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RESUMO 

 

Tanto o diabetes mellitus (DM) quanto a obesidade são distúrbios metabólicos crônicos, 

caracterizados por um estado de hiperglicemia persistente e/ou excesso de tecido adiposo, 

respectivamente. A Organização Mundial de Saúde aponta a obesidade como um dos maiores 

problemas de saúde pública no mundo, com uma projeção de 2,3 bilhões de adultos com 

sobrepeso e mais de 700 milhões obesos em 2025. Estima-se que no Brasil mais de 50% da 

população está acima do peso, sendo as crianças representadas por 15%. Inúmeros estudos no 

mundo têm identificado uma correlação positiva entre obesidade e DM com uma maior 

predisposição ao desenvolvimento de alterações cognitivas, demência e doenças 

neurodegenerativas. Nosso grupo demonstrou recentemente que leucócitos de crianças obesas 

e o hipocampo de animais hiperglicêmicos apresentam marcadores bioquímicos que sugerem 

compromisso das vias de sinalização envolvidas na aquisição e consolidação de processos 

cognitivos. Estes biomarcadores estão relacionados com um perfil epigenético não permissivo 

para a expressão de genes antioxidantes, anti-inflamatórios e envolvidos na função 

mitocondrial produtora de energia. Neste trabalho, caracterizamos melhor o metabolismo 

energético hipocampal mediante o estudo de vias de sinalização mediadas pela proteína cinase 

ativada por adenosina monofosfato (AMPK) a qual atua como o sensor mestre do 

metabolismo, regulando a homeostase energética, bem como a energia neuronal essencial para 

os processos de formação de memória. Para isso, utilizamos um modelo de hiperglicemia 

crônica (60 dias) em ratos Wistar induzida por uma única dose de estreptozotocina (STZ, 55 

mg/kg, intraperitonealmente). O tratamento mostrou uma menor relação AMPK-p/AMPK 

sem quaisquer modificações no conteúdo ou atividade das diferentes isoformas da creatina 

cinase (CK) e da cinase hepática B1 (LKB1) no hipocampo dos animais tratados com STZ. 

Adicionalmente, para entender a consequência de um meio extracelular com altas 

concentrações de glicose sobre células nervosas, expomos neurônios hipocampais da 

linhagem H19-7 e astrócitos da linhagem C6 a dois derivados metabólicos da glicose, o 

metilglioxal (MG) e as proteínas oxidadas por MG, os produtos finais de glicação avançada 

(AGEs). A seguir, a respiração mitocondrial e o conteúdo de vacúolos autofágicos foram 

quantificados, respectivamente. Observamos que a síntese neuronal de ATP foi comprometida 

e a síntese de espécies reativas do oxigênio foi estimulada pelo tratamento, o que provocaria 

disfunção mitocondrial e estimularia o processo de autofagia. No entanto, a mitofagia basal 

não foi estimulada nas células astrocíticas C6. Esses resultados sugerem que a desregulação 

metabólica presente na obesidade e/ou DM pode comprometer a atividade do principal sensor 

energético, a AMPK, prejudicando a homeostase celular hipocampal e provocando prejuízos 

na fisiologia mitocondrial que resultariam em deficiência cognitiva e predisposição à 

neurodegeneração.   

 

Palavras-chave: Hiperglicemia, obesidade, cognição.  

 

 

  



 

 

 

ABSTRACT 

 

Both diabetes mellitus (DM) and obesity are chronic metabolic disorders, characterized by a 

state of persistent hyperglycemia and/or excess adipose tissue, respectively. The World Health 

Organization points to obesity as one of the biggest public health problems in the world, with 

a projection of 2.3 billion overweight adults and over 700 million obese in 2025. It is 

estimated that in Brazil over 50% population is overweight, with children accounting for 15%. 

Numerous studies worldwide have identified a positive correlation between obesity and DM 

with a greater predisposition to the development of cognitive impairment, dementia and 

neurodegenerative diseases. Our group recently demonstrated that leukocytes in obese 

children and hippocampus in hyperglycemic animals have biochemical markers that suggest 

compromised signalling pathways involved in the acquisition and consolidation of cognitive 

processes. These biomarkers are related to a non-permissive epigenetic profile for the 

expression of antioxidant, anti-inflammatory genes involved in the mitochondrial energy-

producing function. In this work, we better characterize hippocampal energy metabolism by 

studying signalling pathways mediated by adenosine monophosphate-activated protein kinase 

(AMPK) which acts as the master metabolism sensor, regulating energy homeostasis as well 

as essential neuronal energy for memory formation processes. For this, we used a 60-day 

chronic hyperglycemia model in Wistar rats induced by a single dose of streptozotocin (STZ, 

55 mg/kg intraperitoneally). Treatment showed a lower AMPK-p / AMPK ratio without any 

changes in the content or activity of different creatine kinase (CK) and hepatic kinase B1 

(LKB1) isoforms in the hippocampus of STZ-treated animals. Additionally, to understand the 

consequence of an extracellular medium with high glucose concentrations on nerve cells, we 

expose H19-7 strain hippocampal neurons and C6 strain astrocytes to two glucose metabolic 

derivatives, methylglyoxal (MG) and MG-oxidized proteins. , the advanced glycation end 

products (AGEs). Next, mitochondrial respiration and the content of autophagic vacuoles 

were quantified, respectively. We observed that ATP neuronal synthesis was compromised 

and the synthesis of reactive oxygen species was stimulated by treatment, which would cause 

mitochondrial dysfunction and stimulate the autophagy process. However, basal mitophagy 

was not stimulated in C6 astrocytic cells. These results suggest that the metabolic 

dysregulation present in obesity and / or DM may compromise the activity of the main energy 

sensor, AMPK, impairing hippocampal cell homeostasis and causing impairments in 

mitochondrial physiology that would result in cognitive impairment and predisposition to 

neurodegeneration. 

 

Keywords: Hyperglycemia, obesity, cognition.  
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1  INTRODUÇÃO 

 

O diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) é uma síndrome metabólica crônica 

caracterizada por hiperglicemia. O primeiro relatório global sobre Diabetes estimou o número 

de adultos afetados com DM2 em 422 milhões em 2014, com uma prevalência de 8,5% 

(WHO, 2016). Ainda, pelo menos 50% dos afetados não recebem tratamento por desconhecer 

que padecem de DM2 e, a cada ano, o DM e a hiperglicemia causam 3,75 milhões de mortes. 

No Brasil, 8,7% dos adultos na faixa etária de 20 a 75 anos tem diagnóstico de DM, o que 

confere 12,5 milhões de brasileiros. Assim, o DM2 representa um dos principais problemas de 

saúde de ordem mundial, com impactos negativos na sobrevida, incapacidade para o trabalho 

e alto custo socioeconômico. A prevalência do DM no Brasil também determina que o DM 

atinja proporções epidêmicas. Isso provoca um custo anual de aproximadamente R$7 bilhões 

no Brasil (SBD, 2016). O principal fator de risco para o desenvolvimento de DM é a 

obesidade, pandemia com prevalência de 30% no mundo e que atinge crianças, adolescentes e 

adultos. Dados mostram que 65% da população mundial vive em países onde a obesidade 

provoca mais mortes que a desnutrição (WHO, 2018).    

Concomitante à pandemia do DM2 e do contexto obesogênico, o aumento da 

expectativa de vida, associado a uma maior urbanização com estilo de vida sedentário, e 

aumento progressivo da prevalência de obesidade, tem como principal consequência um 

aumento na frequência de déficit cognitivo, demência e de doenças neurodegenerativas no 

adulto (HUNTER, 2011; WHO, 2002). Neste contexto, sabe-se que pacientes com DM 

apresentam maior incidência de desenvolvimento de doenças neurodegenerativas, como as 

doenças de Parkinson (DP) e Alzheimer (DA) (DOBROVOLSKIENE et al., 2013; 

PALACIOS et al., 2011; PRESSLEY et al., 2003; XU et al., 2009). Por outro lado, 

aproximadamente 50% dos pacientes com DP apresentam DM ou tolerância diminuída à 

glicose, condição exacerbada pelo tratamento farmacológico padrão com Levodopa 

(LIPMAN; BOYKIN; FLORA, 1974, 2016). Ainda, pacientes afetados pelas duas condições, 

DP e DM, apresentam progressão acelerada dos sintomas motores e cognitivos, sendo o 

déficit cognitivo um comum denominador presente no DM, DA e DP (COSTA et al., 2015; 

GRAY et al., 2006; RYAN; FINE; ROSANO, 2014; SEVUSH et al., 2003). 
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Os mecanismos moleculares associando as alterações metabólicas periféricas 

crônicas presentes no DM2 com uma maior predisposição para déficit cognitivo e 

neurotoxicidade não foram totalmente elucidados. No entanto, evidências sugerem que a 

hiperglicemia seria o gatilho para induzir modificações epigenéticas que prejudicariam a 

expressão de genes essenciais para a sobrevida neuronal, favorecendo a neurotoxicidade 

(BROWNLEE, 2005). Foi sugerido que a obesidade e o DM estão relacionados com 

alterações no perfil epigenético (DHLIWAYO et al., 2014; KUEHNEN et al., 2012; 

LAZZARINO et al., 2017; PLAGEMANN et al., 2009), ativação de processos inflamatórios 

(WEISBERG et al., 2003), disfunção mitocondrial (HEINONEN et al., 2015), apoptose 

(TINAHONES et al., 2013) em humanos, todos processos que contribuiriam para o déficit 

cognitivo ou nerotoxicidade. Neste contexto, o exercício físico é uma intervenção não 

farmacológica que pode prevenir ou atenuar o comprometimento cognitivo, além de prevenir 

o desenvolvimento de obesidade e aumentar a sensibilidade à insulina. Uma revisão recente 

do nosso grupo de pesquisa associou os principais mecanismos neuroprotetores induzidos pela 

prática regular do exercício físico com potenciais biomarcadores que envolvem alterações na 

expressão de genes neuroprotetores e induzem a resistência ao processo de envelhecimento e 

neurotoxicidade em humanos e roedores (BARROS et al., 2019).  

Por outro lado, alterações no metabolismo produtor de energia (metabolismo 

intermediário) no sistema nervoso central (SNC), podem comprometer a correta fosforilação 

de proteínas e atenuar, portanto, a sinalização molecular envolvida no aprendizado e memória. 

