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RESUMO

A ingestdo de dietas hiperlipidicas (DH) tem sido associada a disfuncdo metabdlica e
doencgas crénicas que impactam a qualidade de vida do individuo. Caracterizado por uma
resisténcia a insulina que pode levar a uma faléncia pancreética e posterior deficiéncia na
secrecdo de insulina, o diabetes mellitus tipo 2 (DM2) tem como consequéncia a elevacdo da
concentracdo de glicose plasmatica, a qual compromete diversos tecidos. Além do pancreas,
tecidos relacionados ao metabolismo energético sdo altamente comprometidos pelo DM2,
incluindo o cérebro, tecido adiposo marrom (brown adipose tissue, BAT), figado e coracéo.
Este estudo teve como principal objetivo avaliar o efeito do DM2 sobre parametros
metabolicos, comportamentais, energéticos e celulares em camundongos C57BL/6. Os
animais jovens de 3 semanas de idade (21 dias) foram submetidos a uma dieta normolipidica
ou DH por 7 semanas. Nos dias 35 e 36 (5% semana) de vida, os animais receberam duas doses
de estreptozotocina (STZ) 40mg/kg via i.p. Na 9% semana de vida os animais foram
submetidos a testes comportamentais a fim de avaliar a locomocdo, memdrias de
reconhecimento e espacial e 0 comportamento tipo depressivo. Na semana seguinte foi feito o
teste de tolerancia a glicose (TTG), seguido da avaliagdo mitocondrial pela respirometria de
alta resolucdo e coleta do sangue para a caracterizacdo do perfil lipidico. Paralelamente, um
grupo de animais foi perfundido intracardialmente para analises histologicas de marcadores
celulares (GFAP e NeuN). A exposicdo precoce dos animais a DH associada a STZ induziu
um modelo de DM2 em camundongos jovens, sendo observado um comprometimento do
metabolismo de glicose, sem alteracbes no peso corpéreo e no perfil lipidico. Os
camundongos DM2 apresentaram comprometimento das memorias de reconhecimento e
espacial, sem apresentarem comportamento tipo depressivo. Essas alteracdes fenotipicas sao
reflexo de alteracBes celulares encontradas no hipocampo dos animais DM2, que
apresentaram astrécitos reativos e menor populacdo neuronal. Além disso, 0 modelo de DM2
provocou comprometimento mitocondrial no hipocampo de camundongos jovens,
caracterizado pelo menor consumo de oxigénio (O) relacionado & producdo de ATP e menor
capacidade respiratoria de reserva, sem alteragdes no potencial de membrana mitocondrial
(Ay). Alteragbes no consumo de O também foram encontrados no BAT e figado de
camundongos DM2 jovens, sendo que no BAT os animais DM2 apresentaram menor
consumo de Oz e maior taxa respiratoria quando a atividade da proteina desacopladora 1 esta
inibida, indicando uma menor capacidade termogénica. Ademais, 0s animais DM2

apresentaram uma capacidade respiratoria de reserva que é nula em camundongos controle.



No figado de camundongos DM2 jovens, menor consumo de O utilizando piruvato e malato
como substratos foram evidentes nos estados respiratorios 2 e 4, sem alteragdes no Ay. Nao
houve alteracdo na funcdo mitocondrial cardiaca de camundongos DM2 jovens. Esses dados
sugerem que caracteristicas do DM2 afetam a fisiologia de diversos tecidos, e que a fungéo
mitocondrial é fortemente comprometida juntamente com o aparecimento das caracteristicas
do DM2. Acredita-se que a disfungdo metabolica periférica evidenciada neste estudo esteja
diretamente relacionada com as alteracGes celulares, metabdlicas e cognitivas encontradas no

sistema nervoso central.

Palavras-chave: Diabetes mellitus tipo 2. Dieta hiperlipidica. Hipocampo. Tecido adiposo
marrom. Figado. Disfungdo cognitiva. Fungdo mitocondrial. Alteracdes metabolicas.
Estreptozotocina.



ABSTRACT

High-fat diet (HFD) intake has been associated with metabolic dysfunction and
chronic diseases that influence the individual's quality of life. Characterized by insulin
resistance, which further may lead to pancreatic failure and deficiency in insulin secretion,
type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a chronic disease that features chronic hyperglycemia,
compromising several tissues. In addition to pancreas, tissues related to energy metabolism
are highly compromised by T2DM, including the brain, brown adipose tissue (BAT), liver
and heart. This study aimed to evaluate the effect of T2DM on metabolic, behavioral,
energetic and cellular parameters in C57BL/6 mice. Aging 3 weeks, young animals were
submitted to a normolipidic or HFD for 7 weeks. On days 35 and 36 (5th week) of life, the
animals received two doses of streptozotocin (STZ) 40mg/kg via i.p. In the 9th week of life,
the animals were submitted to behavioral tests in order to assess locomotion, recognition and
spatial memories, and depressive-like behavior. In the following week, glucose tolerance test
(GTT) was performed, followed by mitochondrial evaluation using high resolution
respirometry and blood collection for the characterization of the lipid profile. In parallel, a
group of animals was perfused intracardially for histological analysis of cellular markers
(GFAP and NeuN). The animals' early exposure to HFD associated with STZ induced a
model of T2DM in young mice, featuring impaired glucose metabolism, with no changes in
body weight and lipid profile. T2DM model mice showed impaired recognition and spatial
memories, without showing depressive-like behavior. These phenotypic changes are reflection
of cellular changes found in the hippocampus of T2DM mice, which showed reactive
astrocytes and smaller neuronal population. In addition, T2DM model caused mitochondrial
impairment in the hippocampus of young mice, characterized by lower oxygen (O2)
consumption related to ATP production and lower respiratory reserve capacity, without
changes in the mitochondrial membrane potential (Ay). Changes in O> consumption were also
found on BAT and liver of T2DM mice. On BAT, T2DM animals presented lower O>
consumption and a higher respiratory rate when the activity of uncoupling protein 1 is
inhibited, indicating a diminished thermogenic capacity. Furthermore, T2DM animals showed
a reserve respiratory capacity that is null in control mice. In the liver of T2DM mice, lower
oxygen consumption using pyruvate and malate as substrates was evident on respiratory states
2 and 4, with no changes in Ay. There was no changes on cardiac mitochondrial function in
young T2DM mice. These data suggest that T2DM affects the physiology of several tissues,
and mitochondrial function is strongly compromised together with the beginning of T2DM



characteristics. It is believed that the peripheral metabolic dysfunction shown in this study is
directly associated to the cellular, metabolic and cognitive changes that are observed in the
central nervous system.

Keywords: Type 2 diabetes mellitus. Hyperlipidic diet. Hippocampus. Brown adipose tissue.
Liver. Cognitive dysfunction. Mitochondrial function. Metabolic changes. Streptozotocin.
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1 INTRODUCAO

Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saiude (OMS), a obesidade mundial
triplicou nos ultimos 45 anos. De uma populacdo de aproximadamente 7 bilhfes de pessoas,
cerca de 1,9 bilhdo estd com sobrepeso e 650 milhdes estdo obesos. Além disso, esse excesso
de peso esta presente também no inicio da vida, sendo que 38 milhdes de criancas abaixo dos
5 anos e 340 milhGes de criancas e adolescentes (5 a 19 anos) estdo com sobrepeso ou obesas
(SAUDE, 2020). Sobrepeso e obesidade sdo definidos pelo excesso ou aciimulo anormal de
gordura no tecido adiposo branco, que predispde o individuo a uma série de comorbidades
como doencas cardiovasculares, diabetes, risco aumentado de céancer e doencas
neurodegenerativas (HARGRAVE et al., 2016; JOKINEN, 2015; SAUDE, 2020). A causa
fundamental da obesidade é o desbalanco energético entre a quantidade de calorias ingeridas e
as calorias gastas nos processos metabolicos do corpo. Mundialmente, estamos sendo
desafiados com a facilidade de acesso a alimentos altamente caloricos, com baixo valor
nutricional e contendo grande quantidade de acucares e gorduras. Por outro lado, observamos
um crescente aumento do sedentarismo dos individuos em todas as faixas etarias, incluindo
criangas e adolescentes (SAUDE, 2020).

1.1 Desregulacdo metabdlica induzida por dietas ricas em gordura

Sabe-se que o consumo prolongado de agUcares simples e gorduras saturadas induz
obesidade e sobrepeso. A dieta hiperlipidica (DH), com elevado consumo de gorduras
saturadas e de origem animal induz o sobrepeso e obesidade, afetando 0 organismo como um
todo. Dentre as consequéncias negativas induzidas pela ingestio de DH, destaca-se a
inflamacéo sistémica croénica, mediada pela desregulacdo metabdlica e inflamatéria do tecido
adiposo branco (white adipose tissue, WAT), com aumento de producdo de adipocinas pro-
inflamatorias, proliferagdo de macrofagos inflamatérios do perfil M1 e hipdxia tecidual
(CORREA; HEYN; MAGALHAES, 2019). Também ocorre a resisténcia a leptina e a
insulina, ambos horménios intimamente ligados com o controle do metabolismo energético e
saciedade (CORREA et al., 2019; HALEEM; MAHMOOD, 2019; SOLIMAN; YASIN;
KASSEM, 2012)..

A leptina é um hormdnio liberado pelo WAT, que atua no sistema nervoso central
(SNC), mais precisamente no hipotalamo, com funcdo de sinalizar saciedade e estimular o

gasto energeético. Em individuos com sobrepeso e obesos, devido a uma maior quantidade de
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WAT, a hiperleptinemia é frequente, juntamente com a resisténcia a leptina no SNC,
exacerbando o descontrole energético no hipotalamo e estimulando a hiperfagia (CORREA et
al., 2019; HALEEM; MAHMOOD, 2019; SOLIMAN et al., 2012).

