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RESUMO

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma disfungdo endocrina cronica, de etiologia
multipla, caracterizada por hiperglicemia, resisténcia insulinica periférica e dislipidemia.
Dentre as comorbidades associadas a sindrome, danos progressivos ao sistema nervoso
central culminam em deficiéncias cognitivas e neurocomportamentais moderadas,
referenciadas como encefalopatia diabética (ED). Apesar da correlagdo existente entre o
alto consumo lipidico e favorecimento da progressdo diabética, acidos graxos poli-
insaturados n-3 (AGPI), presentes no o6leo de peixe OP, sdo conhecidos por seus
beneficios frente a disfungdes lipidicas e anti-inflamatorias. Nesse sentido, o presente
estudo visou investigar os efeitos da suplementagdo com OP sobre parametros
metabolicos e cognitivos decorrentes da cronificagdo do DM2. Aos 90 dias de idade, os
animais diabetizados em periodo neonatal apresentaram aspectos sintomatoldgicos
similares aos observados na patologia humana, através da confirmacdo de intolerancia
glicémica. Este quadro patologico foi mantido até 150 dias de idade, periodo em que
investigamos a instauracao da ED e os potenciais efeitos nutracéuticos da suplementagao
com OP frente ao declinio metabolico e cognitivo esporadico. Neste periodo,
demonstramos que os animais diabetizados suplementados diariamente com OP (1
mg/Kg), durante 60 dias, exibiram melhora do perfil lipidico plasmatico, reducdo da
hiperinsulinemia e maior flexibilidade cognitiva no teste reverso, em comparagao aos
animais diabetizados e ndo suplementados com OP. Contudo, a suplementacao com OP
ndo foi capaz de modificar pardmetros relacionados a hiperglicemia, danos oxidativos na
regido do telencéfalo e déficit de aprendizagem, decorrentes da diabetizacdo. Até o
presente momento, concluimos que o modelo de diabetizagdo em periodo neonatal ¢ uma
ferramenta vantajosa em mimetizar sistemicamente o perfil tempo-dependente do DM2.
Em adi¢do, apesar dos inimeros beneficios relacionados ao consumo de AGPI n—3, a
suplementagao com OP teve agdes limitadas diante dos efeitos metabolicos e cognitivas
vinculadas ao diabetes.

Palavras — chave: diabetes mellitus tipo 2; hiperinsulinemia; acidos graxos poli-

insaturados; 6leo de peixe; metabolismo; cognigao.



ABSTRACT

Type 2 diabetes mellitus (DM2) is a chronic endocrine dysfunction of multiple etiologies,
characterised by hyperglycaemia, peripheral insulin resistance and dyslipidaemia. Among
the comorbidities associated with the syndrome, progressive damage to the central
nervous system culminates in moderate cognitive and neurobehavioural impairments,
referred to as diabetic encephalopathy (DE). Despite the existing correlation between high
lipid intake and favourable diabetic progression, n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA),
present in OP fish oil, are known for their benefits against lipid and anti-inflammatory
dysfunctions. With this in mind, this study aimed to investigate the effects of OP
supplementation on metabolic and cognitive parameters resulting from the chronification
of DM2. At 90 days of age, the animals diabetised during the neonatal period showed
symptoms similar to those observed in humans, by confirming glycaemic intolerance.
This pathological condition was maintained until 150 days of age, when we investigated
the onset of ED and the potential nutraceutical effects of OP supplementation against
sporadic metabolic and cognitive decline. During this period, we showed that diabetic
animals supplemented daily with OP (1 mg/Kg) for 60 days had an improved plasma lipid
profile, reduced hyperinsulinemia and greater cognitive flexibility in the reverse test,
compared to diabetic animals not supplemented with OP. However, OP supplementation
was unable to modify parameters related to hyperglycaemia, oxidative damage in the
telencephalic region and learning deficits resulting from diabetisation. So far, we have
concluded that the neonatal diabetisation model is an advantageous tool for systemically
mimicking the time-dependent profile of DM2. In addition, despite the numerous benefits
related to the consumption of n-3 PUFA, supplementation with OP had limited actions in
the face of the metabolic and cognitive effects linked to diabetes.

Keywords: type 2 diabetes mellitus; hyperinsulinemia; polyunsaturated fats; fish oil;

metabolism; cognition.
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INTRODUCAO
CONTEXTUALIZACAO

Doengas cronicas nao—transmissiveis (DCNT) sdo as principais causas de
mortes no mundo, com prevaléncia crescente em todas as faixas etarias, géneros e etnias.
Por definigdo, DCNT ¢ uma disfun¢do ndo contagiosa, de longa dura¢do e lenta
progressdo, sendo decorrente de modificacdes genéticas, fatores ambientais ou
sedentarismo (ANDERSON; DURSTINE, 2019; EZZATI, 2018). Dentre as DCNT, a
diabetes mellitus (DM) ¢ considerada um dos mais importantes desafios de saude publica

do século XXI (AHMED et al., 2019a; SUN et al., 2020).

Embora possua etiologia multipla, o DM ¢ caracterizado por concentragdes
elevadas de glicose plasmadtica, decorrente da deficiente produ¢do insulinica (diabetes
tipo 1, DM1) ou por baixa responsividade do organismo a acdo da insulina endégena
(diabetes tipo 2, DM2), sendo que o ultimo representa cerca de 80% dos casos
(BIESSELS; GISPEN, 2005; MIJNHOUT et al., 2006; SHAW; SICREE; ZIMMET,
2010; WANG et al., 2020a; ZHOU et al., 2022). Normalmente, os tratamentos para casos
cronicos de diabetes limitam-se apenas a estratégias de controle glicémico, farmacos
hipoglicemiantes e cuidados paliativos (INTERNATIONAL DIABETES

FEDERATION, 2021).

A coexisténcia de disturbios relacionados ao metabolismo de carboidratos,
lipideos e proteinas atrelados ao decurso do DM, culmina em danos progressivos em
sistemas importantes, dos quais destacam-se os sistemas cardiaco, renal, hepatico e
nervoso (BIESSELS; GISPEN, 2005). Doencas cardiovasculares (DCV) sao
consideradas a maior causa de oObito prematuro entre diabéticos (TELLE-HANSEN;

GAUNDAL; MYHRSTAD, 2019) e disfungdes cognitivas associadas a hiperglicemia
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uma das comorbidades mais incapacitantes (BIESSELS; GISPEN, 2005; DIAZ-

GEREVINI et al., 2019; CHEN et al., 2020)

Embora a associacdo entre DM2 e danos cognitivos esporadicos seja complexa,
dados demonstram que cerca de 50% dos pacientes diabéticos desenvolvem declinio
neurocomportamental no decurso de 25 anos (MINAZ et al., 2018). Essa condi¢ao
referenciada como encefalopatia diabética (ED), ¢ primariamente exteriorizada por
deficiéncias na aprendizagem e memoria (ZHOU et al., 2022). Algumas hipoteses
sugerem a correlagdo entre o comprometimento da via de sinalizacao insulinica, alteragao
do metabolismo de glicose, producao de espécies reativas de oxigénio (EROS) e liberagao
de citocinas inflamatorias em areas de cortex pré-frontal e hipocampo de diabéticos
(BAGLIETTO-VARGAS et al., 2016; CHOLERTON, BAKER, & CRAFT, 2013;
KANDIMALLA et al.,, 2017; MITTAL & KATARE, 2016; MUSHTAQ, KHAN,

KUMOSANI, & KAMAL, 2015).

Sabe-se que um dos fatores deterministicos para o agravamento de doencas
metabolicas ¢ o alto consumo de lipideos que acompanha o desenvolvimento da
populagdo humana (ROCCISANO et al., 2019; SILVA; MORAES; GONCALVES-DE
ALBUQUERQUE, 2020; SIMOPOULOS, 2016; URIHO et al., 2019). Contudo, ¢
notério os beneficios estabelecidos pelo consumo de 4cidos graxos poli-insaturados
(AGPI) da familia 6mega 3 (n-3) frente a DCNT (THOMAS, THOMAS, RADCLIFFE,
& ITSIOPOULOS, 2015; SIMOPOULOS, 2020; SIMOPOULOS; DINICOLANTONIO,

2016; URIHO et al., 2019).

Pesquisas envolvendo suplementagdo com o6leo de peixe (OP), rico em n-3,
demonstraram resultados promissores em relagdo a sintomatologia, progressao e reducao
do declinio funcional em quadros de deméncia e lesdes neuroldgicas agudas (THOMAS,

THOMAS, RADCLIFFE, & ITSIOPOULOS, 2015), bem como sob parametros lipidicos
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relacionados a dislipidemia diabética. Visto que um dos aspectos comuns de doengas
neurodegenerativas ¢ o desequilibrio lipidico envolvendo acidos graxos essenciais
(CURI, POMPEIA, MIYAZAKA, PROCOPIO, 2002), os AGPI n-3 podem exercer
efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios pela redugao de moléculas pro-inflamatorias
(CHE et al., 2017), assim como bloquear a apoptose celular resultante de neuro-

degeneracoes (WAKX et al., 2016).

JUSTIFICATIVA

A relacdo sinérgica tempo-dependente estabelecida entre o diabetes, o
envelhecimento e o desequilibrio nutricional da tipica dieta ocidental, constituem forte
fator de risco para o desenvolvimento de prejuizos cognitivos. Apesar do continuo
aperfeicoamento dos métodos intervencionistas tradicionais, fatores extrinsecos ao
diabetes podem, vagarosamente, direcionar para o desenvolvimento de danos sistémicos
permanentes. Assim sendo, o emprego de estratégias aditivas pode representar grande
potencial terapéutico quanto a conteng¢do da evolugdo fisiopatoldgica. Neste aspecto, os
efeitos nutracéuticos do 6leo de peixe (OP), foram associados a prognostico favoravel em
patologias neurodegenerativas, além de agregar beneficios fisiologicos frente as DCNT.
Entretanto, pouco se sabe a respeito das consequéncias da suplementagdo com OP durante

o declinio cognitivo esporadico relacionado a hiperglicemia e resisténcia insulinica.

Assim sendo, o presente estudo investigou o efeito da suplementacao com OP sob
parametros metabolicos e neurocomportamentais relacionados ao DM crdénico em ratos

da linhagem Wistar.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. DIABETES MELLITUS

O diabetes mellitus ¢ uma disfun¢do enddcrina, complexa, que impacta tanto a
economia do sistema de satde publica, quanto o crescimento global (SCHLEICHER et
al., 2022). E considerada uma das patologias mais comuns e de rapido crescimento
mundial, com estimativa de acometer 693 milhdes de adultos até 2045 (DUPAK;
CAPCAROVA, 2021). Portanto, o DM ¢ caracterizado como um conjunto de doencas
metabolicas em que o individuo apresenta concentragcdes glicémicas anormalmente
elevadas (COSTA et al., 2017). Cerca de 90% dos casos de DM se enquadram em duas
categorias principais: DM tipo 1 (DMTI1) e DM tipo 2 (DMT2) (AMERICAN

DIABETES ASSOCIATION, 2018; SCHLEICHER et al., 2022).

Dados epidemiologicos brasileiros, demonstraram que em 2019 o numero de
pessoas acometidas com a doenga foi de 16,8 milhdes, sendo classificado como o quinto
pais com maior niimero de pessoas com DM2 (SAEEDI et al., 2019). Na América do Sul
e Central, 9,43% da populagdo adulta tém diabetes, com 41,9% dos pacientes ndo —
diagnosticados, com idade entre 20 - 79 anos (INTERNATIONAL DIABETES

FEDERATION, 2019).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), a classificagdo
patoldgica do diabetes ¢ relacionada ao mecanismo patologico a ele atrelado, que inclui
DM tipo 1 (DM1), DM tipo 2 (DM2), DM gestacional e DM de outros tipos como
neonatal ou DM que ocorrem como manifestacio secundaria a infecgdes ou
medicamentos (RODACKI; TELES; GABBAY, 2022). Contudo, em 2018, Ahlqvist e
colaboradores propuseram uma nova subdivisdo em 5 categorias: DM auto - imune grave,
DM insulino - deficiente grave, DM insulino - resistente grave, DM leve relacionado a

obesidade, DM leve relacionado a idade. A partir deste novo agrupamento, os possiveis
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fatores sintomatoldgicos podem ser observados ja no inicio da doenca, permitindo a

personalizacdo de um tratamento (AHLQVIST et al., 2018).

A DMI1 ¢ responsavel por 5 a 10% dos casos de DM, sendo ocasionada
principalmente, como resultado da destruicdo autoimune das células B-pancreéticas. A
destruicdo celular culmina na deficiéncia total de insulina, tornando os pacientes
dependentes de insulinoterapia (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019;
RODACKI; TELES; GABBAY, 2022). Diferentemente, a DM2 ¢ caracterizada pela
hipo-responsividade a insulina enddgena, gerando resisténcia nos tecidos-alvo
(resisténcia insulinica — RI). Cerca de 90 a 95% dos casos de DM sdo do tipo 2

(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019).

Na DM2 ocorre secrecao residual de insulina, a hiperglicemia se desenvolve lenta
e progressivamente. Assim, muitos individuos com DM2 sdo assintomaticos, e
consequentemente, diagnosticados tardiamente (SUN et al., 2022). Outro aspecto a ser
considerado ¢ a pré-disposicao genética vinculada a fatores como a idade e a obesidade
(responsavel por cerca de 80% dos casos de DM2), principalmente, em pacientes com
obesidade abdominal central (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2018;

KARELIS et al., 2004; NOLAN; FARCH, 2012).

2.2 FISIOPATOLOGIA DIABETICA E COMORBIDADES ASSOCIADAS

As complicacdes associadas ao DM sdao um problema de saide mundial. O termo
“comorbidade” foi introduzido por Feinstein (1970), um epidemiologista que pesquisou
sobre a co-ocorréncia de doengas entre diabéticos. Ele pressupds que comorbidade era
“qualquer entidade clinica distinta que tenha existido ou que possa ocorrer durante o curso

de um paciente que tenha a doenga principal (doenga indice) (FEINSTEIN, 1970).
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Atualmente, a terminologia ¢ empregada para descrever a ocorréncia paralela de doengas

distintas separadas em um momento cronologico especifico (BERGE; RIISE, 2015).

As comorbidades atreladas ao diabetes representam enorme carga em termos de
custos. Devido ao carater multifatorial da doenga, que englobam tanto custos médicos
especificos, como também os inespecificos, dificultam a determinagdo do impacto
econdmico total (SCHNEIDER, 2020). Contudo, o custo médico especifico mundial com
pacientes diabéticos (20 — 79 anos) foi de 129 milhdes de dolares no ano de 2003
(NARAYAN et al., 2006).

A prevaléncia mundial do diabetes projetada até¢ 2045 ¢ de 693 milhdes de
adultos acometidos pela sindrome (DUPAK; CAPCAROVA, 2021). O DM2,
caracterizado por hiperglicemia e resisténcia insulinica (RI) é responséavel pela maioria
desses casos (SHAW; SICREE; ZIMMET, 2010; WANG et al., 2020; ZHOU et al.,
2022). Além da hiperglicemia e RI, a dislipidemia observada frequentemente em
diabéticos, elevam ainda mais o comprometimento sistémico dos acometidos (CHACRA,
2016; PIENKOWSKA et al., 2020). Estes fatores, quando nio controlados, e persiste por
longos periodos, o individuo com DM2 pode desenvolver varias complicagdes, incluindo
disfungdes microvasculares (nefropatias, retinopatias e neuropatias periféricas) (BITTEL
et al., 2015; SIMA, 2010a), bem como disfungdes macrovasculares (como por exemplo,
doengas cardiovasculares — DCV e doencas vasculares cerebrais) (BERGE; RIISE, 2015;

NG et al., 2020; SADOWSKA; BRUSZKOWSKA, 2017; SHAH et al., 2015).

2.3 ENCEFALOPATIA DIABETICA
As modificagdes metabodlicas e vasculares inerentes aos DM podem gerar danos
progressivos ao sistema nervoso central (SNC), resultando em deficiéncias cognitivas e

comportamentais moderadas. Tais modificagdes sao referidas como encefalopatia
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diabética (ED), e aproximadamente 50% dos pacientes diabéticos desenvolvem esta
comorbidade no decurso de 25 anos (ALLEN; FRIER; STRACHAN, 2004). Ainda assim,
essas modificacoes sdo relativamente menos abordadas dentre as comorbidades
diabetogénicas (BIESSELS; GISPEN, 2005; DIAZ-GEREVINI et al., 2019a).

A ED ¢ caracterizada por prejuizo na aprendizagem e memoria (SOARES et al.,
2013), alteragdes na psicomotricidade, atengdo, fungdes executoras, velocidade e
flexibilidade de pensamento (CHEN et al., 2020; DIAZ-GEREVINI et al., 2019a). Os
sinais como atrofia cerebral, acimulo de espécies reativas de oxigénio e doencas
vasculares cerebrais tendem a ocorrer com a progressdo da patologia (ZHOU et al.,
2022), aumentando assim o risco para desenvolvimento de deméncias, especialmente a
doenga de Alzheimer (DA) (BAGLIETTO-VARGAS et al., 2016; BIESSELS; DESPA,
2018; YANG et al., 2017). Evidéncias crescentes demonstraram que durante etapas
iniciais da DA, identifica-se prejuizo na sinalizacdo insulinica e déficit no metabolismo

da glicose cerebral (DE LA MONTE et al., 2006; RIVERA et al., 2005b).

Receptores de insulina sdo expressos no SNC em graus variados (POMYTKIN et
al., 2018). A ligacdo da insulina ao seu receptor e também a receptores do fator-1 de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1), promove a ativacao de vias sinalizadoras de
neurogénese e sintese de proteinas relacionadas a plasticidade sinaptica (BARONE et al.,
2019). Estes receptores sao distribuidos em regides encefalicas distintas, e estdo
envolvidos no estabelecimento da potenciacdo de longa duragdo (LTP) e da depressdo de
longa duragdo (LTD) (BARONE et al., 2019; GRILLO et al., 2009a; SPINELLI; FUSCO;
GRASSI, 2020). Assim sendo, inevitavelmente, disfungdes relacionadas a insulina

durante o decurso da DM, podem inibir as vias de sinaliza¢do supracitas, e aumentando a
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vulnerabilidade neuronal e progressdo do declinio cognitivo (CHOLERTON; BAKER;
CRAFT, 2013; DURING et al., 2003).

