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RESUMO

A alteracdo psiquidtrica desencadeada ap0s uma experiéncia ou evento traumatico, é
caracterizado como o transtorno do estresse pds-traumatico (TEPT). Estudos demonstram que
0 TEPT pode modificar o metabolismo, porém se 0 metabolismo alterado pode modificar seu
desenvolvimento ainda nédo € esclarecido. Assim, o presente trabalho investigou as influéncias
do desenvolvimento do TEPT nas alteracBes metabolicas, sindrome metabdlica (SM) e
diabetes. Experimento 1: foi investigado a caracterizagdo da SM nos animais que ingeriram a
solucdo 10% de frutose ou da diabetes nos animais que receberam dose Unica de aloxana (150
mg/Kg) pela via intraperitoneal. Experimento 2: ap6s caracterizacdo (SM ou diabetes) os
grupos de animais foram expostos ou ndo ao choque inescapavel e isolamento social (14dias)
e foram avaliados nos seguintes testes comportamentais: aparato do campo aberto, teste de
interacdo social, nado forcado, aparato de labirinto em cruz elevado e teste de reconhecimento
de objetos. Além, da verificacdo de quantificacdo de proteinas (técnica de Western Blotting)
para avaliacdo da expressdo da proteina fibrilar acida da glia (GFAP) e molécula adaptadora
de ligacdo de célcio ionizada 1 (Iba-1) no hipocampo e cértex. Os resultados demonstram que
os animais SM TEPT e Controle TEPT apresentaram um aumento no tempo de congelamento,
aumento da imobilidade no teste do nado forcado (sugerindo um comportamento tipo
depressivo), aumento no tempo nos bragos fechados e reducdo do tempo nos bragos abertos
(sugerindo um comportamento tipo ansioso), reducdo na interacao social e déficit de memoria
dos animais comparados aos seus respectivos controles (Controle ndo TEPT e SM nao TEPT).
Os animais Diabetes TEPT e Controle TEPT comparados aos seus respectivos controles
(Controle ndo TEPT e Diabetes ndo TEPT) apresentaram resultados semelhantes aos
encontrados em animais com SM. Além disso, vale ressaltar que essas alteracdes foram mais
acentuadas nos animais SM TEPT e Diabetes TEPT comparado aos seus respectivos
Controles TEPT. Em relacdo a ativacdo glial foi observado um aumento da expressao de
GFAP e Iba-1 nos animais SM TEPT e um aumento da expressdo de GFAP nos animais
diabetes TEPT. Portanto, € possivel concluir que a SM ou diabetes preexistente acentua os
sintomas relacionados ao TEPT. E nos animais SM TEPT as alteragdes observadas podem

estar relacionadas com a ativacao glial.

Palavras-chave: Frutose. Aloxana. TEPT. GFAP. Iba-1. Cortex pré-frontal. Hipocampo.



ABSTRACT

The psychiatric alteration triggered after a traumatic experience or event is characterized as
Post-traumatic Stress Disorder (PTSD). Studies have shown that PTSD can modify the
metabolism, but if the altered metabolism can modify its development is still not clear. Thus,
the present study aimed to investigate the influences of the development of PTSD on
metabolic alterations, such as in the metabolic syndrome (MS) and diabetes. Experiment 1:
the characterization of MS was investigated in animals that ingested a 10% fructose solution
or diabetes in animals that received a single dose of alloxan (150 mg / kg) intraperitoneally.
Experiment 2: after characterization (MS or diabetes) the groups of animals were exposed or
not to inescapable shock and social isolation (14 days) and were evaluated in the following
behavioral tests: open field, social interaction test, forced swimming, elevated plus maze and
object recognition test and in the verification of protein quantification (Western Blotting
technique). In addition, the verification of protein quantification (Western Blotting technique)
to evaluate the expression of glial acid fibrillar protein (GFAP) and ionized calcium binding
adapter molecule 1 (Iba-1) in the hippocampus and pre-frontal cortex. The results demonstrate
that PTSD MS and PTSD Control animals group an increase in freezing time, increase
immobility in the forced swimming test (suggesting a depressive behavior), increase time in
closed arms and reduced time in open arms (suggesting behavior anxious type), reduced in the
social interaction and memory deficit when compared to their respective controls (unexposed
control and unexposed MS). The PTSD Diabetes and PTSD Control animals group showed
similar results to those found in animals with MS when compared to their respective controls
(Non-PTSD Control and Non-PTSD Diabetes). In addition, it is noteworthy that these
changes were more pronounced in PTSD MS and PTSD Diabetes animals compared to their
respective PTSD Controls. Regarding glial activation, was observed an increased expression
of GFAP and Iba-1 in MS PTSD and increased expression of GFAP in Diabetes PTSD
animals group. Therefore, it is possible to conclude that MS or diabetes pre-existing
accentuates symptoms related to PTSD. And that in animals with PTSD MS the changes

observed may be related to glial activation.

Keywords: Fructose. Alloxan. PTSD. GFAP. Iba-1. Pre-frontal cortex. Hippocampus.
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1 INTRODUCAO

A presente introducdo traz conhecimentos sobre o estresse, do TEPT, TEPT e
alteracbes metabdlicas, sindrome metabdlica, diabetes e estresse e alteracfes metabdlicas

envolvidos com a ativacao das células da glia.

1.1 ESTRESSE

O estresse estd cada vez mais presente na sociedade moderna e exigente, podendo
gerar prejuizos irrepardveis na saude e bem-estar da populagdo. Diversos sdo os aspectos do
corpo que podem ser influenciados pelo estresse, tais como por exemplo, alteracdes
hormonais (aumento dos niveis elevados de cortisol) que desencadeiam uma cascata de a¢oes
importantes para restaurar a homeostasia. Embora, seus efeitos (aumento da presséo arterial,
reacdo luta ou fuga, aumento da circulagdo sanguinea, aumento da glicemia, etc.) sejam
parcialmente mediados por horménios corticosteroides que acometem o sistema nervoso, tao
pouco se sabe sobre quando e como esses efeitos do estresse sdo benéficos e protetores ou
prejudiciais podendo se tornar deletério no organismo (LUCASSEN et. al, 2014).

A relacdo entre estresse e doenga, atualmente, estd bem definida, porém nem sempre
foi assim. A palavra estresse é usada na fisica para se referir a interacdo entre uma forca e a
resisténcia para contrabalancar essa forca. Hans Selye (1956), foi quem primeiro incorporou
esse termo ao léxico médico para descrever a "resposta ndo especifica do corpo a qualquer
demanda”, ou seja, estresse seria a situacdo gerada por um desafio ao qual o organismo estaria
submetido. Selye é conhecido como o "pai da pesquisa do estresse", ao tomar consciéncia da
controveérsia conceitual e da perda de distingdo entre a causa e o efeito, e dada a grande
difusdo do termo estresse em varias linguas, ele criou um neologismo, o termo estressor, para
designar o agente causador (estimulo) e manteve o termo estresse para a condi¢do provocada
pelo desafio. Esse conceito utilizado ao termo estresse impactou comunidades cientificas e
leigas, em campos tdo diversos quanto a endocrinologia, a medicina complementar, a criacéo
de animais e a psicologia social. (SIANG YONG TAN; A YIP, 2018).

Em seus estudos experimentais, Selye observou as consequéncias do estresse em
animais submetidos a uma variedade de agentes estressores, como por exemplo, variagdes
térmicas, fisicas, comportamentais, entre outros. Com o decorrer das investigacdes foi

constatado que as respostas de ataque ou fuga eram apenas a primeira reagdo, numa sequéncia
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de outras rea¢BGes que 0 organismo produz quando é confrontado a um agente estressor. E
essas reagdes fisiologicas foram denominadas de Sindrome de Adaptacdo Geral (SAG). A
SAG consiste em trés fases: a) Fase de alerta: mecanismo de resposta de luta ou fuga perante
uma emergéncia frente a ruptura do equilibrio interno do organismo, assim a sua finalidade ¢
a de mobilizar todos os recursos do organismo para enfrentar o agente. E uma resposta rapida
e mediada principalmente pela ativagdo do sistema nervoso autbnomo simpético (SNASs) que
promove a liberacdo de neurotransmissores em diversos 6rgdos-alvo e estimula a medula das
glandulas adrenais na liberacdo dos hormonios catecolaminérgicos (adrenalina e
noradrenalina), potencializando a ativacdo neural; b) Fase de resisténcia: se o agente indutor
de estresse se mantém ativo, mas ndo é suficientemente severo para causar a morte, é nesta
fase que o organismo tenta se adaptar ao agente causador do estresse ou elimina-lo. Assim, as
respostas fisioldgicas e comportamentais, a fim de restabelecer a homeostase se mantém e séo
mediadas principalmente pelo cortisol (hormdnio corticosteroide), sintetizado e liberado pelas
glandulas suprarrenais, em resposta a ativacdo do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA).
Nesta fase a eficiéncia das respostas chega ao seu ponto maximo e o individuo apresenta seu
melhor desempenho fisico e cognitivo, além de, manifestar ampla condicdo de neutralizar o
agente estressor; ¢) Fase de exaustdo: de estimulacdo fisioldgica prolongada, em que o
organismo tem uma reposta continua de forma crénica e as alteracbes fisiologicas e
comportamentais, inicialmente adaptativas, levam a uma sobrecarga energética e exaustdo dos
sistemas, podendo assim, causar-lhe danos irreparaveis, com surgimento de doencas e até
levar a morte (RODRIGUES, 2005).

A proposta de Selye estipulava que o estresse estava presente em um individuo
durante todo o periodo de exposi¢do a uma demanda ndo especifica, sendo ele causado por
algum agente estressor de forma aguda (Unico, intermitente, exposi¢do em tempo limitado) ou
cronica (exposigdo intermitente mais prolongada ou continua), que pode ocorrer apenas uma
vez, de maneira repetitiva ou antecipada ou o estresse pode ser imprevisivel e incontrolavel,
leve ou grave, e ocorrer dentro ou fora do contexto, por exemplo, de uma experiéncia de
aprendizagem (PACAK; PALKOVITS, 2001; RJIA et al., 2010; KOOLHAAS et al., 2011).
Portanto, a forma como a resposta ao estresse é realmente sinalizada, varia de um individuo
para outro, assim como a persisténcia de suas consequéncias e sua resposta ao agente
estressor, pois depende de um conjunto de fatores e eventos, como por exemplo, ambientais,
genéticos, entre outros. Desse modo, a reacdo ao agente estressor compreende aspectos

cognitivos, comportamentais e fisiolégicos, com repercussfes no sistema imune, que 0
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organismo desenvolve diante de um desafio (agente estressor) de natureza fisica ou
psicossocial (positivo ou negativo), que rompe a homeostase do organismo e exige assim um
esforco de adaptacdo, que € denominado de alostasia. (KRETZ et al., 1999; RODRIGUES,
2005; LUCASSEN, 2014).

O termo Alostasia, de acordo com McEWEN, (1998) é definido como um processo de
resposta fisioldgica do individuo frente a uma situagdo de estresse, e € um essencial para a
manutencdo do equilibrio do organismo, a adaptacdo a essa adversidade tem consequéncias
para o corpo que pode ser definido como sendo carga alostatica.

Portanto, a carga alostatica € a resposta do corpo e do cérebro resultado da
hiperatividade ou ainda da inatividade cronica dos sistemas fisioldgicos envolvidos na
resposta ao estresse. As respostas alostaticas mais comuns envolvem o SNAs e o0 eixo HPA. A
ativacdo do SNAs representa uma resposta rapida ao estresse com liberacdo de adrenalina e
noradrenalina na corrente sanguinea. Ja a resposta a longo prazo € representada pela ativacéo
do eixo HPA resultando na liberagdo de glicocorticoides pelo cortex da adrenal (Figura 1).
Sendo essas respostas resultantes de ajustes do organismo e mecanismos de controle para
restabelecimento da homeostase frente a um agente estressor e desvios da homeostase fisica e
emocional que podem ocorrer sob condicGes de estresse agudo ou crénico, traumatico ou ndo-
traumatico provocando alteracGes que resultam em desordens psiquiatricas e psicossomaticas
(LEE; KIM; CHOI, 2015).

A sobreposicdo destes trés niveis (fisioldgico, cognitivo e comportamental) é eficaz
até certo limite, o qual uma vez ultrapassado, podera desencadear um efeito desorganizado.
Assim, se diferentes situacOes estressoras ocorrem ao longo dos anos, e as respostas a elas
variam entre os individuos na sua forma de apresentacdo, podendo ocorrer manifestacGes
psicopatoldgicas diversas como sintomas inespecificos de depressdo ou ansiedade, ou
transtornos psiquiatricos definidos, como por exemplo o TEPT (MARGIS et al, 2003).

O desenvolvimento de um transtorno estd diretamente relacionado a frequéncia e
duracdo da cascata de respostas de ativacdo provocadas por situacGes estressoras, como
mencionados anteriormente. Deste modo, pesquisadores sugerem que mais estudos de
enfoque etioldgico sejam realizados, avaliando a relagdo entre a exposicdo a diferentes
eventos estressores e 0 surgimento de sintomas e patologias relacionadas ao estresse. Além
disso, a importancia da compreensdo desta relacdo permite implicacGes praticas relevantes
como a prevencgdo de doencas e o0 estabelecimento nas estratégias de tratamento (LUCASSEN
et. al, 2014).
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Figura 1 - Resposta a Curto-prazo e a Longo-prazo ao estimulo estressor
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Fonte: BORON; BOULPAEP, 2008.

Nota: O eixo HPA regulado por mecanismos centrais que envolvem o
sistema limbico e o hipotadlamo. — Os sinais atingem o nlcleo
paraventricular (PVN) do hipotalamo das estruturas limbicas. — A
secre¢do do hormdnio liberador de corticotrofina (CRH) e da
arginina vasopressina dos neurdnios do PVN desencadeia a
liberacdo do hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH) da hip6fise
anterior. — Além do CRH, o ACTH, o cortisol e vérios outros
mensageiros estdo envolvidos no eixo HPA — Por exemplo,
pré-opiomelanocortina (POMC), um pré-horménio, é o precursor
de muitos peptideos bioativos, incluindo o ACTH. O ACTH é
derivado do POMC na hipofise anterior, é liberado no sangue e
estimula a glandula adrenal.
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1.2  TRANSTORNO DO ESTRESSE POS-TRAUMATICO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) demonstrou em suas pesquisas dos ultimos
dez anos, que o0 numero de pessoas com depressdo cresceu 18,4%, isso corresponde a 322
milhdes de individuos. No Brasil, 5,8% dos habitantes sofrem com essa doenca, sendo
considerado uma das maiores taxas da América Latina. O pais também lidera com 9,3 % da
populacdo que sofre com sintomas relacionados a ansiedade, que podem contribuir para o
surgimento de doencas, como, ataques de panico, transtorno obsessivo-compulsivo, fobias,
estresse pds-traumatico, entre outras. Além disso, 0 pais é considerado 0 mais ansioso e
estressado da America Latina e a OMS estima que desordens relacionadas ao estresse sejam a
segunda maior causa de incapacidades até 2020 (OMS, 2019).

O TEPT é uma alteracdo psiquiatrica desencadeada apds uma experiéncia ou evento
traumético. O transtorno é considerado um disturbio comum, crénico, incapacitante e
apresenta manifestagdes concomitantes de trés sintomas: a reexposi¢éo ao trauma causando o
estresse, a fuga de situacBes parecidas as anteriores que levaram ao desenvolvimento do
transtorno e o estado de hipervigilancia (BERARDI et al., 2014; WINGENFELD et al., 2016).

Um modelo experimental em roedores que induz o estresse pés-traumatico é a
exposicdo ao choque elétrico inescapavel seguida por isolamento social por um periodo
normalmente superior a sete dias. Assim, para que seja estabelecida a desordem €é necessario
gue os animais sejam reexpostos ao local do trauma que levam alteracGes neurofisioldgicas
gerando o comportamento de freezing (paralisacdo ou congelamento dos movimentos)
(BERADI et al 2014).

Os sintomas podem desenvolver-se imediatamente ou ap6s algum tempo da exposi¢do
ao trauma. O TEPT ¢€ heterogéneo, a ocorréncia dos sintomas ndo é previsivel, podendo nédo
apresentar da mesma maneira nos individuos que sofreram o trauma (KELMENDI et al.,
2016).0s principais sintomas no TEPT sdo: episodios de panico, distarbios de humor,
comportamento suicidas, depressao, ansiedade, medo, entre outros (JACOBSEN et al., 2001;
BOSCARINO, 2004; JIN et al.,2009; SCOTT et al., 2008).

O medo é uma resposta natural que desencadeia muitas alteragBes fisiologicas no
intuito de preparar 0 organismo para evitar o perigo, porém os individuos que sofrem com
TEPT séo incapazes de controlar o medo, devido ao fato da reacdo estar alterada ou
danificada e durante o transtorno algumas reacdes estdo associadas com a incapacidade de

inibir respostas a0 medo. Além do comportamento ansioso encontrado em individuos com o
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transtorno, a patogénese da doenca inclui também mudancas neuroendocrinas levando os
prejuizos cognitivos, ao desenvolvimento de outras desordens emocionais, como a depressao,
além de, reducdo da interacdo social e locomocdo (Figura 2) (TREZZA; CAMPOLONGO,
2013; BERADI et al., 2014).

Além disso, estudos também tem demonstrado que o TEPT pode promover alteracoes
no metabolismo. Pesquisas realizadas com veteranos de guerra e diagnosticados com TEPT
demonstraram que esses veteranos se apresentaram obesos, com resisténcia a insulina,
problemas cardiovasculares, entre outras alteracdes, e com o decorrer do tempo, essas
alteracbes levavam esses veteranos a contrair doencas cronicas ndo transmissiveis, como
diabetes, hipertensdo, dislipidemias e sindrome metabolica. (VIEWEG et al., 2006;
HEPPNER et al., 2009; ROSENBAUM et al., 2015; GREEN et al., 2016, BLESSING et al.,
2017).

Figura 2 - Esquema das areas dos cérebros relacionados a funcionalidade e comprometimento de
TEPT
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Fonte: SAKELLARIOU; STEFANATOU, 20017.

Nota: Neurotransmissores e TEPT: a desregulacdo dos neurotransmissores (catecolaminas,
serotonina, aminoécidos, peptideos e opioides) envolvidos com a fungdo reguladora e
integradora das respostas ao medo e estresse circuito cerebral da TEPT.
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1.3 TEPT E ALTERACOES METABOLICAS

Rosenbaum e colaboradores (2015) demonstrou em seu trabalho que o TEPT pode
levar a disturbios metabolicos, como a obesidade e diabetes mellitus (DM) tipo 2. Além do
mais, outras pesquisas também evidenciam que individuos que possuem TEPT, com o
decorrer do tempo, podem apresentar alguma alteragdo metabdlica, como obesidade, diabetes
e sindrome metabdlica. (FARR et al., 2014; MICHOPOULOS; VESTER; NEIGH, 2016).

Estudos revelaram que a relacdo do estresse com o metabolismo no TEPT
provavelmente ocorre através da ativacdo do sistema nervoso simpético e da liberacdo de
hormonios pelo eixo HPA, afetando processos metabdlicos, com aumento do surgimento de
doencas cronicas (hipertensao arterial, diabetes, sindrome metabdlica, etc.) e que podem estar
relacionados também com alteracGes cerebrais, como por exemplo, provocando retracdes de
processos dendritico e inibicdo da neurogénese envolvidos com doencas neuropsiquiatricas
(VANITALLIE, 2002; ULRICH-LAI & HERMAN, 2009; PECKETT, WRIGHT, RIDDELL,
2011; FARR, 2014).

