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Resumo

A diabetes mellitus aumenta o risco para desordens no sistema neceosial,
tais como a acidentes vasculares isquémicos, déméncdeclinio cognitivo. O
hipocampo que desempenha um papel fundamental rnossgos de aprendizagem e
memoria, apresenta maior susceptibilidade nestatopgas. O objectivo deste trabalho
foi caracterizar, pela primeira vez, o modelo anhideadiabetes mellitus tipo 2 (Zuker
Diabetic Fatty) em relacédo a expressdo proteicanaeadores estruturais e funcionais
no hipocampo. Neste estudo, foram usados ratos amadicker Diabetic Fatty
diabéticos (ZDF/Gmfal/fa) e controlo (ZDF/Gmi +/+), com 26 semanas de id&e
ratos diabéticos apresentaram hiperglicémia e ewadb indice de insulinoresisténcia
(HOMA-IR) quando comparados com o0s ratos contr@® gemanas). Para avaliar a
disfuncdo do hipocampo determinou-se a expressagprdieinas sugestivas de
neurotoxicidade (1-GFAP, proteina estrutural adtica; 2-Bax e Bcl-2, marcadores
apoptoticos; 3-RAGE, receptor dos produtos de gdicaavancada) e marcadores da
maquinaria exocitotica (sintaxina, SNAP-25 - pnoteide 25 kDa associada a
sinaptossoma) por Western Blotting. Por ultimo @stuse a via de sinalizacdo da
insulina (IRB — receptor de insulina, subunidggtelRS-1 — substracto do receptor de
insulina 1; IRS-1 p$? — substrato do receptor de insulina 1 fosforiladotirosina
612), utilizando a mesma metodologia. Os resultagloddos mostraram que néao
existem alteracfes na expressdo das proteinas tewho eso hipocampo dos ratos
diabéticos quando comparados com os ratos contidosequéncia da auséncia de
evidéncia de disfuncdo neuronal e considerandoogueores plasmaticos de insulina
sdo normais as 26 semanas foi avaliada a via dézsigdo de insulina no hipocampo
do modelo experimental em estudo. O facto de tami@existirem alteracdes na via
de sinalizacdo da insulina pode explicar a inen@tde neurotoxicidade neste modelo

animal.
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Abstract

Diabetes mellitus increases the risk for central nervous systemrdéss like
ischemic stroke, dementia and cognitive deficitslich pathologies, the hippocampus,
being an important player on learning and memorpc@sses, presents more
susceptibility. The purpose of this work was toreleterize, for the first time, the Zuker
Diabetic Fattyrats- a diabetes mellitus type 2 animal model - in terms of structural and
functional changes in hippocampus. To this endw26ks-old male Zucker Diabetic
Fatty rats (ZDF/Gmifa/fa) and control rats (ZDF/Gmi +/+) were used. Thebdig rats
showed hyperglycaemia and high levels of insulisistance (HOMA-IR), when
compared with controls. In order to verify the happmpus dysfunction, several
proteins expression was determined by Western iBiptincluding neurotoxicity
markers (1-GFAP, astrocytic structural protein; 28 Bcl-2, apoptotic proteins; 3-
RAGE, receptor for advanced glycation end produesy exocytotic machinery
markers (syntaxin and SNAP-25) by Western Blot.ulins signalization pathway
proteins (IB; IRS-1; IRS-1 pY*) were also scrutinized. The results showed no
changes in protein expression in the rat's hippgurasnwhen compared with controls.
As there was no evidence of neuronal dysfunctiaomj aonsidering that insulin
plasmatic levels are normal at 26 weeks, the inssifjnalization pathway was studied
in these animals. There were no abnormalities is pathway, which can explain the

lack of neurotoxicity in this specific animal model

Abstract
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1.1. Diabetes

A diabetes mellitus (DM) é um grupo de anomalias metabdlicas, caractea
por hiperglicemia, resultante de defeitos na séoregou accéo da insulina (Biessels et
al., 2002; Ristow, 2004). De acordo com a Orga@diaadundial de Saude (OMS), as
maiores subclasses da DM incluerdiabetes mellitus tipo 1 (DM1), definida por uma
deficiéncia dramatica da insulina em resultadoerdicdo autoimune das célufado
pancreas, e diabetes mellitus tipo 2 (DM2). A DM2 foi tradicionalmente vista cam
uma patologia unicamente relacionada com a resiat@ninsulina e alteracfes na sua
secrecdo. No entanto, esta visao esta a ser ragndarmlterada. Actualmente, a DM2 é
vista como uma combinac¢do de alteragBes metaboticasinclui uma pré-diabetes e a
sindrome metabdlica (Biessels et al., 2002; Mc€tlal., 2004; van der heide et al,
2006). Numa fase prévia, a ndo utilizacdo da inauielos 6rgéos alvo (resisténcia a
insulina), tais como o musculo, o figado e o tead@poso, para manutencédo de uma
normoglicemia, leva a um aumento da sua secrecéas pelulasp dos ilhéus
pancreaticos. Esta fase € denominada de pré-dsabeataracteriza-se pela anomalia da
glicemia em jejum e diminuicédo da tolerancia a gigc Ao longo dos anos, 0 excesso
da funcdo provoca uma faléncia das cél@las consequentemente, uma diminui¢cdo da
secrecdo da insulina que, por ter uma sensibilidhdenuida nos seus receptores,
resulta em hiperglicemia. Inicia-se, assim, uma DddPacterizada pela disfuncédo das
célulasp, pelo aumento da producéo de glucose hepéticeloeapmento da resisténcia

a insulina, inicialmente no musculo esquelético Qdit et al., 2004).

A insulino-resisténcia (ou resisténcia a insuli@a)ma condi¢do caracterizada por
defeitos na accdo da insulina em que niveis normeste péptido ndo conseguem
compensar o sinal para a absorgéo de glucose cidsgalvo (Ristow et al., 2004). O
resultado é uma hiperglicemia na tentativa de manotea normoglicemia. Esta
resisténcia condiciona um aumento da libertacdandaelina pelo pancreas, até a
capacidade de reserva ser excedida por consegsi@netabodlicas, deixando a secrecao

de insulina de ser adequada (van der heide ed@)2

Enquanto os niveis de glucose aumentam, a intaerén glucose e a DM2
evoluem. Desta forma, é possivel desenhar um espeanhtinuo de sensibilidade a
insulina, indo de uma resposta normal de insulihaaauma insulino-resisténcia severa

(Jellinger, 2007). Muitos mecanismos tém sido pstq® para justificar a resisténcia a

Introducdo
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insulina, tais como anomalias genéticas em praied®a cascata de sinalizacdo da
insulina (ex: Receptor da insulina, IR) e aumerts ddipdcitos viscerais (obesidade)
(Groeneveldet et al., 2002; Marrero e Stern, 2@¥épp et al., 2005).

A sindrome metabdlica descreve um grupo de afiesmagnetabdlicas que,
associada a factores de risco, tais como a resigtén insulina, o aumento dos
triglicerideos (TG), a diminuicdo do colesterol dipsproteinas de alta densidade (col-
HDL) e a pressao arterial elevada, predispdéem agdsecardiovasculares e diabetes.
Na presenca destes factores verifica-se um risoeeaiado de cerca de 1,5 a 3 vezes
maior para desenvolver doenca coronaria e de wo Bsa 5 vezes superior para a
diabetes (Eckel, 2007).

A obesidade e o sedentarismo sao factores dep@&eca progressdo da DM2. A
diabetes pode levar a complicacbes microvasculgresnopatia, nefropatia e
neuropatia) e macrovasculares (doenca da artérmaaa, doenca arterial periférica)
(Holman et al., 2008).

1.1.1. Prevaléncia

A prevaléncia de DM em todo mundo, para todos opag etarios, foi estimada
em cerca de 2,8% da populacdo mundial no ano 2000,um valor estimado de 4,4%
da populacdo mundial em 2030. Tal correspondecackr 171 milhdes de pessoas com
DM no ano 2000, prevendo-se que ascenda a cer8@6dmilhdes de pessoas em todo
0 mundo no ano 2030, de acordo com as previso@dis (Wild et al., 2004; Roglic et
al., 2005). Percentualmente, a prevaléncia de Dddp&rior nos homens. No entanto,
existem mais mulheres diabéticas, em todo o muAdmudanca demografica mais
importante para o aumento da prevaléncia de DMaglm mundo € o envelhecimento
populacional, traduzido no aumento da populagao mams de 65 anos de idade (Wild
et al.,, 2004). Apesar da prevaléncia de DM estaurmmentar na sua globalidade, a
prevaléncia de DM2 tem aumentado mais do que aal@esia de DM1, devido a
diminuicao de actividade fisica e ao aumento dwesisiide obesidade populacional nos
paises desenvolvidos e também nos paises em desem®rio que se vao tornando
progressivamente industrializados (Powers at 8082 De acordo com o Estudo da

Introducdo
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Prevaléncia da Diabetes em Portugal, 11,7% da pg@al portuguesa € diabética,

representando mais 5,2% do total em relagéo a 2006.
1.1.2. Diabetes e Sistema nervoso central