Alteracdes hiperglicémicas sdo conhecidas por causar disfun¢des cognitivas,
logo os efeitos adversos sobre a funcionalidade do SNC podem ser desencadeados tanto
pelo DM1 quanto pelo DM2 (KIM, 2019; SCHNEIDER, 2020; SIMA, 2010). Estudos
em humanos demonstraram a existéncia de relacdo antagdnica entre as concentragdes
séricas de hemoglobina glicada (HbAlc) e memoria de trabalho (MUNSHI, 2017),
funcdo executora, aprendizado e performance psicomotora complexa (RYAN et al.,

2006).

2.4 MODELOS EXPERIMENTAIS ANIMAIS EM PESQUISAS DE DIABETES
MELLITUS TIPO 2
Durante anos, modelos animais tém sido desenvolvidos acompanhando o
aprimoramento experimental e investigagdes cientificas, afim de obter respostas frente a
patogénese diabética e comorbidades a ela associadas (REES; ALCOLADO, 2005).
Segundo Wessler S. (1976), um modelo animal ¢ definido como: “um organismo vivo
com um processo patologico herdado, seja naturalmente adquirido ou induzido, que em
um ou mais aspectos se assemelhe com o0 mesmo fendomeno que ocorre no homem” (apud

SIEBER; TRAYSTMAN, 1993).

Modelos animais sdo ferramentas relevantes na pesquisa visto que fornecem
percepcoes adicionais acerca de processos fisioldgicos diante de uma enfermidade
(SIEBER; TRAYSTMAN, 1993). Sob a luz dessas informagdes, novas metodologias
terapéuticas, bem como estratégias preventivas, sao validadas (REES; ALCOLADO,
2005; WANG et al., 2013). Existem diferentes espécies utilizadas como modelos animais

de DM2, desde modelos nao-mamiferos até primatas nao-humanos, sendo que cada um
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apresenta vantagens e limitagdes distintas. A figura 2 resume as principais informacdes
acerca dos principais espécies empregadas como modelo animal em DM?2 atualmente
disponiveis, considerando critérios como utilidade, vantagens e limita¢des, via alterada,

condi¢des ambientais e antecedentes genéticos (FANG et al., 2019).

Contudo, em virtude do facil manuseio, docilidade, intervengdes de curta geragao,
facil disponibilidade, e custos relativamente baixos, a maioria dos modelos disponiveis
visam o uso de roedores (SRINIVASAN, 2007). Apesar de cada modelo apresentar
vantagens e desvantagens, vale ressaltar que nenhum modelo animal de DM?2 ¢ idéntico

a sindrome humana (DUPAK; CAPCAROVA, 2021; MACHADO, 2008).

2.4.1 Modelos Quimicamente Induzidos

A maior parte das pesquisas realizadas entre os anos de 1996 e 2006 utilizou o
modelo de diabetizagdo animal quimicamente induzido. A estreptozotocina (STZ) e a
aloxana (ALX) sdo drogas de preferéncia para estudos acerca dos aspectos do diabetes.
Em virtude da baixa estabilidade, curta meia-vida e natureza 4cida da solucdo (que
impede o uso em via i.p), a ALX passou a ser a ser a segunda droga de escolha, quando
se trata de indugdo diabética (RODRIGUES, 2018). A ac¢do diabetogénica de ambas as
drogas, ocorre quando administradas via intravenosa, subcutdnea e intraperitoneal
(ETUK, 2010; GOYAL et al., 2016). A escolha da dose e da via de administracdo das
drogas, dependem de fatores como: espécie, faixa etaria, género, estado nutricional do
animal (GHEIBI; KASHFI; GHASEMI, 2017; GOYAL et al., 2016; KLEINERT et al.,

2018a; LUTZ, 2018).
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2.4.2 Estreptozotocina

A STZ foi isolada pela primeira vez em 1959 (GOYAL et al., 2016), a partir de
um microrganismo do solo, a Streptomyces achromogenes, e apresentou amplo espectro
antibiotico (SZKUDELSKI, 2001). As altera¢des estruturais, funcionais e bioquimicas
observadas no processo de diabetizacdo induzido por STZ assemelham-se aquelas
observadas na patologia humana, sendo, portanto, um modelo clinicamente relevante para

estudos acerca das comorbidades associadas a patogénese diabética (REES;

ALCOLADO, 2005; WANG et al., 2013).

Quimicamente, a STZ ¢ um composto de glucosamina nitrosoureia nomeado
segundo sistema IUPAC (2-desoxi-D-glicose derivado de N-metil-N-nitrosilureia -
MNU) (GOUD; DWARAKANATH; CHIKKA SWAMY, 2015). Estruturalmente, ¢
muito similar a 2-desoxi-D-glicose, porém com substitui¢do na posi¢do C2 por um grupo
N-metil-N, com grupamento metila ligado a extremidade e uma molécula de glicose na
outra (Figura 1) (GOYAL etal., 2016). Normalmente, apresentando-se como po cristalino
amarelo palido ou cristalino, a STZ ¢ um composto hidrofilico com meia-vida bioldgica

entre 5 e 15 minutos, aproximadamente (GHEIBI; KASHFI; GHASEMI, 2017).

Por ser molécula analoga a glicose, o acesso da STZ as células  — pancreaticas
ocorre via transportador de glicose 2 (GLUT2) (GOUD; DWARAKANATH; CHIKKA
SWAMY, 2015). Uma vez no citoplasma, a STZ se acumula no interior celular e gera
metilacdo de DNA, ocasionando ac¢des diabetogénicas (WSZOLA et al., 2021). Apesar
disso, a validade dos protocolos de diabetizagdo pelo emprego da STZ ¢ questionavel,
visto a variabilidade dos efeitos organicos apresentados pelos modelos experimentais
(GOYAL etal., 2016).

Dentre a problematica envolvida na diabetizagdo por STZ destacam-se: dose —

resposta versus mortalidade, toxicidade seletiva de células f — pancreaticas e género.

25



Normalmente em ratos adultos, doses de STZ abaixo de 60 mg/kg induzem a
hiperglicemia, enquanto que doses superiores a 75 mg/kg estdo vinculadas a mortalidade

dose — dependente (GAJDOSIK et al., 1999; ISLAM; WILSON, 2012).

2.4.3 Mecanismo Diabetogénico da Estreptozotocina

A atividade diabetogénica da STZ ocorre pelos seguintes mecanismos:
alquilagcdo de DNA, liberacao de 6xido nitrico (NO) a partir do grupo nitrosoureia (por¢ao
MNU) e, formacao de espécies reativas de oxigénio (EROS), culminando em necrose das
células B — pancreaticas (GHEIBI; KASHFI; GHASEMI, 2017; GOYAL et al., 2016).
Ademais, a glicosilagdo e alquilacdo de proteinas sdo fatores que amplificam a acdo toxica
da STZ (RODRIGUES, 2018).

A atividade alquilante da STZ ¢ o mecanismo mais importante para a necrose
das células beta pancredticas, uma vez que os efeitos toxicos dessa droga podem
prejudicar os processos vitais que ocorrem no DNA (BORDIN et al., 2013; PUYO et al.,
2014; KR et al., 2014). A alquilacdo da MNU da guanina, especialmente na posi¢ao 06 ¢

a principal causa da morte das células B - pancredticas (ELSNER et al., 2000) (Figura 2).
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FIGURA 1: Semelhangas estruturais entre as moléculas de glicose e estreptozotocina
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Glicose N-acetil-glicosamina

Estreptozotocina N-metil-N-nitrosoureia

Legendas:  Estruturas quimicas da  glicose, N-acetil-D-glucosamina,
estreptozotocina e N metil-N-nitrosoureia. Fonte: Adaptado de GOYAL et al.,
2016.

Inicialmente, um grupo metila da STZ ¢ transferido para a molécula de DNA da
célula beta, desencadeando uma série de eventos, que por fim acarretara na fragmentagao
e destruicdo do DNA. Numa tentativa de reparacao a lesdo do DNA, a poli (ADP-ribose)
polimerase (PARP-1) ¢ super estimulada, reduzindo a quantidade de NAD" ¢ ATP. Dessa
forma, a deplecdo das reservas de energia celular e a redugdo de ATP resultam na necrose
das células beta pancreaticas e na inibicdo da sintese e secre¢do de insulina (LENZEN,
2008).

Além disso, foi visto que a STZ ¢ capaz de transferir grupo metila também a
proteinas, sendo esse, provavelmente, um mecanismo que contribui para a destrui¢do das
células beta (SZKUDELSKI et al., 2001). Outros fatores prejudiciais adicionais ¢ a
glicosilacdo dessas proteinas, sendo estes eventos que amplificam o efeito citotoxico da

STZ e a liberagdo do oxido nitrico (NO) dentro das células beta pancreaticas a partir da
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metabolizacdo da STZ. Esse evento também contribui danificando as bases que compde
o DNA (SZKUDELSKI et al., 2001).

A formagdo de EROS, principalmente de radicais superdxido e hidroxila, ¢
resultado da acdo da STZ sobre mitocondrias e consequéncia do aumento da atividade da
xantina oxidase, enzima cuja funcdo ¢ catalisar a oxidacdo de hipoxantina para xantina.
Ainda, a STZ inibe o ciclo de Krebs (TURK et al., 1993), diminuindo drasticamente o
consumo de oxigénio pelas mitocondrias. Esse processo limita a producdo de ATP pelas
mitocondrias, causando a deple¢do desse nucleotideo nas células beta, acelerando o
processo de destruicao dessas células e o desenvolvimento do DM (NUKATSUKA et al.,

1990, SOFUE et al., 1991).
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FIGURA 2: Mecanismo de agdo de estreptozotocina em animais neonatos
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Legendas: (A) Mecanismo de dano em células B - pancreaticas com dose Unica de
STZ em solugdo; (B) mecanismo de acdo da STZ no nucleo das células B —

pancreaticas. Fonte: A autora.
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2.4.4 Resposta Glicémica Trifasica da Estreptozotocina em Animais Adultos e

as Eventuais Modificagdes na Dibetizacdo em Neonatos

Ap6s a destruicao das células beta pancreaticas, pela agdo da STZ, ocorre uma
resposta cronologica trifasica (Figura 3), descrita com base em diabetizagdo em animais
adultos (GOYAL et al., 2016). A fase inicial (Fase 1) ¢ caracterizada por pico glicémico
transitorio (hiperglicemia) com reducdo das concentragdes de insulina (hipoinsulinemia),
ocasionando na deplecdo dos estoques de glicogénio hepatico (LENZEN, 2008). Apos,
em funcdo do rompimento das células beta, ocorre a liberagdo macica de insulina
(hiperinsulinemia) e consequente hipoglicemia. Essa fase pode ser letal para os animais,
em fung¢do da hipoglicemia descontrolada. Em animais adultos, essa condig¢do pode ser
evitada pela da administracdo de sacarose (10%), pelo periodo de 48 horas pods-
diabetizacao (FURMAN, 2015). A terceira ¢ ultima fase (fase 3), envolve o aumento das
concentragdes de glicose sanguinea na faixa de 350 e 400 mg/dL, em ratos adultos
(GOYAL etal., 2016).

Diferentemente, em animais neonatos, a fase 3 sofre efeito compensatorio a
longo prazo (SATROM et al., 2018). A porcao de células f — pancredticas remanescentes
tendem a aumentar a secre¢do insulinica, pois se hipertrofiam, gerando -efeito
compensatorio e, mantendo a glicemia plasmatica dentro da faixa de normalidade (KISS
et al., 2013). Entretanto, estas células podem atingir a exaustdo e, sequencialmente,
diminuir sua funcionalidade, culminando em hiperglicemia no periodo adulto (TAKADA

etal., 2007).
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FIGURA 3. Acao trifasica da estreptozotocina em roedores
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Legendas: Atividade trifasica da estreptotocina sobre a concentragdo glicémica
transitoria de 0 a 72 horas pos-diabetizacdo, seguido pela estabilizagdo de quadro

hiperglicemico leve a moderado 30 dias pds - inducdo. Fonte: A autora.

O modelo animal de diabetizagdao induzido por STZ em periodo neonatal (n-
STZ) caracteriza-se como modelo de diabetes mellitus ndo-insulino-dependente (NID)
(SARTORETTO et al., 2005). Primeiramente descrito por Portha e colaboradores (1974),
o modelo de STZ-n baseia-se na destruicao das células B — pancreaticas, com posterior
regeneracdo parcial destas células e, o retorno da concentragao glicémica a normalidade
dentro de duas semanas. Porém, o distarbio da resposta da insulina a glicose permanece,
promovendo o modelo de diabetes tipo II surgimento de intolerancia glicémica

(MACHADO, 2008; PORTHA et al., 1974).
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2.5 LIPIDEOS E ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS

Lipideos sdao componentes essenciais da dieta e possuem fungdes diversas nos
sistemas biologicos. Na alimenta¢do, os lipideos sdo usualmente encontrados na forma de
triacilglicerois, sendo estes caracterizados pela associagdo de trés acidos graxos a uma

molécula de glicerol (CURI et al., 2002).

Os acidos graxos sao formados por uma cadeia de a&tomos de carbono ligados a
atomos de hidrogénio. Os acidos graxos ditos insaturados, sdo aqueles em que uma dupla
ligacdo (insaturagdo) ocorre entre os atomos de carbono adjacentes. Assim, o numero de
insaturacdes encontradas na cadeia carbdnica ira determinar a nomenclatura do acido
graxo como mono ou poli-insaturado (AGPI). As propriedades quimicas nutricionais e
funcionais dos 4cidos graxos sdo determinadas pelas diferentes posicdes e quantidade de
insaturacdes encontradas ao longo da cadeia (CURI et al., 2002; FAROOQUI, 2009;

NALIWAIKO, 2009).

Existem duas grandes familias de AGPI’s, conhecidas como n-6 (ou 6mega-6) e
a n-3 (ou dmega-3). Os AGPI n-6 apresentam a primeira insatura¢do entre os carbonos
C6 e C7 a contar do carbono dmega (localizado no radical metila), e seu precursor € o
acido graxo essencial linoléico (AL) (18:2). Ja AGPI da familia n-3 sdo derivados do
acido graxo essencial a-linolénico (ALA) (18:3) (Figura 4), em que a primeira insaturagao
¢ localizada entre os carbonos C3 e C4, contando a partir do carbono 6mega. As demais
insaturagdes destes AGPIs essenciais ocorrem entre os carbonos C12 e C13, e entre C15

e C16 (INNIS, 2002; NELSON L; COX, 2014).

Mamiferos sdo incapazes de sintetizar AL e ALA, devido a auséncia das enzimas
A-15 e A-12 dessaturases, portanto os acidos graxos essenciais devem ser obtidos da dieta.

Uma vez ingeridos, eles sao metabolizados por um conjunto enzimatico, em que novos
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atomos de carbonos e insaturagcdes sdo adicionados a cadeia carbonica de origem,

produzindo assim, AGPI de cadeia longa da mesma familia (BURDGE; CALDER, 2015).

A via de dessaturacdo e alongamento de acidos graxos em mamiferos ocorre
predominantemente no reticulo endoplasmatico liso dos hepatocitos. O ALA e AL sao
substratos competitivos da mesma via enzimatica sendo o ALA o substrato de maior
preferéncia da enzima A6 dessaturase. Contudo, a prevaléncia de AL nas dietas, favorece

maior taxa de metabolizagdao de 6mega-6 (BURDGE; CALDER, 2015).

FIGURA 4: Cadeia carbonica dos Acidos graxos essenciais

HiaC NN N NN CO.H
Acido Linoléico (C18:2)

Acido o-Linolénico (C18:3)

Fonte: Adaptado de SANDA; JISAK, 2011.

Um complexo citoplasmatico composto por varias enzimas, chamado de &cido
graxo-sintase, ¢ o responsavel por catalisar a sintese de 4cidos graxos. A cada ciclo de
passagem pela acido graxo-sintase, dois atomos de carbono sdo adicionados a cadeia
original. A partir de ALA e AL, a enzima A6 dessaturase insere uma insaturagao entre os
carbonos C6 e C7 dos dois precursores. Em seguida, o alongamento da cadeia carbonica
ocorre pela atividade da alongase 5, formando 4cidos graxos de 20 atomos de carbono.
Novas insaturagdes entre os carbonos C5 e C6, sdo formadas por intermédio da A5

dessaturase, resultando nos acidos araquidonico (20:4 n-6) e o eicosapentaendico (20:5
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n-3). Esse mecanismo pode prosseguir para a formagdo de acidos graxos de cadeias

carbonicas maiores, como os acidos docosapentaenoico (22:5 n-6) e docosahexaendico

(22:6 n-3) (Figura 5) (BURDGE; CALDER, 2015; DE CARVALHO; CARAMUIJO,

2018; NELSON L; COX, 2014).

FIGURA 5: Esquema da sintese de acidos graxos poli-insaturados
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Legenda: Atividade das enzimas alongases e dessaturases (A4, A5, A6, A9 e A12) e formacdo dos acidos
graxos poli-insaturados da familia 0mega-6 e Omega-3. Vias de alongamento e dessaturacdo
dependentes dos precursores acido linoléico (18:2 n-6) e a-linolénico (18:3 n-3). Principais fontes
alimentares de obtengdo representadas abaixo da via de sintese de cada familia. Esquema baseado em

trabalhos publicados anteriormente (BURDGE; CALDER, 2015).
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2.5.1 FUNCOES DOS ACIDOS GRAXOS

Os 4acidos graxos sdo encontrados no organismo armazenados na forma de
triacilglicerdis (TG). Estes estdo contidos principalmente nos paniculos adiposos, e sua
liberagdo ¢ controlada positivamente pela ativagao da LHS, e negativamente pela agcdo da
insulina (NELSON L; COX, 2014). O aumento da concentracdo de TG plasmatico
fornece precursores para geracao energética, via § — oxidagao de acidos graxos, processo
realizado nas mitocondrias e peroxissomos (LAl et al., 2020; ZAZULA, 2021).