A proteína cinase dependente de AMP (AMPK) é uma enzima chave na regulação do 

metabolismo energético, com o intuito de manter a homeostase energética em situações de 

baixa energia (KOU; CHEN; CHEN, 2019). A AMPK é abundante em neurônios e glia e 

desempenha uma atividade essencial nos processos de formação de memória 

(MARINANGELI et al., 2018), encontrando-se diminuída em estudos experimentais de 

neurodegeneração (JU et al., 2011; MARINANGELI et al., 2018; VINGTDEUX et al., 2011). 

Ainda, a AMPK pode interagir com vários fatores de transcrição, proteínas e apresenta 

diferentes subtratos para fosforilação, incluindo a creatina cinase (CK) isoforma cerebral 

(CK-BB), o que direciona a proteína para regiões celulares que necessitam de energia 

(RAMÍREZ RÍOS et al., 2014).  

Considerando que a maioria dos indivíduos obesos e com DM apresentam grande 

probabilidade de desenvolver algum tipo de declínio cognitivo, neste trabalho procuramos 
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identificar possíveis potenciais mecanismos envolvidos na desregulação metabólica no 

hipocampo. 

 

2  ESTADO DA ARTE  

2.1  OBESIDADE  

 

A prevalência da obesidade devido a inatividade física e ao balanço energético 

positivo tem aumentado drasticamente nas últimas décadas. De acordo com a Organização 

Mundial de Saúde (WHO), a obesidade é definida como um excesso de massa adiposa, no 

qual esse excesso pode provocar desfechos deletérios à saúde e é diagnosticado com um 

                               ≥  k   ² (WHO, 2018). Dados epidemiológicos apontam 

atualmente que existam cerca de 1.9 bilhão de adultos com sobrepeso, 600 milhões de adultos 

obesos e mais de 340 milhões de crianças e adolescentes obesos ou com sobrepeso no mundo 

(WHO, 2018). A prevalência de obesidade infantil aumentou três vezes nas últimas décadas. 

Ainda, 53,8% da população brasileira está com sobrepeso (VIGITEL, 2016). A elevada 

prevalência de indivíduos com sobrepeso e obesos em países desenvolvidos e 

subdesenvolvidos tem sido descrita como uma pandemia global (SWINBURN et al., 2011). 

A fisiopatologia da obesidade envolve fatores genéticos, ambientais e principalmente 

fatores comportamentais, indivíduos geneticamente suscetíveis à obesidade respondem com 

ganho de massa corporal a comportamentos de consumo excessivo de alimentos com elevado 

teor calórico associados a comportamentos sedentários  (CASAS-AGUSTENCH et al., 2014; 

OLSEN et al., 2016; QI et al., 2012; QI et al., 2013). Durante os últimos anos foi demonstrada 

a função do tecido adiposo como órgão endócrino que pode controlar funções sistêmicas 

(HALAAS et al., 1997; LEHR et al., 2012; SCHERER et al., 1995; ZHANG et al., 1994) e 

também secretar fatores parácrinos e autócrinos que modificam sua estrutura (GNAD et al., 

2014; SHIN et al., 2018). Ainda, o tecido adiposo branco é localizado sob a pele e ao redor de 

órgãos internos e possui baixa vascularização. Enquanto que o tecido adiposo marrom é 

vastamente vascularizado, invervado e rico em mitocôndrias, podendo gerar calor diretamente 

dos lipídeos armazenados (TOWNSEND; TSENG, 2012). Por atuar como um órgão 

endócrino o tecido adiposo secreta vários mediadores neuroativos e peptídeos neurotróficos, 

como leptina, neuregulina-4, fator de crescimento do nervo, fator neurotrófico derivado do 
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cerébro (BDNF), ácidos graxos livres, incluindo ácido araquidônico e ácido 

eicosapentaenoico, prostaglandina E2 e fator de crescimento endotelial vascular demonstrado 

por Guilherme et al., (2019) em uma recente revisão na conceituada revista NATURE. (Figura 

1).  

 

Figura 1 - Figura ilustrativa do tecido adiposo branco, adipócito bege, macrófagos e células T e a 

secreção dos seus respectivos mediadores moleculares.  

 
NRG4: neuregulina-4; NGF: fator de crescimento do nervo; BDNF: fator neurotrófico derivado do 

cérebro; AGLs: ácidos graxos livres; AA: ácido araquidônico; EPA: eicosapentaenoico; PGE2: 

prostaglandina E2; TNF: fator de necrose tumoral; IL-1: interleucina 1; IL-6: interleucina 6; IL-

17A: interleucina 17A. Fonte: Adaptado de GUILHERME et al., (2019). 

 

Além disso, o armazenamento de lipídeos no tecido adiposo branco, onde esses 

lipídeos derivam da hidrólise e reesterificação de triglicerídeos em lipoproteínas circulantes 

(CHAIT; IVERIUS; BRUNZELL, 1982; FRANCKHAUSER et al., 2002) serve não somente 

como um depósito de calorias para uso futuro, mas como um meio de sequestrar lipídeos 

longe de tecidos e órgãos que são vulneráveis a lipotoxicidade dessas moléculas (PETER et 

al., 2009). Assim, em um contexto obesogênico, os ácidos graxos derivados da ingestão 

dietética e da lipólise no tecido adiposo branco podem aumentar a gliconeogênese hepática 

através da regulação alostérica da piruvato carboxilase pela produção de acetil-CoA (PERRY 

et al., 2015; TITCHENELL et al., 2016), e atenuar a utilização de glicose no músculo 

esquelético pela inibição do transporte e metabolismo da glicose (CLERK; RATTIGAN; 
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CLARK, 2002; DRESNER et al., 1999). Essas ações associadas com uma menor síntese e 

secreção de insulina pelas células  pancreáticas, promovem a intolerância à glicose e podem 

levam ao diabetes mellitus tipo 2 (DM2).  

 

2.2 DIABETES MELLITUS 

 

O DM é um distúrbio metabólico de etiologia múltipla caracterizado por um estado 

de hiperglicemia crônica decorrente da falta de insulina e/ou incapacidade da insulina em 

exercer seus efeitos  H N      .  2  7    ŁE K    KUP EŃ  2    . Segundo o comitê 

 x                  ó                         D     ‘’         D                    ’’ 

(ADA, 2019), o diabetes pode ser diagnosticado com base nos critérios de glicemia de jejum 

acima ≥ 126 mg/dL, teste oral de tolerância à glicose (TOTG)  acima de ≥ 200 mg/dL após 

duas da carga de glicose e A1C acima de ≥ 6,5%. Manifestações clínicas podem surgir de 

forma secundária a alguma patologia que promova destruição das ilhotas pancreáticas como, 

distúrbios endócrinos, tumores, defeitos genéticos e funcionais das células  pancreáticas ou 

na ação da insulina. As formas mais frequentes de DM resultam em comprometimento da 

secreção e/ou sinalização de insulina, sendo classificadas em DM1 e DM2. Em ambas, vários 

fatores ambientais e genéticos podem resultar na perda progressiva da função e/ou massa das 

células  pancreáticas, resultando em subsequente aumento da glicemia.  

O DM 1 manifesta-se geralmente durante a infância e é caracterizado por uma severa 

ou total ausência de insulina, a que é geralmente associada a processos autoimunes que afetam 

a funcionalidade das células  pancreáticas (HOWSON et al., 2011).                         

                       D                                    x                                

produçã                               β              (MOORE et al., 2009). 

O DM2 é a forma mais frequente de diabetes, afetando 90% da população diabética. 

Esta condição possui etiologia multifatorial, podendo envolver fatores ambientais como, nível 

socioeconômico, estilo de vida, hábitos alimentares e prática de exercícios físicos e fatores 

genéticos que podem gerar graus variáveis de resistência à insulina em tecidos periféricos ou 

em uma deficiência relativa na secreção desse hormônio pelas células  pancreáticas 

(CLERK; RATTIGAN; CLARK, 2002; DRESNER et al., 1999; WEYER et al., 1999) . 
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Apesar da carga genética ser extremamente relevante para o desenvolvimento do DM 2, os 

fatores ambientais são imprescindíveis para o desenvolvimento desta patologia.  

A prevalência de indivíduos com diabetes aumentou de 108 milhões de 1980 para 

425 milhões em 2017 em todo mundo, sendo mais evidenciado em países com renda média e 

baixa. Essas projeções devem alcançar 629 milhões de indivíduos no mundo em 2045 (WHO, 

2018). No Brasil 8,1% dos adultos na faixa etária de 20 a 75 anos tem diagnóstico de diabetes, 

o que confere 12 milhões de brasileiros (IDF, 2017).   

Os comportamentos sedentários, como a ausência de atividade física associada a 

maus hábitos alimentares com balanço energético positivo, provocam aumento de peso 

corporal, principalmente aumento da massa adiposa (CRESPO et al., 2001; ROMIEU et al., 

2017). De fato, dados epidemiológicos demonstram uma íntima relação entre o aumento do 

grau de obesidade e o desenvolvimento do diabetes (COLDITZ et al., 1995). A 

glicotoxicidade e lipotoxicidade vista nos modelos animais de diabetes induzido por 

estreptozotocina e obesidade induzida por dieta hiperlipídica, respectivamente, acometem 

várias regiões do cérebro, como o hipocampo, atenuando a neurogênese, plasticidade 

sináptica e a cognição  (SPINELLI et al., 2017; STRANAHAN et al., 2008a, 2008b; ZHANG 

et al., 2008). Esses achados condizem com estudos prospectivos, onde demonstram que o 

IMC elevado é associado com o risco de demência e início precoce de DA (CHUANG et al., 

2016; GOROSPE; DAVE, 2007). Indivíduos com DM2 apresentam 60% de chances a mais 

para desenvolver demência quando comparados com indivíduos normoglicêmicos 

(SPELIOTES et al., 2010). Ainda, indivíduos sem diagnóstico de diabetes, mas com a 

glicemia média entre 115 mg/dL, foram relacionados a um risco aumentado de demência 

quando comparados aos indivíduos com a glicemia controlada (CRANE et al., 2013). 

 

2.3 MAIOR PREDISPOSIÇÃO AO DECLÍNIO COGNITIVO NA OBESIDADE E 

DIABETES 

 

Um robusto corpo de evidências tem demonstrado que a obesidade, a resistência à 

insulina e o diabetes estão associados com comprometimento cognitivo e da memória, com 

possível desenvolvimento de demência (COPE et al., 2018; HASSENSTAB et al., 2010; OTT 

et al., 1996; PEILA; RODRIGUEZ; LAUNER, 2002; XU et al., 2011). O hipocampo foi 

descrito como uma região cerebral necessária para a formação e consolidação da memória 
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(BLISS; GARDNER‐MEDWIN, 1973) por ser associada à potenciação de longa duração 

(LTP) (IZQUIERDO et al., 2008). 