Pesquisadores apontam que os sintomas do TEPT tém sido associados ao aumento dos
niveis de glicocorticoides, que estimulam modificacGes nas cascatas de transcri¢es de genes
que controlam ativagdes no eixo HPA, assim promovendo alteragcbes no metabolismo, como
por exemplo, o aumento do acumulo do tecido adiposo podendo levar a obesidade
(MEEWISSE et al., 2007; YEHUDA, 2005; ECKEL et al., 2010, PECKETT; WRIGHT;
RIDDELL; 2006). Observa-se, entdo, que o TEPT pode modificar o metabolismo, porém,
ainda ndo estd esclarecido na literatura, se 0 metabolismo alterado pode modificar seu
desenvolvimento.

Pesquisas demonstram uma alta incidéncia de doencas crénicas ndo transmissiveis
(DCNT) (cardiovasculares, respiratorias, crénicas, canceres, hipertensao, diabetes, sindrome
metabolica) no mundo e sabe que essas doengas sdo responsaveis por cerca de 70% de todas
as mortes no mundo, estimando-se 38 milhdes de mortes anuais. Desses 0Obitos, 16 milhdes
ocorrem prematuramente (menores de 70 anos de idade) e quase 28 milhdes, em paises de
baixa e média renda. O aumento da ocorréncia dessas doencas tem sido impulsionado por
cinco fatores de risco: tabagismo, sedentarismo, uso de alcool, dietas inadequadas e a
poluicdo do ar. Alem do mais, esses fatores também estdo relacionados com problemas de
salde mental, que podem se originar desde cedo (metade dos os transtornos mentais comeca
aos 14 anos, mas a maioria dos casos ndo é detectada e tratada de forma oportuna) e levar a
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consequéncias graves, como por exemplo, o suicidio, que é a segunda causa de morte entre
adolescentes de 15 a 19 anos, embora, VArios outros tipos de transtornos podem aparecer ao
longo da vida. Nota-se, entdo, que o numero da incidéncia de mortalidade relacionadas as
alteracdes metabdlicas sdo alto e relevante, e ao decorrer da vida, individuos que possuem
DM e SM podem experimentar algum tipo de trauma (MALTA et al., 2017; OMS, 2019).
Assim, nosso trabalho tem como um dos objetivos procurar compreender qual seria o
desenvolvimento do TEPT em distarbios metabdlicos ja instaurados, como por exemplo, na
SM e DM.

1.4 SINDROME METABOLICA

A SM ¢ um distarbio metabdlico comum que resulta do aumento da prevaléncia da
obesidade. A fisiopatologia tem como base a resisténcia a insulina associada a elevados niveis
de &cidos graxos. Aléem do mais, aumento das citocinas pré-inflamatérias, como interleucina 6
(IL-6), resistina, fator de necrose tumoral (TNF-a) e proteina C- reativa que refletem no
aumento da massa de tecido adiposo (Figura 3). Evidéncias sugerem que macrofagos
derivados de mondcitos se ligam no tecido adiposo e podem ser fontes da liberacdo de
citocinas proé-inflamatérias localmente e na circulagdo sisttmica. H&4 também relatos
crescentes na literatura de que a resisténcia a insulina no figado, musculo e tecido adiposo ndo
estd associada apenas a abundancia de citocinas pro-inflamatérias ou a deficiéncia de
citocinas anti-inflamatoérias, mas é um resultado direto dessa carga (ECKEL; GRUNDY;
ZIMMET, 2005).

A SM ¢ caracterizada por um grupo de fatores de risco que sinalizam processos
fisiopatoldgicos subjacentes anormais que aumentam o risco de morbidade (por exemplo,
doencga cardiovascular, diabetes de Tipo Il, dislipidemia e hipertens&o arterial) e mortalidade
(RASMUSSON et al., 2010). Segundo o National Cholesterol Education Program's Adult.
Treatment Panel 11 (NCEP-ATP IIlI, 2002) referenciado mundialmente, inclusive pela
Sociedade Brasileira de DM, a SM representa a combinacao de pelo menos trés componentes
dos apresentados a seguir: obesidade (aumento da circunferéncia abdominal), aumento dos
triglicerideos, aumento da presséo arterial (hipertensdo) e aumento da glicemia de jejum
(resisténcia a insulina e DM).

Pesquisas sugerem que o0 aumento do consumo dietético de frutose na sociedade ocidental

pode estar contribuindo para altas taxas crescentes de obesidade e sindrome metabdlica. Esses



fatores estdo intimamente associados a producdo anormal de citocinas e a

rede de vias de sinalizacdo inflamatéria (FORTINO et al.,

ORLANDI et al., 2015).

Figura 3 - Fisiopatologia da resisténcia a insulina e sindrome metabdlica
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Fonte: ECKEL; GRUNDY; ZIMMET, 2005.

Nota: A- O aumento da adiposidade ocasionada pela hiperinsulinemia se da por um
processo complexo. Incialmente, apés a absor¢do dos carboidratos, o figado é
responséavel por langar a glicose na corrente sanguinea, esta sera direcionada para o0s
tecidos alvos, como o tecido muscular exemplificado na figura acima. A insulina é
responsavel pela entrada da glicose nas células deste tecido e apds sua entrada, a
glicose tem alguns destinos tais como a formacdo de ATP por meio da acetil-COA
através do ciclo de Krebs, ou entdo seu armazenamento na forma de glicogénio. O
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desequilibrio ocorre quando ha grande ingestdo de carboidratos, pois 0 aumento no
consumo desse macronutriente e a sua ndo utilizagdo faz com que ocorra um
aumento na formagcdo de acetil-COA que ndo seréa convertida em energia (ATP), mas
sim em Triacilglicerol (TAG) no figado, sendo assim sera convertido em
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e posteriormente em lipoproteinas
de baixa densidade (LDL), ocasionando a reducdo das lipoproteinas de alta
densidade (HDL), responsaveis por executar a desobstrugdo de vasos sanguineos.
Ainda neste sentido, 0 aumento do consumo de carboidratos, requer maior presenca
de insulina. A insulina, muito embora seja um horménio antilipolitico (inibe a lipase
hormonio sensivel ativada por AMP ciclico - LHS), atua estimulando a lipase
lipoproteica (LLP) que, por sua vez aumenta a presenca de acidos graxos livres
(AGL). Estes AGL contribuem ainda mais para 0 aumento da adiposidade e para o
aumento da concentracdo de glicose ja que sdo utilizados para fazer neoglicogénese
no figado. Neste caso, a neoglicogénese ocorre devido a ingestdo exacerbada de
carboidratos e o aumento na presenca de insulina no organismo (hiperinsulinemia)
gue o torna menos sensivel a ela. Assim, as moléculas de glicose encontram certa
dificuldade para adentrar as células, que permanecem mandando estimulos para que
haja producdo de glicose, entdo é realizada a neoglicogénese no figado e todo o
processo se repete, tornando-se um ciclo. Além disso, 0 aumento do VLDL e LDL e
a reducdo do HDL citadas acima, caracterizam uma dislipidemia e, por sua vez, o
aumento do LDL se torna responsavel pela deposi¢do de placas ateroscleréticas nos
vasos sanguineos que ja ndo podem mais ser desobstruidos, pois 0 HDL ndo se faz
presente. Essa situagdo, € responsavel por causar o aumento da pressdo arterial.
Além do mais, a hiperinsulinemia é responséavel pelo aumento da reabsor¢do de
sodio e aumento da atividade do sistema nervoso simpético (SNS), fatores que
contribuem para a hipertenséo.

B:Além do mecanismo exposto acima, o tecido adiposo é responséavel por produzir
uma série de substancias de efeito paracrino e enddcrino que consolidam um estado
pré-inflamatério. Entre as substancias produzidas esta o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e a interleucina-6 (IL-6). O TNF-a é responsavel por reduzir a agdo da
insulina. Enquanto isso, a IL-6 é responsavel por aumentar a produgdo de glicose
hepética e a producdo de VLDL. Por outro lado, o aumento da adiposidade é
responsavel por inibir a adiponectina, horménio responsavel por aumentar a
resisténcia a insulina. Nao bastando, essas alteragfes contribuem ainda para que
ocorra uma falha no sistema de coagulagdo e fibrinolise, em que ocorre um aumento
dos niveis de fibrinogénio e elevacdo do PAI-1C (inibidor do ativador do
plasminogénio, que é uma enzima fibrinolitica), ou seja, h& um aumento na
producdo da rede de fibrina e uma inibicdo de fatores que seriam responsaveis por
clivd-la. Isso faz com que ocorra grandes depoésitos de fibrina no vaso, surgindo
assim uma placa aterosclerotica.

Varios modelos experimentais sdo utilizados para verificar as desordens metabdlicas,
tais como os que envolvem a manipulagédo genética e a utilizacao de dietas (KENNEDY et al.,
2010). Dentre esses modelos, as dietas ricas em frutose sdo amplamente empregadas para
desencadear o aparecimento de sinais caracteristicos da sindrome metabd6lica em animais,
permitindo assim, avaliar os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da mesma
(HAVEL, 2005; HERNANDEZ-SALINAS et al., 2015; RICHARD; ROBERT, 2010; SIL et
al., 2015; TRAN et al., 2009).

A frutose € um acucar simples, do grupo das hexoses, que muito se assemelha a
glicose, diferindo apenas pela posi¢do do grupo carbonila, que na frutose (cetose) encontra-se
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no carbono 2 e na glicose (aldose) no carbono 1 (LE; TAPPY, 2006). Ela est4 associada as
alteragBes bioquimicas que promovem o desenvolvimento SM, doenga hepética gordurosa néo
alcodlica e diabetes. E metabolizado pelo figado, onde estimula lipogénese e a sintese de
triglicerideos que levam a resisténcia a insulina hepatica e a dislipidemia (GUGLIUCCI,
2017).

Assim, no nosso estudo nos utilizamos como protocolo para inducdo da SM, a
ingestdo da dieta de frutose nos ratos wistar machos, por ser um modelo barato, acessivel e
bem estabelecido na literatura. Além disso, outro foco do trabalho, é desenvolvimento do
TEPT na diabetes, como mencionado anteriormente, umas das principais alteraces da SM € a
resisténcia a insulina e também estudos em veteranos de guerra com TEPT demonstram um
aumento a resisténcia a insulina ao longo da vida, podendo levar a doengas, como, a diabetes.

Por isso, a importancia de avaliar o desenvolvimento do TEPT em animais com diabetes.

1.5 DIABETES MELLITUS

A DM € uma das doengas cronicas mais comuns em todo o mundo, com estimativas
de mais de 425 milhdes de pessoas com DM no mundo, metade delas ndo diagnosticadas e
esse numero pode chegar a 642 milhdes de pessoas até o ano 2040. Sabe-se que a diabetes
esta frequentemente associado a complicagdes psiquiatricas, como transtorno de ansiedade e
tem uma alta prevaléncia em individuos com TEPT. Como j& mencionado, também foi
relatado que o TEPT pode levar a susceptibilidade a outras doencas, incluindo as que estdo
relacionadas as alteracbes metabolicas (DEDERT et al., 2010; ZUNG et al., 2012;
AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013; SMITH et al., 2013; DUARTE;
MOHSIN, 2018; SOUZA et al., 2019).

A DM é um conjunto de alteracbes metabolicas que sdo caracterizadas por deficiéncia
de insulina e/ou resisténcia a insulina, hiperglicemia e metabolismo alterado de lipidios,
carboidratos e proteinas. Além disso, a DM esta associada com outras complicacdes e
alteracbes no organismo, como, disfuncdes e insuficiéncia de varios 6rgdos (por exemplo:
olhos, rins, nervos, cérebro, coracdo, vasos sanguineos, etc.), que podem resultar de defeitos
de secrecdo e/ou acdo da insulina envolvendo processos patogénicos especificos, como por
exemplo, destruicdo das células beta do pancreas, resisténcia a acdo da insulina, disturbios da
secrecdo da insulina, entre outros (MCNEILL, 1999; BRASIL, 2006; OLIVEIRA,
MONTENEGRO JUNIOR; VENCIO, 2019/2020).
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Alteracdes em relacdo aos niveis de glicose e insulina circulantes podem levar a
diabetes que pode ser classificada em 2 tipos principais, tipo | e tipo Il (ou gestacional). A
DM tipo 1 (DM1) é uma doenca autoimune, poligénica, decorrente da destruicdo das células B
pancreaticas, ocasionando deficiéncia completa na producdo de insulina, aparece geralmente
na infancia ou adolescéncia, mas também pode ser diagnosticada em adultos (Figura 4). A
DM tipo 2 (DM2) possui uma etiologia complexa e multifatorial, envolvendo componentes
genéticos e ambientais, geralmente acomete individuos adultos, mas também pode ser
diagnosticada na infancia. Trata-se de doenca poligénica, com forte heranca familiar, ainda
ndo completamente esclarecida, cuja ocorréncia tem contribuigdo significativa de fatores
ambientais. Dentre eles, habitos dietéticos inadequados e sedentarismo, que contribuem para a
obesidade, destacam-se como o0s principais fatores de risco. O desenvolvimento e a
perpetuacdo da hiperglicemia ocorrem concomitantemente com hiperglucagonemia,
resisténcia dos tecidos periféricos a acdo da insulina, aumento da producdo hepética de
glicose, disfuncédo incretinica, aumento de lipdlise e consequente aumento de &cidos graxos
livres circulantes, aumento da reabsorcéo renal de glicose e graus variados de deficiéncia na
sintese e na secre¢do de insulina pela célula p pancreatica. Sua fisiopatologia, diferentemente
dos marcadores presentes no DM1, ndo apresenta indicadores especificos da doenca (Figura
5). A DM gestacional, surge durante a gravidez, e também esta relacionado a resisténcia
insulina, uma vez que a placenta produz horménios hiperglicemiantes e enzimas placentarias
gue degradam a insulina, com consequente aumento compensatorio na producéo de insulina e
na resisténcia a insulina, podendo evoluir com disfungdo das células B (OLIVEIRA;
MONTENEGRO JUNIOR; VENCIO, 2019-2020).

Muitos trabalhos tém sido realizados para uma melhor compreensdo da DM.
Atualmente estdo disponiveis modelos animais espontaneos (geneticamente modificados) e
ndo-espontaneos (diabetes induzido experimentalmente). Os ndo-espontaneos sao 0s mais
utilizados, devido ao seu custo mais baixo, facilidade de manutencéo e estreita relacdo com a
diabetes humana. Nesse modelo a condigcdo diabética pode ser induzida por dieta (por
exemplo, alta sacarose e dieta com alto teor de gordura), farmacoldgico (estreptozotocina ou
aloxana), cirdrgico (removendo 6rgdos como pancreas), ou por qualquer combinacdo destes
métodos (RESS; ALCOLADO, 2005; SRINIVASAN; RAMARAO,2007; ZHANG et al.,
2008; KUMAR et al., 2011;; DIAO et al., 2014).
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Figura 4 - Patogénese da DM1
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Fonte: KATSAROU et al., 2017.

Nota: A DM1 é uma doenga autoimune em que se observa uma deficiéncia na
producdo de insulina pelas células B pancreaticas ocasionando hiperglicemia. Como
demonstrado na figura acima, as células B antigénicas sdo fagocitadas, processadas e
apresentadas pelas células B (células apresentadoras de antigeno - APCS) aos
linfécitos CD4+ por meio do MHC2. Os linfécitos CD4+ serédo ativados e estimulardo
macrofagos e células natural killers (NK) para destrui¢do das células B antigénicas nas
ilhotas de langerhans. Além disso, no momento da ligacdo das células [ antigénicas ao
receptor BCR das células B, h4d uma grande produgdo de anticorpos que se ligardo as
células B antigénicas, impedindo que as mesmas atuem. Neste sentido, as células
dendriticas, que também s3o APCS, apresentaram as células [ antigénicas aos
linfécitos CD8+ que atuardo nas ilhotas de langerhans afim de destruir as células B,
impedindo a sintese de insulina.

A aloxana tem como mecanismo de acdo provocar um aumento subito na secre¢do de
insulina, provavelmente devido ao influxo de ions célcio ao citosol das células B, porém,
trata-se de uma liberacdo de curta duragéo, seguida por completa supressdo da resposta das
ilhotas pancreédticas & glicose em decorréncia de necrose das células B. Assim, a agdo da
aloxana no pancreas ocorre por sua rapida absorcéo e acimulo nas células f, atribuida a uma
elevada taxa de capitacdo da droga por essa célula, atraves do transportador de glicose
GLUT2 presente no plasma (SZKUDELSKI et al., 1998; LIMA et al., 2001; SZKUDELSKI,
2001; ZANOELLO et al.,, 2002; CAVALLI et al, 2007; LENZEN, 2008; SILVA;
NOGUEIRA, 2015).
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Figura 5 - Hiperglicemia na DM2
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Nota: A hiperglicemia se d& principalmente pela reducdo da absorcéo de glicose pelos tecidos, devido a baixa
sensibilidade a insulina e a sua baixa secrecdo (ocasionada também pela presenca de fatores pro-inflamatérios).
Além disso, a baixa absorcdo de glicose aumenta a liberagdo do horménio glucagon que estimula a
gliconeogénese no figado, aumentando ainda mais a produgdo de glicose. O aumento da insulina, ativa ainda a
lipase lipoproteica (LLP) que mobiliza dcidos graxos que irdo aumentar a adiposidade e a resisténcia a insulina e,
por consequéncia, aumentara a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias. Estas, aos poucos levardo ao mau
funcionamento pancreético, reduzindo a secre¢do de insulina, piorando cada vez mais o quadro. Os rins
aumentam sua reabsorcdo de glicose, mantendo a hiperglicemia. Além disso, o ganho de peso é favorecido ja
que os fatores que suprimem o apetite (insulina, leptina, GLP1, amilina, peptideo Y'Y, altos niveis de dopamina e
serotonina no cérebro) ndo se fazem presentes.

Assim, no presente estudo foi definido como inducgédo de diabetes o0 modelo utilizando
a aloxana, por ser um protétipo tradicional, bem utilizado em varios delineamentos
experimentais e que geraram nos animais sintomas encontrados da sindrome diabética em
humanos como, perda de peso, hiperglicemia, glicosuria, polifagia, polidipsia, entre outros,
além de ter um menor custo comparado a estreptozotocina (LERCO et al., 2003; CAVALLI et
al., 2007; RIBEIRO et al., 2007; SILVA; NOGUEIRA, 2015).