Com relevo para 0 nosso trabalho, a diabetes igmidentificada como factor
de risco para o declinio cognitivo, atrofia cerébrancefalopatia e doenca de
Alzheimer. Neste contexto, pensa-se que a hipergie desempenha um papel chave,
através de efeitos toxicos no tecido cerebral. &x@mplo, o excesso de glucose no
cérebro, pode condicionar a formacao de produtassfide glicacdo avancada (AGES)
(ver seccao 1.2.2) que, sendo ligandos do receluerAGEs (RAGE- receptor dos
produtos finais de glicacdo avancada) (ver sec¢AB8)1podem perpetuar a inflamacéo,
aumentar o stress oxidativo e mediar a diminuiggndecanismos de proteccao celular
(Bcl-2, proteina anti-apoptotica) (ver seccao 1R outro lado, alteracdes nas vias de
sinalizagdo da insulina podem afectar directamem&rebro, modulando a plasticidade
sinaptica (ver seccdes 1.5 e 1.6) (Biessels e Klap@®05; Pasquier et al., 2006; Toth
et al.,, 2007).No entanto, existem poucos estudos que esclarecaetagdo entre

diabetes e disfuncdo do SNC (sistema nervoso tentra

1.2. Mecanismos de neurotoxicidade da glucose

1.2.1. Via do poliol e Stress oxidativo

A hiperglicemia pode promover um fluxo excessiwwi do poliol (sorbitol)
(Figura 1), levando a um aumento de sorbitol eof@itnos neuronios. A acumulagéo de
sorbitol resulta num aumento da pressdo osmoétisaenidos. A primeira enzima da via
do poliol é a aldose reductase que tem menor afieid para a glucose
comparativamente com a hexocinase. Visto que arrpaite da glucose presente nos
neurénios € convertida a glucose-6-fosfato, pemiensntidades de sorbitol séo
detectadas. Na auséncia de insulina, os neurénioaudam elevadas quantidades de
glucose devido ao facto de a hexocinase estarasi@uassim, a via do poliol pode ser
favorecida. Esta via resulta num aumento do consamonicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato na forma reduzida (NADPH)mpoometendo o ciclo da

glutationa e condicionando a existéncia de stresgatvo (Obrosova et al., 2002;

Introducdo
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Vicent et al.,, 2005). Com efeito, a capacidade ulznea glutationa peroxidase em
metabolizar o peréxido de hidrogénio a 4gua é iddyaumentando assim a passagem
de peroxido de hidrogénio a radicais hidroxiloa€ggio de Fenton). De facto, existem
evidéncias, que implicam a via do poliol no stressdativo. Por exemplo, ratos
diabéticos tratados com o inibidor da aldolase ctzdhe exibiram normalizacéo da razao
glutationa reduzida (GSH) / glutationa oxidada (G$8ndicador do estado redox da
célula) (Tomlinson e Gardiner, 2008).

Glycolysis Polyol pathway
Aldose
reductase
Glucose f \* Sorbitol f \ Fructose
NADPH NADP* NAD* MNADH
Glucose-6-P GSSG ;Z. GSH —— G556
Glutathione Glutathione
reductase peroxidase
_» H,0;, — HO
Superoxide l
/ \\ o dismutase
= % “OH + OH-+ Fe**
(e
l\;/l
Fructose-6-P
Advanced glycation end-product pathway
Glyceraldehyde-3-P Methylglyoxal =" AGEs

Figura 1 — Vias metabdlicas favorecidas pela hiperglicemidaf@ado de Tomlinson e
Gardiner, 2008).

1.2.2. Produtos finais de glicacdo avancada

Os AGEs, constituem uma grande variedade de sulstargue resultam da
adicdo de glucose ou de outros sacarideos a pastdipidos e nucledtidos (Lee e
Cerami, 1989JIrich et al., 2000; Vincent et al., 2007). Os AGE® expressos em todo

o sistema nervoso (Toth et al., 2006).

A hipotese de Maillard para a formacdo de AGEs iugae a modificacdo de

proteinas por agucares redutores (glicacao deipasdena diabetes altera a estrutura e

Introducdo
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funcdo das proteinas nos tecidos, levando a possrcomplicacfes nesta patologia
(Monnier, 1990; Meerwaldt et al., 2008). Segundallista, a glucose forma produtos
precoces de glicosilacao reversiveis, com grupdaaneactivos em circulacao (bases
de Schiff), que subsequentemente, se rearranjaanfgamar produtos mais estaveis —
produtos de Amadori [ex.: hemoglobina glicosiladaAlc)] (Baynes e Thorpe, 2000).
O equilibrio entre os niveis de bases de Schif @rddutos Amadori, é alcancado em
horas ou semanas, respectivamente. Posteriorm@steprodutos de Amadori,
continuam a sofrer uma série de rearranjos quiniges e complexos para formarem
0os AGEs. Uma vez formados, os AGEs sao estavarsualmente irreversiveis (Fig.2)
(Aronson e Rayfield, 2002; Meerwaldt et al., 2008pesar de constituirem um largo
namero de estruturas quimicas, os AGEs predominanteivo sdo as proteinas de
carboximetillisina — CML (Aronson e Rayfield, 2002)

Contudo, os AGEs nao sado somente produzidos pélauéscdo directa da
glicacdo num contexto de hiperglicemia. Outro meraa para a formacéao de AGES, é
a inibicdo da (gliceraldeido-3-fosfato desidrogena@APDH), que oxida o
gliceraldeido-3-fosfato a 1,3-bifosfoglicerato).ifbicdo da GAPDH pode levar a um
aumento dos niveis de gliceraldeido-3-fosfato, esequentemente a formacdo de
metilglioxal. O metilglioxal (forma de AGES) encoatse aumentado na diabetes, pela
inibicdo da enzima GAPDH. (figura 1) (Nishikawaadt 2000; Creager et al., 2005).
Em ratos diabéticos induzidos com estreptozoto(8¥%Z), a actividade da GAPDH

encontra-se reduzida no hipocampo (Toth et al.7R00

Hours » Days » Weeks-Months

NH—RI NH—R1
|

||| “NH,—R1 (|_,"I cn,
=0 H—C—H =0 =0
| +|[NH,—R2 |

i

CH,OH CH,OH CH,OH

\
|
C
| |
— —
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Figura 2 —Formacéao de produtos finais de glicacdo avangathgp{ado de Arason et al., 2002).
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1.2.3. Receptor dos produtos finais de glicacao avgada

O RAGE (Receptor dos produtos finais de glicacdaneada) pertence a
superfamilia das imunoglobulinas, € um receptortitigainte, ou seja, liga-se a uma
grande variedade de moléculas, sobretudo a liganuesao passiveis de agregacao e
modificacdes pos-traducion@xidacao, glicosilacdo etc.). Este receptor € amphte
expresso no sistema nervoso central e periférice. AGES, polipeptideos
S100/calgranulinas e o péptigeamildide (A3), sdo alguns exemplos de ligandos para o
RAGE (Schmidt et al., 2001). A acumulacdo de AGB&lao aumento de RAGE no
cérebro e noutros tecidos (Li e Schmidt, 1997; Heri al., 1995; Wautier e
Guillausseau, 2001; Lu et al., 2001).

Cada uma das isoformas do receptor RAGE possuiragi@o extracelular, que
contém um dominio V (variavel) e dois dominios @Gngtantes) e uma pequena cauda
citopalasmatica com 43 aminodcidos, sendo estesss@tos para a sinalizagcédo
intracelular (Wautier e Guillausseau, 2001; DinKeller, 2005; Schmidt e Stern,
2000). Acredita-se que o dominio tipo V seja o @pal sitio para a ligacao do ligando,
embora provavelmente os dominios do tipo C desehgmerum papel fundamental na

estabilizacdo do dominio V (Ding e Keller, 2005).

Existem trés principais isoformas de RAGE, restétsude splicing alternativo; a
forma RAGE full-length, RAGE dominant negative (DNRAGE) e RAGE solavel
(sRAGE). Pensa-se que estas trés isoformas tenmaesma afinidade de ligacédo para
os ligandos de RAGE (Figura 3). Muitos estudos &gpuna forma RAGHull-length,
como mediador fisiolégico, estando também envohedo processos patologicos, tais
como, quimiotaxia, angiogénese, inflamacdo, cremgim das neurites, apoptose e
proliferacdo (Thornall, 1998;Schmidt et al., 208@hmidt et al., 2001). O RAGHII-
length contém uma Unica regido transmembranar, seguidandgequeno dominio
intracelular, que € necessario para a sinalizagd®AIGE, incluindo a activacdo do
factor nuclear kappa-B (NkB), proteina cinase activada por mitogénos (MAPK) e
cinase c-Jun N-terminal (JNK) ( Lue et al., 200Pgnsa-se que o dominio intracelular
do receptor RAGHull-length, serve como um suporfera o inicio da transducat®
sinal (Ishihara et al., 2003). Uma série de ligande RAGE, bem como a activacao do
RAGE por si préprio, pode induzir stress oxidat{ohamed et al., 1999; Morcos et
al., 2002).
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Uma vez que o sRAGE (que n&do possui o dominiostnambranar) e o
DNRAGE (que ndo possui dominio intracelular), sdpazes de suprimir a sinalizacéo
do RAGEfull-length, € provavel que uma das suas principais funcdesssejagem de
inibidores da activacdo do RAGHII-length (Schmidt et al., 2000; Ding e Keller,
2005).

. V-type domain

C-type domain
sRAGE RAGE owRAGE
|
|
|. | Extracellular
B Ll |
!_ Intracellular

Figura 3 —Isoformas do receptor RAGE (adaptado de Ding.e2805).

O aumento da expressado de RAGE, tem sido assocmsnaliversas patologias,
incluindo a doenca de Alzheimer, nefropatia diaaég reaccdes inflamatérias imunes
das paredes dos vasos (Lue et al., 2009; Adami.,e2@4; Bianchi et al., 2007).

Os nervos de pacientes diabéticos apresentamividade imunolbgica
aumentada para a CML e RAGE, consistente com adspdla via AGE-RAGE-NkB
(Figura 4), estar supra-regulada nos nervos peafedos diabéticos. Isto confirma que
a via AGE-RAGE tem um papel importante em mecanssmoe conduzem a
neuropatia, especialmente deficits sensoriais, éniagprovavel que seja o Unico factor
responsavel pela lesdo neuroldgica progressivaiatzetés (Goh et al., 2008). No
entanto, foi associada o aumento da expresséao GERW substancia branca do SNC a
DM (Toth et al, 2006).
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Figura 4 —Interaccdo AGE-RAGE (adaptado de Calcutt et aD920

1.3. Apoptose

A morte celular programada (apoptose) tem um phapwlamental no normal
desenvolvimento, na homeostase dos tecidos, enmacé® de células danificadas. A
perturbacdo do processo apoptotico normal podeusa das consequéncias da
neurotoxicidade da glucose. A apoptose é comum izbetts e desordens
neurodegerativas que afectam o SNC (Li et al., RO@®m efeito, em estudos
realizados em modelos animais demonstrou-se quenerdo da apoptose no SNC tem
relacéo directa com a diabetes, quer insulino-digrge, quer insulino-resistente (Rizk
et al, 2006).