Além disso, estudos demonstraram que células mononucleares do sangue periférico 

de indivíduos obesos (HUANG et al., 2015a; REMOR et al., 2018) podem apresentar 

alterações no padrão de metilação do DNA. Assim como, o hipocampo de ratos induzidos a 

hiperglicemia crônica por estreptozotocina podem apresentar metilação na região de genes 

neuroprotetores,  (REMOR et al., 2018), podendo possivelmente causar neurotoxicidade e 

comprometimento cognitivo ou demência (LU et al., 2014). Ainda, as alterações epigenéticas 

podem ser um cenário atraente para elucidar o comprometimento cognitivo no contexto do 

diabetes e da obesidade.  

O termo epigenética foi introduzido por Conrad H. Waddington em 1942 para 

descrever a existência de processos que alteram a atividade da expressão gênica sem alterar a 

sequência de bases no DNA (WADDINGTON, 2012). Este processo é responsável por 

remodelar a cromatina permitindo a expressão de determinados genes a fim de canalizar a 

identidade celular em determinados contextos, tanto na fisiologia quanto na doença (ALLIS; 

JENUWEIN, 2016). Caso ocorram de modo inapropriado eles causam efeitos prejudiciais à 

saúde e ao comportamento. As alterações epigenéticas melhor caracterizadas e estudadas até o 

momento são metilação e hidroximetilação do DNA, modificações pós-traducionais das 

histonas (acetilação, metilação, fosforilação, ubiquitinação, sumoilação, desaminação e 

isomerização da prolina) e os RNA não codificadores (ncRNA) transcritos do DNA genômico 

(GHILDIYAL; ZAMORE, 2009; MOAZED, 2009; RINN; CHANG, 2012; TOST, 2010). 

A metilação do DNA é a forma de alteração epigenética mais estudada e 

compreendida que envolve a adição covalente de um grupo metil, transferido a partir do S-

adenosilmetionina (SAM) para o carbono 5 de uma citosina que precede uma guanina (CpG). 

Essa reação é catalisada por uma enzima DNA metiltrasferase (SAWAN et al., 2008). De 

fato, quando a metilação do DNA é prevalente em regiões de genes funcionais chamadas ilhas 

CpG, essa configuração no DNA leva a inibição da expressão gênica (TUREK-PLEWA; 

JAGODZINSKI, 2005). Neste contexto, estudos clínicos e pré-clínicos tem correlacionado 

desarranjos epigenéticos como um aumento da metilação de DNA, com a manifestação de 

doenças neurodegenerativas (CICCARONE et al., 2018; GUO et al., 2011), assim como um 

maior estado de metilação do DNA em ilhas CpG (MASLIAH et al., 2013). De tal forma, a 
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dinâmica epigenética parece ser um processo crucial mediante à fatores externos em situações 

como obesidade e diabetes, podendo contribuir para o desenvolvimento de doenças 

neurodegenerativas.  

Nosso grupo de pesquisa demonstrou que crianças obesas com idade média de 11 

anos apresentaram um padrão de metilação global de DNA elevado quando comparado com 

crianças eutróficas em células mononucleares do sangue periférico (PBMC). Isso foi 

acompanhado por uma maior metilação da região promotora do fator de silenciamento do 

elemento repressor 1 (REST) (REMOR et al., 2018). O REST é um fator mestre na 

transcrição que, em neurônios diferenciados, regula negativamente genes ligados à morte 

celular e aumenta a expressão de genes que induzem a resistência ao processo de 

envelhecimento e a preservação da função cognitiva   (LU et al., 2014). O IMC tem se 

correlacionado positivamente com a metilação global do DNA em indivíduos afetados pelo 

diabetes, síndrome metabólica e doenças cardíacas, todas condições ligadas à obesidade (HE 

et al., 2019).  

A obesidade e o DM ao longo da vida são associados com menor desempenho 

cognitivo, declínio cognitivo, redução da substância branca, redução da integridade da 

barreira hematoencefálica, atrofia cerebral e aumento do risco de doença de Alzheimer de 

início tardio (DA) (PROFENNO; PORSTEINSSON; FARAONE, 2010).  

Estudos clínicos sugerem que a obesidade e o DM2 mal controlados 

progressivamente diminuem as respostas da glicose cerebral à hiperglicemia, por conta da 

desregulação metabólica no SNC, aumentando o risco de declínio cognitivo em indivíduos 

com obesidade ou diabetes não controlado (HWANG et al., 2017) 

Além disso, análises de dados genômicos tem evidenciado a desregulação metabólica 

com o desenvolvimento de DA. Sendo que esses processos envolvem principalmente a 

AMPK (CABERLOTTO et al., 2013; CAI et al., 2012; SALMINEN; KAARNIRANTA, 

2012). Essas alterações metabólicas no cenário obesogênico e diabético poderiam revelar 

potenciais mecanismos associados com o declínio cognitivo devido ao comprometimento da 

sinalização da proteína AMPK. 

 

2.4 MANUTENÇÃO DA HOMEOSTASE ENERGÉTICA  
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O estado energético celular é monitorado pela proteína AMPK, uma proteína cinase 

que atua como um sensor metabólico, detectando o estado energético da célula (ARNOLD et 

al., 2014) e regulando a homeostase energética (ZHANG; ZHOU; LI, 2009). A AMPK é um 

heterodímero composto de uma subunidade catalítica () e duas subunidades regulatórias ( e 

) (RUDERMAN et al., 2013). A subunidade  possui sítios de ligação que permitem a 

detecção de níveis intracelulares de AMP, ADP e ATP, permitindo que um estresse energético 

que aumente a relação AMP/ATP intracelular aumente a atividade da AMPK (XIAO et al., 

2007), que atua promovendo a produção de ATP através do aumento da atividade e expressão 

de proteínas envolvidas no catabolismo, enquanto preserva o ATP inibindo vias anabólicas 

(HARDIE; ROSS; HAWLEY, 2012) (Figura 2). A ativação da AMPK pode ocorrer por 

fosforilação na treonina 172 na subunidade  (MARINANGELI et al., 2018). A ativação da 

AMPK pela interação do AMP com a subunidade  pode ocorrer através de três mecanismos 

distintos, o AMP pode estimular AMPKK a fosforilar o resíduo de treonina 172 da AMPK 

(HAWLEY et al., 1995), a AMP inibe a desfosforilação da treonina 172 da AMPK por 

inibição de fosfatases (DAVIES et al., 1995) ou a AMP causa ativação da AMPK já 

fosforilada por um mecanismo alostérico (GOWANS et al., 2013). Ainda, a cinase hepática 

B1 (LKB1) desempenha um papel essencial na ativação da AMPK, em células deficientes de 

LKB1 o tratamento com AICAR ou metformina não conseguem ativar a AMPK (HAWLEY 

et al., 2003), pois a LKB1 é constitutivamente ativa e medeia a maioria da ativação da AMPK 

em quase todos os tipos de tecidos (SHI et al., 2016). 

 

Figura 2 - Estrutura e ativação da AMPK. 
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            α  β   γ                                    principais efeitos da AMPK no 

metabolismo energético. Fonte: Adaptado de HERZIG; SHAW (2018). 

 

A AMPK é altamente expressa no cérebro e sua atividade é essencial para o 

metabolismo energético neuronal, sendo que sua desregulação pode ser associada ao declínio 

cognitivo (MARINANGELI et al., 2018), pois atua diretamente em fatores de transcrição e 

enzimas associadas à homeostase energética (RAMÍREZ RÍOS et al., 2014). A AMPK pode 

fosforilar a proteína cinase de ativação por autofagia tipo-Unc-51 (ULK1) (HUANG et al., 

2019), regulando sua atividade, que é necessária para a formação de autofagossomos e 

também inibir o complexo 1 da proteína alvo da rapamicina (mTORC1), resultando em 

indução da autofagia (MARTINA et al., 2012). Além disso, a AMPK pode fosforilar FOXO3, 

um membro da família FOXO de fatores de transcrição, ativando sua atividade transcricional, 

que promove resistência ao estresse oxidativo e longevidade (GREER et al., 2007), assim 

como pode fosforilar e ativar o co-ativador-1  do receptor ativado por proliferador do 

peroxissoma (PGC1-) (CANTÓ et al., 2009), um regulador essencial do metabolismo 

energético mitocondrial (FAN et al., 2018). Ainda, a AMPK pode interagir também com a 

isoforma cerebral da creatina cinase, CK-BB (RAMÍREZ RÍOS et al., 2014).  

A CK catalisa a transferência reversível de um grupo fosfato de ATP para creatina, 

formando fosfocreatina (PCr) e adenosina difosfato (ADP), conferindo a ela um papel 

essencial no armazenamento, tamponamento e transporte de fosfatos de alta energia das 

mitocôndrias para os locais de demanda energética (ZERVOU et al., 2017). 

A fosforilação e desfosforilação da creatina é feita pelas creatinas cinases do tipo 

cerebral (CK-B), do tipo muscular (CK-M) e também creatinas cinases mitocondriais (CK-

Mt) (BORCHEL et al., 2014). CK-Mt é ativa quando forma octâmeros no espaço 

intermembranoso mitocondrial, enquanto CK-M e CK-B existem como dímeros formando as 

isoenzimas citosólicas CK-MM, CK-BB e CK-MB   (ZERVOU et al., 2017). A CK-Mt 

fosforila diretamente a creatina na mitocôndria, enquanto a reação inversa é realizada pelas 

cinases citosólicas CK-BB e CK-MM. Em humanos, a deficiência de uma dessas enzimas 

causa graves problemas de saúde, incluindo declínio cognitivo (STÖCKLER-IPSIROGLU; 

MERCIMEK-MAHMUTOGLU; SALOMONS, 2012) (Figura 3). 
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Figura 3 - Sistema celular da creatina cinase. 

 
A creatina entra nas células com alta demanda energética via transportador de creatina (CRT). Dentro 

da célula o equilíbrio PCr/Cr e ATP/ADP são ajustados pelas isoformas de CK conforme o estado e a 

demanda de energia. Adaptado de WALLIMANN et al., (2011). 

 

Ramírez Ríos et al. (2014) demonstraram uma interação direta entre a AMPK e 

isoforma CK-BB. A ativação farmacológica da AMPK, mimetizando condições de estresse 

energético, leva a fosforilação no resíduo de serina 6 da CK-BB em astrócitos e fibroblastos 

de camundongos. Essa alteração pós-traducional não modifica a atividade nem o conteúdo da 

CKBB, mas leva ao acúmulo de CK-BB próximo da bomba de Ca
+ 

no retículo 

endoplasmático (RAMÍREZ RÍOS et al., 2014) (Figura 4).  

