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Resumo

O metabolismo anormal da glucose sistémica é um dos fatores patologicos que influenciam o
inicio e progressao da doenca de Alzheimer. A formacado de produtos de glicacdo avancada
(AGE), o aumento do nivel de espécies reativas de oxigénio (ROS), e consequentemente, do
stress oxidativo provocam a disfuncdo mitocondrial, levando a acumulacao do péptido B-
amiloide (AB). O plexo coroide (CP) tem um papel fundamental na remocao do AB do liquido
cefalorraquidiano (CSF), evitando a sua acumulacao e consequente morte neuronal e declinio
cognitivo. A restricdo caldérica (RC) tem sido apontada como um fator relevante de
intervencao nesta patologia. A RC contribui para que haja uma reprogramacao metabdlica,
nomeadamente aumentando a biogénese mitocondrial, reduzindo a producdo de ROS
promovendo o aumento da capacidade respiratoria e, consequentemente, a capacidade de
sobrevivéncia em condicdes adversas. No entanto, nenhum estudo avaliou até agora o efeito
da RC em células de CP, de forma a perceber se esta condicdo tem um efeito positivo na
remocao de AB. O objetivo deste trabalho foi avaliar de que forma alguns processos biologicos
como a apoptose, a atividade mitocondrial e a producao de ROS na linha celular de CP -
células Z310 - variam com a RC, e como esses processos podem interferir na remocao de AB.
Comecamos por caracterizar o perfil metabdlico da linha celular Z310 através da analise da
expressao dos genes dos transportadores de glucose, Glut1 e Glut4, dos intervenientes na via
de sinalizacao da insulina, IGF1 e IRS1, por PCR, e a localizacao e presenca das respetivas
proteinas por imunocitoquimica (IC). De seguida definimos o perfil de restricao caldrica
otimo, recorrendo a determinacdo da viabilidade celular com azul de tripano e analise da
expressao diferencial dos genes biomarcadores de restricao PGC-1a e Hsp105 por real time
PCR, em que se verificou que o perfil 6timo foi de 1,5 gL-1 de glucose durante 48 horas.
Posteriormente foram avaliados através de ensaios TUNEL e IC a Casp 3, parametros de
apoptose celular, e, através da IC da Cox IV, sonda MitoSOX e DCFDA parametros de atividade
mitocondrial e stress oxidativo com e sem estimulo com AB. A partir dessa analise concluiu-se
que a RC otima melhora a funcdo mitocondrial, levando a reducao da producdo mitocondrial
variacao de atividade mitocondrial. Nao obstante, a RC sinergicamente com o estimulo de AB
potencia quer a atividade mitocondrial quer a producdo de ROS. Finalmente a analise
densitométrica as bandas de AB obtidas por western blot dos distintos meios em RC nao
revela diferenca nas concentracdes finais de AB remanescente no meio. Desta forma nao ficou

demonstrado que a RC aumenta a remocao do AB pelas células Z310.

Palavras-Chave

Plexo coroide; linha celular Z310; doenca de Alzheimer; B-amiloide; restricdo calorica;

glucose; metabolismo.
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Abstract

The abnormal systemic glucose metabolism is a pathological factor that influences the onset
and progression of Alzheimer's disease. The formation of advanced glycation end products
(AGE), the increase of reactive oxygen species (ROS) levels, and consequently, oxidative
stress and mitochondrial dysfunction, lead to the accumulation of B-amyloid peptide (AB).
The choroid plexus (CP) has a key role in the removal of AB from cerebrospinal fluid (CSF),
preventing his accumulation and consequent neuronal death and cognitive decline. Caloric
restriction (CR) has been implicated as a relevant intervention factor in this disease. RC
contributes to a metabolic reprogramming, particularly, by increasing mitochondrial
biogenesis, reducing ROS production, promoting increased respiratory capacity and hence
survivability under adverse conditions. However, so far there are no studies that have
evaluated the effect of RC in CP cells in order to understand if this condition has a positive
effect on the removal of AB. The objective of this study was to assess how some biological
processes such as apoptosis, mitochondrial activity and the production of ROS in the CP cell
line - Z310 cells - vary with the RC, and how these processes can interfere with AB removal.
We began by characterizing the metabolic profile of the cell line Z310 through the analysis of
gene expression of glucose transporters, Glut1 and Glut4, those involved in the signaling
pathway of insulin, IGF1 and IRS1, by PCR, and the location and presence of the respective
proteins by immunocytochemistry (IC). Then, we defined the optimal profile of caloric
restriction, by determining the cell viability with trypan blue and analyzing the differential
expression of genetic biomarkers of restriction, Hsp105 and PGC-1a by real time PCR, where
it was found that the optimum profile was 1.5 gL-1 of glucose for 48 hours. Subsequently,
parameters of cellular apoptosis were assessed by TUNEL assays and IC of Casp 3, and
parameters of mitochondrial activity and oxidative stress through Cox IV, MitoSOX probe and
DCFDA, with and without stimulation with AB. From those analyses it was concluded that CR
improves mitochondrial function, leading to reduced production of mitochondrial superoxide
species and inhibition of activation of the apoptotic pathway, without changes in
mitochondrial activity. However, the RC synergistically with the stimulation of AB enhances
either the mitochondrial activity as the production of ROS. Finally, a densitometric analysis of
the AB bands obtained by western blot of different media in RC shows no difference in final
concentrations of AB remaining in the medium. Thus we couldn’t proof that CR increases the
removal of AB by Z310 cells.

Keywords

Choroid plexus; Z310 cell line; Alzheimer’s disease; B-amyloid; caloric restriction; glucose;

metabolism.
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1. Plexo Coroide

A barreira sangue-liquido cefalorraquidiano (BCSFB) é constituida principalmente pelo plexo
coroide (CP). Por se tratar de um tecido fulcral no desenvolvimento, homeostasia e reparacao
do sistema nervoso central (SNC), tem atraido recentemente a atencdao da comunidade
cientifica, pois esta implicado no transporte de nutrientes, na regulacdo endocrina, nos
processos de envelhecimento e na patogenicidade de alguns disturbios neurodegenerativos
(Monnot and Zheng, 2013).

Foramen de Monro .
Plexo coroide

Ventriculos laterais

3° Ventriculo

4° Ventriculo
Aqueduto de Syivius

Foramen de Magendie

Figura 1 - Distribuicdo do plexo coroide pelo sistema ventricular do cérebro. O parénquima cerebral
esta representado a cinzento, os ventriculos e aquedutos a amarelo e o plexo coroide a vermelho.
Adaptado de (Damkier et al., 2013).
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1.1. Morfologia e Estrutura Basica

O CP é um tecido que se distribui em redor das paredes dos quatro ventriculos cerebrais
(Figura 1), originado pelas pregas da pia-mater que formam camadas de tecido conjuntivo
(Young et al., 2013), sendo a sua unidade funcional composta por capilares sanguineos
envoltos em células epiteliais ependimarias perfeitamente diferenciadas. Morfologicamente,
o CP é composto por numerosas microvilosidades, e cada uma delas é composta por uma
Unica camada de células cuboides assentes numa membrana basal lisa (face basolateral), que
contacta com os capilares sanguineos amplamente fenestrados. Por outro lado, a face apical
deste epitélio esta em contato com o CSF, ajudando a manté-lo em permanente circulacao.
Na face lateral do epitélio, os desmossomas e tight junctions mantém as células coesas e
impedem o fluxo paracelular de moléculas, contribuindo para a manutencao caracteristica de
barreira do CP (Mortazavi et al., 2014) (Figura 2). Assim, o CP é a Unica estrutura que, no
encéfalo, tem a capacidade de interface entre os dois tipos de fluidos circulantes: o CSF e o

sangue periférico (Ghersi-Egea and Strazielle, 2001a).

Difusao
(ex. moléculas lipossoluveis)

Microvilosidades . o .
Ceélula epitelial coroide

Fenestracao

Tight junctions .
Transporte ativo
(ex. dcido ascérbico)
Sistemas de
depuracéo
(ex. acidos organicos fracos)

Transporte mediado
(ex. glucose)

Secrecao de CSF

Juncées intercelulares

Figura 2 - Barreira sangue-liquido cefalorraquidiano (BCSFB). As células epiteliais do plexo coroide
(CP) presentes barreira BCSFB sao mantidas coesas por tight junctions. As microvilosidades presentes na
face apical do CP permitem o aumento da area da membrana apical e auxiliam na do CSF. No CP foram
ainda identificados processos de difusao passiva, facilitada, transporte ativo e transporte de metabolitos

do CSF para o sangue. Adaptado de (John Laterra, Richard Keep, Lorris A Betz, 1999).
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1.2. Funcdes Bioloégicas

1.2.1.  Funcdo Secretora

Das varias funcdes que o CP tem, uma das mais importantes é a funcdo secretora. O CP é o
responsavel pela producdo do CSF e secrecdo dos seus constituintes (essencialmente
polipéptidos). As ATPases, os numerosos canais ionicos e as aquaporinas presentes nas
membranas apicais e basolaterais promovem o processo de secrecdo continua do CSF. O
transporte de sodio, cloro e ides bicarbonato do sangue para os ventriculos através do CP, e o
transporte do potassio no sentido inverso, originam um gradiente osmotico que promove a
secrecao de agua na direcao dos ventriculos cerebrais (Brown et al., 2004; Thanos et al.,
2010). O CSF é produzido a uma taxa de 0.3-0.4 mL/min em humanos, cerca de um terco da
taxa de formacao da urina, sendo que um adulto possui cerca de 150 mL de CSF que pode ser
totalmente renovado 3-4 vezes por dia (Oshio et al., 2003). O CP possui ainda a capacidade
de producao e secrecdo de varios polipéptidos como as interleucinas -1 e -6 e o tumor
necrosis factor alpha (TNFa), inUmeras hormonas como a leptina, prolactina e angiotensina,
fatores de crescimento como o insulin-like growth factor (IGF) e o brain-derived neurotrophic
factor (BDNF) (Chodobski and Szmydynger-Chodobska, 2001a). Para além da producao destes
polipéptidos, o CP expressa ainda os recetores especificos dos mesmos, o que por um lado
conduz a acdes autocrinas e paracrinas, e por outro leva a que esses polipéptidos produzam
efeitos endocrinos nas células-alvo no encéfalo, quando libertados e transportados no CSF
(Emerich et al., 2005; Stopa et al., 2001). O CP produz ainda alguns polipéptidos
caracteristicos deste tecido, nomeadamente a transtirretina (TTR), e a transferrina. A TTR,
exclusivamente sintetizada pelo epitélio do CP, representa mais de 20% das proteinas
sintetizadas e 50% das proteinas secretadas por este tecido (Chodobski and Szmydynger-
Chodobska, 2001b; Redzic and Segal, 2004), e é responsavel pelo transporte e manutencao do
nivel fisiologico das hormonas tiroideias no SNC (Blay et al., 1993; Chodobski and Szmydynger-
Chodobska, 2001b; Redzic et al., 2005; Schreiber et al., 1990). A TTR é ainda responsavel
pela formacao de complexos com o péptido B-amiloide (AB), sequestrando-o e prevenindo a
formacao de agregados insoluveis que, quando se acumulam no cérebro, podem dar origem a

doenca de Alzheimer (DA).

1.2.2. Funcao Protetora

Para além da funcao secretora, o CP funciona como sistema de desintoxicacao, controlando o
efluxo, sequestro e metabolismo de toxinas. Possui enzimas de funcionalizacdo, isto é,
enzimas que catalisam reacoes de oxidacao, reducdo ou hidrolise de grupos funcionais de
farmacos com vista a sua eliminacdo (como o citocromo p-450), enzimas de conjugacdo que
protegem contra o stress oxidativo (como a superoxido dismutase), metalotioneinas, cisteinas
e glutationas que sequestram agentes tdxicos em circulacdo, sistemas de transporte de ides
organicos, e enzimas de transporte de drogas que exportam compostos toxicos do CSF
(Emerich et al., 2005). O CP tem também a capacidade de absorver proteinas e residuos

metabdlicos provenientes do CSF através de pinocitose ou por transporte ativo. As vesiculas
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pinociticas sao digeridas intracelularmente ou libertadas através da membrana basolateral
das células epiteliais para o estroma de tecido conectivo e demais vasculatura sanguinea
(Mortazavi et al., 2014). Recentemente, foi também descoberto que o CP possui a capacidade
de mediar acdes entre o sistema imune periférico e o cérebro, através da libertacao
coordenada de citocinas proé-inflamatorias (Lacroix et al., 1998) e expressao de proteinas do
complexo maior de histocompatibilidade quando existe invasao do CSF por agentes
patogénicos. O CP possui ainda capacidade de apresentacdo antigénica, o que lhe permite
fazer parte de um sistema de imunovigilancia contra agentes patogénicos e antigénios que

possam circular no sangue periférico e no CSF (Emerich et al., 2005; Wang and Kaur, 2000)

1.3. Plexo Coroide e Envelhecimento

1.3.1.  Alteracdes Morfologicas

O CP sofre diversas modificacdes morfologicas com o avanco da idade. Com o
envelhecimento, a altura das células epiteliais do plexo diminui cerca de 10% a 15%, a
membrana basal torna-se mais espessa e o estroma toma um aspeto fibroso e passa a conter
fibras de colagénio, inclusdes hialinas e calcificacoes (Emerich et al., 2005; Segal, 2001; Serot
et al., 2003). As paredes das artérias coroides engrossam, tornam-se gradualmente mais
rigidas e ha fragmentacao das fibras do tecido elastico (Dohrmann, 1970; Serot et al., 2003),
contribuindo para um fenétipo atrofiado do CP durante o envelhecimento. Também o interior
do epitélio do CP sofre alteracdes fenotipicas: o nlcleo fica com uma forma irregular e
alongada e o citoplasma torna-se rico em inclusdes fibrilares denominadas de Biong (Wen et
al., 1999) e em depdsitos de lipofucsina conferindo-lhe um aspeto fibroso (Emerich et al.,
2005).