Os elementos-chave que contribuem para a apopfoserganizados em duas
principais familias de proteinas, incluindo as ews caspases e a familia Bcl-2 (B-cell
lymphoma 2). As caspases sdo um dos principaisuexes do processo apoptético,
sendo a caspase 3 0 membro mais importante destkafalesempenhando um papel

efectivo na apoptose em neurdnios do SNC (Anarlatl., 2008).
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A familia de proteinas Bcl-2, reguladora critida apoptose, modula a
homeostase mitocondrial, a libertacdo do citocrearesuprime o dano oxidativo. Estas
proteinas possuem pelo menos 1 de 4 dominios hgo®IBcl-2 (BH) conservados
(BH1, BH2, BH3 e BH4) (Delft e Huang, 2006). Existaluas classes de proteinas

reguladoras na familia Bcl-2 com efeitos opostoapaptose:

- Membros anti-apoptético8cl-2 e Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra large), que
geralmente possuem todos os 4 dominios BH e umniormansmembranar (Petros et
al., 2004). A sobre-expresséao destas proteinas miégpoptose neuronal e ndo neuronal
pelo blogqueio da libertacdo do citocromo ¢ (Anatkeb al., 2008).E sugerido que a
Bcl-2 possui um papel na sobrevivéncia neuronal-npiédtica, visto que ratos
trangénicos que sobre-expressaram Bcl-2 tinhamamrero de neurdnios mais elevado

que o normal em muitas regides do cérebro (Mictisedit al., 1996).

- Membros pré-apoptéticosdo subdivididos em membros sé BH3 (Bgl-2

associated death promoter — BAD e BH3 interacting domain death agonist — BID), que
contém apenas dominios BH3, e membros de multgdosinios Bcl-2-associated X
protein — Bax e Bcl-2 homologous killer — BAK), que normalmente carecem de
dominios BH4 (Delft e Huang, 2006).

Aquando dum sinal apoptético (ex. stress oxidytimdBAK e Bax deslocam-se
para a mitocondria, formando poros pelos quaigarmimo c é libertado (Wei et al.,
2001). A Bcl-2 e Bcl-xL podem formar heterodimecosn a BAK e a Bax, prevenindo
a sua deslocacéao para a mitocondria, e a apoptosenal. O balango entre as proteinas
Bcl-2 anti e pré apoptéticas, pode determinar sa gélula vive ou morre (Green e
Reed et al., 1998; Anarkooli et al., 2008).

Um aumento na expressao da Bax e diminui¢cdo d& Hol-descrito em ratos e
humanos, no cortex cerebral expostofigWang et al., 2001).
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1.4. Células da glia

As células da glia, descritas em 1885 como célndas neuronais do sistema
nervoso (Virchow et al., 1885), foram consideragas muito tempo como tendo
unicamente funcdes de suporte estrutural. Contugje,é amplamente aceite que estas

células desempenham também um papel chave nadigialo SNC (Eng et al., 2000).

No SNC existem dois tipos principais de glia, putte ser distinguidos pelo
tamanho e origem embrionica: macroglia e microghanacroglia, € constituida por
células originarias da placa neural, inclui oséastios e oligodendrécitos que sao 0s
tipos de células gliais maiores. A microglia é costp por células de origem
mesodérmica, diferindo assim de outros tipos delaldo sistema nervoso que sao
ectodérmicas (Chan et al., 2007; Vallejo et al1,®0

As células microgliais, ao contrario dos astroceosligodendroglia, ndo estao
directamente envolvidas na regulacdo da neurotige8m e conduc¢ao do impulso.
Estas células possuem marcadores de células daydimhde mondcitos/macrofagos e
produzem citocinas reguladoras do processo inflameatAs células da microglia,
exibem também receptores para neuropéptidos, mensotissores e transmissores
libertados pelos astrécitos (Noda et al., 2000nBiarck , 2006; Miguel-Hidalgo, 2009).

Os oligodendrécitos sdo responsaveis pela formaganutencdo da bainha de mielina
que isola os axénios no sistema nervoso centrar(@hal., 2007).

1.4.1. Astrécitos

Os astrécitos sao o tipo de células da glia maisddnte no sistema nervoso
central, desempenham um papel chave no controltedeotransmissdo, conducéao do
impulso, desenvolvimento e formacdo de conexdegpsoas. Fornecem ainda suporte
energético para a actividade neuronal (Perea eul&rag002; Miguel-Hidal, 2009;
Milligan e Watkins, 2009). Adicionalmente os asitds expressam receptores de
neurotransmissores incluindo receptores do glu@nmatrinérgicos e da substancia P
(Milligan e Watkins, 2009). Visto que o glutamatodon passa a barreira
hematoencefélica, a transmisséo excitatoria depengenente do glutamato produzido
pelos astrocitos (Takano et al., 2009). Similiarteea formacdo de multiplos lipidos

requeridos na sinapse, incluindo o colesterol ps@duzidos pelos astrocitos (Pfrieger e
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Barres, 1997; Takano et al., 2009). Os astrécitmssyeem um papel fundamental na
defesa antioxidante no cérebro, fornecendo aosénesr substratos com funcdes
antioxidantes (ex. glutationa). Em circunstanciasldgicas, a producdo de espécies
reactivas de oxigénio pode ultrapassar a capacidasi@lefesas antioxidantes levando

ao stress oxidativo na célula e dano celular (PekNitsson, 2005).

1.4.2. Proteina Acida Fibrilar Glial

A Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP) é uma proi@i de filamento
intermediario tipo Ill, sendo a principal constitté de flamentos gliais nos astrocitos
(Sarthy, 2007). Adicionalmente a GFAP ¢ considerada marcador molecular
especifico e fiavel de células maduras da linhagstroglial (Lazzari e Franceschin,
2001).

Insultos quimicos ou mecanicos para o ceérebro podaosar alteracdes
morfofuncionais permanentes no SNC, despoletandeaatividade dos astrocitos
(Kunkler e Kraig, 1997). Um dos principais indiceel® da reactividade da glia € o
aumento da sintese de GFAP (Baydas et al., 200&taBaet al., 2005). Contudo, ainda
nao esta perfeitamente esclarecido o papel do§caes reactivos na progressao das
patologias do SNC. Para além do aumento da exprefsdFAP, a sua diminuicao
pode também cursar com disfuncdo cerebral (Coleetaal., 2004). No estudo de
Coleman et al., 2004, verificaram que em ratos diabs (induzidos com STZ),

injectados com insulina, normalizavam os valoreGHAP.

E ainda de realcar que foi demonstrado que a imsinfluenciou a morfologia e
a funcao de astrécitos de rato em cultura bem caexpressdo de GFAP (Coleman et
al., 2004).
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1.5. Proteina de 25 kDa associada a sinaptossom@ietaxina

A perda de sinapses correlaciona-se fortemente @asiminuicdo cognitiva
(DeKosky e Scheff, 1990).

As moléculas pré-sinapticas sinaptobrevina [umatefma de membrana
associada a vesiculas (VAMP)], sintaxina (associadaembrana plasmatica) e a
SNAP-25 (proteina de 25 kDa associada a sinapt@s@rhomson, 2000; Atwood e
Karunanithi, 2002), também conhecidas como SNARdehulfle N-ethylmaleimide
sensitive factor attachment protein receptors), sdo mediadores essenciais da fusdo de

vesiculas e da exocitose (Soéllner et al., 1993 éaBcheller, 2006).

A sinaptofisina, que € uma vesicula sinaptica@ada a proteinas de membrana
integrais, regula a montagem do complexo SNAREa pigiacdo a sinaptobrevina
evitando assim a sua ligagdo a sintaxina e SNAP-Raz et al., 2001; Gao et al.,
2006).

Em suma, a SNAP-25 e a sintaxina tém um papel foedtal na
neuroexocitose, fazendo a ponte entre as vesisinapticas e a membrana plasmatica

durante a exocitose regulada (Johansson et aB; Zi0vanni et al., 2010).

1.6. Insulina e SNC

A insulina presente no cérebro deriva principalreeta sua sintese nas céliflas
pancreaticas (Schlingkamp et al., 2000). Contugisteam estudos que demonstram que
a insulina pode ser sintetizada no cérebro, umaquez esta hormona se encontra

presente em elevadas concentracdes no cortex ehipo (Hoyer, 2003).

A disfuncéo da sinalizacéo pela insulina tem sigkpeiada a inUmeras doencas
neurodegenarativas e a défices de aprendizagem redmae Adicionalmente a
diminuicdo de insulina no SNC tem sido considenattafactor crucial para alteragdes
funcionais no cérebro, uma vez que a insulina tengdes neurotréficas (Sima et al,
2004; Sugimoto et al., 2000).
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1.6.1. Receptores de Insulina e Ligandos

A insulina exerce os seus efeitos por ligacao epteces especificos nas células
(Huang et al., 2010). O receptor de insulina (IRxpresso em quase todos os tecidos
dos mamiferos, com uma maior concentracdo nosoteat/os de acgdo da insulina
(musculo, tecido adiposo e figado) (Ding et alQ2)0 Os receptores de insulina estao
amplamente expressos por todo o cérebro, com ndaisidade no coértex cerebral,
hipotdlamo e hipocampo, onde exercerem uma sériefudedes (regulacdo do
metabolismo da glucose, consumo de alimentos, dizggem e memdria) (Huang et
al., 2010),

O IR & um tetrdmera2/B2. As subunidades sdo extracelulares e contém sitios
de ligacdo para a insulina. As subunida@lesio proteinas transmembranares contendo

dominios cinase de tirosina (Ding et al., 2002).

o Insulin
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Figura 5 —Monomero do receptor de Insulina (adaptado de El@line, 2010).