O papel dos acidos graxos ndo se restringe apenas a fungdes metabdlicas. A
estrutura e fun¢do das membranas celulares depende da composi¢dao dos fosfolipideos
contidos na bicamada, que por sua vez, determinam fluidez da membrana, permeabilidade
e ancoragem das proteinas, bem comoa producao de segundos mensageiros em vias de
transducdo de sinal, considerando que a composi¢do geral de 4cidos graxos dos
fosfolipidios de membrana depende de cada tipo celular, tecido e organismo (CALDER,
2015; MACHADO, 2008).

A metabolizacdo dos acidos graxos de fosfolipidios (via fosfolipases), da
origem a segundos mensageiros. Os mediadores bioativos chamados de eicosandides, sao
derivados do metabolismo de AGPI de cadeia carbonica composta de 20 carbonos. Os
representantes dessa classe sdo prostaglandinas (PG), tromboxanas (TX) e leucotrienos
(LT), e sao produzidos a partir dos acidos graxos pela acdo decicloxigenases (COX) e
lipoxigenases (LOX) (CALDER, 2015; DU et al., 2006). O papel dos eicosanoides
derivados da familia Omega-6 desempenham fung¢des importantes no processo
inflamatorio e imunitario, portanto sdo chamados de moléculas proé-inflamatorias. Ja os
eicosanoides derivados da familia 6mega-3 apresentam menor reatividade inflamatdria,

sendo denominados anti-inflamatérios (CHRISTI; HARWOO, 2020).
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2.6 ESTILO DE VIDA OCIEDENTAL E DIABETES MELLITUS TIPO 2

Doengas relacionadas ao estilo de vida sdo desenvolvidas, principalmente, pelos
habitos e relacionamento inadequado com o meio em que estao inseridos. Tais fatores,
combinados com o aumento da idade populacional e DM elevam a prevaléncia de declinio
cognitivo esporadico (SHARMA et al., 2020). Em virtude do controle glicémico rigoroso
e do aprimoramento do manejo das comorbidades associadas ao diabetes, ocorreu
aumento significativo da taxa de sobrevivéncia do individuo diabético nas ultimas
décadas (COSTA et al., 2017; SHAW; SICREE; ZIMMET, 2010). Logo, uma grande
parcela da populacdo mundial vive durante longos periodos expostos as complicacdes
associadas a doenca. Embora as intervengdes farmacologicas comumente adotadas,
cooperem para amenizagdo de tais comorbidades, fatores inespecificos ao diabetes
contribuem para o estabelecimento de vias neurodegenerativas tardias e silenciosas

(PUGAZHENTHI; QIN; REDDY, 2017).

Em funcdo da adocdo de praticas associadas a cultura ocidental europeia
(ocidentalizagdo), um numero crescente de pessoas mais jovens (40 — 55 anos; meia-
idade) tem desenvolvido diabetes (MOHEET; MANGIA; SEAQUIST, 2015; VAN
BUSSEL et al., 2017). Naturalmente, os fatores de risco para o desenvolvimento de danos
cognitivos em diabéticos mais jovens podem variar em relagdo aos adultos mais velhos,
em razao da cronificagdo e severidade da doenca (CHAYTOR, 2016). Assim, o padrao

do estilo de vida ocidental ¢ um catalizador em potencial para o desenvolvimento de ED.

2.6.1 MODIFICACAO DA DIETA
As modificagdes dietéticas sempre acompanharam a evolugcdo de mamiferos e
outras espécies, juntamente com a habilidade de armazenar energia, garantindo a

sobrevivéncia em longos periodos de privagdo nutricional. Estudos sobre o aspectos
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evolutivos da dieta indicam que grandes mudangas ocorreram em nossa dieta,
particularmente no tipo e quantidade de lipideos e no poder antioxidante contido nos

alimentos (Figura 6) (SIMOPOULOS, 2002).

FIGURA 6: Perfil do consumo de acidos graxos da espécie humana ao longo dos anos
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Fonte: Adaptado de SIMOPOULOS, 2002.

A partir a revolugdo industrial no século XVIII, a implementagdo da industria
gerou modificacdo do estilo de vida rural, ocasionando alteragdes significativas na
sociedade (ANDREWS; JOHNSON, 2020). O desenvolvimento de novas tecnologias,
juntamente com a diminuicdo do trabalho manual, culminou na reducdo de custos
econémicos € aumento na producdo de alimentos, facilitando o acesso e consumo
populacional (BIOBAKU et al., 2019; ZAZULA, 2021). O aumento do consumo de grdos
provocou a redugdo da ingestdo de acidos graxos essenciais. Consequentemente, houve

elevagdo do aporte de gorduras saturadas, juntamente com maior consumo de alimentos
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ricos em gordura e carboidratos, deslocando a base alimentar das dietas modernas para

maiores concentragdes lipidicas (SIMOPOULOS, 2016).

Associado ao aumento da ingestdo de 4acidos graxos saturados, as dietas ocidentais
tem favorecido o desequilibrio entre as propor¢des de acidos graxos poli-insaturados
(AGPI), aumentando a biodisponibilidade de AGPI n-6 ¢ reduzindo a de AGPI n-3
(SIMOPOULOS, 2006). Os AGPI n-6, por sua vez, sdo fonte de geracdo de moléculas
pro-inflamatorias e, portanto, tem sido associado a instauracao de varias DCNT, como o

DM2 (WEIR et al., 2020).

Acidos graxos n-3 sdo de grande importancia para o desenvolvimento fisiologico
e acdo preventiva de DCNT. Tais beneficios sdo comprovados por estudos
epidemioldgicos que reportam a baixa prevaléncia da intolerancia a glicose, DM2, infarto
do miocardio, inflamacdo cronica, entre outras, em populagdes que consomem grandes
quantidades de AGPI n-3. Por outro lado, as dietas ricas em gorduras saturadas e com
baixo teor de AGPI n-3 estdo associadas com o aumento da adiposidade, aumento do risco
de DM2, reducao da sensibilidade a insulina no musculo esquelético e distarbios no
metabolismo da glicose (KALIANNAN et al., 2019; LICHTENSTEIN; SCHWAB, 2000;
NETTLETON; KATZ, 2005). No entanto, os mecanismos do efeito protetor dos acidos

graxos n-3 nao estao totalmente esclarecidos.

Uma hipotese ¢ que os efeitos do dmega-3 sobre o0 DM2 sdo decorrentes da
incorporacao nos fosfolipidios de membranas dos tecidos insulino-dependentes, somados
a seu efeito hipolipidémico. Borkman e colaboradores (1993) mostraram, pela primeira
vez, a associacdo entre a composicao de acidos graxos dos fosfolipidios de membrana no
musculo esquelético e a sensibilidade a insulina em humanos. Logo, criou-se uma

correlacdo entre as proporgdes de acidos graxos poliinsaturados que compdem os
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fosfolipidios de membrana nas células musculares, com a sensibilidade a insulina daquele

tecido (BORKMAN et al., 1993).

O perfil de 4cidos graxos das membranas ¢ capaz de influenciar a agdo insulinica,
modulando a afinidade do receptor e a translocacdo dos transportadores de glicose na
membrana. Em estudos anteriores, pesquisadores demonstraram que alteracdes na
composi¢ao da membrana de musculo de roedores, ocasionada pela acdo de AGPI n-3,
afetaram proteinas intracelulares como a IRS-1 ¢ PzkK (LOMBARDO; CHICCO, 2006;
TAOUIS et al., 2002). J& a suplementagdo com oleo de peixe (OP) ao longo de 18
semanas teve agdo preventiva da instalacdo de RI em um modelo animal de diabetes
espontanea. Possivelmente, a suplementagao com OP ocasionou maior expressao do RNA
mensageiro dos transportadores de GLUT-4, mediado pela alteragao na composi¢do da

membrana (LOMBARDO; CHICCO, 2006).

3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementacdo com OP frente aos transtornos metabolicos e

cognitivos e comportamentais associados ao diabetes mellitus tipo 2.

3.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

- Acompanhar a evolu¢do da massa corporal dos animais adultos a partir da 13* — 20?

semana de idade;

- Determinar o consumo alimentar e hidrico, bem como o volume urinario e fecal dos

animais;

- Verificar comprometimento cognitivo pela avaliacdo de parametros relacionados a

aprendizagem e memoria;
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- Caracterizar o perfil glicémico, lipidico e murinométrico das populacdes amostrais;
- Mensurar a concentragao plasmatica de insulina, interleucinas IL-10 e IL-6;
-Determinar a resisténcia e sensibilidade insulinica dos grupos amostrais;

- Analisar as proporg¢oes aterogénicas dos animais;

- Avaliar o contetido de glicogénio muscular e hepatico dos grupos,

- Quantificar danos oxidativos e neurotoxicidade em regides encefalicas de telencéfalo e

diencéfalo.

4. MATERIAL E METODOS
Todos os procedimentos utilizados foram previamente aprovados pela Comissao
de Etica no uso de Animais (CEUA) — UFPR, conforme o certificado 1271/2019

(ANEXO 1).

4.1. ANIMAIS

Ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, var. albinus), foram obtidos do a
partir de acasalamento prévio, e mantidos sob ciclo invertido claro/escuro (12:12 h), a 23
+ 1°C, com acesso livre a agua e ragdo (Nuvital Nutrientes Ltda, Curitiba, PR). Cento e
vinte animais foram utilizados para esta fase experimental, sendo 60 ratos diabetizados e

60 ratos controle.

4.2. DESENHO EXPERIMENTAL

Ratos diabetizados no 2° DPN, por injecdo intraperitoneal de STZ foram mantidos
sob condicdes controladas até os 80 dias de vida. Neste periodo, os animais foram

submetidos ao teste de tolerdncia a glicose, para confirmagdo do estabelecimento do
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quadro diabético. Apenas animais com intolerancia a glicose (glicemia igual ou superior
a 150 mg/dL de glicose apds 120 minutos da sobrecarga) foram considerados
potencialmente diabéticos e aptos para a continuidade do experimento. Apds esta
confirmagdo, os grupos foram subdivididos em grupo controle, suplementado com 6leo
de peixe rico em AGPI n-3, diabetizado e diabetizado suplementado com 6leo de peixe
rico em AGPI n-3 (Figura 7). Assim, aos 90 dias de vida, os animais que compuseram os

grupos suplementados passaram a ser suplementados por um periodo de 60 dias.

Com 120 dias de idade, os animais tiveram paramentros cognitivos avaliados pelo
emprego do teste Modified Hole Board (mHB). Para esta etapa um grupo de animais foi
incluido no estudo representando o controle positivo de declinio cognitivo (L) devido a
lesao hipocampal induzida. No DPN 140, os animais foram alocados em gaiolas
metabolicas onde permaneceram durante 24 horas. Foi mensurado consumo alimentar (g)
e hidrico (mL), volume urinario (mL), fezes liberadas (g). Aos 145 dias, um novo TTG
(TTG 2) foi realizado e, ao completarem 150 dias, todos os animais foram eutanasiados

por decapitacdo apos 12 horas de jejum.

O sangue foi coletado em tubos heparinizados os quais foram centrifugados por 7
minutos a 4528 g para a obtencdo do plasma. Os encéfalos foram coletados sendo
destinados para avaliagdo do sistema antioxidante. O figado, os tecidos adiposos
mesentérico, retroperitoneal e gonadal, e os musculos (séleo e gastrocnémio) foram
coletados, pesados e o resultado expresso em g/ 100 gramas de massa corporea. Amostras
do tecido hepatico e muscular foram congelados a -80°C até processamento para analise

bioquimica.
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FIGURA 7: Esquema do delineamento experimental
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Legenda: DNP: dia pds-natal; TTG: teste de tolerancia a glicose; C: grupo controle com 150
dias de idade; S: grupo suplementado com 150 dias de idade; D: grupo diabético com 150 dias
de idade; DS: grupo diabético suplementado com 150 dias de idade; L: grupo controle positivo

para declinio cognitivo. Fonte: do autor.
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4.3. GRUPOS EXPERIMENTAIS
Foram estabelecidos 5 grupos experimentais, conforme descrito abaixo:

e Grupo controle com 150 dias de idade (C) (n = 30 animais);

e Grupo diabetizado com 150 dias de idade (D) (n = 30 animais);

e Grupo controle suplementado com 150 dias de idade (S) (n = 30 animais);

e Grupo diabetizado suplementado com 150 dias de idade (DS) (n = 30 animais);
e Grupo controle positivo para dano cognitivo hipocampo - dependente (L) (n =15

animais).

4.4. MODELO DE DIABETES MELLITUS NEONATAL

No segundo DPN, os filhotes machos destinados ao grupo diabético receberam
uma unica inje¢do via intraperitoneal (i.p.) STZ na dose de 100 mg/kg solubilizada em
tampao citrato 10 mM (pH 4,5) (SATROM et al., 2018). Os filhotes pertencentes ao grupo
controle receberam apenas o veiculo. Apds a administragdo, os filhotes foram devolvidos

a suas respectivas progenitoras.

4.5. INDUCAO AO MODELO DE PREJU{ZO COGNITIVO

Para a indugdo de danos cognitivos hipocampo - dependente, empregou-se o
protocolo cirurgico descrito anteriormente por Moreira-Silva e colaboradores (2018). Em
suma, ratos com 90 dias de idade (350 — 400 g) foram previamente anestesiados (i.p.)
com quetamina (90 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e posicionados no aparato estereotaxico.
ApoOs exposicdo cranial, e dois foram feitos dois orificios bilateralmente, seguindo as

coordenadas a partir do bregma (-0,8 mm no eixo anteroposterior, = 1.4 mm no eixo

43



medial-lateral e -3.6 mm no eixo dorso-ventral, em concordincia com Paxinos e
colaboradores (2005). Uma vez estabelecidos os acessos ao encéfalo, adminisrou-se
bilateral, via intracerebroventricular (i.c.v) 2 pL de STZ (2 mg/kg) (fluxo de 1pL/min),

solubilizada em tampao citrato 10 mM (pH 4,5).

Apoés a cirurgia, os animais receberam analgesia intramuscular (meloxicam, 1
mg/kg), além de 2 mL de solugdo salina (via subcutdnea) para reidratagdo.
Adicionalmente, os animais foram mantidos em mantas térmicas com temperatura

controlada até a recuperagado e entdo devolvidos a suas caixas.

4.6. SUPLEMENTACAO COM OLEO DE PEIXE

A suplementacdo oral com 6leo de peixe teve inicio aos 90 dias de vida e foi
realizada diariamente na dosagem de 1g/kg de massa corporal, com o auxilio de uma
pipeta de volume ajustavel, até¢ completarem 150 dias de idade. As capsulas de 6leo de

peixe continham 180 mg de EPA e 120 mg de DHA (Capsule Works NBTY Inc.).

4.7. EVOLUCAO DO ACRESCIMO DE MASSA CORPORAL

O ganho de massa corporal (g) dos animais foi avaliado da 13% até¢ 20? semana de

idade, pesando-se os animais individualmente, uma vez por semana, em balanca digital

(GEHAKA, 350).

O Indice de Lee foi determinado aos 120 e 150 dias de idade (Bernardis; Patterson
(1968), a partir da relagdo entre massa corporal € comprimento naso-anal (CNA), pelo

emprego da féormula:

IL = i/massa corporal/CNA
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4.8. TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE

Apés 8-12 horas de jejum, os animais foram anestesiados via i.p. com
pentobarbital sodico 3% (40 mg/kg). A sobrecarga de glicose (75 mg de glicose/ 100 g
de massa corporal) foi administrada via veia peniana dorsal e a mensuragdo da glicemia
efetuada pelo sangue coletado da veia caudal nos tempos de 0 (basal — antes da
administracdo da sobrecarga de glicose), 5, 15, 30, 60 e 120 minutos. A concentracdo de
glicose no sangue foi determinada usando glicosimetro (One Touch Ultra ®) (TAKADA

et al. 2007).

4.9.TESTE HOLE BOARD MODIFICADO

Aos 120 dias de vida, os animais foram submetidos ao teste Hole Board,
modificado, (HBm) conforme descrito por (KOOIJ et al., 2010) e (LABOTS et al,,

2015a).

4.9.1. Aparato

O HBm era consistido de uma caixa retangular, opaca, de PVC (100 x 50 x 50
cm), na qual uma prancha (60 x 20 cm) foi posicionada no meio da caixa. A prancha
possuia 20 cilindros opacos (3 cm @ e 4 cm de altura) alinhados em 3 fileiras (Figura 8).
A érea ao redor da prancha, estava dividida em 10 retangulos (20 x15 c¢cm) e 2 quadrados
(20 x 20 cm). Uma luz de palco foi posicionada acima da prancha para criar contraste na
intensidade luminosa entre a prancha (representando uma area desprotegida) e a caixa

(area protegida) (LABOTS et al., 2015).
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O monitoramento dos animais foi feito durante 5 dias consecutivos, com até 4
tentativas didrias e duracdo maxima de 5 minutos por tentativa. Ao término de cada
tentativa o aparato era limpo com papel toalha e solucdo de alcool 5% para evitar
interferéncias olfatdrias. Para o desenvolvimento de anélise cega e livre de interferéncias
do experimentador, os dados foram adquiridos por um sistema de grava¢do de video, que

foi instalado acima da area de teste.

FIGURA 8: Ilustrag¢@o da arena do aparato HBm

P 100 cm

L J

Objeto familiar e novo

Caixa (area protegida)

Prancha (drea desprotegida) 3 cm

Legenda: Imagem representativa da arena de avaliacdo do teste Modified Hole Board.
Fonte: do autor.

4.9.2. Habituacdo dos animais

Considerando a fase de maior atividade dos animais, tanto a habituacdo quanto os
testes foram realizados entre as 10:00 — 17:00 horas. A habituag¢do foi feita nas duas
semanas que antecederam os testes. Durante este periodo, o0 mesmo experimentador

realizou a manutenc¢do e manejo dos animais. Quatro vezes por semana, 0s animais que
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seriam submetidos aos testes foram levados até a sala de teste, manuseados e mantidos

no local por cerca de cinco horas. Apds, os animais eram devolvidos ao biotério.

