a diferenciacdo celular da linhagem SH-SY5Y em células semelhantes a
neuronios usando AR ou componentes da matriz extracelular.

e Investigar os niveis de ADAM10 em células de neuroblastoma da linhagem SH-
SY5Y diferenciadas em neurdnios e tratadas com meio de cultura hiperglicémico e
normoglicémico.

e Investigar os niveis de IDE em células de neuroblastoma da linhagem SH-SY5Y
diferenciadas em neurbnios e tratadas com meio de cultura hiperglicémico e

normoglicémico.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Cultura celular

Células de neuroblastoma humano da linhagem SH-SY5Y foram adquiridas do
Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e cultivadas em meio DMEM/F12 (1:1) —
Dulbecco’s Modified Eagle Medium Nutrient Mixture F12 (Ham) (Cat. N0.11330-032,
GIBCO) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor (FBS, Cat. No.
S0011, Vitrocell Embriolife), 1% de solugdo de piruvato de sodio — Sodium pyruvate
solution (Cat. No. S8636, Sigma Life Science) e 0,1% de solucdo de aminoécidos nao
essenciais - MEM Non-essential Amino Acid Solution (100x) (Cat. No. M7145, Sigma
Life Science). As células foram mantidas a 37°C em umidade saturada contendo 5% de
COo. A deteccdo de micoplasma foi realizada regularmente por PCR e eletroforese em

gel de agarose e por diamidino-2-phenylindole (DAPI).

3.2 Diferenciacao das células SH-SY5Y em meio hiperglicémico

A diferenciacdo das células SH-SY5Y em células semelhantes a neurdnios foi
realizada pelo tratamento com AR — all-trans Retinoic Acid (Cat.N0.11017, Cayman
Chemical Company). De maneira a comparar a diferenciagdo das células, dois protocolos
foram desenvolvidos, sendo um em monocamada e sem a presenca de proteina da matriz
extracelular e outro utilizando coating de Matrigel® (MEC). As células semelhantes a
neurdnios foram cultivas por 72 h em meio hiperglicémico, utilizando 55 mM de glicose
(D-Glicose anidra — dextrose, G1008.01.AG, Synth) e 2 mM de glucosamina (D-(+)-
Glucosamine hydrochloride, G4875, Sigma Life Science) (Lama, Pirozzi et al. 2022).

No processo de diferenciacdo celular em monocamada e sem a presenca de

proteinas da MEC (Figura 7), as células foram plaqueadas em uma densidade de 2,5x10°
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em placas de cultura de 6 pocos (35mm). Apds 24 h do plaqueamento as células
receberam 10 uM de AR em DMEM/F-12 advanced — (Cat.N0.12634-010, GIBCO)
suplementado com 1% de FBS e 4 mM de GlutaMXTM-1 (Cat.N0.35050-061, GIBCO).
As células foram cultivadas nestas condi¢bes por 7 dias, sendo o meio de cultura
substituido a cada 48 h por meio fresco (de Medeiros, De Bastiani et al. 2019). Conforme
descrito anteriormente, ao final do processo de diferenciacdo as células foram mantidas
por 72h em meio DMEM/F-12 advanced 1% FBS, suplementado com solugédo

hiperglicémica (55 mM de glicose e 2 mM de glucosamina).

Figura 7. Protocolo de diferenciacdo das células SH-SY5Y com AR, sem presenca de MEC,
cultivadas por 72 h em meio hiperglicémico.
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De modo a aprimorar a técnica de diferenciacdo das células SH-SY5Y em células
semelhantes a neurdnios, um protocolo foi desenvolvido utilizando coating de Matrigel®
derivada da membrana basal solubilizada do sarcoma de camundongo Engelbreth-Holm-
Swarm (EHS), um tumor rico em proteinas da MEC. A composigdo da Matrigel® utilizada
neste estudo inclui: laminina (componente principal - 60%), colageno 1V (30%),
proteoglicanos de heparan sulfato, entactina/nidogénio (8%), sendo que a Matrigel®
utilizada neste estudo possui IGF-1 (5 ng/mL); fator de crescimento transformador 3
(TGF- B) (1,7 ng/mL); fator de crescimento epidermal (EGF) (<0,5 ng/mL); fator de
crescimento derivado de plagquetas (PDGF) (<5 pg/mL); fator de crescimento neuronal
(NGF) (<0,2 ng/mL) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (1,0-1,5 ng/mL)
- (10 pg/mL, Cat. No. 354230, Corning).
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O coating foi feito em placa de 6 pogos gelada, com Matrigel diluida 1:1000 em
meio DMEM/F12. Para solidificacdo do coating a placa foi mantida por 30min em estufa
a 37°C. Apos, as células foram plaqueadas por 48h em meio DMEM/F-12 advanced 1%
FBS tratamento contendo 10 uM de AR em meio DMEM/F-12 advanced 1% FBS, como
ja descrito anteriormente. As células foram cultivadas nestas condic¢des por 4 dias, sendo
0 meio de cultura substituido a cada 48 h por meio fresco (Figura 8). Posterior ao processo
de diferenciacdo celular (dia 4), as células foram mantidas por 72 h em meio DMEM/F-
12 advanced 1% FBS hiperglicémico, de forma igual ao protocolo que ndo utilizou a
MEC.

Figura 8. Protocolo de diferenciacéo das células SH-SY5Y com AR em coating de Matrigel®,
cultivadas por 72 h em meio hiperglicémico.
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3.3 Preparo do lisado celular

As células foram coletadas no quarto, sétimo e/ou décimo dia, a depender do
protocolo aplicado. Com a placa no gelo, as células foram lavadas cuidadosamente com
1mL de PBS e removidas com auxilio de um cell scraper, essa etapa foi repetida 3 vezes.
As células foram coletadas em tubos de centrifugacdo de 15 mL e mantidas no gelo. Na
sequéncia os tubos foram centrifugados a 1.200 rpm por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o pellet de células foi ressuspendido em 100 uL de tampao de lise
CelLytic™M (Cat. No. C2978, Sigma Life Science) e transferido para microtubos de 1,5

mL. O lisado foi incubado a -80°C por 30min e em seguida, centrifugado a 12.000 rpm,
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por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado e congelado para posterior ensaio de
quantificacdo de proteinas totais.

3.4 Quantificacdo de proteinas totais

Para a quantificacdo de proteinas totais, 10 uL de amostras de lisado celular foram
adicionados em uma placa de 96 pocos e o kit de quantificacdo BCA (Thermo Scientific)
foi utilizado segundo instrucdes do fabricante. A leitura da absorbancia foi realizada no
equipamento Synergy H1 em 540nm. Em seguida, apds determinada a concentracao de

proteinas totais, foi realizada a técnica de SDS-PAGE seguida por western blotting.