1.6 ESTRESSE E ALTERACOES METABOLICAS ENVOLVIDOS COM A ATIVAGAO
DAS CELULAS DA GLIA

O SNC é composto basicamente por dois tipos celulares: os neurénios e as células da

glia. As células gliais, junto com os neur6nios, desempenham varias fungdes relevantes no
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processamento das informac6es que garantem o desenvolvimento e funcionalidade do SNC
(KIMELBERG; NORENBERG, 1989; LENT, 2001; ROMAO, 2007). As células gliais
contribuem de diversas formas para a sustentacdo da homeostase tecidual e para a
neuroinflamacdo, como, na monitoracdo do ambiente externo, respondendo aos sinais de
desequilibrio na homeostase (microglias) e participam de todas as fun¢des essenciais do SNC,
como metabolismo energético, defesa imunoldgica e neurotransmissdo (astrécitos)
(KREUTZBERG, 1996; OBERHEIM et al., 2012). Elas podem ser classificadas no SNC em
dois grupos que se diferem de acordo com sua morfologia e funcionalidade: a microglia, de
origem mesodermal, e a macroglia, de origem ectodermal (RANSOM; KETTENMANN,
1990; GOMES; TORTELLI; DINIZ, 2013).

A microglia tem como principal funcdo a defesa imunolégica do SNC, sendo em geral,
recrutada apds infeccOes, lesbes ou doencas degenerativas (RANSOM; KETTENMANN,
2005; GOMES; TORTELLI; DINIZ, 2013). Dentre as proteinas estudadas na microglia e foco
desse trabalho, se encontra a Molécula Adaptadora de Ligacdo de Célcio ionizada 1 (lba-1),
qgue é uma proteina pequena 17 kDa, consistindo em 147 aminoacidos que funciona como
uma molécula adaptadora que medeia os sinais de calcio na linhagem monocitica, incluindo
microglia. Estudos com inducdo do estresse cronico (estresse de contencdo, estresse Unico
prolongado, leséo cerebral leve e repetida e exposicdo ao choque) em roedores induziram um
aumento de Iba-1 (imuno-histoquimica), indicando uma ativacdo de microglia em areas do
tadlamo, mesencéfalo, cértex e hipocampo (BOLLINGER et al., 2016; YOSHII et al., 2017;
BROUSSARD et al., 2018; SMITH et al., 2019).

J& a macroglia é dividida em 3 classes: oligodendrocitos  (responsavel pela
mielinizacdo dos axdnios), ependimdcitos (células que revestem os ventriculos encefalicos e
o canal central da medula, as células epiteliais pigmentares da retina; e as células do plexo
corioideo, presentes no interior dos ventriculos e que produzem o liquido cefalorraquidiano,
liquor); astrocitos (principal fonte de fatores de crescimento para 0s neurdnios e presentes em
diversas regides do SNC) (RANSOM; KETTENMANN, 2005; GOMES; TORTELLLI;
DINIZ, 2013).

Os astrocitos compreendem a populagdo mais abundante da glia no cérebro de
mamiferos e sdo fundamentais para a boa funcionalidade do SNC, uma vez que participam de
eventos como migracdo neuronal, protecdo contra o estresse oxidativo, composi¢cdo da
barreira hematoencefalica, transmissfes sinapticas e resposta imune com secrecao de citocinas
pro-inflamatorias (VOLTERRA; MELDOLESI, 2005). A ativacdo dos astrocitos esta
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associada & expressdo de uma proteina, chamada de Proteina Glial Fibrilar Acida (GFAP). A
GFAP constitui o principal biomarcador de astrécitos, e € um tipo de filamento intermediario
que compde o citoesqueleto da célula astrocitaria (RODNIGHT et al.,1997).

A capacidade de respostas dos astrocitos ao sistema nervoso comprometido (leséo,
inflamacdo, drogas de abuso, doenc¢a neuropsiquiatrica) varia de astrocitopatia a astrogliose,
incluindo expressdo génica e tamanho celular reduzidos, aumento da expresséo de GFAP,
tamanho celular e liberacdo moléculas pré- inflamatorias. Um grande numero de pesquisas na
literatura indica adaptacOes e alteraces de células gliais, como, os astrécitos quando
relacionadas as doencas e transtornos neuropsiquiatricos (SOFRONIEW; VINTERS, 2010;
PEKNY et al., 2016, KIM et al.,, 2017). Assim, o foco na relacdo entre doencas
neuropsiquiatricas e células glias sdo essenciais para fornecer informacdes necessarias sobre
0s mecanismos celulares que estdo envolvidos nessa cascata de reacdes e que serdo alvos
importantes para futuros tratamentos terapéuticos, principalmente para individuos com TEPT.

Nos ultimos anos, as células gliais estdo cada vez mais sendo estudadas, desvendando
novos paradigmas para o funcionamento do sistema nervoso, tais como a descoberta de que
elas sdo excitadveis e se comunicam com outras células ou, ainda, se séo células-tronco,
podendo gerar diferentes tipos celulares, configurando-se um dos temas mais discutidos na
neurociéncia atual. No entanto, varios questionamentos ainda ndo estdo bem esclarecidos na
literatura, e se tornam ainda mais complexos diante do cenério atual de que as células gliais
sdo heterogéneas, tanto no que se refere a expressao de diferentes fatores de crescimento,
receptores de neurotransmissores, marcadores moleculares, quanto no que se refere ao
potencial da sinaptogénese e como progenitores neurais (GOMES; TORTELLI; DINIZ,
2013).

De acordo com a literatura, as areas cerebrais responsaveis pelas respostas ao medo e
pela memdria sdo o cortex pré-frontal e regibes do hipocampo (MILAD et al., 2006;
LEHNER et al., 2015). Pesquisas relacionando o estresse cronico (exposi¢do ao choque,
estresse prolongando Unico) em roedores demonstraram que o estresse induz modificacOes
morfoldgicas nas células da glia do hipocampo em ratos modelo de TEPT, com perda destas
células e redugdo na expressdo da proteina glial acida fibrilar — GFAP (HAN; XIAO; WEN,
2015; SAUR et al., 2016). Porém, outros estudos apés a inducdo do estresse crénico (leséo
cerebral leve e repetida em camundongos, exposi¢do ao choque em ratos, etc.) demonstram

um aumento de GFAP em areas cerebrais como cortex pre-frontal e hipocampo na avali¢éo
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imuno-histoquimica (KAMNAKSH et al, 2011; BROUSSARD et al., 2018; JONES et al.,
2018).

Assim, é importante compreender como ocorre a atuacdo das células gliais no
hipocampo e cortex pré-frontal, pois além de estarem relacionados aos mecanismos de
ativacbes gliais em doencas metabolicas e neuropsiquiatricas, desempenham papéis
importantes, como, no metabolismo, comportamento cognitivo, aprendizado, memoria,
comportamento social, entre outros (DI BENEDETTO; RUPPRECHT, 2013)

O equilibrio do metabolismo no organismo esta relacionado a uma cascata de acbes
desencadeadas pelo sistema nervoso central (SNC) e pelo sistema enddcrino. Uma das
fungBes determinantes para o equilibrio do metabolismo é assegurar o controle dos niveis de
glicose no plasma. Assim, que ocorre um desequilibrio da glicose no organismo, pode ocorrer
por exemplo, um aumento da concentracdo de glicose no plasma, configurando-se como um
quadro de hiperglicemia, que resultam em consequéncias neuroldgicas, apesar de nao
esclarecidas, podem influenciar no metabolismo cerebral (MELLO et al., 2012).

O SNC é considerado um sistema glicodependente, no qual, a glicose exerce papel
essencial no seu funcionamento. O neurdnio é conhecido como a unidade funcional do
sistema nervoso, atua em conjunto, agrupando em circuitos ou redes neuronais, 0s quais Sao
0s responsaveis pelo funcionamento de nossas atividades diérias. Outro importante
componente desse circuito € a glia, a qual possui atividade de grande relevancia e influencia
diretamente a atividade neuronal (JAQUES-SILVA; GEMELLI; CARVALHO, 2007,
MELLO et al., 2012). O processo neurodegenerativo no hipocampo em roedores diabéticos é
acompanhado por neuroinflamagcdo e astrogliose. Denver e colaboradores mostraram
astrogliose e microgliose no cortex e no giro dentado de camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica por 18 dias. (DENVER, GAULT, MCCLEAN, 2018; GARCIA-SERRANO;
DUARTE, 2020)

Além disso, pesquisas demonstram que a obesidade pode promover uma resposta
inflamatdria cronica de baixo grau nos tecidos periféricos, incluindo o SNC. A inflamagédo em
areas cerebrais, como hipotalamo, € considerada um fator precoce e determinante para o
aparecimento da obesidade, fato que ocorre mesmo antes do ganho de peso corporal. No
trabalho de Buckman e Thompson, observou-se astrogliose em resposta a obesidade no
hipotdlamo de camundongos, com aumento da expressao GFAP, que pode ser identificada
como sinal de neuroinflamagdo associada a microvasculatura. Devido a sua proximidade

fisica aos vasos sanguineos e sua funcdo no transporte de nutrientes, os astrocitos sao
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diretamente afetados pelo excesso de nutrientes, levando a astrogliose no hipotalamo.
Posteriormente, foi demonstrado que outras areas do SNC apresentaram 0 mesmo tipo de
resposta astrocitaria, como o cOrtex parietal e frontal, o corpo caloso, o nucleo accumbens, a
ponte e as camadas molecular e granular do cerebelo (HASLAM; JAMES, 2005; ARAUJO;
TORSONI; VELLOSO, 2010; THALER et al., 2012; BUCKMAN et al., 2013; GARCIA-
CACERES; YI; TSCHOP, 2013; BONDAN et al., 2018; BONDAN et al., 2019).

Portanto, diante do exposto observa-se que o TEPT pode promover alteracdes
comportamentais (ansiedade, depressdo, isolamento social e déficit de memdria néo
relacionada ao trauma), bem como, o desenvolvimento de alteracbes metabolicas (diabetes,
obesidade, sindrome metabdlica, etc.). No entanto, ainda ndo é esclarecido, como ocorre 0
desenvolvimento do TEPT em individuos com alguma alteracdo metabolica, e como ja
mencionado anteriormente, ha uma alta incidéncia de mortalidade de individuos que possui
alteracbes metabodlicas e também um aumento no numero de pessoas que desenvolveram o
TEPT em alguma fase da vida. Assim, esse estudo tem como um dos objetivos, avaliar o
desenvolvimento do TEPT em roedores com diabetes e sindrome metabolica. Além disso, o
outro foco deste trabalho, foi verificar a ativacdo das células da glia no desenvolvimento do
TEPT em roedores com as alteragcGes metabdlicas ja instauradas, no intuito de abrir um novo
caminho para compreender os mecanismos envolvidos e conceber novas abordagens

terapéuticas.
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2 JUSTIFICATIVA

Estudos realizados nos ultimos anos demonstraram um aumento na prevaléncia de
doencas neuropsiquiatricas (TEPT, ansiedade, depressdo, Sindrome do Panico, etc.), e
segundo a OMS, serd a segunda maior causa de incapacidades até 2020. Além disso,
pesquisas também apresentam que alteracdes metabdlicas (Obesidade, DM, SM, etc.) estéo
aumentando globalmente e que suas taxas de mortalidade sdo responsaveis por cerca de 70%
de todas as mortes no mundo, estimando-se 38 milhGes de mortes anuais. Sabe-se que o TEPT
pode modificar o metabolismo, levando a distirbios metabolicos, como a SM e DM, no
entanto ainda ndo é esclarecido se o distirbio metabdlico preexistente aumenta o risco do
desenvolvimento do TEPT. Assim, estudos sdo importantes para elucidar os mecanismos que
associem essas patologias, que nos ultimos anos acometem varias pessoas, para que sejam
determinadas intervencdes terapéuticas que contribuam para a eficicia no tratamento dos
distarbios metabolicos quando associado com o transtorno. Portanto, o presente trabalho
verificou as influéncias de distdrbios metabolicos, ja instaurados, SM e a DM, no
desenvolvimento do TEPT. Além disso, outro foco da pesquisa, avaliou a ativacdo das células
gliais, que vinculam a exposicéo a adversidade ao desenvolvimento de distarbios psiquiatricos
associados a SM e DM preexistente, através da quantificacdo da expressdo das proteinas
GFAP e Iba-1 no cortex pré-frontal e no hipocampo dos animais experimentais.
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3 OBJETIVOS

A seguir serdo apresentados os objetivos gerais e especificos do presente trabalho:

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar as influéncias de alteracdes metabolicas no desenvolvimento do transtorno do

estresse pos-traumatico (TEPT).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

S0 os objetivos especificos:

a) investigar a caracterizagdo da sindrome metabdlica induzida por frutose;
b) investigar a caracterizacao da diabetes induzida por aloxana;
C) investigar o desenvolvimento do TEPT nos animais com SM ou diabetes nas

avaliagcOes comportamentais: aparato do campo aberto para avaliar a locomacao, teste
de interacdo social para avaliar a comportamento semelhante a interacdo social, nado
forcado para avaliar comportamento semelhante a depressdo, aparato em labirinto em
cruz elevado para avaliar comportamento semelhante a ansiedade e o reconhecimento

de objetos para avaliar meméria ndo relacionada ao trauma;

d) Quantificar a expressao das proteinas GFAP e Iba-1 no hipocampo e cortex pré-frontal

por Western Blotting para avaliar a ativacao glial no grupo de animais SM;

e) Quantificar a expressao da proteina GFAP no hipocampo e cértex pré-frontal por

Western Blotting para avaliar a ativagéo glial no grupo de animais diabetes.
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4 MATERIAL E METODOS

A seguir serdo apresentados o material e metodos do presente trabalho:

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 100 ratos machos Wistar, com peso aproximado 80 a 100 gramas e
idade de 3 semanas no protocolo de Protocolo | (SM induzida por frutose) e 64 ratos com
peso aproximado 250 gramas e idade de 7 semanas no Protocolo Il (DM induzida por
aloxana), provenientes do Biotério Central da UNIFAL-MG. Os ratos foram alojados no
biotério do laboratério de Fisiologia ha UNIFAL-MG, campus Alfenas. Ap6s a chegada do
biotério, os animais passaram por um periodo de ambientacdo ao novo ambiente por 7 dias em
caixas de polipropileno, adequadas a sua manutencdo em sala climatizada a 21 + 2 °C em
ciclo 12 horas claro-escuro e tratados com racdo comercial (Nuvilab®/ composicdo de
calorias em 100 g - Carboidrato = 53 Kcal, Proteinas = 20 Kcal e Lipideos = 4,5 Kcal) e agua
ad libitum. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela comissédo de ética

em experimentacao animal (CEUA) da Unifal-MG com protocolo 24/2017.

4.2 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Nos procedimentos experimentais foram realizados testes comportamentais referentes

ao protocolo I e I.

4.2.1. Protocolo I: Sindrome metabdlica induzida por frutose

Os ratos foram randomizados e divididos por grupos que receberam, agua (controle)
ou solucdo de frutose 10% Labsynth®, por 5 semanas e ambos grupos também receberam
racdo comercial padrdo “ad libitum” (ROGLANS et al., 2007) para caracterizacdo da
sindrome metabdlica. Além disso, nos outros grupos experimentais para avaliacdo nos testes
comportamentais vale ressaltar que os animais receberam a solucdo de frutose 10% por 8

semanas.

4.2.2. Protocolo I1: Diabetes Mellitus induzida por aloxana
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Os ratos foram randomizados, divididos por grupos, tiveram livre acesso a agua e
racdo comercial padrdo. Na indugdo de diabetes, os animais foram pesados e permaneceram
em jejum por 12 horas antes da administracdo por via intraperitoneal da aloxana (Sigma®). A
aloxana foi dissolvida em solucéao de salina 0,9% (pH 4,5) e foi administrada uma dose de 150
mg/Kg de peso corporal do animal. Os outros grupos de animais receberam uma injecao por
via intraperitoneal de veiculo (solu¢do de salina) com volume equivalente ao seu peso. As
confirmacdes do diabetes nos ratos foram avaliadas no periodo 48 horas apds a administracéo,
sendo considerados diabéticos apenas aqueles que apresentarem glicemia igual ou superior a
200 mg/dL (ABUELGASSIM, 2013; BARAGOB et al., 2014).

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.3.1 Delineamento experimental Protocolo I: Sindrome metabodlica induzida por
frutose

Na primeira etapa experimental os animais foram divididos em dois grupos para
caracterizagdo da sindrome metabdlica (n = 8 animais por grupo), o grupo controle foram os
animais que nao receberam frutose e 0 grupo tratamento foram os animais que receberam a
solucéo de frutose 10% durante 5 semanas.

Na segunda etapa experimental os animais foram divididos em quatro grupos apo6s 5
semanas recebendo ou nédo a solucéo de frutose 10%:

1) Grupo de animais que ndo receberam o choque e sem a sindrome metabdlica (Controle

N&o Choque);

2) Grupos de animais que ndo receberam o choque e com a sindrome metabdlica

induzida por frutose (Sindrome Metabdlica Ndo Choque);

3) Grupo de animais que receberam o chogue e sem a sindrome metabdlica (Controle

Choque),

4) Grupo de animais que receberam o choque e com a sindrome metabdlica induzida por

frutose (Sindrome Metabdlica Choque);

Apds 5 semanas os animais foram habituados no aparato de choque, no dia seguinte os
animais receberam ou ndo o choque, permaneceram 14 dias de retengéo e isolamento (Berardi

et al., 2014) e foram avaliados nos seguintes testes comportamentais:



40

a) 1° conjunto de animais (n = 10 por grupo): avaliagdo do congelamento, teste no
aparato de campo aberto, interagéo social e nado forcado;
b) 2° conjunto de animais (n = 10 por grupo): avaliacdo do congelamento, labirinto em
cruz elevado e reconhecimento de objetos.
Apobs o ultimo teste, esses animais foram decapitados e as estruturas encefalicas,
hipocampo e cortex pré-frontal, foram coletadas e estdo sendo utilizadas para quantificagéo de
proteinas pela técnica de Western Blotting (Figura7).

Figura 6 - Delineamento experimental do Protocolo |

Experimento |
Agua on solucho de
frutose 10740
i
- “a.»&:‘
I — ] I__ Caracterizagio
5 semanss da sindrome metabolica
Experimento ll
Agua on selucio de
frutose 100 - /l
~ f;/b ;L""‘D ‘--':,:\ Campo Interagio Treine ‘ Teste
Y ) . - .
_________ ‘._'.-._._l | - 14 dias de retencio —t — | aberto l Social | NF | NF
Ssemanss | Dial I Diaz # isolamenta Dinls | Diat? | Diais | Dia1ls | Dia2o
habitiacio exposi¢io reexposigio
Monitoramento da ingestio liquida
Experimento [T
. 90 min
Agna ou solucda de ) I
fiutose 10% I /|
on \,I-:{ Y AR D) Hab. 1 ‘ Heb. 2 | | Treino | | Teste | | Teste
! TR —— Tl .
e ) e 14 dias de retenciio ~— [LLEC || RO || RO [/| RO RO | | RO
Ssemamas | Dial | Day2 e isolamento Dinl6 | Dia17 ! Diats | Dials | Dia20 | Dia2
habiragio exposigio reeXposigao
T
Monitoramento do ganho de peso

Fonte: DA AUTORA.

Nota: Representacdo Esquematica dos experimentos (I, 11 e 111) do protocolo I. NF = Nado Forgado, LEC=
labirinto em cruz elevado, RO = Teste de reconhecimento de objetos.