4.9.3. Reconhecimento de Objeto Novo e Familiar

A familiarizacdo com o objeto ocorreu dois dias antes do inicio dos testes. A
avaliacdo do reconhecimento de objetos foi realizada no primeiro e no ultimo dia de teste.
O objeto familiar foi colocado no aparato cerca de 2 cm distante do objeto novo, no canto
em frente ao ponto de partida. A frequéncia exploratoria do animal para cada objeto foi

contabilizada.

4.9.4. Atividade Exploratoria

Os animais foram colocados diretamente na area de teste, sempre no mesmo local,
com face voltada para as paredes da caixa e deixados explorar o ambiente livremente. Os
parametros avaliados foram atividade locomotora (niimero de linhas cruzadas),
exploracdo direta (frequéncia de cilindros visitados), exploracdo indireta (nimero de
rearing) e evasdo (relagdo percentual de permanéncia na prancha em comparagdo a

periferia da arena).

4.9.5. Teste Cognitivo

Para o teste cognitivo, um alimento altamente palatavel foi oferecido aos animais
como isca (0,05 g de amendoim). Dois dias antes do inicio do teste, os animais foram
familiarizados diariamente com a isca. Neste curto periodo, o amendoim foi oferecido
individualmente a cada animal, em caixa separada e com o auxilio de uma pinga cirtirgica.
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Diariamente antes do inicio dos testes, todos os 20 cilindros da prancha foram
aromatizados com esséncia de baunilha 1% e colocado uma isca ndo-removivel por baixo
da grade de metal. Trés destes cilindros foram sinalizados externamente com um anel
colorido (pista externa) e uma isca removivel for adicionada acima da grade de metal

destes cilindros (recompensa).

Nos trés primeiros dias de teste (estagio 1), os cilindros com a recompensa foram
sinalizados com a pista externa, enquanto que os cilindros que receberam apenas a isca
nao-removivel ndo foram sinalizados. No quarto dia de teste, a localizagdo dos cilindros
com recompensa ¢ pista externa foi modificada (estagio 2). Por fim, no quinto dia os
animais foram inseridos no HBm de configuracdo reversa (estagio 3). Neste estagio, 17
cilindros receberam somente a pista externa e os outros 3 cilindros com recompensa nao
foram sinalizados. Durante o teste reverso a localizacao dos cilindros com recompensa

também foi modificada (Figura 9).

Um cilindro foi contabilizado como visitado se animal fez o movimento de
mergulho de cabega (head dip) dentro do cilindro. Os parametros cognitivos avaliados
em cada tentativas estao descritos a seguir (Tabela 1). Visitas a cilindros sem recompensa,
foram contadas como escolhas erradas e consideradas equivalentes a um erro de memoria
declarativa de referéncia e memoria de longo prazo, uma vez que a lembranca das
informacdes previamente aprendidas (quais cilindros continham recompensa) era
necessaria para evitar escolhas erradas. Revisitas a cilindros que anteriormente continham
recompensa, foram contabilizados como escolhas repetidas e considerados como um erro
de memoria de trabalho e de memoria de curto prazo (OHL et al, 2002). Além do numero
de escolhas erradas e repetidas, foi quantificado o numero de erros de omissao, ou seja, o
numero de cilindros sinalizados e que continham recompensa, que nao foram visitados

durante uma tentativa.
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FIGURA 9: Mapa de montagem das recompensas nos trés estagios do teste cognitivo

WI%&%ﬂ$OO
P00

Treino

Estagio 2
Dia 4
Teste

mﬁooooooo

ﬁ@é%%d%%%

Legendas:
O Cilindro sem recompensa O Cilindro sem recompensa
e sem pista externa e com pista externa

Cilindro com recompensa Cilindro com recompensa
e com pista externa e zemm pista externa

Legenda: Representacdo da configuracdo sequencial das recompensas no decorrer dos

cinco dias de avaliacdo cognitiva. Fonte: do autor.
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TABELA 1: Parametros cognitivos avaliados por tentativa

Sistema de memoria Parametro Descricao
Memoria de referéncia/ Escolha de cilindro Visita a cilindros sem
longo prazo errado recompensa
Memoria de trabalho/  Escolha de cilindros Revisita a cilindros
curto prazo repetidos anteriormente recompensados
Omissdo de L
. Nao visitar cilindros com
Erros por omissao cilindros com
recompensa
recompensa

Tempo total despendido até que
Tempo total das .
Performance em geral . todo os cilindros com
tentativas
recompensa sejam visitados

4.10. AVALIACAO EM GAIOLA METABOLICA

Para a mensuracdo do consumo alimentar e hidrico, coleta de urina, fezes, os
animais foram alocados em gaiolas metabdlicas, onde permaneceram durante 24 horas.
Ap0s as primeiras 12 horas, o contetdo de urina e fezes foi eliminado e a 4gua e comida
ajustados para volume e peso conhecidos. Ao final de 24 horas, os animais foram pesados
individualmente e foi mensurado consumo alimentar (g) e hidrico (mL), volume urinério
(mL) e fezes (g). Os resultados de consumo alimentar e hidrico foram expressos pelo
calculo de peso da racdo (g) consumida em 12 horas x 100 / massa corporal (g) e volume

de 4gua (mL) consumido em 12 horas x 100 / massa corporal (g), respectivamente.

4.11. ANALISE BIOQUIMICA

4.11.1. Perfil Bioquimico Plasmatico
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O plasma dos animais foi destinado para a dosagem de glicose, colesterol total e
triacilglicerois via kits comerciais de analise colorimétrica (Vida Biotecnologia®). Com
os valores de colesterol total (CT), colesterol HDL (HDLc) e triacilgliceréis (TG) foram
realizados os calculos para se estimar colesteréis LDL (LDLc) e VLDL (VLDLc)
(FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972). As leituras das absorbancias foram
realizadas em leitor de microplacas (Infinite® 200 PRO SERIES TECAN) e os valores

expressos em mg/dL.

4.11.2. Proporgdes Aterogénicas

Com o intuito de verificar o risco de desenvolvimento de doengas ateroscleroticas,
o indice de Castelli I (IC1) e o indice de Castelli I (IC2) foram determinados das

seguintes equagoes:

IC1l=——
HDLc

1co — LDLc
" HDLc

4.12. MENSURACAO DO CONTEUDO DE GLICOGENIO HEPATICO E

MUSCULAR

O conteudo de glicogénio foi mensurado segundo método descrito por Leighton e
Cooper (1988). Em suma, amostras de figado, musculo séleo e gastrocnémio de cada
animal (100 mg) foram digeridas em 0,5 mL de KOH (1 M) por 20 minutos, a 70 °C.
Apos, 0,1 mL do tecido digerido foi adicionado a 0,5 mL de solugao tampao de acetato
de sodio (acido acético 75 mM, 120 mM de acetato de sédio e 6,5 U/ml de

amiloglicosidase, em pH 4,8) e incubado durante 2 horas a 37 °C. Posteriormente, as
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amostras foram centrifugadas (800 g por 5 min) e 0,2 mL do sobrenadante foi adicionado
a 1 mL de solucdo tampao de trietanolamina (TEA) (375 mM trietanolamina, MgSO4 3
mM, ATP 10 mM, 0,65 mM NADP, 4,5 U/mL de hexoquinase, 1,5 U/mL de glicose-6-
fosfato desidrogenase, a pH 7,5). O contetdo de glicogénio foi determinado por

absorbancia a 340 nm.

4.13. CONCENTRACAO PLASMATICA DE INSULINA, INTERLEUCINA-

6 (IL-6) E INTERLEUCINA-10 (IL-10)

A mensuracao da concentracdo plasmatica de insulina, IL-6 e IL-10 foi realizada
seguindo as instru¢des do fabricante (Thermo Fisher Scientific, Viena, Austria). Os
ensaios de ELISA foram efetuados em leitor de microplacas a 450 nm e os resultados

expressos como mUI/mL para insulina e pg/mL para IL-6 e IL-10.

4.14. INDICES DE HOMEOSTASIS MODEL ASSESSMENT (HOMA-IR) E

QUANTITATIVE INSULIN SENSITIVITY CHECK INDEX (QUICK)

A partir dos valores de glicemia e insulinemia basal, foi realizado o célculo de
HOMA-IR (glicemia basal (mMol) x insulina basal (uU/mL) + 22,5). O mesmo foi feito
para o calculo de QUICK (1 + (Log insulina + Log glicemia)) (MATTHEWS et al., 1985;
RIBEIRO CESARETTI; KOHLMANN, 2006; WALLACE; LEVY; MATTHEWS,

2004)

4.15. PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO E

NEUROTOXICIDADE EM REGIOES ENCEFALICAS
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Para a mensurac¢ao da atividade das enzimas do sistema antioxidante, o hemisfério
encefalico direito de cada animal foi dissecado nas fragdes subcorticail e telencéfalo. As
amostras foram homogeneizadas em tampao Tris-HCl 50 mM pH 7,4 em banho de gelo
e centrifugadas a 12.000 g a 4 °C durante 20 min. O sobrenadante foi coletado e utilizado

para a determinacao das atividades enzimaticas.

A concentragdo de GSH e de outros tidis ndo protéicos (NP-SH) foram
determinadas pela interagdo dos tidis com o DTNB e formagdo de um cromodforo
amarelado. Para a realizacdo do ensaio foi necessaria a precipitacao das proteinas da
amostra pela adi¢do de TCA 30% (1:5 v/v) e posterior centrifugacdo a 7000 g a 4 °C
durante 10 minutos. O sobrenadante foi utilizado para a quantificacdo dos tidis com a
adicao de 250 uM de DTNB ¢ a absorbancia pela geragdo do cromoforo foi medida a 415
nm. Os valores foram expressos em nM de tidis.mg proteina-1 (SEDLAK; LINDSAY,

1968).

A peroxidagdo lipidica (LPO) foi estimada pela formagdo de complexos entre Fe*"

e xilenol laranja e formagdo de um cromoforo estabilizado por hidroxitolueno butilado.
A absorbancia pela geracdo do cromoforo foi medida a 535 nm e 560 nm,
respectivamente. Os valores foram expressos em nM hidroperdxidos. mg de proteina-1

(JIANG; WOOLLARD; WOLFF, 1991).

A atividade enzimadtica da colinesterase total (ChE — EC 3.1.1.8) foi determinada
pela geragdo do 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina a partir da interacdo da tiocolina e
do DTNB e o aumento da absorbancia pela formacdo do cromoéforo foi acompanhado a
405 nm (SR: 487 uM de DTNB; 2,25 mM de iodeto de acetiltiocolina). Os valores foram
expressos em nM de acetiltiocolina hidrolizados.min-1 .mg proteina-1 (ELLMANN et

al., 1961),
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4.16. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos por média =+ erro padrdo da média e analisados por meio
da estatistica descritiva no programa GraphPad Prism versdo 8.0 para Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Para a escolha dos testes estatisticos
relativos a variaveis quantitativas, os dados foram avaliados quanto ao padrio de

normalidade (Teste de Shapiro-Wilk).

Os dados paramétricos foram submetidos ao teste de ANOVA de duas vias (two
way ANOVA), utilizando as variaveis de condicdo diabética e suplementacdo com OP
como fatores. Os valores referentes aos dados ao longo do tempo foram avaliados pelo
teste de ANOVA para medidas repetidas. O pods-teste de Tukey foi realizado
sequencialmente apds a realizacdo dos testes de ANOVA de duas vias e de medidas

repetidas. Em todos os casos, o nivel de significancia adotado foi de 5%.

Para analise dos dados referentes ao comportamento, foi realizado duas fases de
analise. Primeiramente, foi feita a caracterizacdo dos efeitos da diabetizagcdo entre os
grupos controle, diabetizado e controle positivo para danos cognitivos. Apos, foi
verificado os efeitos da suplementagdo com OP, frente as varidveis comportamentais,
entre os grupos controle, suplementado com 6leo de peixe, diabetizado e diabetizado
suplementado om 6leo de peixe. Os valores paramétricos referentes aos dados ao longo
do tempo foram avaliados pelo teste de ANOVA para medidas repetidas, com pos-teste
de Tukey, ou, quando ndo paramétricos, foram avaliados pelo teste de Friedman, com
pos-teste de Dunn. Para a caracterizacdo dos efeitos da diabetizacdo e suplementagdo com
OP utilizou-se o teste de ANOVA de uma via e ANOVA de duas vias, para dados
paramétricos. Quando ndo paramétricos foi empregado o teste de Kruskal-Wallis.

Também foi realizado a analise dos grupos em dias especificos, ao longo do periodo de
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teste, respeitando as comparagoes acerca dos efeitos da diabetizacao e da suplementagao

com oleo de peixe.

Os resultados de comportamento e cogni¢dao também foram integrados, conforme
proposto por Beliaeff (2002). Para isso, as médias foram logaritmizadas e normalizadas
pela formula: (LOG10 (média / média do grupo controle) +1). Apds, a média geral e
desvio padrao foram calculados. Cada valor normalizado foi entdo adicionado ao valor
minimo obtido para cada variavel (escore Z). A diferenca dos escores entre € 0 grupo
controle e os demais grupos experimentais foi calculada e essas dados foram plotados em

grafico de radar, utilizando o grupo controle ou diabetizado como base.

5. RESULTADOS
A apresentacdo dos resultados abaixo, segue a linha cronologica proposta no

delineamento experimental do presente estudo (Figura 7).

5.1. AVALIACAO DO ACRESCIMO DE MASSA CORPORAL ANIMAIS DA 13*

A 20° SEMANA DE IDADE

Ao atingirem a idade de 90 dias, os animais foram separados em quatro grupos:
controle (C), controle suplementado com 6leo de peixe (S), diabetizado (D) e diabetizado
suplementado com oleo de peixe (DS). O acréscimo da massa corpoérea dos animais foi
acompanhado semanalmente desde a 13 semana até a 20 semana de idade (Figura 10).
Durante este intervalo, também foi mensurado o indice de LEE no 120° e 150° dia de
idade. O ganho de massa corporea nao foi diferente entre os grupos (p = 0,220, Figura 17
A; p=0,312, Figura 17 B), assim como o indice de Lee (p = 0,809, Figura 17 C; p =

0,1277, Figura 17 D).
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5.2.AVALIACAO DE PARAMETROS DE COMPORTAMENTO E COGNICAO

AOS 120 DIAS DE IDADE.

Ao atingirem 120 dias de idade, os animais foram submetidos ao teste
comportamental. Primeiramente foi investigado o efeito da diabetiza¢dao (I) sobre os
parametros comportamentais. Para tanto, os animais que compunham os grupos C ¢ D
foram, primeiramente, comparados com 0s animais pertencentes ao grupo controle
positivo (L). Apos, foi realizada a avaliagdo do efeito da suplementagcdo com 6leo de peixe

(IT) entre os grupos suplementados e ndo suplementados sob os mesmos parametros.

5.2.1. Teste de reconhecimento de objetos Novo e Familiar
I) Efeitos da Diabetizagao

No teste (dial), os animais do grupo C apresentaram maior frequéncia de interacao
com o objeto novo (p <0,05; objeto familiar vs. objeto novo; Figura 11A). Os grupos D e
L exploraram ambos os objetos igualmente. No reteste (dia 5), o grupo L explorou mais
vezes o objeto novo em comparagado ao objeto familiar (p < 0,05; Figura 11 B), sendo que
nao houve diferenca nos demais grupos. Assim, nota-se que o grupo C interagiu mais
vezes com 0 objeto novo no primeiro dia (p < 0,05; dia 1 vs. dia 5, Figura 11 D), bem
como ¢ o grupo L teve maior frequéncia de interagao com o objeto familiar (p < 0,005;

dia 1 vs. dia 5, Figura 11 C).

IT) Efeito da Suplementacgdo com Oleo de Peixe Rico em AGPI n-3

No teste, os animais do grupo C apresentaram maior frequéncia de exploragao

com o objeto novo, assim como o grupo S (p < 0,05, Figura 12 A). Os demais grupos
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exploraram ambos os objetos igualmente. No reteste, ndo foi observada diferenca entre
os grupos (Figura 12 B). Observou-se, portanto, que todos os grupos exploraram
igualmente o objeto familiar nos dias 1 e 5 (Figura 12 D). Por outro lado, o grupo C teve
maior interacdo com o objeto novo no dia 1 (p < 0,05, Figura 12 C) e o grupo DS

apresentou maior frequéncia de exploracdo com o objeto novo no dia 5.