3.5 SDS-PAGE e western blotting

O volume para 6,5ug/uL de proteina foi diluido em 7uL de tampdo Laemmli
(BioRad). Antes da aplicacéo nos géis de poliacrilamida em gradiente de 4-20% — Mini-
PROTEAN TGX Gels (Cat. No. #4561096, BioRad), as amostras foram fervidas a 100°C
por 5min em banho seco. Os ensaios de eletroforese foram realizados durante 90 min a
100V e em seguida as proteinas presentes nos geéis foram transferidas para membranas de
nitrocelulose — Trans-Blot Turbo Transfer Pack (Cat. No. #1704158, BioRad) no sistema
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (BioRad) a 2.5A e 25V durante 3 min. Para
confirmar a eficiéncia das transferéncias, as membranas de nitrocelulose foram coradas
com 0,2% de solucdo aquosa de Ponceau S em 1% de &cido acético. Posteriormente, as
membranas foram incubadas por 1 h em solucdo de bloqueio (5% leite desnatado em
TBST) em temperatura ambiente. Apds lavagens sucessivas em TBST as membranas
foram incubadas overnight com os anticorpos primarios anti-g3-tubulina (mAb5666, Cell
Signaling, 1:1000 em solugdo BSA 5% em TBST), anti-ADAM10 (Cat. No.2051, ProSci,
1:500 em TBS 1% Casein Blocker, Cat. No. #1610782) e anti-IDE (ab133561, 1:1000 em
TBS 1% Casein Blocker). Em seguida, as membranas foram lavadas em trés etapas de 5
min cada em TBST e incubadas por 1 h em anticorpo secundario (ab97051). Como
controle endogeno foi utilizado o anticorpo anti-p-actina-HRP (5125S, Cell Signaling,
1:1000 em TBS 1% Casein Blocker), com incubacdo durante 1 h em temperatura
ambiente, sob leve agitacdo. A revelacio das proteinas seguiu o protocolo do kit Clarity™
Western ECL Substrate (Cat. No. #170-5060, BioRad) e a captura das imagens foi
realizado com o fotodocumentador ChemiDocTM MP Imaging System (BioRad).

Apos a revelacdo das membranas, as bandas marcadas pela reacdo com o0s
anticorpos foram quantificadas com auxilio do software ImageJ. Para obtencdo dos

valores finais foi calculada a razdo entre as médias das proteinas de interesse pelas médias
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da B-actina de cada amostra correspondente. O parametro para anélise foi o volume
ajustado das bandas, que significa o volume total, diminuido do background.

3.6 Imunofluorescéncia

Para investigar a eficacia dos protocolos de diferenciacdo celular com AR na
auséncia ou presenca de MEC e posterior cultivo em meio hiperglicémico, as células
foram cultivadas em laminas tipo chambers slides. Apos, as laminas foram fixadas em
solucéo de paraformaldeido a 4% por 20 min e submetidas a trés lavagens de 10 min cada
com PBS-glicina 50mM. As ladminas foram bloqueadas com solugdo de
imunofluorescéncia (IF) (1.3mM NaCl, 132mM NaxHPQO4 34.5mM NaH:PO4, 77mM
NaNs, 1% BSA, Triton X-100 e 0,5% Tween 20, pH 7.4), contendo 10% de albumina de
soro bovino (BSA) e fragmentos de anticorpos Goat F(ab')2 Anti-Mouse IgG - (Fab")2,
pre-adsorbed (1:1000) (ab98754), durante 1 h em temperatura ambiente. Posteriormente,
ocorreu a incubacdo overnight a 4°C com o anticorpo primério anti-NeuN (1:250) (Cell
Signaling, Cat. No. 12943S). Em seguida, as laminas foram submetidas a trés novas
lavagens com solucdo IF por 20 min cada. A etapa de incubacdo com anticorpos
secundarios utilizou os anticorpos Alexa Fluor-488 e -568 (1:500) (Molecular probes by
life Technologies, Ref: A11034 e A11011), especificos para o anticorpo primario
aplicado, e o marcador de citoesqueleto Alexa Fluor 488 phalloidin (Molecular probes
by life Technologies, Ref: A12379). Apos outras duas novas lavagens de 10 min cada com
PBS, as laminas foram coradas com DAPI (0,5 mg/mL, abcam, ab228549) por 4 min a
temperatura ambiente, seguido por outra lavagem com PBS por 10 min antes da
montagem das laminas com Fluoromount G (Eletron Microcopy Sciences).

A visualizagdo das laminas foi realizada através de um microscopio Confocal Leica
TCS SP8, e a andlise foi conduzida com o software LAS X Office, localizado nana
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP).

3.7 Medicédo de neuritos e analises estatisticas

Os dados obtidos foram planilhados utilizando o software Microsoft Excel. A
normalidade dos dados foi averiguada através dos testes de Kolmogorov-Smirnov e
Shapiro Wilk. Os comprimentos dos neuritos foram medidos via software ImageJ Fiji
(Pemberton, Mersman et al. 2018). Os testes estatisticos e os graficos foram feitos
utilizando o software GraphPad Prism 8, e para esses foi adotado nivel de significancia

de 5%. As analises referentes aos comprimentos dos neuritos ¢ aos niveis de f3-tubulina,
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ADAMI10 e IDE foram realizadas utilizando o teste t de Student para amostras
independentes e Ordinary one-way ANOVA para analises de variancia de um fator.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Diferenciacéao celular

Este procedimento possibilitou a obtencdo de células neuronais diferenciadas,
visando a sua aplicacdo em experimentos que mimetizam o ambiente hiperglicémico
semelhante ao que ocorre na DM2. No contexto deste trabalho, as terminologias
“hiperglicemia” e “normoglicemia” serdo utilizadas de forma distinta das comumente
associadas a medicao de glicose no sangue. O meio de cultura sem suplementacéo de
glicose ou glucosamina sera denominado ‘“normoglicémico”, enquanto o meio COm
suplementacdo com essas moléculas sera referido como “hiperglicémico”.

Células de neuroblastoma humano SH-SY5Y foram expostas ao AR, uma forma
oxidada da vitamina A, que exerce papel fundamental no desenvolvimento e
diferenciacdo de varias células, incluindo neurdnios (Encinas, Iglesias et al. 2000,
Constantinescu, Constantinescu et al. 2007). Especificamente na diferenciacdo neuronal,
0 AR é frequentemente utilizado em culturas celulares in vitro, com o intuito de mimetizar
os sinais moleculares que as células neurais naturalmente apresentam (Encinas, Iglesias
et al. 2000, Constantinescu, Constantinescu et al. 2007).