A homeostase de glicose é mantida coordenadamente pela producdo hepatica e pela
captacdo tecidual mediada pelos transportadores intracelulares GLUT (CZECH, 2017), cuja
translocacdo para a membrana € dependente da acdo da insulina na maioria das células. A
insulina ¢ um hormdnio secretado pelas células B-pancreaticas, que atua em todos os tecidos
do organismo. As agOes da insulina se iniciam com a ligacdo da insulina em seu receptor,
desencadeando uma cascata de sinalizagdo que culmina no aumento do transporte e oxidacao
da glicose e na sintese de glicogénio (POSNER, 2017). Entretanto, uma elevada ingestdo de
gorduras e consequente elevacdo dos niveis de &cidos graxos livres na circulacdo pode
acarretar um desbalanco na secrecdo e inducgdo de resisténcia a insulina corporal (BODEN et
al., 1994). Por outro lado, a reducdo dos niveis de acidos graxos livres se correlaciona com a
reducdo da resisténcia a insulina sisttmica em humanos (SANTOMAURO et al., 1999). Os
mecanismos que medeiam a resisténcia a insulina, induzida por &cidos graxos livres,
envolvem a inibigdo da sintese de glicogénio muscular, visto que 0 musculo esquelético capta
boa parte da glicose sanguinea (cerca de 80%) (BODEN et al.,, 1994), aumento de
gliconeogénese hepéatica (BODEN et al., 2002), menor oxidacdo de carboidratos (BODEN;
CHEN, 1995) e menor expressdo do transportador GLUT4, especialmente no musculo
esquelético (MANNA; ACHARI; JAIN, 2017).

A ingestdo de uma DH por camundongos causa hiperinsulinemia ja na primeira
semana, antes mesmo de ser notada a elevacdo da glicemia em jejum (TURNER et al., 2013;
WAISE et al., 2015). O tecido adiposo configura-se como um 6rgédo central na resisténcia a
insulina periférica, exacerbada pela desregulacdo enddcrina e liberagdo de &cidos graxos
livres oriundos da ingesta de DH ou da disfuncdo adiposa na obesidade, podendo estimular
diretamente as células B-pancredticas a liberarem insulina em excesso, muito antes de serem
notadas a resisténcia a insulina ou a hiperglicemia. A secrecdo de insulina dependente de
glicose tambem é amplificada pela presenca de espécies reativas de oxigénio (EROs) e acidos
graxos de cadeia longa, presentes em grandes quantidades na supernutricdo (CASTRO et al.,
2014; CZECH, 2017). A triade hiperinsulinemia, resisténcia a insulina e hiperglicemia
crénica, induzidas pela DH, representa as principais alteracbes metabolicas que caracterizam
o diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (CZECH, 2017; ZHENG; ZHENG; ZHAO; et al., 2017).
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1.2 Diabetes mellitus tipo 2

Como apresentado acima, uma das consequéncias da DH € o desenvolvimento do DM2.
Segundo dados da OMS, cerca de 463 milhdes de pessoas no mundo convivem com 0
diabetes, sendo que 90-95% dos casos sdo de DM2, acometendo 10% da populacdo adulta
(FEDERATION, 2020; SAUDE, 2020). O DM2 ¢ caracterizado pela deficiéncia na secrecio
e resisténcia a sinalizacdo de insulina nos tecidos periféricos, resultando em uma
hiperglicemia cronica, e estd comumente associada com histérico familiar para a doenca,
obesidade e sedentarismo (DE LA MONTE; WANDS, 2008).

Complicagdes frequentes relacionadas ao diabetes sdo doencgas cardiovasculares, como
infarto agudo do miocérdio, acidente vascular encefalico, doenca renal cronica, retinopatia
diabética e neuropatia periférica, com elevado risco de amputacdo dos membros inferiores
(DESHPANDE; HARRIS-HAYES; SCHOOTMAN, 2008). Também sdo observados em
pacientes diabéticos alteracdes hepaticas e adiposas, favorecendo o acumulo de corpusculos
lipidicos nos hepatocitos (STEFAN; HARING; CUSI, 2019) e inflamacdo e acumulo
anormal de triglicerideos no WAT, bem como maior inflamagcdo com menor acdo termogénica
do tecido adiposo marrom (brown adipose tissue, BAT) (LEE, M. W.; LEE; OH, 2019). Além
disso, individuos diabéticos apresentam risco aumentado para o desenvolvimento de declinio
cognitivo leve, deméncia e doenca de Alzheimer (DE LA MONTE; WANDS, 2008).

1.3 Desfechos metabolicos periféricos decorrentes da ingestdo da DH e do DM2

Conforme previamente descrito, a ingestdio de DH induz obesidade e desregulacédo
metabdlica que desencadeia a hiperglicemia e resisténcia a insulina, caracteristicas
patofisiolégicas do DM2 (TURNER et al., 2013). Modelos animais que manifestam as
caracteristicas do DM2 podem ser gerados a partir da exposicdo a uma DH (DUTHEIL et al.,
2016). Tanto em humanos quanto em modelos animais, a DH leva a desregulacdo das funcées
de diversos 6rgdos periféricos, incluindo coracdo (COLE et al., 2011), figado (ISHIMOTO et
al., 2013), BAT (LEE, J. H. et al., 2020) e também no SNC (DUTHEIL et al., 2016).

1.3.1 AlteracGes cardiacas
Doencas cardiovasculares séo a causa de mais de 65% das mortes em pessoas com DM2.
A mortalidade devido as doencas cardiacas sdo 2 a 4 vezes maiores em pessoas diabéticas. As

principais complicagcbes do sistema cardiovascular relacionados ao diabetes s&o acidente
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vascular enceféalico, doenca arterial coronariana e cardiomiopatia diabética, podendo evoluir
para o infarto agudo do miocardio (DESHPANDE et al., 2008), com hipertrofia do ventriculo
esquerdo, resultando em disfuncdo contratil, e consequentemente menor fluxo de oxigénio
(O2) para todos os tecidos. Essa disfuncdo cardiaca esta primordialmente ligada a
hiperglicemia sustentada, resisténcia a insulina e disturbios metabdlicos como inflamacéo e
hiperlipidemia (LEE, W. S.; KIM, 2017).

Alteracbes mitocondriais estdo presentes na cardiomiopatia diabética, incluindo elevacao
de EROs, alteracdo no metabolismo de célcio, produtos de glicacdo avancada e reduzida
oxidacdo de acidos graxos. Essas disfungdes celulares, frequentes no DM2, exacerbam a
inflamacéo local e disparam a cascata apoptotica, contribuindo para a morte de cardiomidcitos
e eventual fibrose tecidual, comprometendo cada vez mais a funcdo cardiaca (LEE, W. S.;
KIM, 2017).

1.3.2 AlteracOes hepéticas

Os fatores que desencadeiam o DM2 podem resultar em quadros de alteracfes hepaticas,
incluindo a doenca hepética gordurosa ndo alcoodlica (DHGNA), cirrose e cancer hepatico. O
DM2 promove aumento da lipogénese hepética, resultando em acUmulo de lipideos nos
hepatdcitos, podendo evoluir para a DHGNA a longo prazo. Diversos estudos evidenciam o
papel de medicamentos hipoglicemiantes como uma forma de desacelerar a progressao e até
mesmo reverter o dano tecidual hepatico causado pelo DM2. Acredita-se que essa protecao
mediada pelo medicamento seja devido a reducdo de marcadores inflamatérios e de estresse
oxidativo (STEFAN et al., 2019; TANG et al., 2017), evidenciando estratégias de controle
glicémico e insulinico como promissores para o tratamento de DHGNA.

1.3.3 Alteracdes no tecido adiposo

Estudos recentes mostram o papel do BAT na homeostase de glicose e na sensibilidade a
insulina, desempenhando papel protetor contra 0 DM2 e a obesidade (CHONDRONIKOLA et
al., 2014; STANFORD et al., 2013). O BAT e o WAT séo tipos de tecidos adiposos de
mamiferos. Enquanto o WAT estoca o excesso caldrico na forma de triglicerideos dentro de
seus corpusculos lipidicos, o BAT dissipa a energia contida em seus corpusculos lipidicos
para a producdo de calor (termogénese) devido ao seu elevado nimero de mitocondrias
contendo a proteina desacopladora 1 (uncoupling protein 1, UCP-1) (LEE, M. W. et al.,
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2019). Atuando como um érgdo enddcrino, o tecido adiposo secreta adipocinas, quimiocinas e
hormbénios que atuam de forma autocrina, parécrina e enddcrina responsaveis pelo
metabolismo de glicose e lipideos, sinalizacdo da insulina, termogénese e inflamacao,
podendo afetar 6rgdos metabdlicos, como o cérebro, figado, musculo e pancreas (GE et al.,
2011; GIRALT; GAVALDA-NAVARRO; VILLARROYA, 2015; LEE, M. W. et al., 2019).

1.4 Efeitos da DH e do DM2 sobre o SNC

O SNC ¢é essencial na manutengdo das funcbes vitais, obtencdo, processamento e
armazenamento de informac@es através do sistema sensorial e modulagdo do comportamento.
O processamento e armazenamento de informacgfes € um processo complexo que envolve
sinapses entre neurénios provenientes de todas as regides cerebrais (BIRD; BURGESS, 2008;
SPORNS; TONONI; KOTTER, 2005).

1.4.1 Papel do hipocampo na modulacéo da funcéo cerebral

Pertencente ao sistema limbico e localizado no lobo temporal medial, a formacéo
hipocampal desempenha fungbes importantes no controle das emocOes, aprendizado e
consolidacdo de memorias de curto e longo prazo (MCDONALD; MOTT, 2017). A formagéo
hipocampal é composta pelo giro denteado (GD) e as regides do Corno de Ammon (CA) 1,
CA2 e CA3, o complexo subicular e o cortex entorrinal, perirrinal e parahipocampal
(SCHULTZ; ENGELHARDT, 2014), que fazem conexdes diretas com regides corticais e
subcorticais, como o nucleo talamico anterior, os corpos mamilares no hipotdlamo, o nucleo
séptico do cortex pre-frontal, cdrtex parahipocampal e a amigdala (Figura 1) (BIRD;
BURGESS, 2008).
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Figura 1. Principais estruturas do sistema limbico humano e de roedores. (A) cérebro humano e (C) de
roedores, mostrando a amigdala (verde), nucleo leito da estria terminal (azul), hipotdlamo (amarelo) e
hipocampo (rosa). O hipocampo estd ligado aos corpos mamilares (laranjado) através da fimbria-fornix. Os
estimulos olfatorios sdo recebidos pelos bulbos olfatérios (roxo). (B) Corte coronal da formacdo hipocampal
humana do hemisfério direito do cérebro corado com tionina. As regides CAl e CA2/3 e o GD referem-se as
regifes do hipocampo propriamente dito. ml- camada molecular do GD, gl- camada granular celular do GD, pl-
camada polimdrfica do GD, S- regido subicular, PrS- regido pré-subicular, PaS- regido para subicular, EC-
cortex entorrinal, cs — sulco colateral, PRC- cortex perirrinal. Barra da escala: 1mm. (D) Corte hipocampal de
roedor corado com tionina, evidenciando as regibes CA1/2, CA3 e GD. Adaptado de (SOKOLOWSKI;
CORBIN, 2012) sob licenca  Creative  Commons  Attribution  Non  Commercial 3.0
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/), de MOTOLESE et al. (2015) sob licenca Creative Commons
Attribution 4.0 International (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/) e de REMPEL-CLOWER et al.
(1996) Copyright © 1996 Society for Neuroscience (https://www.jneurosci.org/content/rights-permissions).

