Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica

Dissertacao de Mestrado

AVALIAGAO DO EFEITO DO DIABETES MELLITUS TIPO 1 INDUZIDO POR
INJEGAO DE ESTREPTOZOTOCINA INTRAPERITONEAL NA MEMORIA,
APRENDIZAGEM E PARAMETROS BIOQUIMICOS DE RATOS WISTAR JOVENS

Miriara Borges Leal
Orientador: Prof. Carlos Alberto Gongalves

Co-orientadora: Dra. Adriana Fernanda K. Vizuete

Porto Alegre, RS, Brasil
2023



Miriara Borges Leal

AVALIAGAO DO EFEITO DO DIABETES MELLITUS TIPO 1 INDUZIDO POR
INJEGAO DE ESTREPTOZOTOCINA INTRAPERITONEAL NA MEMORIA,
APRENDIZAGEM E PARAMETROS BIOQUiIMICOS DE RATOS WISTAR JOVENS

Dissertagao apresentada ao Programa de
Pos-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas:
Bioquimica do Instituto de Ciéncias Basicas
da Saude da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul como requisito parcial para a

obtencao do titulo de mestra em Bioquimica.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto
Goncalves
Coorientadora: Dra. Adriana Fernanda K.

Vizuete

Porto Alegre
2023



CIP - Catalogacgdo na Publicagao

leal, Miriara Borges

Avaliac8o do efeito do Diabetes Mellitus tipo 1
induzido por injecdoc de estreptozotocina
intraperitoneal na meméria, aprendizagem = parimetros
bioguimicos de ratos Wistar jovens / Miriara Borges
Leal. -- 2023,

o5+ R

Orientador: Carlos Alberto Gongalves,

Coorientadora: Adriana Fernanda K. Vizuete.

Dissertacd3o (Mestrado) -- Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Instituto de Ciénecias Basicas da
Satde, Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
Bioldgicas: Bioguimica, Porto Alegre, BR-RS, 2023,

1. Diabetes Mellitus. Z. Dano cognitivo. 3.
Comportamento, I, Gongalves, Carlos Alberto, orient,
II. Fernanda K. Vizuete, Adriana, coorient. III.
Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragao Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




Miriara Borges Leal

AVALIAGAO DO EFEITO DO DIABETES MELLITUS TIPO 1 INDUZIDO POR
INJEGAO DE ESTREPTOZOTOCINA INTRAPERITONEAL NA MEMORIA,
APRENDIZAGEM E PARAMETROS BIOQUiIMICOS DE RATOS WISTAR JOVENS

Trabalho de conclusao de curso de pos graduagao apresentado ao Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul como

requisito parcial para a obtencgao do titulo de mestra em Bioquimica.

Aprovado em: 27 de Janeiro de 2023.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. André Quincozes dos Santos - Departamento de Bioquimica UFRGS

)/

[ S - E, )
l\j/‘:({fll;ff { t’ifa" 5';’41'?/:’? i )’ i:1

/o (/

Dra. Patricia Sesterheim - Centro Estadual de Vigilancia Sanitaria

Lol 20vettD du Botcels

Dra. Caroline Zanotto de Boeckel - Grupo Hospitalar Conceicao

Prof. Dr. Carlos Alberto Gongalves - Departamento de Bioquimica UFRGS

(orientador)



RESUMO

O Diabetes Mellitus (DM) é definido como uma desordem do metabolismo de
carboidratos, lipideos e proteinas, caracterizado principalmente por hiperglicemia
cronica. A hiperglicemia esta relacionada com diversas alteragdes, tanto periféricas,
quanto no sistema nervoso central (SNC). Dentre as complicagbes do DM, podemos
destacar o declinio da fungao cerebral, podendo estar relacionado com o
desenvolvimento de doengas neurodegenerativas. A maioria da populagao
acometida por DM tipo 1 (DM1) apresenta os primeiros sintomas complexantes na
infancia e adolescéncia. O DM1 causa, entre outras complicagdes, neuroinflamacgao
seguida de dano ao SNC e perda cognitiva. Este projeto visa padronizar o modelo
de DM1 em ratos Wistar jovens e gerar conhecimento sobre essa patologia no
desempenho cognitivo e alteragées neuroquimicas. Foi padronizado dose de inje¢cao
de estreptozotocina (STZ) intraperitoneal (IP) de 70 mg/Kg, que foi capaz de
mimetizar as alteragdes relacionadas ao DM1, observadas dois dias pos injecao
através da mensuracdo da glicemia. Animais diabéticos apresentaram declinio
cognitivo por alteragdes comportamentais, nos testes de Reconhecimento de
Objetos (RO) e Morris Water Maze (MWM) e bioquimicas. Também observamos
alteragdes em marcadores de estresse oxidativo, detoxificagdo do metilglioxal,
astrocitarios e neurotroficos hipocampais. Além disso, foram encontradas alteragdes
nas atividades e niveis sanguineos de transaminases, lipideos e metabdlitos
nitrogenados. Com este estudo, observamos alteragbes neuroquimicas sobre a
fisiopatologia do DM1 em ratos Wistar jovens, mas muito ainda precisa ser
elucidado. Sao necessarios mais estudos para que possamos melhorar nossa
compreensao a respeito dessa doenga no publico jovem e, enfim, buscar melhores e

mais eficientes formas de tratamento.



ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is defined as a disorder of carbohydrate, lipid and protein
metabolism, mainly characterized by chronic hyperglycemia. Hyperglycemia is
related to several alterations, both peripheral and in the central nervous system
(CNS). Among the complications of DM, we can highlight the decline in brain
function, which may be related to the development of neurodegenerative diseases.
The majority of the population affected by type 1 DM (DM1) presents the first
complexing symptoms in childhood and adolescence. DM1 causes, among other
complications, neuroinflammation followed by CNS damage and cognitive loss. This
project aims to standardize the DM1 model in young Wistar rats and generate
knowledge about this pathology in cognitive performance and neurochemical
changes. An intraperitoneal (IP) streptozotocin (STZ) injection dose of 70 mg/Kg was
standardized, which was able to mimic the changes related to DM1, observed two
days after the injection through the measurement of blood glucose. Diabetic animals
showed cognitive decline due to behavioral alterations, in the Object Recognition
(OR) and Morris Water Maze (MWM) and biochemical tests. We also observed
alterations in markers of oxidative stress, methylglyoxal detoxification, astrocytes and
hippocampal neurotrophs. In addition, changes were found in the activities and blood
levels of transaminases, lipids and nitrogenous catabolites. With this study, we
observed neurochemical alterations on the pathophysiology of DM1 in young Wistar
rats, but much remains to be elucidated. More studies are needed so that we can
improve our understanding of this disease in young people and, finally, seek better

and more efficient forms of treatment.
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Introducgao
Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus (DM) é definido como uma desordem do metabolismo de
carboidratos, lipideos e proteinas, caracterizado principalmente por hiperglicemia
cronica (Zanotto et al.,, 2016). Esta € uma das mais importantes desordens
metabdlicas que causam mortes no mundo (Shehata et al., 2017), tendo sido
estimado que em média 7 milhdes de pessoas morreram por conta das
complicagdes relacionadas ao DM em 2021 (Boulton et al., 2021). Além disso,
atualmente 537 milhdes de pessoas s&o portadoras de DM (Boulton et al., 2021). De
acordo com o “Internacional Diabetes Federation Atlas” (2019), nos ultimos 20 anos
houve um aumento expressivo do numero de pessoas que foram diagnosticadas
com DM, chegando a um aumento de 51% desde a primeira edigdo da revista no
ano de 2000. O gasto estimado com essa doenca € de aproximadamente 588
bilhdes de ddlares por ano mundialmente (Boulton et al., 2021).

Existem trés tipos principais de DM diagnosticados: tipo 1, tipo 2 e
gestacional. O tipo 2 é o de maior prevaléncia (90% dos casos) e pode ser
encontrado em individuos de todas as idades. E caracterizado por resisténcia a
insulina, a qual se resume a uma incapacidade do organismo responder totalmente
a insulina e/ou a uma produgao inadequada desse horménio. Além deste, ha o
diabetes gestacional, que é diagnosticado a partir da constatagao de hiperglicemia
durante a gestacdo e a cada ano é observado um aumento dos casos dessa
desordem. Se estima que ocorra diabetes gestacional em 1 a cada 6 gestagdes
(Cho et al., 2017).

Alguns autores tém sugerido o termo “DM tipo 3” em situagdes nas quais uma
pessoa com diabetes tipo 2 desenvolve declinio cognitivo e, por consequéncia, o
desenvolvimento de doenga neurodegenerativa, como a de maior prevaléncia no
mundo, a Doenca de Alzheimer (DA). Sabe-se que a maior prevaléncia da DA é em
pacientes com histérico de diabetes (Saedi et al., 2016). Por isso, ao utilizar o termo
‘DM tipo 37, se tenta chamar a atengdo da populagdo e da comunidade médica para
realizar o diagnostico e tratamento preventivo do DM o mais cedo possivel. Dessa
forma, evita-se a progressdo do DM2 ao ponto do desenvolvimento de declinio
cognitivo e consequentemente Alzheimer pelo paciente diabético (Kandimalla et al.,

2018). Percebe-se também uma forte semelhanga da DA com DM1 e DM2. Como o
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DM1, a deficiéncia de insulina faz parte de alguns mecanismos na DA e, como o
DM2, a DA esta associada a resisténcia a insulina no estagio inicial de
desenvolvimento. Como consequéncia, a DA pode ser considerada como a forma
cerebral do diabetes (Saedi et al., 2016). Essa relagdo também é bioquimicamente
estabelecida, ja que em estudos anteriores foi constatado que anormalidades na
sinalizagdo da insulina e na sensibilidade do receptor de insulina em neurénios na
DA estdo relacionados a disfun¢cdes metabdlicas como o DM (Zilliox et al., 2016).
Inclusive, o aumento do estresse oxidativo tem tido um papel fundamental para o
desenvolvimento de DA por pacientes com DM que favorece o dano oxidativo,
hiperfosforilagdo da proteina tau, disfuncdo mitocondrial e acumulo de placas
B-amiloides no espacgo extracelular (Saedi et al., 2016).