 

Figura 4 - Interação da proteína AMPK com a CK-BB. 
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Regulação pós-traducional da CK cerebral pela AMPK e subsequente translocação para região 

próxima da bomba de Ca
+ 

no retículo endoplasmático. Adaptado de RAMÍREZ RÍOS et al., (20114). 

 

Em tecidos com elevada demanda energética, como tecido muscular esquelético e 

cerebral, o sistema CK mantém níveis estáveis entre a relação ATP/ADP (SAKS et al., 2007; 

SCHLATTNER et al., 2016).  

Como resultado, os sistemas AMPK e CK cooperam na manutenção da homeostase 

energética celular. No entanto, o sistema CK pode reagir muito rapidamente a um desafio 

agudo de energia, enquanto a AMPK está mais envolvida em adaptações de médio e longo 

prazo (RAMÍREZ RÍOS et al., 2014). Dessa forma, a AMPK desempenha um papel chave 

para manter o funcionamento energético no SNC. Marinangeli et al. (2018) demonstraram que 

a AMPK é rapidamente ativada após a transmissão sináptica estimulando o metabolismo 

glicolítico e oxidativo no hipocampo para rápido fornecimento de energia neuronal. Portanto, 

a AMPK apresenta uma ação essencial no metabolismo energético cerebral e formação da 

memória (MARINANGELI et al., 2018). 

 

2.5 PRODUTOS FINAIS DE GLICAÇÃO AVANÇADA 

 

Glicação (glicosilação não enzimática) é uma reação de ligação entre o grupo 

carbonila de um açúcar redutor e um grupo amino de proteínas, lipídios ou peptídeos, gerando 

os produtos finais de glicação avançada (AGEs), que alteram funções celulares produzindo 

radicais livres e fragmentando proteínas ou lipídios, além de alterar a atividade enzimática e 

contribuir para o desenvolvimento e progressão das complicações do diabetes (SHENG et al., 

2019). Após a ligação aos seus receptores, os AGEs estimulam a geração de ERO, agravando 

o estresse oxidativo (ZHA et al., 2018) por ativação de vias inflamatórias (GUIMARÃES et 
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al., 2010). A acúmulo de AGEs tem sido associado ao desenvolvimento de doenças crônicas 

como, DM2, doença cardiovascular, hipertensão e doenças neurodegenerativas (doença de 

Alzheimer e Parkinson), podendo alterar a estrutura e funções de proteínas ou aumentar a 

inflamação e estresse oxidativo (KOBOROVÁ et al., 2017; KOLD-CHRISTENSEN et al., 

2019).  

O metilglioxal (MG)          - x                                                  

                   -                                                                 x       

                                           a (KOOP; CASAZZA, 1985; THORNALLEY, 

1996).                                                               -fosfato, (PHILLIPS; 

THORNALLEY, 1993)                                         -                          

                        -3-fosfato a diidroxiacetona fosfato (POMPLIANO; PEYMAN; 

KNOWLES, 1990)                                                 x            (RAY; 

RAY, 1981).                                       x                                     

                                           -                                       

                   ê      (PHILLIPS; THORNALLEY, 1993).  

Pacientes diabéticos apresentam um aumento nas concentrações de MG em fluídos 

corporais e tecidos, o que leva a pressupor que este composto é um dos principais 

responsáveis pelas complicações diabéticas (VANDER JAGT; HUNSAKER, 2003). O MG 

medeia a rápida glicação não enzimática de proteínas, lipídios e DNA para promover a 

formação AGEs, que podem causar danos irreversíveis a essas macromoléculas, alterando a 

integridade estrutural e funcional (CHENG et al., 2019). Ainda, o MG também foi associado a 

efeitos tóxicos sobre os neurônios hipocampais, afetando a neurogênese e induzindo a morte 

de células progenitoras neurais (CHUN et al., 2016). Além disso, foi relatado que o MG pode 

prejudicar a homeostase redox das células inibindo as glioxalases e diminuindo a glutationa 

reduzida intracelular, que é um cofator essencial para a glioxalase 1 e para enzimas 

antioxidantes essenciais, como a glutationa peroxidase (FALONE et al., 2012). 

 

3  JUSTIFICATIVA 

 

O déficit cognitivo e as doenças neurodegenerativas representam problemas de saúde 

desafiadores para os sistemas públicos de saúde e são responsáveis por um grande número de 
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hospitalizações e incapacidades que resultam em prejuízos econômicos. Várias décadas de 

pesquisa científica permitiram entender que estas alterações resultam de uma combinação de 

fatores genéticos e ambientais. No entanto, ainda se está longe de conseguir instaurar 

tratamentos eficazes. Neste contexto, o projeto aqui proposto pretende aprofundar no 

entendimento dos alguns mecanismos neurobiológicos básicos, que levam a uma maior 

predisposição ao desenvolvimento de neurotoxicidade e déficit cognitivo em condições de 

hiperglicemia prolongada e/ou obesidade, pretendendo compreender melhor as alterações 

epigéneticas e metabólicas no hipocampo, principal região cerebral envolvida na aquisicão e 

consolidação da memória, com o intuito de prevenir as mesmas e dessa forma melhorar a 

qualidade de vida dos pacientes, bem como a de suas famílias e de diminuir o peso econômico 

aos sistemas públicos de saúde. 

 

4 HIPÓTESE  

 

A obesidade e/ou a hiperglicemia crônica comprometem o funcionamento do 

metabolismo energético cerebral levando a falhas na fosforilação de enzimas chaves na 

sinalização energética, propiciadas provavelmente através de uma epigenética aberrante e 

resultando em déficits cognitivos. 

 

5 OBJETIVOS  

5.1 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar o envolvimento do metabolismo energético hipocampal no declínio 

cognitivo induzido pela hiperglicemia crônica e realizar um levantamento bibliográfico sobre 

os mecanismos neuroprotetores induzidos pelo exercício sobre o declínio cognitivo associado 

à obesidade e distúrbios metabólicos como no diabetes mellitus.  

 

5.2 OBJETIVOS 

 

a. Quantificação do conteúdo proteico e/ou atividade de proteínas envolvidas no 

monitoramento do nível energético celular (LKB1, AMPK e CK), no hipocampo de ratos 

submetidos à hiperglicemia crônica que apresentaram alterações no aprendizado e memória.  
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b. Analisar o efeito in vitro do MG sobre a respiração mitocondrial em células da linhagem 

celular (H19-7) de células precursoras de hipocampo. 

c. Quantificar o impacto dos AGEs sobre a indução de autofagia em células astrogliais da 

linhagem C6. 

d. Revisar a bibliografia relacionada com os principais mecanismos neuroprotetores 

induzidos pelo exercício físico sobre o declínio cognitivo associado à obesidade e distúrbios 

metabólicos como no diabetes mellitus. 

 

6 MATERIAS E MÉTODOS REFERENTES AO MODELO DE 

HIPERGLICEMIA 

6.1 ANIMAIS 

 

Foram utilizados ratos Wistar                                         2  -     

                                 U                                              ó          

      .                                                      D                             

mesma Universidade, com temperatura controlada (22 ± 1 °C                                

 2      . E                          x                                                        

                               N       P                 x                             

                                                                                         

         .              x                                  ê             U              – 

CEUA (PP000350/CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina, e fo               

                      P                                     x                       

               x                         .                                                 

       de animais utilizados e seu sofrimento.  

 

6.2 MODELO EXPERIMENTAL DE DM: INDUÇÃO DE HIPERGLICEMIA CRÔNICA 

ATRAVÉS DA ADMINISTRAÇÃO INTRAPERITONEAL (i.p.) DE 

ESTREPTOZOTOCINA 

 

                                                    . .          k                 

                      ó      H         ó          do                     .                 
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 x                                                            . .                            

    ó      H                      .   ó                                                  

contendo glicose a 5% du      2                                               .             

  ó                                                                                        

                                            -                   (Optium Xceed, Abbot, 

EUA .                                                             2                     

                            ê                                                  

                      ê              60 dias, enquanto que o grupo controles permaneceu 

normoglicêmico durante 60 dias. A glicemia dos animais foi mensurada nos dias 15, 45 e 60 

do delineamento, enquanto que o peso foi mensurado diariamente. Esquema 1.  

 

Esquema 1 - Desenho experimental. 

 
Hiperglicemia crônica induzida pela administração i.p. de estreptozotocina em ratos Wistar. 

 

6.3 ANÁLISE DE PROTEÍNAS PARA WESTERN BLOTTING 

 

                                                 :                     

               (Tris 50 mM pH 7,0 contendo EDTA 1 mM, NaF 100 mM , PMSF 0,1 mM, 

Na3VO4 2 mM, Triton X - 100 a 1% , glicerol a 10% e coquetel inibidor de protease 

[Sigma]). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g, durante 10 min, a 4°C e 

o sobrenadante foi coletado                         :                                H     

         ED           D      .   ó , as amostras foram aquecidas a 100 °C           

                               (Tris 100 mM, com 40% de glicerol e azul de bromofenol, pH 

6,8), numa pr        2 :             β-                                         8%), foram 

adicionados nas amostras.  
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                   separadas             D -P  E                         

                                            ó    [SDS]) utilizando gel                 

                            de 12% e                    .                                  

           x                        x                          x           2      . 

  ó                                                                   ê                    

para membranas de nitrocelulose usando um sistema semi-dry (1,2 mA/cm2              

                       H              . P                     ê                    

        ê    , as membranas foram coradas com Ponceau S.  

  ó                                                                           

    N             H 7   .   PK-     PK   K  -    K     K-      K-         

             ó                      (4°C                                                  

dil            -               N                 -2         H 7                   

                       (BSA)                1:1000                        . P      

                   x         , as membranas foram incubadas por 1 hora com anticorpo 

sec        anti-coelho                  x                                            ó    

                         ê                                                      

                                                                     . As membran   

                                    -β-         :2                                          

                                .                                                            

  ê           (5 minutos) com TBS-T. As bandas imunorreativas foram quantificadas usando 

o software Scion Image®  (LOPES et al., 2012). 

 

6.4 DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNAS  

 

                                                                               

Lowry et al. (1951), utili                                              .  