Estudos em humanos indicam que interacfes hipocampo-amigdala sdo essenciais para o
fortalecimento da memdria declarativa (DOLCOS; LABAR; CABEZA, 2004; PHELPS,
2004), bem como avaliacdes post-mortem de pacientes com amnésia retrograda e anterégrada
indicaram les6es com perda de neurénios em diversas regides do hipocampo e reducdo do
volume hipocampal (REMPEL-CLOWER et al., 1996; ZOLA-MORGAN; SQUIRE;
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AMARAL, 1986). A perda de memoria est& positivamente correlacionada com a extensao da
area hipocampal afetada (REMPEL-CLOWER et al., 1996) e pacientes com lesdes
hipocampais podem se recordar de eventos ocorridos anos antes do inicio do dano cerebral, 0
que indica que as memdrias gradualmente vao se consolidando em outras partes do cérebro,
como 0 neocorteX, ressaltando a importancia do hipocampo na formagdo de novas memorias
(KNIERIM, 2015).

1.4.2 Alteracdes no SNC decorrentes do DM2 e da DH.

O DM2 e suas caracteristicas patofisioldgicas (resisténcia a insulina, intolerancia a glicose
e elevada glicemia em jejum) estdo relacionados com alteracGes hipocampais, que se refletem
na disfungdo cognitiva e em comportamento tipo-depressivo em humanos e em roedores
submetidos a DH (DUTHEIL et al., 2016; SIMON et al., 2008; YANG et al., 2019).

O indice de massa corporal estd negativamente relacionado com o volume cerebral
(WARD et al., 2005) e frequentemente a obesidade relaciona-se com alteragdes estruturais e
funcionais cerebrais em todas as faixas etarias. Ainda na infancia ha piora da performance
cognitiva associada a elevacdo nos niveis de gordura visceral e subcutanea (BAUER et al.,
2015; DAVIS; COOPER, 2011; JANSEN et al.,, 2011) bem como o sobrepeso e/ou
obesidade se correlacionam com reducdo da massa hipocampal (BAUER et al., 2015).

Alteracbes similares sdo vistas em modelos animais de diabetes, induzido por dietas com
alta densidade energética. O desempenho em testes cognitivos, estd relacionado com
alteraces morfoldgicas das células nervosas hipocampais, sendo presentes ativacéo de células
da glia, reducdo da ramificacdo dendritica e menor densidade de marcadores de plasticidade
sinaptica, progredindo para perda neuronal e diminuicdo da neurogénese (TREVINO et al.,
2015; TREVINO et al., 2017; YANG et al., 2019). Além disso, estudos em um
camundongos transgénicos (db/db) confirmam o dano cognitivo associado ao DM2 (ZHENG,;
ZHENG; WANG,; et al., 2017; ZHENG; ZHENG; ZHAO; et al., 2017).
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1.5 Mecanismos subadjacentes as altera¢cdes comportamentais associados ao DM2 e a
DH

1.5.1 Metabolismo de glicose e alteraces comportamentais

Alteragfes no metabolismo de glicose causam disfungdes ndo apenas em tecidos
periféricos (NATH; GHOSH; CHOUDHURY, 2017), mas também no SNC (TREVINO et
al., 2015). A neurotoxicidade induzida pela hiperglicemia é manifestada através de alteracdes
na sinalizacdo da insulina, aumento do fluxo dos polidis, com elevados niveis de produtos de
glicacdo avancados, alteracdo nas proporcOes de enzimas anti-oxidantes (NADPH e GSH)
entre seus estados oxidado/reduzido e aumento do fluxo da via das hexosaminas (GARCIA-
SERRANO; DUARTE, 2020; SPAUWEN et al., 2015).

Por possuir uma alta demanda energética, o hipocampo é uma das estruturas cerebrais que
possui maior densidade de receptores de insulina (GHASEMI et al., 2013). Individuos
diabéticos e modelos animais submetidos a DH apresentam resisténcia a insulina neuronal
com alteracdes na via de sinalizacdo da insulina no cérebro (DUTHEIL et al., 2016;
GHASEMI et al., 2013). O prejuizo na sinalizacdo da insulina hipocampal e consequente
comprometimento da sinaptogénese e da plasticidade sindptica desencadeiam mudangas
fenotipicas como déficits cognitivos e comportamento tipo-depressivo em ratos (DUTHEIL et
al., 2016; TREVINO et al., 2017). Por outro lado, 0 aumento na sensibilidade do receptor de
insulina, provocado pelo hipoglicemiante metformina, reduziu o comportamento tipo ansioso

em camundongos submetidos a alimentagcdo com DH (JI; WANG,; LI, 2019).

1.5.2 Inflamacéao

A inflamacdo estd presente em diversas doencas metabdlicas e neurodegenerativas
(CALVO-OCHOA et al., 2014; DE LA MONTE; WANDS, 2008; DUTHEIL et al., 2016).
Marcadores inflamat6rios como a interleucina-1p, interleucina-6, fator de necrose tumoral-a e
proteina C reativa se elevam pelo consumo de DH e em suas comorbidades associadas, como
DM2 e obesidade, o que gera uma inflamagdo sisttmica de baixo grau, afetando todos os
orgdos inclusive o SNC (WHITMER, 2007), e particularmente a permeabilidade da barreira
hematoencefalica (BHE). (DAVIDSON et al., 2012).

A BHE compde a unidade neurovascular que compreende as células endoteliais dos vasos

sanguineos, pericitos, membrana basal, e astrocitos. Os pés dos astrécitos envolvem o vaso
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sanguineo e se conectam diretamente com os neurdnios, atuando em um sistema coordenado,
conhecido como acoplamento neurovascular, que mantém a homeostase do SNC
(DAVIDSON et al., 2012; ZLOKOVIC, 2008). Essa proximidade de diferentes celulas gliais
com o0s neurdnios permite uma eficiente regulacdo paracrina, essencial para o bom
funcionamento do SNC. As células endoteliais sdo fortemente conectadas por juncbes
oclusivas, que em situagbes fisioldgicas impedem a passagem de células sanguineas e
moléculas lipofilicas maiores que 400 Daltons para 0 SNC, engquanto que as moléculas
hidrofilicas e ions necessitam de um sistema de transporte para entrar ou sair do SNC (Figura
2) (ZLOKOQOVIC, 2008).

Em condicdes patologicas como na obesidade ou consumo de DH, a permeabilidade da
BHE ¢é alterada, com menor expressdo das proteinas de jungdes oclusivas, 0 que esta
associado ao comprometimento da performance cognitiva (DAVIDSON et al., 2012,
YAMAMOTO, M. et al., 2019). Curiosamente, no estudo de Davidson et al (2012), ratos
obesos apresentaram déficit cognitivo com aumento da permeabilidade da BHE no
hipocampo, sem apresentar aumento da permeabilidade no cortex pre-frontal e no estriado,
regides também envolvidas em processos cognitivos e coordenacdo de movimentos
(DAVIDSON et al., 2012).
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Figura 2. Constituintes celulares da barreira hematoencefalica. A barreira hematoencefalica é formada pelas

células endoteliais conectadas por jungdes oclusivas, circundadas pela membrana basal, pericitos e pés terminais

dos astrocitos perivasculares, os quais fazem conexdo direta com o0s neurbnios. Micréglia e macréfagos
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perivasculares estdo proximamente ligados, formando componentes importantes da unidade neurovascular.
Retirado de (PULLAGURLA et al., 2015). Copyright© Future Science Ltd (licenca de reproducdo n® 1052427-
1).

A inflamacdo central, além de ser mediada pelas citocinas inflamatdrias periféricas que
passam a atravessar a BHE, é também mediada pela reatividade de astrdcitos e microglia.
Esse processo promove danos e até mesmo destruicdo das juncdes oclusivas das células
endoteliais da unidade neurovascular, potencializando a entrada de celulas e moléculas
inflamatorias periféricas, e a manutencdo do microambiente inflamatério (DUTHEIL et al.,
2016; YANG et al., 2019; YARLAGADDA; ALFSON; CLAYTON, 2009).

1.5.3 Participacéo da mitocondria nas alteracdes cerebrais desencadeados pela ingesta de
DH e DM2

A mitocondria é a organela celular que controla os processos energéticos, oxidacao de
substratos e geracdo de energia na forma de adenosina trifosfato (ATP), sendo essencial
também no metabolismo redox, homeostase de célcio e sobrevivéncia celular (FRIEDMAN;
NUNNARI, 2014; OSELLAME; BLACKER; DUCHEN, 2012). A funcdo mitocondrial em
neurdnios € fundamental para o suporte da maquinaria sinaptica, sendo considerada como um
fator limitante da sinaptogénese e plasticidade neuronal (LUQUE-CONTRERAS et al., 2014).