Entretanto, apesar de nao ocorrer na maioria nos casos de Diabetes, o DM
tipo 1 (DM1) é o mais comum em criangas e adolescentes. Cerca de 1,2 milhdes de
criangas no mundo sao portadoras de DM1 atualmente (Boulton et al., 2021) e,
geralmente, é causado por uma reacdo autoimune na qual as células beta
produtoras de insulina nas ilhotas pancreaticas sao atacadas pelo sistema
imunoldgico (Cabrera et al., 2016). Como resultado, ocorre a producao de pouca ou
nenhuma insulina, entdo, é observada a deficiéncia relativa ou absoluta deste
horménio (Khemakhem et al., 2020). Por conta desse déficit de insulina, a glicose
absorvida a partir da alimentagcdo ndao é metabolizada, continuando na circulagao
sanguinea e ocasionando, dessa maneira, a hiperglicemia. Os sintomas mais
comuns nesse publico, € a poliuria, polidipsia e perda de peso, sendo que
aproximadamente 1/3 destes, apresenta cetoacidose diabética (DiMeglio et al.,
2018). Também se deve considerar as particularidades dessa faixa etaria, como
alteracbes na sensibilidade a insulina relacionadas a maturidade sexual e
crescimento fisico, capacidade de autocuidado e vulnerabilidade neurolégica a
hipoglicemia e, principalmente, a hiperglicemia (Bigaran et al., 2022).
Recentemente, além de ser considerada uma doencga autoimune, o DM1 tem sido
reconhecido como um resultado de uma interagcdo complexa entre fatores
ambientais e de microbioma, genoma, metabolismo e sistema imune (DiMeglio et
al., 2018). A hiperglicemia no DM1 esta relacionada com diversas alteragdes, tanto
periféricas, como no SNC, como por exemplo, a auto-oxidagdo da glicose, a

geracado de produtos finais de glicagdo avancada (AGEs), o desequilibrio entre a
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geragao de radicais livres e defesas antioxidantes, e inflamagao (Parvizi et al.,
2014).

Geralmente, o diagnodstico do DM é realizado quando os niveis de
hemoglobina glicada (HbA1c) aparecem acima de 6,5%. Os niveis de glicemia
maiores que 126 mg/dL em jejum, ou maiores que 200 mg/dL a qualquer momento
do dia (glicemia casual) ou duas horas apés a ingestdo de 75 g de glicose dissolvida
em agua (teste de tolerdncia a glicose) também podem ser utilizados como
indicativo de DM (DiMeglio et al., 2018; CONITEC-SUS, 2019).

Recentemente tém sido reveladas melhores formas de diagnéstico do DM1,
ao se investigar em cada paciente a relacdo da quantidade de anticorpos
pancreaticos autoimunes encontrados e a probabilidade de se contrair a doenca.
Nestas formas de diagnéstico dividimos em 3 ou 4 estagios, o primeiro sem
sintomas, no segundo estagio percebemos a quantidade anormal de agucar no
sangue, nomeada disglicemia, na terceira se estabelece o diagndstico clinico do
DM1 quando se percebe a hiperglicemia (Powers, 2021) e no quarto estagio a
doencga ja esta estabelecida de longa data (DiMeglio et al., 2018). Em estudo
realizado por Ziegler et al. (2013) com criangcas de idades variadas (de
recém-nascidos até 20 anos de idade) evidenciou que aproximadamente aos 10
anos de idade, em criangas predispostas geneticamente a contrair o DM1 (com
parentes proximos com a doenga) apresentam a ativacdo de pelo menos 2
anticorpos autoimunes. A presenga sérica de 2 anticorpos autoimunes ou mais
ativados, relaciona-se com os sintomas corriqueiros do DM1, principalmente a
hiperglicemia, e assim se determina o segundo estagio diagndstico. Quando se
encontram mais de 3 anticorpos ativados, pode-se observar desordens metabdlicas
e outras disfungoes.

Ja foi comprovado que o DM, tanto o tipo 1 como o tipo 2, aumenta em pelo
menos duas vezes o risco de deméncia e disfun¢des cognitivas (Umegaki et al.,
2014). Pelo menos 3 alteragbes bioquimicas tém sido estudadas e associadas com
os déficits cognitivos no DM: alteragdes vasculares, resisténcia a insulina e falha na
regulacao da glicose (Nardin et al., 2014). A duragao do DM é um fator de risco para
o aumento do declinio cognitivo (Zanotto et al., 2016). Outro fato € que a
fisiopatologia do declinio cognitivo no DM esta envolvida com o prejuizo na
sinalizagao de insulina cerebral, aumento de processos inflamatérios e aumento do

estresse oxidativo, além de defeitos no metabolismo e regulagdao mitocondriais

14



(Zilliox et al., 2016). O hipocampo é uma area chave do encéfalo responsavel pelo
aprendizado, memoria e cognigdo. Essa regido € uma das poucas em que 0s
receptores de insulina cerebrais se encontram expressos. A autofosforilagao desses
receptores desencadeia uma cascata de eventos como a translocagdo do
transportador de glicose do tipo 4 (GLUT-4) e cumprem um papel essencial na
manutengao da fungdo neuronal em termos metabdlicos, de crescimento sinapticos
e como moduladores de sobrevivéncia (Hussain et al., 2019).

Além disso, sabe-se que o DM causa muitas complicagdes, como disturbios
gastrointestinais, cardiomiopatia, retinopatia, nefropatia e neuropatia. Assim como,
declinio da funcao cerebral, podendo estar relacionado com o desenvolvimento de

doengas neurodegenerativas (Delkhosh-Kasmaie et al., 2018).
Dano cognitivo em jovens diabéticos

Tendo em vista que a cognigéo é definida como “a agdo ou processo mental
de aquisicdo de conhecimento e compreensdo por meio do pensamento, da
experiéncia e dos sentidos”. A memodria, por outro lado, é a retengao, registro e
processo de recuperagao do conhecimento. Dessa forma, determinamos que todo o
conhecimento adquirido com a experiéncia, como fatos conhecidos, eventos
lembrados, habilidades adquiridas e aplicadas, € considerado como memoria (Saedi
et al., 2016).

Apesar de se ter conhecimento das complicagdes relacionadas ao DM1,
pouco se tem estudado a respeito do seu efeito no SNC em ratos jovens com a
doenga. Em estudos realizados com humanos jovens diabéticos, foram encontradas
evidéncias de prejuizo cognitivo de diversas maneiras (Li et al., 2017). Sendo
encontradas alteragbes como prejuizo em tarefas motoras, sensoriais, verbais e
neurocognitivas incluindo declinio na fungdo cognitiva de forma crénica ou aguda
com efeitos prejudiciais na velocidade psicomotora, flexibilidade cognitiva, atencédo e
percepcao visual (Li et al., 2017; DiMeglio et al., 2018). Essa disfungao cognitiva foi
caracterizada por Shalimova et al. (2019) como uma diminuicao da velocidade e
flexibilidade mental, mas o aprendizado e a memdéria ndo foram afetados em alguns
pacientes. Criangas em que o DM1 é diagnosticado com menos de 7 anos de idade
correm maior risco de disfungdo cognitiva mais grave (Saedi et al., 2016).
Comparando estudos com criangas e adultos com DM1, Shalimova et al. (2019)

ressalta que, em tarefas cognitivas que exigem concentracdo e resposta rapida
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psicomotora, ambas faixas etarias de pacientes diabéticos apresentam menor
desempenho, demonstrando “mental slowing” (lentiddo mental em tradugédo livre)
comparados aos controles ndo-diabéticos. DiMeglio et al. (2018) destaca que a
maioria dos autores relacionam essas alteragdes fisiopatoldégicas com alteragcdes
micro e macrovasculares e alteragdes na estrutura cerebral, perda neuronal e atrofia
encefalica. Uma das alteragdes macrovasculares causadas pelo DM é a doenca
cerebrovascular, cuja principal causa € a aterosclerose (Luna et al., 2021).
Shalimova et al. (2019) revela que duas principais complicagdes clinicas
microvasculares (retinopatia diabética proliferativa e complicagées renais) e fatores
sociais foram associados a um estimado declinio cognitivo. Essas complicagbes
microvasculares diabéticas sdo causadas pela exposi¢céo prolongada a altos niveis
de glicose (Giacco & Brownlee, 2010). Além disso, em modelo animal usando ratos
jovens de 17 dias de idade, percebeu-se prejuizo na plasticidade sinaptica e na
transmissao sinaptica excitatéria que estao correlacionados com a consolidacéo da
memoria (Sasaki-Hamada et al., 2012). Esses estudos nos proporcionam a
investigacdo mais aprofundada no efeito do DM1 em ratos jovens nessa e em outras
areas do SNC. Sendo importante considerarmos as alteragcdes na estrutura e fungao
cerebral ja que é uma grande preocupagao porque tem impacto na qualidade de

vida geral do paciente diabético (Luna et al., 2021).

Modelo in vivo de Diabetes Mellitus Tipo 1

O DM1 pode ser induzido em animais pela administragao intraperitonial (IP)
de estreptozotocina (STZ), composto alquilante sintetizado por bactérias
gram-positivas  Streptomyceste sachromogenes. A STZ mimetiza os efeitos
periféricos relacionados ao DM1 e também promove a ativacdo da inflamacgao
(Zanotto et al., 2016; Shehata et al., 2017), pois essa substancia é capaz de matar
as células beta pancreaticas, por conta de sua alta toxicidade e, com isso, causar
um prejuizo no metabolismo da glicose e diminuir ou extinguir a secregao de
insulina no animal (Rodrigues et al.,, 2019). Além disso, quando a STZ é
administrada por via IP, atingindo assim o pancreas, ela promove a fragmentacao do
DNA, formagéao de radicais livres e consequente morte celular (Tese de doutorado
de Rodrigues et al., 2010).
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Este modelo de indugado de DM1 in vivo em roedores € bem caracterizado em
animais adultos ou idosos, principalmente em ratos e camundongos. Ndo € muito
usado o modelo em animais jovens, pois ha um nivel significativo de mortalidade
dos animais (<20%) e é necessaria uma concentracdo superior de STZ para
indugdo quando comparados a animais mais velhos (Furman, 2015; Masiello et al.,
1975). De acordo com a literatura, as concentracdes de STZ para indugédo de DM1
em ratos variam de 50 mg/Kg - 100 mg/Kg (Simas, 2020). No entanto, essas
concentragbes nao sao padronizadas e variam de acordo com o peso e idade do

animal (Masiello et al., 1975).
Neuroinflamagao

A neuroinflamacgao € o processo inflamatério no tecido nervoso e permite a
comunicagao entre o sistema imune e o SNC. E uma resposta celular e molecular a
diferentes tipos de lesbes causadas por patégenos ou danos celulares (Glass et al.,
2010; Tese de doutorado de Vizuete, 2017).