4.3.2 Delineamento experimental do Protocolo Il: Diabetes Mellitus induzida por
aloxana

Apos 48 horas a aplicacdo da aloxana ou salina os animais foram divididos em quatro
grupos:

1) Grupo de animais que ndo receberam o choque e sem a diabetes (Controle N&o
Choque);

2) Grupo de animais que ndo receberam o choque com a diabetes induzida por aloxana
(Diabetes N&o choque);
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3) Grupo de animais que receberam o choque sem a diabetes (Controle Choque),
4) Grupo de animais que receberam o choque com a diabetes induzida por aloxana

(Diabetes Choque);

Apds a deteccdo da diabetes os animais foram habituados no aparato de choque, no dia
seguinte os animais receberam ou ndo o choque, permaneceram 14 dias de retengdo e
isolamento (Berardi et al., 2014) e foram avaliados nos seguintes testes comportamentais:

a) 1° conjunto de animais (n = 8 por grupo): avaliacdo do congelamento, teste no

aparato de campo aberto, interacdo social e nado forcado;

b) 2° conjunto de animais (n = 8 por grupo): avaliacdo do congelamento, labirinto em

cruz elevado e reconhecimento de objetos.

Apds o Ultimo teste, esses animais permaneceram em jejum por 12 horas, depois
foram decapitados e o sangue foi coletado para comprovacdo da diabetes pela dosagem
bioguimica pelo kit de glicemia (In vitro). As estruturas encefalicas (cortex pré-frontal e
hipocampo) foram coletadas e estdo sendo utilizadas para quantificagdo de proteinas pela
técnica de Western Blotting (Figura 8).

Figura 7 - Delineamento experimental do Protocolo 11
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Fonte: DA AUTORA.
Nota: Representacdo Esquematica dos experimentos (I e I1) do protocolo Il. NF = Nado Forgado, LEC=
labirinto em cruz elevado, RO = Teste de reconhecimento de objetos.

4.4 CARACTERIZACAO DA SINDROME METABOLICA

A caracterizacdo da sindrome metabdlica dos animais do protocolo | foram com base

na avaliacdo: do peso corporeo, indice de Lee, quantificacdo da adiposidade abdominal,
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avaliacdo do perfil bioquimico (glicose, triglicérides, colesterol total, HDL, LDL e VLDL) e
dosagens hormonais para (leptina). Sangue, 6rgédos e estruturas dos animais foram coletados

seguindo todos os procedimentos experimentais abaixo.

4.4.1 Ganho de peso corporeo e Indice de Lee

Os animais foram pesados semanalmente, do inicio do experimento e até o final dos
testes comportamentais, para determinacdo do peso corporal total inicial e final. O peso e 0
comprimento nasoanal (CNA) dos animais foram registrados no final do experimento para o
calculo do indice de Lee, que é a relagdo entre a raiz cubica do peso corporal e 0 comprimento
nasoanal do animal [3VPeso (g)/CNA(cm)] (DE MOURA et al., 2009).

4.4.2 Quantificacdo da adiposidade abdominal

A quantificacdo da adiposidade abdominal foi realizada nos animais, por meio de
dissecacdo dos depdsitos de gordura epididimal e retroperitoneal imediatamente pesadas. O
resultado foi expresso em g/100g de peso corporal (FERNANDEZ et al., 2009; HIGA et al.,
2014).

4.4.3 Dosagens bioquimicas

Apos jejum prévio de 12 horas (HOU et al.; 2011), os animais foram decapitados, o
sangue foi coletado do tronco encefalico (0,5-1 mL) em tubos plasticos contendo heparina e
mantidos sob gelo. O plasma foi separado por centrifugagéo (3500 rpm, 4°C, 15 min.) e as
aliquotas mantidas a - 80°C até o momento das dosagens bioquimicas. Com essas amostras
foram realizadas as anélises de glicose, triglicérides, colesterol total, HDL através de Kits
Invitro® e por formulas VLDL e LDL indicadas no Kit.

4.4.4 Dosagem hormonal de leptina
Apos o0 jejum prévio de 12 horas, um grupo de animais foram decapitados, o sangue

coletado do tronco (0,5 -1 mL) em tubos plasticos contendo heparina e mantidos sob gelo. O
plasma foi separado por centrifugacdo (3500 rpm, 4°C, 15 min.) e as aliquotas mantidas a -
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80°C até o momento das dosagens hormonais, que foram realizadas em um Unico ensaio. Com
essas amostras foram realizadas analises dos horménios leptina que foram quantificados pelo
método de teste imunoenzimatico ELISA (Enzo Life Sciencies®). A leptina total serd medida
com uma sensibilidade do ensaio de 0,5 ng/ml e uma variacdo intra-ensaios de 7,1%
(RODRIGUES et al., 2011).

4.5 CARACTERIZACAO DA DIABETES MELLITUS

A caracterizacdo da diabetes dos animais do protocolo Il foi com base na avaliacdo: do
peso corpéreo e avaliagdo do perfil bioquimico (glicose) (ABUELGASSIM, 2013;
BARAGOB et al., 2014).

4.5.1 Peso corpéreo

Os animais foram pesados 48 horas, 14 dias e 21 dias ap0s a aplicacdo da injecdo
intraperitoneal para determinacdo do peso corporal (ABUELGASSIM, 2013; BARAGOB et
al., 2014).

4.5.2 Avaliagdo da Glicemia pelo Kit Glicosimetro

Na avaliacdo da glicemia durante o tratamento, foram coletadas 3 amostras de sangue
obtidas da ponta da cauda dos animais (ap0s a aplicacdo da aloxana via intraperitoneal, antes
dos testes comportamentais e ap0s 0s testes comportamentais). Esse sangue foi colocado em
glicofitas da marca Accu-Chek® e a leitura foi realizado de imediato por meio do
glicosimetro Accu-Chek® para determinacdo da glicose sanguinea (ABUELGASSIM, 2013;
BARAGOB et al., 2014).

4.5.3 Dosagem bioguimica de glicemia

As dosagens bioquimicas de glicemia neste protocolo experimental 11 foram realizadas
de acordo com o0 mesmo procedimento experimental descrito anteriormente na caracterizacdo
da sindrome metabdlica do protocolo |I (HOU et al.; 2011; ABUELGASSIM, 2013;
BARAGOB et al., 2014).
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4.6 EXPOSICAO AO CHOQUE E INDUCAO DO TEPT

Para inducdo do estresse pds-traumatico, foi seguido o protocolo de Berardi et al.
(2014). Apos o tratamento, de acordo com cada protocolo citado acima, os animais foram
colocados individualmente na caixa de choque por 5 minutos um dia antes do teste, para
habituacdo. No dia seguinte os animais que receberam choque foram colocados na caixa
indutora por 6 minutos, nos primeiros dois minutos os animais nao receberam choque, durante
o0s trés minutos intermediarios, os animais receberam cinco choques aleatorios de 0,8 mA e 2
segundos de duracdo e no Gltimo minuto os animais ndo receberam choque. Os animais nao
expostos ao choque permaneceram 6 minutos na caixa indutora e ndo receberam choque. Ao
final do processo experimental os animais foram isolados em caixas individuais. E para
confirmar a inducdo do estresse pos-traumatico, 0s animais permaneceram nas caixas isoladas
e apbs 14 dias foram avaliados quanto ao tempo em que permaneceram no comportamento de
congelamento dentro da caixa de inducédo, sendo reexpostos a mesma situacao traumatica, por
10 minutos. Vale ressaltar que os grupos dos animais do protocolo | receberam a solucéo de
frutose até o final das avaliacbes comportamentais. E o grupo dos animais tratados com
aloxana somente foram expostos ao choque, assim que foram detectados se realmente estavam

com diabetes (glicemia > 200 mg/dl).

4.7 AVALIACOES COMPORTAMENTAIS

4.7.1 Campo aberto

O campo aberto, além de ser um modelo preditivo de parametros de ansiedade, € um
teste Gtil para analise da atividade locomotora do animal, pois permite a quantificar a
atividade motora espontanea (VILELA, 2009). A atividade locomotora foi avaliada no aparato
do campo aberto que consiste em uma caixa quadrada de acrilico (60 cm x 60 cm x 60 cm),
onde os ratos foram colocados no centro da arena e filmados por cinco minutos. Apo6s cada
teste, o campo aberto foi limpo com alcool 5%. A analise foi realizada utilizando o programa
EThoVision XT 9.0, que € um sistema de observacdo computadorizado que € capaz de realizar
rastreamento, analise e reconhecimento comportamental por meio de videos, em que foram

avaliados o tempo de imobilidade e a distancia percorrida no aparato durante os cinco minutos
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(NOLDUS; SPINK; TEGELENBOSCH, 2001). Esse teste foi realizado um dia ap6s a

reexposicdo ao comportamento de congelamento em todos grupos experimentais.

4.7.2 Teste de Interacdo Social

O teste de interacdo social consistiu no confronto entre dois animais do mesmo grupo de
tratamento. Para tanto os animais foram colocados na arena de campo aberto e a interacdo
entre eles foram registradas por uma camera filmadora, durante 10 minutos. Para evitar que o
comportamento exploratério atrapalhe a exibicdo do comportamento de interacdo social, 0s
animais foram ambientados a arena do campo aberto 1 dia anterior ao teste, por um periodo de
10 minutos.

Os parametros analisados foram: seguir e cheirar e ndo interacdo. Os videos foram
analisados e o tempo total de interacdo entre os animais foram contabilizados (DER-
AVAKIAN; MARKOU, 2014). Esse teste foi realizado 24 horas apds o campo aberto em

todos 0s grupos experimentais.

4.7.3 Nado Forcgado

O teste do nado forcado é um modelo preditivo de parametros tipo depressivo,
desenvolvido de acordo com o método descrito por Porsolt e colaboradores (1978). Utiliza-se
um cilindro de acrilico, com dimensdes de 24 cm de didmetro e 60 cm de altura, preenchido
com agua a 25°C + 2 até a altura de 40 cm. O volume de agua permite que o animal nada ou
boie (float) sem encostar as patas ou a cauda no fundo do recipiente. Um dia antes do teste 0s
animais foram ambientados por 15 minutos, ap6s a sessdo de natacdo eles foram secos com
toalhas. No dia do teste (24 horas apds a ambientacdo), os ratos foram colocados no cilindro
por 5 minutos e foi avaliado o tempo de imobilidade cronometrado durante a respectiva
sessdo. A andlise foi realizada através da observacdo dos videos obtidos por filmagem dos
cincos minutos do dia teste (CRYAN; MARKOU; LUCKI, 2005; KIRKEDAL et al., 2017).

4.7.4 Labirinto em Cruz Elevado
O labirinto em cruz elevado € um aparato que possui dois bracos abertos e dois bracos

fechados, sendo ligados por uma plataforma central. Os animais foram colocados no centro do
aparato, de frente para um dos bragos fechados. O comportamento do animal foi filmado
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durante 5 minutos e foi avaliado o tempo gasto nos bragos abertos e fechados. Tal teste foi
realizado apds reexposi¢do ao comportamento de congelamento em outro conjunto de animais
e em todos grupos experimentais. Apds o0 experimento com cada animal, o aparato foi limpo
com alcool 5% (BISON et al., 2009).

4.7.5 Teste de reconhecimento de objeto

O teste de reconhecimento de objetos foi avaliado utilizando-se 0 mesmo aparato do
teste de Campo Aberto. No dia anterior ao teste os animais passaram por sessdo de habituacédo
a arena, por 10 minutos. No dia do teste foram apresentados ao animal 2 objetos de formas
idénticas (A e B), aguardando-se a exploracdo dos mesmos, por 10 minutos. A memdria de
curta duracdo (MCD) foi verificada ap6s 1 hora e 30 minutos, quando se apresentou ao animal
um dos objetos do treino (A) e um novo objeto, de forma diferente (C). A memdria de longa
duracdo (MLD) foi verificada 24 horas ap6s, quando se apresentou ao animal um dos objetos
do treino (A) e outro novo objeto, de forma diferente (D). Os animais foram filmados durante
10 minutos para analise posterior. Foi considerado como parametro de avaliacdo o indice de
reconhecimento (IR), calculado de acordo com a equagdo IR = Tempo de Exploracdo do
Objeto C/ Tempo de Exploracdo do Objeto A + Tempo de Exploracéo do Objeto C para MCD
e IR = Tempo de Exploracdo do objeto D/ Tempo de Exploragdo do objeto A + Tempo de
Exploracdo do objeto D para MLD (HABA et al.,2012; SIOPI et al., 2012).

4.8 AVALIACAO DA EXPRESSAO PROTEICA DE GFAP E IBA-1 POR WESTERN
BLOTTING

Um grupo de animais, ap6s os testes comportamentais, foram utilizados para a analise
da expressdo de GFAP e Iba-1 por Western Bloting. Para isso, 0os animais foram decapitados
e imediatamente depois o hipocampo e cortex pré-frontal foram dissecados e armazenado em
-80°C até o momento da realizacdo do teste de Bradford. No teste de Bradford as amostras
foram homogeneizadas em tampé&o de lise com um coquetel de inibidores de protease (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO). Em seguida as amostras foram centrifugadas (9200 rpm, 15 minutos,
4°C) e a concentracao de proteinas no sobrenadante foi quantificada pelo teste de Bradford.

Apos quantificadas e padronizadas as proteinas, foi adicionado nas amostras tampéo

de lise juntamente com Laemmli, depois essas amostras foram fervidas e submetidas a analise
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de Western bloting. As proteinas foram separadas por SDS-PAGE a 12% (electroforese em
gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sddio) e em seguida transferidas para membranas
de nitrocelulose com um sistema electroforético semi-seco (Bio-Rad, Hercules, CA). A
membrana foi lavada 3 vezes em PBS contendo 0,05% de Tween 20, bloqueada com 5% de
leite desnatado em PBS durante 2 h a temperatura ambiente e depois incubadas overnight, a
4°C com um anticorpo anti-GFAP (1:1000, Santa Cruz-sc 33673) ou anti-lba-1 (1:1000,
WAKO). No dia seguinte, apds 3 lavagens em PBS contendo 0,05% de Tween 20, as
membranas foram incubadas em temperatura ambiente durante 2 horas com anticorpo
secundario especifico para GFAP ou Iba-1. Apds o periodo de incubacdo, a membrana foi
lavada 3 vezes em PBS 0,1 M contendo Tween 20 a 0,05% e depois aplicou-se um Kit de
deteccdo comercial durante aproximadamente 1 a 2 minutos (kit de deteco ECL, Bio-Rad,
Hercules, CA). As imagens de analise foram capturadas por analisador de imagem por
guimioluminescéncia (Chemidoc, Bio-Rad, Hercules, CA) e as intensidades de banda foram
quantificadas utilizando um software especifico da BioRad. A intensidade de cada banda foi
expressa em relacdo a da p-actina e os dados foram expressos normalizados para o controle.
Posteriormente, as membranas passaram pelo processo de stripping seguido do bloqueio em
5% de leite desnatado em PBS durante 2 h. Apés o bloqueio as membranas foram lavadas 3
vezes em PBS 0,1 M contendo Tween 20 seguidas da incubacdo overnight, a 4 ° C com
anticorpo anti-actina (1:5000, sigma aldrich 4700). No dia seguinte, as membranas foram
lavadas 3 vezes em PBS 0,1 M contendo Tween 20 a 0,05%, e as membranas foram incubadas
por 1 h com o anticorpo secundario (1:2000, Abcam-ab 6789). Apds a incubacdo, as
membranas foram novamente lavadas 3 vezes em PBS 0,1 M contendo Tween 20 a 0,05%,
em seguida aplicou-se um kit de detec¢do comercial durante aproximadamente 1 a 2 minutos
(kit de deteco ECL, Bio-Rad, Hercules, CA). As imagens de analise foram capturadas por
analisador de imagem por quimioluminescéncia (Chemidoc, Bio-Rad, Hercules, CA) e as

intensidades de banda foram quantificadas utilizando um software especifico da Bio-Rad.
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5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa Graph Pad Prism versdo 7.0 e 0s
valores foram expressos como média + erro padrdo da média (SEM). Os resultados foram
analisados pelo Teste t Student para comparacdo de 2 grupos ou Two-way ANOVA seguida
pelo pos-teste de Bonferroni para comparacdo de 2 fatores. Foram considerados

estatisticamente diferentes grupos analisados em que p < 0.05.
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6 RESULTADOS

A seguir serdo apresentados os resultados do presente trabalho:

6.1 PROTOCOLO I: SINDROME METABOLICA INDUZIDA POR FRUTOSE

A seguir serdo apresentados os resultados do Protocolo I:

6.1.1 Caracterizacdo da sindrome metabdlica

A tabela 1 demonstra os resultados dos parametros analisados para a caracterizacao da
sindrome metabdlica apos o tratamento de 5 semanas com a solucdo de frutose 10% na agua
ou &gua normal (controle) dos grupos controle e frutose.

A andlise através do teste t Student demonstrou que os animais do grupo frutose
apresentaram um aumento no tecido adiposo epididimal (p < 0,001); tecido adiposo
retroperitoneal (p < 0,001); ganho de peso (p < 0,05); indice de Lee (p < 0,001); dosagens
bioquimicas: glicose (p < 0,001), triglicerideos (p < 0,001), colesterol total ( p < 0,01), HDL
(p < 0,05), VLDL ( p <0,01) e LDL (p < 0,001) e dosagem hormonal: leptina (p < 0,05)
quando comparado ao controle.



Tabela 1 - Tecido adiposo, dosagens bioquimicas e hormonal dos ratos pré- tratados com 10 %
frutose na dgua ou agua normal (controle) por 5 semanas (n = 10 por grupo)

Parametros

Grupo Controle

Grupo Frutose

Tecico adiposo (g/100 g)
Epididimal

Retroperitoneal

Ganho de peso (g)

indice de Lee

Dosagens Bioquimicas
Glicose (mg/dL)
Triglicerideos (mg/dL)
Colesterol total (mg/dL)
HDL (mg/dL)

VLDL (mg/dL)

LDL (mg/dL)

Dosagens Hormonais
Leptina (ng/dl)

0.65 +0.02
0.82 +0.03

174.90 + 2.65

32.11+0.18

99.52 +2.53
88.78 +5.26
71.63 +1.62
16.11+2.01
2491 +0.99
40.96 + 16.00

7.25 +0.47

1.04 + 0.02***
1.54 + 0.09***

181.90 + 5.83*

34.79 £ 0.37***

132.10 + 2.74***
176.50 + 11.92***
127.70 £ 15.25**
21.42 +1.13*
31.24 + 1.60**
56.27 + 3.52***

9.06 + 0.60*

Fonte: DA AUTORA.

Legenda: Valores + SEM (Teste T Student). *p < 0,05, **p < 0.01 e ***p < 0.001 comparado

com controle.

6.1.2 Avaliacdo do comportamento de congelamento
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A figura 8 mostra a avaliacdo do comportamento de congelamento dos grupos controle

ndo choque, SM néo choque, controle choque e SM choque.

De acordo com a figura 8, pode-se observar que houve um aumento no tempo de

congelamento dos grupos controle choque (p < 0,001) e SM choque (p < 0,001) quando

comparados aos seus respectivos controles (controle ndo choque e SM nédo choque). Além

disso, esse aumento foi mais acentuado no grupo SM choque (p < 0,001) quando comparado

ao grupo controle choque (fator tratamento: Fi3s = 20,44, p < 0,001; fator choque: Fi, 36 =
177,60, p < 0,001; interacdo entre os dois fatores: F1, 3= 16,66 e p < 0,001).
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Figura 8 - Tempo de Congelamento (s) dos grupos controle ndo choque (n = 10)
SM ndo chogque (n = 10), controle choque (n = 10), e SM choque (n = 10)
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Fonte: DA AUTORA.