O processo de geracdo de ATP nos eucariotos se inicia no citoplasma celular com as
enzimas da via glicolitica, através do catabolismo de glicose a piruvato, que entra na matriz
mitocondrial, juntamente com acil-Coa, derivado de 4acidos graxos, ambos geram as
coenzimas reduzidas NADH e FADH2 em processos do ciclo do acido citrico. As coenzimas
reduzidas, por sua vez, sdo oxidadas nos complexos localizados nas cristas mitocondriais, € 0s
elétrons sdo transportados atraves dos complexos I, 11, 111 e IV e da ubiquinona, até chegarem
em seu aceptor final, o0 Oz, reduzindo-o a agua. Durante o processo de transporte de elétrons,
os complexos I, 111 e IV bombeiam protons da matriz para o espaco inter-membrana (EIM),
formando um gradiente de protons, que posteriormente retornara para a matriz através da ATP
sintase (complexo V), sendo esse 0 mecanismo de geragdo de ATP através da oxidacdo de
substratos (Figura 3) (NUNNARI; SUOMALAINEN, 2012; OSELLAME et al., 2012).
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da oxirredugdo das outras enzimas da CTE, culminam na redugdo do Oz (aceptor final de elétrons) a dgua. A

transferéncia de elétrons através da CTE mantém o potencial da membrana pelo bombeamento de prétons para o
EIM. Nesta etapa final, o gradiente de protons retorna a matriz pela ATP sintase, onde ADP é fosforilado para
formar ATP. (A) Adaptado de (LOGAN, 2006), Copyright © 2006 Oxford University Press (Licenca n°
4881380536714). (B) Adaptado de (POLYZOS; MCMURRAY, 2017), Copyright © 2017 Elsevier Ireland Ltd.
(Licenca n° 4881390389815).

A obesidade induzida por uma DH diminui a expressdo de proteinas da cadeia
respiratoria no hipocampo de camundongos C57BL/6, conferindo uma provavel disfuncéo
energética dessas células (PETROV et al., 2015). De acordo com essa hipétese, dados do
nosso grupo demonstram o comprometimento no consumo de O> em camundongos Swiss
alimentados com DH por 1 més, e que essa disfuncdo energética esta associada a disfuncao
sinaptica e comprometimento cognitivo (PAULA, 2020). Neste sentido, a disfuncdo
mitocondrial presente no DM2 pode favorecer o aparecimento das caracteristicas
fisiopatoldgicas da doenca de Alzheimer, como perda sindptica e disfuncdo cognitiva
(CARVALHO et al., 2015).
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Além disso, alguns estudos tem proposto a utilizacdo de farmacos antidiabéticos como
metformina e rosiglitazona para melhorar a fungdo cognitiva em modelos animais de
Alzheimer (CRAIG; PARVEZ; ISSBERNER, 2019). Ademais, a inibicdo da enzima
dipeptidil peptidase 4, pelos hipoglicemiantes vidagliptina e sitagliptina, foi capaz de reverter
0 dano cognitivo, a superproducdo de ER e as alteracbes no potencial de membrana
mitocondrial causados pela DH (PINTANA et al., 2013).

No cérebro como um todo e particularmente no hipocampo, o excesso de EROs, disfuncéo
na oxidacdo de proteinas e lipideos, menor producdo de ATP e menor expressdo e fungdo de
enzimas antioxidantes séo achados frequentes em modelos de DH e obesidade (PARK; CHO;
KIM, 2018; RUEGSEGGER et al., 2019). O aumento na producdo de EROs favorece sua
reacdo com proteina e lipideos estruturais, tornando-os disfuncionais (ALZOUBI et al., 2018;
MORRISON et al., 2010; TREVINO et al., 2015). Essas modificacdes oxidativas causam
disfuncédo sinéptica e ativacdo da cascata apoptética, levando a danos neuronais e posterior
declinio cognitivo (MASSAAD; KLANN, 2011; TREVINO et al., 2015).

Todas essas alteragbes mitocondriais, especialmente no hipocampo, comprometem a
bioenergética e sobrevivéncia celular, sendo que a disfuncéo energética afeta diretamente as
interacdes neuro-gliais e podem ter como consequéncia a reducdo da densidade sinaptica e

comprometimento cognitivo.

1.6 Efeito do consumo de DH na infancia e a adolescéncia

A adolescéncia é um processo de transi¢do entre a infancia e a vida adulta, acompanhada
pela puberdade, maturidade sexual, profunda maturacdo cerebral, mudangas comportamentais
e vulnerabilidade a fatores ambientais (VINUESA et al., 2019). O elevado consumo de
produtos industrializados contendo altas quantidades de gordura, juntamente com os habitos
sedentérios esta associado com o rapido ganho de peso na adolescéncia e na juventude adulta
(VINUESA et al., 2019). Adultos e criancas expostos a DH pelo mesmo periodo de tempo
respondem metabolicamente de formas diferentes, sendo que os efeitos da ingesta de DH séo
mais intensos quando esta € introduzida em um periodo mais precoce da vida (BOITARD et
al., 2012).

A DH torna a crianca mais propensa a alteracfes metabolicas e cognitivas na vida adulta,
impactando no desenvolvimento cerebral e plasticidade neuronal (YANG et al., 2019),
especialmente na neurogénese hipocampal, uma forma de plasticidade baseada na formacéo
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continuada de novos neurdnios na vida adulta (LINDQVIST et al., 2006). Nesta linha,
camundongos recém-desmamados (21° dia de vida) expostos a diferentes periodos de DH
apresentaram alteracGes em proteinas relacionadas ao metabolismo de glicose e resisténcia a
insulina, bem como pior desempenho em testes cognitivos relacionados a memoria,
aprendizado e comportamento tipo-depressivo no inicio da vida adulta (VINUESA et al.,
2016). A disfuncdo cognitiva acompanhada de alteraces hipocampais induzida pela DH no
inicio da vida de camundongos sdo especialmente importantes uma vez que as alteracdes
metabolicas ocorridas neste periodo podem comprometer permanentemente as funcoes
cerebrais (BOITARD et al., 2012; VINUESA et al., 2019; YANG et al., 2019).

Neste estudo propusemos um modelo de hiperglicemia, através da introducdo de DH em
camundongos recém-desmamados (21 dias de idade), a fim de avaliar como este insulto afeta
parametros metabolicos e comportamentais na fase adulta destes animais. Além da ingestdo
de DH, a droga estreptozotocina (STZ) foi aplicada nestes animais, com o intuito de acelerar a
progressdo da disfuncdo metabolica do DM2, muito frequente na obesidade e sobrepeso
(NATH et al., 2017). A STZ é uma droga téxica para as células B-pancreéaticas, causando
danos no DNA através da geracao de EROs, tendo por consequéncia a reducdo da secrecdo de
insulina, juntamente com resisténcia em tecidos periféricos (DE LA MONTE; WANDS,
2008; NATH et al., 2017). Com isso, avaliamos como o DM2 afeta parametros cognitivos
dos camundongos, e como tecidos periféricos como o BAT, figado e coracdo podem estar

contribuindo para essas alteragoes.
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2 JUSTIFICATIVA

O DM2 ¢ reconhecido como um problema de saude de alta prevaléncia e de grande
impacto na qualidade de vida, devido a sua associagdo com outras comorbidades, incluindo,
doencgas cardiovasculares, DHGNA, asma, disfuncdo renal, entre outros. Ademais, estudos
recentes também associam o DM2 ao desenvolvimento de neuropatologias e prejuizos
cognitivos.

Neste segmento, alteracfes energéticas figuram como um fator confluente entre o
DM2 e o desencadeamento de processos neurocognitivos, visto que alteragdes de aprendizado
e transtornos de humor sdo alteracbes decorrentes do DM2 observados a nivel de sistema
nervoso central. Assim, estudar o papel da mitocdndria, que € a organela responsavel pela
bioenergética celular, se faz necessario para uma melhor compreenséo da fisiologia energética
de celulas metabolicamente muito ativas, como as células do sistema nervoso central, bem
como compreender a relacdo da funcdo de dérgdos periféricos relacionados ao metabolismo

energético e sua interacao com a funcgéo cerebral.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos de um modelo de diabetes mellitus tipo 2 induzido por uma dieta
hiperlipidica e duas doses de estreptozotocina sobre parametros metabolicos,

comportamentais, energéticos e celulares em camundongos C57BL/6.

3.2 Obijetivos Especificos
a) Caracterizar as alteragdes metabdlicas causadas pelo modelo de DM2 sobre o ganho de

peso e perfis glicémico e lipidico.

b) Awvaliar pardmetros comportamentais associados a aprendizagem, memoria e

emocionalidade.

c) Investigar o papel da mitocdndria no hipocampo, tecido adiposo marrom, figado e

coracdo e sua relagcdo com as alteragdes causadas pelo DM2.

d) Quantificar marcadores de inflamacdo e densidade neuronal nas regibes CAl e giro

denteado hipocampais.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e desenho experimental

O presente estudo foi realizado em camundongos machos C57BL/6 adquiridos na
Universidade Catolica de Brasilia. Todos os animais foram alojados em gaiolas acrilicas com
sistema de ar filtrado (Alesco; 3-4 camundongos/gaiola), temperatura controlada (23-25°C) e
ciclo claro/escuro de 12h (luzes as 6h) no biotério da Faculdade de Medicina, Universidade de
Brasilia. Agua e dietas foram fornecidas ad libitum. Todos os procedimentos feitos em
animais cumpriram as diretrizes sobre cuidados com animais do Comité de Etica em Uso de
Animais (CEUA/UnB), que segue a publicacdo do NIH "Principles of Laboratory Animal
Care". Namero do processo 60/2019 (Anexo A).