A principio, a neuroinflamagao auxilia na prevencdo do dano ao SNC e na
recuperacgao do tecido lesionado. No entanto, quando a resposta inflamatdria ocorre
de forma crénica, €& relacionada com desenvolvimento de doencgas
neurodegenerativas e disfungdes neuroldgicas (Gongalves et al., 2013).

Uma das patogéneses que podem induzir um processo de neuroinflamacéao é
o DM tipo 3, observado em pacientes com Doenga de Alzheimer (DA). Com as
alteragdes provocadas pelo DM, o individuo torna-se suscetivel a
neurodegeneracgao, por isso, o DM é considerado um fator de risco para DA. A
neurodegeneracdo € intimamente relacionada com a neuroinflamagao, assim é
considerada uma consequéncia da outra (Kandimalla et al., 2018).

Essa reagao inflamatdria no SNC ocorre inicialmente através da ativagdo das
células gliais, essenciais para protegdo e manutengcédo dos neurdnios. Essas células
estimulam a sinalizagao que atinge receptores como o receptor do tipo toll 4 (TLR-4)
no encéfalo e os receptores de produtos finais de glicagdo avancada (RAGESs).
Estes, por sua vez, enviam sinais aos fatores de transcrigdo, como o fator nuclear
kappa B (NF-kB) no nucleo de células gliais, que induzem a ativacdo das
cicloxigenase 2 (COX-2) e, assim, liberam prostaglandinas, como prostaglandinas
E-2 (PGE-2), além da produgdao e secregao de citocinas pro-inflamatérias pelas

células gliais, como por exemplo, as interleucinas 13 e 6 (IL-1B3, IL-6) e fator de
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necrose tumoral alfa (TNF-a). Outra consequéncia da neuroinflamagao é o aumento
da liberagdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) através da estimulagdo da
NADPH-oxidase e por consequéncia da apoptose e necrose ocasionada pela
inflamacdo no SNC (Glass et al.,, 2010). Todas estas alteragbes resultam em
neurodegeneracéo e, consequentemente, em deméncia, o que se resume a perda

cognitiva e de memodria, parcial ou completamente.

Astrocitos

As principais células gliais que interagem com os neurdnios sédo os astrocitos.
Eles realizam essa interagdo por meio de um processo denominado sinapse
tripartite (Perea et al., 2009). Essas células sdo capazes de regular a homeostase
metabdlica de ions e a concentragcdo de neurotransmissores no SNC, além disso,
sdo capazes de secretar citocinas pro-inflamatodrias e fatores tréficos, que auxiliam
no combate a inflamacgao (Hansen et al., 2017).

As células em questdo desempenham importantes fungées no metabolismo
energético cerebral, como na modulagédo dos niveis de glicose, captando glicose do
espaco extracelular, através do transportador de glicose do tipo 1 (GLUT-1) e
distribuindo lactato para os neurénios (Pellerin et al., 2007).

Os astrocitos podem proteger os neurdénios de diferentes insultos, como da
producédo de EROs, gracas a sua alta capacidade antioxidante, e podem liberar
fatores neurotroficos que aumentam a sobrevivéncia neuronal, como o fator
neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) e fatores de crescimento neuronal (NGF)
(Pirttimaki & Parri, 2013; Finsterwald et al., 2015). O BDNF tem emergido como uma
molécula chave envolvida no controle da diferenciagao e sobrevivéncia neuronal e
formacéo sinaptica. Esta molécula é bastante encontrada no hipocampo e em outras
regides encefalicas (Hussain et al., 2019).

Os astrocitos podem ser ativados e mudar a sua aparéncia em resposta a
condigdes fisiopatoldgicas, fendmeno este chamado de gliose ou astrogliose, onde
ocorrem alteracbes morfolégicas, proliferagdo celular, expressdo de marcadores
especificos de ativacdo e aumento da produgcdo de citocinas pré-inflamatérias
(Anderson et al, 2014). A ativacdo de células gliais altera a expressao de
marcadores bastante utilizados em diversas situagdes envolvendo doencas

encefalicas: a proteina glial fibrilar acida (GFAP) e a proteina ligante de calcio,
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S100B (Gongalves, 2008). Além disso, a astrogliose provoca alteracbes no
metabolismo do neurotransmissor glutamato e em defesas antioxidantes (Donato,
2009).

Justificativa

Sabe-se que a maioria da populagdo acometida por DM1 apresenta os
primeiros sintomas complexantes na infancia e adolescéncia. O DM1 causa, entre
outras complicagdes, neuroinflamagdo seguida de dano e perda cognitiva,
principalmente a longo prazo. Por isso, este projeto visa gerar conhecimento sobre o
efeito do DM1 em modelo animal induzido por injecao de STZ IP em ratos Wistar
jovens, tendo em vista que este modelo ja € bem conhecido dentro da comunidade

cientifica, culminando em diversos resultados prévios significativos.

Objetivos Gerais

Avaliar o efeito do Diabetes Mellitus tipo 1 sobre parametros comportamentais

e bioquimicos em modelo induzido por STZ em ratos Wistar jovens.

Objetivos especificos

- Investigar glicemia e peso corporal apés administragao de STZ, em ratos de
30 dias, durante 4 semanas;

- Avaliar alteragdes bioquimicas e inflamatdrias no soro desses animais apos
4 semanas de indugcao do modelo;

- Investigar o comportamento cognitivo desses animais apos 4 semanas de
inducédo do modelo;

- Avaliar alteragcdes neuroquimicas e inflamatérias no hipocampo apos 4

semanas de inducdo do modelo.

Materiais e métodos
Desenho experimental

Com o objetivo de verificar se as alteragbes neuroquimicas do DM1 em
animais jovens contribuem para um prejuizo cognitivo de memoéria e aprendizado,

obtivemos dois grupos experimentais: animais controle e DM que passaram pela
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avaliacao de dano cognitivo apos 4 semanas de confirmacao da doenca. A fim de se
realizar esta avaliacdo foram realizados testes comportamentais entre os dias
30-39, conforme figura 1. Entdo, foram eutanasiados e as amostras obtidas foram

armazenadas em freezer -80°C para analise bioquimica.

Sham: Injecgdo IP de Veiculo Teste Coleta de Amostras:
DM1: Injec3o IP de STZ Testes RO . goro: ; . U Bl
1h e 24h reino spectrofotometna: icada;
(70 mg/Ke) ﬂ Glicemia; Creatinina; Ureia: Ac
—— ! | | Urico; TGO/TGPColesterol
::’;'0 dfsw S — d— e B [ S (R e A e total; LDL; HDL; Triglicerideos
ias o0 .: fu."lensurar;éc: da 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 Hibasiiiso:
glicemia semanalmente | | l I Elisa TNF-a
(acima de 250 mg/dL) = .
RO Western Bloifing: Neu-N: B-amloide;
o Ez TGFp: ChAT: GFAP: TLR4
Fluorescéncia: GSH; DCF.
Coleta de Cinética Enzimatica: GS
Amostras

Figura 1: Avaliacao de alteracOes bioguimicas e comporiamentais relacionadas ao dano cognitivo em ratos Wistar jovens com DM1 induzida
por injecdo de STZ IP ao longo do tempo

Consideragoes éticas

Os cuidados com os animais seguiram as diretrizes governamentais oficiais
conforme a lei n° 11.794/2008, as resolugdes normativas do Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), as diretrizes da Federacdo das
Sociedades Brasileiras para Biologia Experimental aprovadas pelo Comité de Etica
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA-UFRGS) com a aprovagao n°
38870.

Os ratos provindos do Biotério do Departamento de Bioquimica
(PPG-Bioquimica) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), foram
mantidos em grupos de 4 (quatro) animais em caixas limpas de polipropileno nas
medidas de 41x34x17,8cm, com tampas de arame de ago inox, eletropolido e malha
para ratos, comedouro embutido em “V”, laterais triangulares fixas, divisoria
basculante para formar o comedouro, duas arruelas paralelas fixas, para introdugao
do bico do bebedouro recobertas com maravalha sob condi¢gdes de ciclo 12h
luz/escuro, temperatura ambiente controlada de 22°C (+2°C) e constante ventilagao,
recebendo ragado padrédo (50% carboidrato, 22% proteina e 4% lipidio) e agua “ad
libitum”. As caixas em que os animais DM1 estavam situados foram trocadas

diariamente, pois este modelo faz com que a miccdo e defecacdo dos animais
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aumentem consideravelmente. As trocas foram realizadas pela pesquisadora
responsavel por este projeto e equipe devidamente treinada e apta para tal. A fim de
realizar a habituacdo dos animais a pesquisadora responsavel, foi realizado
handling nos ratos 7 dias antes da data de inicio de experimentacdo, cumprindo o
item 3.1.4 da resolugao normativa n° 25 do CONCEA.

Indugao de modelo de DM1

Ratos Wistar machos de 30 dias de idade foram submetidos a uma injecao de
STZ (70 mg/Kg de peso corporal) ou de veiculo (tamp&o citrato 0,1 M pH 4,5)
ambas com volume aproximado de 400 uL administrados por via intraperitoneal (IP)
apos 12 horas em jejum. Dois dias apods a injecao, foi confirmado o DM1 através da
mensuragao da glicemia por meio de pungéao caudal usando um glicosimetro digital
(AccuChek Active, Roche Diagnostics, USA), este procedimento se repetiu uma vez
por semana ao longo do experimento. Os ratos foram considerados diabéticos
quando sua glicemia estava acima de 250 mg/dL ou 13,88 mmol/L no estado
alimentado (Shehata et al., 2017). Os animais que nao desenvolveram DM1 foram
submetidos a uma segunda dose de mesma concentracdo de STZ. Neste
experimento também se verificou que 15% dos ratos jovens submetidos a esse

modelo de DM1 nao ficaram diabéticos.