 

6.5 MENSURAÇÃO DA ATIVIDADE DE CREATINACINASE  

 

A atividade da creatinacinase foi mensurada em homogenato de hipocampo         

                                                                H      (HUGHES, 1962), 
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                                                                  (2010). Os resultados 

       x             μ                        .    -1.               -1.  

 

6.6 MANUTENÇÃO DA LINHAGEM CELULAR DE ASTROGLIOMA C6  

 

                                                                         

               k                 EU  . E                                           ó      

         99% GFAP positivas; Figura 7) e tem sido empregadas como modelo experimental 

para o estudo do efeito in vitro de numerosos toxicantes (HAGHIGHAT; MCCANDLESS; 

GERAMINEGAD, 2000; HAGHIGHAT; MCCANDLESS; GERAMINEJAD, 1999).    

                                            E    ’                o de Dubelcco (DMEM) 

contendo 2,5 mg/mL de Fungizone®       U                                               

                                          7                     95% de umidade relativa e 

em uma atmosfera de ar com 5% de CO2. P                                             

                               -                    ED                                     

                            (DOS SANTOS et al., 2006).  

 

Figura 5.                                                          6  

 
   x              P                                                                  ó     . 
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6.7 MANUTENÇÃO DA LINHAGEM CELULAR DE CÉLULAS PRECURSORAS DE 

HIPOCAMPO (H19-7) DE RATO  

 

A linhagem celular H19-7 foi obtida de American Type Culture Collection         

               EU  . E                                      D E           2 mM L-

glutamina, 10% de SFB, 200 mg/mL de G418 e 1 mg/mL de piromicina em placas de cultura 

contendo                 -D-                                                         

95% de umidade relativa e em uma atmosfera de ar com 5% de CO2. 

 

6.8 DETECÇÃO DE MG INTRACELULAR LIVRE  

 

O MG intracelular livre foi detectado usando a sonda fluorescente 

metildiaminobenzeno-BODIPY (MBo), (WANG et al., 2013). Células (44000 células/mL) 

foram plaqueadas em uma placa de 12 poços e tratadas em meio com D-MEM high glucose 

                . À   7                                               μ        ó             

células foram lavadas com PBS + (PBS + CaCl + CaMg2), os núcleos foram corados com 100 

μ        H                                          7  . E                            

visualizadas utilizando o microscópio de fluorescência invertido Olympus IX 83 (MBo: 

excitação 470 nm, emissão 525nm; Hoechst: excitação 350 nm, emissão 460 nm). A 

fluorescência total de MBo e o número total de núcleos por campo foram avaliados utilizando 

o software imageJ (NHI) e o MG intracelular livre foi expresso como intensidade de 

fluorescência por núcleo.  

 

6.9 DETECÇÃO DE AGES NOS LISADOS DE CÉLULAS C6  

 

A técnica de DOT BLOT foi utilizada para os níveis de proteínas oxidadas por MG 

em lisado de células C6 usando um anticorpo específico contra metil-glioxal-hidro-

imidazolona (MG-H1) (anti-MG; CELL; BIOLABS, INC). As células foram semeadas numa 

concentração de 150000 células/mL em uma placa de 6 poços e foram tratadas com glicose 

durante 48 horas. Após o tratamento, as células foram lisadas sobre gelo com tampão de lise 

(Tris-HCl 50 mM e 10% de coquetel inibidor de protease). Em seguida, o lisado foi 
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centrifugado a 10000 x g durante 15 minutos, a 4°C e o sobrenadante foi recolhido, sonificado 

durante 30 segundos e aquecido a 60°C durante 3 minutos. A proteína no lisado foi dosada 

utilizando o método de Lowry et al. (1951) usando albumina bovina como padrão e as 

proteínas foram desnaturadas usando tampão de desnaturação (Tris 329 mM; pH 6,8; glicerol 

50%; SDS 10%; azul de bromofenol) na razão de 10:100 v/v e β-mercaptoetanol 

(concentração final de 5%) nas amostras. Quantidades iguais de proteína (  μg) foram 

pipetadas em uma membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF). Após 30 minutos de 

secagem, a membrana foi ativada utilizando metanol e lavada três vezes com TBS-t (Tris 

10mM, NaCl 150mM, pH 7,5 Tween-20 a 1%). MG-H1 foi detectado após a incubação 

overnight com o anticorpo anti-MG diluído em TBS-t (1:4000). Posteriormente, a membrana 

foi incubada a 1 hora em temperatura ambiente com o anticorpo secundário anti-camundongo 

(anti-mouse; CELL, BIOLABS, INC). Conjugado com peroxidase de rabanete (HRP) para 

detecção do anticorpo primário. A reação de quimioluminescência foi detectada com o uso 

ChemiDoc (BioRad, Hercules, Califórnia, Estados Unidos) e a análise densitométrica foi 

realizada pelo ImageJ (NHI). Comassie Blue foi usado com controle de carregamento 

(loading). 

 

6.10 MASSA MITOCONDRIAL  

 

A massa mitocondrial foi avaliada por microscopia, usando uma sonda fluorescente 

chamada MitotrackerTM Deep Red (Thermo Fischer Scientific, EUA) (GRAVES et al., 2012; 

LUGLI et al., 2005). Células (44000 células/mL) foram plaqueadas em uma placa de 12 poços 

e tratadas com glicose durante 24 e 48 horas. Após o tratamento, as células foram lavadas em 

PBS e posteriormente incubadas com MitotrackerTM Deep Red (300 nM) por 15 minutos à 

temperatura ambiente, em seguida as células foram lavadas com PBS e fixadas com 

paraformoldeído (3,7%) por 5 minutos. Posteriomente, os núcleos foram marcados com o 

                 D P     μ                       .                                   

microscopia de fluorescência (microscópio invertido Olympus IX 83; mitotracker: excitação 

620 nm). A fluorescência total do mitotracker e o número total de mitocôndria foram 

quantificados usando o software imageJ (NHI) e a massa mitocondrial foi expressa como 

intensidade de fluorescência.  
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6.11 FORMAÇÃO DE AGES A PARTIR DE MG (MG-BSA)  

 

P                            x                                      7 2       

     x                                                            ó    100mM   H 7     

 7                                                                                    22 

μ  .   ó                                                                                   

                      30 mM, pH 7,9 a 4°C, e congeladas a -20°C (REMOR et al., 2011). 

 

6.12 EFEITOS DOS AGES EM CÉLULAS C6  

 

                                                                             

                      -                   (EDTA) e cultivadas em distintas placas para as 

posteriores           (DOS SANTOS et al., 2006).   ó        ê    , o meio foi trocado por 

DMEM contendo SFB 1% e BSA 1 mg/mL ou MG-BSA 0,1 e 1 mg/mL, durante 48 horas.  

 

6.13 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO  

 

                                         -                     ó              

                                                  x                                   

                                                                           2       . 

P                                                  ó   x                                ê  

                                                   H 7  . E                          

                                                  óx       ó            2                

                                     .                                              

                                    (30; 50; 70; 90 e 2 vezes em 100% durante 20 minutos, a 

temperatura ambient                                                                

                      2:    :     :2 .                                                     

 2                      -                        ) para posterior microtomia, a qual foi 

realiza               ó                     60 – 70 nm (HERNÁNDEZ-FONSECA et al., 

2009).                                                                   ó                  

             E -            ó                           E             U   ) e para as 
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fotografias foi utilizado o sistema                             D                      

          -             ó                                            E            

            E             U           N            ó                                     

            . P                                                                   

               ê                                                    x                 

          .                                                       ó                        

10.000 X. O so                                              (DE PAUL et al., 1997).   

 

 

6.14 IDENTIFICAÇÃO DE AUTOFAGIA POR IMUNOFLUORESCÊNCIA  

 

P                               6 de astroglioma                             2  

                                   .   ó                                    -        

                                        P       x                                     2  

     .   ó                                             P                                -

                                                                -                  P   

                 .                ê                                                  

                                                                              -     

                              :                                                    P  . 

  ó                                                           x        488 anti-coelho 

durante 1 hora a 37°                                   D P                   P     

                             -                    .                                 

       ó               ê                      41 e para as fotografias foi utilizado o 

sistema de captu               -        P    . .                      ê                      

7-10 campos aleatórios, utilizando-se o software ImageJ®.  

 

6.15 MENSURAÇÃO DO CONSUMO DE OXIGÊNIO PELA RESPIRAÇÃO 

MITOCONDRIAL 

 

                                                 precursoras de hipocampo (H19-7) 

foi realizada no Seahorse X-24 Analyser                 U                         
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                                                       0,39 mM     7  .               

avaliados foram os seguintes:  

                    :                                  x  ê                                

                           ;  

2   P             P (contribuição da ATP sintase no consumo de oxigênio basal; eficiência 

na síntese de ATP : E                   ó                                       x  ê    

                        ê                                           ó   . N                   

             P    x                                          x  ê      ó            

oligomicina no meio. A oligomi                                  o      P            

      x   .                                                                                

            x  ê    (NELSON; COX, 2013);  

                x   : E                                       x  ê                ó  

                                         P                 - -             x      - 

     x    . E                                 ê                                  x            

              ó                                                                           

(NELSON; COX, 2013). E                                    x    de respiração 

mitocondrial onde todas as mitocôndrias foram ativadas para realizar a respiração celular 

(GNAIGER, 2001); 

    P           E    x               :                      x  ê                       

                                                                  x  ê                

        .               E                 ó                     e antimicina, que inibem 

irreversivelmente os complexos I e III da cadeia respitarória, respectivamente. Des          

                                                    x  ê                                   

                                                  ó    (GNAIGER, 2001);  

 

6.16 ANÁLISE ESTATISTÍCA  

 

Todos os valores foram expressos como médias mais ou menos erro padrão da média 

(média ± EPM). A distribuição normal foi avaliada de acordo com o teste de Kolmogorov-

Smirnov e a identificação de possíveis outliers foi analisada através do teste de Grubbs. 

Quando os valores foram considerados normais, foram empregados os testes t de student e a 
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análise de variância (ANOVA) de uma via. Em todos os testes, P < 0,05 foi considerado 

significativo. O software GraphPad Prism® (San Diego, CA, EUA, 2009) foi utilizado para 

composição de gráficos e avaliação estatística. 