58



(0dni3 10d srewtue 91 — G 1) INdH F BIPOW 0w0d sossardxa oeysa sopep sO (500 > d 4 ‘opeared 3 91591) () oanisod ojonuod
9 OpezIPQRIp Q[0Nu0d sodni3 Sop ¢ 9 [ BIP )Ud 0AOU 032[q0 Wod ordeIdUI dp BIOUINDAIL] (G000 > d 44 ‘OpeaIed 1 91591) (D) oAnisod
9[01U0J 9 OPBZNAQRIP Q[01U0d sodni3 sop ¢ 9 [ BIp anud Jerrue) 039[qo wod oederour op erouynbarg (‘0> d 4 ‘opeared-oeu 1 91591) (g)
oAnisod 9[0nu0d 3 OpezNRQRIP D[0NU0d sodnI3 Sop ¢ BIp Ou JeI[IER) 9 0AOU S033[qo anud oederdur op erouanbaig {(go‘0> d 4 ‘opeared-oeu
1 91597) (V) oAnIsod o[onu0d 9 OpezdgeIp 9[0JU0d sodni3 Sop [ BIP OU IBI[IWE] 9 0AOU $032[q0 anuo oederojur op erougnbar :sepuadary

SEI] se|q
S I g S k S L S I
o m
1 1 |_U M 1 1 Iﬂ m
= of
o o _u....u._
l—..m..m_. |v..fv.m
oW =
oo - &
e Z = Fz 8 2
23 23
°3 52
— = W
== [¢ 328 - =
o =0
o 3
d o)
1 o
seliwe4 ojelao M ° = 1 a ) g T
oADN O1RIG0 [ W e EE_QD m 2
L. 3 onoN 01R1G0 [ g
m |_.. =1
[+ o
L o =
- ® o
=3 =z ®
= 2
1O e 3 L =
. Y — |..,..m.
dm =5 l_m.r
v Ly 3
2l e -
g eqg L elg
- | v

A\.C O>ﬁ$mog 9[ouod 9 AQV sopeznaqelp AUV sodni3 SOp Ielfiwe] @ 0AOU OHO.—.QO AP OJUAWIIAYUOIAL AP A1SAT, ([ [ VINDIA

59



(odni3 10d stewrue 91 — 1) JNdH F BIP9W OWOI s0ssaIdxd
0189 sopep sQO (S0‘0 > d 4 ‘opeared 1 91591) () ox1od 9p 09]0 WO opejudwA[dns opeznqerp 3 opeznadqerp ‘Oxrod ap 0910 wod opriudwd[dns
9101u09 sodni3 sop ¢ 9 [ BIP 91U 0AOU 032[qO W0 ordeIdUI Op Brougnba] {(opeared91s9y) () 9x1od 9p 0910 WO opejudWA[dNS OpeZNAqRIP
0 opeznoqerp ‘oxtod op 09[0 wod opejudwd[dns ‘o[onuod sodni3 sop ¢ 9 [ BIP 91ud JeI[IUe] 033[qo wod opdeIdul op erougnbaig {(opeared
-0BU 1 9159)) (g) ox1ad op 09[0 wod opeudwd[dns opeziaqerp @ opeznaqerp 9x1ad dap 0910 wod opejudwd[dns ‘djonuod sodnis sop ¢ eIp
OU JBI[IWEJ 9 0AOU S033[q0 onud oederour ap erougnbar ((So‘0> d 4 ‘opeared-oeu 1 91591) (V) 9x19d op 00]0 WO opejudwa[dns opeznaqerp 9
opeznaqelp ‘ox1ad op 09[0 wod opeudwd[dns 9[onu0d sodnis sop | BIp OU JeI[IWE] d 0AOU S032[q0 anud oederdjur op erougnbai :sepudgda|

seg seig

anbasy
anbad4

*

1au
)
-

1au

~
{,u) oaoy olalan
juj ap e
Ll
(3]
(su) eI we 4 033[00
E | ap &

woa opdesa
wo3 oededa

i
=

S0 (] 5 o)

L
=

1
=]

s 4 ogalad |
onopy opiqn [

senied claoim
anon ojaiooE

L
—

I
-

S0
am

s O
§ B
ol 8 b e v

T
=
|
L]

1
~
,u) aedesaju) ap eisusnbaiy

I
M
(U} oe3eiagu) ap Bjausnbaid
I
L

(SQ) ax1ad op 0970 Wod oprudwWRdns opeznaqeIp 9 ()

sopezniaqerp ‘(S) ax1ad ap 0910 wod opejudwd[dns ‘(H) sodnid sop Ierjruey 9 0A0U 032[q0 P OJUAWIIIYUOIAIL AP 9IS 7] VINDIA

60



5.2.2. Atividade Exploratoria — Locomogao
I) Efeitos da Diabetizagdo

Os animais apresentaram diferenca quanto ao numero de linhas cruzadas ao longo
dos cinco dias de avaliagdo. A figura 13 A, demonstra a evolugdo da atividade locomotora
dos grupos C, D e L. O grupo C demonstrou menor atividade locomotora no dia 2 em
relacdo ao dia 1 (22 % menor, p < 0,05) e 4 em comparacdo ao dia 1 (31 % menor, p <
0,05). O grupo D, apresentou reducdo do numero de linhas cruzadas no dia 4 em relacao
ao dia 1 (30 %, p <0,05). O grupo L, por sua vez, demonstrou reducao de linhas cruzadas
no dia 2 (24 %, p <0,005) e no dia 3 (24 % p <0,05). Contudo, ndo houve diferenga entre
0s grupos, quanto a atividade locomotora, ao longo do teste (figura 13 B), e nem em dias

especificos (Tabela 2).

IT) Efeito da Suplementagio com Oleo de Peixe Rico em AGPI n-3

Os animais apresentaram diferenca quanto ao numero de linhas cruzadas ao longo
dos cinco dias de avaliagdo. A figura 13 C, demonstra a evolucao da atividade locomotora
dos grupos C, S, D e DS. O grupo S apresentou redugao do nimero de linhas cruzadas no
dia 2 (21 %, p < 0,005), 3 (41 %, p< 0,005), 4 (51 %, p <0,0001) e 5 (48 %, p < 0,005).
A locomogdo foi 30% menor no dia 4 em relacdo ao dia 2 (p < 0,005), e 26 % maior no
dia 5 vs. dia 4 (p < 0,005). Nao houve diferenca quanto ao nimero de linhas cruzadas
para o grupo DS, ao longo dos dias. A AUC do grupo DS foi 25 % maior em relagdo ao

grupo S (p <0,05) (Figura 13 D). Para os demais grupos a AUC nao apresentou diferenca.

Quanto a diferenga de locomog¢ao em diaria, os grupos ndo apresentaram diferenca

entre si nos dias 1, 2 e 5 (Tabela 3— Linhas cruzadas). Contudo, nos dias 3 e 4, o grupo
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DS apresentou numero de linhas cruzadas 42 e 68 % maior, em relacdo ao grupo S (p <

0,05).
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5.2.3. Atividade Exploratoria — Exploracao direta (nimero de cilindros
visitados)

I) Efeitos da Diabetizagdo

Os animais apresentaram variacdes na atividade exploratodria direta (p < 0,0001).
A figura 14 A apresenta a evolugdo da atividade exploratoria de cada grupo ao longo de
5 dias de teste. Naturalmente, maior atividade exploratoria foi observada no dia 5 (teste
reverso). Assim sendo, o grupo C teve maior niimero de cilindros explorado no dia 5 em
relacdo ao dia 1 (129 % maior; p < 0,0001), 2 (66 % maior; p < 0,005), 3 (88 % maior; p
<0,0005) e 4 (55 % maior; p < 0,05). Similarmente, o grupo L visitou mais cilindros no
dia 5 comparativamente aos dias 1 (média 167 % maior; p < 0,0001), 2 (média 84 %
maior, p < 0,0001), 3 (média 78 % maior; p < 0,0001) e 4 (92 % maior; p < 0,0001). Por
outro lado, o grupo D apresentou médias crescentes, em relagdo ao nimero de cilindros
visitados, na fase de aprendizagem. Os animais do grupo D exploraram 73 % (p< 0,005)
e 96 % (p < 0,005) a mais nos dias 2 e 3, respectivamente, em compara¢do ao dia 1. J&
em relacdo ao dia 5, o grupo D teve aumento de 166 % (p < 0,0001) em comparagdo ao
dia 1, 53 % (p < 0,05) ao dia 2 e 70 % (p < 0,0005) ao dia 4. Assim, a AUC dos grupos

D e L foram cerca de 32 % maiores (p<0,005) que a do grupo C (Figura 14 B)

Em relagdo as comparagdes didrias entre os grupos (Tabela 2 — cilindros
visitados), os grupos D e L apresentaram, respectivamente, médias 44 (p<0,005) e 34 %
(p<0,05) superiores, em comparagdo ao grupo C nos dias 2; 85 (p<0,0005) e 62 %
(p<0,05) no dia 3; e 35 (p<0,05) e 42 % (p<0,005) no dia 4. No dia 5, ndo houve diferenca

entre 0s grupos.
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IT) Efeitos da Suplementacdo com Oleo de Peixe Rico em AGPI n-3

Os animais do grupo S apresentaram comportamento similar ao do grupo C,
apresentando maior atividade exploratdria direta no dia 5 (Figura 14 C). Logo, o grupo S
teve maior nimero de cilindros explorado no dia 5 em relagdo ao dia 1 (178 % maior; p
<0,0001), 2 (95 % maior; p < 0,0005), 3 (98 % maior; p < 0,0005) e 4 (122 % maior; p
<0,0001). O grupo DS também teve comportamento similar ao grupo D. Os animais do
grupo DS exploraram 92 % (p< 0,05), 131 % (p < 0,0001), 117% (p<0,005) e 142%
(p<0,005) a mais nos dias 2, 3, 4 e 5, respectivamente, em comparagdo ao dia 1. Assim,
a AUC dos grupos D e DS foram cerca de 32 % (p<0,05) e 54 % (p<0,0001) maiores em

relacdo as dos grupos C e S, respectivamente (Figura 14 D).

Em relagdo as comparagdes didrias entre os grupos (Tabela 3 — cilindros
visitados), os grupos D e DS apresentaram o dobro de cilindros visitados no dia 3 (p<0,05,
D vs. C; e p<0,005, DS vs. S). No dia 4, o grupo DS apresentou médias 90 % maiores

que o grupo S (p<0,005). Nao houve diferenca entre os grupos no dia 5.
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5.2.4. Atividade Exploratéria — Exploragdo indireta (frequéncia de rearing e
edge-sniff)

I) Efeito da Diabetizacdo — Frequéncia de Rearing

Todos os grupos tiveram maior nimero de rearing no primeiro dia de teste, de
modo esses médias diminuiram ao longo dos dias de avaliagao (Figura 15 A). O grupo C
apresentou redu¢do de 34 % no dia 2 (p<0,05), 36 % no dia 3 (p<0,05), 46 % no dia 4
(p<0,0005) e 43 % no dia 5 (p<0,005), em comparacdo ao dia 1. O grupo D também
apresentou redu¢do no numero de rearing em 39 % no dia 2 (p<0,005), 36 % no dia 3 (p<
0,005), 53 % no dia 4 (p<0,0001) e 58 % no dia 5 (p<0,0001), em comparagdo ao dia 1.
Por sua vez, o grupo L teve reducdo de 55 % no dia 2 (p<0,0001), 75 % no dia 3
(p<0,0001), 76% no dia 4 (p<0,0001) e 56 % no dia 5 (p<0,0005), comparativamente ao
dia 1. Desse modo, a AUC do grupo L foi 35 % menor em relagdo ao grupo D (p<0,05,

Figura 15 B).

Em relagdo a comparacdes didrias entre os grupos (Tabela 2 — Rearing), o grupo
D apresentou médias mais 38 e 96 % mais elevadas nos dias 1 e 3 (p<0,005; D vs. C),
respectivamente. Por outro lado, o grupo L apresentou valores 39 e 42 % menores nos

dias 3 e 4 (p<0,0005 e p<0,005) em comparagdo ao grupo C, respectivamente.

IT) Efeito da Suplementacio com Oleo de Peixe Rico em AGPI n-3 — Frequéncia de

Rearing

O grupo S apresentou reducdo de 37 % no dia 3 (p<0,05) e 49 % no dia 4
(p<0,0001), em relag@o as médias do dia 1 (Figura 22 C). Nao houve diferenca nas médias
do dia 5. Nao houve diferenga nas médias do grupo DS ao longo do teste. Similarmente,

ndo houve diferenca na AUC dos grupos (Figura 22 D).
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Em relacdo as comparacdes didrias entre os grupos (Tabela 3 — Rearing), o grupo
DS apresentou redu¢do do niumero de rearing em comparagdo ao grupo D (reducdo de 24

%, p<0,05). Nao houve diferenga nos demais grupos ao longo do teste.
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I) Efeito da Diabetizacdo — Frequéncia de Edge — Sniff

O grupo C apresentou maior frequéncia de edge-sniff no quinto dia de teste (Figura
16 A). Assim, a exploragdo indireta no dia 5 foi cerca de 38 % maior em comparacao aos
dias 1 e 2 (p<0,05), e 59 % maior em comparacao aos dias 3 ¢ 4 (p<0,0001 e p<0,0005,
respectivamente). Diferentemente, o grupo L apresentou maior frequéncia de edge-sniff
no dia 1, tendo redugdo da atividade exploratoria indireta de 39 % no dia 2 (p<0,005), 43
% no dia 3 (p<0,005), 41 % no dia 4 (p< 0,005) e 34 % no dia 5 (0,05). A AUC do grupo
L foi 24 ¢ 31 % menor que a AUC dos grupos C (p< 0,005) e D (p<0,0005),

respectivamente (Figura 16 B).

Em relag¢do as comparagdes didrias entre os grupos (Tabela 2 — Edge Sniff), o
grupo L teve menor frequéncia de exploracdo por edge-sniff em comparagdo aos outros
grupos. Esses valores foram aproximadamente 30 % menores no dia 2 (p<0,005, L vs. C;
p,0,05 L vs. D), 35 % nos dias 3 e 4 (p<0,05, L vs. D), e 46 % no dia 5 (p<0,005, L vs.

Q).

IT) Efeito da Suplementagio com Oleo de Peixe — Frequéncia de Edge — Sniff

Quanto aos grupos suplementados, houve reducao de 31 % no dia 2 (p<0,01) no
grupo DS, em comparagdo ao dia 1 (Figura 16 C). Nao houve diferenca nos demais
intervalos de avaliacao, bem como na avaliacao do grupo S ao longo do periodo de teste.

Similarmente, ndo foi observada diferenga entre a AUC dos grupos (Figura 16 D).

Nas comparag¢des diarias (Tabela 3 — Edge Sniff), somente o grupo DS apresentou
diferenga entre as médias no dia 1, sendo esta 35 % superior em relagdo ao grupo S

(p<0,05). Nao houve diferenca nos demais intervalos de avaliagdo.
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5.2.5. Atividade Exploratéria - Evasdo (tempo de exposi¢do ao centro da

prancha)
I) Efeitos da Diabetizagdo

O grupo C permaneceu mais tempo no centro da arena no dia 3 em comparagao
ao dia 2 (aumento de 22 %, p<0,005) (Figura 17 A). J4 o grupo L demonstrou variagcdes
ao longo do teste, sendo que o mesmo apresentou aumento de 128 % (p<0,0001), 57 %
(p<0,005) e 85 % (p<0,005), nos dias 3, 4 e 5 em comparacao ao dia 1, respectivamente.
Nao houve diferenga no tempo de permanéncia do grupo D. A AUC do L foi 43 e 30 %

maior que as dos grupos C (p<0,005) e D (p<0,05), respectivamente (Figura 17 B).

Quanto aos resultados referentes a dias especificos (Tabela 2 — Tempo no centro
da prancha), o grupo L permaneceu por mais tempo no centro da prancha a partir do dia
3 em comparac¢do aos grupos C (71 % menor, p<0,0001) e D (54 % menor, p<0,005). No
dia 4, o resultado de L foi maior que o de C (p<0,005) e de D (p<0,05), e no dia 5, 50%

maior que o C (p<0,05).

IT) Efeito da Suplementagio com Oleo de Peixe Rico em AGPI n-3

O grupo S obteve o maior resultado no dia 3, sendo este 94 % maior em
comparac¢do ao dia 1 (p< 0,0001), 88% maior em relagdo ao dia 2 (p < 0,0001), e 33%
maior em comparagao ao dia 4 (p <0,005) e 5 (p <0,05) (Figura 17 C). Similarmente, o
grupo DS apresentou média 76 % e 52% superiores nos dias 3 (p < 0,005) e 4 (p<0,05),
em comparac¢ao ao dia 1. Entretanto, a AUC ndo foi diferente entre os grupos (Figura 17
D). No que se refere a avaliagdes em dias especificos (Tabela 3 — Tempo no centro da

prancha), ndo houve diferenca entre os grupos.
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5.2.6. Cogni¢do — Memoria de longo prazo (escolhas de cilindros errados —

s€ém recompensa)

I) Efeitos da Diabetizagdo

Todos os grupos apresentaram variagdes ao longo dos dias de teste, sendo o dia 5
o intervalo com maior niimero de erros (Figura 18 A). A evolugdo do grupo C ao longo
do periodo de teste (p < 0,0001), exibiram que os erros foram maiores no dia 5,
comparativamente aos dias 1 (135 % maior, p <0,05), 3 (176 % maior, p <0,05) e 4 (358
% maior, p < 0,005). O dia 4 foi o dia com menor nimero de escolhas erradas, com
redugdo de 57 %, em relacdo a média do dia 2 (p < 0,05). O grupo D também apresentou
evolucdo similar (p < 0,0005). O numero de erros no dia 5 foram 192, 57 e 156 % maior
em relagdo aos dias 1 (p < 0,005), 3 (p < 0,05) e 4 (p < 0,0005), respectivamente. A
evolucdo do grupo L (p < 0,0005), também demonstrou maior nimero de erros no dia 5,
sendo os valores obtidos neste dia 130, 173 e 160 % mais elevado, em comparagdo aos

dias 1 (p <0,05), 2 (p <0,005) e 3 (p <0,05), respectivamente.

A AUC dos grupos D e L foram 84 e 75 % maiores em comparagdo a do grupo C
(p <0,0005, D vs. C; p<0,005, L vs. C; Figura 18 B). Quanto aos resultados referentes a
dias especificos (Tabela 2 — Cilindros Errados), o grupo D teve médias 166 e 142 % mais
elevadas nos dias 3 (p <0,005) e 4 (p < 0,05), respectivamente, em comparagao ao grupo
C. O grupo L apresentou quatro vezes mais erros no dia 4 (p <0,0005), comparativamente

ao grupo C.
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IT) Efeito da Suplementagdo com Oleo de Peixe Rico em AGPI n-3

Quanto aos efeitos da suplementacdo com OP, o grupo S demonstrou resultados
similares ao grupo C ao longo da avaliagdo comportamental (p < 0,0005), com maior
nimero de erros no dia 5 em comparacao aos dias 1 (292 %; p < 0,005), 2 (177 %; p <
0,05), 3 (238 %; p<0,05) e 4 (413 %; p <0,05) (Figura 25 C). Jano grupo DS, ndo houve
variagdo ao longo do tempo (p = 0,066). A AUC dos grupos D e DS foram cerca de 85 %

superiores a AUC de C e S (p <0,005; Figura 18 D).