Teste de meméria, aprendizado e atividade locomotora

Esses ratos passaram por uma avaliagdo de declinio cognitivo 4 semanas
apos confirmagao do DM1, conforme figura 1, através das tarefas comportamentais
de Campo Aberto seguido de Teste de Reconhecimento de Objetos (RO) e Morris
Water Maze (MWM). Estes testes foram realizados para avaliar atividade

locomotora, memoaria espacial e de aprendizado dos animais.

Teste de Reconhecimento de Objetos

A atividade neural constante que surge de sinais nervosos causados por uma
memoria temporaria pode criar uma “memdria de curto prazo”. Ja a “memoria de
longo prazo” é criada por alteragbes estruturais nas sinapses neuronais. Nesse
contexto, o hipocampo e, em menor grau, o talamo sao responsaveis por resguardar

as memoérias adquiridas (Saedi et al., 2016). Por isso, escolhemos o teste de
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reconhecimento de objetos para avaliar as memdérias de curto e longo prazo dos
animais em nosso estudo.

Esse teste ocorre em trés dias. No primeiro deles realizou-se o treino do
animal e adequacgéo ao ambiente em que foi testado, também conhecido como teste
do campo aberto (open field). Nesse treino o animal foi colocado cuidadosamente
no quadrante do canto posterior esquerdo do aparato, no qual foi deixado para
explorar o ambiente por 10 minutos. O primeiro dia é utilizado como habituagado do
animal.

No segundo dia o animal foi recolocado no aparato, em que se colocaram
dois objetos iguais: Objeto A e objeto B (com formas, tamanhos e cores iguais).
Contou-se o tempo que o animal explorou cada objeto (A e B) no periodo de 5
minutos. No mesmo dia, 1 hora apds, avaliou-se a memoria de curta duragéo, onde
o animal explorou novamente o ambiente na presenga do primeiro objeto familiar
(objeto A) e o novo objeto (objeto C), contou-se novamente o tempo total que o
animal explorou cada objeto (De Lima et al., 2005).

No dia seguinte (24 horas apds), avaliou-se a memoéria de longa duragao em
que fizemos o mesmo procedimento trocando o objeto C pelo objeto D (diferente do
objeto A e B), entdo, contou-se o tempo de exploragdo de cada objeto por cada
animal dentro do periodo de 5 minutos. Esta tarefa cognitiva foi capaz de avaliar as
memorias de curta e longa duragdo. Além disso, com esse teste podemos inferir a
capacidade de memodria espacial dos animais. A fungado cognitiva dos ratos foi
medida pelo indice de discriminagdo [= (tempo de exploragdo do objeto novo -
tempo de exploragdo do objeto velho) / tempo total de exploragdo x 100%] (Zou et
al., 2017).

Morris Water Maze

O aparato necessario para realizar o teste de MWM consiste em uma piscina
circular (180 cm de diametro, 60 cm de altura) cheia de agua (profundidade de 30
cm; 25 £ 1°C), alocada em uma sala com sugestdes espaciais localizadas de forma
consistente. Uma plataforma de escape (10 cm de diametro) foi colocada no meio
de um dos quadrantes 2 cm abaixo da superficie da agua, equidistante da parede
lateral e do meio da piscina. A plataforma fornecera a unica saida da agua e ficara

no mesmo quadrante a cada tentativa.
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Quatro posicdes iniciais diferentes foram igualmente espacadas ao redor do
perimetro da piscina. Colocamos os ratos por quatro tentativas (uma vez de cada
posicao inicial) por sessao, durante 5 dias, onde cada tentativa teve um tempo limite
de 120 segundos e tempo de permanéncia na plataforma de 15 segundos. Quando
o animal ndo encontrou a plataforma ele foi delicadamente conduzido até ela ao
término do periodo. O intervalo entre os treinos foi de 10 minutos. Apds cada treino,
secamos os ratos e retornamos eles as suas caixas-moradia ao final da sesséo.

Apos a ultima sessao de treinamento, submetemos os ratos a uma sessao de
teste. Antes desta sessao, a plataforma submersa foi removida. O teste de retencao
€ um dos testes que é aplicado neste dia e consiste em colocar os animais na agua
por 60 segundos analisando, assim, quanto tempo eles ficaram no quadrante em
que se situava a plataforma. Da mesma maneira, também mediu-se o tempo de
laténcia que os animais demoraram para encontrar a plataforma, sendo
condicionante que pelo menos o focinho e parte do corpo do animal passe por cima
da sombra da mesma (dos Santos et al., 2017). Essa tarefa comportamental nos
permitiu avaliar a memodria espacial, de trabalho e memoadria de aprendizado dos

animais.

Eutanasia

Para coleta de amostras, os animais foram anestesiados com injegao
intraperitoneal de uma mistura de cetamina (75 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg),
somando aproximadamente 200 pyL de volume injetado conforme o peso de cada
animal. Retirou-se cerca de 30 uL de liquido cefalorraquidiano dos animais com
agulhas de insulina de 1 mL através de puncdo da area de Bregma. Também se
extraiu sangue dos animais através de pungao cardiaca do ventriculo esquerdo com
agulhas de 3 mL. Em seguida, os animais foram eutanasiados por decapitagao com
laminas afiadas em uma guilhotina apropriada por um operador com habilidade e
experiéncia para realizar este procedimento. O cérebro dos animais foi dissecado e
o hipocampo retirado e inserido em aparelho fatiador tecidual (Mcllwain Tissue
Chopper ®) para obtencdo de fatias de 300 ym. Obteve-se o soro através de
centrifugagédo do sangue coletado. As amostras foram armazenadas em freezer

-80°C para a realizacdo das analises bioquimicas.
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Analise de marcadores astrocitarios e fungao astrocitaria

Mediu-se a enzima glutamina sintetase (GS) através da técnica de cinética
enzimatica. Para esta técnica, fatias de hipocampo foram homogeneizadas em 50
mM de tampao de imidazol. Os homogenatos, entdo, incubados com (mM): 50
imidazol, 50 de hidroxilamina, 100 de L-glutamina, 25 arsenato de sodio dibasico
hepta-hidratado, 0,2 ADP, 2 cloreto de manganés, pH 6,2 durante 15 min a 37°C. As
reacdes se encerraram com a adicdo de 0,2 mL de 0,37 M de FeCl;, 200 mM acido
tricloroacético e 670 mM HCI. Apds centrifugagdo, a partir do sobrenadante
mediu-se a absorvancia a 530 nm. Os valores foram calculados a partir de curva
padrdao (0,1 a 10 mmol/mL) de acido y-glutamil hidroxamato (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO. EUA) (Minet et al.,, 1997). Essas técnicas foram acompanhadas de
dosagem de proteinas totais de acordo com o método padronizado por Lowry et al.
(1951) utilizando albumina bovina como padréo.

No hipocampo, medimos também os niveis de proteina fibrilar astroglial

(GFAP) através da técnica de Western blotting.

Analise de marcadores de neuroinflamagao

No hipocampo, medimos os niveis de TNF-a através de kit de detecgao pela
técnica de ELISA sanduiche. Esta técnica imunoenzimatica permite a deteccao
especifica de epitopos das proteinas de interesse, o que possibilita a
imunoquantificagdo das citocinas. Para sua realizagdo, selecionamos fatias
hipocampais que foram homogeneizadas e preparadas em PBS (mM) (50 NaCl, 18
Na,HPO,, 83 NaH,PO,.H,0, pH 7,4), contendo 1 mM de EGTA e 1 mM de PMSF,
seguido de centrifugacado a 10000 x g por 5 minutos a 4°C. Este ensaio foi realizado
em 100 pL de sobrenadante, usando kit de ELISA TNF-a de acordo com as
especificagdes do protocolo do fabricante (eBioscience San Diego, EUA).

O receptor do tipo Toll 4 (TLR4) e fator de crescimento transformador beta

(TGFB) foram avaliados através da técnica de Western blotting.
Analise de marcadores de estresse oxidativo e detoxificagao do metilglioxal

No hipocampo, dosou-se o conteudo de glutationa (GSH), um antioxidante
nao enzimatico. Para isso, as fatias de hipocampo foram homogeneizadas em

tampéo de fosfato de sodio (0,1 M, pH 8,0) e a proteina precipitada com 1,7% de
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acido metafosforico. Adicionou-se O-ftaldialdeido (1 mg/mL de metanol) ao
sobrenadante a temperatura ambiente durante 15 min. Mediu-se a fluorescéncia em
comprimentos de onda de excitagcado e emissao de 350 e 420 nm, respectivamente.
Os valores foram calculados a partir de curva padrao de glutationa (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO. EUA). O conteudo de GSH foi expresso em pmol/mg (Allen et al.,
2001). Avaliou-se as espécies reativas totais de oxigénio Diclorodihidrofluoresceina
(DCF) por meio de fluorescéncia (Wang & Roper, 2014). A atividade da Glioxalase 1
(GLO-1) foi determinada conforme descrito em Mannervik et al. (1981) com algumas
modificagdes. O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pocos usando um
espectrofotbmetro de microplacas (UV Star, Greiner). A mistura de reacdo (200
pL/pogo) continha 50 mM de tampao de fosfato de sédio (pH 7,2), 2 mM de MG e 1
mM de GSH. A proteina da amostra (10-20 ug por pogo) foi adicionada ao tampéao.
A formacgao de S-(D)-lactoilglutationa foi linear e monitorada a 240 nm por 15 min a
25 °C. Uma unidade de atividade da GLO-1 é definida como a quantidade de
enzima que catalisa a formagéo de 1 ymol de S-(D)-lactoilglutationa por minuto. A

atividade especifica foi calculada e expressa como mU/mg de proteina.

Analise de marcadores neuronais

No hipocampo, medimos os niveis de expressao de proteina B-amiloide,
proteina nuclear neuronal (NeuN) e acetilcolinatransferase (ChAT) através da

técnica de Western Blotting.

Descrigao da técnica de Western Blotting

A técnica de Western Blotting utiliza um método de separacgao de proteinas
por peso molecular através de eletroforese em gel de poliacrilamida, seguida de
imunodetecgao e revelacao por quimioluminescéncia da proteina a ser estudada.