Nesse estudo, apds o procedimento de diferenciacdo com AR, foi observada uma
rapida desdiferenciacdo das células ap6s aproximadamente 10 dias do tratamento
exclusivo com AR (D-AR). A imagem em campo claro (Figura 9A) e o respectivo gréafico
(Figura 9B) revelam a diminuicdo dos comprimentos dos neuritos nas células D-AR no
dia 10, em comparacdo com as células D-AR no dia 7, logo apo6s o dltimo dia de
tratamento com AR. Para confirmar o processo de desdiferenciagéo, foi realizada uma
quantificag¢do da proteina B3-tubulina. Os resultados mostraram uma reducéo significativa
nos niveis dessa proteina no dia 10 (Figura 9C, D), indicando claramente o processo de

desdiferenciacdo das células, apés a retirada do AR.
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Figura 9. (A) Células SH-SY5Y diferenciadas com &cido retindico (D-AR, dia 7) e células apds
10 dias do tratamento exclusivo com AR (D-AR, dia 10). Os neuritos estdo indicados nas setas
pretas. As imagens de campo claro foram adquiridas em aumento 20x, no microscopio Nikon
Eclipse TS100. (B) Representacdo grafica do comprimento dos neuritos. Teste t (D-AR, dia 7 vs
D-AR, dia 10; *p = 0,0155). (C) Membranas de western blotting mostrando a presenca de 3-
tubulina (55kDa) e B-actina (controle endégeno, 45kDa) em cada tratamento. (D) Representacao
grafica dos niveis de p3-tubulina (D-AR, dia 7; D-AR, dia 10). Teste t (D-AR, dia 7 vs D-AR dia
10, *p = 0,0387).
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A desdiferenciacdo das células diferenciadas com AR no décimo dia do tratamento
exigiu o desenvolvimento de um modelo in vitro mais fidedigno para a continuidade deste
estudo. A inclusdo de proteinas da MEC e fatores neurotroficos emerge como uma
tentativa promissora nesse contexto. Com esse proposito, foi utilizado Matrigel®, um
material que favorece a diferenciacdo neuronal de modo mais uniforme e homogéneo
(Figura 10A) (Li, Cui et al. 2022).

Para verificar se a presenca da MEC no processo de diferenciacdo efetivamente
estabelecia um modelo in vitro mais duradouro ao comparado com o uso isolado de AR,
foi realizada a quantificagdo dos comprimentos dos neuritos em dois momentos distintos:
no ultimo dia de tratamento com AR — dia 4, no dia 7, e no dia 10 que corresponde

respectivamente a trés e 6 dias apés a cessacdo do tratamento com AR. O objetivo era
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avaliar se seria possivel evitar o processo de desdiferenciacdo semelhante ao cenério
anterior. A analise dos dados por meio da representacdo grafica revelou que ndo ha
reducao significativa nos comprimentos dos neuritos no dia 10 (Figura 10B).

Além disso, para avaliar o processo de desdiferenciacdo, foi procedido a
quantificag@o da proteina 33-tubulina, cujos resultados indicaram que a presenca da MEC
propiciou a manutencao do estado de diferenciagdo das células mesmo apds a interrupgdo
do tratamento com AR, conforme observado no dia 10 em comparacdo com dia 4 (Figura
10C, D). Ao comparar a expressdo de B3-tubulina nas células cultivadas somente na
presenca de AR ap6s o 10° dia (Figura 9C, D) fica claro que a presenca da MEC prolonga
o tempo de diferenciacao celular.

A Matrigel® deriva da membrana basal solubilizada do sarcoma de camundongo
Engelbreth-Holm-Swarm (EHS), um tumor rico em proteinas da MEC, conforme descrito
no item 3.2. Diante dos resultados encontrados, podemos inferir que a incorporacéo de
proteinas da MEC no processo de diferenciagdo das células SH-SY5Y é crucial, uma vez
que prolonga sua efetividade, possivelmente porque viabiliza a ligacdo especifica das
proteinas de adesdo celular as proteinas da MEC, conferindo ao modelo uma maior
semelhanca fisiologica com o ambiente cerebral (Li, Cui et al. 2022).

Varios estudos analisaram a diferenciagdo das células de neuroblastoma SH-SY5Y,
explorando diferentes substratos, entre eles, a laminina presente no Matrigel®
(Constantinescu, Constantinescu et al. 2007, Agholme, Lindstrom et al. 2010, Dwane,
Durack et al. 2013, Shipley, Mangold et al. 2016). Evidéncias destacam a laminina como
uma das principais proteinas presentes na MEC, desempenhando um papel essencial na
diferenciacdo neuronal e no desenvolvimento do sistema nervoso. Assim, a laminina
transcende seu papel meramente estrutural, atuando como uma molécula de sinalizacéo
intracelular que regula a expressao génica e a diferenciacéo celular (Freire, Gomes et al.
2002, Scherer 2002, Kang and Yao 2022). Além disso, a laminina desempenha um papel
crucial na neurogénese, que € 0 processo por quais Novos neurdnios sao gerados a partir
de células-tronco ou células progenitoras neurais, evidenciando a importancia dessa
proteina na regulacdo e suporte do desenvolvimento neuronal (Flanagan, Rebaza et al.
2006, Ma, Tavakoli et al. 2008). Sua presenca orienta as células-tronco em direcdo a
linhagem neuronal e mantém a sobrevivéncia e diferenciacdo apropriada, levando a

maturacao dos neuronios (Freire, Gomes et al. 2002, Ma, Tavakoli et al. 2008).
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Figura 10. (A) Células SH-SY5Y
diferenciadas com 4cido retindico na
presenca de MEC (D-MEC-AR, dia 4),
células ap6s 3 dias do tratamento
exclusivo com AR na presenca de MEC
(D-MEC-AR, dia 7) e células apés 6 dias
do tratamento exclusivo com AR na
presenga de MEC (D-MEC-AR, dia 10).
As imagens de campo claro foram
adquiridas em aumento 20x no
microscopio Nikon Eclipse TS100. (B)
Representacdo gréafica do comprimento
dos neuritos. (C) Membranas de western
blotting mostrando a presenca de P3-
tubulina (55kDa) e P-actina (controle
enddgeno, 45kDa) em cada tratamento.
(D) Representagdo gréfica dos niveis de
B3-tubulina. ns = ndo significativo.
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A literatura mostra que a diferenciacdo neuronal e o crescimento dos neuritos foram
mais expressivos na presenca de laminina e Matrigel®, em comparacio com outros
substratos. Além disso, a integrina o631 mostra-se um componente crucial da sinalizagéo
que impulsiona a diferenciagdo mediada pela laminina (Flanagan, Rebaza et al. 2006, Ma,
Tavakoli et al. 2008). Investigacdes em curso resultantes desse estudo buscam aprimorar
0 protocolo e confirmar a hipotese de que a integrina a6f1 também exerce um papel
central na diferenciacdo das células SH-SY5Y quando expostas a uma matriz enriquecida
com laminina (Flanagan, Rebaza et al. 2006).