Este protocolo experimental foi realizado para avaliar os efeitos da DH no inicio da
vida, sobre parametros metabdlicos e comportamentais na idade adulta. Camundongos com 21
dias de idade (imediatamente ap6s o desmame) foram alimentados com uma dieta controle
(DC; 15% de lipideos; PRAGSOLUCOES Biociéncias®) ou hiperlipidica (DH; 48% de
lipideos; PRAGSOLUCOES Biociéncias®) por 7 semanas (ver composi¢do nutricional
completa na Tabela 1). Duas injecdes intraperitoneais consecutivas de STZ (40 mg/kg) foram
realizadas no grupo DH no dia 35 e 36 de vida, para induzir o modelo de DM2 (NATH et al.,
2017). Camundongos alimentados com DC receberam o mesmo volume de tampdo de citrato
0,1M (veiculo). O peso corporal foi registrado semanalmente. Na décima semana de vida
(dias 66-68), os animais foram submetidos a testes comportamentais, que incluem campo
aberto, reconhecimento do novo objeto, realocacdo do objeto e nado forcado. Apos as analises
comportamentais, foi realizado um teste de tolerancia a glicose (dia 70). Na décima primeira
semana de vida os camundongos foram sacrificados, sendo dissecados o hipocampo, tecido
adiposo marrom, figado e coracdo para avaliar o consumo de O2 por respirometria de alta
resolucdo (RAR). O sangue foi coletado para determinar o perfil lipidico. Paralelamente,
quatro ou cinco animais em cada grupo foram perfundidos intracardialmente para analise

imunohistolégica (Figura 4).
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Controle Hiperlipidica
Componente | Kcal %kcal Kcal %kcal
Amido de 2118 52,95 1326 26,57
milho
Caseina 800 20 800 16,03
Sacarose 400 10 400 8,02
Oleo de soja | 630 15,75 360 7,21
Mix de 40 1 40 0,8
vitaminas e
minerais AIN-
93
L-Cistina 12 0,3 12 0,24
Banha 0 0 2052 41,12
Colina 0 0 0 0
Fibras 0 0 0 0
Total 4000 100 4990 100

Tabela 1. Formulagéo de nutrientes das dietas controle (DC) e hiperlipidica (DH). Quantidade cal6rica

correspondente a 1kg de alimento.
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Dieta i STZ Analises
controle Dieta 40mg/ky comportamentais Coleta do
controle ou i RAR sangue e
- hiperlipidica % perfusao

Dias } t T 2
21 35 36 66 67 68 70 71 76 78
Camundongos
Nascimento dos C57BL/6
camundongos machos
desmamados

Figura 4. Esquema do desenho experimental. Camundongos C57BL/6 machos com 21 dias de idade foram submetidos a dieta controle (DC) ou hiperlipidica (DH) por 7
semanas. Nos dias 35 e 36 de vida, camundongos sob DH receberam inje¢des i.p. de estreptozotocina (STZ) 40mg/kg, enquanto camundongos sob DC receberam veiculo. As
avaliagBes comportamentais foram realizadas nos dias 66-68. Depois disso, foi realizado o teste de tolerancia a glicose (TTG). O consumo de O, foi avaliado em vérios
tecidos por respirometria de alta resolugdo (RAR) e amostras cerebrais foram utilizadas para imunohistoquimica. Paralelamente a perfusdo, 5-6 camundongos tiveram seu

sangue coletado para ensaios enzimaticos
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4.2 Avaliacdes comportamentais

4.2.1 Teste do Campo aberto (TCA)

O TCA foi utilizado para avaliar as atividades locomotoras e exploratorias induzidas
por um novo ambiente. A tendéncia natural dos camundongos em um novo ambiente é
explora-lo, apesar do estresse e do medo causados pelo mesmo (PRUT; BELZUNG, 2003). O
aparato é uma arena cubica de madeira, com dimens6es 30x30x30 cm (comprimento X largura
x altura) com fundo branco, contendo pistas espaciais nas paredes laterais. Os camundongos
foram colocados individualmente no centro do aparato para explorar livremente a arena por 5
minutos. A arena foi limpa com etanol a 70% entre cada teste. A distancia total percorrida e o
tempo gasto nos quadrantes interno e externo foram avaliados no software ANY-maze®
(verséo 4.20, Stoelting Co., Wood Dale, IL, EUA).

4.2.2. Teste de reconhecimento ao novo objeto (TRNO)

Este teste avalia a memdria de reconhecimento dependente do hipocampo (AINGE et
al., 2006). O TRNO foi realizado 24 horas apds a exposi¢do ao campo aberto (habituacao).
Durante a sessdo treino, o animal foi exposto por 5 minutos a dois objetos idénticos (Objeto
Antigo, OA) colocados em paralelo e a 5 cm das paredes. Os animais foram devolvidos as
suas gaiolas imediatamente apds o treino. Uma hora e meia ou 24 horas apds a sessdo treino,
0s animais foram reintroduzidos na mesma arena por mais 5 minutos, com um OA e outro
objeto novo (ON). A arena foi limpa com etanol a 70% entre cada teste. Os objetos eram de
nivel exploratorio/complexidade fisica e tamanho similares. O tempo de exploracdo foi
registrado manualmente com cronémetros e 0 comportamento de cheirar a menos de 1 cm ou
tocar foram considerados atividades exploratdrias. Um indice de discriminacdo (ID) foi
calculado para avaliar a memoria de reconhecimento usando a equacao:

D - Ton * 100
Ton + Toa

onde, Toy € Tp4 S80 0s tempo de exploragdo dos objetos novo e antigo, respectivamente.

4.2.3 Teste de realocacéo do objeto (TRLO)
O TRLO foi utilizado para avaliar a memoria de referéncia espacial dos camundongos,
dependente de funcbes hipocampais. Este teste baseia-se na tendéncia espontanea de

roedores, previamente expostos a dois objetos idénticos, de explorar posteriormente o objeto
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realocado em um novo local (R) por mais tempo do que exploram o objeto ndo realocado
(NR), fornecendo assim um indice qualitativo de aprendizado (MURAI et al., 2007). Durante
a sessdo treino, os animais foram colocados por 5 minutos no centro da arena com dois
objetos idénticos em paralelo e a 5 cm das paredes. Apos a fase de treino, os camundongos
foram retirados do aparato por 1,5 horas. Apés o intervalo entre o treino e o teste, um objeto
foi movido para um novo local. O tempo gasto na exploracdo dos objetos NR e R foi
registrado por 5 min. Apés cada teste, o aparelho experimental foi limpo com papel toalha e
etanol a 70%. O tempo de exploracdo foi registrado manualmente com cronémetros e
comportamentos como cheirar o objeto a menos de 1 cm de distancia ou tocar foram
considerados atividades exploratérias. Um indice de localizagdo (IL) foi calculado para
avaliar a memdria espacial usando a equacao:

Tr - 100
L= TRR+ Tar
onde, T, é o tempo de exploracdo do objeto realocado e Tyr € 0 tempo de exploracdo do

objeto nédo realocado.

4.2.4 Teste do nado forcado (NF)

O comportamento tipo-depressivo dos camundongos também foi avaliado utilizando o
teste do NF (PORSOLT; LE PICHON; JALFRE, 1977). Este protocolo avalia a capacidade
de resposta do animal a uma situacdo de estresse inescapavel. Os animais foram colocados
individualmente em um béquer de 5L contendo 30 cm de altura de dgua a 22°C e permitidos
de nadar por 6 min. Os animais foram registrados por 6 min, onde foi analisado o tempo de
imobilidade nos 4 Gltimos minutos, sendo imobilidade definida como flutuar na dgua sem
esforgo, fazendo apenas 0s movimentos necessarios para manter a cabeca acima da agua. Os

primeiros 2 minutos de gravacdo foram descartados.

4.3 Andlise do perfil glicémico e lipidico

4.3.1 Teste de tolerancia a glicose

O teste de tolerancia a glicose (TTG) foi realizado ap6s um jejum de 6 horas, sem
restricdo hidrica. Amostras de sangue caudal foram coletadas para determinar a glicemia em
jejum (tempo 0 min) e em seguida, 0s animais receberam uma injecdo intraperitoneal de

glicose (2g/kg). As amostras de sangue caudal foram coletadas apds 15, 30, 60, 90 e 120
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minutos apods a injecdo de glicose e analisadas com tiras reativas em um glicosimetro (Accu-
Chek, modelo Active, Roche).

4.3.2 Niveis de colesterol e triglicerideos totais

Os niveis séricos de colesterol e triglicerideos foram medidos por ensaios
colorimétricos, seguindo as instrucbes do fabricante LABTEST kits comerciais. Registro no
Ministério da Saude: Colesterol total — 10009010068 e Triglicerideos totais — 10009010070.

4.4 Respirometria de alta resolugéo

O consumo de O foi avaliado pela RAR usando um repirdmetro Oxygraph-2k
(Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria). Os animais foram sacrificados utilizando os
anestésicos cetamina (80 mg/kg) e xilazina (8 mg/kg) via i.p. até a total analgesia e posterior
deslocamento cervical. Amostras de hipocampo, tecido adiposo marrom, coracdo e figado

foram analisadas e todos os tecidos foram coletados logo apds o sacrificio do animal.

4.4.1 Respirometria do hipocampo

O hipocampo foi coletado e homogeneizado em 300uL de tampéo de isolamento [TI:
manitol 225mM, sacarose 75mM, Hepes 10mM, EGTA 1mM, albumina bovina sérica
(bovine serum albumin. BSA) livre de &cidos graxos 0,1%] usando um homogeneizador tipo
Dounce de 5 ml de vidro-teflon. As amostras (~0,200mg/mL) foram colocadas no
respirdbmetro contendo 2mL de meio de reacdo (MR: sacarose 125mM, KCI 65mM, K2HPO4
2mM, MgCl> 1mM, Hepes 10mM, EGTA 0,2mM) e em seguida, foram adicionados alguns
substratos/drogas a avaliar os estados respiratorios. Foram adicionados piruvato + malato
(PM: 5 e 2,5mM) ou rotenona (ROT: 0,5uM) + succinato (S: 10mM) para avaliar o estado
respiratorio 2, por substratos ligados ao complexo 1 ou 2, respectivamente. O estado 3
(fosforilante) foi avaliado apds a adicdo de adenosina di-fosfato (ADP: 500uM) e o estado 4
(vazamento) apos a adicdo de oligomicina (OMY: 0,1 pug/mL). O estado 4 desacoplado foi
avaliado apds a titulagdo com cianeto de carbonila 3-clorofenil-hidrazona (CCCP)
(concentracdo final de 1-3 pM) e a respiragéo residual ndo mitocondrial foi avaliada com
ROT ou Antimicina A (AA) (0,5 e 1 uM, respectivamente).
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4.4.2 Respirometria do tecido adiposo marrom (BAT)

O BAT foi coletado, pesado e cortado em pequenos pedacos de 1 mm e, em seguida,
foi adicionado 10x o volume (uL) de MR correspondente ao seu peso para homogeneizar o
tecido, em um homogeneizador tipo Dounce de 5 ml de vidro-teflon. A amostra (~
0,135mg/mL) foi colocada no Oroboros contendo 2mL de MR e em seguida, foram
adicionados os substratos PM (5 e 2,5mM), guanosina difosfato (GDP 1mM), para avaliar a
atividade da UCP-1, CCCP para avaliar a respiracdo desacoplada méxima (concentracdo final

de 3-7 uM) e a respiracdo residual ndo mitocondrial foi avaliada com ROT (0,5 uM).