 

 

 

 

 

7 RESULTADOS  

 

7.1 EFEITO DA HIPERGLICEMIA CRÔNICA INDUZIDA PELA ADMINISTRAÇÃO 

DE STZ SOBRE O METABOLISMO ENERGÉTICO HIPOCAMPAL  

 

7.1.1 Conteúdo proteico (total e fosforilado) da proteína cinase dependente de AMP 

(AMPK) no hipocampo  

 

A Figura 6 A-D mostra o resultado da hiperglicemia crônica (60 dias) sobre o 

conteúdo de AMPK-p, AMPK e a relação entre elas, no hipocampo de ratos Wistar adultos. A 

Figura 6A mostra uma diminuição significativa no conteúdo de AMPK-p no hipocampo dos 

animais hiperglicêmicos quando comparados com o grupo controle [t(10)=2,87; P < 0,05]. No 

entanto, a Figura 6B mostra que o conteúdo total da AMPK não foi modificado pelo 

tratamento experimental, resultando numa diminuição significativa da relação AMPK-

p/AMPK (Figura 6C) no hipocampo nos animais hiperglicêmicos comparados com o controle 

[t(13)=3,96; P < 0,01].  
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Figura 6.  Efeito da hiperglicemia crônica (60 dias) induzida pela administração de estreptozotocina 

(STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal), sobre o conteúdo de AMPK-p (A), AMPK (B) e da relação 

AMPK-p/AMPK (C) no hipocampo de ratos Wistar adultos. A hiperglicemia crônica foi induzida 

através da administração i.p. de STZ no grupo hiperglicêmico. Em paralelo os animais do grupo 

controles receberam uma solução de tampão citrato pH 4,5. Os animais que receberam STZ e 

apresentaram glicemia superior a 200mg/dL (11 mmol/L) quatro dias após a administração foram 

considerados hiperglicêmicos e separados como grupo STZ. Os dados obtidos dos experimentos de 

western blotting foram normalizados através da determinação da carga de proteína mensurando o 

            β-actina. Os dados representam a média ± erro padrão da média (Controles: n=4; STZ: 

n=5). * P < 0,05; **P < 0,01 versus o grupo controle. (Teste t de Student para amostras 

independentes). 

 

7.1.2 Contéudo proteico (total e fosforilado) da proteína cinase hepática B1 (LKB1) no 

hipocampo 

 

A Figura 7 A-C mostra o efeito da hiperglicemia crônica (60 dias) sobre o conteúdo 

de LKB1-p, LKB1 e a relação entre elas, no hipocampo de ratos Wistar adultos. O conteúdo 

de LKB1-p (Figura 7A) e o conteúdo total de LKB1 (Figura 7B) não foram modificados pelo 

tratamento experimental, não alterando a relação LKB1-p/LKB1 (Figura 7C) no hipocampo 

dos animais hiperglicêmicos comparados com os controles. 
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Figura 7. Efeito da hiperglicemia crônica (60 dias) induzida pela administração de estreptozotocina 

(STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal), sobre o conteúdo de LKB1-p (A), LKB1 (B) e da relação LKB1-

p/LKB1 (C) no hipocampo de ratos Wistar adultos. Os dados obtidos dos experimentos de western 

blotting foram normalizados através da determinação da carga de proteína mensurando o conteúdo de 

β-actina. Os resultados foram expressos como porcentagem do controle. Os dados representam a 

média ± erro padrão da média (Controles: n=4; STZ: n=5). * P < 0,05; **P < 0,01 versus o grupo 

controle. (Teste t de Student para amostras independentes). 

 

7.1.3 Conteúdo proteico da creatinacinase (CK) frações MM e BB e atividade da CK 

total no hipocampo  

 

A Figura 8 A-C mostra o efeito da hiperglicemia crônica (60 dias) sobre o conteúdo de 

CK-MM e CK-BB e atividade de CK no hipocampo de ratos Wistar adultos. A hiperglicemia 

crônica não modificou o conteúdo total de CK-MM (Figura 8A) tampouco o conteúdo total de 

CK-BB (Figura 8B) no hipocampo dos animais hiperglicêmicos comparados com o controle. 

Ainda, a hiperglicemia crônica não alterou a atividade da CK no hipocampo (Figura 8C) dos 

animais hiperglicêmicos quando comparados com os animais do grupo controle. 
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Figura 8. Efeito da hiperglicemia crônica (60 dias) induzida pela administração de estreptozotocina 

(STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal), sobre o conteúdo da CK-MM (A) e CK-BB (B) e atividade da 

CK (C) no hipocampo de ratos Wistar adultos. Os dados obtidos dos experimentos de western blotting 

                                                                                         β-actina. 

Os resultados foram expressos como porcentagem do controle. Os dados representam a média ± erro 

padrão da média (n=4 animais por grupo). (Teste t de Student para amostras independentes).  

 

7.2 EFEITO DO EXCESSO DE GLICOSE E DOS DERIVADOS DA GLICOSE SOBRE 

A INDUÇÃO DE MITOFAGIA EM CÉLULAS ASTROGLIAIS DE RATO DA 

LINHAGEM C6  

 

A Figura 9 A-C mostra o efeito do tratamento com altas concentrações de glicose (25 

mM) sobre o acúmulo de MG, AGEs e a massa mitocondrial em células astrogliais C6. O 

nosso laboratório, LABOX, demonstrou previamente, numa Dissertação de Mestrado 

(LUCREDI, 2019) que o tratamento com glicose 25mM por 48 horas provoca um aumento 

significativo nas concentrações de MG e AGEs. As Figuras 9A e 9B mostram um aumento 

significativo na concentração intracelular de MG [t(4)=3,79; P < 0,05], bem como de AGEs 

[t(8)=2,87; P < 0,05] após o tratamento com glicose 25 mM por 48 horas, respectivamente. O 

trabalho de Dissertação, ainda demonstrou que este tratamento provoca um aumento de massa 

mitocondrial, como mostrado na Figura 9C [t(8)=4,20; P < 0,01].  
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Figura 9. Efeito de altas concentrações de glicose (25 mM; 48 h) sobre (A) acúmulo de metilglioxal 

(MG) e de (B) proteínas oxidadas por MG (AGEs) e sobre (C) a massa mitocondrial em células 

astrogliais de rato da linhagem C6. Os dados representam a média ± erro padrão da média (n=4; n=8; 

n=8 experimentos independentes). ** P < 0,05; **P < 0,01 versus o grupo controle (Teste t de Student 

para amostras independentes). Com autorização de Naiara Cristina Lucredi (LUCREDI, 2019). 

 

Baseado nestes resultados, foi estudado o efeito de AGEs sobre a indução de 

mitofagia em células astrogliais C6 e de MG sobre a respiração mitocondrial em neurônios 

hipocampais da linhagem H19-7 de ratos. A Figura 10 mostra o efeito dos AGEs (MG-BSA 

0,1 e 1mg/mL) na indução de autofagia em células gliais tratadas por 48 horas. As figuras 

mostram igual indução de formação de autofagossomos nos diferentes tratamentos 

experimentais, não tendo sido observadas diferenças significativas.  

 
Figura 10. Efeito de produtos terminais de glicação (AGEs; 0,1 e 1 mg/mL; 48h) sobre a formação de 

vacúolos autofágicos em células C6 de astroglioma de rato. As fotografias são representativas da 

análise ultraestrutural realizada por microscopia eletrônica de transmissão. A barra nas figuras 

             2 μ . 

 

Para confirmar que a mitofagia não foi induzida, foi realizada a determinação da 

proteína de nucleação de autofagosomas LC3B. A Figura 11 mostra o conteúdo de proteína 

LC3B nas diferentes condições experimentais em células astrogliais C6 expostas a AGEs (1 e 

0.1mg/mL) por 48 h.  
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Figura 11. E                                                    -                                 

                                                              .                                  

                (n= 3 experimentos independentes) (ANOVA de uma via).  

 

7.3 EFEITO DO MG SOBRE A RESPIRAÇÃO MITOCONDRIAL EM NEURÔNIOS 

HIPOCAMPAIS DA LINHAGEM H19-7 DE RATOS  
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linhagem celular de células precursoras de hipocampo H19-7 de ratos. O desenho 

experimental está indicado na Figura 12A. A Figura 12B mostra que o tratamento com MG 

por 24 h não alterou o consumo de oxigênio em condições basais. No entanto, a Figura 12C 

mostra que o MG comprometeu significativamente a eficiência da síntese de ATP (medida 

após a adição de oligomicina; inibidor do complexo V) (t(8)=3,14; P < 0,05). Ainda, a Figura 

12D mostra que a respiração máxima (estado desacoplado induzido por FCCP   μ           

comprometida pelo tratamento. Finalmente, a Figura 12E mostra que o tratamento com MG 

aumentou de modo significante o consumo de oxigênio extra-mitocondrial apontando a um 

aumento na produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) (t(16)=3,14; P < 0,001). 
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Figura 12. Efeito in vitro do          x        μ                       x  ê                    

linhagem celular de células precursoras de hipocampo H19-7. (A) Mostra o desenho experimental. Os 

neurônios hipocampais da linhagem H19-7 foram tratados com MG durante 24 horas, posteriormente 

foram analisados aspectos relacionados a fisiologia mitocondrial através do analisador de consumo de 

oxigênio Seahorse XF-24. As medidas de (B) respiração basal, (C) eficiência na síntese de ATP, (D) 

respiração máxima e (E) geração de espécies reativas de oxigênio (ERO; consumo de oxigênio 

extramitocondrial) foram medidas em respirômetro Seahorse XF-24 em meio de reação contendo 

glutamina 100 mM e glicose na concentração de 0.39 mM  a 37°C. Os dados representam média ± erro 

padrão da média (n= 3 experimentos independentes). *P<0,05; ***P<0,001 versus o grupo controle. 

(Teste t de Student para amostras independentes).  

 

8 DISCUSSÃO 

 

Doenças metabólicas, como o diabetes e a obesidade, podem provocar efeitos 

prejudiciais na cognição e memória (AHMED et al., 2019; COPE et al., 2018; THIELEN et 

al., 2019). No entanto, os mecanismos subjacentes a esses efeitos permanecem em grande 

parte desconhecidos. Neste estudo, exploramos potenciais mecanismos que poderiam mediar 

o desenvolvimento de declínio cognitivo e memória no diabetes e obesidade.  Estudos pré-

clinicos e clínicos apontam que a inflamação associada à obesidade e a resistência à insulina 

pode acometer a função hipocampal, acarretando em déficits de aprendizagem, 

comprometimento cognitivo e neurotoxicidade (GRILLO et al., 2015; GUNSTAD et al., 

2006; JEONG et al., 2005; PARK; CHO; KIM, 2018). Tem sido ainda demonstrado que tanto 

fatores genéticos como epigenéticos estão envolvidos na predisposição à obesidade, DM, 

doença de Alzheimer e doença de Parkinson, como revisado recentemente pelo nosso grupo 

de pesquisa no periódico científico Physiology & Behaviors (BARROS et al., 2019). 