A observacdo de que a laminina induz um crescimento significativamente maior de
neuritos, quando comparada as células sem presenca de laminina, ndo € apenas notavel,
mas também estd em consonancia com as evidéncias disponiveis (Dwane, Durack et al.
2013). As lamininas, como um grupo crucial de glicoproteinas, representam um
componente primordial na MEC do cérebro em desenvolvimento. Essas glicoproteinas
exercem influéncia marcante ao estimular o crescimento de neuritos em um espectro
diversificado de células neuronais in vitro (Dwane, Durack et al. 2013). Tal observacéao
ressalta a importancia intrinseca da laminina como um componente da MEC na regulagéo
das vias neurais, fornecendo assim uma base solida para a compreensdo dos mecanismos
de diferenciacéo e crescimento celular.

Adicionalmente, estudos demonstraram que essa populagdo celular diferenciada
apresenta uma distincdo marcante das células indiferenciadas, tanto em seu perfil de
adesdo, quanto de proliferacdo (Dwane, Durack et al. 2013, Shipley, Mangold et al. 2016).
Além disso, os resultados obtidos por Dwane e colaboradores confirmaram que quando
as ceélulas SH-SY5Y séo cultivadas em meio contendo laminina ocorre ndo apenas uma
diferenciagdo morfoldgica notavel, mas também uma diferenciagdo bioquimica. Tais
achados contribuem de maneira significativa para os resultados do presente estudo.

Além das imagens de microscopia, o processo de diferenciacdo celular também foi
confirmado por imunocoloracdo, pela marcacdo de uma segunda proteina neuronal, a
NeuN (Figura 11). A visualizacdo grafica da marcagdo de B3-tubulina, o comprimento
dos neuritos e a marcacdo da NeuN em celulas ND, D-AR e D-MEC-AR estéo
apresentadas na Figura 11A-D, respectivamente.

Os resultados mostram que a morfologia das células ndo diferenciadas é
arredondada, com a presenca de poucos prolongamentos celulares, especialmente apés 7

dias de cultivo, quando, naturalmente, a cultura alcanca sua maior densidade (Figura
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11A). J& nas células diferenciadas com presenca de MEC, foram observados maior
presenca de neuritos, que se mantém presentes apos o quarto dia em cultivo e em menor
densidade celular, quando comparado as células nao diferenciadas (Figura 11A, B).

A menor densidade neuronal das células diferenciadas é observada devido ao
tratamento com AR, o qual induz a parada do ciclo celular na fase G1 e assim, inibe a
sintese de DNA (Agholme, Lindstrom et al. 2010).

A figura 11A também mostra o aumento, comparado as células ND, na marcagéo
do citoesqueleto com faloidina (em verde) e NeuN (em vermelho) nas células D-AR e D-
MEC-AR. Assim, os resultados obtidos nesse estudo indicam um aumento notavel na
expressdo da B3-tubulina e NeuN nas células SH-SY5Y diferenciadas com AR na
presenca de MEC (Figura 11, CD). E importante notar que a presenca de B3-tubulina
ocorreu em todos os cultivos (ND, D-AR e D-MEC-AR) (Figura 11C, D). A presenca
minima de B3-tubulina nas células ND deriva da origem das células de neuroblastoma
SH-SY5Y, que provém das células parentais SK-N-SH com fen6tipos morfologicamente
distintos, assemelhando-se a neuroblastos e células epiteliais (Kovalevich, Santerre et al.
2021).
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Figura 11. (A) Células SH-SY5Y nédo
diferenciadas (ND) e diferenciadas com
acido retindico na auséncia (D-AR, 10uM
de AR) ou presenca de Matrigel® (10mg/mL
de Matrigel e 10uM de AR, D-MEC-AR),
logo apds o processo de diferenciacdo com
AR. Os neuritos estdo indicados nas setas
pretas. As imagens de campo claro foram
adquiridas em aumento 20x no microscopio
Nikon Eclipse TS100. As imagens de
imunofluorescéncia foram obtidas em
microscépio confocal Leica TCS SP8. As
estruturas celulares marcadas em verde
representam a faloidina, em vermelho a
NeuN e em azul o DAPL. (B) O
comprimento dos neuritos foi avaliado com
auxilio do software ImageJ. (C) Membranas
de western blotting mostrando a presenca de
B3-tubulina (55kDa) e B-actina (controle
enddgeno, 45kDa) em cada tratamento. (D)
Representagdo grafica dos niveis de B3-
tubulina. Teste ANOVA (ND vs D-MEC-
AR ***p = 0,0007; D-AR vs D-MEC-AR
*p=0,0128).
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As células com morfologia semelhante a neurolastos (N) exibem reatividade as
enzimas TH e dopamina-B-hidroxilase, caracteristicas de neur6nios catecolaminérgicos,
e podem apresentar niveis basais da proteina B3-tubulina (Forster, Koglsberger et al.
2016). Em contraste, células com aparéncia epitelial (S) ndo possuem essas atividades
enziméticas (Kovalevich, Santerre et al. 2021). Embora as células diferenciadas nédo
demonstrem o fendtipo de células da glia, as células diferenciadas com AR compartilham
muitas das caracteristicas encontradas em culturas priméarias de neurénios (Encinas,
Iglesias et al. 2000).

A proteina NeuN esta presente no nucleo e no citoplasma perinuclear de neurénios
maduros e € especifica para neurénios. Ela se liga ao RNA e possivelmente est4 envolvida
no processo de splicing alternativo em células neurais (Duan, Zhang et al. 2016). A NeuN
é frequentemente usada como marcador neuronal em estudos in vitro (Gusel'Nikova and
Korzhevskiy 2015).

A proteina 3-tubulina, uma isoforma da subunidade 3 dos dimeros de tubulina que
compde os microtubulos, desempenha um papel fundamental no crescimento axonal e na
formacdo de neuritos durante o desenvolvimento neuronal (Ferreira and Caceres 1992,
Guo, Qiang et al. 2011). Durante o desenvolvimento embrionario, sua expressdo aumenta
amedida que as células neurais migram e se diferenciam (Guo, Qiang et al. 2011). Assim,
a PB3-tubulina é amplamente usada como marcadora de diferenciagdo em culturas
celulares.

Em sintese, os resultados mostraram que a presenca de MEC enriquecida com
laminina resultou em aumento tanto na quantidade quanto no comprimento dos neuritos,
acompanhado por intensificacdo na expressdo dos marcadores neuronais nas células.
Esses achados estdo em consonancia a literatura, que constatou aumento significativo na
quantidade de células SH-SY5Y diferenciadas em presenca de laminina e no

comprimento dos neuritos destas células (Dwane, Durack et al. 2013).