As fatias cerebrais foram homogeneizadas em tampao desnaturante (0,0625
M Tris-HCI, pH 6,8, 2% SDS, 5% mercaptoetanol, 10% glicerol, 0,002% azul de
bromofenol). Apds, aplicou-se no gel SDS-poliacrilamida (20 ug de proteina de cada
amostras) com concentragdo de 12% para separagao através de eletroforese,
seguida da transferéncia das amostras do gel para membrana de nitrocelulose.
Posteriormente, a membrana foi bloqueada com solucdo 1% BSA-TBS. Apos

incubagao por 1h em temperatura ambiente com o anticorpos primarios (anti-TGFj3,
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anti-Neu-N, anti-B-amiloide, anti-ChAT, anti-GFAP, anti-TLR4 e anti-B-actina em
diluicdo de 1:1000), as membranas foram lavadas e incubadas com hospedeiros
anti-camundongo, anti-cabra ou anti-coelho imunoglobulina (IgG) conjugada a
peroxidase (Santa Cruz Biotecnologia, Inc ®; Diluicdo 1:10000). O sinal de
quimioluminescéncia foi detectado usando um kit de detecgédo ECL Western Blotting

e capturado usando equipamento ImageQuant LAS400 (GE) (Zanotto et al., 2018).

Anadlise de marcadores de Diabetes Mellitus, hipercolesterolemia e fungao

hepatica e renal

No soro dos animais, por espectrofotometria Optica, avaliou-se o nivel de
glicose. E também mensuragao da glicemia por meio de pungédo caudal usando um
glicosimetro digital (AccuChek Active, Roche Diagnostics, USA), foram
considerados diabéticos os animais com glicemia superior a 250 mg/dL.

Também se avaliou os niveis de colesterol total e triglicerideos, as enzimas
transaminase glutamico-piravica (TGP) e transaminase glutdmico-oxalacética
(TGO), assim como, creatinina, ureia e acido urico por meio de kit comercial
(Bioclin).

Analises estatisticas

Os dados de dosagens bioquimicas séricas e por kit ELISA foram calculados
com a média = erro padrdo, seguidos pelo teste “t Student” ndo pareado para
comparar as duas amostras (Sham e DM).

A glicemia e massa corporal dos animais foram calculadas a partir do teste
de ANOVA de medidas repetidas, tendo sido coletadas semanalmente por 4
semanas.

Os dados resultantes do teste de MWM foram calculados com a média + erro
padrao utilizando o teste de ANOVA de medidas repetidas para os dias de treino e
teste “t Student” ndo pareado para o calculo estatistico do teste final.

Os dados do teste de RO foram calculados com a férmula padrao do indice
de discriminagéo [= (tempo de exploragéo do objeto novo - tempo de exploragéo do
objeto velho) / tempo total de exploragdo x 100%] e apods, teste “t Student” nao
pareado. Além disso, o teste de ANOVA de duas vias foi utilizado para calcular os

dados obtidos do cruzamento entre quadrantes do teste de campo aberto.
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Os dados de densidade da técnica de Western Blotting foram mensurados
através do programa Imaged 1.53k e calculados com a média + erro padrao,
seguidos pelo teste “t Student” ndo pareado para comparar as duas amostras.

As diferengas foram consideradas significativas quando p < 0,05. Todas as

analises foram realizadas usando Prism 9.4 (GraphPad).

Resultados

Caracterizagao do modelo de DM1

Constatamos que os animais tratados com STZ evidenciaram um aumento da
glicemia (figura 2. P<0,0001) e perda de peso (figura 3. P<0,0004) em relagdo aos
animais controle ao longo das 4 semanas de experimentagcdo. Esses dados
caracterizam o Diabetes Mellitus tipo 1 dos animais jovens induzidos por injegao de
70 mg/Kg de STZ IP.

Variagao da glicemia no DM1
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Figura 2: Variacdo da glicemia em ratos Wistar jovens com DM1. Aumento da glicemia ao longo das
semanas nos ratos diabéticos. (Glicemia P<0,0001)
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Perda ponderal no DM1
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Figura 3: Perda ponderal ao longo das semanas de ratos Wistar jovens com DM1. Diminuigdo do

peso dos ratos diabéticos. (Peso P<0,0004)

Glicemia e lactemia

A fim de mensurar a glicemia (figura 4, P=0,0001) e a lactemia (figura 5,
P=0,0550) dos animais e corroborar com os resultados indicados pelas medidas de
glicemia ao longo das semanas de experimentagcdo, realizamos os testes
bioquimicos de glicemia e lactemia por meio de kit comercial. Com isso, verificamos
na figura 4 o aumento dos niveis de glicose dos animais diabéticos em relagao aos
controle, assim como foi verificado ao longo das semanas com glicosimetro digital.
No entanto, a lactemia dos animais nao foi significativamente alterada, porém, ha
uma tendéncia ao aumento da concentragao de lactato (P= 0,0550) nos animais

diabéticos em relagao aos controle.
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Figura 4: Hiperglicemia em ratos Wistar jovens com DM1. Aumento da glicemia dos ratos diabéticos.
(Glicemia P=0,0001)

28



Lactato
15

10 T

mmol/L

Sham DM

Figura 5: Tendéncia a hiperlactemia de ratos Wistar jovens com DM1. Tendéncia ao aumento do
lactato sanguineo de ratos diabéticos. (Lactemia P=0,0550)

Transaminasemia e catabdlitos nitrogenados

Em nosso trabalho observamos aumento da concentracédo das enzimas TGO
(figura 6A, P=0,0481) e TGP (figura 6B, P= 0,0112) no soro dos animais diabéticos

quando comparados aos controles.
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Figura 6: Transaminasemia sanguinea de ratos Wistar jovens com DM1. (a) Aumento de TGO; (b)

Aumento de TGP nos ratos diabéticos. (TGO P=0,0481; TGP P=0,0112)

Observamos o aumento dos niveis séricos de acido urico e ureia (figura 7B e
C, P=0,0499; P= 0,0400, respectivamente) nos animais diabéticos em relagdo aos
controles, o que pode ser inferido como uma sobrecarga renal nos animais

diabéticos. Além disso, foi observada a redugéo dos niveis de creatinina (figura 7A,
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P= 0,0033) nos animais diabéticos em relagdo aos controles, sugerindo que os

animais diabéticos possam estar em processo de desnutricio comparado aos
animais controle.
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Figura 7: Alteragdes de metabdlitos nitrogenados no soro de ratos Wistar jovens com DM1. (a)
Diminuigdo da Creatinina; (b) Aumento do Acido urico; (c) Aumento de Ureia nos ratos diabéticos.

(Creatinina P= 0,0033; Acido Urico P= 0,0499; Ureia P= 0,0400)
Lipidemia

As concentragdes de triglicerideos e colesterol (figura 8 A e B, P=0,0388 e
P=0,0370, respectivamente) foram encontradas elevadas nos ratos diabéticos em

relacdo aos animais controle, indicando hipercolesterolemia nos animais com DM1.
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Figura 8: Dislipidemia sanguinea em ratos jovens diabéticos. (a) Aumento de triglicerideos; (b)
Aumento de colesterol nos ratos diabéticos. (Triglicerideos P= 0,0388; Colesterol P=0,0370)
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Processo inflamatoério periférico e central

Os niveis elevados de TNF-a sdo indicadores de inflamacgao, pois esta € uma
citocina pro-inflamatéria encontrada tanto no SNC como em 6rgaos periféricos
(Glaser et al., 2022). Em nossos dados observamos uma quantidade aumentada de
TNF-a no hipocampo (figura 9A, P= 0,0264), assim como no soro (figura 9B, P=

0,0196) de ratos diabéticos em relagéo aos controle.
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Figura 9: Processo inflamatério ativo no hipocampo e soro de ratos Wistar jovens com DM1. (a)
Aumento de TNF-a no hipocampo e (b) no soro dos ratos diabéticos nos ratos diabéticos. (TNF-a
Hipocampo P= 0,0264; TNF-a Soro P= 0,0196)

Encontramos em nossos dados o aumento da expressao de TLR4 (figura 10,
P=0,0395) no hipocampo dos ratos diabéticos quando comparados aos animais

controle.
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Figura 10: Neuroinflamag&o hipocampal mediada por TLR4 em ratos Wistar jovens com DM1.

Aumento da expressao de TLR4 nos ratos diabéticos. (TLR4 P= 0,0395)
Alteragdes comportamentais no modelo de DM1

O teste de Campo Aberto avalia a atividade locomotora dos animais em
experimentagdo, sendo eles colocados em um aparato para locomover-se
livremente. Como resultado desse teste de campo aberto (figura 11), constatamos
que a atividade locomotora dos animais diabéticos foi prejudicada ao verificarmos o
menor tempo de exploragdo desses animais em relagdo ao controle (Fig 11A,
P=0,0389).

Além de menor atividade exploratoria, os animais diabéticos ficaram mais
expostos ao centro do aparato que os Sham (Figura 11C, Sham P=0,001, DM
P=0,01), visto na diferenga de cruzamentos entre quadrantes, em que os 0s animais

controle fizeram menos cruzamentos (Figura 11D, P=0,0475).
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Figura 11: Prejuizo da atividade exploratoria de ratos Wistar jovens com DM1. (a) Diminui¢do da
atividade exploratéria; (b) Diminuicao da distancia percorrida; (c) Maior tempo no centro e menor
tempo na periferia do aparato; (d) Diminuigdo dos cruzamentos entre quadrantes dos ratos
diabéticos. (Atividade exploratéria P=0,0389; Distancia percorrida P=0,0389; Tempo em quadrantes

Centro x Periferia Sham P<0,001, DM P<0,01; Nimero de cruzamentos P=0,0475)

No teste de reconhecimento de objetos € possivel ver que tanto no teste de 1
hora (Figura 12A, P=0,0210) quanto no teste de 24 horas (Figura 12B, P=0,0250) os
animais diabéticos exploraram menos 0s novos objetos que os animais controles.
Isso indica que houve um prejuizo na memdria de curto e longo prazo, pois os ratos
diabéticos exploraram menos tempo o objeto novo no teste de 1 hora e, da mesma

maneira, exploraram menos tempo o objeto novo no teste de 24 horas.
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Figura 12: Prejuizo na memdria de curto e longo prazo de ratos Wistar jovens com DM1. (a)