Vários grupos de pesquisa já têm demonstrado que a hiperglicemia crônica 

desencadeia danos neuronais, estado definido como glicotoxicidade, devido ao aumento das 

concentrações intracelulares da glicose (LI et al., 2018), visto que o cérebro é, em geral, um 

tecido independente de insulina e há um influxo a favor do gradiente de concentração de 

glicose (LAMANNA; HARIK, 1985), alterando a homeostase cerebral. Assim, a glicemia 
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aporta o principal substrato energético do SNC (MCKENNA; HOPKINS; CAREY, 2001), 

mas em excesso, se torna tóxica.  

O estado energético celular é monitorado pela AMPK, uma proteína cinase que atua 

como um sensor metabólico, detectando o estado de energia da célula (XIAO et al., 2007) e é 

ativada por fosforilação em resposta ao déficit de energia (KLEMAN et al., 2008), sendo 

altamente expressa no cérebro (TURNLEY et al., 1999). Tanokashira et al. (2018) 

demonstraram que o aumento nos níveis de fosforilação da AMPK por meio da administração 

crônica de metformina facilita a proliferação celular, a diferenciação neuronal e reduz a 

neuroinflamação relacionada ao diabetes no hipocampo, aumentando a neurogênese e 

melhorando as funções cognitivas. O grupo amino presente na estrutura química da 

metformina pode reagir com compostos dicarbonílicos, como MG formando um aduto de 

metformina-MG (triazepinona) e reduzindo a formação de AGES, que são altamente reativos 

e medeiam a toxicidade da glicose (RUGGIERO-LOPEZ et al., 1999). Já foi demonstrado que 

             γ      PK                               (ADAMS, 2004), que podem ser um 

alvo para o MG. Assim, a metformina age sequestrando o MG altamente reativo, reduzindo 

seus adutos potencialmente prejudiciais e atenuando as complicações diabéticas (KINSKY et 

al., 2016). 

No entanto, a hiperglicemia crônica induzida no presente estudo através da 

administração intraperitoneal de STZ em ratos Wistar adultos resultou em uma redução na 

ativação de AMPK no hipocampo desses animais, evidenciada pela relação AMPKp/AMPK, 

indicando uma desregulação da homeostase energética, o que poderia acarretar um cenário 

propício para o desenvolvimento da neurodegeneração.  A ativação da AMPK pode ocorrer 

em resposta ao déficit energético, sendo regulada intimamente pelos nucleotídeos de adenina. 

A interação do AMP com o subunidade regulatória γ da AMPK pode inibir a desfosforilação 

da treonina 172 da AMPK por inibição de fosfatases (DAVIES et al., 1995). Em mamíferos o 

aumento dos níveis da cálcio ativam a proteína calmodulina que pode fosforilar o resíduo de 

treonina 172 na subunidade catalítica da AMPK, gerando sua ativação (HAWLEY et al., 

2005). Ainda, a ação catalítica da LKB1 fosforila diretamente a AMPK no resíduo de treonina 

172 na subunidade alfa catalítica (SHI et al., 2016; HAWLEY et al., 1995). No entanto, o 

conteúdo proteico hipocampal de LKB1 não foi alterado em ratos induzidos a hiperglicemia 

crônica desse presente estudo, indicando que o mecanismo de fosforilação por LKB1 da 
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AMPK não estava deficiente, visto que a LKB1 é constitutivamente ativa e medeia a maioria 

da ativação da AMPK em quase todos os tipos de tecidos (SHI et al., 2016). A ativação de 

AMPK ativa vias catabólicas (produtoras de ATP) e inibe vias anabólicas (consumidoras de 

ATP) após a detecção do aumento da relação AMP/ADP intracelular, o que indica um estresse 

energético (RAMAMURTHY et al., 2014), tornando a AMPK um fator essencial na 

regulação da plasticidade metabólica neuroenergética induzida em resposta à ativação 

sináptica, sendo que sua desregulação pode levar a prejuízos cognitivos (MARINANGELI et 

al., 2018). Huang et al (2015) demonstraram que a ausência de AMPK leva a desregulação de 

genes cuja expressão é promovida pela translocação do fator de transcrição CREB, resultando 

em redução nos níveis de BDNF em neurônios hipocampais primários obtidos de 

camundongos e isso foi associado com comprometimento cognitivo. Ainda, Odaira et al. 

(2019) demonstraram que a ativação da AMPK produz efeitos antidepressivos em 

camundongos, que são mediados pela elevada neurogênese hipocampal. 

O cenário propício para o desenvolvimento das doenças neurodegenerativas também 

pode ser agravado por alterações epigenéticas, que podem ser favorecidas pelo estado de 

hiperglicemia crônica e obesidade. Indivíduos afetados por doenças metabólicas crônicas 

podem apresentar padrões alterados de metilação do DNA e comprometimento da expressão 

de genes neuroprotetores, o que favorecerá neurotoxicidade e comprometimento cognitivo ou 

demência (SCHLENSOG et al., 2016; SMITH et al., 2016). Neste cenário, o nosso grupo de 

pesquisa demonstrou previamente que linfócitos de crianças obesas apresentaram maior 

metilação global de DNA acompanhado por uma menor expressão de REST. Além disso, 

demonstramos que a região promotora do gene REST no hipocampo estava hipermetilada em 

ratos Winstar hiperglicêmicos e isso foi acompanhado por um menor conteúdo de REST e 

BDNF (REMOR et al., 2018). O REST reprime a expressão de genes ligados à morte celular e 

aumenta a expressão de outros, como o CREB, que induzem a preservação da função 

cognitiva em neurônios adultos, assim como a inibição da produção de ERO, preservação da 

integridade, fisiologia e  distribuição mitocondrial (SONG et al., 2016, 2017). Além disso, 

estudos clínicos demonstram que indivíduos obesos adultos também apresentam a região do 

gene BDNF metilada em células mononucleares do sangue periférico (HUANG et al., 2015).  

O declínio cognitivo também parece estar associado ao comprometimento da 

homeostase energética por meio da deficiência da enzima CK  (STÖCKLER-IPSIROGLU; 

MERCIMEK-MAHMUTOGLU; SALOMONS, 2012), que catalisa a transferência reversível 
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de um grupo fosfato do ATP para creatina, formando fosfocreatina (PCr) e adenosina 

difosfato (ADP), conferindo a ela um papel essencial no armazenamento, tamponamento e 

transporte de fosfatos de alta energia das mitocôndrias para os locais de baixa demanda 

energética (ZERVOU et al., 2017). 

Gomez-Pinilla, Vaynman e Ying (2008) sugeriram que os mecanismos de 

homeostase energética gerenciados por CK-Mt e AMPK, objetivando o aumento da síntese de 

ATP, agem em conjunto com o BDNF para modular a aprendizagem e memória hipocampal. 

Além disso, estudos demonstraram que a deficiência da isoforma cerebral da CK, a CK-BB, 

pode afetar o hipocampo, resultando em comprometimento cognitivo (JOST et al., 2002), que 

pode ser agravado pela hiperglicemia crônica, como demonstrado por Ren et al. (2019) que 

evidenciaram a  perda de neurônios hipocampais e declínio cognitivo em camundongos 

tratados com STZ.  

Por outro lado, em condições de estresse energético com consequente redução nos 

níveis de ATP, a AMPK e a CK agem em conjunto visando reestabelecer a homeostase 

energética (RAMÍREZ RÍOS et al., 2014). Sabe-se que a diminuição de ATP neuronal é uma 

característica de doenças neurodegenerativas e a regeneração do ATP pode ocorrer em função 

da atividade da CK, enzima que desempenha um papel fisiológico fundamental nos tecidos de 

alta demanda metabólica, armazenando e transportando energia entre os locais de produção e 

consumo de ATP por ATPases (MEYER et al., 2006).  

O sistema fosfocreatina/creatina cinase gerencia as demandas energéticas do SNC. 

Durante períodos de déficits de energia, a CK converte fosfocreatina em creatina e ATP para 

fornecer um efeito protetor aos tecidos circundantes. Além disso, um aumento nos níveis de 

creatina pode auxiliar na manutenção do status energético hipocampal (DEWAN et al., 2019). 

No entanto, o conteúdo proteico das isoformas da CK, CK-BB e CK-MM, não foi alterado no 

hipocampo de ratos hiperglicêmicos nesse presente estudo, assim como a atividade da CK, 

resultado semelhante à Ceretta et al. (2010), que também observaram que a hiperglicemia não 

alterou a atividade da CK no hipocampo de ratos. Esses resultados indicam que o 

metabolismo energético hipocampal pode ser comprometido tanto pela menor ativação da 

AMPK quanto pela não alteração nos níveis de CK, mesmo em condição de déficit energético 

causado pela hiperglicemia, sugerindo que não houve um processo de adaptação metabólica 

para compensar esse déficit, visto que o aumento da CK também pode estar relacionado à 
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disfunção mitocondrial, situação em que a produção de ATP diminuiu e a CK no citoplasma 

age como um mecanismo compensatório, tentando aumentar os níveis de ATP (XU et al., 

2019), o que a torna essencial no metabolismo energético do SNC, mas pode ser um dos alvos 

para ERO (AMIN; KAMEL; ABD ELTAWAB, 2011).  

A hiperglicemia pode aumentar drasticamente a produção de ERO por inibir a função 

mitocondrial em resposta ao aumento da via de poliol, das hexosaminas, da formação de 

AGEs e da ativação do PKC (para uma revisão ver [BROWNLEE, 2005]), além de acelerar a 

inflamação hipocampal, podendo favorecer o comprometimento cognitivo (LI et al., 2019;).  

O excesso de ERO contribui para a degeneração neuronal e axonal por meio da disfunção 

mitocondrial, sendo que sua produção é predominante nos complexos I e III da cadeia 

transportadora de elétrons e deficiências nesses complexos estão associadas a alterações na 

síntese de ATP (TALLA et al., 2015).  

Estudos prévios do nosso grupo demonstraram em cérebro de ratos com 

hiperglicemia crônica induzida por STZ uma redução da atividade dos complexos da cadeia 

respiratória e o desenvolvimento de declínio cognitivo avaliado por meio do teste de esquiva 

inibitória (REMOR et al., 2018). Além disso, nesse presente estudo demonstramos a 

consequência de um meio com altas concentrações de glicose sobre células nervosas, 

neurônios hipocampais da linhagem H19-7 apresentaram síntese de ATP comprometida e 

síntese de ERO estimulada pelo tratamento, indicando disfunção mitocondrial e um cenário 

propício para o desenvolvimento de neurodegeneração. 