4.2 Niveis de ADAM10 na presenca de MEC

Considerando que alguns estudos indicam que 0 AR pode aumentar a expressao
da ADAM10 (Tippmann, Hundt et al. 2009), que tem sua estrutura apresentada na figura
12A, foi realizada uma anélise quantitativa dos niveis da ADAM10 por western blotting
apos a diferenciacdo das células (D-AR e D-MEC-AR), em comparagdo com as células
ND. Os resultados ndo mostraram diferencas significativas nos niveis de ADAM10 entre
as células ND e D-AR (Figura 12B, C). No entanto, a diferenciacdo com coating de

Matrigel® (D-MEC-AR) mostrou aumento significativo nos niveis da forma ativa
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(65kDa) desta proteina (Figura 12B, C). O aumento dos niveis de ADAM10 em culturas
celulares expostas & MEC pode ser explicado por diferentes fatores. Um possivel
mecanismo é que a MEC fornece proteinas e fatores de crescimento que podem
influenciar a expressdo e a atividade de varias proteinas, incluindo a ADAM10
(Maretzky, Evers et al. 2015, Min, Tang et al. 2018). Além disso, a MEC pode fornecer
um ambiente mais préximo do natural para as células, promovendo sua diferenciacéo e
atividade celular (Li, Cui et al. 2022). Isso poderia levar a uma regulacdo positiva da
ADAM10, uma vez que a proteina desempenha um papel importante na homeostase e
fungdo celular e neuronal (Li, Cui et al. 2022). Além dos fatores mencionados
anteriormente, a interacao das células com a MEC também pode influenciar a ativagdo de
vias de sinalizacdo celular, que afetam diretamente a expressdo da ADAM10. A MEC
pode fornecer pontos de ancoragem para as células, ativando vias de sinalizacdo como
aquelas envolvidas na adesao celular e na comunicacgéo célula-matriz (Oharazawa, Ibaraki
et al. 1999, Schlie-Wolter, Ngezahayo et al. 2013).

Entre as vias de sinalizacdo celular que ocasionam impacto direto nos niveis da
ADAM10, destacam-se as vias das integrinas, que respondem a interacdo célula-matriz;
as vias MAPK e PI3K/Akt, associadas ao crescimento e a sobrevivéncia celular; as vias
de sinalizagdo Wnt, cruciais para o desenvolvimento e a homeostase; as vias NF-kB,
envolvidas em processos inflamatérios e imunoldgicos; e as vias de sinalizacdo Notch,
que regulam a diferenciacdo celular (Wan, Li et al. 2012, Tsai, VanDussen et al. 2014,
Min, Tang et al. 2018). Essas vias podem ser ativadas pela MEC, desencadeando
respostas intracelulares que podem afetar a expressdo de genes, incluindo aqueles
associados a ADAM10 (Khavinson, Linkova et al. 2020).

No entanto, é importante notar que a resposta das células a MEC pode variar
dependendo do tipo celular, das condicdes de cultivo e de outros fatores. Portanto é
necessario realizar estudos especificos para entender os mecanismos subjacentes ao
aumento dos niveis de ADAM10 em resposta a exposi¢cdo a MEC no contexto especifico
das células de neuroblastoma diferenciadas. Um exemplo de experimento que poderia ser
realizado é a incubagdo das células, previamente ao seu plaqueamento no coating de
Matrigel, com anticorpos bloqueadores da a6B1, integrina para a qual a laminina tem
afinidade (Takizawa, Arimori et al. 2017). Isso permitiria avaliar se o bloqueio da
interacdo da MEC com essa integrina especifica inibiria a expressdao da ADAMI0,
mostrando assim o papel da ECM nessa regulacéo.
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Figura 12. (A) Estrutura de
multidominios da ADAM10. Os
nlmeros acima representam a sequéncia
de aminodcidos. Abaixo encontram-se
as massas moleculares de cada isoforma
da proteina (em kDa). Extraido e
modificado de (Peron, Vatanabe et al.
2018). (B) Membrana de western
blotting mostrando o0s niveis de
ADAMI10 (65kDa) e B-actina (controle
endégeno, 45kDa) em células de
neuroblastoma da linhagem SH-SY5Y
ndo diferenciadas (ND), diferenciadas
pelo tratamento de &cido retindico (D-
AR) e diferenciacdo pelo tratamento de
acido retindico, na presenga de MEC (D-
MEC-AR). (C) Representacdo gréafica
dos niveis de ADAM10 em células de
neuroblastoma da linhagem SH-SY5Y
nas mesmas condicOes. Teste estatistico
ANOVA (ND vs D-MEC-AR
**p=0,0089; D-AR vs D-MEC-AR
*p=0,0261), ns = ndo significativo.



Nesse contexto, fica claro que para as células de neuroblastoma SH-SY5Y
alcancem uma diferenciacéo e manutengdo mais precisa em um modelo com MEC, néo é
necessario o0 uso de concentracbes elevadas de fatores de crescimento. Isto é
particularmente relevante, considerando que o estudo atual empregou uma MEC diluida,
caracterizada pela presenca de fatores de crescimento reduzidos. Mesmo diante desta
configuracdo, o impacto nos niveis da ADAM10 foi observado, destacando a importancia

da interacdo entre as células e a MEC na regulacdo desta proteina.

4.3 Niveis da ADAM10 e IDE em células diferenciadas com e sem presenca de MEC,
cultivadas em meio hiperglicémico

O presente estudo também avaliou o impacto do cultivo de células diferenciadas em
meio hiperglicémico nos niveis de ADAM10 e IDE, na tentativa de melhor compreender
a relacdo entre DM2 e DA. Apos o processo de diferenciacdo as células foram cultivadas
em meio DMEM-F12 advanced tornado hiperglicémico pela adi¢do de 55 mM de glicose
e 2 mM de glucosamina e menor concentracdo de FBS (1%), com a finalidade de
reproduzir um modelo neuronal in vitro que mimetizasse um ambiente hiperglicémico,
semelhante ao que ocorre na DM2 (Lama, Pirozzi et al. 2022).