1.3.2.  Alteracdes Funcionais

Com o envelhecimento, o CP nao consegue manter a producao de CSF, cuja taxa de producao
diminui cerca de 45%. Além disso, a renovacao do CSF em organismos envelhecidos também se
torna mais lenta, sendo que em idosos a renovacao completa do CSF acontece apenas 2 vezes
por dia (Preston, 2001; Redzic et al., 2005; Serot et al., 2003).

A producao de energia também se encontra alterada, pois existe uma diminuicdo de cerca de
20% na atividade de enzimas, como a lactato e sucinato desidrogenases, e intermediarios
responsaveis pela producdo de adenosina trifosfato (ATP), provocando alteracdes na
disponibilidade dos metabolitos dependentes do catabolismo da glucose (Emerich et al., 2005;
Serot et al., 2003). Outra alteracdo do metabolismo energético que se verifica em células
epiteliais de CP senescentes é a reducao significativa na quantidade de citocromo ¢ oxidase,
que leva a alteracdes da cadeia respiratoria e, consequentemente, a uma diminuicdo da
quantidade de ATP produzido (Cottrell et al., n.d.; Emerich et al., 2005; Serot et al., 2003).
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2. Linha Celular Z310

A linha celular Z310, obtida a partir de células epiteliais do CP de rato imortalizadas através
de transfeccao com o SV40 large T antigen, que interage com os supressores de crescimento
pRB e p53 (Jha et al., 1998), e mantém as carateristicas morfologicas originais de tipo

epitelial poligonal durante todo o tempo de permanéncia em cultura.

Tal como as células epiteliais primarias de CP (CPEC), as células Z310 dispdem-se numa
camada simples e uniforme com uma resisténcia elétrica transepitelial que varia entre 85 e
100 Q-cm? (Shi and Zheng, 2005; Zheng and Zhao, 2002), facilitando o seu uso em ensaios
farmacologicos e toxicologicos que envolvem a circulagdo sanguinea sistémica e o CSF
(Strazielle and Ghersi-Egea, 1999). Do ponto de vista funcional, as células Z310 caraterizam-
se pela sintese de TTR, a proteina homotretamérica que representa cerca de 50% de todas as
proteinas sintetizadas e excretadas pelo CP (Dickson et al., 1986), cuja dissociacao dos
tetrameros leva ao surgimento de monomeros que promovem a agregacao e deposicao de
agregados e fibras amiloides envolvidas na DA (Reixach et al., 2008). Tanto a sintese de TTR
como a sintese do recetor da transferrina sdo caracteristicas Unicas pertencentes a camada
epitelial do CP (Zheng and Zhao, 2002). A autenticidade das carateristicas de barreira
epitelial entre o sangue e o CSF foi também demonstrada na linha celular Z310, na qual se
verifica a presenca de tight junctions, a constituicdo de monocamadas compactas, a presenca
de transportadores de metais como o manganés, o cobre e o ferro, e a presenca de compostos
organicos, como os nucledsidos das hormonas, anides organicos e péptidos de elevado peso
molecular, carateristicos deste tipo de tecidos (Huang et al., 2013; Monnot and Zheng, 2013).
Desta forma, a linha celular Z310 permite ultrapassar as limitacdes das CPEC: diferenciacao
limitada, curto tempo médio de vida, impossibilidade de multiplas passagens em cultura, e
necessidade de sacrificar animais para remocédo do CP. Além disso, as células Z310 sao menos
exigentes relativamente a composicdo do meio de cultura, mantendo no entanto as
carateristicas morfoldgicas e funcionais das CPEC e as caracteristicas funcionais do CP
(Monnot and Zheng, 2013; Zheng and Zhao, 2002).

3. Doenca de Alzheimer

A DA é uma doenca neurodegenerativa progressiva e debilitante caraterizada pela
possibilidade de identificacdo de varios estadios da doenca, mas cujo diagnostico definitivo s
€ possivel perante analise histopatologica post mortem do tecido cerebral. Carateriza-se pela
perda gradual de neurodnios colinérgicos culminando na degradacdo das fungdes cognitivas
motoras e comportamentais. Atualmente estima-se que 24 milhdes de pessoas em todo o
mundo sofram de deméncia, e prevé-se que esse nimero aumente para 42 milhdes em 2020 e

81 milhdes em 2040 (Ballard et al., 2011). Desse grupo de pessoas com deméncia, 60% com
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mais de 65 anos sofre ou sofrera de DA. Os dois principais sinais neuropatoldgicos desta
patologia sao: a deposicao extracelular de placas amiloides constituidas por fibras peptidicas,
e a acumulacao intracelular de corpos celulares e dendrites proximais de filamentos da
proteina tau hiperfosforilada (Cotman et al., 2005), causadores de degeneracdo neurofibrilar
(Dickson, 2004; Sims-Robinson et al., 2010). Fatores ambientais e genéticos também
contribuem para a manifestacdo da doenca, embora os fatores genéticos estejam associados
ao aparecimento precoce da doenca - casos de padrdoes de hereditariedade autossomica
dominante e mutagdes pontuais nos genes da proteina precursora amiloide (APP), e das
presenilinas 1 e 2 - com excecao do alelo 4 da apolipoproteina E, que pode aumentar o risco
de DA tardia (Kar et al., 2004; Rocchi et al., 2003) (Figura 3).

Neurotransmissor

Oligémeros de AB

. Disfuncdo
Clivagem sinaptica e
pela morte
secretase neuronal
Placas de AB
extracelulares
Recetor do

m neurotransmissor

Figura 3 - Cascata amiloide. A proteina precursora amiloide (APP) é clivada pela secretase enddogena
em B-amiloide acumulando-se no interior das células neuronais e extracelularmente sob a forma de
placas. Na cascata amiloide os depositos de AB sao toxicos, provocando um feedback positivo de

disfuncao sinaptica e morte neuronal. Adaptado de (Ballard et al., 2011).

O aparecimento da DA em idades mais avancadas parece estar menos dependente de fatores
genéticos e ser influenciada predominantemente por fatores ambientais e de estilo de vida
(Tabela 1) (Rocchi et al., 2003), de entre os quais a hipertensao, a aterosclerose, tabagismo,
alcoolismo, atividade fisica e cognitiva, bem como condicdes patoldgicas ligadas ao
metabolismo como a adiposidade, hiperinsulinemia, resisténcia a insulina e diabetes (Haan,
2006; Sims-Robinson et al., 2010).
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Tabela 1 - Influéncia dos fatores ambientais e estilo de vida na Doenca de Alzheimer. Adaptado de
(Ballard et al., 2011).

Descricao do estudo Conclusées

Estilo de vida

Meta-analise de 10 estudos, A deméncia obteve 1,42 de RR e
todos prospetivos, com pelo a doenca de Alzheimer um RR de
Obesidade menos 2 anos de seguimento e 1,80 (95% IC em ambos)

com participantes acima dos 40
anos de idade.

13 estudos prospetivos com foco A deméncia apresentou um RR

Atividade fisica na doenca de Alzheimer de 0,72 e a e doenca de
deméncia ou ambos, com cerca Alzheimer um RR 0,55 (95% IC em
de 150 000 participantes. ambos)

Estados clinicos

15 estudos de coorte prospetivos Deméncia com RR de 1,47 e a
Diabetes doenca de alzheimer 1,39 (95%
IC em ambos)

16 estudos com mais de 25 000 12 dos 16 estudos demonstraram
participantes com idades uma associacdo significativa
Acidente vascular cerebral superiores a 65 anos entre AVC e possibilidade de
duplicar a incidéncia de
deméncia

Abreviaturas: RR - Risco Relativo. OR - Odds Ratio (razéo de possibilidades) IC - Intervalo de confianca

3.1. Doenca de Alzheimer e Metabolismo

Em meados da década de 90, o primeiro estudo epidemioldgico de larga escala revelou que
pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (DT2) apresentavam um risco duas vezes superior de
contrair DA (Ott et al., 1996) e, em 2004, um estudo alargado da Mayo Clinic Alzheimer
Disease Patient Registry permitiu observar que mais de 80% dos pacientes que sofriam de DA
tinham niveis de glucose no sangue alterados ou sofriam de DT2 (Janson et al., 2004),
tornando fortes as evidéncias da relacdo entre alteracées no metabolismo da glucose e o
surgimento da DA, e um possivel mecanismo fisiopatolégico comum a ambas as doencas
(Correia et al., 2012).

Os neurdnios sdo incapazes de armazenar ou sintetizar glucose e, por isso, estdao dependentes
do transporte de glucose mediado por transportadores de glucose (Glut) através da barreira
hematoencefalica. As isoformas mais relevantes dos Glut no cérebro sdao: a isoforma 1
(Glut1), distribuida amplamente pelo cérebro, desde neurénios a células endoteliais,
astrocitos e oligodendrocitos; a isoforma 3 (Glut3) expressa sobretudo nos neuronios
(Vannucci et al., 1997); e a isoforma 4 (Glut4) cuja ativacao e translocacao para a membrana
plasmatica esta dependente da sinalizacdo pela insulina e cuja expressao € mais relevante no
bolbo olfativo no girus dentato do hipocampo e cerebelo (Vannucci et al., 1998). Desta
forma, o metabolismo da glucose no cérebro revela-se de grande importancia para o normal
funcionamento das fungées neuronais. No CP, o Glut1, embora presente em toda a membrana
do epitélio apresenta uma distribuicdo essencialmente basolateral e a sua expressao é
constante ao longo da vida (Dwyer et al., 2002; Dwyer and Pardridge, 1993). Por outro lado, o
Glut4 tem elevada expressao no CP durante a embriogénese, e posteriormente a sua

expressao torna-se residual. No cérebro, inclusivamente no CP, a expressao do Glut4 coincide
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com locais onde ocorre a producao de insulina, e onde existem recetores de insulina e fatores
de crescimento, como o de tipo 1 (IGF1) (Dwyer et al., 2002; Vannucci et al., 2000, 1998).

A hiperglicemia, caraterizada por um nivel elevado de glucose no sangue, promove a
formacao de produtos de glicacao avancada (AGE) altamente reativos capazes de reagir com
residuos de lisina, arginina, cisteina e grupos amino N-terminais (Ahmed and Thornalley,
2007), que resultam da auto-oxidacao da propria glucose (Brownlee, 1995). Os AGE levam a
glicacdo do AB e da proteina tau, tendo como consequéncia a acumulacao de AB e a formacao
de placas senis, a hiperfosforilacdo da tau e a producao de emaranhados neurofibrilares
(Ledesma et al., 1994; Takuma et al., 2009; Yan et al., 1996), e que finalmente exacerbam o

stress oxidativo sofrido pelos tecidos cerebrais (Figura 4).

Metabolismo anormal
da glucose sistémica

Doenga de Alzheimer

Utilizagdo da glucose cerebral
Densidade dos recetoresde insulina

Deficiente sinalizagao da insulina

Niveis de glucose no sangue

Acumulagdo de AB

Hiperfosforilagdo da Tau

Disfungao

Mitocondrial Disfuncgdo sindptica e neuronal

!

Declinio cognitivo

Stress
Oxidativo

® ROS/
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Figura 4 - Mecanismos patolégicos que relacionam as alteragbes metabdlicas e a doenca de

Alzheimer. O metabolismo sistémico da glucose/insulina estdao entre os fatores patoldgicos que
influenciam o inicio e progressao da DA. A hiperinsulinemia e a resisténcia a insulina provocam um

reduzido transporte da insulina para o cérebro e diminuicdo da atividade dos recetores da mesma,
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comprometendo o metabolismo da glucose e a via de sinalizacdo da insulina. Em simultaneo, provocam
a auto-oxidacao da glucose e formacao de produtos de glicacdao avancada (AGE) que, por sua vez,
reforcam a acumulacao do AB, a hiperfosforilacdo da tau, bem como o aumento do nivel de espécies
reativas de oxigénio (ROS), e consequentemente, o stress oxidativo e disfuncdao mitocondrial, levando

ao colapso neuronal e ao declinio cognitivo. Adaptado de (Correia et al., 2012).