4.4.3 Respirometria do figado e coracéo

Os tecidos foram coletados e cortados em pequenos pedagos de Imm?, em um béquer
contendo 10mL de TI. Lavagens sucessivas foram feitas para remover o excesso de sangue. A
seguir, os tecidos foram homogeneizados em um homogeneizador tipo Dounce de 30 ml de
vidro-teflon e foi adicionado cerca de 10x o volume (uL) de MR de acordo com a quantidade
total do tecido correspondente. Os homogenatos foram centrifugados a 600G. Todas as etapas
de centrifugacdo foram realizadas a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante obtido da primeira
centrifugacdo foi coletado e centrifugado a 7000G. Apos esta etapa, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi ressuspenso em 10 mL de Tl e novamente centrifugado a 7000G.
Em seguida, o sedimento foi ressuspenso em 500 pL de TI. As amostras finais (figado
~0,200mg/mL e coragdo ~0,055mg/mL) foram colocadas no Oroboros contendo 2mL de MR
e adicionados PM (5 e 2,5mM) ou ROT + S (0,5uM e 10mM) para avaliar o estado
respiratorio 2. O estado 3 foi avaliado apds a adicdo de ADP 500uM, e o estado 4 apos a
adicdo de OMY 0,1ug/mL. O estado 4 desacoplado foi avaliado ap6s a titulacdo de CCCP
(concentracéo final de 1 a 5 puM) e a respiragédo residual ndo mitocondrial foi avaliada com
ROT ou AA (0,5 e 1 uM, respectivamente).

4.4.4 Potencial de membrana mitocondrial

Nos experimentos utilizando substratos ligados ao complexo 2 da cadeia respiratoria, a
estimativa do potencial de membrana foi realizada juntamente com a respitometria. A
estimativa do potencial de membrana foi feita utilizando um sensor de fluorescéncia azul, que
foi acoplado nas janelas da frente das cubetas e conectada com a unidade de controle de

flourescéncia (O2k-Fluorescence LED2 module, Oroboros Instrument, Austria), excitacdo
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495 nm e emissdo 587 nm. A molécula catidnica fluorescente safranina (2uM), com alta
afinidade para membranas e muito sensivel a diferengas nas concentra¢fes ibnicas no meio
intra e extramitocondrial, foi adicionada apos a adicdo das amostras, e 0s experimentos de
respirometria foram conduzidos. A medida de fluorescéncia das amostras foi registrada a cada
2 segundos, juntamente com o consumo de O». A variacdo da fluorescéncia foi medida pela

seguinte formula:

A _AF
LL'_F

onde, Ay é o potencial de membrana estimado, calculado pela razdo entre a variacdo da
fluorescéncia (4F), obtida através da diferencga entre a fluorescéncia maxima do estado 4
desacoplado (CCCP) e da fluorescéncia obtida em cada estado respiratorio avaliado, e (F),

sendo a fluorescéncia maxima obtida ap6s CCCP.

4.5 Imunohistoquimica: marcacéo para GFAP e NeuN

Um subgrupo de animais foi anestesiado com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (8
mg/kg) via i.p. Os animais foram perfundidos intracardialmente com o auxilio de uma bomba
peristaltica (4 mL/min) através do ventriculo esquerdo com solucédo fosfato salina tamponada
(PBS) 0,1M pH 7,4. Apbs completar a perfusdo, os animais foram decapitados e seus cérebros
removidos, pds-fixados em paraformaldeido a 4% em PBS durante a noite a temperatura
ambiente. A crioprotecdo foi feita no dia seguinte por imersédo em solugdo de sacarose a 30%
em PBS a 4°C até saturacdo completa. Os cérebros foram congelados e armazenados a -80°C
para posterior preparo dos cortes, feitos em secdes de 30 um de espessura a -20°C com a

ajuda de um criostato.

A proliferacdo de astrécitos foi avaliada pela marcacdo da proteina acida fibrilar glial
(glial fibrillary acidic protein, GFAP), constituinte do citoesqueleto dos astrdcitos
(SOFRONIEW; VINTERS, 2010). A densidade neuronal foi avaliada pela marcacdo da
proteina NeuN, localizada especificamente no nucleo de neurbnios (GUSEL'NIKOVA;
KORZHEVSKIY, 2015). Trinta fatias de flutuagdo livre dos grupos controle e DM2 foram
incubadas com tampéo citrato por 1h a 70°C, para recuperagdo antigénica. As fatias foram
lavadas com tampao tris salina (tris buffer saline, TBS) e blogueadas por 2h com uma solugédo
de blogueio (BSA 4% em TBS + triton 0,5%, TBST). Depois disso, as fatias foram incubadas
durante a noite com anticorpo primario de camundongo anti-GFAP (1:200; Sigma, San Louis,
Missouri, EUA) ou coelho anti-NeuN (1:750; Millipore, Burlington, Massachusetts, EUA).



41

Em seguida, as fatias foram lavadas com TBST e incubadas com anticorpos secundarios anti-
camundongo ou anti-coelho, para anti-GFAP e anti-NeuN respectivamente. Streptavidina
Peroxidase e DAB (kit de deteccdo Polivalente HRP/DAB (ABC), Abcam, Cambridge, Reino
Unido), foram utilizados seguindo as instrucbes do fabricante. As fatias foram lavadas,
montadas em laminas gelatinizadas, incubadas por 20s com hematoxilina (Harris
hematoxilina, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) e desidratadas com &lcool seguido de

xileno. As laminas foram montadas com verniz e laminulas.

As laminas foram digitalizadas com o aparelho Aperio Digital Pathology Slide
Scanner CS2 (Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha) sob luz em lente de ampliacdo de 20X e
foram obtidas imagens das camadas CAL e giro denteado do hipocampo para quantificacdo
das células marcadas. A quantificacdo foi realizada medindo a area total marcada, utilizando o
software ImageJ (versdo 1.8. U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).
Uma razdo das populacdes celulares hipocampais foi obtida na regido CAl e GD, calculada
pela quantidade de células positivas para NeuN dividido pela quantidade de células marcadas
para GFAP.

4.6 Analise estatistica

Todos os dados foram expressos como media + erro padrdo da média (EPM) e foram
analisados com o GraphPad Prism (versdo 6.0, La Jolla, California, USA). O teste de
normalidade foi realizado em todas as amostras, sendo feitas as analises estatisticas
adequadas. Teste t de uma amostra foi realizada para TRNO e TRLO para determinar se 0s
indices de discriminacdo ou localizacdo diferem de um valor teérico de 50%. *p <0,05 vs
50% (objeto novo ou realocado). As respirometrias e o Ay foram analisados pelo teste t
student pareado para amostras com distribuicdo normal e Wilcoxon para distribuicBes nédo
normais, segundo o teste de normalidade. Todos 0s outros experimentos foram analisados
pelo teste t student ndo pareado para distribuicbes normais e teste de Mann-Whitney para
distribuicbes ndo normais. Os resultados foram considerados estatisticamente significantes

para p <0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 A exposicdo precoce a DH + STZ induziu um modelo de diabetes mellitus tipo 2 em
camundongos.

Os resultados apresentados na Figura 5 mostram que a introducdo de uma DH no
inicio da vida (D21: no dia do desmame) + STZ na 5% semana de vida induziram um modelo
de DM2 em camundongos. A alimentacdo de camundongos com 21 dias de idade por 57 dias
com DH seguida de duas doses baixas de STZ promoveu o comprometimento do
metabolismo da glicose sem induzir a obesidade. Os niveis de glicose no sangue em jejum
aumentaram significativamente em camundongos DM2 em comparagao com o grupo controle
(Figura 5G). No TTG, uma ferramenta diagnostica para o DM2, indicador de eficiéncia
metabolica e resisténcia a insulina (DUTHEIL et al., 2016) realizado no final do protocolo
experimental, a glicemia plasmatica aumentou para seu maximo apds 15-30 min da
administracdo i.p. de glicose em camundongos controle e DM2, mas esse aumento foi maior
nos camundongos DM2. Além disso, houve um atraso na depuracdo da glicose nos
camundongos DM2 em relacdo a CTRL, com niveis de glicose permanecendo elevados apos
120 min (Figura 5E). A area sob a curva foi significativamente maior nos camundongos DM2
(Figura 5F). Por outro lado, o peso corporal final e o ganho de peso dos camundongos DM2
ndo foram diferentes do grupo controle (Figura 5A e 5B), assim como 0s niveis totais de

colesterol e triglicerideos nédo se alteraram nos camundongos DM2 (Figura 5C e 5D).
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Figura 5. Exposicdo precoce @ DH + STZ induz um modelo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) em
camundongos. (A) Peso corporal semanalmente registrado dos animais. (B) Ganho de peso calculado pelo peso
final menos o peso inicial. (C) Colesterol total e (D) triglicerideos totais séricos medidos por analise
colorimétrica. (E) Teste de tolerancia a glicose (TTG) realizado antes (tempo 0 min) e 15, 30, 60, 90 e 120 min
ap6s a administracdo de glicose 2g/kg via i.p. apds 6 horas de jejum. (F) Area sob a curva obtida do grafico E.
(G) Glicemia em jejum medida pelo sangue caudal. N= 5-7/grupo para a quantificacdo de colesterol e
triglicerideos totais e N=22-23/grupo para 0s outros experimentos. Todos os dados expressos como media +

EPM. Analise estatistica feita por teste t student. *p<0.05 vs controle.

5.2 Memodria dependente de fung¢des hipocampais esté prejudicada quando o DM2 é
induzido na juventude.

O teste de campo aberto foi realizado para habituar os animais no aparato e avaliar a
atividade locomotora. Os dados da Figura 6 mostram que os dois grupos ndo diferiram na
distancia total percorrida (Figura 6A) e no tempo gasto nas zonas internas e externas da arena
(Figura 6B e 6C). O TRNO e TRLO, que sdo ambos testes dependentes da atividade
hipocampal, foram usados para avaliar a memoria de reconhecimento e espacial,

respectivamente.

Os animais CTRL demonstraram uma memoria de reconhecimento de curta (1,5 h) ou

longa duracdo (24 h) normais, demonstrado pelo aumento do comportamento exploratorio em
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relagdo ao novo objeto usado nas sessOes teste. No entanto, o grupo DM2 ndo atingiu a
porcentagem exploratoria do novo objeto acima do valor tedrico de 50%, apés 1,5 h da sesséo
treino, mostrando comprometimento da memoria de curta duracao (Figura 6D). Ao avaliar a
memoria de longa duracdo, concluimos que os camundongos DM2 foram capazes de
discriminar o novo objeto apds 24 horas da secdo treino, porém a quantidade de tempo de
exploracdo dos camundongos DM2 foi significativamente menor que a dos CTRL (Figura

6E), indicando um desempenho pior no teste de memoria de longa duracéo.