Legenda: Valores expressos como média + SEM ***p < 0,001 quando comparado
ao grupo controle e SM ndo choque, respectivamente e ###p < 0,001
quando comparado ao grupo controle choque (ANOVA Two-Way seguido
do pds-teste Bonferroni).

6.1.3 Avaliacdo do teste de campo aberto

A figura 9 mostra a avaliacdo do teste de campo aberto dos grupos controle ndo
choque, SM ndo choque, controle choque e SM choque.

De acordo com a figura 9, pode-se observar que ndo houve diferenca no tempo de
imobilidade, como demonstrado no Grafico A (no fator tratamento: F13s = 0,09 e p = 0,75;
fator choque: F1,36= 0,26 e p = 0,61; interacdo entre os dois fatores: F13s=2,12 e p=0,15), e
na distancia percorrida, como demonstrado no grafico B (fator tratamento: F1,36 = 0,0007 p =
0,97; fator choque: F1, 36 = 0,58 e p = 0,44; interacdo entre os dois fatores: F1,36 = 1,39 e p

=0,24), entre grupos controle ndo choque, SM ndo choque, controle choque e SM choque.
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Figura 9 - Tempo de imobilidade (s) - Grafico A e distancia em (cm) - Grafico B dos grupos controle
ndo chogue (n = 10), SM néo chogue (n = 10), controle chogue (n = 10) e SM chogue (n = 10)

A B
50+
1509 Controle 2500+
mm SM -
- 2000 L
o 100 " g
e == ~ 1500
K ]
= =
= ]
= < 1000
S 504 7]
£ &
- 500-]
0 T T 0 T T
Nao Choque Choque Nao Choque Choque

Fonte: DA AUTORA.
Legenda: Valores expressos como média + SEM (ANOVA Two-Way seguido do pds- teste Bonferroni).

6.1.4 Avaliacdo no teste de interacédo social

A figura 10 mostra a avaliagcdo do teste de interacdo social dos grupos controle néo
choque, SM ndo choque, controle choque e SM choque.

De acordo com a figura 10, pode-se observar que houve reducdo da interacdo social
dos grupos SM ndo choque (p < 0,001), controle choque (p < 0,001) e SM choque (p < 0,001)
quando comparado ao controle ndo choque. Além disso, a reducdo do grupo SM choque (p <
0,001) foi ainda mais acentuada quando comparado ao controle choque (fator tratamento: Fi,

3 = 144,7 e p < 0,001; fator choque: F1, 35 = 65,87 p < 0,001; interacdo entre os dois fatores:
FT x FC: F13=0,40 e p = 0,53).



53

Figura 10 - Tempo de interagdo social (s) dos grupos controle ndo choque
(n =10), SM néo choque (n = 10), controle choque (n = 10) e
SM choque (n = 10)
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Legenda: Valores expressos como média + SEM ***p < 0,001 quando
comparado ao grupo controle ndo choque e ### p < 0,001 quando
comparado ao grupo controle choque (ANOVA Two-Way
seguido do po6s-teste Bonferroni).

6.1.5 Avaliacdo no teste do nado forcado

A figura 11 mostra a avaliagdo no teste do nado forcado dos grupos controle nédo
choque, SM ndo choque, controle choque e SM choque.

De acordo com a figura 11, pode-se observar que houve aumento do tempo de
imobilidade dos grupos controle chogue (p < 0,05) e SM choque (p < 0,001) quando
comparados com 0s seus respectivos controles (controle e SM ndo choque). Além disso, esse
aumento foi mais acentuado no grupo SM choque (p < 0,01) quando comparado ao grupo
controle choque (fator tratamento: F13s = 9,06 e p < 0,01; fator choque: Fy, 36 = 43,97 e p <

0,001; interacdo entre os dois fatores: F1,36= 6,42 e p < 0,05).



Figura 11 - Tempo de imobilidade (s) dos grupos controle ndo choque (n = 10)
SM néo choque (n = 10), controle choque (n = 10) e SM choque
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Legenda: Valores expressos como média + SEM *p < 0,05 ***p < 0,001 quando
comparado ao grupo controle e SM néo choque, respectivamente e ##p
< 0,01 quando comparado ao grupo controle choque (ANOVA Two -

Way seguido do pos-teste Bonferroni).

6.1.6 Avaliacdo do comportamento de congelamento
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A figura 12 mostra a avaliacdo do comportamento de congelamento dos grupos

controle ndo choque, SM ndo choque, controle choque e SM choque.

De acordo com a figura 12, pode-se observar que houve um aumento no tempo de

congelamento dos grupos controle choque (p < 0,001) e SM choque (p < 0,001) quando

comparados aos seus respectivos controles (controle ndo chogue e SM ndo choque). Além

disso, esse aumento foi mais acentuado no grupo SM choque (p < 0,001) quando comparado

ao grupo controle choque (fator tratamento: F13s = 26,37 e p < 0,001; fator choque: F1, 36 =
357,3 e p <0,001; interacdo entre os dois fatores: F1, 3= 26,59 e p < 0,001).
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Figura 12 - Tempo de Congelamento (s) dos grupos controle ndo choque (n = 10)
SM ndo chogue (n = 10), controle choque (h = 10) e SM choque (n = 10)
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Fonte: DA AUTORA.

Legenda: Valores expressos como média + SEM ***p < 0,001 quando comparado
ao grupo controle e SM ndo choque, respectivamente e ###p < 0,001
quando comparado ao grupo controle choque (ANOVA Two-Way
seguido do pds-teste Bonferroni).

6.1.7 Avaliacdo no teste de labirinto em cruz elevado

A figura 13 mostra a avaliacdo do teste de labirinto em cruz elevado dos grupos
controle ndo choque, SM ndo choque, controle choque e SM choque.

De acordo com a figura 13, pode-se observar que houve um aumento no tempo de
permanéncia nos bracos fechados (Grafico A) dos grupos SM néo choque ( p < 0,05), controle
choque (p < 0,001) e SM choque (p < 0,001) quando comparado com o grupo controle ndo
choque (fator tratamento: F1, 3 = 25,1 e p < 0,001; fator choque: F1, 35 = 117,7 e p < 0,001,
interacdo entre os dois fatores: Fi, 36 = 0,19 e p = 0,65) e uma reducdo no tempo de
permanéncia nos bragos abertos (Grafico B) dos grupos controle choque (p < 0,001) e SM
choque (p < 0,001) quando comparados aos seus respectivos controles, controle ndo choque e
SM né&o choque, (fator tratamento: F13s = 16,39 e p < 0,001; fator choque: F1,36=174,10e p
< 0,001; interacdo entre os dois fatores: F1,3s = 0,14 e p = 0,70). Além disso, observa-se que
houve um aumento mais acentuado no tempo de permanéncia nos bragos fechados e uma

reducdo mais acentuada no tempo de permanéncia nos bragos abertos do grupo SM choque (p
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< 0,001 e p < 0,05, respectivamente graficos A e B) quando comparado com o grupo controle

choque.

Figura 13 - Tempo de permanéncia no brago fechado (s) - Grafico A e tempo de permanéncia no braco aberto (s)
Grafico B dos grupos controle ndo choque (n = 10), SM nao choque (n = 10), controle choque
(n = 10) e SM choque (n = 10)
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Fonte: DA AUTORA.

Legenda: Valores expressos como média £ SEM *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 quando comparado com
controle ndo choque e ## p < 0,01 quando comparado com o controle choque - gréfico A e ***p <
0,001 quando comparado com controle e SM ndo choque, respectivamente e # p < 0,05 quando
comparado com controle choque — grafico B (ANOVA Two-Way seguido do pds- teste Bonferroni).

6.1.8 Avaliacdo no teste de reconhecimento de objetos

A figura 14 mostra a avaliacdo do teste de reconhecimentos de objetos na meméria de
curto-prazo (Grafico A) e longo-prazo (Grafico B) dos grupos controle ndo choque, SM néo
choque, controle choque e SM choque.

De acordo com a figura 14, pode-se observar que houve uma reducdo no indice de
reconhecimento da memdria curto-prazo (Grafico A) nos grupos controle choque (p < 0,01) e
SM choque (p < 0,001) quando comparados com 0s seus respectivos controles, controle ndo
choque e SM néo choque (fator tratamento: F136 = 5,62 e p < 0,05; fator choque: F13s = 44,52
e p <0,001; interacdo entre os dois fatores: F13s = 2,53 e p = 0,12), além disso, foi observado
que 0 SM choque (p < 0,05) apresentou uma reducdo mais acentuada quando comparado com
controle choque. Na figura 7, pode-se observar que houve uma reducdo no indice de
reconhecimento da memoria longo-prazo (Grafico B) nos grupos controle choque (p < 0,05) e
SM choque (p <0,001) quando comparados com 0s seus respectivos controles, controle ndo
choque e SM néo choque (fator tratamento: Fi3 = 3,92 e p = 0,055; fator choque: Fi36 =

44,11 e p < 0,001; interacdo entre os dois fatores: F13s = 5,019 e p < 0,05), alem disso, foi
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observado que o SM choque (p < 0,05) apresentou uma reducdo mais acentuada quando

comparado com controle choque.

Figura 14 - indice de Reconhecimento Memoria Curto-prazo - Grafico A e indice de Reconhecimento Memoria
Longo-prazo - Grafico B dos grupos controle ndo choque (n = 10), SM néo choque (n = 10), controle
choque (n = 10) e SM choque (n = 10)

A 3 Control B
ontrole
1.0—- SM 1.0+

0.8 —— 0.8+

%%

0.6 e

*dk

0.6
0.4+ 0.4

0.2 0.2

Indice de Reconhecimento
Memoria Longo-prazo

indice de Reconhecimento
Memoéria Curto-prazo

0.0

0.0

T T T T
Nao Choque Choque Nao Choque Choque

Fonte: DA AUTORA.

Legenda: Valores expressos como média + SEM **p < 0,01 e ***p < 0,001 quando comparado com controle e
SM néo choque, respectivamente e # p < 0,05 quando comparado com o controle choque - grafico A e
*p < 0,05 e ***p < 0,001 quando comparado com controle e SM néo choque, respectivamente e #p <
0,05 quando comparado controle choque — grafico B (ANOVA Two-Way seguido do pés-teste
Bonferroni).

6.1.9 Avaliacao da expressdo da proteina GFAP por Western blotting no Hipocampo

A figura 15 mostra a avaliacdo da porcentagem da expressdo da proteina GFAP/actina
no Hipocampo dos grupos controle ndo choque, SM ndo choque, controle choque e SM
choque.

De acordo com a figura 15, pode-se observar que houve um aumento da % de
GFAP/Actina no hipocampo dos grupos SM néo choque (p < 0,05), controle choque (p <
0,001) e SM choque (p < 0,001) quando comparados com o controle ndo choque, além
disso, foi observado que o SM choque (p < 0,05) apresentou um aumento mais acentuada
qguando comparado com controle choque (fator tratamento: Fi20 = 23,59 e p < 0,001; fator
choque: F120=98,97 e p < 0,001; interacdo entre os dois fatores: F1,20 =0,07 e p =0,78).
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Figura 15 - (GFAP/actina) % no hipocampo dos grupos controle ndo choque (n = 6), SM nédo choque
(n = 6), controle choque (n = 6) e SM choque (n = 6)
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Legenda: Valores expressos como média £ SEM *p < 0,05 e ***p < 0,001 quando comparado ao grupo
controle ndo choque, #p < 0,05 quando comparado ao grupo controle chogue (ANOVA Two-
Way seguido do pds-teste Bonferroni).

6.1.10 Avaliacdo da expressao da proteina GFAP por Western blotting no Cértex pré-

frontal

A figura 16 mostra a avaliacdo da porcentagem da expressdo da proteina GFAP/actina
no Cortex pré-frontal dos grupos controle ndo choque, SM nédo choque, controle choque e SM
choque.

De acordo com a figura 16, pode-se observar que houve um aumento da % de
GFAP/Actina no cértex dos grupo SM ndo choque (p < 0,05), controle choque (p < 0,001) e
SM choque (p < 0,001) quando comparados com o controle ndo choque, além disso, foi
observado que o SM choque (p < 0,05) apresentou um aumento mais acentuada quando
comparado com controle choque (fator tratamento: Fi120 = 34,75 e p < 0,001; fator choque:

F120=51,71 e p <0,001; interacdo entre os dois fatores: F120 = 0,18 e p = 0,67).
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Figura 16 - (GFAP/actina) % no cortex pré-frontal dos grupos controle ndo choque (n = 6), SM ndo choque
(n = 6), controle choque (n = 6) e SM choque (n = 6)
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Legenda: Valores expressos como média £ SEM *p < 0,05 e ***p < 0,001 quando comparado ao grupo
controle ndo choque, # p < 0,05 quando comparado ao grupo controle choque (ANOVA Two-
Way seguido do pés-teste Bonferroni).

6.1.11 Avaliacdo da expressdo da proteina Iba-1 por Western blotting no Hipocampo

A figura 17 mostra a avaliacdo da porcentagem da expressao da proteina Iba-1/actina
no Hipocampo dos grupos controle ndo choque, SM ndo choque, controle chogue e SM
choque.

De acordo com a figura 17, pode-se observar que houve um aumento da % de Iba-
1/Actina no hipocampo dos grupos SM choque (p < 0,001) quando comparado com o SM nao
choque, além disso, foi observado que o SM choque (p < 0,01) apresentou um aumento mais
acentuada quando comparado com controle choque (fator tratamento: Fi20 = 20,74 e p <
0,001; fator choque: F120= 27,91 e p <0,001; interacéo entre os dois fatores: F120 =3,06 e p
=0,0956).
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Figura 17 - (Iba-1/actina) % no hipocampo dos grupos controle ndo choque (n = 6), SM néo choque
(n = 6), controle choque (n = 6) e SM choque (n = 6)
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Legenda: Valores expressos como média + SEM ***p < 0,001 comparado ao grupo controle ndo choque,
##p < 0,01 quando comparado ao grupo controle choque (ANOVA Two-Way seguido do
pos-teste Bonferroni).

6.1.12 Avaliacéo da expressdo da proteina Iba-1 por Western blotting no Cértex pré-

frontal

A figura 18 mostra a avaliacdo da porcentagem da expressao da proteina Iba-1/actina
no Cértex pré-frontal dos grupos controle ndo chogue, SM ndo choque, controle choque e SM
choque.

De acordo com a figura 18, pode-se observar que houve um aumento da % de Iba-
1/actina no cortex dos grupo SM ndo choque (p < 0,05), controle choque (p < 0,01) e SM
choque (p < 0,01) quando comparados com o controle ndo choque (fator tratamento: F1 20 =
4,109 e p = 0,0562; fator choque: F120= 10,62 e p < 0,01; interacdo entre os dois fatores: F1 20
=7,312e p<0,05).
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Figura 18 - (Iba-1/actina) % no Cortex pré-frontal dos grupos controle ndo choque (n = 6), SM nédo choque
(n = 6), controle choque (n = 6) e SM choque (n = 6)
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Fonte: DA AUTORA.
Legenda: Valores expressos como média + SEM *p < 0,05 **p < 0,01 comparado ao grupo controle nao
choque (ANOVA Two-Way seguido do pos-teste Bonferroni).

6.2 PROTOCOLO II: DIABETES MELLITUS INDUZIDA POR ALOXANA
A seguir serdo apresentados os resultados do Protocolo Il:

6.2.1 Caracterizagdo da Diabetes

A tabela 2 demonstra os resultados dos parametros analisados para a caracterizacao da
diabetes peso(g), media da glicemia (mg/dl) coletada pelo kit de glicosimetro (mg/dl) e
dosagem bioguimica de glicemia (mg/dl) dos grupos controle e aloxana.

A analise através do teste t Student demonstrou que os animais do grupo aloxana
apresentaram uma reducgdo na variacdo da perda de peso ( p < 0,001 ) e aumento da média da
glicemia (mg/dl) ( p < 0,001) coletada pelo kit glicosimetro e da glicemia (mg/dl) (p < 0,001 )

coletada pela dosagem bioquimica quando comparado ao controle.
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Tabela 2 - Glicemia (mg/dl) e variacdo da perda peso (g) dos ratos pré-tratados ou ndo com aloxana na dose 150
mg/kg (n = 8 por grupo)

Parametros Controle Aloxana

Kit Glicosimetro

- 1° Glicemia (mg/dl) — 48 horas apds aplicagdo do aloxana 105+6 499 47+
- 2° Glicemia (mg/dl) — 14 dias apés a indugdo do TEPT 110+ 3 576 £15***
- 3° Glicemia (mg/dl) — 21 dias ap0s a inducdo do TEPT 102+ 4 580 & 7***
Dosagem Bioquimica

- Glicemia (mg/dl) - no final dos experimentos 73+ 16 435 + 48***
Variagédo do peso () 307 £ 27 227 £ 26***

Fonte: DA AUTORA.
Legenda: Valores + SEM (Teste T Student). ***p < 0,001 comparado com controle.

6.2.2 Avaliacdo do comportamento de congelamento

A figura 19 mostra a avaliacdo do comportamento de congelamento dos grupos
controle ndo choque, diabetes ndo choque, controle choque e diabetes choque.

De acordo com a figura 19, pode-se observar que houve um aumento no tempo de
congelamento dos grupos diabetes ndo choque (p < 0,001), controle choque (p < 0,001) e
diabetes choque (p < 0,001) quando comparados ao controle ndo choque. Além disso, esse
aumento foi mais acentuado no grupo diabetes choque (p < 0,001) quando comparado ao
grupo controle choque (fator tratamento: F128=98,17 e p <0,001; fator choque: F1,28 = 153,9

e p <0,001; interagdo entre os dois fatores: F1,26=9,88 e p < 0,01).
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Figura 19 - Tempo de Congelamento (s) dos grupos controle ndo choque
(n = 8), diabetes ndo choque (n = 8), controle choque (n = 8)
e diabetes choque (n = 8)
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Fonte: DA AUTORA.

Legenda: Valores expressos como média + SEM ***p < 0,001 quando
comparado ao grupo controle ndo choque e ###p < 0,001 quando
comparado ao grupo controle choque (ANOVA Two-Way seguido
do pds-teste Bonferroni).

6.2.3 Avaliacdo do teste de campo aberto

A figura 20 mostra a avaliacdo do teste de campo aberto dos grupos controle ndo
choque, diabetes ndo choque, controle choque e diabetes choque.

De acordo com a figura 20, pode-se observar que houve um aumento no tempo de
imobilidade (s), como demonstrado no grafico A, dos grupos diabetes ndo choque (p < 0,05) e
diabetes choque (p < 0,01) quando comparado com o controle ndo choque (fator tratamento:
Fi128= 27,25 e p < 0,001, fator choque: F1,28= 0,09 e p = 0,76; interagéo entre os dois fatores:
F12¢ = 0,58 e p = 0,45) e uma reducéo da distancia percorrida (cm), como demonstrado no
grafico B, dos grupos diabetes ndo choque (p < 0,05) e diabetes choque (p < 0,01) quando
comparado com o controle ndo choque (fator tratamento: Fi2s = 26,1 e p < 0,001; fator

choque: F1,28= 0,42 e p = 0,52; interacdo entre os dois fatores: F1,28= 0,004 e p = 0,94).
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Figura 20 - Tempo de imobilidade (s) - Grafico A e distancia em (cm) - Grafico B dos grupos controle ndo
choque (n = 8), diabetes ndo choque (n = 8), controle choque (n = 8) e diabetes choque (n = 8)
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Fonte: DA AUTORA.
Legenda: Valores expressos como média + SEM *p < 0,05 e **p < 0,01 quando comparado ao grupo controle
ndo choque e **p < 0,01 quando comparado ao grupo controle choque — Grafico A e ##p < 0,01

quando comparado ao grupo controle ndo choque e ##p < 0,01 quando comparado ao grupo controle
chogue (ANOVA Two-Way seguido do pés- teste Bonferroni).