3.1.1. Via de Sinalizacdo da Insulina

O IGF1 é uma hormona fundamentalmente produzida no figado e excretada para a circulacao
sistémica. Para além disso, o IGF1 é também expresso pelas células epiteliais do CP na idade
adulta, contribuindo desta forma para a excrecao e manutencao do mesmo no CSF (Falcao et
al., 2012).

A ligacao do IGF1 ao seu recetor leva a alteracoes na conformacao do recetor, expondo
regides com residuos de tirosina que sdao rapidamente reconhecidas pelos dominios fosfo-
tirosina das proteinas do substrato do recetor de insulina, nomeadamente o de tipo 1 (IRS1).
0 IRS1 é posteriormente fosforilado (IRS1p), resultando na ativacdo da via de sinalizacao da
fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K) (Lizcano and Alessi, 2002; Saltiel and Kahn, 2001; Van
Obberghen et al., 2001).

Deste modo, o IGF1 é fundamental na ativacao de duas grandes vias de sinalizacao: a via de
sinalizacdo metabdlica através da via da PI3K, que esta envolvida em todos os processos do
metabolismo da glucose onde ocorre intervencao da insulina, e na ativacao da via mitogénica
através das proteinas quinases ativadas por mitogénios (MAPK), envolvidas na biogénese
mitocondrial, proliferacdo e diferenciacao celular e na apoptose celular. (Gallagher and
LeRoith, 2013). A ativacado da via da insulina através do IGF1 regula negativamente varios
fatores de transcricao que promovem a transcricao de enzimas antioxidantes, levando ao
aumento de ROS intracelulares (Kuang et al., 2014). Estudos anteriores demonstraram que,
aquando do aparecimento dos primeiros sinais da DA, ocorre uma diminuicao dos niveis de

IRS1 e um aumento significativo do IRS1p (Moloney et al., 2010).

4. Restricao Caloérica

0 consumo excessivo de calorias associado a um estilo de vida sedentario, muitas vezes ligado
também a resisténcia a insulina, sao fatores de risco associados a DA (Kapogiannis and
Mattson, 2011; Xu et al., 2011), bem como a outras patologias nomeadamente diabetes
mellitus e obesidade. Modelos animais de DA sujeitos a dietas altamente caloricas, mostraram
um défice cognitivo e um agravamento desta doenca associada a acumulacao excessiva de AB
(Julien et al., 2010; Takeda et al., 2010). No entanto, quando sujeitos a restricdo calorica
(RC), os défices cognitivos associados a esta patologia melhoraram significativamente
(Halagappa et al., 2007; Kashiwaya et al., 2013; Patel et al., 2005).

10
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A RC é alcancada quando ocorre uma reducdo em cerca 30-60% do consumo de compostos
caloricos, quando comparada com o aporte de calorias ad libitum, sem que ocorram
fenomenos de desnutricdo (Ortiz-Bautista et al., 2013).

Atualmente tem vindo a ser descrita uma estratégia em que, sem intervencdo genética, é
possivel prolongar o tempo médio de vida de um organismo. Os efeitos da RC foram ja
testados num grande nimero de organismos, desde organismos unicelulares como as leveduras
(Choi et al., 2013; Lin et al., 2002), a organismos como ratos e primatas (Holloszy and
Fontana, 2007). Os efeitos benéficos desta condicdo tém impacto na reducao de doencas
associadas ao envelhecimento, tendo sido registados decréscimos no risco de cancro, doencas
neurodegenerativas, doencas autoimunes, doencas cardiovasculares (Speakman and Mitchell,
2011) e diminuicao geral da morbidade de populacoes idosas (Fujimoto and Yamasoba, 2014).
Embora nao sejam conhecidas detalhadamente as formas de acao da RC (Koubova and
Guarente, 2003), existem cinco mecanismos que tentam explicar de que forma a RC exerce o
seu efeito (Weindruch et al., 2002): 1) consegue diminuir o stress oxidativo de forma
significativa (Zainal et al., 2000); 2) reduz a glicacao e glioxidacao (Kayo et al., 2001); 3)
reduz a temperatura corporal e os niveis da hormona da tiroide associada ao estado
hipometabdlico (Kenyon, 2001); 4) altera a expressao de determinados genes e provoca a
degradacdo de proteinas (Lee et al., 2000) e 5) provoca mudancas neuroendocrinas
(Weindruch et al., 2001).

4.1. Biomarcadores de Restricao Calérica: PGC1a e HSP105

Embora sejam conhecidos os efeitos da RC em modelos animais, tem-se procurado cada vez
mais o uso de modelos in vitro, essencialmente com recurso a culturas de linhas celulares, de
forma a facilitar e agilizar o estudo dos mecanismos moleculares subjacentes aos efeitos
benéficos da RC (Li et al., 2010). Esses modelos in vitro baseiam-se na reducado da glucose, o
principal recurso calorico presente no meio de cultura celular (Li and Tollefsbol, 2011). A
cultura celular é um sistema homogéneo que permite monitorizar mudancas quer ao nivel
molecular quer ao nivel do crescimento celular bem como a dinamica populacional das
proprias células, de uma forma consistente sem que se verifiquem as flutuacées metabdlicas
que ocorrem nos organismos in vivo (Li and Tollefsbol, 2013).

No cérebro dos mamiferos, ha muito que é conhecido o papel que a glucose desempenha
como principal fonte de energia (Howarth et al., 2012). O cérebro contribui apenas com 2%
para a totalidade do peso corporal, mas consome cerca de 20% da glucose em circulacao,
fazendo dela a sua principal fonte de energia (Geijselaers et al., 2014; Mergenthaler et al.,
2013). De forma analoga, as formulacdes de meios para cultura celular in vitro, de entre os
quais o Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), contém glucose como o principal
constituinte energético na sua composicao, facilmente manipulavel, permitindo mimetizar a

RC in vivo, modulando as concentracdes de glucose in vitro.

11
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Em muitos estudos verificou-se a existéncia de determinados genes que invariavelmente tém
a sua expressao aumentada ou diminuida durante a RC (Lee, 1999a) e, por isso, sao
considerados como biomarcadores dessa condicdo fisioldgica em culturas celulares (Li and
Tollefsbol, 2013).

De entre esses genes estao o peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator
1-alpha (PGC1a), que é regulado positivamente, e o gene da heat shock protein 105 (HSP105),
regulado negativamente (Lee, 1999a; Schilling et al., 2006), durante a RC.

O PGC1a é um gene da familia dos coativadores transcricionais dos recetores esteroides e
nucleares, que desempenha um papel fundamental na regulacdo do metabolismo energético
(Liang and Ward, 2006). A sua principal funcao é difundir e integrar sinais fisioldgicos que
influenciam o metabolismo, a diferenciacao e crescimento celulares, a maquinaria de
transcricdo, controlando a capacidade funcional da mitocondria (Scarpulla et al., 2012).
Desta forma, o PGC1a tem a capacidade de estimular a biogénese mitocondrial (Wu et al.,
1999) e remover ROS (Gerhart-Hines et al., 2007; Kim et al., 2010), de ativar mecanismos
termogénicos em resposta ao frio (Cannon et al., 1998), e de promover o racionamento da
glucose para uso do SNC durante privaces nutricionais, aumentando a oxidacdo de acidos
gordos e diminuindo o consumo de glucose (Herzig et al., 2001; Wu et al., 1999). Um estudo
recente reportou que podera haver uma relacao direta entre os niveis de PGC1a e AB, tendo-
se concluido que o aumento da expressao de PGC1a esta relacionado com a diminuicao da
transcricdo da enzima B-secretase 1 que cliva a APP, diminuindo a possibilidade de
desenvolvimento de DA decorrente dessa clivagem e a concomitante deposicao de AB (Wang
et al., 2013).

As proteinas HSP sao um grupo de proteinas produzidas em resposta ao stress fisiologico e
ambiental, que previnem ou reparam a desnaturacao proteica (Saito et al., 2007). Estas
proteinas sao classificadas em familias consoante o seu peso molecular e funcdo: a HSP105
pertence a familia HSP105/110 de proteinas de 105 a 110 kDa, e existe sob as isoformas a e B
que, associadas a HSP70 formam complexos efetores (Hylander et al., 2000; Yamagishi et al.,
2011). Para além da sua atividade protetora/reparadora, a HSP105 tem também a capacidade
de desagregar proteinas termo-agregadas, efeito tanto mais marcado quanto mais baixos os
niveis de ATP (Yamagishi et al., 2003). Desta forma, € possivel que durante a restricao
moderada exista um decréscimo do nivel de expressao génica de HSP105, e que durante uma
RC mais severa os elevados niveis de stress promovam a expressiao de HSP105 que, apos
traducao, se ligam ao complexo HSP70 e tentam contrariar o forte stress induzido pela falta

de nutrientes.
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5. Objetivo

Mediante os varios estudos que reportam um efeito importante da restricdo caldrica na
progressao de doencas neurodegenerativas, nomeadamente da doenca de Alzheimer, o
objetivo deste trabalho é avaliar se a restricao de glucose in vitro na linha celular Z310 é
capaz de modular os niveis de stress oxidativo a biogénese mitocondrial, bem como a inibicao
da apoptose e, consequentemente, se estas alteracdes possam promover a capacidade de

clearance do péptido B-amiloide.
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1. Linha Celular Z310

De forma a poder estudar o CP e os seus processos fisiolégicos, farmacologicos e
toxicologicos, foram introduzidas metodologias que permitiram replicar este tipo de tecido in
vitro: as culturas primarias de células epiteliais de plexo coroide (CPEC), e uma linha celular
de CP imortalizada denominada Z310 (Monnot and Zheng, 2013), como referido

anteriormente.

1.1. Cultura celular

Uma aliquota de células Z310 foi retirada do congelador a -80°C e descongelada em banho-
maria a 37°C. De seguida, as células foram lavadas em meio DMEM (Sigma-Aldrich) contendo
10% de soro fetal bovino (FBS), 1% de penicilina-estreptomicina, e centrifugadas a 1300 rpm
durante 3 minutos. As células foram ressuspensas em 1 mL de meio completo e adicionadas a
um frasco de cultura de 25 cm? contendo 3 mL de meio completo, e deixadas a crescer numa

estufa Air Jacketed Incubator (NuAire) a 37°C numa atmosfera de 5% CO,.

1.2. Passagem Celular

Sempre que a confluéncia celular atingiu cerca de 90% da area de crescimento do frasco de
cultura, procedeu-se a passagem celular, processo que possibilita a diminuicdo da densidade
celular, permitindo a manutencao e expansao da linha celular Z310. O processo iniciou-se
com uma lavagem das células com tampao fosfato salino (PBS), de forma a remover restos
celulares e meio de cultura. De seguida, aspirou-se o PBS e adicionou-se tripsina-EDTA 0,25%
e colocou-se o frasco na estufa a 37°C. De forma a parar a acao da tripsina, foi adicionado
igual volume de meio completo ao frasco, e as células foram centrifugadas durante 3 minutos
a 1300 rpm. O sobrenadante foi descartado e ressuspendeu-se o precipitado em PBS, tendo-se
centrifugado novamente. As células foram finalmente ressuspensas num volume adequado de
meio de cultura completo para um novo frasco de cultura e colocadas na incubadora a 37°C

numa atmosfera de 5% CO,.

1.3. Restricao de Glucose in vitro

Antes de induzir RC as células foram semeadas como descrito no ponto 1.1., em placas de
cultura numa concentracéo aproximada de 2x10° células por mL de meio e deixadas a crescer
numa estufa Air Jacketed Incubator (NuAire) a 37°C numa atmosfera de 5% CO, durante 48
horas. Posteriormente foram preparados meios de restricao com diferentes concentracoes de
glucose, adicionando 4.5, 3, 1.5, 0.7, 0.4, 0.2 e 0.1 g de glucose (Sigma-Aldrich) por litro de
meio completo DMEM sem glucose e sem piruvato (Sigma-Aldrich). Findas as 48 horas, o meio

das placas de cultura foi substituido pelos diferentes meios de restricdo e as células
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incubadas durante 24, 48, 72 ou 96 horas, na estufa, a 37°C numa atmosfera de 5% CO,, sem
renovacao de meio de cultura, até que se procedeu a contagem e determinacdo da

viabilidade celulares.

1.4. Estimulo com B-amiloide

Com o propésito de saber se a RC influenciava a remocao de AB, o estimulo das células Z310
com AB foi sempre induzido apods a RC in vitro. Desta forma, as células foram semeadas como
descrito no ponto 1.1, induziu-se a RC como descrito no ponto 1.3 e de seguida foram
adicionados 3 pg.mL" de AB;.,, (AnaSpec) ao meio de cultura durante 24 horas, recolhendo-se

depois as células ou o meio para posterior analise.