Quanto aos resultados referentes a dias especificos (Tabela 3 — Cilindros Errados),
os grupos D e DS apresentaram médias 160 % maiores em comparagdo aos grupos C e S
(p < 0,05) no dia 3, e também do dia 4 (cerca de 140 % p < 0,05, D vs. C; 180 %, p <

0,005, DS vs. S, respectivamente).
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5.2.7. Cogni¢do — Memoria de curto prazo (escolhas de cilindros com

recompensa ja visitados anteriormente)
I) Efeitos da Diabetizagdo

Nao houve variagdes estatisticamente significativas ao longo da andlise
comportamental quanto ao niimero de cilindros revisitados nos grupos C, D e L (p = 0,36;
p =0,30 e p = 0,12, respectivamente; Figura 19 A), contudo, a AUC dos grupos D e L
foram 160 (p < 0,005) e 150 % (p < 0,05) maiores que a do grupo C (Figura 19 B). Em
relacdo a diferengas entre os grupos em dias especificos, o grupo D apresentou média seis
vezes maior que o grupo C. Nao houve diferencas entre os demais grupos (Tabela 3 —

Cilindros Revisitados).

IT) Efeito da Suplementagio com Oleo de Peixe Rico em AGPI n-3

Nao houve variagdes estatisticamente significativas ao longo da analise
comportamental quanto ao numero de cilindros revisitados nos grupos S e DS (p = 0,47
e p = 0,41, respectivamente; Figura 19 C). A AUC do grupo DS foi 180 % maior em
comparagao ao grupo S (p < 0,05; Figura 19 D). Nao houve diferenca na AUC do grupo
S em comparacao ao grupo C. Quanto a diferenca entre os grupos em dias especificos, o
grupo DS apresentou valores superiores em relagao aos grupos S no dia 3 e 4 (p < 0,05;

Tabela 3 — Cilindros Revisitados)
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5.2.8. Cogni¢do — Erros por omissdo (ndo visitar cilindros com recompensa)
I) Efeitos da Diabetizagdo

Todos os grupos tiveram variagdes ao longo da avaliacdo comportamental (p <
0,0001; Figura 20 A). O dia com maior numero de cilindros omitidos foi o dia 1. O grupo
C teve redugdo de 65 % no dia 2 (p < 0,005), 76 % no dia 3 (p < 0,0005), 90 % no dia 4
(p < 0,0001) e 84% no dia 5 (p < 0,0001). O grupo D apresentou reducao significativa
apenas no dia 2 (reducdo de 75 %; dia 2 vs. dia 1; p < 0,005). O grupo L teve reducdo de
67,79 ¢ 76 % nos dias 3 (p <0,05), 4 (p <0,005) e 5 (p <0,05). Nao houve diferenga na
AUC dos grupos (p = 0,61; Figura 20 B), assim como nas comparagdes em dias

especificos (Tabela 2 — Cilindros Omitidos).

IT) Efeito da Suplementagio com Oleo de Peixe Rico em AGPI n-3

Os grupos suplementados apresentaram variacdes ao longo do periodo de teste (p
<0,0001; Figura 20 C). O grupo S apresentou redugao de 69, 78, 75 e 81 % nos dias 2 (p
<0,0005), 3 (p <0,0001), 4 (p <0,0005) e 5 (p <0,0005), respectivamente, em relagao
ao dia 1. Similarmente, o grupo DS teve médias 69, 79, e 85 % menores nos dias 2 (p <
0,05), 3 (p <0,005), 4 (p <0,0005) e 5 (p <0,0005), respectivamente em relagao ao dia
1. Nao houve diferenga na AUC dos grupos (Figura 20 D), bem como nas comparagdes

em dias especificos (Tabela 3 — Cilindros Omitidos).
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5.2.9 Tempo de performance

I) Efeitos da Diabetizacao

Todos os grupos apresentaram variagdo do tempo de performance ao longo do
periodo de avaliacao (grupo C: p <0,0001; grupo D: p =0,002; grupo L: p = 0,008, Figura
21 A). O grupo C teve redugao de 43, 48 e 28 % nos dias 3 (p < 0,005), 4 (p <0,0005) e
5 (p <0,05), comparativamente ao primeiro dia. O grupo D apresentou redugao de 36 %
(p <0,005) nos dias 4 e 5, em comparagdo ao dia 1. Por outro lado, o grupo L apresentou
redugdo significativa do tempo de performance apenas no dia 5 (cerca de 42 %; p <0,05),
em relagdo ao dia 1. Nao houve diferenca na AUC entre os grupos (Figura 21 B), assim

como nas comparacdes em dias especificos (Tabela 2 - Tempo de Performance).

IT) Efeito da Suplementacio com Oleo de Peixe Rico em AGPI n-3

Todos os grupos suplementados apresentaram variagdo do tempo de performance
ao longo do periodo de avaliagao (grupo S: p <0,0001 e grupo DS: p =0,0005; Figura 21
C). O grupo S apresentou redugdo do tempo de performance de 24, 42, 40 e 32 % nos dias
2 (p <0,05), 3 (p <0,0001), 4 (p <0,0005) e 5 (p < 0,0005), respectivamente, em
comparacao ao dia 1. O grupo DS também teve redugdo entre 26 e 36 % nos dias 2 (p <
0,05), 3 (p <0,005), 4 (p <0,0005) e 5 (p <0,005). Nao houve diferenca na AUC entre
os grupos (Figura 21 D), assim como nas comparagdes em dias especificos (Tabela 3 -

Tempo de Performance).
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5.2.10 Integrag¢do das variaveis neurocomportamentais ao longo de 5 dias de

avaliacao

I) Efeito da Diabetizagao

Durante a fase de aprendizagem (dia 1 — 3), os grupo D e L apresentaram aumento
nas medidas referentes a memoria declarativa e memoria de trabalho, em comparagao ao
grupo C (Figura 22 A, B e C). Contudo, no dia 3 todos os grupos apresentaram o mesmo
padrdo de resposta cognitiva, quanto ao nimero de cilindros visitados, revisitados,
omitidos, numero de erros e acertos. O grupo D apresentou resposta exploratoria (direta
e indireta) exacerbada, enquanto os animais do grupo L demonstraram reducdo destes

parametros, em comparacao ao grupo C (Figura 22 C).

Na fase de teste (dia 4), os animais D e L apresentaram menor tempo de
performance, em relagdo ao grupo C. As variaveis cognitivas do grupo D foram inferiores
as do grupo C, com maior nimero de escolhas erradas e revisitas (Figura 22 D). O grupo
L, por sua vez, apresentou média superior no pardmetro de escolha a cilindros errados,
em comparacdo aos grupos C e D, mas exibiu valores similares ao C, quanto ao nimero
de revisitas. Nesta fase, a atividade locomotora e exploratoria dos grupos permaneceu

igual ao da fase de aprendizagem.

Por fim, no dia 5 (teste reverso), os grupos apresentaram valores similares quanto
a cognicao (Figura 22 E). Os grupos D e L reduziram a atividade locomotora numero de
rearing. O Grupo L teve menor tempo de performance, enquanto o grupo D explorou

indiretamente mais vezes os cilindros.
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IT) Efeito da Suplementagdo com Oleo de Peixe Rico em AGPI n-3

Na fase de aprendizagem, o grupo S apresentou resultados similares ao grupo C
(Figura 23 A). No dia 2 e 3, os animais gastaram mais tempo para a conclusdo da tarefa
(Figura 23 B). Apesar de reduzirem a atividade locomotora e exploratoria indireta aos
cilindros, o grupo S teve maior frequéncia de rearing, comparativamente ao grupo C. No
dia 4, os animais do grupo S apresentaram resultados similares aos do grupo C, com
aumento discreto no namero de cilindros explorados e reducao da atividade locomotora
e tempo de performance (Figura 23 D). Por fim, no dia 5, o grupo S exibiu melhor
performance cognitiva em comparagdo ao grupo C, com reducao do numero de escolhas

erradas e revisitas (Figura 23 E).

O grupo DS apresentou resultados similares aos do grupo D na performance
cognitiva. Apesar de dispenderem mais tempo para a conclusdo da tarefa, os animais DS
apresentaram reducdo dos pardmetros referentes a locomocgao e exploragdo no dia 1 e 2
(Figura 24 A e B). Contudo, no dia 3, o grupo DS demonstrou melhora das funcdes
cognitivas, com reducdo do niimero de revisitas e erros, em comparagdo ao grupo D
(Figura 24 C). No dia 4, os animais apresentaram resultados similares aos dados exibidos
no dia 2, ndo havendo diferenca entre a performance cognitiva do grupo DS e D (Figura
24 D). No dia 5, o grupo DS apresentou maior numero de rearing ¢ menor nimero de
revisitas em comparagao ao grupo D, ndo havendo diferenga nas demais varidveis (Figura

24 E).
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5.3 TESTE DE TOLERANCIA INTRAVENOSO A GLICOSE

Os animais diabetizados, suplementados ou nao (DS e D) apresentaram
intolerancia a glicose quando comparados aos seus respectivos controles (S e C) (p =
0,001; Figura 25 A). A glicemia basal foi diferente apenas entre os grupos S vs. DS (50
% maior, p=0,04). Apds 5 minutos da sobrecarga, todos os grupos apresentaram elevacao
da concentragdo glicémica em relacdo aos valores basais, ndo havendo diferenga entre
eles. Nas mensuracdoes de 15, 30, 60 e 120 minutos, o grupo D apresentou,
respectivamente, valores 38 (p = 0,007), 56 (p = 0,001), 70 (p = 0,005) e 57 % (p = 0,04)
maiores quando comparado ao grupo C. No mesmo intervalo, o grupo DS exibiu médias
65 (p = 0,002), 82 (p =0,02), 76 (p = 0,04) e 55 % (p = 0,03) mais elevadas em relagao

ao grupo S.

O retorno da glicemia a valores basais dos grupos C e S ocorreu em 60 e 30
minutos apos a sobrecarga, respectivamente. Tanto os animais do grupo D, quanto do
grupo DS ndo retornaram a média basal apos 120 minutos de teste. A AUC do grupo D
foi 50 % maior que a do grupo C, assim como o grupo DS obteve valores 65 % mais

elevado em relacao ao grupo S (p < 0,0001; Figura 25 B).
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54 AVALIACAO EM GAIOLA METABOLICA

Os animais do grupo D apresentaram maior consumo hidrico quando comparado
ao grupo C (p = 0,02; Figura 26 B). Nao houve diferenga entre os grupos quanto ao
consumo alimentar, mesmo embora tenha havido aumento na ingestao (p = 0,09; Figura

26 A), volume fecal (p = 0,50; Figura 26 C) e volume urinario (p =1,55; Figura 26 D).

FIGURA 26: Consumo alimentar e hidrico e volume urinario e fecal dos animais controle
(C), controle suplementado com 6leo de peixe (S), diabetizado (D) e diabetizado
suplementado com 6leo de peixe (DS) aos 140 dias de idade.
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Legenda: Ingestao alimentar dos grupos ao longo de 12 horas (A); Ingestdo hidrica dos grupos
ao longo de 12 horas (B), * p < 0,05 vs. C; Volume urinario dos grupos ao longo de 12 horas
(C); Volume fecal dos grupos ao longo de 12 horas (D). Os dados foram submetidos ao teste
de ANOVA de duas vias e expressos como média £ EPM (9 animais por grupo).
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5.5 CONCENTRACAO DE GLICOSE E LIPIDEOS PLASMATICOS

As mensuragdes plasmaticas efetuadas estdo apresentadas na tabela 4. A
concentragdo plasmatica de glicose dos grupos D e DS foram 33 e 39 % maiores em
relacdo ao grupo C e S, respectivamente (p < 0,0001, D vs. C; p = 0,021, DS vs. S). No
perfil lipidico, os animais do grupo D tiveram aumento na concentracdo de TG (25 %
maior; p =0,0006), CT (16 % maior; p=0,03), HDLc (35 % maior; p<0,0001) e VLDLc

(27 % maior; p = 0,0018) em relacao ao grupo C.

O grupo DS teve redugdo nas concentragdes de TG, CT e VLD-c quando
comparado ao grupo D (diminuicao de 18 % para TG; p = 0,01; 14 % para CT; p = 0,03
e 22 % para VLDLc; p = 0,0015), e também reducdo de CT em comparagdo ao grupo S
(diminui¢do de 25 %; p <0,0001). Nao houve diferenca entre os grupos nas concentracdes

de LDLec.

5.6 CONCENTRACAO PLASMATICA DE INSULINA E IL-6 E IL-10

A insulinémia do grupo D foi aproximadamente 10 % maior em relagdo a C (p =
0,0049, Tabela 4), contudo, nao foi observado diferenca entre os demais grupos (p>0,05).
Quanto a concentragdo de interleucinas 6 e 10, ndo houve diferenca entre os grupos

(p>0,095).

5.7 INDICE DE HOMA-IR E QUICKI

Os grupos D e DS tiveram valores de HOMA-IR 50 % mais elevados (p <0,0001)
e do QUICKI 7 % menores (p < 0,0001) em relacdo aos grupos C e S, respectivamente
(Tabela 4).
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5.8 INDICE DE CASTELLIITEII

O ID1 dos animais do grupo D foi maior em comparagdo ao do grupo C
(aproximadamente 65% maior; p < 0,0001; Tabela 4). Diferentemente, o grupo
suplementado com OP (DS) teve redugdo dos mesmos valores em comparagao a D (cerca
de 48 % menor). O ID2 do grupo S foi menor em relagdo ao grupo C (reducdo de
aproximadamente 34 %), assim como o grupo DS em comparagdo ao grupo D (redugio

de aproximadamente 58 %).

5.9 VARIAVEIS CORPORAIS

As varidveis corporais estdo apresentadas na tabela 4. Os pesos dos figados dos
grupos D e DS foram 12 e 22 % maiores em comparagdo aos grupos C e S,
respectivamente (p < 0,0001). Os depdsitos de tecido adiposo retroperitoneal (p <0,0001)
e gonadal (p <0,0001) foram reduzidos nos animais D e DS quando comparados ao C e
S, respectivamente (reducao de 52 e 43 % na gordura retroperitoneal e redugdo de 49 e
41 % na gordura gonadal). No tecido adiposo mesentérico, apenas o grupo D teve redugao

de 47 % em comparacao ao grupo C (p <0,0001).

5.10 CONTEUDO DE GLICOGENIO HEPATICO E MUSCULAR

O contetdo de glicogénio hepatico e do musculo gastrocnémio ndao foram
diferentes entre os grupos (Tabela 4). Por outro lado, a suplementacio com OP aos
animais do grupo DS provocou aumento do contetido de glicogénio do musculo séleo em
relacdo ao grupo D (cerca de 33 % superior; p = 0,0027) e S (cerca de 42 % superior; p =

0,0008).
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5.11 SISTEMA ANTIOXIDANTE

5.11.1 Quantificacao de Proteinas Totais em Regides Encefalicas

O desenvolvimento da diabetes (D) promoveu aumento de 66 % na concentragao
proteica total (Figura 27 A), em comparagao ao grupo C (p = 0,0002 vs. C). A
suplementagdo com OP ao grupo diabetizado (DS) elevou ainda mais (45 %) comparada
ao grupo S (p = 0,0006). A concentracao de proteinas totais no diencéfalo (Figura 27 B)
aumentou nos animais diabetizados suplementados ou nao (DS e D), contudo nao foi
diferente da dos animais controle (S e C, respectivamente, p > 0,05). Ja no telencéfalo
(Figura 27 B), a suplementagdao com OP ao animal ndo diabetizado provocou aumento de
54 % na concentragdo de proteinas, significativamente maior que a encontrada no grupo
controle sem suplementacao (p = 0,01 vs. C). A diabetizacdo elevou ainda mais a
concentragdo proteica (100 % no D e 49 % no DS), sendo ambos significativamente
diferentes comparados aos seus respectivos controles (p < 0,0001 vs. C, p = 0,0004 vs.

S).

Quanto a concentragdo proteica do diencéfalo (Figura 27 B), ndo houve diferenca
entre os grupos. No telencéfalo, os animais dos grupos D e DS obtiveram valores 100 e
49 % maiores em relacdo ao grupo C e S, respectivamente (p < 0,0001), e o grupo S

apresentou média 54 % superior em comparacao ao C (p = 0,0009).
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FIGURA 27: Concentragao de Proteinas Totais, Diencéfalo e Telencéfalo dos Animais
Controle (C), Controle Suplementado com Oleo de Peixe (S), Diabetizado (D) e Diabetizado
Suplementado com Oleo de Peixe (DS)

#
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Legenda: Concentragdo de proteinas totais (A). * p < 0,0005 vs. C, * p < 0,0005 vs. S;
concentragio de proteinas no diencéfalo e telencéfalo (B), * p < 0,05 vs. C, ™ p < 0,0001 vs.

C,*p<0,0005 vs. S. Os dados foram submetidos ao teste de ANOVA de duas vias e expressos
como média = EPM (7 animais por grupo).
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5.12.2 Indices de Estresse Oxidativo e Neurotoxicidade em Regides Encefalicas

No diencéfalo, apesar da diabetizacao ter elevado a concentracdo de NP-SH, essa
nao foi diferente entre os grupos (Figura 28 A). Em relacdo a lipoperoxidacdo, a
diabetizacao provocou aumento na regiao diencefalica de 82 % (p <0,0001; Figura 28 B)
bem como na atividade da ChE aumento 22 % (p = 0,019; Figura 28 C) comparado ao
grupo C. A suplementacdo com OP (DS) provou aumento ainda maior (192 %)
comparado ao grupo S (p < 0,0001) e de 25 % superior comparado ao grupo diabetizado
sem suplementacao (p = 0,01 vs. D), seguido de reducdo da atividade da ChE (19 %) em
comparagao aos animais do grupo D (p = 0,005), retornando aos valores do controle (p >

0,05 vs. S).
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No telencéfalo (Figura 28 A), a suplementagdo com OP ao grupo controle (S)
elevou a concentragdo de NP-SH de 33 % comparada ao C (p = 0,007), contudo isso ndo
alterou a taxa de LPO (Figura 28 B) nem a atividade da ChE (Figura 28 C) nessa regido
(p > 0,05 vs. C). A diabetizacdo (D), por sua vez, elevou a a concentracdo de NP-SH de
33 %, da LPO de 28% e a atividade da colinesterase de 29%. A suplementagdao com OP

nao modificou as alteragdes ja promovidas pela diabetizagao (p > 0,05 vs. D).