6.2.4 Avaliacdo no teste de interacédo social

A figura 21 mostra a avaliacdo do teste de interacdo social dos grupos controle ndo
choque, diabetes ndo choque, controle choque e diabetes choque.

De acordo com a figura 21, pode-se observar que houve reducdo da interacdo social
dos grupos diabetes ndo choque (p < 0,001), controle choque (p < 0,001) e diabetes choque (p
<0,001) quando comparados ao controle ndo choque. Além disso, a reducdo do grupo diabetes
choque (p < 0,001) foi ainda mais acentuada quando comparado ao controle choque (fator
tratamento: F1, 26 = 146,7 e p < 0,001; fator choque: F1, 25 = 56,5 p < 0,001; interacdo entre os
dois fatores: F1,28=0,26 e p = 0,62).
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Figura 21 - Tempo de interagdo social (s) dos grupos controle nédo
choque (n = 8), diabetes ndo choque (n = 8), controle
choque (n = 8) e diabetes choque (n = 8)
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Fonte: DA AUTORA.

Legenda: Valores expressos como média + SEM ***p < 0,001 quando
comparado ao grupo controle ndo choque e ###p < 0,001
quando comparado ao grupo controle choque (ANOVA Two-
Way seguido do pds-teste Bonferroni).

6.2.5 Avaliacdo no teste do nado forcado

A figura 22 mostra a avaliacdo no teste do nado forcado dos grupos controle ndo
choque, diabetes ndo choque, controle choque e diabetes choque.

De acordo com a figura 22, pode-se observar que houve aumento do tempo de
imobilidade dos grupos diabetes ndo choque (p < 0,001), controle choque (p < 0,001) e
diabetes choque (p < 0,001) quando comparados com o controle ndo choque. Além disso, esse
aumento foi mais acentuado no grupo diabetes choque (p < 0,05) quando comparado ao grupo
controle choque (fator tratamento: F128 = 47,65 e p < 0,001; fator choque: F1,26 =43,53 e p <
0,001; interacdo entre os dois fatores: F1, 28 = 4,345 e p < 0,05).
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Figura 22 - Tempo de imobilidade (s) dos grupos controle ndo choque (n = 8),
diabetes ndo choque (n = 8), controle choque (n = 8) e diabetes
choque (h = 8)
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Legenda: Valores expressos como média + SEM ***p < 0,001 quando
comparado ao grupo controle ndo choque, respectivamente e ##p <
0,05 quando comparado ao grupo controle choque (ANOVA Two-
Way seguido do pos-teste Bonferroni).

6.2.6 Avaliacdo do comportamento de congelamento

A figura 23 mostra a avaliagdo do comportamento de congelamento dos grupos
controle ndo choque, diabetes ndo choque, controle choque e diabetes choque.

De acordo com a figura 23, pode-se observar que houve um aumento no tempo de
congelamento dos grupos diabetes ndo choque (p < 0,05), controle choque (p < 0,001) e
diabetes choque (p < 0,001) quando comparado ao controle ndo choque. Além disso, esse
aumento foi mais acentuado no grupo diabetes choque (p < 0,001) quando comparado ao
grupo controle choque (fator tratamento: F1 28 = 57,66 e p < 0,001; fator choque: F1, 28 =102, 1
e p <0,001; interacdo entre os dois fatores: F1,23=7,76 e p <0,01).
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Figura 23 - Tempo de Congelamento (s) dos grupos controle ndo choque
(n = 8), diabetes ndo choque (n = 8), controle choque (n = 8)
e diabetes choque (n = 8)
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Legenda: Valores expressos como média + SEM *p < 0,05 ***p < 0,001
guando comparado ao grupo controle ndo choque e ###p < 0,001
guando comparado ao grupo controle choque (ANOVA Two-Way
seguido do pos-teste Bonferroni).

6.2.7 Avaliacdo no teste de labirinto em cruz elevado

A figura 24 mostra a avaliacdo do teste de labirinto em cruz elevado dos grupos
controle ndo choque, diabetes ndo choque, controle choque e diabetes choque.

De acordo com a figura 24, pode-se observar que houve um aumento no tempo de
permanéncia nos bracos fechados (Grafico A) dos grupos diabetes ndo choque ( p < 0,05),
controle choque (p < 0,01) e diabetes choque (p < 0,001) quando comparados com 0 grupo
controle ndo choque (no fator tratamento: F128 = 30,14 e p < 0,001; fator choque: F1, 28 = 55,
56 e p < 0,001); interacdo entre os dois fatores: F1, 28 = 1,94 e p = 0,17) e uma redugdo no
tempo de permanéncia nos bracos abertos (Grafico B) dos grupos diabetes ndo choque (p <
0,01), controle choque (p < 0,05) e diabetes choque (p < 0,001) quando comparados com 0
controle ndo choque (fator tratamento: Fi28 = 34,44 e p < 0,001; fator choque: F128 = 21,58 e
p < 0,001; interagdo entre os dois fatores: Fy, 23 = 0,002 e p = 0,97). Além disso, observa-se
que houve um aumento mais acentuado no tempo de permanéncia nos bracgos fechados e uma
reducdo mais acentuada no tempo de permanéncia nos bracos abertos do grupo diabetes
choque (p < 0,001 e p < 0,01, respectivamente graficos A e B) quando comparado com o
grupo controle choque.
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Figura 24 - Tempo de permanéncia no brago fechado (s) - Grafico A e tempo de permanéncia no braco aberto (s)
- Grafico B dos grupos controle ndo choque (n = 8), diabetes nao choque (n = 8), controle choque
(n = 8) e diabetes choque (n = 8)
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Fonte: DA AUTORA.

Legenda: Valores expressos como média + SEM *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 quando comparado com
controle ndo choque e ###p < 0,001 quando comparado com o controle choque - grafico A e *p < 0,05,
**p < 0,01 e ***p < 0,001 quando comparado com controle ndo choque ##p < 0,01 quando comparado
com controle choque — grafico B (ANOVA Two-Way seguido do pds-teste Bonferroni).

6.2.8 Avaliacao no teste de reconhecimento de objetos

A figura 25 mostra a avaliacdo do teste de reconhecimentos de objetos na memoria de
curto-prazo (Grafico A) e longo-prazo (Gréfico B) dos grupos controle ndo choque, diabetes
nédo choque, controle choque e diabetes choque.

De acordo com a figura 25, pode-se observar que houve uma reducdo no indice de
reconhecimento da memdria curto-prazo (Grafico A) nos grupos controle choque (p < 0,01) e
diabetes choque (p < 0,001) quando comparados com 0s seus respectivos controles, controle
ndo choque e diabetes ndo choque (fator tratamento: F1 26 = 14 e p < 0,001; fator choque: F12s
= 42,01 e p < 0,001; interacdo entre os dois fatores: F128 = 1,48 e p = 0,23), alem disso, foi
observado que o diabetes choque (p < 0,01) apresentou uma redugdo mais acentuada quando
comparado com controle choque. Na figura 16, pode-se observar também que houve uma
reducdo no indice de reconhecimento da memdria longo-prazo (Grafico B) nos grupos
controle choque (p < 0,01) e diabetes choque (p < 0,001) quando comparados com 0s Seus
respectivos controles, controle ndo choque e diabetes ndo choque (fator tratamento: Fi2s =
14,28 e p < 0,001, fator choque: F128 = 33,43 e p <0,001; interacdo entre os dois fatores: Fi s
= 0,38 e p = 54,04), além disso, foi observado que o diabetes choque (p < 0,05) apresentou

uma reducdo mais acentuada quando comparado com controle choque.
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Figura 25 - Indice de Reconhecimento Memoria Curto-prazo - Gréfico A e indice de Reconhecimento Memoéria
Longo-prazo - Grafico B dos grupos controle ndo choque (n = 8), diabetes ndo choque (n = 8),
controle choque (n = 8) e diabetes choque (n = 8)
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Fonte: DA AUTORA.

Legenda: Valores expressos como média £ SEM **p < 0,01 e ***p < 0,001 quando comparado com controle e
diabetes ndo choque, respectivamente e ##p < 0,01 quando comparado com o controle choque -
grafico A e **p < 0,01 e ***p < 0,001 quando comparado com controle e diabetes ndo choque,
respectivamente e #p < 0,05 quando comparado controle choque - grafico B (ANOVA Two-Way
seguido do pds- teste Bonferroni).

6.2.9 Avaliacdo da expressdo da proteina GFAP por Western blotting no Hipocampo

A figura 26 mostra a avaliacdo da porcentagem da expressdao da % da proteina
GFAP/actina no Hipocampo dos grupos controle ndo choque, diabetes ndo choque, controle
choque e diabetes choque.

De acordo com a figura 26, pode-se observar que houve um aumento da % de
GFAP/Actina no hipocampo dos grupos diabetes ndo choque (p < 0,01), controle choque (p <
0,001) e diabetes choque (p < 0,001) quando comparados com o controle ndo choque (fator
tratamento: F120 = 3,072 e p = 0,09; fator choque: F120= 27,84 e p <0,001; interacdo entre 0s
dois fatores: F120 = 12,54 e p <0,01).
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Figura 26 - (GFAP/actina) % no hipocampo dos grupos controle ndo choque (n = 6), diabetes ndo choque
(n = 6), controle choque (n = 6) e diabetes choque (n = 6)
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Fonte: DA AUTORA.
Legenda: Valores expressos como média + SEM **p < 0,01 e ***p < 0,001 comparado ao grupo controle
ndo choque (ANOVA Two-Way seguido do pés-teste Bonferroni).

6.2.10 Avaliacdo da expressao da proteina GFAP por Western blotting no Cértex pré-

frontal

A figura 27 mostra a avaliacdo da porcentagem da expresséo da proteina GFAP/actina
no Cortex pré-frontal dos grupos controle ndo choque, diabetes ndo choque, controle choque e
diabetes choque.

De acordo com a figura 27, pode-se observar que houve um aumento da % de
GFAP/Actina no cortex dos grupo controle choque (p < 0,001) e diabetes choque (p < 0,05)
guando comparados com seus respectivos controles, controle ndo choque e diabetes nédo
choque, respectivamente (fator tratamento: F120 = 3,08 e p = 0,09; fator choque: F120 = 35,94

e p <0,001; interacdo entre os dois fatores: F120 = 0,03 e p =0,84).
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Figura 27 - (GFAP/actina) % no Cértex pré-frontal dos grupos controle ndo choque (n = 6), diabetes
ndo choque (n = 6), controle choque (h = 6) e diabetes choque (n = 6)
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Legenda: Valores expressos como média £ SEM ***p < 0,001 e*p < 0,05 comparado seus respectivos
controles (controle ndo choque e diabetes ndo choque) (ANOVA Two-Way seguido do
pos-teste Bonferroni).
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7 DISCUSSAO

A seguir sera apresentada a discussao do presente trabalho:

7.1 DESENVOLVIMENTO DO TEPT EM ANIMAIS COM NA SINDROME
METABOLICA

Os resultados deste trabalho demonstram que animais do grupo frutose apds 5 semanas
da ingestdo da solucdo 10% de frutose apresentaram um aumento da ingestdo liquida, que
consequentemente, levou um aumento da variacdo do ganho de peso, do indice de Lee, da
gordura retroperitoneal e epididimal, dosagem hormonal de leptina e dosagens bioquimicas
(glicemia, triglicerideos, colesterol total, HDL, VLDL e LDL), sugerindo assim, que 0S
animais que consumiram frutose desenvolveram uma sindrome metabdlica, devido as
alteraces metabdlicas apresentadas acima.

Os resultados encontrados sdo semelhantes ao estudo de Orlandi e colaboradores
(2015), em que demonstram em sua pesquisa que ratos machos wistar apos ingerirem durante
5 semanas uma solucdo de frutose 10% apresentaram distlrbios metabolicos caracterizados
por elevados niveis de glicose sanguinea, dislipidemias, aumento do tecido adiposo e
desenvolvimento de resisténcia a insulina.

Dietas ricas em frutose em experimentos com roedores sdo bem caracterizadas e
estabelecidas na literatura. Varios estudos com animais demonstram que as dietas ricas em
frutose aumentam os niveis de glicose, colesterol total, triglicerideos, HDL e LDL, além do
ganho de peso, ingestdo liquida e aumento de gorduras retroperitoneal e epididimal. Além de
elevados niveis hormonais, como de leptina e insulina provocando uma série de alteragdes no
organismo, podem levar a doencas crbnicas ndo transmissiveis (ECKEL; GRUNDY;
ZIMMET, 2005; KELLEY et al. 2004; ROGLANS et al. 2007; KAMARI et al., 2007).

Além do mais, o consumo de frutose em dietas consumidas por humanos esta também
correlacionados com o aumento da adiposidade visceral, que por sua vez, contribui para
resisténcia a insulina e aumento da pressao arterial, podendo levar a doengas como diabetes,
hipertensdo e sindrome metabolica (LE et al., 2009; STANHOPE et al., 2009).

Portanto, apds o grupo frutose desse estudo apresentarem todas alteragdes metabdlicas
citadas acima, entdo concluiu-se que eles estdo com sindrome metabdlica, como foi

demonstrado anteriormente. Assim, ap6s 5 semanas com a ingestdo da solucdo de frutose
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esses animais foram expostos ao choque inescapavel seguido por isolamento social para
inducdo do TEPT.

O TEPT é uma doenca psiquiatrica cronica de alta prevaléncia e morbidade, que se
desenvolve em individuos apds experimentar um evento traumatico intenso e potencialmente
perturbador. O transtorno esta listado na quinta edicdo do Manual Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais (DSM-5) como um "transtorno relacionado a trauma e estresse”. As
caracteristicas sintomaticas do TEPT incluem alteraces cognitivas e emocionais, causadas
principalmente por uma adaptacao ao trauma. Os sintomas cognitivos incluem a incapacidade
de extinguir respostas de medo e ansiedade, suprimir a recuperacdo de memoria episodica e
adquirir sinais de inseguranca. As disfuncdes cognitivas estdo ligadas ao desenvolvimento de
TEPT e sua cronicidade, além de estar relacionadas aos sintomas que incluem lembrancas
espontaneas, flashbacks, amnésia dissociativa (déficits de memdria), depressdo, entre outros.
As principais caracteristicas do transtorno sdo: reexperiéncia traumatica, hiperexcitabilidade
psiquica e motora, esquiva e isolamento social (MESSMAN-MOORE; WARD; BROWN,
2009; HEIM; NEMEROFF, 2009; AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013;
HOLMES; SINGEWALD, 2013; PARSONS & RESSLER, 2013).

Observa-se que o TEPT é uma patologia de causas e consequéncias multifacetadas, e
como ja citado, necessita de estudos para compreender melhor quais 0s mecanismos
responsaveis. Por isso, estudos em modelos animais sdo de grande importancia para
desvendar e compreender esses mecanismos. Até o momento, ndo existe um modelo Unico
aceito que induz TEPT, embora varios paradigmas de estresse mimetizem os sintomas
comportamentais e as alteracdes neuroenddcrinas caracteristicas do TEPT. Modelos animais
de TEPT que usam estressores fisicos incluem choque nas patas, aprendizado do medo
intensificado pelo estresse, estresse por restricdo e estresse prolongado. Os paradigmas de
estresse fisico sdo usados sozinhos ou em combinagdo para imitar varios graus de estresse e
para examinar respostas comportamentais a estressores subsequentes (WHITAKER; GILPIN;
EDWARDS, 2014; SCHONER et al., 2017).

O Choque elétrico, € um dos modelos estressores amplamente empregado na indugédo
do TEPT, em que provoca efeitos comportamentais e fisiologicos de longa duragdo que
persistem por até 3 semanas e podem até se intensificar com o tempo. Ele reproduz alguns dos
principais sintomas do TEPT, incluindo comportamento preditivo de esquiva, ansiedade,
hiperexcitabilidade, agressdo e reexperiéncia, bem como alteragcbes no sono. A incorporacao
desses modelos ao induzir o TEPT em roedores oferece uma interessante perspectiva na
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pesquisa, uma vez que relembra sintomas de TEPT em humanos, como reexperiéncia
(PYNOOS et al., 1996; PAWLYK et al., 2005; LOUVART et al., 2005; LOUVART et al.,
2006). Sendo assim, um importante instrumento em estudos com TEPT, e por isso, foi o
modelo utilizado nesse trabalho, ressaltando que foi um modelo de choque seguido por
isolamento social (BERARDI, 2014).

Deste modo, apos a exposi¢do ao choque e isolamento por 14 dias, foram observados
0s seguintes resultados, os animais dos grupos controle choque e SM chogue ao serem
expostos ao trauma apresentaram alteragdes comportamentais como aumento no tempo de
congelamento, do comportamento tipo depressivo e ansioso, além da reducdo da sociabilidade
e déficits da memdria de curto e longo prazo nao relacionado ao trauma quando comparado
aos seus respectivos grupos controles (controle ndo choque e SM ndo choque), ressaltando
gue os animais SM choque, apresentaram todas essa alteracGes citadas anteriormente, de uma
forma mais acentuada quando comparado ao grupo controle choque.

Os resultados demonstraram um aumento no tempo de congelamento dos animais SM
choque e controle choque quando comparado aos seus respectivos controles (controle nao
choque e SM ndo choque). Roedores machos, que passaram pelo mesmo protocolo desse
estudo, apresentam um aumento no tempo de congelamento quando sdo reexpostos ao local
do trauma novamente (BERARDI et al.; 2014; SCHONER et al., 2017). Além disso, nesse
estudo observa-se que 0 grupo de animais SM choque apresentaram um aumento mais
acentuado no tempo de congelamento quando comparado ao grupo controle choque,
demonstrando que houve uma hiper retencdo da memoria relacionada ao trauma nesses
animais.

A exposicdo a choques nas patas em ratos, juntamente com o isolamento social,
induziu uma redugdo duradoura do comportamento social aliada a recuperacdo excessiva da
experiéncia traumatica, levando a disfuncéo cronica. Observa-se que a exposi¢do a choques
nos pés induz uma forma duradoura de memaria de medo contextual caracterizada por taxas
de congelamento extremamente altas, ainda presentes até 3 meses apds a exposicdo ao
estresse. 1sso destaca a natureza crénica da memdria do medo, uma caracteristica principal da
patologia do TEPT em humano. E interessante, também do ponto de vista translacional, que a
experiéncia estressante tenha causado também uma alteracdo crénica do comportamento
social (BERARDI et al., 2014).