1.5. Contagem Celular

As contagens celulares foram efetuadas sempre que o tempo de restricao desejado foi
atingido, ou ainda quando a confluéncia das células no suporte de crescimento atingiu cerca
de 90%. As células foram tripsinizadas e mantidas em suspensao em meio completo para
inativar a tripsina. Retiraram-se depois 20 pL da ressuspensao, adicionou-se igual volume de
azul tripano e homogeneizou-se. Do homogeneizado, 20 L foram pipetados e colocados numa
camara de Neubauer. Contaram-se as células viaveis nos diferentes quadrantes e estimou-se o

numero de células por mL e o nUmero total de células através das seguintes formulas:
n® Células .ml™* = Média de células dos quadrantes/2 x 10*

n® Total Células = n° Células.ml™* X Volume da ressuspensio celular

1.6. Viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada pelo método de exclusdo do azul tripano.
Resumidamente, contam-se as células viaveis de aspeto translicido (como descrito no ponto
1.5.) e as células inviaveis de coloracao azul, fazendo-se depois o racio entre as viaveis e o
total de células contadas. Apds cada tempo de restricdao (24, 48, 76 e 92 horas), as células
viaveis e inviaveis em cada meio de restricao de glucose (4.5, 3, 1.5, 0.7, 0.4, 0.2, 0.1e0¢g

de glucose) foram contabilizadas e a viabilidade calculada de acordo com a seguinte formula:

S n? células vivas
Viabilidade (%) = - - . x 100
n? células vivas + n® células mortas
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2.RNA Total

2.1. Extracdo de RNA Total

O RNA total foi obtido da linha celular Z310. Apds descartar o meio de cultura, adicionou-se
TRIzol®Reagent (NZYTech) de acordo com as instrucdes do fabricante (1 mL TRIzol/10 cm?) e,
com a ajuda de um raspador de células, recolheram-se as células, homogeneizando com o
TRIzol. O contelido do frasco de cultura foi recolhido para um tubo eppendorf e incubou-se 5
minutos a temperatura ambiente. De seguida, adicionaram-se 200 pL/mL de cloroférmio,
homogeneizou-se por inversao e incubou-se a temperatura ambiente por 10 minutos.
Procedeu-se a uma centrifugacdo a 4°C durante 15 minutos a 12000 g, tendo-se obtido trés
fases distintas. Recolheu-se a fase aquosa transparente para um novo eppendorf e precipitou-
se o RNA usando 500 pL de isopropanol/mL TRIzol, seguido de incubacdo durante 10 minutos a
temperatura ambiente e centrifugacao por 10 minutos a 4°C e 12000 g. O sobrenadante foi
rejeitado e o RNA recolhido sob forma de precipitado branco, sendo lavado duas vezes com
500 pL de etanol 75% em agua DEPC (Diethylpyrocarbonate), seguido de centrifugacao a 4°C
durante 5 minutos a 7500 g, rejeitando-se o sobrenadante. Sem deixar secar o precipitado,
retirou-se o excedente de etanol e hidratou-se o precipitado de RNA em 10 pL de agua DEPC.

Sempre que o RNA total nao foi usado de imediato, armazenou-se a -80°C.

2.2. Tratamento com DNAse |

O real-time PCR é uma técnica quantitativa bastante sensivel na qual contaminacées podem
interferir com as eficiéncias das reacdes e resultar em dados erréneos. Assim, de forma a
evitar qualquer tipo de contaminagées com DNA gendmico, o RNA extraido da linha celular
7310 foi submetido a tratamento com DNAse | (Sigma). Resumidamente, adicionaram-se 1000
ng de RNA a um tubo de PCR, 1 pL de buffer 10x e 2 uyL de DNAse |. De seguida, perfez-se o
restante volume até 10 pL e incubou-se 30 minutos a 37°C, e adicionou-se 1 pL de stop
solution para ligar os ides de calcio e magnésio e inativar a DNAse |. Finalmente, os tubos
foram incubados 10 minutos a 70°C para desnaturar a enzima e o RNA, e arrefecidos em gelo

para uso imediato ou armazenados a -80°C para posterior utilizacao.

2.3. Integridade do RNA Total

Apds a extracao e tratamento do RNA total com DNase | (Thermo Scientific), procedeu-se a
determinacdo da integridade do RNA recorrendo a eletroforese das amostras em gel de
agarose 1.5% em tampao TAE 1x diluido em agua DEPC e corado com GreenSafe (NZYTech). A

integridade foi avaliada pela observacao das bandas num transiluminador (UVITEC).
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3.Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA recorreu-se a transcricdo reversa do RNA em cDNA efetuada pela
enzima transcriptase reversa M-MuLV (NZYTech), e para isso prepararam-se duas “mixes”. A
primeira mix foi constituida por 2 yL de random primers e 1 pL de dNTPs (volumes para n+1
reacoes). Adicionaram-se 500 ng de RNA total a 3 pL da mix1 a cada tubo PCR e perfez-se
com agua estéril até um volume total de 17 pL. Visto que a concentracdo de RNA varia entre
cada amostra, a quantidade de agua a adicionar deve ser sempre calculada tendo em conta
um volume total de agua + RNA = 14 pL. De seguida, os tubos foram colocados num
termociclador (Labnet MultiGene Optimax) a 65°C durante 5 minutos, seguido de
arrefecimento em gelo durante 1 minuto. Procedeu-se entdo a preparacao da mix2, juntando
2 pL de buffer 10x num eppendorf, 1 pyL (200U) de M-MuLV (volumes para n+1 reacoes). Da
mix2 foram retirados 3 pL e adicionados a cada tubo PCR contendo a mix1, homogeneizando
suavemente e levando a incubar no termociclador numa sequéncia de 10 minutos a 25°C, 50
minutos a 37°C e por fim parou-se a reacao colocando os tubos PCR a 70°C durante 15

minutos. Sempre que o cDNA nao foi usado de imediato armazenou-se a -20°C.

4.RT-PCR

Para confirmar a expressao dos genes dos transportadores de glucose 1 e 4 (Glut1 e Glut4),
substrato do recetor de insulina 1 (IRS1), insulin-like growth factor type 1 (IGF1), peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha (PGC1a) e heat shock protein 105
(HSP105) na linha celular Z310, recorreu-se a amplificacdo enzimatica de cDNA com primers
especificos para cada um dos genes de interesse através da técnica Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). Os primers para cada gene foram desenhados no
programa Primer-Blast-NCBI-NIH (Tabela 2). Para proceder a amplificacdo usou-se a enzima
Taq DNA polimerase (NZYTech), segundo as recomendac¢des do fabricante. Resumidamente,
por cada reacao fez-se uma mix contendo 2,5 pL de buffer 10x, 2 pL de MgCl, (50 mM), 1 pL
de DNTPs (10 mM), 0.2 pL de Taq polimerase, 0.3 yL de forward primer, 0.3 pL de reverse
primer relativos a cada gene, e agua estéril até perfazer um volume final de 23.5 L para a
mix do gene IRS1 e 23 pL para as mixes dos genes Glut1, Glut4, PGC1a, IGF1 e HSP105.
Finalmente, a mix do IRS1 foram adicionados 1.5 pL de cDNA e 2 pL as mixes do Glut1,
PGC1a, HSP105, Glut4 e IGF1. No controlo negativo foi adicionado igual volume de agua
estéril em vez do cDNA. Os tubos PCR foram colocados no termociclador e os ciclos de
amplificacdo programados. Primeiramente, as amostras foram desnaturadas a 95°C durante 5
minutos, seguiram-se 40 ciclos nos quais foram expostas a 95°C durante 30 segundos de forma
a desnaturar o DNA, seguidas da temperatura otima de emparelhamento de cada primer
durante 45 segundos de forma a ocorrer a ligacao do primer ao DNA, 72°C durante 30

segundos para que ocorra polimerizacao, e finalmente foram expostas a 72°C durante 5
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minutos. A separacao dos produtos de PCR foi efetuada por eletroforese em gel de agarose
1.5% em TAE na presenca de GreenSafe. Para que se tornasse mais facil a deposicdo dos
produtos nos pocos do gel, 8 pL dos produtos de amplificacdo foram homogeneizados com 1.5
HL de loading buffer 10x e a totalidade do volume foi depositada no poco. Os produtos foram
depois visualizados no transiluminador. Para confirmar a especificidade do produto obtido,
uma aliquota dos produtos amplificados foram sequenciados pela empresa StabVida e
posteriormente  alinhados na base de dados NCBI-BLAST  (http://blast.st-

va.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), tendo sido aceites como produtos de amplificacao especificos

todos aqueles em que o nivel de homologia entre as sequéncias estudadas foi superior a 97%.

Tabela 2 - Sequéncias dos primers dos genes do perfil metabdlico e biomarcadores de restricao.

Temperatura
Sequéncia dos primers UEHEGI® 6 otima de
q p fragmento (pb) emparelhamento
(°C)
FW 5- GATGATGAACCTGTTGGCCT -3
Glut1 233 56
RV 5- CGAACACCTGGGCAATAAGG -3
FW 5- GGTGGCAGTGAGGATGTGAA -3
IRS1 242 57
RV 5- CTGCCTAAGGGTTGGTGAGG -3
FW 5- CAGTCAAGCTGTTTTTGACGAC -3
PGC-1a 232 58
RV 5- CGGAGAGTTAAAGGAAGAGCAA -3
FW 5- GTGTCTGCCTGTGCTTTTAACAA -3
HSP 105 101 55
RV 5- TGCTCTACGAGCTTCTCGTCAA -3
FW 5- GCATTGTGGATGAGTGTTGC -3
IGF1 202 54
RV 5- GGCTCCTCCTACATTCTGTA -3
FW 5- TTTCCAGTATGTTGCGGATG -3
Glut4 220 54
RV 5- TCAGTCATTCTCATCTGGCC -3

5.Real-Time PCR

O real-time PCR permitiu quantificar a expressao relativa de dois genes considerados
biomarcadores de RC: os transcritos do PGC1a, regulados positivamente com estabelecimento
da RC, e os transcritos da HSP105, regulados negativamente com a diminuicao do impacto da
RC no meio de cultura.

Para cada um dos genes foi verificada a eficiéncia dos primers através de uma curva de
eficiéncia usando 4 diluicbes de cDNA - stock, 1:2, 1:4 e 1:8 - e agua estéril como controlo
negativo. Cada ensaio foi efetuado em duplicado. No final do real-time PCR, analisaram-se as
curvas de melting relativamente aos produtos amplificados bem como a possibilidade de
formacdo de dimeros. O gene da ciclofilina A (CycA) foi utilizado como controlo enddgeno

para normalizar os niveis de expressao dos genes biomarcadores de RC. De forma a ser
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exequivel a analise da quantidade relativa dos transcritos para cada um dos genes durante a
RC das células 7310, o cDNA foi diluido 1:3, permitindo que a quantidade de mRNA se
encontre entre as quantidades de mRNA determinadas na eficiéncia da reacéao.

Para cada reacdo da CycA e HSP105 adicionaram-se 10 pL de SYBR®Green (Fermentas) e 9 pL
(no caso de PGC1a), 0.8 uL de forward primer e 0.8 uL de reverse primer diluidos 1:20, e
perfez-se com agua estéril para um volume total de 19 pL. Finalmente adicionou-se 1 pL de
cDNA para CycA e HSP105 e 2 pL de cDNA para PGC1a nas concentracdes acima mencionadas.
O termociclador IQ™5 (Biorad) foi programado para usar as seguintes condicoes de
amplificacdo: 95°C durante 3 minutos, 40 ciclos de 95°C durante 10 segundos, 58°C de
temperatura de emparelhamento para a CycA e PGC1a e 60°C para o HSP105 durante 45
segundos, e 72°C durante 10 segundos. A andlise e tratamento dos dados foram feitos
segundo o método de Pfaffl (Pfaffl, 2001) tendo em conta as eficiéncias dos primers. Este
método permite que a expressao relativa de cada um dos genes em estudo seja calculada com
base na razao entre a eficiéncia de amplificacdo e o desvio do ponto de cruzamento das
amostras em analise e das amostras controlo, e normalizadas em relacao ao gene de

referéncia: o gene da CycA.

6.Western Blot

O Western Blot permitiu separar, por peso molecular, proteinas desnaturadas e detetar a

expressao do péptido ABy.s,.

6.1. Preparacao das proteinas

Depois das células serem semeadas, induzidas a RC nas concentracdes de 4.5, 1.5, e 0.7 gL
de glucose, e estimuladas com AB;, (metodologia descrita em 1.1, 1.3 e 1,4
respetivamente), recolheu-se o meio, fez-se um vortex e pipetou-se 30 pL desse meio e
incubou-se durante 60 minutos a 37°C com 10 pL de loading buffer contendo 10% de SDS, 6 %
de mercaptoetanol, 30% de glicerol, 0.05% de Coomassie Blue e 150 mM de Tris-HCL.