98



"(oanis
Jod srewiue /) INdH F BIPIW OWOD S0SSAIAXI 9 SBIA SBNP 9P Y AQNY 9P 91891 OB SOPIIdWIQNS Weloy sopep sO 'S “$4 §000°0 > d , ‘A 4 00°0 > d 5 D 54 600
> d . (D) ax19d 9p 0910 WOd opriudWR[dns opeZNAqRIp 9 OpeZNAqRIP OXI1dd 9p 03[0 W0 opejudwW[dns 9[0NUOI F[0NU0d SOdNIT SOP O[EJPOUI[I] O O[BJIIUIIP
WD [810) 9SBINSAUI0D (] 'S4 SO0 > d » ‘S "s4 1000°0 > d , °D s 1000°0 > d 4 () 2x19d 9p 09]9 WO opeIUdW[dNS OpLZIAGRIP d OPLZNAGRIP “OXIdd Ip 03[9
wod opejudw[dns 9]0nU0d ‘O[01U0 SOdNIS SOP O[BJPOUI[I] 9 OJBJIIUIIP W SOIPIAIT op 0BdeprxoIdd ) *sa G000 > d 4 (V) ax1od op 09[0 wod opejudwa(dns
opeznoqerp o opeznaqerp ‘@xrad op 09[0 woo opeudw[dns 9[0NU0d Q[oNU0d sodni3 SOp O[BJQIUI[) O O[BJPOUSIP W S091)01d OBU SIOI], :BPUIZI|

LETESTTLTEY olelgousia
50 a S 2 50 a 5 2

(1-upd Bury-unr| 1Y Wu) U0

W ET=RTPETET ojelgouBI] ofejaouse L olejgoualg
sa a s 2 sa a 5 o) s 4 5 0O s0 0O 5 0D
—0 - m
- -
S ¢
—oL = =
= =
w =
0z & &
T
* = L]
M * * =
. e il .w, =
—or = oy =

=

(SQ) ax194 9p 09[() Wod opejuswldng opeznaqer d () opezieqeI( ‘(S) 9XI9d AP 09]() Wod opejudwd[dng djonu0) (D) S[0NU0)
STEWIUY SOP O[BJOIUI[Q], 9 O[BJOIUIL(J OP SA0IFY WD [I0 [, ISLIAISAUI[0)) BP 9pepIany o oedeprxorododrT op 2o1pu] ‘HS-dN 9P 08denuaduo)) :87 VINODIA

99



6 DISCUSSAO

O DM constitui problema de saude global, e tem afetado parcelas mais jovens da
populacao mundial. O Brasil, é o quarto pais com o maior nimero de pessoas com DM2,
sendo cerca de 46% dos pacientes sdo nao-diagnosticados (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2019). Por se tratar de uma doenc¢a multifatorial silenciosa,
o quadro hiperglicémico sustentado, concomitante a RI e desequilibrio na metabolizagao
de lipideos direciona o organismo a complicacdes micro € macro vasculares tardias,

chamadas de comorbidades (BARDINI; ROTELLA; GIANNINI, 2012).

Dentre as comorbidades diabéticas destacam-se a ED e DCV, sendo a
comorbidade mais incapacitante e com maior mortalidade, respectivamente (BAYS et al.,
2007; LOUZADA; VARGAS, 2015; MIJNHOUT et al., 2006; MYERS; KOKKINOS;
NYELIN, 2019; SHAH et al.,, 2015; SIMA, 2010c, 2010b). Entretanto, para se
compreender comorbidades esporddicas ao DM, bem como identificar potenciais efeitos
terap€uticos do OP, faz-se necessario considerar o envolvimento multifatorial sistémico

incluido na fisiopatologia da cronificacao diabética.

Para reproduzir caracteristicas cronicas do DM, foi utilizado no presente estudo o
modelo de diabetizagdo com STZ-n. Este modelo ¢ amplamente empregado para avaliar
a fisiopatologia da sindrome, visto que o processo de inducdo diabética ¢ vagaroso e
inicialmente com discreta sintomatologia (TAKADA et al., 2007). Em nosso trabalho, o
quadro diabético foi confirmado e caracterizado aos 90 dias de idade, sendo que a
concentracdo plasmatica de glicose do grupo diabético (132,9 £+ 4,790) foi 37 % maior
comparada a do controle (97,16 + 2,454) (p < 0,0001; dados ndo mostrados). ApoOs essa
confirmagdo, os animais foram mantidos até 150 dias de idade e suplementados ou ndo

com o6leo de peixe rico em AGPI n-3. Independentemente da cronificagdo patoldgica ou
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da suplementagdo com OP, os animais mantiveram os sinais clinicos classicos que

acompanham o DM (Tabela 4).

Os ratos diabetizados, suplementados ou ndo com OP, apresentaram leve
hiperglicemia em comparagdo ao grupo controle (p < 0,0001, D vs. C), juntamente com
intolerancia glicémica evidenciada no GTT (p < 0,0001; D vs. C; Figura 25 A). Neste
aspecto, a suplementacdo com OP nio teve efeito sobre a hiperglicemia (p = 0,14; DS vs.
D; Tabela 4) e intolerancia glicémica (p = 0,99; DS vs. D; Figura 25 B). Tais resultados
jé& foram observados em estudo similar em nosso grupo (MACHADO, 2008) e, portanto,

jé& esperado, uma vez que o OP ndo exerce efeitos hipoglicemiantes.

A falta de insulina ou a resisténcia periférica a insulina poderia justificar o
resultado encontrado no GTT e a hiperglicemia (SRINIVASAN, 2007b). O lento
processo de desenvolvimento da hiperglicemia e intolerdncia glicémica sdo
caracteristicas que se assemelham ao DM humano. Normalmente, a hipoinsulinemia
tende a acompanhar esse quadro. Entretanto, nossos animais diabetizados apresentaram
leve hiperinsulinemia (p = 0,008, D vs. C; Tabela 4), corroborando com os achados de
Murali (2002). Isso pode ser explicado como um mecanismo contra regulatorio para
manter a normoglicemia (RATO et al., 2015). Com a cronificagdo, células B-pancreaticas
sobreviventes da diabetizagdao neonatal tornam-se hipertroficas na tentativa de compensar
o aumento da glicose circulante. Logo, esses animais apresentam elevada resisténcia
insulinica (demonstrado pelo indice de HOMA-IR elevado) e baixa sensibilidade (indice
de QUICK reduzido). Ao todo, as caracteristicas exibidas dos animais tratados com STZ

indicam claramente que uma condi¢ao de DM2 foi alcangada nesses ratos.

Outros estudos divergem em relagdo a insulinemia basal (ASHOKKUMAR;
PARI, 2005; TAKADA et al., 2007). Uma possivel explicacdo para tal divergéncia ¢ a

abordagem adotada durante o estudo, como por exemplo a dosagem de STZ e o DPN
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utilizado para a indugdo. Considerando essas variagdes, o modelo de diabetes induzido
por STZ-n, exibe vérios estagios do diabetes tipo 11, como alteragdo na tolerancia a glicose
e aumento moderado ou severo da glicemia (BAIG; PANCHAL, 2019; KESAVARAO;

RAGHAVARAO; SURYANARAYANA, 2019)

O clamp euglicémico-hiperinsulinémico ¢ o método padrdo ouro para determinar
a sensibilidade a insulina (MATTHEWS et al., 1985). No entanto, ¢ invasivo, demorado
e pouco pratico na experimentagdo animal. Consequentemente, varios métodos indiretos
tém sido propostos para estudos experimentais (CALCATERRA et al.,, 2021). Em
particular, medidas substitutas, baseadas em niveis de insulina e glicose em jejum, sdo
ferramentas validadas que simplificam a medi¢do de resisténcia insulinica e sdo usadas
em estudos epidemiologicos e na pratica clinica (CALCATERRA et al., 2021); estes
incluem a avaliagdo do modelo de homeostase para resisténcia a insulina (HOMA-IR)
(WALLACE; LEVY; MATTHEWS, 2004) e o indice quantitativo de verificacdo de

sensibilidade a insulina (QUICKI) (KATZ et al., 2000).

Em nosso estudo, os animais do grupo D e DS apresentaram valores de HOMA -
IR 50% maiores (p < 0,0001) e QUICKI 7% menores (p < 0,0001; Tabela 4), em relagao
aos grupos C e S, respectivamente. Entretanto, tanto o HOMA-IR quanto o QUICKI nado
refletem a sensibilidade dos tecidos periféricos em relagdo a insulina. De fato, a redugao
da insulinemia observada no grupo DS (p = 0,01; DS vs. D), sugere que a suplementagao
aumenta a sensibilidade insulinica. Em estudo prévio, nosso grupo teve sucesso em
demonstrar que a suplementagao prolongada com OP aumentou a sensibilidade sistémica
a insulina em musculo esquelético (HIRABARA et al.,, 2013) e tecido adiposo

(YAMAZAKI et al., 2011).

A disfuncionalidade insulinica ¢ o agente desencadeante da dislipidemia diabética

(WU; PARHOFER, 2014), observada aos 150 dias de idade dos animais diabetizados. A
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elevagdo de TG e LDL, constituem fatores de alto risco para DCV nos pacientes
diabéticos (JANSSEN; STREET, 2021; SALEH, 2015; SHAH et al., 2015). Os
parametros lipidicos apresentados por nossos animais diabetizados indicaram
hipercolesterolemia e hipertriacilglicerolemia (p = 0,03 e p=0,01; D vs. C; Tabela 4). De
fato, a resisténcia insulinica induz a lipdlise, e aumenta a liberacdo de AGL provenientes
do tecido adiposo, que sdo reabsorvidos pelo figado (NOLAN; FARCH, 2012b; WU;
PARHOFER, 2014). Isso justifica nossos achados quanto a reducdo do tecido adiposo
visceral nos animais do grupo D em comparag¢do ao grupo C (p < 0 O aumento da
incidéncia de DM2 esta diretamente relacionado com mudancas no estilo de vida, como
o sedentarismo e dietas com alta propor¢do de carboidratos refinados e gorduras,
principalmente saturadas e trans. Em contradi¢do, ¢ observado que em populagdes que
consomem grande quantidade AGPI n-3, a prevaléncia de DCV, DM2 e intolerancia a
glicose € pequena (ZIBAEENEZHAD et al., 2017). Além disso, muitos estudos mostram
o efeito protetivo desses acidos graxos na sindrome diabética (HIRABARA et al., 2013;
SOUZA etal., 2020; WANG et al., 2017; YAMAZAKI et al., 2011). Em nossas analises,
os animais DS apresentaram diminui¢cdo do CT (p=0,03), TG (p = 0,01) e VLDL (p =

0,01), em comparagdo aos animais do grupo D (Tabela 4).

Os mecanismos de agdo do omega 3 sugeridos para a reducdo dos TG ¢ a
modulac¢do da via de sintese e aumento da -oxidagao dos acidos graxos. AGPI n-3 fazem
inibicdo da enzima diacilglicerol aciltransferase e a supressao da transcricao do gene
lipogénico SREBP-1c (sterol regulatory element-binding protein) (CARPENTIER;
PORTOIS; MALAISSE, 2006). Isto limita a quantidade de TG disponivel para o
empacotamento na VLDL, levando a produgdo de particulas de VLDL pequenas com

menos TG (CHAN; WATTS; BARRETT, 2002; GRIFFIN, 2001).
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J4 0 aumento na B-oxidacdo dos acidos graxos parece ocorrer pela habilidade dos
acidos graxos n-3 em ativar o receptor-a. nuclear ativado pelos proliferadores de
peroxissomos (PPARa) que aumentam a expressdo génica de enzimas envolvidas na via
de oxidacdo dos 4cidos graxos (CARPENTIER; PORTOIS; MALAISSE, 2006; CHAN;

WATTS; BARRETT, 2002; GRIFFIN, 2001).

O aumento do risco cardiovascular em pacientes resistentes a insulina ¢
caracterizado por concentracdes elevadas de VLDL, acompanhados por aumento da
aterogenicidade (SOUZA et al., 2020). Normalmente, a rastreabilidade de DCV no meio
clinico, ¢ realizado por meios indiretos para avaliagdo de risco do desenvolvimento de
doengas aterosclerdticas, como o indice de Castelli 1 (IC1) e 2 (IC2) (BELALCAZAR et
al., 2013; BHARDWAI et al., 2020). Neste aspecto, os animais do grupo D exibiram
maiores indices de IC1 (p < 0,0001; Tabela 4). A suplementagdo com OP aos animais
diabetizados (DS) reduziu o IC1 e IC2 (p < 0,0001) em comparagao ao grupo D, bem
como o IC2 comparado aos animais do grupo S (p = 0,02; S vs. C; Tabela 4). A redugao
na concentragao plasmatica do colesterol total nos animais diabetizados suplementados
com OP também ¢ importante resultado do nosso estudo, uma vez que a
hipercolesterolemia estd envolvida no aumento da expressdao de moléculas de adesao e,
consequentemente, aumento da adesdo de mondcitos no endotélio vascular, os quais

atuam no processo aterogénico (STEINBERG, 2002).

Embora os fatores de risco classicos ja tenham seu papel estabelecido no contexto
das doengas metabdlicas, diversas condi¢des emergentes, como a dos biomarcadores do
processo inflamatorio, ainda nao estdo definitivamente entendidas. Adicionalmente, a
insulina desempenha importante papel anti-inflamatorio frente ao estado hiperglicémico
sustentado (SUN; LI; GAO, 2014). Dentre todas as citocinas pro-inflamatorias

produzidas durante a cronificagdo do DM2, a IL-6 ¢ exibida em concentragdes
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plasmaticas relativamente altas, tendo grande importancia sistémica, e considerada como
mal prognostico evolutivo (KERN et al., 2001; SUN; LI; GAO, 2014). Em contrapartida,
a IL-10 ¢ uma citocina anti-inflamatoria que age como modulador endégeno em diversos
tecidos e em diferentes contextos fisioldgicos. In vivo, sua elevada concentragdo
plasmatica, esta diretamente relacionada a melhor ac¢ao insulinica em musculo esquelético

e figado (CINTRA et al., 2008).

A inflamacao cronica mediada por macrofagos € considerada marca registrada da
resisténcia a insulina, e os AGPI n-3 exibem efeitos anti-inflamatorios, por inibirem as
vias inflamatorias pelo TNF-a e receptores Toll-Like (TLR). Os TLR s3o capazes de
ativar a via do NF-xB e, consequentemente, atuam na produg¢do de citocinas
inflamatoérias. Os AGs saturados atuam na ativacao enquanto os AGPI n-3 inibem os
receptores TLR-2 e TLR-4 (LEE et al., 2004). Essa acdo pode reduzir a expressao de
genes pro-inflamatdrios e aumentando a expressao de genes anti-inflamatorios no tecido

adiposo (LALIA; LANZA, 2016).

Em nossos animais ndo observamos modifica¢des nas concentracdes plasmaticas
de IL-6 e IL-10 entre as variaveis de condi¢ao diabética sem ou com suplementagcdo com
OP (Tabela 4). Considerando que o tecido adiposo contribui com aproximadamente 1/3
da concentragdo circulante de IL-6 (KERN et al., 2001), e que o modelo empregado no
presente estudo ndo induziu a obesidade (SRINIVASAN, 2007; TAKADA et al., 2007),
o resultado encontrado pode ser assim explicado. Ainda, o tempo de cronificagdao
diabética, bem como o de suplementacdo com OP podem ter sido insuficientes para
eventuais modificagdes plasmaticas. Contudo, esses resultados ndo invalidam uma
possivel modulacao tecidual, como os relatados por Eguchi e colaboradores (2011), em
seus estudos sobre RI e seus efeitos sobre tecido adiposo e hepatico. Neste estudo, os

autores demonstraram que a suplementacao com OP preveniu o aumento de IL-6 em
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tecido adiposo e hepatico de animais com RI desencadeada por estresse. Contudo, ndo

houve diferenga entre as concentragdes de TNF-a e IL-10 (EGUCHI et al., 2011).

Paralelamente as alteragdes metabolicas em 6rgaos periféricos, o desequilibrio
glicémico-insulinémico ¢ associado a disfungdes cognitivas de aprendizagem e memoria
(KIM, 2019), sendo identificadas como déficit cognitivo. Dentre as modifica¢des neuro-
estruturais causadas pelo DM experimental em roedores, destacam-se a morte neuronal
em cortex frontal e hipocampo (JING et al., 2013), além da desmielinizagdo e
degeneracao axonal estriatal e cortical (HUANG et al., 2012). Apesar de existirem
divergéncias quanto ao real dano cognitivo relacionado a encefalopatia diabética (ED), ¢
bem estabelecido o comprometimento da funcionalidade hipocampal frente ao
desequilibrio do metabolismo de carboidratos e lipideos.

A cronificagdo do diabetes, assim como o nivel de hiperglicemia influenciam
diretamente no fendtipo comportamental (AHMED; ELGHARABAWY; AL-NAJJAR,
2017; KISS et al., 2013). Um estudo avaliando a cogni¢do de ratos em 3, 6 ¢ 9 semanas
apés a confirmagao diabética demonstrou que a hiperglicemia moderada prejudica
inicialmente a memoria de trabalho, seguida da memoria de referéncia e aprendizado
(AHMED et al., 2019b). Para verificar eventuais dados esporadicos decorrentes do
processo de cronificacdo diabética, bem como efeitos potenciais do OP sobre tais danos,
nossos animais foram submetidos ao teste HBm. Como neste teste as recompensas podem
ser encontradas em um subconjunto de locais potencias, tanto a memoria de trabalho,
quanto a memoria de referéncia pode ser avaliada simultanecamente (GORDAN et al.,
2012; LABOTS et al., 2015b; OHL; HOLSBOER; LANDGRAF, 2001).

A formacdo de memoria envolve processos distintos, sendo a aprendizagem a
etapa primaria desse processo. Em nosso estudo, a diabetizacdo parece interferir no

processo de aquisicdo de memoria, visto que o grupo D exibe aumento de erros por
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escolha de cilindros revisitados (memoria de trabalho) e de cilindros sem recompensa
(memoria de referéncia). Porem essas varidveis ndo sao diferentes do grupo C no terceiro
dia (Figura 22 C), sugerindo que mesmo diabetizados sdo capazes de aprenderam a tarefa
e a localizacao da recompensa. Ja no processo de evocagao (dia 4), fase em que a memoria
¢ testada, o grupo D apresentou resultado similares aos do dia 2, indicando um possivel

déficit na consolidacdo da memoria de curto e longo prazo desses animais (Tabela 2).