As células ND e as diferenciadas com AR, na auséncia ou presenca de MEC, e
cultivadas em meio hiperglicémico (D-AR-H e D-MEC-AR-H, respectivamente) foram
submetidas a avaliagdo das proteinas f3-tubulina por western blotting (Figura 13A, B),
bem como a imunomarcacao da proteina NeuN (Figura 13C). Observou-se que as células
diferenciadas com AR e cultivadas em meio hiperglicémico (D-AR-H) exibiram reducéo
significativa nos niveis de p3-tubulina e NeuN, quando comparadas as células cultivadas
em meio normoglicémico (D-AR). Em contrapartida, as células D-MEC-AR-H, embora
tenham apresentado uma leve reducdo dos niveis de B3-tubulina e NeuN, mantiveram um
perfil mais robusto, com neuritos mais preservados e niveis mais elevados de NeuN e [33-
tubulina quando comparado as células D-AR-H. Apesar, desses resultados reforcarem a
ideia previamente apresentada de que o protocolo que envolve a incorporacdo de MEC é
mais eficaz na construcdo de um modelo in vitro para investigar doengas
neurodegenerativas e metabdlicas, foi possivel observar que o meio hiperglicémico
interfere no processo de desdiferenciacéo.

A literatura aponta que o tratamento com meio hiperglicémico pode ser um agente
potencializador do processo de desdiferenciacdo (Gustafsson, Sderdahl et al. 2004). Por

outro lado, ndo ha estudos em células de neuroblastoma SH-SY5Y diferenciadas em
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células semelhantes a neurdnios com presenca de MEC e cultivadas com meio
hiperglicémico que evidenciem que niveis elevados de glicose, simulando um meio
hiperglicémico como utilizado nesse estudo, induzem a desdiferenciacdo das células SH-
SY5Y nessas condi¢Ges. Nossos resultados reforcam esse pressuposto, no entanto,
pesquisas destacam a hipotese de que a hipoxia também pode ter esse efeito (Lofstedt,
Jogi et al. 2004, Edsjo, Holmquist et al. 2007).

Um estudo mostrou que as concentragdes elevadas de glicose podem promover uma
reducao no nimero de neuritos nas células SH-SY5Y, sem presenca de MEC, culminando
em uma diminuicdo substancial de até 50% (Gustafsson, Soderdahl et al. 2004). O
mecanismo bioldgico subjacente a desdiferenciacdo induzida pelo excesso de glicose
pode estar associado a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Curiosamente, a
presenca de IGF-1 parece modular esse efeito, uma vez que regula positivamente a
expressdo da proteina de desacoplamento 3 (UCP3) que, por sua vez, limita a producéo
mitocondrial de ROS (Gustafsson, Soderdahl et al. 2004).

Desse modo, em meio a intrincada rede de interagdes envolvendo a glicose, o
ambiente metabdlico e os fatores de crescimento, é patente a necessidade de aprofundar
investigagBes abrangentes a fim de desvelar 0s mecanismos subjacentes a
desdiferenciacdo celular em contextos hiperglicémicos. Ao almejar uma compreensédo
mais solida dos modelos enriquecidos com MEC, notou-se que varios estudos convergem
para um ponto de interesse em comum: as células SH-SY5Y exibem uma diferenciacédo
mais eficaz quando cultivadas em substratos que incluem laminina e IGF-1, dois
elementos presentes na constituicdo da MEC (Dwane, Durack et al. 2013, Shipley,
Mangold et al. 2016).
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Figura 13. (A) Membrana de western
blotting mostrando os niveis de P3-
tubulina (55kDa) e B-actina (controle
endogeno, 45kDa) em células de
neuroblastoma da linhagem SH-SY5Y
ndo diferenciadas (ND), diferenciadas
pelo tratamento de &cido retindico (D-
AR), diferenciacdo pelo tratamento de
acido retindico, na presenca de MEC (D-
MEC-AR), diferenciadas pelo
tratamento de 4&cido retindico e
cultivadas em meio hiperglicémico (D-
AR-H) e diferenciadas pelo tratamento
de &cido retinoico, na presenga de MEC
e cultivadas em meio hiperglicémico (D-
MEC-AR-H). (B) Representacao gréafica
dos niveis de ADAM10 em células de
neuroblastoma da linhagem SH-SY5Y
nas mesmas condicdes. Teste estatistico
Teste t (ND vs D-AR **p=0,0035; ND
vs D-MEC-AR *p=0,0349; D-AR vs D-
AR-H *p=0,015), ns = ndo significativo.
(C) Células SH-SY5Y diferenciadas
pelo tratamento de &cido retindico (D-
AR), diferenciadas pelo tratamento de
acido retindico, na presenga de MEC (D-
MEC-AR), diferenciadas pelo
tratamento de 4&cido retindico e
cultivadas em meio hiperglicémico (D-
AR-H) e diferenciadas pelo tratamento
de acido retinoico, na presenga de MEC
e cultivadas em meio hiperglicémico (D-
MEC-AR-H). As  imagens de
imunofluorescéncia foram obtidas em
microscopio confocal Leica TCS SP8.
As estruturas celulares marcadas em
vermelho representam a NeuN e em azul
0 DAPI.
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Notavelmente, a literatura carece de dados acerca dos efeitos do cultivo
hiperglicémico sobre as células diferenciadas, com o intuito de mimetizar um ambiente
neuronal in vitro comprometido por distdrbios metabdlicos. Nesse ambito, o presente
estudo propds um novo modelo celular para o estudo destas condi¢des. Além da avaliacéo
das respostas celulares a esses contextos, este estudo também explorou os niveis de
proteinas correlacionadas com a DA e as vias da insulina.

Realizamos também a avaliacdo dos niveis de ADAMI10 nas condi¢Oes
experimentais descritas no item 3.2 (Figura 8). Os resultados mostraram uma reducéo
significativa nos niveis da ADAM10 (isoforma ativa 65kDa) nas células D-MEC-AR-H,
quando comparadas as células D-MEC-AR (Figura 14A, B). Vale ressaltar que a auséncia
de diferencas significativas nos niveis de ADAM10 entre as células ND, D-AR e as D-
AR-H reforca a hipdtese inicial sobre a importancia da presenca da MEC para obtencao
de resultados positivos capazes de avaliar a interacdo intricada entre DA e DM2.,

Os achados de diminui¢do dos niveis de ADAM10 ativa nas células D-MEC-AR-H
corroboram com alguns achados da literatura. Apesar da inexisténcia de outros trabalhos
que avaliaram as condicdes deste estudo, relevantes achados mostraram que 0s niveis
séricos de ADAM10 (que corresponde a isoforma inativa de 55 kDa) em individuos com
DM2 encontram-se aumentados, particularmente sendo observados niveis mais elevados
naqueles submetidos a insulinoterapia (Lam, Shiu et al. 2022). A conexdo estabelecida
entre os niveis aumentados de ADAM10 sérica, glicemia e insulinoterapia ressalta a
potencial influéncia desses fatores e demonstra a complexidade da inter-relacdo das vias
metabdlicas e neurodegenerativas subjacentes (Zhang, Yin et al. 2015, Lam, Shiu et al.
2022). Esses achados também contribuem para o entendimento das implicac6es clinicas
e fisiopatologicas sobre os niveis da ADAM10, reforgando a importancia de abordagens
interdisciplinares para desvendar a complexidade dos distdrbios neuro-metabdlicos. A
relacdo entre as isoformas ativa (plaqueta e neurdnios) e inativa (plasma, soro, LCR) da
ADAM10 desempenha um papel importante nas vias de processamento da APP, que tém
implicagdes significativas na patogénese da DA. Quando os niveis de ADAM10 ativa
estdo elevados, observa-se um aumento na clivagem da APP pela via ndo-amiloidogénica.
Em contrapartida, quando os niveis de ADAM10 ativa estdo diminuidos, os niveis de
ADAMI0 solavel e inativa aumentam, impactando negativamente a clivagem da APP
pela via ndo-amiloidogénica (Pereira Vatanabe, Peron et al. 2021).