A ligacéo da insulina, activa uma rdpida autofdkfo@io dos receptores, seguida
da fosforilagcdo da tirosina da familia de proteit@s substratos do receptor da insulina
(IRS) (Ding et al., 2002). O IRS fosforilado liga-a varias moléculas efectoras como a
subunidade reguladora p85 da fosfatidilinositoirtase (PI3K), activando a PI3K, que
por sua vez activa a proteina cinase C, e umaeipasgeica serina/treonina, a Akt/
proteina cinase B (Huang et al., 2010).

A activacdo da PI3K é um dos primeiros passos aaeisinalizacdo da insulina
e desempenha um papel importante em muitas respostmladas pela insulina,
incluindo a estimulacdo de captacdo de glucosdessinde glicogénio, sintese de
proteinas e expresséo de genes (Ding et al., Z00a;e Cline, 2010).

Introducdo

14



Caracterizagdo de parametros neurotoéxicos e sinalizagdo da insulina em hipocampo de um modelo
animal de diabetes tipo 2

Outra grande via de sinalizacdo do receptor dalim@swesta associada a
activacao da Ras/Raf, que activa a cascata das MKRIKn e Suzuki, 2010) (Figura 5).

Todas as 4 proteinas IRS (1-4) foram identificadascérebro, embora as
principais formas parecam ser IRS-1 e IRS-2, tel@@acontece na maioria dos tecidos
sensiveis a insulina (Kahn e Suzuki, 2010; Huangl.et2010). Um estudo recente
sugere que a fosforilacdo dos residuos de serind8é¢%*2em IRS-1, leva a uma
diminuicdo da fosforilacdo dos residuos de tirgsmaom isso aumenta o risco de
aparecimento da DM2 (Tanti et al, 2004).

Mek
&

MAP kinase

Figura 6 —Sinalizacao do receptor de insulina (adaptado de €&line, 2010).

1.7. Modelos Animais naDiabetes Méllitus Tipo 2

Os modelos animais de DM2 tendem a ser tdo complexeterogéneos como a
condicdo humana. Em alguns animais a insulinotéegiga € predominante, enquanto
noutros a falha das célulgs proeminente. Uma vez que a obesidade e postenbe
a insulino-resisténcia estdo envolvidas na DM2 emmdnos, os modelos animais de
obesidade podem fornecer uma visdo mais aprofundadaondicdo humana (Rees e
Alcolado, 2005).

O modelo animalGoto-Kakizaki rat (GK), € predominantemente usado como
modelo de DM2 nao obeso. Este apresenta variastegsticas da DM2, tais como
moderada hiperglicemia, insuficiéncia da secreg@msulina em resposta a glucose, e
insulino resisténcia periférica (Gauguier et #998; Rees e Alcolado, 2005).
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O modelo animaKuo Kondo (KK) adulto, comeca a ser obeso e resistente a
insulina, com hiperinsulinemia, as célulfis dos ilhéus sofrem hiperplasia, e
eventualmente apresentam hiperglicemia (Rees e laflop 2005). Os modelos
experimentais mais usados na DM2 séo o rato OLEXsuka Long Evans Tokushima
Fatty) e GK. Ambos possuem linhagens de poliariperimsulinemia, hiperglicemia

persistente, hipertrigliceridemia e obesidade maxdke(Biessels et al., 2005).
1.7.1. Ratos Zucker Diabetic Fatty

Os ratos machos obesos Zucker Diabetic Fatty (ZfaFa; ZDF/ Drt-fa;
ZDF/Gmifalfa) (figura 7) apresentam uma mutacdo no dganeu seja, no receptor de
leptina, associado a obesidade e, consequenteraante resisténcia a insulina. Assim,
a leptina tem a sua accao diminuida, apresentanttveg sanguineos elevados. A
leptina é considerada uma citocina pro-inflamatérimibe o apetite e adiposidade e
aumenta o gasto de energia (Holm et al., 2004; Neajoerg, 2007). Os ratos machos
homozigoticos recessivosfalffa) desenvolvem obesidade, resisténcia a insulina,
dislipidemia, seguida de falha pancreatica, conemesvimento visivel de diabetes
entre as 8 e as 10 semanas (Brussee et al., 2068¢lRet al., 2008). Os animais ZDF
(fa/+) ou ZDF (+/+) sdo magros, permanecem norrmaeglicos e nao sofrem alteracbes
ao longo do tempo, servindo como um grupo de clinemn estudos experimentais
(Brussee et al., 2008; Hwang et al., 2008).

Os ratos obesos ZDF exibem deficiéncias electodfigicas no hipocampo, um
centro critico para a aprendizagem e memoria, osygere que este modelo pode
revelar-se Util para compreender as origens docalébgnitivo em humanos com

anomalias semelhantes (Winocur et al., 2005).

Figura 7 — Rato ZDF (Gmi fa/fa). O fenétipo destes ratos énildd por cabeca preta, olhos
pretos e uma risca preta ao longo do seu comprim@&ntio o resto do seu pélo € branco.
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2.1. Objectivo Geral

Avaliar, pela primeira vez, a existéncia de dighm no hipocampo de um

modelo animal de diabetes tipo 2 obeso (Zuker Diabatty).
2.2. Objectivos especificos

1. Caracterizacdo do modelo diabético pela detergaim do peso corporal dos animais,
caracterizagdo do perfil glicémico (glucose e hdotmga glicosilida - HbAlc) e
avaliacdo da insulinemia e do indice de avaliagéimsllino-resisténcia (HOMA-IR).

2. Avaliacdo da disfuncdo no hipocampo dos rat@bélicos [ZDF (fa/fa)] pela
determinacdo da expressdo proteica do marcadarcéstm (GFAP), de marcadores
apoptaticos (Bax e Bcl-2), do receptor de prodtitzais de glicacdo avancada (RAGE)
e de marcadores das vesiculas exocitéticas (SNAR-Zbntaxina), por Western

Blotting.

3. Estudo da expresséo de proteinas envolvidaastata de sinaliza¢do da insulina(IfRRS-
1 e IRS-1 fosforilado na tirosina 612) para seledecer uma relacdo entre a insulina e a

disfuncéo no hipocampo do modelo experimentalzatilo.
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3.1. Animais

Neste estudo, foram usados ratos machacker Diabetic Fatty diabéticos
(ZDF/Gmi fa/fa) e controlo (ZDF/Gmi +/+) (Laboratérios Charles+&i, Barcelona,
Espanha). A chegada ao Instituto de Farmacologier@péutica Experimental da
Faculdade de Medicina da Universidade de Coimlsranamais tinham seis semanas de
vida e um peso médio de 165,9 + 2,5 para os ZDfa|fa 137,3 £ 2,0 para 0s animais
ZDF (+/+).

Durante duas semanas os animais foram mantidopeeindo de quarentena
com condi¢des ambientais controladas [ciclo de(lizh diurno/nocturno), com uma
temperatura ambiente de 23+1°C e 60% de humidame]acesso a agua e comida, de

forma a promover uma adaptacéo as condi¢cdes dmukstao e tratadores.

Os animais foram alimentados com uma dieta “stafidde manutencéo de
animais de laboratério (AO4 Panlab, Barcelona, Bls@g com a seguinte composicao
centesimal: 16,1% de proteina bruta; 3,1% de I§id)9% de fibras e 5,1% de

minerais.

Através de dados anteriores e do consumo alimemewmendado pelos
laboratorios fornecedores dos animais, concluigegeum aporte diario de 10g/100g de
peso corporal seria o suficiente para garantirexessidades alimentares diarias, sem

restricéo.
3.2. Grupos de estudo
- Grupo controlo ZDF (+/+) (n=5);
- Grupo diabético ZDF(fa/fa) ( n=4).

Ambos os grupos permanecem desde as 6 semanaadéeait as 26 semanas

de idade, periodo no qual se procedeu a recollhgpdcampo por decapitagao.
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3.3. Determinacao do peso corporal

Os animais foram pesados semanalmente, desdecheg@da e durante todo o
periodo experimental, numa balanca analitica (KEFBN6 K1, Alemanha). Aquando
do sacrificio, os animais foram pesados no diasarde modo a que 0 jejum néao

interferisse com o peso corporal.
3.4. Avaliacdo da variacdo dos niveis de glicemia

Foram avaliadas as oscila¢cdes de glucose nos dgsgyde ratos, ao longo do
estudo. A glicemia foi medida através de uma getaahgue da veia caudal do rato e
determinada com a ajuda do sistema One Touch (lifeeScan, Jonhson and Jonhson,
Portugal). Para os animais dos diferentes grupgbcemia era medida em jejum de 12

horas e posteriormente era feita uma média degraga.
3.5. Sacrificio dos animais, colheita de sangue egido cerebral

Os animais foram sacrificados as 26 semanas de.i®@ada permitir a obtencao
de sangue, os ratos foram anestesiados com 2 né/kgna solucdo 2:1 (v:v) de 50
mg/ml de cloridrato de cetamina (Ketalar ®) em gtomazina a 2,5% (Largactil®). O
sangue foi recolhido da veia jugular, bastantesglsapds pequena incisao, em seringas
de 5ml com agulhas passadas em heparina (B Bralsuien AG, Alemanha).

Apos colheita, o sangue foi distribuido por diféesntubos, consoante as
determinacdes analiticas pretendidas. Para a @mtetecsoro, foi utilizado um tubo sem
anticoagulante (BD Vacutainer ®; S8IT Advance) e para a obtencdo de plasma um

tubo com Heparina-Litio (Sarstedt, Monovette ®).