O TRLO corroborou os resultados obtidos no TRNO, pois apenas o grupo CTRL
demonstrou um indice de localizacdo significativamente acima de 50%, o que demonstra
exploracdo por mais tempo do objeto realocado (Figura 6F), enquanto os camundongos DM2

ndo discriminaram a nova posi¢do do objeto.

Por fim, os camundongos foram submetidos ao teste de nado forcado para avaliar o
comportamento do tipo depressivo. Os dados da Figura 6G demonstram ndo haver diferencas

no tempo de imobilidade entre os camundongos DM2 e CTRL.
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Figura 6. Efeito do modelo de DM2 em anélises comportamentais. Testes do campo aberto (TCA),
Reconhecimento do novo objeto (TRNO), realocacdo do objeto (TRLO) e nado forcado (NF) foram realizados
em camundongos CTRL ou DM2 entre os dias 66 e 68 de vida. (A) Distancia total percorrida na arena do TCA
durante 5 minutos. Tempo total gasto nas zonas (B) interna e (C) externa no TCA. A performance cognitiva foi
avaliada pelos indices de discriminacdo no TRNO com (D) 1,5 h e (E) 24 h de intervalo entre as sessdes treino e

teste, e pelo indice de localizagdo, feito pelo (F) TRLO com 1,5 h de intervalo entre a sessdo treino e teste.
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Ambos TRNO e TRLO tiveram a duracdo de 5 minutos (teste t student vs valor tedrico de 50%). (G) Tempo de
imobilidade no NF utilizado para avaliar o comportamento tipo-depressivo dos camundongos, e registrado
durante 6 minutos de teste. TCA, TRNO e NF, N= 15-16/grupo. TRLO, N=7/grupo. Todos os dados foram

expressos como média £ EPM; *p<0.05 vs grupo controle.

5.3 O DM2 induzido no inicio da vida causou disfuncdo mitocondrial e alteracéo nas
populagdes celulares no hipocampo.
Para investigar os mecanismos subjacentes ao DM2 que levam ao comprometimento

cognitivo, investigamos a atividade da CTE e a area dos astrocitos e neurdnios no hipocampo.

A caracterizacdo da atividade mitocondrial foi realizada a partir do homogenato do
hipocampo por RAR, uma técnica usada para analises ex vivo da atividade da cadeia
respiratoria em mitocondrias, tecidos e células isolados, permitindo acompanhar em tempo
real as alteracdes no consumo de O, das amostras. A avaliacdo da CTE é uma excelente
maneira de avaliar a bioenergética e fun¢do mitocondrial (HUTTER et al., 2006).

Na figura 7, mostramos como o homogenato de hipocampo CTRL e DM2 se
comportam ex vivo durante o processo respiratdrio, que inclui transferéncia de elétrons de
NADH ou FADH: para os complexos, bombeamento de prétons para o EIM, e a capacidade
de produzir ATP. Além disso, desafiamos as mitocondrias com um desacoplador a fim de

avaliar a capacidade respiratdria maxima.

Com o intuito de avaliar duas condi¢des diferentes da CTE, usamos PM para avaliar
majoritariamente o consumo de O. mediado pelo complexo 1 e ROT + S, para o complexo 2.
O complexo 1, também conhecido como NADH desidrogenase, é a maior enzima da CTE,
sendo também e o principal ponto de entrada de elétrons para a fosforilacdo oxidativa
(LEIPNITZ et al., 2018). O complexo 2 é representado pela succinato desidrogenase, uma
enzima essencial no metabolismo mitocondrial sendo a Unica enzima que compde o ciclo do
acido citrico e a CTE (HUANG; MILLAR, 2013).

As figuras 7A e 7E mostram tracos representativos das oximetrias obtidas nos
experimentos realizados com PM ou ROT+S, respectivamente. Observamos um menor
consumo de O, dos camundongos DM2 no estado fosforilante (estado 3) e no estado
desacoplado (estado 4U), quando o PM sdo os substratos disponiveis (Figura 7D). Essas
alteracbes séo refletidas na producdo de ATP (Figura 7B) e na capacidade respiratdria de

reserva (Figura 7C), que séo significativamente menores em relagdo ao CTRL. Nossos dados
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indicam uma reducéo da eficiéncia mitocondrial dos camundongos DM2 na producéo de ATP
e uma menor reserva respiratoria, sugerindo que esses animais tenham menor capacidade de
producdo de ATP e maior suscetibilidade a danos caso a célula sofra um estimulo estressor
(YAMAMOTO, H. et al., 2016).

Ao usar ROT+S como substratos, bloqgueamos o complexo 1 com ROT e avaliamos
apenas a respiracdo mediada pelo complexo 2, e encontramos resultados semelhantes ao
experimento anterior, com menor consumo de Oz de camundongos DM2 nos estados 3 e 4U
(Figura 7H). Essa disfuncgéo reflete-se em uma menor producdo de ATP (Figura 7F), sem
alteracdes na capacidade de reserva (Figura 7G). Esses dados de ambos os experimentos
demonstram que ha uma disfuncdo bioenergética das células hipocampais, causada pelo
modelo de DM2, que podem ser o resultado do comprometimento da funcdo das enzimas da
CTE.

Considerando essa reducéo no consumo de O hipocampal, desejamos investigar suas
consequéncias no Ay. Ay é a principal forca proton motriz, gerada pela oxidacdo das
coenzimas reduzidas NADH e FADH., que geram um fluxo de elétrons através da CTE e com
isso estimulam o bombeamento de prétons, através dos complexos situados nas cristas
mitocondriais, da matriz para o EIM, que ao retornar para a matriz mitocondrial via ATP
sintase, catalisam a formacdo de ATP (FIGUEIRA et al., 2012). N&do observamos diferencas
no Ay entre os grupos controle e DM2 nos estados 2,3 ou 4, usando substratos ligados ao
Complexo 2 (Figuras 71-K, respectivamente). Esses dados indicam que o gradiente de prétons
estd sendo formado na mesma propor¢do em ambos 0S grupos experimentais, porém
provavelmente esta ocorrendo um certo vazamento de prétons no EIM de camundongos DM2,
que culmina em um menor fluxo de proétons disponivel para a ATP sintase e consequente

menor consumo de O relacionado a sintese de ATP.
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Consumo de oxigénio do hipocampo
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Figura 7. Efeito do modelo de DM2 no consumo de Oz do hipocampo. Respirometria de alta resolugdo para

avaliar os estados respiratorios mitocondriais: BASAL (sem substrato), estado 2 (PM ou ROT+S), estado 3
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(ADP), estado 4 (OMY), estado 4 desacoplado (U = CCCP) e respiracdo residual (ROT ou AA). (A-D):
resultados obtidos com os substratos ligados ao complexo 1 e (E-K) resultados obtidos com os substratos ligados
ao complexo 2. (A) e (E) Tracado representativo do consumo de O pelo tempo ao adicionar os substratos e
drogas relacionados ao complexo 1 e 2, respectivamente. (B) e (F)- Consumo de O, relacionado a producéo de
ATP, calculado pelo estado 3 - estado 4. (C) e (G)- Capacidade respiratéria de reserva, calculada pelo estado 4
desacoplado - estado 3. (D) e (H)- Fluxo de Oz (pmol/s/mg) em todos os estados respiratérios. (I-K) — Resultados
do potencial de membrana mitocondrial, obtido pela fluorescéncia da safranina. N=6/grupo para experimentos
utilizando substratos ligados ao complexo 1 e N=8/grupo para experimentos utilizando substratos ligados ao
complexo 2. Todos os dados expressos por média =+ EPM. Analise estatistica feita por teste t student. *p<0.05 vs
grupo controle.

Em seguida, investigamos os efeitos do DM2 na populagédo celular do hipocampo. Os
neurdnios sdo responsaveis pela rapida comunicacdo de informacdes e, entre seus
componentes, NeuN é uma proteina localizada no nucleo dos neurdnios, e tem sido
amplamente utilizada como marcador especifico (GUSEL'NIKOVA; KORZHEVSKIY,
2015). Os astrocitos sdo um dos componentes das células gliais, que fornecem o suporte para
a sobrevivéncia e o bom funcionamento dos neurénios, sendo cruciais para a plasticidade
sinaptica e o metabolismo energético do SNC. A GFAP é uma proteina do citoesqueleto
amplamente utilizada como marcador de astrocitos. Quando ativados em resposta a um dano
celular ou agente nocivo, os astrdcitos alteram sua morfologia e aumentam a expressao de
GFAP, podendo exacerbar a inflamacdo e promovendo danos teciduais e neuronais
(GUILLAMON-VIVANCOS; GOMEZ-PINEDO; MATIAS-GUIU, 2015). Realizamos a
imunomarcacdo de NeuN e GFAP em fatias hipocampais, onde evidencia-se um aumento na
area de células com marcacgdo positiva para GFAP de camundongos DM2 na regido CAl
(Figura 8B canto superior direito e Figura 8C) e no giro denteado (Figura 8B canto inferior
direito e Figura 8D), que indica ativacdo de astrécitos nessas regides. Também observamos
gue o0 DM2 causou diminuicdo na area de células marcadas com NeuN no CALl (Figura 8E
canto superior direito e Figura 8F), sem diferencas no giro denteado (Figura 8E canto inferior
direito e Figura 8G), indicando uma possivel perda neuronal no hipocampo. Ademais, e
podemos observar que o modelo de DM2 promove uma reducdo da populagdo neuronal, a
medida que a marcagdo de astrécitos aumenta, tanto na regido CAl (Figura 8H) quanto no
giro denteado (Figura 8I). Nesse cenario, 0 comprometimento cognitivo configura-se como
uma consequéncia da disfuncdo mitocondrial e alteragdes na morfologia e quantidade das

populagdes celulares no hipocampo.
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nas regides CAL e GD. Quantificacdo da area marcada de GFAP nas regides (C) CAl e (D) GD. (E) Marcagdo
de NeuN nas regides CA1 e GD. Quantificagdo da area marcada de NeuN nas regides (F) CAl e (G) GD. Razao
das populagdes celulares de astrdcitos e neurdnios, calculada pela divisio da quantificacdo de NeuN/um? pela
quantificacdo de GFAP/um? em (H) CAL1 e (1) GD. N=5/grupo. Todos os dados foram expressos por média +
EPM. Analise estatistica feita por teste t student. *p<0.05 vs grupo controle.