6.2. Eletroforese

Para a detecado do péptido ABy.4,, polimerizou-se um gel constituido por trés fases: um gel de
de 16% de acrilamida, seguido de um gel intermédio de 10% de acrilamida e sobre estes, um
gel de deposicao com 4% de acrilamida, usando o sistema OmniPAGe mini (Cleaver).

O gel de 16% de acrilamida foi composto por 10 ml de acrilamida (Biorad), 10 ml de tampao
de gel (3 M de tris 1M de HCL 0.3% de SDS pH 8.45), 3 g de glicerol, 100 pL de persulfato de
amonio a 10 % (PSA), 10 pL de tetrametiletilenodiamina (TMED) e perfez-se com agua
destilada para um volume final de 30 mL. O gel de 10% de acrilamida foi elaborado com 6 ml
de acrilamida (Biorad), 10 ml de tampao de gel (3 M de Tris 1M de HCl 0.3% de SDS pH 8.45),
100 pL de PSA (10%), 10 pyL de TMED e perfez-se com agua destilada para um volume final de
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30 mL. Finalmente o gel de 4% de acrilamida foi constituido por 1 ml de acrilamida (Biorad), 3
ml de tampéao de gel, 90 pL de PSA (10%), 9 yL de TMED e perfez-se com agua destilada para
um volume final de 12 mL.

Para uma separacao adequada da amostra proteica no gel de eletroforese, foram necessarios
dois tipos de tampdes de eletroforese: o tampao do anodo constituido por 0.1 M de Tris,
0.023 M de HCL (pH 8.9) e o tampao do catodo constituido por 0.1 M de Tris, 0.1 M de Tricina
1% de SDS sem correcao de pH.

Os 40 pL de proteina incubada com loading buffer foram depositados nos pocos do gel de
eletroforese. Inicialmente aplicou-se uma voltagem de 30 volts durante 1 hora permitindo que
as proteinas percorressem o gel de deposicdo e se encontrassem todas ao mesmo nivel quando
chegassem ao gel intermédio, nessa altura aumentou-se a voltagem para 200 volts durante 50

minutos até a frente de corrida se aproximar do fim do gel.

6.3. Eletrotransferéncia

Antes de iniciar o processo de eletrotransferéncia, as membranas PVDF foram ativadas em
metanol 100%, posteriormente hidratadas em agua destilada e equilibradas em tampéao de
transferéncia. A “sandwich” de papel absorvente, gel de eletroforese, membrana de PDVF
papel absorvente, foi montada e colocada na tina de eletrotransferéncia (Biorad) contendo

tampao de transferéncia durante 2 horas a uma amperagem constante de 0.75 amperes.

6.4. Imunodetecao do péptido AB1-42

Depois da eletrotransferéncia, as membranas de PDVF foram bloqueadas em solucdo de
bloqueio (5% de leite magro em p6 em TBS) durante 2 horas, seguiu-se uma lavagem com TBS-
T 0.1%. Posteriormente a membrana foi incubada com o anticorpo primario anti AB (Sigma-
Aldrich) diluido em TBS-T 0.1% na proporcao 1:700, overnight a 4°C. Foram efetuadas 3
lavagens das membranas 15 minutos cada com TBS-T 0.1%, e incubadas com o anticorpo
secundario anti-mouse diluido 1:20000 em TBS-T 0.1%. Foram efetuadas 3 novas lavagens das
membranas 15 minutos cada com TBS-T 0.1%. De seguida, com o auxilio de uma pipeta,
gotejou-se sobre uma superficie lisa 200 yL de ECF e sobre este colocou-se a membrana
durante 3 minutos. Finalmente a membrana foi revelada usando o sistema de detecao de
fluorescéncia (Biorad Molecular Imager FX). As imagens foram posteriormente tratadas usando

a ferramenta de medicao da intensidade de bandas do programa ImageJ.
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7.lmunocitoquimica

As células Z310 foram semeadas em lamelas de vidro e colocadas em placas de 12 pocos
contendo aproximadamente 20000 células/poco. O crescimento realizou-se durante 48 horas
numa estufa a 37°C em atmosfera de 5% CO,. De seguida, as lamelas foram lavadas com PBS e
procedeu-se a permeabilizacdo com paraformaldeido (PFA) 4% durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Efetuaram-se novas lavagens com PBS e incubaram-se com Triton X-
100 0.1% em PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente, lavaram-se com PBS e
incubaram-se com solucao de bloqueio (PBS-Tween 0.1% e 20% FBS) durante 1 hora e 30
minutos a temperatura ambiente. As lamelas foram lavadas novamente com PBS-Tween 0.1%
(PBS-T) e de seguida foram retiradas dos pocos e colocadas sob a tampa da placa, com o lado
das células virado para cima. Procedeu-se entdo a incubacdo overnight a 4°C com os
anticorpos primarios diluidos em solucao de diluicao de anticorpos: Glut1 (Santa Cruz) e Glut4
(Santa Cruz) diluidos 1:75; IRS1 (Santa Cruz), IRS1p (Santa Cruz) e IGF1 (Santa Cruz) diluidos
1:125; caspase 3 (Santa Cruz) diluido 1:250; citocromo ¢ oxidase IV (Santa Cruz) diluido 1:50;
e AB (Sigma) diluido 1:1000. Seguiu-se uma lavagem prolongada de 6 vezes com PBS-T 0,1%.
Posteriormente procedeu-se a incubacao com anticorpo secundario Alexa Fluor 488 goat anti-
rabbit (Invitrogen) diluido 1:1000 na solucdo de anticorpos durante 1 hora no escuro, e com
SantaCruz Fluor 488 donkey anti-goat numa diluicao 1:200 durante 1 hora no escuro para o
anticorpo primario IRS1p. Finalmente as lamelas foram lavadas em PBS-T 0.1% e incubadas
durante 10 minutos a temperatura ambiente e ao escuro com Hoechst 33342 diluido 1:1000.
As lamelas foram depois montadas em laminas sobre o meio de montagem Entellan. Apos
secagem, as lamelas foram seladas com verniz e armazenadas a -20°C protegidas da luz, até

posterior observacao no microscopio confocal LSM70 (Zeiss).

8.Ensaio TUNEL

O ensaio terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) permitiu
avaliar o nivel de fragmentacao de DNA nuclear resultante da acdo da cascata apoptotica.
Durante a apoptose, a cromatina € clivada em multiplos oligonucleossomas expondo
terminacoes 3’-hidroxil do DNA, onde se vao ligar as moléculas de dUTP (marcadoras) corando
os nucleos onde existe a presenca de DNA fragmentado (Loo, 2011).

Sucintamente, as células Z310 que estiveram em restricao durante 48 horas, com diferentes
concentracdes de glucose de 4.5, 1.5 e 0.7 gL' foram fixadas em PFA 4% durante 1 hora,
foram lavadas com PBS e incubadas com solucao de permeabilizacao durante 2 minutos e
depois lavou-se com PBS. Posteriormente as células foram incubadas 1 hora com uma label
solution para marcar o DNA fragmentado, e reveladas durante 1 hora usando uma reaction
mixture contendo um marcador que emite fluorescéncia verde na presenca de DNA

fragmentado. O controlo positivo foi obtido incubando as celulas com DNAse | logo apds a
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permeabilizacao. Finalmente, as lamelas foram montadas em meio de montagem Entellan e

observadas no microscopio confocal LSM70 (Zeiss).

9.Producéao de Espécies Reativas de Oxigénio

A técnica de detecdo de producao de ROS, através da utilizacdo do composto 2’,7’-dicloro-
dihidro-fluoresceina diacetato (DCFH-DA), permitiu avaliar de forma quantitativa a producao
de ROS pelas células Z310 em restricao calorica, na presenca ou auséncia de AB.

As células Z310 foram submetidas a dois tipos de estimulos: o primeiro, a restricdo durante 48
horas, com diferentes concentracées de glucose de 4.5, 1.5 e 0.7 gL™'; o segundo, a incubacéo
das células Z310 durante 24 horas com 3 pg.ml" de AB. Em paralelo, células foram sujeitas
apenas ao primeiro estimulo - de RC - e que serviram como controlo negativo do ensaio. Os
dois grupos de células foram depois incubados 10 minutos com o DCFH-DA, que entra
livremente nas células e é posteriormente oxidado pela producdao de ROS, emitindo
fluorescéncia verde. Os nlcleos foram marcados com Hoechst 33342, emitindo fluorescéncia
azul. As células foram posteriormente observadas num microscopio confocal LSM70 e a

quantificacao da producao de ROS foi feita recorrendo ao software ZEN Blue edition (Zeiss).

10. Producao Mitocondrial de Espécies Superoéxido

O MitoSOX™ (Invitrogen) € um reagente que permeia células vivas, e que é altamente seletivo
para ides superoxido produzidos pelas mitocondrias. Uma vez na mitocondria, o MitoSOX™ é
oxidado pelos ides superdxido mitocondriais, emitindo fluorescéncia vermelha.

Para se efetuar a marcacao com MitoSOX™ procedeu-se como recomendado pelo fabricante.
Resumidamente, diluiu-se 5 mM de MitoSOX™ em tampao Hank's Balanced Salt Solution
(HBSS). As células, que foram mantidas durante 48 horas com diferentes concentracdes de
glucose de 4.5, 1.5 e 0.7 gL' em p-Slide 4 well (Ibidi), foram de seguida cobertas com o
MitoSOX™, e incubadas durante 10 minutos. Depois foram lavadas com tampao HBSS, coradas
com Hoechst 33342 e novamente lavadas. As células vivas (live imaging) foram
posteriormente observadas no microscopio confocal LSM70 com incubadora (de modo a
manter a temperatura a 37°C e 5% CO;). A quantificacdo da respetiva fluorescéncia emitida

foi realizada recorrendo ao software ZEN Blue edition.
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11. Analise Estatistica

Todos os dados alvo de tratamento estatistico estdao representados como média + erro padrao
da média (S.E.M.) e com um n=3, de forma a que pudessem ser considerados estatisticamente
significativos. Na analise estatistica foi usado o método student t-test simples
desemparelhado. Foram considerados resultados estatisticamente significativos sempre que o

p-value <0.05. A analise estatistica foi realizada usando o software Prismé (GraphPad).
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1. Restricao Calérica

A determinacdo da concentracdo de glucose o6tima para estabelecimento da RC e
subsequentes estimulos foi um dos pontos cruciais para determinar a criacdo das condicées de
cultura adequadas ao crescimento das células, de tal modo que o crescimento e viabilidade
celulares nao estivessem comprometidos, nem que a RC fosse tao pouco pronunciada que nao
conduzisse a ativacdo dos mecanismos moleculares de protecao contra a propria falta de
glucose. Por outro lado, o nivel de RC devia aproximar-se o mais possivel dos niveis
fisiologicos de glucose, e niveis abaixo de 400 mgL' sdo considerados como hipoglicemia
grave (Cryer et al., 2009). Embora seja possivel a manutencao de células neste baixo nivel de
glucose, a mesma nao é desejada, e quaisquer conclusdes tiradas a partir dai nao seriam

ajustadas a realidade fisiologica do organismo.

1.1. Crescimento e Viabilidade Celulares em Restricao Calérica

De forma a atingir as condicbes ideais de RC, foi importante definir a dinamica do
crescimento e viabilidade celulares, encontrando um ponto em que haja um compromisso
entre a manutencdao de um nimero constante de células em cultura ao longo do tempo e o
inicio mais pronunciado da perda de viabilidade celular. O nimero de células mantidas em
niveis de glucose relativamente elevados de 4.5 e 3 gL' aumenta exponencialmente até as 72
horas, momento a partir do qual ocorre um decréscimo. No entanto, para as concentracoes
intermédias de glucose - 1.5 e 0.7 gL' - o nimero de células contadas manteve-se
relativamente estavel até as 72 horas, sendo que as células mantidas a 0.7 gL' de glucose
mantiveram o seu nimero relativamente estavel até mesmo depois de 96 horas de RC. As
concentracdes mais baixas de glucose - 0.4, 0.2, 0.1 e 0 gL' - apenas permitiram um
crescimento celular muito residual, cujo niUmero de células diminuiu depois de 48 horas de RC

(Figuras 5 e 6).
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Figura 5- Crescimento celular. Variacdo do nimero de células em funcdo da concentracdo de glucose

no meio (4.5, 3, 1.5, 0.7, 0.4, 0.2, 0.1 ou 0 gL™"), e o tempo de restricdo de 24, 48, 72 ou 96 horas.
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Figura 6 - Viabilidade celular. O grafico representa a percentagem resultante da contagem do nimero

de células vivas pelo nimero total de células apds 24, 48, 72 ou 96 horas em cada concentracao de
glucose no meio de cultura: 4.5, 3, 1.5, 0.7, 0.4, 0.2, 0.1 ou 0 gL‘1.
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2. Perfil Metabélico da Linha Celular Z310

A avaliacao do perfil metabdlico das células Z310 permitiu validar a existéncia de mecanismos
moleculares inerentes ao metabolismo da glucose. Para tal, recorreu-se a analise de varios
genes, de entre os quais os genes associados ao transporte facilitado de glucose, Glut1 e
Glut4, os genes ligados a via de sinalizacao da insulina, IGF1 e IRS1, e dois outros genes
biomarcadores de restricao calorica, PGC1a e HSP105, cujos niveis de expressao se encontram

alterados quando as células estao privadas de nutrientes, nomeadamente da glucose.