Como ja demonstrando, o TEPT é uma patologia multifacetada que inclui varios
sintomas, como depressao, ansiedade, medo, entre outros. Nessa pesquisa observa-se que 0S
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animais SM choque e controle choque apresentaram uma reducdo da sociabilidade (reducéo
da interacdo social), um comportamento tipo depressivo (aumento do tempo de imobilidade
no nado forgado), tipo ansioso (aumento da permanéncia nos bragos fechados e reducdo da
permanéncia no bragos aberto) e déficit de memaria a longo e curto prazo néo relacionado ao
trauma (reducdo no indice de reconhecimento) quando comparado aos seus respectivos
controles (controle ndo choque e SM nédo choque), sendo que os animais SM choque tem uma
alteracdo mais acentuadas de todos os parametros quando comparado ao grupo controle
choque. Assim, SM choque possuem uma maior reducdo da sociabilidade, aumento do
comportamento tipo depressivo, tipo ansioso e déficit de memdria curto e longo prazo nédo
associada ao trauma.

Uma pesquisa em que induziram o TEPT em roedores, semelhante ao protocolo
utilizado nesse estudo, inducdo por choques elétricos seguido por isolamento social,
demonstraram uma reducdo da interacdo social nos animais expostos ao choque quando
comparado ao seu controle, ratificando os resultados encontrados nesse trabalho (BERARDI
etal., 2014).

A interacdo social reduzida exibida por animais isolados é de alto valor translacional
em relagdo aos critérios diagnosticos humanos de “sentir-se alienado dos outros” e “redugdo
do funcionamento social”, que sdo dois sintomas incluidos no DSM-5, relacionados a
alteracdes de cognicdes e humor. Esse resultado demonstra que ratos expostos ao choque e
isolados expressam uma forte memoria contextual para a experiéncia traumatica
acompanhada de retraimento social, ansiedade e sintomas de emocionalidade enfraquecida. E
importante ressaltar que todos os sintomas sdo persistentes e ndo sofrem recuperacdo
espontanea, destacando a natureza cronica dos sintomas observados (TREZZA et al., 2011,
AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

Estudos em humanos demonstram uma reducdo dessa sociabilidade em individuos que
passam por experiéncias traumaticas na vida estd envolvida com a outros distdrbios, como
aumento da ansiedade, sintomas depressivos, além de sintomas suicidas (SCHEONER et al.,
2017; MORENA et al., 2018).

Nesse trabalho, bservou-se que animais expostos ao trauma demonstraram
comportamentos preditivos de ansiedade (reducdo da permanéncia nos bracos abertos no
labirinto em cruz elevado) e depressdo (aumento da imobilidade no teste de nado forgcado).
Roedores com TEPT apresentam comportamentos tipos ansiosos e depressivos quando sé@o
expostos ao teste de labirinto em cruz elevado (LEC) e ao nado forgado (NF), respectivamente
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(MUNOZ- ABELLAN et al., 2008; SEROVA et al., 2013; BERARDI et al., 2014; LIU et al.,
2017).

O LEC é um teste amplamente utilizado para avaliacdo do comportamento semelhante
a ansiedade e baseia-se no comportamento espontaneo de roedores, envolvendo o conflito
entre a exploracdo de um novo ambiente e suas caracteristicas aversivas (PELLOW et al.,
1985; FILE et al., 2004). Ratos machos ao serem expostos ao estresse prolongado Unico e
depois de um periodo da inducdo ao TEPT foram avaliados no LEC e apresentaram uma
reducdo no tempo nos bracgos abertos. Quanto menor o tempo que o animal gasta nos bracos
abertos no LEC é considerado como um comportamento semelhante a ansiedade, sendo
assim, observa que os animais SM choque e controle choque desse experimento
demonstraram uma reducdo nos bragos abertos, sugerindo assim, um comportamento tipo
ansioso desses animais quando comparado ao seu controle (PATKI, et al. 2014; LIU et al.,
2018).

Além disso, vale ressaltar que os ratos na pesquisa de Liu et al. (2018) no teste de
nado forcado apresentaram um aumento do tempo de imobilidade no NF, sugerindo assim,
um comportamento tipo depressivo, também um resultado semelhante como apresentado
neste estudo. O NF é um teste comportamental amplamente utilizado para a deteccdo de
efeitos semelhantes a depressdo, foi descrito pela primeira vez por Porsolt et al. (1977).
Pesquisadores relatam que roedores quando expostos a indugéo do TEPT, por modelos como,
odor de gato, estresse unico prolongado ou exposi¢cdo ao choque apresentam um aumento da
imobilidade como demonstrada nesse trabalho, sugerindo assim, comportamento semelhante a
depressdo (SEROVA et al., 2014; LIU et al., 2018).

A depressao e ansiedade sdo um dos principais sintomas apresentados em veteranos de
guerra, mulheres que sofreram algum tipo de violéncia e até mesmo em criangas e
adolescentes que sofreram algum trauma ao decorrer da vida (BALI; JAGGI, 2015;
SAKELLARIOU; STEFANATOQOU, 2017).

Outra questdo importante quando se caracteriza o desenvolvimento do TEPT é as
alteracOes relacionadas a memoria ndo associadas ao trauma. As disfungdes relacionadas a
memoria desempenham um papel crucial tanto no desenvolvimento como na manutencdo do
transtorno de estresse pos-traumatico. Individuos que sofrem desta condigdo persistentemente
reexperimentam o evento traumatico, particularmente quando expostos a sinais relacionados

ao trauma e exibem déficits de memdria ndo relacionadas ao trauma (MIKICS; BARANY]I,
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HALLER, 2008; XIE; KUANG; TSIEN, 2013; EAGLE et al., 2013; PHILBERT;
BELZUNG; GRIEBEL, 2015; VETERE et al., 2019).

O teste de reconhecimento de objetos (TRO) € um ensaio comportamental utilizado
para a investigacdo de varios aspectos da aprendizagem e memoéria em roedores. E bastante
simples, pode ser concluida em 3 dias (dia de habituacéo, dia de treinamento e dia do teste),
ndo é considerado um teste estressante, é eficiente para a memdria e apropriado para a
deteccdo de alteracBes neuropsicologicos ap6s manipulacdo farmacoldgica, bioldgica ou
genética. Pesquisas demostram um deficit de memdria a curto prazo e a longo prazo em
roedores com TEPT quando expostos ao teste de reconhecimento de objetos, semelhante ao
que foi mostrado nesse delineamento experimental (MIKICS; BARANYI, HALLER, 2008;
XIE; KUANG; TSIEN, 2013; PHILBERT; BELZUNG; GRIEBEL, 2015).

A formacdo e a recordacdo de memorias é uma questdo fundamental na neurociéncia
moderna. O hipocampo € a principal regido do cérebro para a formacdo de memorias
episodicas. Os danos a ele, resultam na perda quase completa da capacidade de formar novas
memorias, embora memorias previamente adquiridas permanecam intactas. Os mecanismos
neurais subjacentes a contribuicdo do hipocampo para a aquisicdo e consolidacdo de
memorias episddicas, particularmente, os componentes espacial, temporal e associativo da
memdria episodica, tém sido rigorosamente estudados em roedores. No condicionamento
contextual do medo e no modelo comportamental de aprendizagem associativa a memaria, 0s
roedores aprendem a associar um contexto especifico a um estimulo aversivo, por exemplo,
exposicdo ao chogue em modelos que estudo o TEPT, resultando em prejuizos na memoria
(atenuacdo da memoria consolidada e déficits de memoria ndo relacionadas ao trauma).
(MCGAUGH, 2000; DUDALI, 2012; KAOUANE et al., 2012).

As mudancas causadas pelo estresse preparam o individuo para as consequéncias
agudas de uma situagdo ameacadora e induzem respostas adaptativas a longo prazo, incluindo
influéncias no aprendizado e na memoria. Eventos estressantes, como experiéncias
traumaticas, geralmente sdo mais lembrados e, por outro lado, a memdria que néo é til para o
evento estressante pode ser dificultada pelo estresse (ROOZENDAAL; MCGAUGH, 2011,
DE QUERVAIN; SCHWABE; ROOZENDAAL, 2016). Assim, testamos se 0s animais que
foram induzidos ao TEPT e desenvolveram SM tinham comprometimentos de memoria néo
relacionados ao trauma. Encontramos uma redugdo no tempo de exploragdo total em animais
expostos a curto e longo prazo e maior comprometimento nos indices de reconhecimento de

curto e longo prazo em animais com SM e naqueles submetidos a TEPT, demonstrando que a
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SM foi capaz de acentuar um sintoma relacionado ao TEPT, que é o comprometimento da
memdaria ndo associado a trauma.

No entanto, os mecanismos moleculares subjacentes a deficiéncia de memdria
induzida por estresse grave ainda precisam ser entendidos. Além disso, ndo esta claro se esse
prejuizo na memoria € atribuivel ao déficit de consolidacdo ou recuperagdo/expressdo da
memoria. E ainda, ndo se sabe como um evento traumatico contribui para a etiologia das
patologias de ansiedade ou TEPT, de fato, embora o estresse e os glicocorticdides sejam
conhecidos como contribuintes criticos da etiologia do TEPT. A compreensao do efeito e dos
mecanismos subjacentes a formacdo da memoria ap6s uma experiéncia traumatica é
importante para maiores compreensdo da etiologia do transtorno de estresse e do TEPT
(KESSLER et al., 2005; PITMAN et al., 2012; FINSTERWALD et al., 2015).

Além disso, vale enfatizar que os animais desse experimento passaram também pelo
teste de campo aberto. Esse teste avalia a atividade locomotora dos animais e comportamentos
preditivos de ansiedade (VILELA, 2009). Observa em nossos resultados que nenhuma
diferenca foi encontrada entre os grupos, sugerindo assim, que 0s animais dos grupos
analisados nesse estudo ndo possui alteracdes na locomocao.

A locomogdo relacionada ao TEPT é bem contraditoria na literatura, Geerse e
colaboradores (2006) relataram que ratos com TEPT apresentaram um aumento da
imobilidade no teste de campo aberto no seu estudo, assim, sugerindo problemas de
locomocdo. Porém, ja ha relatos na literatura, em que roedores quando expostos a protocolos
de inducdo do TEPT (odor de gato, estresse Unico prolongado, choque elétrico seguido por
isolamento) ndo demonstram diferencgas entre 0s grupos exposto ao trauma quando comparado
ao o seu controle, como observado nessa pesquisa (REZNIKQOV et al., 2015; BERARDI,
2014). Assim, ressaltando que as alteracGes encontradas em cada teste estdo relacionadas na
sua totalidade com ao desenvolvimento do TEPT e ndo com a locomocgéo.

Além do mais, de acordo com resultados apresentados o grupo SM choque
apresentaram um ganho de peso, indice de Lee, gordura retroperitoneal e epididimal. Estudos
demonstram que o ganho de peso pode levar a obesidade e até mesmo outras alteraces
metabolicas, como diabetes, que pode comprometer a homeostase do organismo (FARR,
2014; JACOBS et al., 2014; GAC et al., 2015; MICHOPOULOS et al., 2017).

N&o se pode afirmar que os animais desse estudo estdo obesos, mas ja existem
pesquisas em humano que demonstram que a TEPT esta relacionada ao risco elevado de

sindrome metabolica e a obesidade, como o exemplo, de veteranos de guerras que ao decorrer
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da vida apresentaram um aumento do indice de massa corporal, doencas como, diabetes e
hipertensdo. No entanto, a direcdo dessa associagcdo e 0s mecanismos envolvidos entres essas
duas patologias ainda ndo estdo bem estabelecidos na literatura (SCHNURR et al., 2000;
VIEWEG et al., 2007; HEPPNER et al., 2009; AHMADI et al., 2011; BARTOLI et al.,
2013 ; ODONOVAN et al., 2015; ROSENBAUM et al., 2015; GREEN et. al, 2016;
BLESSING et al., 2017; WOLF et al., 2017).

Além disso, quando se discute sobre TEPT e sindrome metabolica pesquisadores
apontam que essas duas patologias estdo associadas com alteracBes psiquiatricas como
depressdo e ansiedade ou até mesmo relacionados com problemas de memoria ndo associada
ao trauma e interacdo social (BERARDI, 2014; BARTOLI et. al., 2015; GIRIDHARAN et al.,
2016; MORENA, 2017; SCHONER et al., 2017).

E o presente estudo demonstrou que os animais SM, apds a inducdo do TEPT
apresentaram alteracbes mais acentuadas, como um aumento do comportamento tipo
depressivo e ansioso, reducdo da sociabilidade e déficit de memoria curto e longo prazo nao
associada ao trauma comparado aos animais que somente apresentavam o TEPT (controle
choque).

Como ja mencionado anteriormente, observa-se que pesquisas relacionadas ao TEPT e
suas alteracBes metabdlicas ja estdo bem estabelecidas na literatura. Porém, a possibilidade
que essas alteracfes possam se agravar ou ndao em um individuo com sindrome metabdlica ja
pré-estabelecida ainda ndo foi esclarecido, por isso a importancia desse estudo inédito para
esclarecer as vias e mecanismos para futuras intervencGes terapéuticas, para que assim, possa
abrir novos caminhos de pesquisa ndo apenas em termos de uma melhor compreensdo do
suporte neural do transtorno, mas também para o teste de drogas inovadoras, que poderia agir
ao mesmo tempo, reduzindo a incapacidade cognitiva e melhorando a disfuncdo emocional
observada em pacientes com TEPT que possuem alteracGes metabdlicas, como a SM.

Portanto, podemos destacar com o0s resultados apresentados nessa discussdo que 0S
animais com SM ap0s serem expostos ao trauma acentuaram ainda mais 0s sintomas

relacionados ao desenvolvimento do TEPT.

7.2 DESENVOLVIMENTO DO TEPT EM ANIMAIS COM DIABETES

Nesse estudo, além da SM, foi analisado também a diabetes ja pré-estabelecida no
desenvolvimento do TEPT. E foram observados os seguintes resultados, animais apos a
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inducdo da diabetes pela aloxana apresentaram um aumento nos niveis de glicemia, perda de
peso, além de da polidria, sugerindo assim, que esses animais estavam diabéticos.

A inducéo de diabetes por aloxana é um protocolo bem caracterizado e estabelecido na
literatura, além de ser de baixo custo e com resultados eficazes para inducdo da diabetes em
roedores, por isso, esse protocolo foi utilizado nesse estudo, como ja mencionado
anteriormente (LERCO et al., 2003; CAVALLI et al., 2007; RIBEIRO et al., 2007; SILVA,
NOGUEIRA, 2015).

A aloxana promove uma liberacdo macica de insulina, presumivelmente em virtude do
influxo de ions célcio ao citosol das células B, no entanto, trata-se de uma liberacdo de curta
duracdo, seguida por completa supressdo da resposta das ilhotas pancreéticas a glicose, em
decorréncia de necrose das células B. A a¢ao da aloxana no pancreas ¢ precedida por sua
rapida absorcdo e acumulo nas células beta, atribuida a uma elevada taxa de capitacdo da
droga por essa célula, através do transportador de glicose GLUT2 presente no plasma
Portanto os efeitos patoldgicos da aloxana podem ser atribuidos as suas propriedades
quimicas, a absorcdo seletiva celular e ao acimulo da mesma (SZKUDELSKI et al., 1998;
LIMA et al., 2001; SZKUDELSKI, 2001; ZANOELLO et al., 2002; CAVALLI et al., 2007;
LENZEN, 2008).

Estudos em roedores que utilizaram a dose de 150 mg/Kg pela via intraperitoneal, a
mesma utilizada nesse protocolo, demonstraram que 0sS animais apresentaram aumento nos
niveis de glicemia, (ABUELGASSIM, 2013; BARAGOB et al., 2014). Assim, apoés certificar
gue 0s animais se encontravam com altos niveis de glicemia, concluiu-se que eles estavam
diabéticos. E como foi demonstrado anteriormente, ap6s 48 horas esses animais foram
expostos ao choque inescapavel seguido por isolamento social para inducdo do TEPT.

Deste modo, apos 14 dias, a exposi¢do ao choque, os animais do grupo diabetes ndo
choque, controle choque, diabetes choque, demonstram os seguintes resultados, aumento no
tempo de congelamento na reexposicdo ao aparato de choque, aumento do tempo de
imobilidade no teste de nado forgado, reducdo no tempo de permanéncia dos bragos abertos,
reducdo do teste de interacdo social, reducdo do indice de reconhecimento de objetos na
memoria a curto e longo prazo ndo relacionada ao trauma quando comparado ao grupo
controle ndo choque, ressaltando que os animais diabetes chogue apresentaram, todas essa
alteracdes citadas anteriormente, de uma forma mais acentuada quando comparado ao grupo

controle choque.
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Além disso, os animais desse estudo passaram pelo teste de campo aberto, em que foi
observado que ao animais diabetes ndo choque e diabetes choque apresentaram reducéo da
distancia percorrida e aumento no tempo de imobilidade quando comparado ao controle nao
choque, sugerindo assim, que animais estdo com reducéo da locomocao.

Como ja demonstrado anteriormente, o TEPT estd correlacionado com varias
alteracdes comportamentais em animais quando exposto a algum tipo de trauma, observa-se
gue os animais com a SM pré-instalada promoveu alteracdes ainda mais acentuadas no
desenvolvimento no TEPT e o mesmo pode ser observado no caso na diabetes ja pre-
instalada, em que os animais demonstram comportamentos semelhantes a ansiedade
(aumento do tempo de permanéncia no brago aberto) e depressédo (aumento do tempo de
imobilidade), reducdo da sociabilidade e déficit de memoria a curto e longo prazo néo
relacionada ao trauma. Assim, ratificando os resultados encontrados nesse estudo no
protocolo de SM.

A DM é uma das doengas crénicas mais comuns no mundo com estimativas de mais
de 425 milhdes de pessoas com DM no mundo, metade delas sendo ndo diagnosticada e este
nimero pode chegar a 642 milhdes de pessoas até o ano 2040. Sabe-se, também, que o
diabetes é frequentemente associado a doencas e complicacfes psiquiatricas, como transtorno
de ansiedade e o transtorno de estresse pos-traumatico. Pesquisas em individuos com TEPT,
como veteranos de guerra, apds a ocorréncia do transtorno, que esta relacionado ao estresse
depois de um evento potencialmente traumatico, tem demonstrado que a longo prazo esses
individuos apresentam uma alta prevaléncia a susceptibilidade de doencas metabdlicas, como,
a diabetes (DE SOUZA et al., 2018).

O TEPT pode causar em alguns pacientes um estado de hipersensibilidade
psicofisiologica que é caracterizada por uma resposta exagerada ao medo ou um déficit na
extingdo do medo. A generalizacdo de uma memoria de medo também pode se tornar
incapacitante nos individuos com TEPT, pois alteram situacbes neutras ou seguras em
estimulos de medo que podem influenciar negativamente vida do paciente, podendo levar
sintomas de ansiedade e doencas como a depressdo, além de problemas cognitivos
relacionados ao déficit de memdria e alteracbes metabolicas, como a diabetes
(SAKELLARIOU; STEFANATOU, 2017).

No entanto, vale ressaltar que roedores (camundongos e ratos, idade jovem ou adulta)
gue possuem somente a diabetes (induzidas por outros farmacos, como estrepzotocina ou

linhagens db/db) j& demonstram comportamentos semelhantes a ansiedade (aumento do



82

tempo de permanéncia no brago aberto) e depressdo (aumento do tempo de imobilidade) e
reducdo da sociabilidade quando comparado ao controle (BELLUSH; REID et al., 1991,
AMRANI et al., 1994; HAIDER et al., 2013). Dessa forma, observa-se, que 0s animais
diabéticos com choque, nesse estudo, apresentaram um agravo ainda maior quando
comparado ao controle choque e 0s animais que possuiam somente a diabetes. Portanto, é
importante ressaltar que o desenvolvimento da TEPT em um diabético pode promover
alteracdes ainda mais graves do que as ja existentes.