Os animais foram sacrificados por decapitacdoeudigpocampo removido. As

amostras foram armazenadas a -80C°.
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3.6. Avaliacéo dos parametros bioquimicos

Os parametros bioquimicos foram avaliados recdoem diferentes tipos de
amostras recolhidas de sangue total, plasma e Bara.a determinagdo da glicemia,
usou-se o soro utilizando-se um analisador autemdgfRRoche Hitachi 717 analyser,
Diamond Diagnostics Inc., Holliston, MA, EUA). Pasadeterminacdo da insulina,
recorreu-se a uma amostra de plasma, pelo ensamut®absorcéo ligado a enzimas
(ELISA). A hemoglobina glicosilada, foi determinadapartir de sangue total He-Li

(Imunoaglutinacdo Analisador DCA 2000+).
3.6.1.Glucose

O doseamento da glucose foi efectuado recorrendos® Kit comercial de
glucose oxidase (Sigma, St. Louis, Mo, USA), quéagseia num teste colorimétrico
enzimatico. O principio da reaccdo consiste naapédd da glucose a gluconolactona,
pela enzima glucose-oxidase na presenca de oxigésia reaccao resulta também na
formacdo de peroxido de hidrogénio, que na preselacperoxidase, origina a 4-
aminofenazona e fenol em 4-(p-benzoquinonamonoiieazona. Por analise
fotométrica, é quantificada a intensidade cromatwaorante vermelho formado, este &

directamente proporcional & concentracao de glucose
3.6.2.Insulina

A insulina foi doseada por ELISA (Mercodia, Upps&aécia), baseando-se na
técnica de Sandwich directa, com dois anticorpéerehites. Durante a incubacao, a
insulina da amostra reage com 0s anticorpos asuiiima, que se encontram associados
ao poco. Depois de uma lavagem e posterior limgeganticorpos, o Ultimo anticorpo,
com uma enzima conjugada liga-se a insulina. EstBra detecta-se por reacgdo com o
3,3°,5,5 -tetrametilbenzidina (TMB). O ponto finda reaccdo obtém-se por acido

sulfurico 1M, originando um composto corado, quarado espectrofotometricamente.
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3.6.3. HOMA-IR

Para a determinacdo do grau de insulino-resistémus ratos ZDF (fa/fa) e no
seu controlo ZDF (+/+) calculou-se o0 HOMA-IR, wdndo-se os valores de insulina
obtidos no momento do sacrificio e de glucose obtidla semana do sacrificio, apos
12h de jejum. O HOMA-IR, ou indice de avaliacaardaulino-resisténcia, foi calculado
pela:

Insulina(zU / ml) x Glucose(mmol / L
HOMA,. = (u )225 se( )

3.6.4. Hemoglobina glicosilada

A hemoglobina glicosilada (HbAlc) é formada pel@agdo ndo enzimatica do
terminal N da cadeifp da hemoglobina A. O nivel de HbAlc é proporciamhivel de
glucose plasmética durante um periodo de dois mése®itavel caracterizar esta como

um indicador da concentracdo média diaria de glunossangue nos ultimos meses.

Por diferencas existentes no doseamento da frakb@aoa hemoglobina de rato
quando comparada com a de humano, tornou-se ngoess#ilizacdo de um método
de imunoaglutinacdo, caracterizado pela utilizagio um anticorpo monoclonal

especifico da HbAlc de rato.

A hemoglobina glicosilada (HbA1c) foi doseada emgse total, utilizando o
analisador DCA 2000+ (Bayer, Diagnostic, Alemankapercentagem de HbAlc na

amostra é calculada pela seguinte equacéao:

[HBAle]
[Hemoglobina total]

YWHbAlc 100

A hemoglobina total é quantificada por oxidacdond@sma, através de um
ferricianeto de potassio e resultando numa metapledina. Esta forma complexos

com o tiocianato, dando origem a uma espécie cocatauma absorvancia a 531nm.
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Para a quantificacdo da HbAlc foi utilizada umanige de inibicdo da
aglutinacdo em latex. Esta tem por base uma sulstaglutinadora (um polimero
sintético que contém multiplas cépias da por¢cdmoneactiva da HbAlc) que provoca
a aglutinacéo do latex revestido com o anticorpmauntmnal especifico da HbAlc do
rato. Esta reaccao de aglutinacéo origina uma noiépersao da luz, a qual € medida
como um aumento da capacidade de absorcdo a 5FrHibAlc nas amostras de
sangue total compete pelo numero limitado de lodaigacédo de anticorpos em latex,
provocando uma inibicdo da aglutinacdo e uma melspersdo da luz. A menor
dispersdo € medida como uma reducdo da capacidaddsbrvancia a 531nm. A
concentracdo de HbAlc é, entdo, quantificada atiip uma curva de calibragdo da
capacidade de absorcéersus concentracdo de HbAlc. A % de HbAlc foi calculada

pela férmula referida acima.
3.7. Preparacéo de extractos totais (lisados protais totais de hipocampo)

Apos o isolamento da regido cerebral pretendidpoffampo), o tecido foi
homogeneizado em tampéao de lise (Tris- HCI 50 mM7R+ 0,5% Triton X-100; 4°C),
complementado com um cocktail de inibidores degasets e fosfatases [fluoreto de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1mM, ditiotreitol (DTT)ImM, lug/ml quimostatina, 1
ug/ml leupeptina, ig/ml antipaina; ;ug/ml de pepstatina A; fluoreto de sédio 50mM e
ortovanadato 1mM]. O cocktail de inibidores de pases/fosfatases, foi adicionado ao
Tris-HCL-Triton X-100 imediatamente antes de u$artecido foi homogeneizado por
sonicacdo (média de 3 pulsos). Seguidamente, adolsforam centrifugados a 13000
rom, durante 15 minutos, a 4°C. O sobrenadantera(@rt total) foi recolhido e
conservado a -80°C. A concentracdo de proteindet@rminada usando o método de
acido bicinconinico (BCAJSmith et al., 1985).

3.8. Electroforese em gel de poliacrilamida e Imurteteccao

As proteinas foram desnaturadas por fervura a @kf@nte 5 minutos, em
solucéao desnaturante 6x (Tris-HCI 0,5M, pH 6,8; SB&decil sulfatade s6dio) 10%
(m/v); glicerol 30 % (v/v), DTT 0,6M, azul de brofenol 0,01 % (m/v), e separadas
por electroforese em géis de poliacrilamida em igdie$ desnaturantes, na presenca de
lauril sulfato de sédio (SDS), de acordo com prouedto descrito por Laemmli
(Laemmli, 1970). Os géis de separacédo foram prdpareom 12 %, 8 % ou 7% de Bis-
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acrilamida, conforme o peso molecular das protettesnteresse. Na electroforese

usou-se um tampao com Tris base 125 mM, glicinaiBIiQ e SDS 0,50 % (m/v).

Seguidamente as proteinas foram transferidas dodgepolicrilamida para
membranas de difluoreto de polivinildieno (PVDFgwamente activadas em metanol,
por electrotransferéncia. A tranferéncia ocorrevadie 90min a 110v, em gelo. A
composicao do tampédo usado na electrotransferéngiaeguinte: CAPS 10mM, 2,5%
(m/v) de SDS e metanol 20 % (v/v). Depois da trarésfcia, as membranas foram
bloqueadas com 5% (m/v) de leite magro ou 5% denaillla bovina (BSA), em 0,5%
(v/v) de Tween 20 preparado em solucédo tampaotwsfBBS (NaCl 136,8mM, KCI
2,6mM, NapHPOy.2H,0 12,7mM, KHPO, 1,8mM pH 7,4) durante 1h, sob agitacdo a
temperatura ambiente. Em seguida, as membranas fatabadas com os anticorpos
primarios (Tabela 1) diluidos numa solucdo de PB®&eh com 0,5 % (m/v) de leite
magro ou em 0,5% (m/v) de BSA durante a noite a. /R@ds incubacdo com o
anticorpo primario as membranas foram lavadasntei26 minutos (5 vezes durante 5
minutos) com solucdo PBS/Tween sob agitacdo e auagh & temperatura ambiente
durante 1 h, com anticorpo secundario marcado osfiathse alcalina (1:10000, Santa
Cruz Biotechnology ou 1:20000, Amersham,GE Heattht#e Science, USA), diluido
em 0,5 % (m/v) de leite magro em PBS-Tween (5%pwu0,5% (m/v) de BSA em
PBS-Tween (5%). Depois de uma nova série de lagagem 0,5% de PBS-Tween,
durante 30min, as membranas foram reveladas coneagemnte ECF Enhanced
Chemifluorescence) num detector Tyfoon. Para a quantificacdo dasi@mmsou-se o
software ImageQuant 5,0 da Molecular Dynamics.
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Tabela 1 —Lista de anticorpos primarios utilizados no Westlotting.

Rabbit anti- . Santa Cruz
GFAP 50 1:500 SC-9065 Biotechnology
Rabbit anti-
RAGE(Eull- 46 1:500 SCB563 [ oanta Gz
lenght) iotechnology
Mouse ant- 37 1:20000 110011 2{/2?52‘;
Rabbit anti- 150 ) -
IRS1 1:1000 #06-248 Millipore
Rabbit anti- . Santa Cruz
IRB 89 1:1000 SC-711 Biotechnology
Rabbit anti- ) .
IRS-1(pY*? 150 1:1000 44816G Invitrogene
Mouse anti- 42 1:20000 A5441  Sigma-Aldrich
B-actina
. . Santa Cruz
Rabbit anti- 29 1:250 sc-783  Biotechnology
Bcl-2
Rabbit anti- 20 1:250 <c-6236 Santa Cruz
Bax Biotechnology
Mouse anti- i . .
SNAP-25 25 1:20000 S5187 SigmaAldrich

3.9. Andlise Estatistica

Os resultados obtidos sdo expressos como meédia ¢EBo padrdo). Para a
comparacao entre grupos utilizou-se o teste t-stuoe o teste ANOVA, seguido do
testePost-hoc Bonferroni. O software usado foi o GraphPad. Geihde significancia
considerado foi de p <0,05.
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4. Resultados
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4.1.Peso corporal

Tanto os animais diabéticos [ZDF (fa/fa)] como apgr controlo [ZDF (+/4)],
tiveram um aumento significativo do peso corpomal<Q,001) entre as 8 e as 20
semanas de idade. Entre as 20 e as 26 semanas) ogoporal dos animais diabéticos
diminuiu (p <0,05). Contrariamente, 0 grupo cordy@presentou um aumento de peso

(p <0.01) no mesmo periodo de tempo.