2.1. Integridade do RNA Total

A integridade foi avaliada pela presenca de duas bandas de RNA ribossomal (rRNA): 18s e 28s
em que a intensidade da banda de 28s deve ser duas vezes mais intensa que a de 18s (Figura
7A). Quando a banda de 28s é mais intensa que a de 18s (Figura 7B), o RNA podera nao estar
completamente degradado mas a sua qualidade podera estar afetada devido a uma possivel
contaminacado ou formagado de estruturas terciarias indesejaveis. Quando ndo é percetivel a
proporcao 28s:18s e ocorre arrastamento (Figura 7C), o RNA encontra-se degradado, muito

possivelmente por contaminacao com RNAse, nao sendo utlizado posteriormente.

A B C

‘e s
W

Figura 7 - RNA integro versus RNA degradado. O RNA total foi corrido num gel de agarose 1.5% em TAE
1x diluido em agua DEPC. (A) O dobro da intensidade das bandas 28s face as bandas 18s é claramente
visivel, sinal de RNA integro. (B) A alteracao da proporcao 28s:18s indica RNA de fraca qualidade. (C)
Eletroforese com arrastamento representativa de degradacao do RNA.
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2.2. Expressao dos Genes do Perfil Metabélico da Linha Celular
2310

O RT-PCR permitiu confirmar quais dos genes em estudo ligados ao metabolismo da glucose
sao expressos na linha celular Z310 em DMEM contendo 4.5 gL' glucose. Os genes
relacionados com o metabolismo da glucose Glut1, Glut4, IGF1, IRS, HSP105, e PGC1a foram
amplificados com primers especificos que emparelham em sequéncias especificas do cDNA,
amplificando em progressdao geométrica a sequéncia nucleotidica carateristica desse mesmo
gene que, no final da reacdo, se encontrard em concentracao suficiente para ser visto,
corrido num gel de agarose e visualizado num transiluminador.

Desta forma, os produtos amplificados por PCR foram depositados e separados num gel de
agarose e, quando comparadas as bandas amplificadas dos produtos de PCR, com o marcador
de peso molecular HyperLadder Il (Bioline), confirmou-se que cada um dos fragmentos obtidos
tinha o tamanho esperado. A figura 8A representa o produto de amplificacdo do gene Glut1
com um tamanho de 233 pb; a figura 8B representa o produto de amplificacao do gene Glut4
com um tamanho de 220 pb; a figura 8C representa o produto de amplificacao do gene IGF1
com um tamanho de 202 pb; a figura 8D representa o produto de amplificacdao do gene
HSP105 com um tamanho de 101 pb; o fragmento da figura 8E é caraterizado pelos 232 pb e
corresponde ao PGC1a; e finalmente com um tamanho de 242 pb o fragmento da figura 8F diz
respeito ao gene IRS1.

Apos sequenciacao pela StabVida dos produtos amplificados, as sequéncias foram alinhadas
através do programa NCBI-BLAST. Apos o alinhamento, o minimo de homologia que se obteve

entre a sequéncia estudada e a base de dados foi de 97%.
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Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose 1.5% dos produtos de PCR dos genes do metabolismo da
glucose em células Z310. Em cada imagem esta representado, da esquerda para a direita, o marcador
de peso molecular, o controlo negativo e o fragmento correspondente a cada gene: (A) Glut1; (B) GLut4;
(C) IGF1; (D) HSP105; (E) PGC1a e (F) IRS1.

2.3. Expressao e Localizacao das Proteinas do Perfil Metabdlico
na Linha Celular Z310

A técnica de imunocitoquimica permitiu avaliar, em células da linha celular Z310, a presenca
e localizacdo dos transportadores de glucose Glut1 e Glut4, e de trés proteinas intervenientes
na via de sinalizacdo da insulina, IGF1, IRS1 e IRS1p. As células foram incubadas com o
respetivo anticorpo primario para cada uma das proteinas e de seguida incubadas com um
anticorpo secundario especifico, emitindo fluorescéncia verde. Os nucleos foram ainda
marcados com Hoechst 33342, que emite fluorescéncia azul. A fluorescéncia foi
posteriormente visualizada no microscopio confocal LSM70, tendo-se verificado que tanto o
Glut1 (Figura 9A) como o Glut4 (Figura 9B), o IGF1 (Figura 9C) e o IRS1p (Figura 9E)
apresentam uma distribuicao generalizada pelas células, embora a sua localizacdo seja mais
visivel no citoplasma. O Glut4 apresenta ainda um aspeto mais granular face ao Glut1. O IRS1
(Figura 9D) apresenta uma localizacao preferencialmente nuclear. Tal como era esperado,

nos controlos negativos nao se verificou qualquer emissao de fluorescéncia verde.
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Figura 9 - Localizacdo celular, por imunocitoquimica, das proteinas (A) Glut1, (B) Glut4, (C) IGF1,
(D) IRS1, e (E) IRS1p nas células Z310.A coluna 1 representa a marcacao nuclear com Hoechst 33342, a
coluna 2 representa a expressdo das proteinas acima referidas (fluorescéncia verde), e a coluna 3
resulta da sobreposicao das figuras da coluna 1 com a coluna 2. A figura F representa o controlo

negativo. Ampliacao original: 63x.

2.4, Expressao e Localizacao do Péptido B- amiloide na Linha
Celular 2310

Para além de ter permitido confirmar a expressao e localizacdo celular das proteinas do perfil
metabdlico na linha celular Z310, a técnica de imunocitoquimica também permitiu avaliar a
presenca e distribuicdo do péptido AB nessas mesmas células. Apos um estimulo de 24 horas
com 3 pg.mL" de AB, as células foram incubadas com o anticorpo primario anti-AB e com o
anticorpo secundario Alexa Fluor 488, que emite fluorescéncia verde (Figura 10A2). Os
nucleos foram marcados com Hoechst 33342, que emite fluorescéncia azul (Figura 10A1). A
fluorescéncia foi posteriormente avaliada num microscopio confocal onde se verificou que o
AB se distribui extracelularmente, sob forma de agregados, formando aglomerados e

estruturas em “halo”.
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Al A2 A3

Figura 10 - Localizacao celular, por imunocitoquimica, de AB nas células Z310, ap6és um estimulo de
24h com AB 1-42 (AnaSpec). A figura A1 representa a marcacao nuclear das células Z310, a figura A2
representa as células marcadas com anticorpo anti-AB, e a figura A3 resulta da sobreposicao de A1 com

A2. A seta vermelha indica a marcacao em halo dos agregados de AB. Ampliacao original:63x.

3. Expressao dos Genes Biomarcadores de

Restricao Calérica

3.1. Anadlise Empirica da Expressao dos Genes Biomarcadores de

Restricao Calérica
A analise por RT-PCR dos biomarcadores de RC PGC1a e HSP105, apos extracao do mRNA de

células mantidas durante 48 horas em restricdo de glucose de 4.5 (condigcdes normais), 2.25,
1.5, 0.7 ou 0 gL' permitiu avaliar de forma empirica os niveis de expressao destes dois genes.
Usando a ferramenta de medicao da intensidade de bandas do programa ImageJ, foi possivel
determinar a expressao dos genes amplificados para as diferentes concentracoes de glucose a
que foram sujeitos. Tal como ja havia sido demonstrado por (Li and Tollefsbol, 2013),
(Schilling et al., 2006) e (Lee, 1999b), o HSP105 é regulado negativamente pois ocorre um
decréscimo na intensidade da banda de cerca de 36% quando a glucose no meio é de 0.7 gL
(Figura 11B). De forma inversa, o PGC1a é regulado positivamente, pois ocorre um aumento
de 56% face ao meio contendo 4.5 gL 'de glucose (Figura 11A). Estes resultados permitiram
avancar para o real-time PCR, como método mais preciso e fiavel para avaliar esta diferenca

de expressao dos dois biomarcadores em células Z310 em RC.
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Figura 11 - Expressdo dos genes biomarcadores PGC1a e HSP105 ap6s 48 horas de restricao calérica.
() Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR dos biomarcadores de restricdo calorica (A)
PGC1a com 104 pb, e (B) HSP105 com 101 pb. Em cada imagem esta representado, da esquerda para a
direita, o marcador de peso molecular, o controlo negativo e o produto de PCR para cada concentracao
de glucose. (Il) Histograma da intensidade de expressao dos fragmentos amplificados de (A) PGC1a e (B)
HSP105. Cada pico corresponde a cada uma das bandas representadas em (I). Todas as intensidades das
bandas foram calculadas relativamente & intensidade da banda da concentracdo 4.5 gL' de glucose,

aqui considerada como sendo 100%.

3.2. Expressao Quantitativa dos Genes Biomarcadores de

Restricao Calérica

0 uso da técnica de real-time PCR permitiu analisar, de forma quantitativa, as diferencas nos
niveis de expressdo do mRNA dos genes PGC1a e HSP105 em células Z310 submetidas a dois
tipos de condicoes experimentais: o impacto e o tempo de duracao da RC. De forma a analisar
esse impacto, foram usadas trés concentracdes de glucose distintas de 4.5, 1.5 € 0.7 gL™". Em

relacdo a duracdo da restricao, foi efetuada durante um periodo de 48 ou 72 horas. O gene da
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ciclofilina A (CycA) foi utilizado como controlo endégeno para normalizar os niveis de
expressao dos genes biomarcadores de RC. Os graficos de barras representam a razao entre a
expressao do gene e a CycA para cada condicdo. O grafico da figura 12 diz respeito ao PGC1aq,
cuja expressdo duplicou de forma significativa (p<0.05) apds 48 horas de restricdo na
concentracdo de 1.5 gL' de glucose, mas diminuiu para niveis idénticos a condicdo normal
(4.5gL" de glucose) quando a restricio foi de 0.7 gL' de glucose durante 48 horas.
Independentemente do nivel inicial de glucose fornecido as células, apos 72 horas de
restricao, a expressao de PGC1a manteve-se praticamente inalterada, caindo para metade o
nivel de transcritos de PGC1a na concentracdo de 1.5 gL' de glucose quando se passou de 48
para 72 horas de restricao (p<0.05). A figura 13 corresponde ao gene HSP105, cuja expressao
ao fim de 48 horas de restricao se manteve constante independentemente das concentragoes
de glucose, mas aumentou apds 72 horas de restricao para as concentracoes de glucose de 1.5

e 0.7 gL', embora sem significado estatistico.

| u e - 48 horas

72 horas

Réacio PGC 1@/ CycA
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™ M Qo
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Figura 12 - Variacdo dos niveis de expressdao do mRNA do gene biomarcador de RC PGC1a. A
expressao do gene PGC1a apos 48 horas aumentou para aproximadamente o dobro em restricao caloérica
de 1.5 gL' de glucose (p<0.05) e baixou para niveis idénticos aos da condicao fisioldgica normal (4.5 gL
de glucose) quando em restricdo de 0.7 gL de glucose. Apds 72 horas de restricdo, os niveis de
expressao de PGC1a desceram para metade de forma significativa (p<0.05) nas células mantidas com
1.5 gL' de glucose, niveis de expresséo idénticos aos registados nas restantes concentracdes de glucose.
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Figura 13 - Variacdo dos niveis de expressao do mRNA do gene biomarcador de RC, HSP105. A
expressao do gene HSP105 apds 48 horas de restricio manteve-se constante independentemente das
concentracdes de glucose no meio. Apds 72 horas de restricao verificou-se um aumento dos transcritos
de HSP105 nas células mantidas em concentracdes contendo 1.5 e 0.7 gL' de glucose, embora sem

significado estatistico.

4, Parametros de Stress Celular e Apoptose

Uma das etapas essenciais para compreender os mecanismos subjacentes a capacidade das
células Z310 removerem o AB, é saber quais os efeitos que os diferentes graus de RC exercem
ao nivel de stress celular e apoptose. Desta forma, foram avaliados 3 parametros
fundamentais: a detecao e quantificacdo da apoptose, a detecao de producao de ROS, e a

avaliacao da capacidade mitocondrial.