Outro ponto importante é a questdo da locomogédo quando se discute a patologia da
diabetes e do TEPT, como ja mencionado anteriormente, a relacdo locomocéo e TEPT ¢é
contraditéria na literatura, ha estudos que demonstram uma reducdo da locomoc¢do dos
animais com TEPT, embora outros ja ndo mostram uma alteracdo da locomoc¢édo em grupos de
animais com TEPT quando comparo ao controle. No nosso trabalho, observamos que os
animais s6 com TEPT também ndo apresentaram alteracdo da locomog¢do quando comparado
ao controle, porém os animais diabéticos com ou sem o TEPT demonstram uma reducdo da
locomocdo comparado ao controle ndo TEPT e controle com TEPT.

Pesquisas demonstram que roedores diabéticos (inducdo da diabetes por
estreptozotocina e linhagem db/db), na idade adulta e jovem, apresentaram uma
hipolocomagao, como a relatada no nosso estudo. Hipolocomocéo € a caracteristica marcante
de vérios disturbios psiquidtricos como doenca de Parkinson, Huntington,
pseudoparkinsonismo induzido por antipsicoticos. Engquanto alguns argumentaram que a
diminuicdo da atividade locomotora no teste de campo aberto pode ser responsavel pelo
aumento da duragéo da imobilidade no NF, outros ndo observaram nenhuma correlagéo entre
a atividade locomotora e o desempenho de camundongos em NF. Além disso, estudos
clinicos indicaram comorbidade da depressdo com disturbios hipolocomotores, como o
parkinsonismo e outros disturbios neuropsiquiatricos. Assim, sintomas depressivos também
podem ser observados em individuos hipolocomotares, independente da alteracdo locomotora
(BELLUSH et al., 1991; AMRANI et al., 1994; CRAWLEY, 1997; HAKANSSON-
OVESJO; 2000; PAPAPETROPOULOS et al., 2006; SHARMA, 2010).

Portanto, acreditamos que as alteracbes comportamentais encontradas nos animais
com diabetes e TEPT , independente da reducdo da locomocéo, devem estar mais relacionadas
ao transtorno do que a alteracdes da diabetes, ou seja, a exposi¢do ao trauma pode ter sido
mais potente e levado as alteragcbes comportamentais do que a relacdo da hipolocomacéo

nesses animais, nesse estudo.
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7.3 A ATIVACAO DAS CELULAS DA GLIA CORRELACIONADAS COM TEPT E AS
ALTERACOES METABOLICAS

Nos resultados do nosso estudo observa-se que houve um aumento da expressao da %
GFAP/actina no hipocampo e cortex pré-frontal dos grupos de animais SM ndo choque,
controle choque e SM choque quando comparados ao grupo de animais controle ndo choque e
esse aumento foi mais acentuado no grupo SM choque quando comparado ao grupo controle
choque.

Como ja mencionado anteriormente, os astrocitos e a microglia estdo cada vez mais
envolvidos com diversas fun¢fes no organismo, além de desempenhar um papel integral na
funcdo do sistema nervoso. Os astrocitos compreendem a populacdo mais abundante da glia
no cérebro de mamiferos e sdo fundamentais para a boa funcionalidade do SNC uma vez que
participam de eventos como migracdo neuronal, protecdo contra o estresse oxidativo,
composi¢cdo da barreira hematoencefalica, transmissdes sinapticas e resposta imune com
secrec¢do de citocinas pré-inflamatoérias (VOLTERRA; MELDOLESI, 2005).

A ativacdo dos astrocitos estd associada a expressdo de uma proteina, chamada de
Proteina Glial Fibrilar Acida ou Glial fibrillary acidic protein (GFAP). A GFAP constitui 0
principal biomarcador de astrocitos, e € um tipo de filamento intermediario que compde o
citoesqueleto dos astrocitos (RODNIGHT et al.,1997). E altera¢cBes na estrutura, funcdo e
expressao dos astrocitos podem estar associadas tanto a doencas neuropsiquiatricas, quanto a
alteracdes metabolicas (KIM et al., 2017).

Em relacdo a microglia, pesquisas demonstram que ela desempenha um papel
importante no sistema de defesa do cérebro e na reparacdo de tecidos. No cérebro lesionado as
microglias ramificadas transformam-se rapidamente de um estado de repouso para um ativo,
proliferam, migram, liberam uma variedade de citocinas e se tornam fagociticas
(KREUTZBERG 1996; RAIVICH et al. 1999). A molécula adaptadora de ligacéo ionizada ao
calcio 1 (Ibal) é uma proteina de 17 kDa, cuja expressdo € restrita a microglia/macrofagos
(IMAL et al. 1996). A expressdo de Ibal é regulada na microglia, por exemplo, na ativacdo
apos axotomia do nervo facial (ITO et al. 1998), isquemia (ITO et al. 2001) e diversas
doencas cerebrais (VON ERTZEN et al. 1998; MORI et al. 2000).

Devido a diversas fungbes no sistema nervoso central saudavel e disfuncional, é
fundamental avaliar como a disfuncdo dos astrocitos e microglia contribui para o

desenvolvimento do TEPT em animais com SM ou Diabetes. De fato, os animais que
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desenvolveram TEPT nesse estudo, demonstraram um aumento da expressdo da %
GFAP/actina no cértex pré-frontal e no hipocampo, e esse aumento foi mais acentuado nos
animais com SM TEPT. E nos grupos de animais Diabetes TEPT também podemos observar
um aumento da expressao da % GFAP/actina.

Um grupo de pesquisadores (TSAI et al. 2018) descobriram que os niveis de GFAP
aumentam no hipocampo de camundongos expostos a uma dieta com 60% de gordura por 3
meses comparado ao seu grupo controle, e que o consumo de dietas hiperlipidicas levam a
uma reducdo do comprimento e ramificacdo dos processos astrociticos em algumas regides,
mas ndo o giro dentado do hipocampo, sendo que, essa retracdo de processos astrociticos é
importante para o suporte metabdlico que os astrocito devem fornecer aos neurdnios e suas
sinapses (SONNAY et al., 2017; LIZARBE et al., 2019).

Observa-se também que ha um aumento da expressdo da % de Iba-1/actina no
hipocampo do grupo de animais SM choque quando comparado ao grupo de animais SM néo
choque, além disso esse aumento foi ainda maior no grupo de animais SM choque quando
comparado ao grupo de animais controle choque. H& também um aumento da expressao da %
de Iba-1/actina no cortex pre-frontal dos grupos de animais SM ndo choque, controle choque e
SM choque quando comparados ao grupo de animais controle ndo choque.

Em relacdo a microglia, pesquisas tem demonstrado que a molécula Iba-1 tem sido
predominantemente usada para determinar informacdes sobre as alteracbes morfoldgicas e
distribuicdo da microglia em resposta a eventos adversos (NIMMERJAHN; KIRCHHOFF;
HELMCHEN, 2005). Em nosso estudo, animais que desenvolveram SM e sintomas como
TEPT tiveram um aumento de Iba-1 no hipocampo. No cortex pré-frontal, ambos os animais
com SM expostos ou ndo ao choque também apresentaram expressdo aumentada de Iba-1. Em
uma pesquisa foi relatado, que a contencdo cronica de ratos por 1 hora por dia durante 14 dias
aumenta a contagem de células positivas para Iba-1 no cortex pré-frontal (TYNAN et al.,
2010). Curiosamente, a exposicéo a curto prazo (2-4 dias) a um estresse imprevisivel variavel
levou ao aumento da expressdao de Iba-1 no hipocampo, e observou-se que uma exposi¢ao
mais longa (35 dias) reduziu 0 mRNA para Iba-1 no giro dentado de ratos e camundongos
(KREISEL et al., 2014).

Gzielo e seus colaboradores (2017), demonstraram uma reducdo da imunorreatividade
tanto de GFAP quanto de Ibal, marcadores associados a ativacdo e inflamacdo da glia, no
hipocampo de roedores alimentados com dieta hiperlipidica (modelo usado para inducdo de
obesidade) por um longo periodo de tempo. Isso demonstra uma correlagdo com a obesidade
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(um fator presente na SM) e alteracdo na ativacdo glial. De fato, em nosso estudo, animais
com SM, mas sem indugdo de TEPT, apresentaram um aumento na expressdo de GFAP no
cortex pré-frontal, hipocampo e na expressao de Iba-1 no cortex pré-frontal.

Essa superexpressdo de GFAP e lba-1 é, portanto, indicativa de hiper-reatividade
associada a SM de astrdcitos (astrogliose) e microglia (microgliose) (LIZARBE et al., 2019),
que foi acentuada em animais com TEPT. Os disturbios cerebrais sdo acompanhados de
neuroinflamacdo com astrogliose e microgliose geralmente em resposta a danos de processos
neuronais proximos, mas a gliose pode se tornar prejudicial para os neurbnios apos a
cronicidade (LOPEZ-VALDES; MARTINEZ-CORIA; 2016). Pesquisadores também
demonstraram que astrogliose associada a disturbios metabdlicos ndo ocorrem uniformemente
através do hipotalamo, mas estdo associados a microvasos, sugerindo uma possivel resposta
por astrocitos a alteraces na barreira hematoencefalica e/ou a circulacdo periférica
(BONDAN et al., 2019).

J& nos grupos de animais diabetes ndo choque, controle choque e diabetes choque
observa-se que houve um aumento % GFAP/actina no hipocampo quando comparado ao
grupo controle ndo choque e um aumento % GFAP/actina no cortex pré-frontal nos grupos de
animais controle choque e diabetes choque quando comparados aos seus respectivos grupos
controles (controle ndo choque e diabetes ndo choque).

Além dos muitos componentes da SM que podem afetar a funcdo cerebral, a
resisténcia a insulina e hiperglicemia é um elo importante e que deve ser ressaltado,
principalmente quando se relaciona DM e transtornos neuropsiquiatricos, que também é outro
foco desse estudo, (STECULORUM et al., 2015; MOHEET et al., 2015; DUARTE, 2015),
devido ao fato de receptores de insulina serem amplamente distribuidos no cérebro
(HAVRANKOVA et al., 1978; HILL et al., 1986). A insulina e o fator de crescimento
semelhante & insulina 1 (IGF-1), que possuem vias de sinalizagdo convergentes no cérebro,
regulam o controle neuronal da homeostase da energia e da glicose, agindo sobre os nucleos
hipotalamicos (STECULORUM et al., 2015), e também regulam as funcgdes cognitivas,
processos através de suas a¢es na neurotransmisséo, plasticidade sindptica e neurogénese nos
circuitos corticais e hipocampais (FERNANDEZ; TORRES-ALEMAN, 2012).

Embora essa combinacdo de fatores com potencial impacto no SNC torne dificil o
estudo dos mecanismos da disfuncéo cerebral induzida pelo diabetes, pesquisas em diferentes
modelos de roedores relacionados a diabetes descobriram que condi¢es diabéticas levam a

deterioracdo sinaptica que resulta em danos na neurotransmissdo e plasticidade sinaptica
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(DUARTE et al., 2009, 2012A; CALVO-OCHOA et al., 2014), bem como neuroinflamacgéo e
astrogliose (SARAVIA et al., 2002; BAYDAS et al., 2008; DUARTE et al., 2009, 2012;
CALVO-OCHOA et al., 2014).

Além disso, e como ja relatado, 0 SNC ¢ considerado um sistema glicodependente, por
isso a glicose exerce um papel essencial ao seu adequado funcionamento e qualquer
desequilibrio associado ao fornecimento ou captacdo da glicose relacionada ao sistema
nervoso pode ser prejudicial, causando sérias alteracdes no organismo, como 0 surgimento ou
complicacdes de doencas neuroldgicas, metabolicas, etc. E as duas patologias metabolicas,
SM e diabetes, envolvidas no desenvolvimento do TEPT nesse trabalho, estdo relacionadas
com uma hiperglicemia crénica que pode ser associada com ativacdo das células gliais
estudadas, indicando expressdo aumentada de GFAP (SM e diabetes) e Iba-1 (SM). Estudos
demonstram que elevadas concentracdes de glicose no organismo podem influenciar de
maneira danosa no metabolismo cerebral e promover altera¢cBes nas células gliais, como
estimulos excitotoxicos, em que o aumento da concentracdo de glutamato extracelular pode
ser responsavel pela morte de células neuronais (MELLO, 2012).

No entanto, vale ressaltar que os astrocitos e a microglia sdo ambos mediadores
fundamentais do SNC, com isso, podem estar intimamente envolvidos com a excitabilidade
neuronal. Além do mais, a neuroinflamacdo no SNC tem sido cada vez mais identificada
como uma caracteristica das alteracbes metabdlicas, principalmente em estudos com
obesidade em animais, ndo somente no hipotdlamo, onde foi reconhecido pela primeira vez,
mas também em outras areas do cérebro. E é amplamente reconhecido que dietas
obesogénicas que induzem efeitos inflamatdrios precoces estdo envolvidas com alteraces
neuropsiquiatrias e neurodegenerativas (HASLAM; JAMES, 2005; ARAUJO; TORSONI;
VELLOSO, 2010; THALER et al., 2012; BUCKMAN et al., 2013; GARCIA-CACERES; YI;
TSCHOP, 2013; BONDAN et al., 2018; BONDAN et al., 2019).

Outras complicagdes ocasionadas pela diabetes e ativacdo de células glias que afetam
0 SNC estdo associados ao aumento da incidéncia de convulsdes, derrame, deméncia e
comprometimento cognitivo observados em estudos com roedores e humanos. Essas
patologias emergem de alteracbes no metabolismo cerebral, reatividade vascular e aumento
do estresse oxidativo. Além disso, os astrocitos desempenham um papel relevante no
metabolismo energético, manutengdo da barreira hematoencefalica, reatividade vascular,
regulagdo dos niveis extracelulares de glutamato e protecdo contra espécies reativas de
oxigénio, entre outras fungbes (MANKOVSKY et al, 1996; TSACOPOULOS;
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MAGISTRETTI, 1996; WHITING et al., 1997; OTT et al., 1999; DRINGEN et al., 2000;
HORANI; MOORADIAN, 2003; ZONTA et. al.,2003; MANSCHOT et al., 2007; VALKO et
al., 2007, BIESSELS et al., 2006 , 2008; TIEHUIS et al., 2008; COLEMAN et al., 2010).
Assim, diante dessas observacfes sugere-se que a atividade alterada dos astrocitos contribui
para a fisiopatologia do SNC associada ao diabetes.

Pesquisas demonstram que os astrocitos fornecem suporte metabdlico e estrutural aos
neurdnios e desempenham um papel ativo na modulacdo da neurotransmissdo. No nucleo
arqueado hipotalamico (ARC), eles sdo regulados pelo balanco energético positivo e negativo
e 0 aumento da expressdo da proteina acida glia-fibrilar (GFAP), plasticidade morfolégica
(aumento da ramificacdo e complexidade dos processos astrocitarios) e expressdo alterada do
astrocito (FUENTE-MARTIN et al., 2012; BUCKMAN et al., 2015; CHEN et al., 2016;
ZHANG et al., 2017, VERKHRATSKY; NEDERGAARD, 2018; MACDONALD et al,
2019).

Os niveis elevados de glicose circulante alteram a atividades de neurdnios e astrdcitos,
0 que consequentemente resultam em complicacGes neuroldgicas em pacientes com DM Os
efeitos da hiperglicemia no cérebro, podem incluir, a reducdo do fluxo sanguineo, alteracdes
no metabolismo, aumento no nivel de célcio, aumento mediado pela glicose no estresse
oxidativo e na inflamagdo. Em um estudo realizado com ratos adultos wistar diabéticos
(inducdo da diabetes em Unica dose 45/mg/Kg por estreptozotocina) foi demonstrado um
aumento da expressdo de GFAP (Immunoblotting) no hipocampo quando comparado ao grupo
de animais controle, ap6s 7 dias da aplicacdo da droga na inducdo da diabetes, e esse
aumento foi ainda maior ap6s 14 dias, corroborando com os resultados encontrados em nosso
estudo, em que podemos observar um aumento da expressdo de GFAP nos animais com
diabetes (LEBED et al., 2008; REAGAN, 2012; NAGAYACH; PATRO, 2014; SON et al.,
2015)

Outros estudos reforcam o aumento de GFAP em estruturas cerebrais como, no
hipocampo de animais diabéticos, em foi observado esse aumento tanto pela técnica de
imuno-histoquimica e quanto pela de Western Blotting promovendo varios danos cerebrais
(SARAVIA et al. 2002; BAYDAS et al., 2008). Por outro lado, outros trabalhos ja
apresentaram uma reducdo da expressao de GFAP no cdrtex e no hipocampo de roedores com
diabetes até a quarta e oitava semana apés a inducao da diabetes (COLEMAN et al. 2004) ou
nédo apresentaram alterac0es de GFAP quando comparado ao grupo controle (GUVEN et al.
2009).
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Apesar da literatura apresentar dados conflitantes em relacdo aos niveis de expressao
de GFAP, é importante ressaltar que diante dos resultados pode-se concluir que a diabetes
preexistente acentua os sintomas semelhantes ao TEPT e que parece ndo estar relacionado
diretamente com a astrogliose uma vez que associacdo diabetes versus TEPT nao acentuou
astrogliose. E como j& discutido anteriormente, pesquisas relacionadas a doengas
neuropsiquiatricas demonstram um aumento na expressdo de GFAP no hipocampo e cértex
pré-frontal, como os resultados encontrados neste trabalho, em que o grupos de animais com
diabetes e TETP apresentaram um aumento na da expressdo de GFAP, porém nédo foi mais
acentuado quando comparado ao grupo controle choque.

Portanto, de acordo com nossos achados, sugere-se que alteracdes na atividade das
células glias, induzidas pelas alteracbes metabdlicas e neuropsiquiatricas, causaram uma
reacao astrocitaria no cortex pré-frontal e no hipocampo, como visto pelo aumento da
expressdo GFAP, indicando a ocorréncia de astrogliose no grupo de animais com sindrome
metabdlica com transtorno do estresse pds-traumatico e também uma reacdo da microglia,
com aumento da expressao Iba-1 no grupo de animais sindrome metabdlica com transtorno do
estresse pos-traumatico, indicando a ocorréncia de microgliose. Porém, no grupo de animais
diabetes choque esse aumento deve estar relacionada com outras vias de mecanismos e por
isso mais estudos devem ser realizados para melhor compreensédo da via que envolve diabetes
e TEPT.
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8 CONCLUSAO

Em concluséo, a SM e Diabetes acentuou sintomas semelhantes ao TEPT, que podem
estar relacionados ao aumento da ativacdo glial e este estudo inédito ajuda a revelar fatores
que podem predispor ao desenvolvimento de TEPT, como distarbios metabdlicos, e que
possam contribuir para 0 aumento da incidéncia de individuos com TEPT. Além disso, o
trabalho sugere possiveis mecanismos, a serem explorados em estudos futuros relacionando
intervencdes terapéuticas que possam contribuir para a eficacia no tratamento dos disturbios

metabdlicos quando associado com o transtorno.
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