A ressonancia desses resultados com a hipétese estabelecida consolida ainda mais o
valor intrinseco desse modelo, proporcionando um modelo robusto e direcionado para a
investigacdo dessa interagdo complexa entre doencas de base neurodegenerativa e
metabolica.
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Figura 14. (A) Membrana de western
blotting mostrando o0s niveis de
ADAMI10 (65kDa) e B-actina (controle
endogeno, 45kDa) em células de
neuroblastoma da linhagem SH-SY5Y
ndo diferenciadas (ND), diferenciadas
pelo tratamento de &cido retindico (D-
AR), diferenciadas pelo tratamento de
acido retindico, na presenga de MEC (D-
MEC-AR), diferenciadas pelo
tratamento de 4&cido retindico e
cultivadas em meio hiperglicémico (D-
AR-H) e diferenciadas pelo tratamento
de &cido retinoico, na presenga de MEC
e cultivadas em meio hiperglicémico (D-
MEC-AR-H). (B) Representacao gréafica
dos niveis de ADAM10 em células de
neuroblastoma da linhagem SH-SY5Y
nas mesmas condicGes. Teste estatistico
ANOVA (ND s D-MEC-AR
**p=0,0040; D-AR vs D-MEC-AR
*p=0,0179; D-MEC-AR vs D-MEC-
AR-H *p=0,0399), ns = ndo significativo.
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A sinalizacdo da insulina € um complexo sistema de comunicacdo celular que
desempenha um papel central na regulacdo dos niveis de glicose no sangue e no controle
do metabolismo. Em meio a essa complexidade, algumas proteinas surgem como
protagonistas essenciais, com papéis que se estendem além das fronteiras da regulacao
glicémica. Uma dessas proteinas que merece destaque na via de sinalizacdo da insulina é
a IDE, uma peca-chave na regulagdo dos niveis de insulina, mas que vai além,
desempenhando um papel critico na degradagdo dos peptideos AP, potencialmente
impedindo seu acimulo e subsequente formacao de placas amiloides (Chami, Steel et al.
2016).

Assim, a IDE surge ndo apenas como uma reguladora vital da homeostase
glicémica, mas também como protagonista na prevencdo do acUimulo prejudicial de
peptideo AP e, por consequéncia, na potencial modulacdo do desenvolvimento da DA
(Chami, Steel et al. 2016). Nesse contexto, este estudo explorou a interseccdo entre a IDE,
a sinalizacdo da insulina e o processo patologico da DA, destacando as possiveis
interacdes que moldam a compreensdo dessas importantes vias bioldgicas e suas
implicacdes na satde humana.

O presente estudo encontrou niveis reduzidos de IDE nas células D-MEC-AR-H em
comparacao com as células D-MEC-AR (Figura 15A, B), corroborando a correlacao ja
estabelecida na literatura. A interligacdo entre o ambiente hiperglicémico e a diminuicéo
dos niveis da IDE reforca a conexdo entre DM2 e a DA. E notavel que a DM2 influencia
negativamente a expressao da IDE, e essa correlacdo é aumentada pelo fato de que tanto
pacientes com DM2 quanto com DA exibem alteracbes metabolicas e alteragdes
cognitivas (Li, Wu et al. 2018).

A regulacdo negativa de IDE foi observada em estudos com pacientes com DA e
DM2, indicando um papel potencialmente significativo dessa enzima nas interag0es entre
os dois disturbios (Li, Wu et al. 2018). No entanto, os autores do estudo, apos verificarem
a regulagdo negativa de IDE nos camundongos com DA e DM2, observaram que
intervengdes farmacoldgicas foram capazes de restaurar os niveis de expressdo de IDE
resultando na redug@o do actimulo de AB40 e AB42, bem como na melhora dos déficits
cognitivos (Li, Wu et al. 2018). Esses achados enfatizam o papel da IDE como um
possivel alvo terapéutico em pacientes com DA que também apresentam disfuncbes
metabdlicas, apontando para a complexa interagdo entre essas doencas e destacando a

importancia de futuras investigacdes nessa area.
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Além disso, outro estudo mostrou que a diminuicdo dos niveis de IDE esta
associada ao aumento dos niveis de a-sinucleina (a-syn) em ilhotas de pessoas com DM2
e que 0 aumento da expressao da a-syn em células p de camundongos normais prejudica
a secrecdo de insulina estimulada por glicose (GSIS) (Steneberg, Bernardo et al. 2013).
Assim, esses dados sugerem que a IDE é fator de risco para DM2, causando diminuigdo
da GSIS e redugdo da autofagia por meio da supressdo prejudicada dos niveis de a-Syn
nas células B (Steneberg, Bernardo et al. 2013).

Adicionalmente, a IDE desempenha um papel importante na relagao entre a a-Syn
e a DA, assim como na degradagdo do peptideo AP. De forma ndo proteolitica, a IDE
interage com os oligdmeros de a-syn, formando complexos estaveis e irreversiveis que
inibem a formacdo de AB (Steneberg, Bernardo et al. 2013, Gonzéalez-Casimiro, Merino
et al. 2021). A interacdo entre essas duas proteinas envolve atracdo eletrostatica, com a
regido de exositio positivamente carregada de IDE interagindo com o terminal C da a-
syn, que contém muitos aminoacidos carregados negativamente. Essa interacdo é
fundamental para a preveng¢ao da formagdo de AP toxico (Steneberg, Bernardo et al. 2013,
Gonzélez-Casimiro, Merino et al. 2021).