4.1. Expressao da Caspase 3 em Restricao Calérica

A técnica de imunocitoguimica permitiu avaliar de forma qualitativa e quantitativa a
presenca da caspase 3 (Casp3). As células foram incubadas com o anticorpo primario
antiCasp3 e marcados com o anticorpo secundario Alexa Fluor 488, que emite fluorescéncia
verde. Os nucleos foram marcados com Hoechst 33342, que emite fluorescéncia azul. As
células foram posteriormente observadas no microscopio confocal LSM70 e quantificada
recorrendo ao software ZEN Blue edition. Verificou-se que com 1.5 gL' de glucose, os niveis
de Casp3 sdo mantidos, e que na presenca de 0.7 gL' de glucose ocorre um aumento
significativo dos niveis de Casp3 (p<0.05, n=3) quando comparados com a condicao normal de

4.5 gL de glucose (Figura 14).
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Figura 14 - Expressao do gene apoptotico caspase 3 durante a RC. (A) Imunocitoquimica das células
2310 com o anticorpo da Casp3. As figuras a, b e ¢ representam células Z310 apos 48 horas de restricao
com 4.5, 1.5, e 0.7 gL-1 de glucose, respetivamente, e posteriormente incubadas com anticorpo da
Casp3. A imagem d representa o controlo negativo. Ampliacdao original: 63x. (B) Intensidade de
fluorescéncia da Casp3 apds restricao de glucose durante 48 horas. Os niveis da proteina Casp3
permaneceram inalterados durante a restricdo de 1.5 gL' de glucose, mas aumentaram de forma
significativa durante a restricao de 0.7 gL' de glucose. Os valores estao representados na forma média +
SEM, depois de estatisticamente tratados com o t-test com *p<0.05 e n=3.
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4.2. Fragmentacao do DNA Nuclear

O ensaio TUNEL permitiu, através da emissdo de fluorescéncia, avaliar o nivel de
fragmentacdo de DNA nuclear resultante da acdo da cascata apoptotica. A fluorescéncia foi
avaliada de forma qualitativa pela analise de imagens obtidas num microscopio confocal,
tendo-se verificado que tanto na condicido normal de 4.5 gL' de glucose (Figura 15A) como na
restricao com 1.5 gL' de glucose (Figura 15B), a fluorescéncia emitida foi apenas residual. No
entanto, na restricdo com 0.7 gL' de glucose (Figura 15C) houve emissdo de fluorescéncia. A
figura 15D representa um controlo positivo mantido em condicdées normais, incubado com
DNAse | (controlo positivo recomendado), tendo-se observado a marcacao da totalidade dos
nucleos das células.

-
-

Figura 15- Fragmentacdo do DNA nuclear das células Z310 em restricao calorica. As imagens A, Be C

representam células Z310 mantidas em cultura em meios com diferentes concentracbes de glucose,
respetivamente 4.5, 1.5 e 0.7 gL' de glucose. Apenas durante a restricio de 0.7 gL' de glucose houve
emissao de fluorescéncia nos nicleos das células Z310. A imagem D representa o controlo positivo

tratado (2310 tratadas com DNAse |). Ampliacao original: 63x.
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4.3. Producao Mitocondrial de Espécies Superoéxido

O ensaio da producdo mitocondrial de espécies superdxido (MitoSOX) permitiu avaliar a
quantidade de espécies reativas de oxigénio provenientes especificamente do processo
mitocondrial, durante a restricdo calorica (RC). O reagente fluorogénico MitoSOX penetra nas
células vivas e tem como alvo as mitocondrias e, em contato com espécies superdxido sofre
oxidacao e emite fluorescéncia vermelha. As células Z310 foram mantidas durante 48h com
diferentes concentracdes de glucose de 4.5 (Figura 16Aa), 1.5 (Figura 16Ab) e 0.7 gL' de
glucose (Figura 16Ac). A figura 16Ad representa o controlo negativo. A intensidade de
fluorescéncia foi posteriormente quantificada recorrendo ao software ZEN Blue edition.
Observou-se que ocorreu um ligeiro decréscimo na fluorescéncia do MitoSOX durante a
restricdo caldrica de 1.5 gL' de glucose e um aumento pronunciado quando a restricio
calérica aumentou para 0.7 gL (Figura 16B), apesar de nao haver significado estatistico entre

a intensidade de fluorescéncia da condicao normal e as restricoes de glucose.

-

(A)
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Figura 16 - Producdo mitocondrial de espécies superéxido pelas células Z310 em restricdo calorica.
(A) Células Z310 marcadas com MitoSOX™. As imagens a, b e c representam as células apos 48 horas de
restricdo em meio de cultura contendo 4.5, 1.5 e 0.7 gL' de glucose, respetivamente, e posteriormente
incubadas com MitoSOX™. A imagem d representa o controlo negativo. Ampliacao original: 63x. (B)
Intensidade de fluorescéncia do MitoSOX™ apos restricao de glucose durante 48 horas. Os niveis de
oxidacdo do MitoSOX™ diminuiram ligeiramente durante a restricdio de 1.5 gL' de glucose, mas

aumentaram de forma abrupta durante a restricao de 0.7 gL' de glucose.

4.4. Expressao da Citocromo ¢ Oxidase IV

A técnica de imunocitoquimica permitiu avaliar, de forma qualitativa e quantitativa, a
presenca da enzima citocromo c oxidase IV (Cox IV) em células Z310 sob RC, na presenca ou
auséncia de um estimulo de AB. As células foram divididas em dois grupos. No primeiro grupo
as células foram submetidas a dois tipos de estimulos: o primeiro, consistiu em manter as
células em restricao durante 48 horas, com diferentes concentracoes de glucose de 4.5, 1.5 e
0.7 gL'"; o segundo, consistiu na incubacao das células Z310 durante 24 horas com 3 pg.ml" de
AB. O outro grupo de células serviu como controlo negativo do ensaio e as células foram
sujeitas apenas RC.

As células foram posteriormente incubadas com anticorpo primario anti-CoxIV e com um
anticorpo secundario Alexa Fluor 488, que emite fluorescéncia verde. Os nicleos foram
marcados com Hoechst 33342. Apds a observacao das células no microscopio confocal LSM70
as suas fluorescéncias foram quantificadas recorrendo ao software ZEN Blue edition.
Verificou-se que, durante a RC, os niveis da proteina Cox IV mantém-se constantes em todas
as concentracdes de glucose testadas. O mesmo acontece quando o AB ¢ adicionado, sem ter
ocorrido RC (Figura 17A - coluna 4.5 gL' de glucose, com e sem AB).

Os niveis de Cox IV duplicaram relativamente a condicdo normal quando os dois estimulos -
restricdo calorica e AB - foram aplicados em simultaneo as células Z310. Desta forma, ao

comparar as concentracoes de glucose de 1.5 e 0.7 gL' com 3 pg.mL" AB relativamente a
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condicdo normal de 4,5 gL de glucose, verificou-se que os niveis de Cox IV aumentam para
mais do dobro, com significado estatistico (respetivamente p<0.01 e p<0.05). O mesmo
aconteceu ao comparar células em restricdo de 1.5 e 0.7 gL' de glucose com 3 pg.mL" AB
relativamente ao grupo de células em restricao mas sem incubacao de AB, aumentando ainda
mais o nivel de significancia estatistica (respetivamente p<0.001 e p<0.05 com n=4-6) (Figura
17B).

4.5 gL glucose 1.5 gL glucose 0.7 gL glucose

- ...
| ug mL1 ...

(B)

201

*k - Sem AB

[—“;\ 3pg.ml'1 AB
154

101

0- T T T

o o A
> 5 o

Intensidade de fluorescéncia (UA)

Glucose gL'1

Figura 17- Expressao de citocromo c oxidase IV em células Z310 sujeitas a restricao calérica durante
48 horas, na presenga ou auséncia de AB durante 24 horas. (A) Imunocitoquimica das células Z310
com o anticorpo anti-Cox IV. As figuras da linha superior representam células Z310 apo6s 48 horas de
restricdo com 4.5, 1.5 e 0.7 gL' de glucose, sem incubacdo com AB. As figuras da linha inferior
representam células Z310 apos 48 horas de restricio com 4.5, 1.5 e 0.7 gL' de glucose, incubadas
durante 24 horas com 3 pg.mL" de AB. (B) Intensidade de fluorescéncia da Cox IV apds restricdo de
glucose durante 48 horas, na presenca (barras a cinzento) ou auséncia (barras a preto) de AB. Os niveis
da proteina Cox IV apenas aumentam significativamente quando a restricao calorica e o estimulo com AB
ocorrem em simultaneo. Desta forma, apenas houve um aumento estatisticamente significativo da Cox
IV ao comparar a restricdo de 1.5 gL™! de glucose com AB com a mesma restricdo sem o estimulo de AB
(***p<0.001) e ao comparar a restricio de 1.5 gL' de glucose com AB com a condicdo fisiolégica normal
4.5 gL' com AB (**p<0.01).
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4.5. Producao de Espécies Reativas de Oxigénio

Verificou-se que as células em RC de 1.5 gL de glucose, independentemente de terem sido
ou nao incubadas com AB, foram as que apresentaram valores com maior producao de ROS
relativamente as células sob condices normais (4.5 gL' de glucose), na presenca ou auséncia
de AB (p<0.05 e p<0.01, respetivamente). Embora este fenomeno também tenha ocorrido nas
células em restricdo com 0.7 gL' de glucose , apenas apresenta significado estatistico entre
0,7 gL' de glucose sem AB relativamente as células em condicdes normais sem incubacdo com
AB (p<0.05). Observou-se ainda que, mesmo em condicdes normais, a simples incubacao das
células Z310 com 3 pg.mL-1 de AB fez aumentar significativamente os niveis de producao de

ROS (p<0.05) (Figura 18B), como esperado e como descrito anteriormente noutros estudos.
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Figura 18 - Producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) pelas células Z310 em RC, na presenca
ou auséncia de AB. (A) As figuras da linha superior representam células Z310 apds 48 horas de RC de
4.5, 1.5 e 0.7 gL de glucose, sem incubacdo com AB. As figuras da linha inferior representam células
2310 apos restricao de 48 horas de 4.5, 1.5 e 0.7 gL' de glucose, incubadas durante 24 horas com 3
pg.mL" de AB, e posteriormente marcadas com DCFH-DA. (B) Intensidade de fluorescéncia emitida pelas

células Z310 apos restricao de glucose durante 48 horas na auséncia (barras pretas) ou presenca do AB
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(barras cinzentas). Os valores estao representados na forma média + SEM, depois de estatisticamente
tratados com o t-test e com um n=4-6.

5. Efeito da Restricao Caldérica na Remocao do AB

A técnica de Western Blot permitiu confirmar a presenca do péptido AB no meio de cultura
recolhido e determinar, de forma empirica, a sua quantidade no meio apos 24 horas de
estimulo e depois da cultura de células Z310 ter sido submetida a 48 horas de restricao de
glucose (4,5, 1,5e0,7gL ™).

Usando o programa ImageJ como ferramenta de medicao da intensidade das bandas conseguiu
estimar-se a quantidade relativa de AB presente no meio celular apos RC. Assim verificou-se
gue nao existia uma tendéncia de diminuicdo do AB no meio celular (Figura 19), uma vez que
nao existe uma variacao superior a 6% na quantidade de AB detetado entre diferentes
concentracoes de RC. O mesmo acontece entre cada repeticao em que nao existe uma clara

tendéncia de aumento ou diminuicdo do AB no meio, como é bem patente em n1, n2 e n3.

(A) Glucose gL
4,5 1,5 0,7 4,5 1,5 07 45 1,5

17 kDa
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AB *-42
4 kDa

(B) AE - =1 n=2 r=3 dos Meios(4,5 1,3 0,7) 31.07.2014 repet.jpg; Uncalibrated

12.9

Figura 19 - Detecdo e quantificacdo, por Western Blot, do AB presente no meio celular apos 48
horas de restricdo calérica e estimulo de 24h com AB 1-42 (AnaSpec). A figura (A) representa uma
membrana de PVDF com triplicados de Western Blot feitos aos meios de cultura celulares apos 48 horas
de RC e 24 horas com AB e onde se observam coradas as bandas de 4 kDa correspondentes ao AB 1-42. A
figura (B) representa a percentagem da intensidade com que cada banda contribui para a intensidade
total.
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O CP, estrutura que se distribui pelos quatro ventriculos cerebrais, desempenha um papel
fundamental na producao e destoxificacao de CSF (Kittisupamongkol, 2009), regulando o
volume intracranial (Ghersi-Egea and Strazielle, 2001b), protegendo contra o stress induzido
por ROS, e coordena processos imunologicos entre o cérebro e o sistema imunitario periférico
(Thanos et al., 2010). De forma a manter a sua funcao secretora, o CP é constituido por
reticulo endoplasmatico bem desenvolvido e um elevado nimero de mitocondrias (Chodobski
and Szmydynger-Chodobska, 2001b; Stopa et al., 2001). No entanto, flutuacdes nos niveis de
glucose e a inducao de stress oxidativo podem levar a disfuncao mitocondrial e diminuir a
capacidade de remocao do péptido AB pelo CP (Beal, 2005; Schapira, 2012). A acumulacédo de
AB tem como consequéncia a formacao de emaranhados neurofibrilares que potenciam a
disfuncdo mitocondrial e stress oxidativo numa cascata patologica que eventualmente leva ao
desenvolvimento da DA (Bubber et al., 2005). Por outro lado, a RC tem a capacidade de
reduzir o stress oxidativo (Halagappa et al., 2007; Patel et al., 2005), promover o aumento da
biogénese mitocondrial e, consequentemente, o aumento da capacidade respiratoria,
aumentando a capacidade de sobrevivéncia celular em condicbes adversas (Cerqueira et al.,
2012), nomeadamente durante a privacao de nutrientes.