 Outros trabalhos prévios do nosso grupo apresentados aqui demonstraram um 

aumento da massa mitocondrial em astrócitos da linhagem C6 após tratamento com glicose e 

também um aumento no acúmulo de MG e de proteínas oxidadas por MG (AGEs) 

(LUCREDI, 2019), um dicarbonil altamente reativo que forma adutos com resíduos de 

cisteína, lisina e arginina de proteínas, podendo levar degradação fisiológica, inativação de 

enzimas e desnaturação protéica (LO et al., 1994; PAPOULIS; AL-ABED; BUCALA, 1995; 

WESTWOOD; MCLELLAN; THORNALLEY, 1994). Resultados de acordo com McLeillan 

et al. (1994), que demonstraram através de um estudo clínico que as concentrações 

plasmáticas de MG são 3-6 vezes maior em pacientes diabéticos. Além disso, Edwards et al. 

(2010) demonstraram que durante hiperglicemia de curto prazo ocorre biogênese incompleta e 

superatividade da fissão mitocondrial em neurônios, mas a longo prazo o acúmulo de ERO 

favorece a fissão mitocondrial e resulta em mitocôndrias disfuncionais e capacidade 
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respiratória reduzida, apesar de, em número, as mitocôndrias estarem aumentadas 

(EDWARDS et al., 2010), o que pode favorecer a neurodegeneração, comprometendo a 

memória.  

A disfunção mitocondrial é um fator crucial para danos neuronais que contribuem 

para o declínio cognitivo (OSORIO-PAZ et al., 2018). Estudos demonstraram que o diabetes 

prejudica a estrutura e a função sináptica no hipocampo (BAPTISTA et al., 2013; GASPAR et 

al., 2010; GRILLO et al., 2005). Além disso, o desenvolvimento de neurodegeneração 

também está associado à dinâmica mitocondrial, um processo essencial para a morte ou 

sobrevivência das células (CHUANG et al., 2019; LEINNINGER et al., 2006). 

Outro fator associado à neurodegeneração é a autofagia, disfunções nesse processo 

têm sido implicadas na patogênese de doenças neurodegenerativas, como o Parkinson 

(DEHAY et al., 2010). A autofagia é uma via de degradação crítica para a renovação de 

organelas disfuncionais ou proteínas danificadas ao lisossomo para manter a homeostase 

metabólica celular (para uma revisão ver [DUNN, 1994]).  A formação do autofagossomo em 

resposta ao estresse celular ocorre devido a proteínas como o LC3B, que desempenha um 

papel fundamental na formação dos vacúolos autofágicos (KABEYA, 2000). 

Nesse presente estudo foi demonstrado que células astrocíticas C6 expostas ao 

derivado da glicose, o metilglioxal, não alteraram o conteúdo de LC3B, indicando que a 

mitofagia basal não foi estimulada e, mesmo estando disfuncionais, as mitocôndrias estavam 

sendo mantidas no tecido, sugerindo um aumento da vulnerabilidade para o desenvolvimento 

de neurodegeneração, visto que a mitofagia gera efeitos neuroprotetores contra lesões 

neuronais hipocampais induzidas por diabetes e também comprometimento cognitivo, sendo 

estimulada pelo aumento da ativação de AMPK (KONG et al., 2018). 

Ainda, o exercício físico tem sido proposto como intervenção não farmacológica 

para prevenir o desenvolvimento de muitas doenças com progressão crônica, incluindo o 

declínio cognitivo (GRONWALD et al., 2019). No entanto, uma recente meta-análise de 

Sanders et al. (2019), demonstrou a carência de estudos em diferentes intensidades e das 

relações dose-resposta de exercício físico que levariam a resultados benéficos na cognição 

(SANDERS et al., 2019). Porém, a literatura demonstra uma intíma relação do exercício físico 

no aumento da atividade do BDNF através de alterações epigenéticas (COTMAN; 
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BERCHTOLD; CHRISTIE, 2007; ERICKSON, 2014; RIDLER, 2018; SLEIMAN et al., 

2016).  

Estudos em roedores conduzidos por Creer et al. ( 2010) e Van Praag et al. (2005) 

sugerem que alterações epigenéticas são associados com proliferação celular na região do 

hipocampo. Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram que o modelo de 

exercício físico voluntário pode aumentar a expressão de BDNF concomitante ao aumento da 

expressão de REST no hipocampo de ratos  (DALLAGNOL et al., 2017). Ainda, Ashton et al. 

(2017) sugeriram uma possível associação entre os níveis plasmáticos de REST com 

neurodegeneração e risco de DA em humanos.  

Embora o impacto negativo das doenças metabólicas na cognição tenha sido 

investigado extensivamente em humanos e animais experimentais, sua prevenção ou 

tratamento está longe de ser bem-sucedida. Sabe-se que a obesidade regula negativamente a 

expressão do BDNF hipocampal (BUCHMAN et al., 2016; SHARMA; TALIYAN; 

RAMAGIRI, 2015), e o baixo conteúdo sanguíneo e cerebral de BDNF foi observado em 

indivíduos obesos e modelos animais com comprometimento cognitivo (BUCHMAN et al., 

2016). O exercício físico pode potencialmente reverter ou impedir alterações epigenéticas, no 

entanto, a compreensão do remodelamento da cromatina induzida por essa intervenção livre 

de drogas no comprometimento cognitivo orientado pela obesidade não foi extensamente 

elucidada ou confirmada. 

Uma melhor compreensão dos mecanismos moleculares envolvidos no aumento da 

cognição induzida pelo exercício, em particular aqueles relacionados 

a alterações epigenéticas reversíveis, permitirá a prescrição de protocolos de exercícios 

apropriados, o que acabará por resultar em melhores resultados cognitivos. Além disso, o 

REST pode ser um potencial biomarcador de declínio cognitivo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/epigenetics
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9 CONCLUSÃO 

 

Em ratos tratados com STZ foi observado uma relação de AMPK-p/AMPK 

diminuída e isso sugere que a desregulação metabólica presente na obesidade e/ou DM pode 

comprometer a atividade do principal regulador energético, a AMPK, acometendo a 

homeostase celular do hipocampo e provocando prejuízos na fisiologia mitocondrial que 

resultaria em declínio cognitivo e predisposição à neurodegeneração, como previamente 

demonstrado pelo nosso grupo de pesquisa. 

 

10  PERSPECTIVAS 

 

O MG reage de forma não enzimática com resíduos de arginina, lisina e cisteína de 

proteínas intracelulares formando os produtos de glicação avançada (AGEs) (AHMED et al., 

1997). A subunidade regulatória  da AMPK possui 3 resíduos de arginina que são sensíveis a 

ação do MG (GUGLIUCCI, 2009). Dessa forma, o MG reage com resíduos de arginina para 

formação das bases de Schiff. Uma vez a subunidade  estando oxidada, pode perder a 

capacidade de ativar a AMPK, prejudicando a homeostase energética. Para verificar essa 

hipótese, será analisado o conteúdo de bases de Schiff na proteína AMPK purificada do 

hipocampo de animais diabéticos, através do anti-corpo específico. 
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SEÇÃO 2: MANUSCRITO PUBLICADO EM PERIÓDICO 

Modificações epigenéticas induzidas pelo exercício: intervenção não farmacológica para 

melhorar os déficits cognitivos associados à obesidade 

 

Artigo publicado na revista Physiology & Behavior em janeiro de 2019, volume 204, páginas 

309- 2 :  Epigenetic modifications induced by exercise: Drug-free intervention to improve 

cognitive deficits associated with obesity’’. Barros et al.  

 

A obesidade e os distúrbios metabólicos estão aumentando em todo o mundo e estão 

associados à atrofia e disfunção cerebral, que são fatores de risco para demência de início 

tardio e doença de Alzheimer. Estudos epidemiológicos demonstraram que mudanças no 

estilo de vida, incluindo a prática frequente de exercícios físicos, são capazes de prevenir e 

tratar não apenas obesidade / distúrbios metabólicos, mas também melhorar a função 

cognitiva e a demência dos acometidos.  Durante a última década, várias vias bioquímicas 

foram investigadas para compreender os mecanismos subjacentes envolvidos nos efeitos 

benéficos do exercício físico na cognição, obesidade e muitas outras condições com 

progressão crônica. Embora o desempenho, o tamanho muscular e a sensibilidade à insulina 

possam diminuir após algumas semanas de inatividade física (JEON et al., 2013), alguns 

outros efeitos induzidos pelo exercício duram um tempo considerável, a ponto de afetar 

gerações futuras como mostrado recentemente em roedores experimentais (BENITO et al., 

2018). Esta mini-revisão resume as pesquisas fundamentais em andamento sobre os 

mecanismos epigenéticos induzidos pelo exercício físico e os efeitos benéficos no declínio 
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cognitivo associado à obesidade, destacando potenciais contribuintes e mediadores 

bioquímicos. 

 

O principal objetivo deste trabalho foi revisar o estado-da-arte dos mecanismos 

neuroprotetores induzidos pelo exercício físico sobre o declínio cognitivo associado à 

obesidade e distúrbios metabólicos como no diabetes mellitus.   

O trabalho foi apresentado na forma de uma revisão narrativa. Para tal foram 

pesquisados, no período de agosto de 2018 até janeiro de 2019, artigos em língua inglesa entre 

1976 a 2019 disponíveis na base de dados eletrônica US National Library of 

Medicine (PubMED), Cochrane Central Register de Ensaios Controlados (CENTRAL), 

ScienceDirect e Google Acadêmico. Foram adotados os seguintes indexadores com diferentes 

combinações: Epigenetics and Exercise and Cognitive impairment and Obesity. Buscas 

manuais adicionais foram realizadas a partir das referências encontradas. Foram definidos 

como critérios de exclusão artigos duplicados, que não fossem originais ou que não 

apresentassem conteúdo relevante para esta revisão, bem como artigos que não abordassem 

epigenética, exercício físico, cognição e/ou obesidade.  

No total, foram consultados 500 artigos, dos quais 291 foram excluídos por não 

serem originais, por duplicidade no banco de dados ou por não abordarem epigenética, 

exercício físico, cognição e/ou obesidade, resultando em 219 artigos elegíveis para essa 

revisão por serem originais e abordarem os temas de interesse (Figura 1). 

 

Figura 1 - Fluxograma 
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