Menor tempo de exploragdao em 1h; (b) Menor tempo de exploragdo em 24h dos ratos diabéticos. (RO
1h P=0,0210; RO 24h P=0,0250)

No teste de Morris Water Maze, o periodo de treino avalia a aprendizagem
dos animais ao longo dos dias e o teste final avalia a memoédria de trabalho e
memoria espacial dos animais. Como resultado deste experimento, percebemos que
0s animais diabéticos demoraram mais para encontrar a plataforma ao longo dos
dias do treino, principalmente no quinto dia (figura 13B, P<0,0001). Dessa forma, é
constatado uma dificuldade de aprendizagem dos animais diabéticos em relagéo
aos controles durante o treino, assim como no teste final (figura 13 A, P=0,0010),
que nos permite verificar um declinio na memoaria de trabalho e espacial dos animais

diabéticos em relagao aos animais controles.
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Figura 13: Prejuizo na aprendizagem e na memdria espacial de ratos Wistar jovens com DM1. (a)
Maior tempo de laténcia no 5° dia de treino; (b) Maior tempo de laténcia no teste final dos ratos
diabéticos. (Treino P<0,0001. Probe P=0,0010)

Dano neuronal hipocampal
Em nossa pesquisa encontramos uma reducéo dos indices dos marcadores
neuronais ChAT e NeuN (figura 14 A e B, P=0,0350 e P=0,0261, respectivamente)

no hipocampo de ratos diabéticos em relagdao aos controles.
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Figura 14: Morte neuronal em ratos Wistar jovens com DM1. (a) Diminuigdo de ChAT; (b) Diminuigdo
de NeuN nos ratos diabéticos. (ChAT P=0,0350; NeuN P=0,0261)

Foi observado o aumento do nivel de expressao da proteina TGFf (figura 15,

P=0,0066) no hipocampo de ratos diabéticos comparado aos ratos controle.
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Figura 15: Prejuizo na plasticidade sinaptica de ratos Wistar jovens com DM1. Aumento da
expressao de TGFf nos ratos diabéticos. (P=0,0066)
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Presenciamos a tendéncia ao aumento da expressdo de B-amiloide (figura

16, P=0,3703) no hipocampo dos ratos diabéticos em comparagdo aos animais

controle.
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Figura 16: Tendéncia a formagao de placas B-amiloides no hipocampo de ratos Wistar jovens com
DM1. Tendéncia ao aumento da expressao de 3-amildide nos ratos diabéticos. (B-amiloide P=
0,3703)

Reatividade e Prejuizo no Metabolismo glutamatérgico astrocitario hipocampal

Observamos o aumento da expressédo de GFAP (figura 17, P=0,0112) no
tecido hipocampal dos ratos jovens com DM1 comparado aos ratos controle. Esse

aumento indica a presenca de reatividade astrocitaria como resposta ao dano

infringido pelo DM1.
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Figura 17: Reatividade astrocitaria hipocampal em ratos Wistar jovens com DM1. Aumento da
expressao de GFAP nos ratos diabéticos. (GFAP P=0,0112)

Avaliamos a Glutamina Sintetase (GS) (figura 18, P= 0,0174) que apresentou

uma reducido de sua atividade no hipocampo de ratos diabéticos em relacdo aos

controles.
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Figura 18: Prejuizo no metabolismo glutamatérgico astrocitario hipocampal em ratos Wistar jovens
com DM1. Diminuigédo da atividade da GS nos ratos diabéticos. (GS P=0,0174)
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Estresse oxidativo e Detoxificagdo do Metilglioxal no Hipocampo

Como vemos em nossos resultados, os animais diabéticos apresentaram
maiores concentragdes de Glioxalase 1 (GLO1) e DCF (figura 19 A e B, P=0,0033 e
P=0,0259, respectivamente) que os animais controle. Enquanto que os niveis de
Glutationa (GSH) (figura 19 C, P=0,0405) aparecem reduzidos nos animais

diabéticos em relagao aos animais controle.
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Figura 19: Estresse oxidativo e intoxicagao por metilglioxal hipocampal em ratos Wistar jovens com
DM1. (a) Aumento de GLO-1; (b) Aumento de DCF; (c) Diminuicao de GSH nos ratos diabéticos.
(GLO-1 P=0.0033; DCF P=0,0259; GSH P=0,0405)

Discussao

Caracterizagao do modelo de DM1

Em geral, em modelos de indu¢do de DM1 em ratos apresentam-se com
animais em torno de 8 a 10 semanas de idade, o que corresponde a animais adultos
jovens, utilizando uma dosagem de 50 a 100 mg/Kg, pois a dose de STZ varia
conforme o peso e idade dos animais (Furman, 2015; Simas, 2020). Nesses animais
adultos, ocorre a hiperglicemia a partir do segundo dia apds a indugdo do DM1,
assim como em nosso modelo. Porém a glicemia fica estavel em 300 mg/dL, mesmo
mensurada 120 dias, equivalente a 4 meses, apés a primeira injegcao de STZ
(Furman, 2015). Em nosso trabalho, observamos que a glicemia dos ratos Wistar

jovens em 4 semanas apos a indugcdo do modelo, equivalente a 1 més de
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experimentacdo, ultrapassou esse limite, apresentando mais de 350 mg/dL de
glicose sanguinea.

Assim como em nosso trabalho, a literatura (Robert et al., 2001; Oliveira et
al., 2013; Shivanna et al., 2013) mostra que em modelos de DM1 induzidos por
injecdo de STZ em ratos adultos os animais diabéticos apresentam um menor peso
corporal comparado aos controle. Em estudo de Shivanna et al. (2013) com ratos
Wistar adultos de 3 meses de idade revela que em uma semana apds indug¢ao do
modelo de STZ a perda ponderal foi de 22%. Em nosso estudo, realizado com ratos
jovens de 30 dias de idade, em plena fase de crescimento, percebemos que os
animais ganharam peso, mas menos que 0s animais controle. Isso se da, por conta
do estado catabdlico de um desequilibrio do controle glicémico. Nessas condig¢des,
0s processos metabdlicos aumentam. Essa perda ponderal € causada pela perda de
tecido adiposo e muscular, que é conhecido como caquexia. Os tecidos adiposo e
muscular precisam de sinalizagdo de insulina para captagdo de glicose. Quando
sem insulina, esses tecidos apresentam uma reducédo significativa da captagéo de
glicose que compromete seu metabolismo geral (Gomes et al., 2017). Da mesma
maneira, a lipdlise e a degradagao oxidativa de aminoacidos degradam as maiores
reservas de energia e tecidos do organismo, diminuindo o peso corporal dos ratos
diabéticos (Oliveira et al., 2013).

Glicemia e lactemia

Ja é bem estabelecido que a hiperglicemia é prejudicial ao organismo como
um todo, mas principalmente e especificamente no encéfalo que é altamente
suscetivel a variagdes dos niveis de glicose. No SNC os neurdnios aproveitam a
glicose captada pelos astrocitos e os reservatorios de lactato que sao formados a
partir da glicose remanescente (Gonzalez-Reyes, 2016). Ha uma disfungdo na
funcdo das células do SNC em metabolizar esse excesso de glicose circulante,
levando a hiperglicemia no SNC e consequente prejuizo cognitivo e na formacgéao da
memoria (Gonzalez-Reyes, 2016). Dessa forma, corroborando com os dados
obtidos através dos testes comportamentais em que presenciamos o declinio
cognitivo dos animais diabéticos em relagéo aos controles.

Nao dosamos corpos cetbnicos neste trabalho, mas dados da literatura
mostram aumento da cetonemia e aumento de corpos cetdnicos no encéfalo de

animais com DM (lsales et al., 1999). Aumento dos niveis de hidroxibutirato e
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acetoacetato, que cruzam a barreira hemato encefalica (BHE) por meio de um
sistema de transporte de acido monocarboxilico, que € influenciado pelo aumento
dos corpos cetbnicos sanguineos (Isales et al., 1999). Um achado interessante de
Kreis & Ross (1992) nos sugere que o transporte de corpos cetbnicos encefalico se
encontra mais aumentado em individuos jovens no periodo de jejum quando
comparados a adultos neste mesmo periodo. Do mesmo modo em estudos (Mediani
et al., 2018) com soro de animais diabéticos, foi encontrado um aumento dos niveis
de corpos cetdnicos, pois a sua sintese e utilizagdo também se encontra aumentada
(Mediani et al., 2018).

Em estudo prévio, constatou-se um aumento da expressdo da enzima
Piruvato Cinase Desidrogenase 1 (PDK1), que é responsavel pela fosforilagdo de
outras enzimas, desencadeado pela sinalizagao intracelular ativada por receptores
de insulina de membrana (Nomoto et. al, 2021). Com esse aumento de expressao,
os autores consideraram que o piruvato produzido pela glicdlise é direcionado para
a geracao de lactato através da enzima Lactato Desidrogenase A (LDHA), em vez
do ciclo do &acido tricarboxilico (TCA). O que consiste numa reorganizagdo do
metabolismo das células beta pancreaticas para aumentar sua resiliéncia contra o

dano causado pelas citocinas pré-inflamatérias.
Transaminasemia e catabdlitos nitrogenados

O aumento da concentracdo das enzimas transaminases no soro dos animais
€ compativel com a literatura (Shivanna et al., 2013; Gomes et al., 2017; Xie et al.,
2018; Zeng et al, 2021; El-Sawah et al.,, 2022) cujos animais diabéticos
apresentaram maior concentragcdo das enzimas TGO e TGP no soro. A maioria dos
autores relaciona esse aumento com a doenga hepatica gordurosa nao-alcodlica
causada pelo DM devido ao acumulo excesivo de acidos graxos nas ceélulas
hepaticas e sua forte associagdo com a hiperglicemia (Xie et al., 2018; Zeng et al.,
2021). E bem caracterizado que esta doenca é mais comum em pacientes com DM1
(Xie et al., 2018). Em modelo de DM1 de ratos adultos, autores (Xie et al., 2018;
Zeng et al.,, 2021) observaram, em conformidade, alteragdes histopatologicas no
figado de ratos com a doenca. Nesse o6rgdo, foram claramente encontradas
goticulas de gordura de tamanhos diferentes, além de a estrutura do I6bulo hepatico
ter sido destruida, vacuolos foram encontrados nos hepatécitos e infiltragdes de

células inflamatérias estavam presentes, inclusive observou-se hiperplasia das
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fibras no tecido. Assim, confirmando a doenga hepatica gordurosa nao-alcodlica nos
ratos diabéticos.