O estudo da dinamica do crescimento e viabilidade celulares permitiu encontrar uma
concentracao de glucose e um tempo 6timo de RC em que ocorreu um compromisso entre a
manutencdo do nimero de células em cultura e o inicio da perda de viabilidade. Essa
avaliacao permitiu estreitar as gamas de RC a 48 horas, e uma concentracao de glucose entre
1.5 e 0.7 gL™. Estas condicées demonstraram ser as mais indicadas no estabelecimento de RC
na qual a viabilidade celular ndo ficava comprometida, ao mesmo tempo que foi possivel
manter estavel o nimero de células em cultura, permitindo-nos desta forma aceitar essas
condicdes como um primeiro requisito para determinar o ponto de restricao mais adequado.
Desta forma, para este trabalho foram selecionados alguns genes envolvidos no transporte de
glucose - Glut1 e Glut4 - que estao diretamente ligados ao aporte de glucose para o interior
celular. Foram também estudados alguns genes ligados a via de sinalizacdo da insulina - IGF1
e IRS1 - de forma a confirmar a presenca desta via de sinalizacao nas células Z310. O PGC1a e
HSP105, dois genes biomarcadores da restricao calérica, foram também analisados. O
primeiro é regulado positivamente na restricao caldrica e é responsavel pela ativacdo da
biogénese mitocondrial, e o segundo é responsavel essencialmente por processos de protecao
contra o choque térmico e stress e tende a ser sub-expresso durante a restricao calorica.
Comecou-se por analisar a expressao dos genes ligados ao transporte de glucose, via de
sinalizacao de insulina e biomarcadores de restricao na linha celular Z310 através de RT-PCR,
de forma a confirmar se as células Z310 contém a “maquinaria” molecular similarmente ao
que ja foi descrito para CP, para responder a flutuacdes de glucose, se essa mesma resposta
ndo se encontra adulterada pela presenca ou auséncia da via de sinalizacdo da insulina, e se
os genes biomarcadores da restricao estao presentes na linha celular. Apds analise do mRNA
dos genes em estudo, confirmou-se que todos eles estao expressos na linha celular Z310, pelo

que estas células constituem um bom modelo para o estudo da RC.
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As proteinas dos transportadores de glucose - Glut1 e Glut4 - e as proteinas da via de
sinalizacdo da insulina - IGF1, IRS1 e IRS1 fosforilado - foram também analisadas através de
imunocitoquimica, de modo a observar a sua distribuicdo e localizacdo celulares. O resultado
de ambas as técnicas confirmou a presenca destas proteinas maioritariamente no citoplasma
das células Z310 e em menor quantidade no nicleo, tal como descrito por outros autores
(Baskin et al., 1993; Candeias et al., 2012; Guillet-Deniau et al., 1994), a excecdo do IRS1,
cuja localizacdo celular prevalece no ndcleo, uma vez que em células jovens ou
imortalizadas, como é o caso, o IRS1 pode ser translocado para o nucleo e funcionar como
fator de transcricao (Lassak et al., 2002; Reiss et al., 2012; Sun et al., 2003; Wu et al., 2003)
Posteriormente foram analisados, de forma preliminar, os niveis de expressao do mRNA dos
genes biomarcadores de restricdo calorica através de RT-PCR tendo-se constatado, como ja
descrito (Weindruch et al., 2002), que o mRNA do HSP105 diminui com o estabelecimento de
RC (Lee et al., 1999). No sentido oposto, os niveis de PGC1a aumentam ao estabelecer a RC
(Lettieri Barbato et al., 2012; Ranhotra, 2010). Estes resultados preliminares da expressao
diferencial dos genes biomarcadores da RC foram encorajadores para proceder a confirmacao,
através de real-time PCR, da verdadeira magnitude dessa expressao diferencial. Analisando os
niveis de mRNA dos dois biomarcadores de RC de 4.5 gL (condicdo normal), 1.5 gL™ (restricio
calérica moderada) e 0.7 gL' (restricao caldrica severa) na linha celular Z310 durante 48 ou
72 horas, verificou-se que o periodo de 72 horas de restricao ndo é adequado a estudos de RC
em células Z310, uma vez que, independentemente da concentragao de glucose no meio de
cultura, a expressao de PGC1a praticamente nao se altera, e a expressao de HSP105 tende a
aumentar, indicando que as células se encontram em stress, provocado nao so pela propria
restricdo, como eventualmente, pela acumulacdo de subprodutos toxicos do metabolismo
celular no meio de cultura. O periodo de 48 horas de restricdo com concentracdes de 1.5 gL™
de glucose foi considerado ser o mais adequado, pois nestas condicoes ocorreu um evidente
aumento na expressao de PGC1a e, consequentemente, indicativo de aumento da biogénese
mitocondrial, e a manutencdo dos niveis de stress celular semelhantes aos da condicdo
normal, niveis esses confirmados pela manutencao constante da expressao do HSP105.

Foi também analisado de que forma a RC afeta fenomenos de morte celular programada,
tendo sido utilizada a técnica de imunocitoquimica para detecao e quantificacdo da caspase
efetora, Casp3, e o ensaio por TUNEL, que permite detetar a fragmentacao no DNA derivada
de processos apoptoticos. Verificou-se que, mesmo nao sendo um resultado estatisticamente
significativo, a restricio caldrica de 1.5 gL' glucose durante 48 horas niao conduz ao aumento
da proteina executora da apoptose Casp3. De forma inversa, a proteina Casp3 aumenta de
forma significativa quando a restricao é mais severa (0.7 gL' de glucose), e estes resultados
foram corroborados pela auséncia de marcacdo TUNEL em restricao de 1.5 gL de glucose e
pelo aparecimento de alguns nicleos celulares marcados durante a restricdo de 0.7 gL' de
glucose. Deste modo, niveis de restricato moderada tém um efeito benéfico na diminuicdo da
apoptose celular.

A producdo de espécies superdxido foi analisada usando o marcador MitoSOX™, tendo-se
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observado que existe uma tendéncia para que as espécies superoxido produzidas pelas
mitocdndrias diminuam em restricio moderada (1.5 gL' glucose), reduzindo o dano no DNA
mitocondrial e a probabilidade de ativacao de cascatas apoptoticas (Ricci et al., 2008). Esta
tendéncia, apesar de conservada ao longo dos varios campos analisados, necessitaria de um
numero maior de amostras de diferentes populacoes, de forma a ser possivel obter resultado
com significado estatistico (n>3). Nao obstante, o reduzido nivel de espécies superoxido
mitocondriais e de proteinas pro-apoptoticas parece estar diretamente relacionado com a RC
em células Z310.

A forma como a RC sozinha, ou aliada a presenca de AB, molda a atividade mitocondrial e o
nivel total de producao de ROS, foi avaliada utilizando a técnica de imunocitoquimica, para
medir a intensidade de fluorescéncia emitida pela Cox IV, e a técnica de oxidacdo do DCFH-
DA. A quantificacdo permitiu observar que a RC, independentemente das concentracoes de
glucose no meio de cultura, nado interfere com os niveis de atividade mitocondrial, uma vez
que a quantidade de Cox IV permanece constante. No entanto, na presenca de um estimulo
de AB, os niveis de Cox IV quase triplicam, permanecendo inalterados os valores da Cox IV em
condicées normais, independentemente de ter sido realizado um estimulo com AB.
Relativamente a producao de ROS, ocorre um aumento moderado quando as células entram
em restricdo, que se acentua na presenca de AB durante a RC. Tal como proposto
anteriormente por outros autores, a variacao do nivel de producao de ROS com a restricdo de
glucose nao estara, portanto, diretamente relacionada com a atividade mitocondrial, mas sim
com o estimulo de AB (Caspersen et al., 2005; Cha et al., 2012; Manczak et al., 2006). Desta
forma, estes resultados sugerem que, tal como acontece com outros processos ligados ao
envelhecimento, as células em RC e na presenca de AB, tendem a aumentar a atividade
mitocondrial de forma a prevenir a acumulacao de AB (Li et al., 2011) e eliminar esse
metabolito toxico (Hepple et al., 2006, 2005), ao mesmo tempo que aumenta a producao de
ROS.

Finalmente, apods o estimulo com AB, as células Z310 foram sujeitas a imunocitoquimica, de
modo a observar a distribuicdo e localizacdo celulares do péptido. Constatou-se que a
quantidade de agregados de AB no espaco extracelular era bastante elevado, e que muitos
desses agregados se depositaram na forma muito caracteristica de halo, e que a intensidade
de fluorescéncia no espaco intracelular era muito baixa, mostrando nao haver acumulacao de
AB. Para além disso, verificou-se através de western blot que a quantidade de AB presente no
meio se mantém praticamente constante, independentemente das condicdes de RC impostas
as células. Embora estes resultados ainda sejam preliminares, uma explicacdo para que nao
ocorra a clearance do AB pode dever-se ao fato do AB necessitar de um transportador no
limen para importar as placas amiloides para o interior da célula. Tendo em conta que as
células Z310 sdo aderentes as placas de cultura, ndo contém estroma, pelo que nao existe
destino final para o efluxo do AB, sendo natural que a sua clearance em placas multiwell seja

bastante limitada.
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Este trabalho permitiu concluir que as células Z310, uma linha celular de CP, apresentam
caracteristicas que lhes permitem ser usadas como modelo, adequado a estudos de restricao,
nomeadamente expressam transportadores de glucose e possuem a via de sinalizacao da
insulina, de forma similar ao descrito em CP (Duarte et al., 2012; Zhao et al., 1999).
Confirmamos que também possuem genes biomarcadores quando estas células estao sujeitas a
RC, e que a sua expressao varia consoante o nivel de restricao.

Confirmamos ainda que é a restricio moderada de 1,5gL™" de glucose que mais contribui para
a melhoria da funcdo mitocondrial, uma vez que reduz a formacdo dos superoxidos
mitocondriais, reduz a ativacdo da via apoptética, nomeadamente a caspase 3, sem que haja
variacao nos niveis de atividade mitocondrial em relacao a condi¢des normais. Apesar disso,
constatou-se que a RC em conjunto com o estimulo com AB potenciam quer a atividade
mitocondrial quer a producao de ROS. Pelo que foi descrito recentemente (Correia et al.,
2012; Luque-Contreras et al., 2014) ainda nao se conseguiu mostrar se € o AB a causa do
aumento dos ROS nas células ou se pelo contrario é consequéncia do metabolismo alterado.
Finalmente analisando os valores da atividade da CoxIV com os resultados preliminares da
remocao do AB pelas Z310, uma possivel explicacdo € que ha um aumento da atividade da
CoxIV mas sem haver grandes diferencas na remocao do AB, o que podera indicar que ¢ a
toxicidade do AB que leva ao aumento da Cox IV e producdo de ROS e nao as proprias células
estarem a aumentar a sua taxa metabolica para eliminar o AB. De forma a comprovar essa
hipotese a médio prazo, sera necessario verificar se nao existe clearance de AB por este
induzir stress nas células ou se pelo contrario as células Z310 necessitam de um suporte de
crescimento que mimetize o ambiente onde crescem e se desenvolve o CP, como o0 meio
poroso provido pelas Transwell para que as células Z310 possam expressar convenientemente
as proteinas de transporte de AB. E assim verificar-se se o AB é: 1) transportado através das
células Z310 da camara superior para a camara inferior da Transwell, mimetizando o que
acontece no CP com a passagem de péptidos do CSF para a circulacdo sanguinea; 2)
sequestrado e/ou metabolizado durante o transporte e 3) mais facilmente eliminado quando
em restricdao, sabendo que a RC melhora a condicao mitocondrial e previne a apoptose
celular. Adicionalmente sera importante verificar se, a sinalizacdo de insulina,
nomeadamente através das expressoes de protein kinase B (Akt/PKB), PI3K e extracellular
signal-regulated kinases (ERK1/2), se encontra comprometida quando as células Z310 sao
sujeitas a RC e estimulo de AB.

A longo prazo, poder-se-a também estudar qual o papel das hormonas sexuais nas células
2310, relativamente a remocdo de AB quando em restricdo de glucose, nomeadamente os
estrogénios que desempenham um papel protetor na funcao mitocondrial e no metabolismo
da glucose (Rettberg et al., 2014).
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