Em humanos, a expressdo e/ou atividade reduzida de IDE pode causar niveis
aumentados de oligbmeros de polipeptideo amiloide de ilhotas (PPAI) e, com o tempo,
levar & formagao de depodsitos amiloides de PPAI e a destrui¢@o de células B (Steneberg,
Bernardo et al. 2013). A autofagia é importante para a degradacdo seletiva de proteinas
acumuladas e agregadas, as vezes chamada de agrefagia (Steneberg, Bernardo et al.
2013). Assim, independentemente da expressao ou atividade de IDE, as condicGes que
levam a redu¢do da autofagia nas células B levam ao aumento dos niveis intracelulares
ndo apenas de a-sinucleina, mas também agregacdo dos oligdmeros de PPAI e
consequentemente, a formagao de amiloide em células f humana (Steneberg, Bernardo et
al. 2013). Ainda, em um estudo com animais, foi observado intolerancia a glicose e
hiperinsulinemia, sugerindo que esses fenébmenos pudessem ser atribuidos a redugédo na
degradacdo da insulina e ao desenvolvimento de resisténcia a insulina (Steneberg,
Bernardo et al. 2013).
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ns Figura 15. (A) Membrana de western
blotting mostrando os niveis de IDE
A B (118-120kDa) e p-actina (controle
ns * endbgeno, 45kDa) em células de
neuroblastoma da linhagem SH-SY5Y
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Embora os resultados obtidos em relacdo aos niveis de IDE possam parecer
contraditorios em relacdo ao exposto pela literatura, a reducdo de seus niveis em um
ambiente hiperglicémico levanta questdes intrigantes, ja que poderia levar ao aumento no
acumulo de placas amiloides. Essa hipdtese encontra suporte nos demais resultados deste
mesmo estudo, que também identificou niveis reduzidos de ADAM10 ativa (65kDa) em
ambiente hiperglicémico. Essas descobertas sugerem que o0 ambiente hiperglicémico pode
levar tanto a reducdo da ADAMI10 ativa como também a reducdo dos niveis de IDE
contribuir assim para 0 acimulo do AP e por consequéncia, das placas amiloides. No
entanto, é importante destacar que essa relagdo complexa requer mais investigacdo para

uma compreensao completa de seu impacto na DA.

5. CONCLUSOES

De modo conciso, este estudo fornece dados importantes sobre a dindmica de
diferenciacdo e desdiferenciacdo das células SH-SY5Y em um ambiente hiperglicémico,
bem como o papel da MEC na provavel manutencdo da diferenciacdo neuronal.
Observou-se uma rapida desdiferenciacdo das células apds o tratamento exclusivo com
AR, evidenciada pela diminuicdo dos comprimentos dos neuritos e pela reducao
significativa dos niveis de B3-tubulina no décimo dia pos-tratamento. A inclusdo da MEC
nesse protocolo de diferenciacdo demonstrou ser essencial para manter o estado de
diferenciacdo das células, conforme indicado pela preservacdo dos neuritos e niveis
elevados de B3-tubulina, mesmo apos a retirada do AR.

Além disso, este estudo mostrou que a presenca de MEC influenciou
significativamente os niveis de ADAM10. Esse resultado sugere que a MEC pode ser um
fator chave na regulacdo da atividade de ADAMI10, e por extensdo, na producdo de
peptideos AP. A relacdo entre 0o DM2 e a DA também foi explorada, com resultados que
indicam uma possivel relagdo entre a redugdo dos niveis de IDE e de ADAM10 ativa
(65kDa) e 0 ambiente hiperglicémico. Isso auxilia no fortalecimento da provavel conexao
entre 0 DM2 e a DA, ja que ambos os distdrbios compartilnam alteragfes metabolicas e
cognitivas.

Em resumo, os resultados deste estudo destacam a importancia da MEC na
manutencdo da diferenciacdo neuronal in vitro e sugere que a MEC pode desempenhar
um papel relevante na regulacdo da proteina ADAM10. Além disso, a conexdo entre
DM2, IDE, ADAM10 e DA aponta para uma relagdo complexa entre esses distlrbios

metabolicos e neurodegenerativos. Esses resultados contribuem para uma compreensdo
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mais profunda das interacbes moleculares subjacentes a DA, oferecendo importantes
insights para futuras investigacoes a respeito dessas tematicas.

6. CONSIDERACOES FINAIS

O aprimoramento do modelo in vitro empregando células de neuroblastoma SH-
SY5Y diferenciadas em células semelhantes a neurdnios representa um passo
significativo, pois 0 modelo in vitro desenvolvido revelou informagcbes sobre a
importancia do uso de proteinas da MEC para aumentar o tempo de diferenciacdo das
celulas.

Apesar dos avancos alcancados, é importante reconhecer as limitac6es deste estudo.
A desdiferenciagdo prematura em culturas tratadas exclusivamente com AR ressaltou a
necessidade continua de aprimoramentos nos modelos de cultura que melhor representem
as respostas humanas. Além disso, embora os resultados fornecam dados importantes
sobre a regulagédo da ADAMO em um contexto de MEC rica em laminina, a complexidade
das vias de sinalizagéo e interacGes celulares indica que outros mecanismos podem estar
envolvidos. Assim, a avaliacdo de apenas uma proteina da via de sinalizacdo de insulina
(IDE) nédo € capaz de demonstrar os detalhes da relacdo entre DM2 e DA, sendo que
diversas outras proteinas precisam ser investigadas. 1sso proporcionaria ao estudo uma
analise mais aprofundada sobre vias de sinalizacdo especificas que mediam os efeitos da
MEC e do ambiente hiperglicémico na expressdo da ADAM10. Essa andlise mais
aprofundada poderia revelar alvos terapéuticos mais especificos e potencialmente auxiliar
na construcdo de estratégias de tratamento para doencas neurodegenerativas, em especial
a DA.

Vale destacar que o titulo inicialmente propunha a avaliacdo ndo somente dos
niveis, mas também da atividade da ADAM10, porém, devido a problemas técnicos e a
falta de material adequado, essa analise ndo pdde ser realizada, o que ressalta a
necessidade de futuras investigacOes para essa questéo.

Ainda assim, o desenvolvimento de um modelo in vitro que envolveu a
diferenciacdo celular, aimplementacéo da MEC e a andlise de algumas vias de sinalizacéo
ofereceu um contexto mais proximo da realidade bioldgica, permitindo a observacdo da
relacdo direta entre a exposicdo ao ambiente hiperglicémico e a expressao de proteinas
envolvidas na patogénese da DA. Além disso, devido ao efeito da IDE sobre o AP, esse
estudo revelou um achado significativo, demonstrando que em ambientes hiperglicémicos

a IDE pode apresentar seus niveis diminuidos, sugerindo que a regulacdo da glicose no
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sangue e o funcionamento adequado da IDE podem estar interligados na prevencao do
acamulo de AP, fornecendo importantes bases para futuras investigagoes.

Em resumo, este estudo foi um passo inicial para desvendar alguns mecanismos in
vitro associados com a DA e DM2, bem como ao explorar as influéncias da MEC e do
ambiente metabdlico nessas condigdes. Estes resultados pavimentam o caminho para

futuros estudos sobre as complexas interacGes entre essas duas doengas.
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