Tabela 2 —Peso corporal. Os dados foram obtidos as 8, 26 sethanas. As seguintes

comparacgdes entre grupos foram efectuaalasZDF (fa/fa) vs ZDF (+/+) as 8 semanas; b —
ZDF (fa/fa) vs ZDF (+/+) as 26 semanas; ¢ — ZDF)4#s 20 semanas vs ZDF (+/+) as 8
semanas; d — ZDF (+/+) as 26 semanas vs ZDF (€49 semanas; e — ZDF (fa/fa) as 20
semanas vs ZDF (fa/fa) as 8 semanas; f — ZDF )fafa26 semanas vs ZDF (fa/fa) as 8
semanas; g — ZDF (+/+) as 26 semanas vs ZDF (¥®0asemanas; h — ZDF (fa/fa) as 26
semanas vs ZDF (fa/fa) as 20 semanas Para a cay@paeatre grupos utilizou-se o teste
ANOVA, seguido do test®ost-hocBonferroni. Os valores correspondem a média + [BE.

<0,05, p <0,01 e p <0,001, respectivamente para does ou trés letras.

Tempo 8 Semanas | 20semanas 26 semanas
Grupos Controlo| Diabéticos| Controlo Diabéticos | Control ZDF | Diabéticos ZDF
ZDF (+/+) | ZDF (fa/fa) | ZDF (+/+) ZDF (fa/fa) (+/+) (fa/fa)
(n=5) (n=4) (n=5) (n=4) (n=4)
(n=5)
Peso (g)| 2238,6 | 271,9+2,3 | 406,8+7,§ | 396,0+10,6% | 445,7+8,9% % | 363,7+11,8°™"

A meédia do peso corporal foi significativamente snelevada para os animais
diabéticos [ZDF (fa/fa)] comparando com a média pso corporal dos animais
controlo (p <0,01), as 8 semanas de idade. No t&@E@manas ndo existem diferencas
significativas do peso corporal entre o grupo diabée o grupo controlo. As 26
semanas de idade dos animais, a média do pesoraofpiosignificativamente mais
baixa nos animais diabéticos comparativamente conédia do peso para 0s animais
controlo (p <0,001).

4.2.Glicemia

A determinacéo da concentracdo de glucose no spafeictuada as 11, 19 e 26
semanas de idade dos animais. Ao comparar o grnabetato [ZDF (fa/fa)] com o
grupo controlo [ZDF (+/+)], verificou-se que o caslb tem uma glicemia constante
(cerca de 90 mg/dl) ao longo do estudo, ao coontrdds animais diabéticos, que
mostraram uma hiperglicemia gradual ao longo ddedgrafico 1). Verificou-se ainda

que a média da glicemia foi significativamente neévada para os animais diabéticos
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comparativamente com a média da glicemia dos asimaitrolo, as 11, 19 e 21
semanas de idade. A hiperglicemia nos ratos d@isettingiu o seu valor mais elevado
no final do estudo (26 semanas de idade).

BBB
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Grafico 1 —Niveis de glicemia (mg/dl) no soro as 11, 19, 2B semanas. Foram efectuadas as
seguintes comparacdes entre grupos: A- ZDF (fasgemanas vs ZDF (fa/fa) 11 semanas; B-
ZDF (fa/fa) as 26 semanas vs ZDF(fa/fa) &s 21 samab- ZDF (fa/fa) 26 semanas vs ZDF
(fa/fa) 11 semanas *- ZDF (fa/fa) vs ZDF (+/+)(cangpdos na mesma semana de idade). Os
valores correspondem a média + SE. Para a compamg#ie grupos utilizou-se o teste
ANOVA, seguido do testBost-hocBonferroni. p <0,05, p <0,01 e p <0,001, respeactignte
para um, dois ou trés caracteres.

4.3. Hemoglobina glicosilada (HbAlc)

Nas 26 semanas de idade, a média da hemoglobir@sigida foi
significativamente mais elevada para os animaibdtieos (10,2 £ 0,3; p <0,001)
comparando com a média da hemoglobina glicosiladaadimais controlo (3,96 + 0,1),

confirmando-se a desregulacéo da glicemia.
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Grafico 2 — Valores séricos de Hemoglobina Glicosilada (HbAht)s ratos controlo
[ZDF(+/+); n=5] e diabéticos [ZDF(fa/fa); n=4], nempo final (26 semanas). Os valores
correspondem a média + SE. Para comparar os dgegutilizou-se o teste t de student. ***,
p<0,001.

4.4. Insulina

A concentracdo sérica de insulina nos ratos diedg{ZDF (fa/fa); 5,5 + 0,02
ug/l; p<0,001] com 8 semanas de idade diferiu sicativamente da apresentada pelos
ratos controlo [ZDF (+/+); 2,8 £ 0,29/l] com a mesma idade, sendo que nestes ratos
ndo diabéticos observam-se valores de insulinemfariores vs diabéticos. A
hiperinsulinemia verificada nos ratos diabéticos8asemanas de idade, diminuiu
comparativamente com as 20 semanas de idade (@,% %9/l ;p <0,001). No grupo
controlo observou-se uma ligeira diminuicdo do®iside insulina as 20 semanas (0,8 £
0,1 ug/l; p<0,05) (gréafico 3). No tempo final (26 sems)has ratos ZDF (fa/fa) exibiram
uma diminui¢cdo dos niveis de insulina (0,8 £ Q@B p<0,001) comparativamente com
os ratos ZDF (fa/fa) as 8 semanas. No tempo fimalestudo, ndo se verificaram
alteracdes significativas nos niveis de insulin@eeo grupo diabético (0,8 + 0,Q@)/1)

e 0 grupo controlo (1,05 + O,&y/1).

Resultados

30



Caracterizagdo de parametros neurotoéxicos e sinalizagdo da insulina em hipocampo de um modelo
animal de diabetes tipo 2

Insulina (ug/l)

b
2-
a BBB
C.ﬁi§sl
S O S S

Controlos ZDF (+/+)  Diabéticas ZDF (faffa)

4 %

Grafico 3 —Valores séricos de insulinagd/l) nos ratos controlo [ZDF (+/+)] e diabéticoDZ
(fa/fa)] as 8, 20 e 26 semanas de idade. Forantuefas as seguintes comparacoes: a- ZDF
(+/+) 20 semanas vs ZDF (+/+) 8 semanas; b- ZDF)(26 semanas vs ZDF (+/+) 8 semanas;
*- ZDF (+/+) vs ZDF (fa/fa) as 8 semanas de idadleZDF (fa/fa) 20 semanas vs ZDF (fa/fa) 8
semanas; B- ZDF (fa/fa) 26 semanas vs ZDF (fa/fag®anas. Os valores correspondem a
média = SE. Para a comparacao entre grupos utiieauteste ANOVA, seguido do testest-
hocBonferroni. p <0,05, p <0,01 e p <0,001, respeactignte para uma, duas ou trés letras.

4.5. Resisténcia a insulina — HOMA-IR

A sensibilidade (resisténcia) destes animais aliires foi avaliada pelo indice
HOMA-IR. Para o seu calculo foram utilizados osemwle glucose e insulina dos ratos
ZDF (fa/fa) e seu grupo controlo (+/+) no tempo final (sem2ég apds 12h em jejum
(no caso da glicemia). No tempo final do estudafigeu-se que os valores de HOMA-
IR dos animais diabéticos (19,5 + 0,5; p <0,00&)resignificativamente superiores aos

valores dos animais controlo (5,7 + 0,9) (Grafigo 4
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Grafico 4 — Avaliacdo da Resisténcia a insulina através docéndie insulino-resisténcia
(HOMA-IR: mmol/l.uU/m) de ratos ZDF (+/+) e ZDF (fa/fa) no tempo find6(semanas de

idade).Os valores correspondem & média +SE. Para compsudwois grupos utilizou-se o teste
t de student. *** P <0,001.

4.6. Expressao de proteina GFAP

A expressao da proteina GFAP no hipocampo de dibeticos [ZDF (fa/fa);
72,5 + 11,2 % do controlo] ndo é significativamediierente em relacdo a dos ratos
controlo da mesma idade (26 semanas). Contudoieexisia tendéncia para a

diminuicdo dos valores desta proteina na regidebcalrem estudo (figura 11).
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Figura 8 — Quantificacdo dos niveis da proteina acida fibglaal (GFAP) em extractos totais

de hipocampo de ratos diabéticos e controlos &e2@nas de idade. A expressdo dos niveis de
GFAP (50KDa) ep-Actina (42KDa) foi analisada por Western Blottirt@.blot apresentado é
representativo de duas experiéncias independédga®sultados sdo expressos em percentagem
média do controlo + SE. Para comparar os dois gry@ontrolo (n=5) / Diabetes (n=4)]
utilizou-se o teste t de student (significativqpse0,05).
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4.7. Expressao da proteina RAGE

Ao avaliar o efeito da diabetes na expressdaal@ipa RAGE Full-lengh) no
hipocampo de rato, verificou-se que néo existereiifcas significativas entre o grupo
diabético (106,3 + 5,486 % do controlo) e o grupotwlo (figura 12).
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Figura 9 — Quantificacdo dos niveis da proteina RAGE (reaceggprodutos finais de glicacao
avancadafull-lengh) em extractos totais de hipocampo de ratos d@aise controlos as 26
semanas de idade. A expressao dos niveis de RAGK4) ef-Actina (42KDa) foi analisada
por Western Blotting. lot apresentado é representativo de duas experiéndegédndentes.
Os resultados sé@o expressos em percentagem médiantiolo + SE. Para comparar os dois
grupos [Controlo (C; n=5) / Diabéticos (D; n=4)iliabu-se o teste t de student (significativo se
p <0,05).