Com base nos resultados supracitados, uma possivel correlagao entre a Rl e
consolidagao da memoria pode ser tracada, uma vez que a administragdo de glicose intra-
hipocampal desencadeia efeitos similares aos da insulina intra-hipocampal (KOBILO;
YUAN; VAN PRAAG, 2011; MCNAY et al., 2010), sendo a melhora da aprendizagem
um desses efeitos (MESSIER, 2004). Apesar de pouco compreendido, tem sido sugerido
que a insulina pode exercer efeitos no SNC, uma vez que neurdnios expressam tanto
receptores de insulina quanto transportadores GLUT 4 (GRILLO et al., 2009b; PIROLI
et al., 2007). Alguns autores relatam que células piramidais do hipocampo apresentam
alta expressao de transportadores GLUT 4 (ALQUIER et al., 2001; CHOEIRI; STAINES;
MESSIER, 2002), e a translocagdo destes ocorre via estimulacao de varias isoformas de

proteinas quinase, incluindo proteina quinase C (PKC), PI:K e Ca?"

calmodulina quinase
I (Ca’*/CaM) (CHEN et al., 2005; SACKTOR et al., 1993; SMITH et al., 2008; THAI
et al., 1998). Essas proteinas sdo necessarias para a formacao de memoria hipocampo-
dependente, sugerindo, que a ativacdo de GLUT 4 deve ocorrer durante esse processo
(HEIDA et al., 2009; NIJHOLT et al., 2008; SHEMA; SACKTOR; DUDAI, 2007),

agindo como um facilitador para o fornecimento de energia sob demanda (MCNAY;

PEARSON-LEARY, 2020).

Pearson-Leary e colaboradores (2018) demonstraram o envolvimento de

transportadores GLUT 4 na formacdo de memoria hipocampo-dependente. Os
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pesquisadores observaram aumento na expressdo de GLUT 4 no hipocampo de
camundongos apo6s o teste de memoria de trabalho espacial. A inibi¢do intra-hipocampal
aguda e seletiva do transportador GLUT 4 prejudicou a aquisi¢do da memoria, mas ndo a
recuperagdo da memoria (PEARSON-LEARY; JAHAGIRDAR; SAGE, 2018). Por
outro lado, o bloqueio prolongado do transporte de glicose via GLUT4 no hipocampal,
mediado por insulina preveniu a deplecdo glicolitica associada a tarefa e melhorou a
memoria de trabalho e de curto prazo, além de prejudicar a memoria de longo prazo. Esses
efeitos foram acompanhados pelo aumento da expressio das subunidades AMPA
(subunidade GluR1) hipocampal e do GLUT3 neuronal, mas diminui¢do da expressao do
fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), consistente com a capacidade

prejudicada de formar memorias de longo prazo (PEARSON-LEARY; MCNAY, 2016).

Muitos estudos correlacionaram os efeitos nutracéuticos da suplementagdo com
OP a melhora do desempenho cognitivo (KIDD, 2007). A composicao das membranas
celulares exerce efeitos consideraveis sobre proteinas ali presentes (tais como enzimas e
receptores), € evidéncias robustas tem demonstrado que a estrutura da membrana
desempenha papel significativo em patologias envolvendo a reducdo da capacidade
cognitiva (RAPOPORT; RAMADAN; BASSELIN, 2011). A membrana celular ¢
altamente dependente da incorporacao de tipos particulares de acidos graxos,
principalmente o DHA (KIDD, 2007). O DHA, por sua vez, ¢ o principal componente
lipidico das membranas neuronais, sendo associado a desenvolvimento celular, melhorar
o aprendizado e a memoria e prevenir doengas neurodegenerativas (KERDILES; LAYE;
CALON, 2017; MOZAFFARIAN; RIMM, 2006; ZHANG et al., 2019).

Diaz-Gerevini e colaboradores (2019), demonstraram melhora na performance
coportamental frente ao declinio cognitivo decorrentes da ED. Utilizando um modelo

animal de diabetes espontdneo (eSS), os autores correlacionaram os resultados
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encontrados a suplementagio com OP e redugdo do estresse oxidativo (DIAZ-GEREVINI
et al., 2019b). Em nosso experimento os animais suplementados com OP exibiram
resultados vinculados a presenca ou auséncia de diabetizacdo. O grupo DS apresentou
desempenho cognitivo similar ao grupo D durante a aprendizagem, com aparente reducao
do numero de cilindros revisitados e errados no dia 3 (Figura 24 A - C). Conduto, na fase
de teste seus resultados foram semelhantes ao grupo D (Figura 24 D, Tabela 2).
Diferentemente de estudos anteriores (ALVAREZ-NOLTING et al., 2012; ARNAL et
al., 2010; DIAZ-GEREVINI et al., 2019b), a suplementagio com OP em nossos animais
ndo teve efeito na restauracao da integridade cognitiva do quadro de ED.

A fisiopatologia diabética direciona o metabolismo celular sistémico a um
estado de alta reatividade oxidativa (MATOUGH et al., 2012), compartilhado por ambos
os tipos de DM (HASKINS et al., 2003; ROSEN et al., 2001). Mudangas no equilibrio
redox, diminuicdo das concentracdes teciduais de antioxidantes (como glutationa
reduzida) e atividades prejudicadas de enzimas de defesa antioxidantes, sdo consideradas
algumas das fontes de EROS no DM (HASKINS et al., 2003). Quanto a isto, nossos
resultados corroboram com a literatura, visto que animais diabetizados apresentaram
desequilibrio oxidativo em regides de diencéfalo e telencéfalo (Figura 27).

Alto nivel de peroxidagdo lipidica foi encontrado em pacientes diabéticos
(BONNEFONT-ROUSSELOT; BASTARD, 2000; ROBERTSON, 2004). A
peroxidagdo dos lipidios (LPO) da membrana prejudica seriamente as funcdes da
membrana e perturba o receptor do gradiente idnico e as fungdes de transporte, resultando
em disfungdes celulares (FRANCO; BORTNER; CIDLOWSKI, 2006; NOHL, 1993).
Animais do grupo S apresentam uma tendéncia a reducdo das taxas de LPO em
comparag¢do ao grupo C (Figura 28 B). Entretanto, observamos efeito oposto a este no

grupo DS. Acidos graxos poli-insaturados sdo altamente vulneraveis a agdo de radicais
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lives, devido a presenga de insaturagdoes ao longo de sua cadeia molecular, favorecendo
a LPO (MATOUGH et al., 2012; SCHONFELD; WOIJTCZAK, 2008).

Outra caracteristica importante observada em nossos aniamais ¢ o aumento da
concentragdo de NP-HS, sendo que o tiol intracelular mais abundante ¢ a glutationa
reduzida (GSH) . O aumento de NP-SH pode ser indicativo de uma redu¢do do seu
consumo, sugerindo uma possivel reducdo da atividade das enzimas antioxidantes GST
e GPx em zonas telencefalicas de animais diabéticos (Figura 28 A). Uma vez instado o
desequilibrio oxidativo, a suplementacdo foi incapaz de reverter esse processo.
Surpreendentemente, animais do grupo S apresentaram concentracdes de NP-SH
equivalentes ao grupo D e DS. Apesar de contraditorio, nosso grupo de pesquisa obteve
resultados semelhantes em tecido adiposo de animais suplementados com dose
suprarecomendada de OP (ZAZULA, 2021). Visto que o encéfalo, assim como o tecido
adiposo, apresenta elevadas concentracdes lipidicas em sua composi¢do, podemos
sugerir que o aumento de NP-SH pode estar relacionado a caracteristicas pro-
inflamatorias estabelecidas em virtude da idade dos animais ou tempo de suplementagao.

Adicionalmente, o aumento da atividade da colinesterase total (ChE) nos
animais diabéticos pode indicar um efeito frequentemente observado em encéfalos de
animais diabéticos e com DA, que ¢ a diminuicdo da concentracdo de acetilcolina (ACh)
(RIVERA etal., 2005a; SOREQ; SEIDMAN, 2001). O encéfalo saudavel possui elevadas
concentragdes de colinesterase, sendo a acetilcolinesterase (AchE) a isoforma mais
abundante (SUSSMAN; BON; SILMAN, 1993). Curiosamente, a ACh ¢ um
neurotransmissor associado ao aprendizado e & memoria, e pode variar de acordo com
alguns insultos ao SNC, incluindo estresse oxidativo (WILKINSON et al., 2012). Ainda,
prejuizos na sinalizagdo de insulina e IGF-1 causam deficiéncias cerebrais na biossintese

de ACh (RIVERA et al., 2005a; WILKINSON et al., 2012). A insulina e o IGF-I podem
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estimular a expressdo génica da colina acetiltransferase (ChAT), sendo que esta encontra-
se prejudicada nos estagios iniciais da DA (RIVERA et al., 2005a; WILKINSON et al.,
2012). Portanto, anormalidades associadas a sinaliza¢do de insulina e de IGF-I no cérebro
podem estar ligadas ao comprometimento cognitivo no DM2 cronico (KUHAD; SETHI;
CHOPRA, 2008).

A flexibilidade cognitiva, ou seja, a capacidade de mudar rapidamente o
comportamento diante de circunstancias modificadas, ¢ interrompida em muitos
distarbios psiquidtricos e neurologicos (IZQUIERDO et al., 2017). A aprendizagem
reversa requer que um sujeito ajuste de forma flexivel seu comportamento quando as
contingéncias relacionadas a recompensa que eles aprenderam anteriormente sdo
revertidas (CORDNER; TAMASHIRO, 2015; HARDUNG:; JACKEL; DIESTER, 2021).
Em nossa pesquisa os animais ndo apresentaram diferencas significativas no teste reverso
(Tabela 3), entretanto observamos a propensdo dos animais suplementados com OP a
exibir menor numero de erros relacionados a memoria explicita (Figura 23 e 24 E).

A composic¢do lipidica da membrana neuronal pode variar em relagdo sua a
localizagdo. Em virtude de suas propriedades biofisicas, maiores concentragdes de DHA
sdo encontrados na membrana sinaptica (NALIWAIKO, 2009). O DHA atua como
modulador do receptor N-Metil-D-Aspartato (NMDA), que quando ativado, induz a
potenciacdo de longa duracio (LTP), sendo este a base da formagdo da memoria. Ainda,
receptores NMDA se relacionam com fatores neurotroficos derivados do cérebro (BDNF)
e a via do receptor de tirosina quinase B (TrkB) para aumentar a plasticidade sinaptica.
Portanto, observando os resultados dos animais suplementados com OP no teste reverso,
podemos correlacionar a maior flexibilidade cognitiva desses animais em relacdo aos

grupos nao suplementados.
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Tanto a caréncia de AGPI quanto a hiperglicemia decorrente da RI, podem
promover alteragdes no comportamento exploratorio, locomotor e cognitivo de roedores
em diferentes abordagens comportamentais (DIAZ-GEREVINI et al., 2019b). A
hipermotilidade e aumento de comportamentos exploratorio ¢ frequentemente observado
em animais diabéticos e, geralmente esta relacionado a forrageamento e ingestdo
alimentar elevados (REBOLLEDO-SOLLEIRO et al., 2013). Apesar de observamos a
tendencia ao aumento de parametros exploratorios diretos e indiretos nos animais do
grupo diabetizados (Figura 22), ndo houve diferencas significativas entre os grupos C e
D (Figura 14 B, 15 B, 16 B, 17 B). Possivelmente, a auséncia de resultados proeminentes
a esse respeito seja em virtude do modelo de diabetizagdo empregado, visto que nossos
animais sdo normofagicos (Figura 26).

Por outro lado, a redu¢do do comportamento exploratorio (edge-sniff e rearing)
nos animais do grupo L (Figura 15 e 16 ), pode indicar reducdo da capacidade olfatoria,
visto que o modelo utilizado no presente estudo ¢ oriundo de lesdo citotdxica em células
hipocampais e pode apresentar comportamentos semelhantes aos de outros modelos de
DA (GRIEB, 2016; SONG et al., 2014), além disso, a reducdao da olfagao diminui
aspectos motivacionais nos animais. Ja o aumento no tempo de permanéncia no centro do
aparato sugere alteragcdes na manifestagao de comportamentos limbicos e de preservagao
(Figura 24 B). A memoria emocional apresenta aspectos evolutivos importantes que
visam a sobrevivéncia (ATES et al., 2014; PACKARD, 2009). Neste contexto, o grupo L
exibiu comportamentos que sugerem maior vulnerabilidade, diferentemente dos animais
controle e diabetizados (Figura 24 D).

Tradicionalmente, testes de aprendizagem utilizam o tempo para o término de
uma tarefa (laténcia) como uma medida inversamente proporcial a performance

cognitiva. Assim, a medida que aprendem ao longo do intervalo experimental, os animais
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tendem a reduzir o tempo para a conclusdo da tarefa ao longo dos dias de teste
(BEILHARZ; MANIAM; MORRIS, 2016; GORDAN et al., 2012). Suspreendentemente,
os grupos expostos a STZ (via i.c.v ou i.p em periodo neonatal) apresentaram menores
tempo de performance no dia 1, 2 e 4 (Figura 27 A; Figura 28 A, B e D), sendo que este
parametro ndo foi modificado pela suplementa¢do com OP (Figura 30). Neste sentido,
sugere-se a existéncia de vias alternativas para a execucdo da tarefa, podendo dois fatores
participarem desta modulacdo: : a sobrecarga gerada na memoria de trabalho e estratégias
de busca.

A variagdo individual na velocidade de execug¢do, pode sobrecarregar a memoria
de trabalho de um individuo. Considerando que o mHB ¢ um teste de discriminagdo
espacial de escolha livre (ou seja, recompensas sdo encontradas em diferentes locais € o
animal pode explorar livremente), o tempo de espera pode variar entre as tentativas.
Logo, o periodo em que os animais devem manter a lista de locais ja visitados na memoria
de trabalho também ¢ varidvel (VAN DER STAAY et al., 2012). Assim, animais mais
“lentos” precisam reter as informag¢des na memoria de trabalho por mais tempo, para ndo
terem seu desempenho prejudicado. Dessa maneira, o tempo para conclusido de uma tarefa
ndo pode ser considerado como uma medida isolada de performance real.

Roedores usam diferentes estratégias de busca na resolugdo de tarefas espaciais,
podendo ser espacial, serial ou randomica (HALEY; RABER, 2011). Quando um animal
aprende a tarefa e ¢ capaz de formar um mapa cognitivo, a estratégia de busca espacial
pode ser empregada (EICHENBAUM, 2015). Como resultado, observa-se que o animal
busca diretamente o local aprendido. Em contraste, se o animal ndo estabeleceu um mapa
de localizagdo, mas aprendeu a tarefa, ele pode usar a busca serial, ou seja, o animal busca
em cada local em ordem consecutiva até o local sinalizado ser encontrado . Ja na busca

randomica, nao ha padrao de busca (CASTANE ANNA; THEOBALD; ROBBINS, 2010;
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INMAN-WOOD; WILLIAMS, 2000; LOCKLEAR; KRITZER, 2014) . Adotando uma
estratégia de busca animais sdo capazes de compensar os deficits induzidos
experimentalmente, sem o envolvimento da memoria espacial (VAN DER STAAY etal.,
2012). Portanto a reducao do tempo de performance em animais Lnodia 1,4 e 5 (Figura
28 A, D ¢ E), pode refletir melhor resultado por compensagao e nao reflete aprendizado
propriamente.

Estruturas corticais, assim como as hipocampais, desempenham importante papel
em vias cognitivas pertencentes a memoria de reconhecimento (MCCRIMMON; RYAN;
FRIER, 2012). Resultados de varios estudos, envolvendo diferentes graus de lesdo
encefalica, indicam que o hipocampo parece estar envolvido em testes que englobam a
recordacdo espacial de um objeto, e o cortex pré-frontal e perirrinal estdo mais envolvidos
na preferéncia por novos objetos (BARKER; NEUROSCIENCE; 2011, 2011; BUSSEY
et al., 1998, 2000; HAMED, 2017, MUMBY; PINEL, 1994). Esse teste se baseia na
tendéncia natural do animal em explorar mais o objeto novo em detrimento ao familiar,

num contexto conhecido (HAMED, 2017).

Em nossa abordagem, os animais pertencentes ao grupos D e L apresentaram
comprometimento da discriminagdo ndo espacial, evidenciado pela igualdade na
exploracdo entre os objetos familiar € novo no dia 1 (Figura 18 A), e pelo aumento da
exploracdo do objeto familiar nos animais do grupo L (Figura 18 C). Diante desses
resultados, a suplementagdo parece nao exercer efeitos nos animais do grupo S, sendo que
os resultados foram similares aos do grupo C. Ja os animais DS aumentaram a exploragao
do objeto novo no dia 5 (figura 19 D), demostrando que danos a memoria de trabalho ndo

espacial, também nado foram modificadas diante da suplementacdao com OP.
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7 CONCLUSAO

O modelo de diabetizacdo em periodo neonatal mostrou-se valido para mimetizar
aspectos tempo-dependentes do DM2, sem haver modificagdes significativas no
acréscimo de massa, consumo alimentar e hidrico, e volume urinario e fecal, ao longo do
tempo. Aos 150 dias de idade, os animais diabetizados exibiram o fenotipo classico de
resisténcia  insulinica, acompanhada de hiperinsulinemia e hiperglicemia.
Adicionalmente, esses sintomas foram associados a dislipidemia, maior risco de
desenvolvimento de doengas aterosclerdticas e reducdo do tecido adiposo. A
suplementagdo com OP foi eficiente em reduzir a concentragdo dos lipideos plasmaticos,
bem como retornar a insulinemia a concentragdes normais. Apesar de nao haver diferenca
nas concentracdes plasmaticas de IL-6 e IL-10, animais diabetizados apresentaram
prejuizo na memoria declarativa e de trabalho, além de aumentar os indicadores de danos
oxidativos. A suplementacdo com OP aumentou a flexibilidade cognitiva dos animais,
contudo, foi ineficiente diante do déficit de aprendizagem e contencdo dos danos

oxidativos em regido de telencéfalo.
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