Como muitos tipos de células renais sdo sensiveis a insulina, niveis muito
altos de glicose no sangue podem causar nefropatia diabética resultando em
disfuncao renal grave. Além disso, os parametros encontrados sdo compativeis com
fibrose renal quando alterados marcadores de fungédo renal como baixa creatinina,
proteina sérica e alto acido urico (Gomes et al., 2017). Essas alteragbes renais
ocorrem como consequéncia da hiperglicemia, que induz a formacdo de AGEs,
superexpressado de citocinas pro-inflamatorias e estresse oxidativo (Gomes et al.,
2017; EI-Sawah., 2022).

Ha estudos que confirmam nossos achados, pois demonstram que ocorre a
hiperuricemia em decorréncia do DM (Hovind et al.,, 2011). Nesses estudos, a
nefropatia gerada pelo DM com altos indices de acido urico encontrados no soro de
ratos pode levar a patologias dos vasos pré-glomerulares, prejuizo na
autorregulagao e hipertensdo glomerular, assim como disfun¢do endotelial (Hovind
et al., 2011).

Outros estudos porém relacionam o proprio DM como consequéncia de uma
hiperuricemia n&o-controlada (Lima et al., 2012). Isto porque o aumento da
concentragdo sanguinea de acido urico pode causar uma impermeabilidade nos
tecidos a insulina que pode vir a interromper a entrada da glicose nas células (Lima
et al., 2012).

Aumento dos niveis de ureia circulante na corrente sanguinea de ratos
diabéticos também €& confirmado em outros estudos na literatura (Gomes et al.,
2017; Arigela et al., 2021; El-Sawah. et al.,, 2022). Esse indice elevado esta
associado a presenga de doencga renal crénica diabética que gera disturbios como
hipertrofia renal, posteriormente glomeruloesclerose, levando a perda da fungao
renal e proteinuria (Arigela et al., 2021).

A creatinina dos animais diabéticos foi encontrada reduzida em relagao aos
controles em nosso estudo. Isso é confirmado na literatura (Inaba et al., 2010; Wu et
al., 2012; SBN) como um marcador de desnutricdo quando estes indices sao
encontrados reduzidos, além de apresentarem reducdo de massa muscular e

doenga renal prévia ocasionada pelo DM (Inaba et al., 2010).
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Além desses indicios, ha outras causas possiveis para ocorréncia de
aumento dos niveis séricos de ureia e acido urico e diminuigdo da creatinina

sanguinea em estudos com Diabetes Mellitus.
Lipidemia

O aumento nas concentragdes sanguineas de triglicerideos e colesterol sdo
encontrados em concordancia com a literatura (Wu et al., 2012; Zhao et al., 2020),
sendo associados a aterosclerose, doenga ocasionada por inflamacgao das paredes
dos vasos sanguineos, sendo as artérias o principal foco de estudo no campo da
cardiopatia relacionada ao DM, além de enrijecimento desses vasos e acumulo de
placas de gordura intravascular. Desta forma, causando infarto do miocardio,
angina, isquemia cardiovascular e cerebral, entre outras causas de morte de

pacientes acometidos por DM (Wu et al., 2012; Zhao et al., 2020).
Inflamacao periférica e central

Ja foi constatado em estudos prévios (Seke Etet, 2017; Rom et al., 2019) que
a hiperglicemia no SNC leva a ativagdo do processo inflamatorio e aumento de
TNF-a, como consequéncia, ocorre o prejuizo cognitivo em roedores com DM1. No
entanto, na literatura essa informagéo é controversa, pois alguns autores indicam
que a inflamacao tecidual € que leva ao desbalanco do metabolismo da glicose
celular (Ruan et al., 2002).

Nés avaliamos a regido hipocampal, mas varias areas do cérebro sao
afetadas pela neuroinflamagdo usando TNF-a como marcador (Seke Etet, 2017).
Podemos ver em outros estudos que no cerebelo, estriado, hipotalamo, amigdala,
pedunculo cerebral ocorre a neuroinflamagao, o que nos permite ter certos indicios
de que o processo inflamatério nessas regides leva ao prejuizo cognitivo e motor
(Seke Etet, 2017) como foi observado em nossos dados de comportamento
comparando ratos diabéticos jovens com controles.

O aumento da concentragdo de TNF-a no soro indica que ha processos
inflamatorios ocorrendo em tecidos e 6rgéos periféricos dos organismos dos animais
diabéticos (Zhao et al., 2020).

Este aumento se configura na incidéncia de neuroinflamagdo no tecido
hipocampal, sabendo que TLR4 €& um receptor ativado por conta da instauracdo de

processo inflamatorio no tecido (Prantner et al., 2020; Moreira et al., 2022). Além
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disso, é considerado um marcador de dano cognitivo (Moreira et al., 2022), o que
corrobora com as evidéncias demonstradas nos resultados dos testes

comportamentais deste estudo.
Alteragoes comportamentais no modelo de DM1

O teste de campo aberto também € usado para determinacédo do nivel de
ansiedade dos animais. Neste teste, os animais diabéticos apresentaram um
comportamento ansioso. Essa medida qualitativa é percebida quando o animal fica
muito tempo imével no aparato em que o teste é realizado. Situagcdes em que isto
ocorre sao descritas como um “comportamento de desespero” (despair behaviour)
dos animais (Wayhs et al., 2010; Cavalcanti et al., 2020). Essa menor atividade
exploratéria dos ratos diabéticos mimetiza corretamente achados na literatura
(Shalimova et al., 2019) que indicam que humanos diabéticos apresentam pior
desempenho em tarefas psicomotoras que nao-diabéticos.

Os animais diabéticos ficaram mais tempo expostos ao centro do aparato que
os animais controle. E dedutivel essa informacao, pois os animais intuitivamente se
posicionam na periferia do aparato como modo de defesa ao se expor 0 menos
possivel. Essa habilidade fica debilitada nos animais com DM1, como podemos ver
neste resultado (figura 11C, DM P=0,01). Comportamentos ansiosos e reducdo da
preocupagao com o cuidado proprio como os encontrados neste trabalho podem
estar relacionados a depressdo. Sabe-se que o0s pacientes diabéticos sdo mais
predispostos a esta condicdo quando apresentam complicagbes macro e
microvasculares, o que tem sido associado, via de regra, a um maior declinio da
funcdo cognitiva no diabetes e a um menor motivagdo para o autocuidado
(Shalimova et al., 2019). Inclusive, o prejuizo na plasticidade sinaptica hipocampal
prejudica a capacidade do cérebro de se adaptar e reorganizar importantes fung¢des
comportamentais e emocionais (Luna et al., 2021).

A maioria dos trabalhos na literatura nos informa sobre o declinio cognitivo
avaliado pelo teste comportamental de Reconhecimento de Objetos em ratos com
DM1 de dois a quatro meses de idade, considerados ratos adultos jovens e adultos
maturos (De Senna et al., 2011, 2015; Wartchow et al., 2020; Rajizadeh et al.,
2021). Esses trabalhos nos mostram em concordancia com nosso estudo realizado

com ratos com DM1 jovens que os animais diabéticos exploram menos, ou
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demonstram ter menor interesse pelos objetos novos em relagdo aos ratos controle
(De Senna et al., 2015).

Na literatura ha muitos trabalhos publicados usando o MWM como principal
teste comportamental para avaliagdo de desempenho cognitivo em ratos com DM1
(Grzeda & Wisniewska, 2008; Zhou et al., 2018; Delkhosh-Kasmaie et al., 2018).
Entretanto, esses trabalhos se referem a ratos Wistar adultos com DM1. Mesmo
assim, os resultados sugerem que o dano cognitivo em animais adultos ocorre com
diagndstico mais tardio do que comparado a animais jovens (Grzeda & Wisniewska,
2008; Zhou et al., 2018) que, no estudo que realizamos, mostrou que em 4 semanas
apos o diagnostico de DM1, os animais jovens ja apresentaram declinio cognitivo no
teste de MWM comparado aos controles. Entretanto, o artigo publicado por
Delkhosh-Kasmaie et al. em 2018 mostrou que ratos adultos que tinham 8 semanas
de idade no momento da indugdo do DM1 por injecédo IP de STZ apresentaram
declinio na fungéo cognitiva apos 45 dias do diagndstico da doencga.

Apesar disso, vemos a pesquisa realizada por Grzeda & Wisniewska que foi
feita em 2008 com experimentos de desempenho cognitivo utilizando o MWM.
Nessa pesquisa, ratos Wistar de aproximadamente 8 semanas de idade passaram
por indugdo de DM1 através de injegao de STZ e foram submetidos ao teste de
MWM 4 semanas apoés a confirmag¢ao do DM e 12 semanas apés. Como resultados,
os autores verificaram que em 4 semanas apos o diagnostico do DM1 ndo houve
influéncia significativa no tempo de laténcia, que é o tempo que os animais levam
para chegar a plataforma, nem entre os animais diabéticos, ou entre os animais
tratados ou controles. Com essas informagdes constatamos que n&o houve prejuizo
na aprendizagem dos animais, isso nos mostra que nao houve dano cognitivo em 4
semanas apos a indu¢cao de DM1 em ratos adultos de 8 semanas de idade. Nesse
mesmo estudo os autores repetiram o teste de MWM apdés 12 semanas do
diagnéstico do DM1 com os mesmos animais. Nesse contexto, os animais
diabéticos apresentaram um declinio cognitivo significativo em relagdo ao controle
ao refazerem o teste em 12 semanas apos a indugao do modelo.

Como vemos em nossos dados, com ratos Wistar jovens apds quatro
semanas do diagnéstico do DM1 utilizando o teste comportamental de MWM, ja
presenciamos o declinio cognitivo causado pelo diabetes de forma que os animais
acometidos pela doenca tiveram déficit de aprendizagem e de desempenho

cognitivo nesse teste comportamental.
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Dano neuronal hipocampal

E estabelecido na literatura (Shalimova et al., 2019; Luna et al., 2021) que a
hiperglicemia crénica pode desencadear mecanismos que promovem dano neuronal
e disfungdes endoteliais, juntos, esses fatores podem resultar no desenvolvimento
de disfungdes cognitivas ao longo do tempo. Inclusive, sdo observadas alteragdes
no cérebro principalmente atribuidas a hiperglicemia crénica e sao referidas como
encefalopatia diabética (Luna et al., 2021).