4.8. Expressao das proteinas Bax e Bcl-2

A expressdo das proteinas pro-apoptética Bax eapoptédtica Bcl-2 no
hipocampo de ratos diabéticos ndo exibiu diferergstatisticamente significativas
comparativamente com o grupo controlo as 26 sen@madade (90,0 £ 7,6 e 99,8 +
9,5 % do controlo, respectivamente) (figura 10 B)eA razdo Bax/Bcl- 2 (indice de
morte celular por apoptose), também n&o exibiu reliigas estatisticamente

significativas entre os grupos (figura 10 C).
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Figura 10 —Quantificac@o dos niveis da proteina Bax e Bcl-Z&tractos totais de hipocampo
de ratos diabéticos e controlo as 26 semanas de.i¢A) Expressdo dos niveis de Bax (20
KDa) ep-Actina (42KDa) [controlo (C; n=5); Diabetes (D;4)}; (B) Expresséo dos niveis de
Bcl-2 (29 KDa) e3-Actina (42KDa) [Controlo (n=4); Diabetes (n=4)hrmWestern Blotting. O
blot apresentado é representativo de duas experiéndegendentes. (C) Razdo Bax/Bcl-2. Os
resultados sdo expressos em percentagem medianttmlcot SE. Para comparar os dois

grupos utilizou-se o teste t de student (signifficase p <0,05).
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4.9. Expressao das proteinas Sintaxina e SNAP-25

A expressdo das proteinas sintaxina e SNAP-25 dfjpit associada ao
sinaptossoma de 25KDa) no hipocampo de ratos daBénhdo exibiu diferencas
estatisticamente significativas comparativamenta oagrupo controlo (figura 11 A, B)
(91,5+3,6 % e 85,1 + 11,0 % do controlo, respactiente).
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Figura 11 —Quantificacdo dos niveis das proteinas sintaxiBAl&P-25 em extractos totais de
hipocampo de ratos diabéticos e controlo as 26 sasnde idade por Western Blotting. (A)
Expressédo dos niveis de Sintaxina (37KD@&)}Agctina (42KDa) no grupo controlo (C; n=5) e
diabético (D; n=4). blot é representativo de duas experiéncias indeperddBeExpressao
dos niveis da proteina SNAP-25 (25 KDaf}-Actina (42KDa) no grupo controlo (C; n=4) e
diabético(D; n=4). Os resultados sdo expressosergeptagem média do controlo + SE. Para
comparar os dois grupos utilizou-se o teste taesit (significativo se p <0,05).
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4.10. Expressao de IR

A expressdo da proteina fRno hipocampo de ratos diabéticos [ZDF (fa/fa);
108,0 £+ 3,8 % do controlo] ndo é estaticamenteretifie da dos ratos controlo com a

mesma idade (26 semanas) (figura 12).
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Figura 12 — Quantificagdo dos niveis da proteing IBm extractos totais de hipocampo no
grupo controlo (C; n=5) e diabético (D; n=4) asseanas de idade. A expressao dos niveis de
IRB (89 KDa) e B-Actina (42KDa) foram analisadas por Western Bhgfti O blot é
representativo de duas experiéncias independédsa®sultados sdo expressos em percentagem
média de controlo + SE. Para comparar os dois grugdizou-se o teste t de student
(significativo se p <0,05).

4.11. IRS-1

A expressao da proteina IRS-1 no hipocampo de ditthéticos (ZDF (fa/fa);
99,2 £ 9,7 % de controlo) ndo apresentou difereegtatisticamente significativas em

relacdo a dos ratos controlos da mesma idade (2énses) (figura 13).
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Figura 13 — Quantificagdo dos niveis da proteina IRS-1 emaetds totais de hipocampo de
ratos diabéticos (D; n=4) e controlo (C; n=5) &s@@anas de idade. A expressao dos niveis de
IRS-1 (150 KDa) ep-Actina (42KDa) foram analisadas por Western Bhgfti O blot é
representativo de duas experiéncias independédgagsultados sdo expressos em percentagem
média de controloxtSE. Para comparar os dois grugdou-se o teste t de student
(significativo se p <0,05).
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4.11.1. IRS-1 fosforilado na tirosina 612 (IRS-1 p&12)

A expresséo da proteina IRS-1%%(fosforilacéo da tirosina 612 de IRS-1) no
hipocampo de ratos diabéticos [ZDF (fa/fa); 1025 % de controlo] ndo apresentou
diferencas estatisticamente significativas em éslag dos ratos controlo com a mesma
idade (26 semanas) (figura 14).
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Figura 14 —Quantificacdo dos niveis da proteina IRS-£'p&m extractos totais de hipocampo
de ratos diabéticos (n=4) e controlo (n=5) as 26asms de idade. A expressao dos niveis de
IRS-1 pY**? (150 KDa) eB-Actina (42KDa) foi analisada por Western Blottir@blot ilustra
duas experiéncias independentes. Os resultadose)giiessos em percentagem meédia de
controlo = SE. Para comparar os dois grupos utitg® o teste t de student. (significativo se p
<0,05).

4.11.2. Razdo (IRS-1 pY612) /IRS-1

A razdo (IRS-1 pY612) /IRS-1 ndo € estatisticametiiferente entre os

grupos estudados (81,3 + 13,9 % do controlo).
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Grafico 5 - Razdo (IRS-1 pY612)/IRS-1 no grupo diabético (ne4xontrolo (n=5). Os
resultados séo expressos em percentagem meédianttoloat erro. Utilizou-se o teste t de
student (significativo se P <0,05).
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5. Discussao
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Ao longo dos ultimos anos tem surgido um maiorrggse no impacto da
diabetes no cérebro, uma vez que ha evidénciaesfaepatologia afecta o sistema
nervoso central. Em particular, a diabed@snenta o risco para isquémia, deméncia e
declinio cognitivo, por mecanismos celulares que e&tdo completamente elucidados
(Toth et al., 2006).

O modelo ZDF (fa/fa) obeso (mutacdo no gene faedeptor da leptina) foi
escolhido uma vez que mimetizadi@abetes mellitus tipo 2 (DM2) em humanos. Este
modelo apresenta entre as 7 e 10 semanas de idade,hiperinsulinemia, uma
intolerancia a glucose e hiperglicemia, e uma t@&sisa periférica a insulina. A
resisténcia a insulina ocorre em duas fases: monmggsenvolvem hiperinsulinemia,
seguida de uma insulinopenia relativa (20 semaras)sada pela diminuicdo das
células B pancreaticas (Smitht et al., 2003). A insulinds&scia bem como a
obesidade sdo factores de risco para declinio tegniWinocur et al., 2005). No
presente estudo escolheram-se as 26 semanas padizai uma diabetes a longo
prazo. A regido cerebral seleccionada para estel@$bvi o hipocampo uma vez que é
extremamente importante para 0s processos de aggedn e memoaria, podendo estar
comprometida na DM2 (Moult e Harvey, 2008). Porregk, da escassa informacao
sobre alteracGes neuronais nos ratos ZDF (fa/éstadar-se-ia o estudo de Winocur et
al. (2005) demonstrando que este modelo apresefitaédcias electrofisiologicas no

hipocampo, aos 4 meses de idade.

No presente estudo os animais diabéticos mostranaanhiperglicemia gradual
ao longo do tempo de estudo, assim como uma mdiéilélas 26 semanas. Por sua

vez 0s animais controlo mantiveram-se normoglicémic

Em relacdo a insulina verificou-se que nas 8 semasaanimais diabéticos
apresentavam uma hiperinsulinemia. Os niveis delim@s dos ratos diabéticos,
diminuiram entre as 8 e 20 semanas. Os ratos wiabéatpresentaram uma tendéncia
para insulinopenia comparativamente com o grupdralennas 20 semanas de idade.
Contudo, havendo tendéncia para insulinopenia ase?éanas, nao ha diferencas
estatisticamente significativas entre os animasbéticos e os animais controlo. Os
animais diabéticos apresentaram ainda um elevadweinde insulino-resisténcia
avaliado pelo HOMA-IR para este tempo em estudopg30o corporal dos ratos
diabéticos evoluiu acentuadamente na fase iniziglje é caracteristico da obesidade e
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diabetes. Contudo na fase mais avancada da diabetd&ou-se uma diminuicdo de
peso, sendo este um dos principais sintomas dea@gnavada. Estes dados validam o
modelo de DM2 [ZDF (fa/fa)].

Inicialmente, avaliou-se a expressao de marcaddeeseurotoxicidade e de
funcao sinaptica (GFAP, RAGE, Bax, Bcl-2, SNAP-28i@axina) com o objectivo de
verificar se existiam alteracdes patolégicas n@tampo do modelo animal de DM2.
Tendo em conta que a insulina € neuroprotectoaeeos seus niveis as 26 semanas
ainda sdo normais, fomos estudar a via de sinalzda insulina (IR, IRS-1 e IRS-1
pY®'? para tentar explicar a auséncia de alteracdesnaosadores da funcdo neuronal.

Considerando que os astrocitos desempenham uml pdpeal no normal
funcionamento do SNC, estudou-se a express&i-dd que é um marcador molecular
especifico destas células gliais (Lazzari e Frames 2001). Alteragbes da sua
expressao sdo sugestivas de neurotoxicidade. orpdy, ratos knockout para GFAP,
demonstraram alteracfes na potenciacdo de longgau(LTP), implicando um papel
potencial nos processos de aprendizagem e menci@a(l et al., 1996)No presente
trabalho verificou-se que a diabetes induziu unmairdiicdo da expresséo de GFAP no
hipocampo que, no entanto, ndo atingiu signifiGhnestatistica. Sendo a literatura
omissa relativamente a expressao desta proteinaadelos de DM2, os estudos em
modelos de DM1 induzida por estreptozotocina (S$&) controversos. Se por um
lado, Coleman et al. (2004) demonstraram que atkaliipo 1 leva a uma diminuigéo
dos niveis de GFAP em astrocitos do cértex cerebhiabcampo e cerebelo, por outro
lado, o estudo de Baydas et al. (2005) reportotaumento dos niveis de GFAP nas

mesmas areas cerebrais.

Existe uma estreita associacao entre a hipergiceranica e as complicacfes a
longo prazo tanto na DM1 como na DM2. Os niveis gliecose podem estar
aumentados até trés vezes dentro do hipocampdadec@m diabetes comparando com
ratos controlo, isto podera criar uma acumulac@alaade AGEs no cérebro diabético
(Toth et al., 2007; vader heide et al., 2004). O RAGE € um receptor ihgdtite, que
se liga a uma grande variedade de moléculas imuiAGES, polipeptideos
S100/calgranulinas e o péptifleamildide (A3) ( Schmidt et al.,2001). A expressao do
RAGE é largamente determinada pelos niveis dos kgarsdos. Com efeito, estes
podem estimular a expressao do seu receptor (Lak.,2009). A interaccdo de AGE

com o RAGE pode modificar a expressdo de citocprasinflamatoérias, aumentar a
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producdo de radicais livres, induzir ligacdes iemsiveis com proteinas da matriz
extracelular, e modificar vias de sinalizagdo ietalar acopladas ao factor de
transcripcao NFReB (Toth et al., 2006; Schmidt et al., 2001). Pa 8az a expresséo do
RAGE é regulada pelo NkB, o que podera explicar a sua elevada expressdo em
tecidos diabéticos como o cérebro (Li e Schmidt97)9 Uma vez que os ratos
diabéticos apresentaram elevados niveis de HbAtedns de glicacdo), seria
expectavel que ocorresse sobre-expressao de RAGHpocampo do modelo em
estudo. No entanto, ndo se observaram alteracOoexptassdo desta proteina nesta
regido cerebral nos ratos diabéticos [ZDF (fa/fayhparativamente com os respectivos
controlos [ZDF (+/+)]. Isto podera relacionar-semce facto de n&o haver uma
acumulacédo de AGEs no hipocampo destes ratos:rrseplado, a glucose podera estar
a ser metabolizada normalmente no cérebro, poo dauio a via NReB ndo foi sobre-
activada. De forma consistente com 0s nossos aeeglt a expressdo de NB-e de
RAGE ficou inalterada, em neurdénios ganglionaresaia dorsal em ratos diabéticos
(ZDF (fa/fa)) (Brussee et al., 2008). Ao contraré,expressdao de RAGE é sobre-
regulada no hipocampo de ratos diabéticos cominopénia absoluta (DM1 induzida
por STZ; Toth et al., 2007).

Foi demonstrado que a apoptose neuronal é umrfaigmificativo nas
deficiéncias neurologicas associadas a diabetezk (& al., 2006). Pretendendo-se
avaliar a apoptose no hipocampo de ratos ZDF Jfa#lstudou-se a expressdo de um
marcador anti-apoptotico (Bcl-2) e de um marcaaddrgpoptotico (Bax). Verificou-se,
gue nao existiram alteracdes significativas nosiaitle expressao destes marcadores no
hipocampo do modelo diabético em comparacdo coontyato. Avaliando-se a razao
Bax/Bcl- 2 (indice de morte celular por apoptosainbém nédo existiram diferencas
significativas entre os grupos. A hiperglicemia naduziu apoptose nos animais
diabéticos ao contrario de outros estudos que amstjue a hiperglicemia induz
apoptose (Anarkoli et al., 2008). De facto, estégsras demonstraram que a inducéo de
diabetes por STZ esta associada com 0 aumenta@a Bax/Bcl-2 no hipocampo. Para
além da hiperglicemia, a deficiéncia em insulinpf{s® ¢ pode desempenhar um papel
preponderante na apoptose (White et al., 20@0icionalmente, estudos witro tém
demonstrado que a insulina tem um efeito anti-ajtimot (Lee-Kwon et al., 1998;
Bertrand et al., 1999; Li et al., 2003). Considdmgue as 26 semanas o0 modelo animal
estudado tinha valores normais de insulina, poeléa-@dmitir que este péptido esta a
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exercer uma funcdo neuroprotectora no hipocampea BEm de marcadores de
neurotoxicidade, também se avaliou marcadores ngaéusinaptica, em particular a
SNAP-25 e sintaxina. A perda de sinapses corralaese fortemente com a diminui¢cao
cognitiva (DeKosky e Scheff, 1990). Por exemplo, hipocampo de pacientes com
esquizofrenia a SNAP-25 encontra-se reduzida (Yaing., 1998). A SNAP-25 e a
sintaxina tém um papel fundamental na neuroexagitészendo a ponte entre as
vesiculas sinapticas e a membrana plasmatica @uaaexocitose regulada (Johansson
et al., 2008; Giovanni et al., 2010). No presestadon nao se verificaram alteracdes nos
niveis das proteinas sintaxina e SNAP-25 no hippcace ratos diabéticos [ZDF
(fa/fa)]. Este facto € sugestivo da auséncia diirjdo singptica no hipocampo deste
modelo animal. Por oposi¢céo ao presente estudtg Blital. (2002) verificaram que a
expressdo das proteinas sintaxina e sinaptofisiaasgnificativamente reduzidas no
hipocampo de ratos DM1 (STZ). O encadeamento defstanacao reforca a sugestao
do papel neuroprotector da insulina. Assim, na rauiaé de evidéncia de
neurotoxicidade e de disfuncdo neuronal investigssa as vias de sinalizacdo da
insulina. No cérebro, o complexo insulina/IR (re¢oepde insulina) encontra-se
abundantemente distribuido nas membranas sinapticasirtex cerebral e hipocampo
O receptor de insulina € uma tirosina cinases,sguauto-fosforila depois da activacao
pelo ligando, resultando no reconhecimento dostsatbs do receptor de insulina (IRS-
1 e IRS-2) (White, 2002). O IRS-1 é fosforilado nasinas, permitindo o
recrutamento das proteinas contendo dominios StdRiimdo PI3K (Sun et al., 1995).
Ha, consequentemente, activacdo das vias de sig@tizresponsaveis pelas accgdes
pleitropicas da insulina, como por exemplo, estagéb da captacdo de glucose, sintese
de glicogénio, sintese de proteinas e expressagedes (Virkamaki et al., 1999).
Reducdes significativas de IRS-1 e 2 sdo encordrada cérebro de doentes de
Alzheimer, acompanhadas pelo aumento do fosfo IR&ekdlico (Ser312 e Ser616)
(Ma et al., 2009). No presente trabalho, ndo serghsam alteracbes nos niveis do
receptor de insulina (I, no IRS-1 e IRS-1 p¥2 e na razdo (IRS-1 pY612/ IRS-1).
Isto é consistente com o facto da expresséo flendie estar alterada em hipocampo de
ratos ZDF (Winocur et al.; 2005). Este corpo dermiacéo € fortemente sugestivo que
uma parte da via de sinalizacdo da insulina n&ensentra alterada no hipocampo de
ratos diabéticos ZDF (fa/fa). Defeitos nos IRS dboem para a insulino-resisténcia
em modelos animais diabéticos (Saad et al., 198pesar de os ZDF (fa/fa)

apresentarem insulino-resisténcia periférica, onmeggsarece nao ocorrer no hipocampo
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destes animais, visto ndo haver alteracdes na réE®1 pY612/ IRS-1). Foi

demonstrado que o receptor da insulina esta dishdnod hipocampo de ratos DM1,
sugerindo que a perturbacdo da via de sinalizagdmsllina é causada ndo so por
insulinopenia, mas também pela diminuicdo na espreslo seu receptor, e que tal

facto € importante no fenomeno apoptético do SNGialaetes (Li et al., 2002).

Em suma, foi demonstrado que apesar de existrdlipemia, o que seria um
possivel catalizador de neurotoxicidade, a insyliodera ser a chave para o facto de
nao existirem alteragdes nos parametros avaliddis.existe expressao aumentada de
RAGE, visto que, provavelmente, ao néo existiraeratdes no IR IRS-1 e no IRS-1
pY612

excesso de glucose no cérebro. A insulina podeadimdir a apoptose, o que podera

- activador da via PI3-K, responsavel pelo meiabw da glucose - ndo existira

explicar o facto de ndo existirem alteracdes daa&ax/Bcl-2. A auséncia de alteracao
na expressdo de GFAP confirma a ndo evidéncia deotoicidade. Os niveis de
sintaxina e SNAP-25 ndo se encontram alterado®risulp que ndo existe disfuncéo

sinaptica no hipocampo dos ratos ZDF (fa/fa).

No entanto ndo se pode excluir a hipétese deéexist de neurotoxicidade e/ou
disfuncdo no hipocampo para tempos mais tardiose opvavelmente havera

insulinopenia.
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6. Conclusao
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A caracterizacdo do modelo animal de DM2, demousimae nao existe
neurotoxicidade no hipocampo, uma vez que naorifecaeam alteracdes nos niveis de
GFAP, RAGE, razédo Bax/Bcl-2, SNAP-25 e sintaxina28ssemanas de idade. Ao
verificar este facto, avaliou-se a expressdo deejmas envolvidas na cascata de
sinalizacdo da insulina (JR IRS-1 e IRS-1 p%9, verificando-se que esta ndo se
encontrava alterada. Apesar de os animais diakéapoesentarem hiperglicemia e
insulino-resisténcia periférica, 0 mesmo parece oé&wrer ao nivel do SNC. Isto
provavelmente prende-se com a insulina, que € urtorfaneurotréfico ou seja
neuroprotectora. Contudo, apds as 26 semanas,enpode afirmar que ndo existam

alteracdes ao nivel do SNC.
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