A reducado dos marcadores neuronais ChAT e NeuN em nosso trabalho nos
indicam que houve dano neuronal acometido pelo DM nos animais diabéticos, pois
NeuN é uma proteina nuclear neuronal usada como um marcador para neurbnios
(Mullen et al., 1992) e este indice se encontra reduzido em nossos resultados,
possivelmente por conta de morte neuronal. Ocorre a perda neuronal no hipocampo,
como resultado do estresse oxidativo gerado pelo DM. Além disso, ha redugéo da
densidade da espinha dendritica, proteinas sinapticas e também aumento dos
marcadores apoptoticos. Por outro lado, a neurogénese hipocampal também é
afetada, prejudicando o surgimento de novas células neuronais (Luna et al., 2021).

Houve também reducdo da atividade colinérgica no tecido hipocampal, por

apresentar diminuicdo da expressao de ChAT nesse tecido (Moreira et al., 2022).
Reatividade e Prejuizo no Metabolismo glutamatérgico astrocitario hipocampal

O aumento da expressao da proteina GFAP corrobora com a literatura que
afirma que o aumento dos niveis de GFAP em tecido hipocampal corresponde a
resposta inflamatéria ocasionada no SNC (Vizuete et al., 2022). Outros estudos ja
realizados com modelos de DM1 em ratos Wistar adultos resultaram em aumento
dos niveis de GFAP no SNC, confirmando a resposta glial ao processo
neuroinflamatério (Saravia et al., 2002; Baydas et al., 2003; Nardin et al., 2016).
Além disso, a hiperglicemia, em via de regra, teve, em modelos de DM1, um
poderoso efeito estimulador nas alteragdes astrocitarias do hipocampo (Saravia et
al., 2002).

A GS é amplamente estudada no encéfalo, principalmente nas células gliais,
tendo suas fungdes bem conhecidas e elucidadas (Lieth et al., 2000). Sua principal

funcao é a sintese de Glutamina (GIn) e, para isso, participa de diversas rotas
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bioquimicas, como a formacédo de aminoacidos para dar sequéncia a formagao de
nucleotideos, proteinas e outros metabdlitos (de Oliveira et al., 2016).

Sendo uma enzima exclusiva de astrécitos, a GS é também um marcador de
atividade astrocitaria e metabolismo glutamatérgico glial (Gu et al., 2018). A reducao
de sua atividade encontrada em nossa pesquisa, € compativel com a literatura (Gu
et al., 2018) que relaciona a progressédo do DM, com a redugdo da atividade e
expressao da GS ao longo do tempo, levando a um comprometimento neuronal por
disfuncdo no metabolismo astrocitario.

Na literatura, encontramos o trabalho de Lieth et al. com ratos diabéticos
realizado em 2000 que corrobora com os dados obtidos em nossa pesquisa, em que
os animais diabéticos apresentaram uma diminuicdo dos niveis de GS em relacéo
aos controles. Nesse trabalho, os autores verificaram a atividade e o conteudo de
GS durante 6 meses nos ratos diabéticos. Com isso, puderam concluir que a
atividade desta enzima e o seu conteudo s&o alterados ao ponto de inibir a atividade
da GS por conta do Diabetes e que o mesmo prejudica o metabolismo

glutamatérgico.
Estresse oxidativo e Detoxificagdao do Metilglioxal no Hipocampo

Sabemos que o metabolismo da GSH esta intimamente envolvido com a
defesa contra agentes oxidantes intracelulares principalmente no SNC, agindo,
dessa maneira, como um potente antioxidante ndo enzimatico inato (Lu, 2013). A
desregulacdo dos niveis de GSH em astrocitos e neurdnios esta relacionada a
desordens neuroldgicas e neuropatologias. Isso se deve ao fato de se acumularem
agentes oxidantes, como radicais livres no SNC, o que acomete a disfuncionalidade
das células nele existentes (Johnson et al., 2012). Inclusive, no DM o aumento da
producdo de EROs esta relacionado a diminuicdo por degradacdo da enzima
Glutationa-Peroxidase que é responsavel por converter GSH ao seu estado oxidado,
em que apresenta uma ativa fung¢ao antioxidante (Ullah et al., 2015).

Os niveis aumentados de DCF indicam que foi encontrada a presenca de
espécies reativas de oxigénio (EROs) nas células hipocampais dos animais
diabéticos em relacdo aos animais controle. Isso porque o DCF € uma substancia
que emite fluorescéncia a partir da ligagdo de EROs a sua estrutura e esse

processo ocorre de maneira intracelular (Luparello et al., 2022).
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A hiperglicemia leva ao dano endotelial através do aumento do estresse
oxidativo e de citocinas pré-inflamatoérias. Levando a formacdo de trombos que
entram em pequenos vasos do cérebro causando isquemia cerebral. Dessa forma,
ocorre um comprometimento cognitivo vascular (Luna et al., 2021). Além disso, a
hiperglicemia intracelular aumenta o potencial de membrana mitocondrial acima do
limite critico necessario para aumentar a formacdo de superoxidos e, por
consequéncia, aumentar a produ¢ado de EROs. A hiperglicemia pode também ativar
varias outras vias de producdo de superéxidos que podem amplificar o efeito
danoso original da hiperglicemia primaria (Giacco & Brownlee, 2010).

Em nossos resultados também observamos a presenca aumentada da
enzima GLO-1. Esta enzima esta relacionada ao metabolismo da remocido de
Metilglioxal (MG), que ja € bem conhecido por ter seus niveis aumentados em
doencas relacionadas a idade avancada como doengas neurodegenerativas,
diabetes, entre outras. Esse metabdlito € de interesse cientifico uma vez que nessas
doengas ele é uma dos quais € altamente reativo no organismo e é formador dos
Produtos Finais de Glicacdo Avancada (AGEs) que, em altas concentragdes, estao
relacionadas com declinio cognitivo (Kold-Christensen & Johannsen, 2019). A
GLO-1, por sua vez, se encontra aumentada no Diabetes na tentativa de amenizar a
intensa concentragcdo de metilglioxal existente nas células do SNC acometidas pela
doenga. Outro peptideo muito relacionado ao metabolismo do metilglioxal é a GSH,
um tripeptideo que atua em seu estado reduzido como co-fator da GLO1. Um dos
motivos para se perceber sua reducdo em nossos dados € por ela se encontrar em
maioria no seu estado reduzido entrando no ciclo do metabolismo do MG e né&o

estar tdo disponivel para ser quantificada (Kingkeoho & Chaplen, 2005).

Consideragoes Finais

Considerando que a populacdo acometida por DM1 €, em maioria, da faixa
etaria de criancas e adolescentes, a melhor mimetizacdo da doengca em modelos
animais seria com animais igualmente jovens.

Em nosso trabalho, concretizamos a padronizagédo do modelo de indugao de
DM1 utilizando ratos Wistar jovens, com cujo experimento confirmamos a
hiperglicemia e perda ponderal seguida de neuroinflamagdo que desencadeou um

prejuizo cognitivo aos ratos diabéticos apds 4 semanas de indugdo do modelo de
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DM1. A partir do teste comportamental de RO foi possivel verificar o declinio
cognitivo dos animais diabéticos, pois exploraram menos os objetos novos tanto no
teste de 1h quanto 24h, relacionados com o prejuizo na consolidagdo da memodria
de curto e longo prazo, respectivamente. Assim também, no teste comportamental
de MWM, em que os ratos diabéticos tiveram prejuizo na aprendizagem, pois
levaram mais tempo para encontrar a plataforma no ultimo dia de treino, assim
como prejuizo na memoria espacial e de trabalho por demorarem mais a chegar até
a plataforma no teste final.

Presenciamos processo inflamatério ativo no SNC e na periferia dos animais
diabéticos com o aumento dos niveis da citocina pro-inflamatéria TNF-a no
hipocampo e soro dos animais. Além disso, também foi encontrado aumento da
expressdao da proteina TLR4 cuja atividade estda envolvida na rota de
neuroinflamacao das células do SNC. Também encontramos diminuicdo de fatores
neuronais, como NeuN que pode ser relacionado a morte neuronal nos ratos
diabéticos, assim como a diminuigdo da atividade colinérgica por conta da redugao
da enzima ChAT no hipocampo desses ratos. Juntamente com os dados obtidos de
reducao da atividade da ChAT, o aumento dos niveis de TGF[B indicam prejuizo a
plasticidade sinaptica que corrobora com os dados comportamentais e confirmam
que os animais diabéticos tiveram pior desempenho nas tarefas cognitivas por
prejuizo na consolidagdo das memorias espacial, de aprendizado e de trabalho.
Também encontramos o aumento da expressao da proteina GFAP podendo indicar
reatividade astrocitaria ao processo inflamatoério ocorrido no SNC desses animais.
Observamos também uma diminui¢do da atividade da GS hipocampal indicando
prejuizo no metabolismo glutamatérgico astrocitario desencadeado por DM1 nos
animais.

Inclusive, esses animais apresentaram aumento da atividade da GLO-1,
indicando aumento do metilglioxal no hipocampo, do mesmo modo, foi observado
um aumento dos niveis de DCF, um marcador de estresse oxidativo que indica a
presenca de EROs no SNC. Houve também uma diminui¢ao dos niveis de GSH no
hipocampo dos animais diabéticos por consequéncia da hiperglicemia do DM1,
dessa forma, reduzindo as defesas antioxidantes dos ratos diabéticos.

Observamos alteragdes nos niveis de transaminases, metabdlitos
nitrogenados e lipidicos no soro dos animais diabéticos, indicando a presenga de

comorbidades decorrentes do DM1 nesses animais.

49



Com este estudo, trouxemos novidades a respeito da fisiopatologia do DM1
em ratos Wistar jovens, mas muito ainda precisa ser elucidado. Sdo necessarios
mais estudos para que possamos melhorar nossa compreensao a respeito dessa
doenga no publico jovem e, enfim, buscar melhores e mais eficientes formas de

tratamento.
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