5.4 Funcao mitocondrial do BAT e figado sédo prejudicadas em camundongos DM2
induzido no inicio da vida

Com o intuito de avaliar os efeitos do modelo de DM2 em outros tecidos relacionados
ao metabolismo, gasto energético e imunidade, avaliamos a fisiologia mitocondrial no BAT
(homogenato), figado e coracdo (mitocéndrias isoladas). O BAT é um tecido termogénico,
relacionado ao gasto de energia e liberagdo de adipocinas (LEE, J. H. et al., 2019). A principal
funcdo do BAT é produzir calor através das propriedades de desacoplamento da UCP-1,

dissipando a forga proton motriz e aumentando a taxa de oxidacao de substratos.

A figura 9A ilustra um tracado representativo dos experimentos. Analisando as
oximetrias do BAT, observamos que os camundongos CTRL apresentam um consumo de O
significativamente maior quando adicionados substratos e menor consumo de Oz quando 0
GDP, um inibidor de UCP-1 estad no meio de reacdo, em compara¢do aos camundongos DM2
(Figura 9D). Como consequéncia, o consumo de O relacionado & termogénese diminui
significativamente no BAT de camundongos DM2 (Figura 9B). Esses dados indicam que o
BAT de camundongos DM2 esta consumindo menos O, com a mesma quantidade de
substratos, sendo também menos eficiente na producdo de calor via UCP-1. Quando
desafiamos as mitocondrias do BAT com um desacoplador, notamos que o0 BAT CTRL néo
possui uma capacidade respiratoria de reserva como os camundongos DM2 (Figura 9C). Esses
dados evidenciam que camundongos CTRL trabalham naturalmente em sua capacidade
méaxima, sendo a maior parte desse consumo de Oz (75%) destinado a termogénese, enquanto
os camundongos DM2 normalmente trabalham com apenas 50% de sua capacidade total, e
esse consumo de O. é apenas 45% relacionado a termogénese via UCP-1. Nossos dados
indicam que a funcéo fisioldgica das mitocdndrias do BAT esta comprometida pelo DM2 em

camundongos jovens.
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Figura 9. Efeito do modelo de DM2 no consumo de O: do tecido adiposo marrom. Respirometria de alta
resolucdo para avaliar os estados respiratérios mitocondriais: BASAL (sem substratos), estado 2 (PM),
respiracdo independente de UCP-1 (GDP), estado 4 desacoplado (U=CCCP) e respiragdo residual (ROT). (A)
Tragado representativo do consumo de O, pelo tempo ao adicionar os substratos e drogas. (B) Consumo de O;
relacionada a termogénese via UCP-1, calculado pelo estado 2 - GDP. (C) Capacidade respiratoria de reserva,
calculada pelo estado 4 desacoplado — estado 2. (D) Fluxo de O2 (pmol/s/mg) de todos os estados respiratérios.
N=6/grupo. Todos os dados expressos por média + EPM. Andlise estatistica feita por teste t student. *p<0.05 vs

grupo controle.

O figado é um o6rgéo essencial na regulagdo da homeostase energética, metabolismo de
substancias e macromoléculas, incluindo carboidratos e lipidios (PETERSEN; VATNER,;

SHULMAN, 2017). Por ter um papel crucial na homeostase da glicose, também investigamos
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os efeitos do DM2 na bioenergética hepatica. As mitocondrias isoladas foram utilizadas em
dois cenarios: PM ou ROT+S como substratos. A figuras 10A representa o tracado
representativo do experimento com substratos relacionados ao complexo 1. Ao utilizar PM,
vimos uma reducdo no consumo de O, dos camundongos DM2 nos estados 2 e 4 (Figura
10D), sem diferencas na producdo de ATP (Figura 10B) e na capacidade respiratdria de
reserva (Figura 10C). Esse menor consumo de Oz no estado 2 revela um possivel prejuizo na
oxidacdo de substratos mediada pela NADH desidrogenase. Ao usar ROT+S como substrato,
ndo observamos diferencas no consumo de O (Figura 10G), na produgdo de ATP (Figura
10E) e na capacidade respiratoria de reserva (Figura 10F), reforcando que o problema das
mitocdndrias hepéticas de camundongos DM2 jovens pode estar relacionado as enzimas do
complexo-1. Também realizamos medi¢cdes do Ay em mitocéndrias hepaticas com substratos
ligados ao complexo 2, para avaliar se ha algum problema na homeostase da forca proton
motriz antes do comprometimento do consumo de Oz neste caso, porém ndo encontramos
diferencas no Ay entre camundongos DM2 e CTRL usando ROT+S como substratos (Figuras
10H-J).
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53

A B
- C idad iratori;
= 800 LlizOT or Producio de ATP apamﬂ: rzsr:rst:m oria
£ Wy - -
& 640 - CTRL ol | 5 @ 5 0
] — DMz 0 £ 200 £ 400/
E 480 v £ 2
=) oMY ' [=} ©
r | ' E 1504 E 3004
© 320 udl = =
2 i \ ] O 100 O 200
° ol N Yp 3 3
x 160 ou | A g 504 g 1004
o | ' E E
0 T T ———lepesad w 04 w 04
0 10 20 30 40 50
Tempo (min)
D
800 -
5 I
£ 6404 ocRL
S mN DM2
E 480-
2
o
o 320
©
2
E 160' * *
0l L, r . r =i
BASAL PM ADP oMy CCCP ROT
Substratos relacionados ao complexo 2
Capacidade respiratéria
E F Producao de ATP G P de rese[\?a
B 2000 _ 500+ __1500-
E 1 2 >
_gp: 1600 1 CTRL % 4004 % 1200 4
E 1200 ™ oMz E s 3 —
& 1 5 300 i 9004
S s00- é 200 o] 600 -
] @ L]
o h= o
o 4004 S 1004 S 3004
3 = =
L ol ] 0 “ o
BASAL ROT#S ADP OMY CCCP AA
H ROT+S | ROT+S+ADP J omy
0.25- 0.25- 0.25-
020{ L 0.20 0.20 T
T
W 0154 w 0.157 w 0154
r T T
< 0.104 < 0.10 < 0.104
0.05- 0.05 0.05-
0.00 0.00 0.00

Figura 10. Efeito do modelo de DM2 no consumo de Oz de mitocéndrias isoladas do figado. Respirometria

de alta resolucdo realizada no Oroboros para avaliar os estados respiratorios mitocondriais: BASAL (sem
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substrato), estado 2 (PM ou ROT+S), estado 3 (ADP), estado 4 (OMY), estado 4 desacoplado (U = CCCP) e
respiracdo residual (ROT ou AA). (A-D): resultados obtidos com os substratos ligados ao complexo 1 e (E-J)
resultados obtidos com os substratos ligados ao complexo 2. (A) Tracado representativo do consumo de O» pelo
tempo ao adicionar os substratos e drogas relacionados ao complexo 1. (B) e (F) Consumo de O, relacionado a
producdo de ATP, calculado pelo estado 3 - estado 4. (C) e (G) Capacidade respiratoria de reserva, calculada
pelo estado 4 desacoplado - estado 3. (D) e (E) Fluxo de O (pmol/s/mg) de todos os estados respiratérios. (H-J)
— Resultados do potencial de membrana mitocondrial, obtido pela fluorescéncia da safranina. N=7/grupo para
experimentos utilizando substratos ligados ao complexo 1 e N=8/grupo para experimentos utilizando substratos
ligados ao complexo 2. Todos os dados expressos por média + EPM. Analise estatistica feita por teste t student.

*p<0.05 vs grupo controle.

O coracdo é um 6rgdo essencial que fornece nutrientes e O aos tecidos via circulagdo
sanguinea. Foi relatado que pessoas diabéticas tém maior risco de insuficiéncia cardiaca, com
disfuncdo mitocondrial, aumento de ERs, prejuizo no metabolismo de Ca?* e na oxidagdo de
acidos graxos (LEE, W. S.; KIM, 2017). Submetemos mitocondrias isoladas cardiacas dos
camundongos deste estudo com o intuito de saber se essas alteragdes mitocondriais ocorrem
em um modelo de DM2 induzido por DH + STZ precocemente, no inicio da vida adulta. Ndo
foram encontradas diferencas significativas no consumo de O (Figura 11C), producdo de
ATP (Figura 11A) e na capacidade de reserva (Figura 11B) de mitocOndrias de ambos 0s
grupos usando PM como substratos. Visto que ndo encontramos diferencas utilizando PM,
investigamos o papel da respiracdo mediada pelo complexo 2, utilizando ROT+S como
substratos, e também ndo encontramos diferencas no consumo de O (Figura 11F), producéo
de ATP (Figura 11D) ou capacidade de reserva (Figura 11E), bem como ndo houve alteracdo
no Ay (Figuras 11G-I) indicando que neste modelo de DM2 em camundongos jovens, a

bioenergética das mitocondrias cardiacas parece ndo ser afetada.
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Consumo de oxigénio do coracao

Substratos relacionados ao complexo 1
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Figura 11. Efeito do modelo de DM2 no consumo de Oz de mitocondrias isoladas do coragdo. Respirometria
de alta resolucdo realizada no Oroboros para avaliar os estados respiratorios mitocondriais: BASAL (sem
substrato), estado 2 (PM ou ROT+S), estado 3 (ADP), estado 4 (OMY), estado 4 desacoplado (U = CCCP) e
respiracdo residual (ROT ou AA). (A-C): resultados obtidos com os substratos ligados ao complexo 1 e (D-I)
resultados obtidos com os substratos ligados ao complexo 2. (A) e (D)- Fluxo de O, (pmol/s/mg) de todos os
estados respiratdrios. (B) e (E)- Consumo de O; relacionado a producgdo de ATP, calculado pelo estado 3 - estado
4. (C) e (F)- Capacidade respiratoria de reserva, calculada pelo estado 4 desacoplado - estado 3. (G-I) —
Resultados do potencial de membrana mitocondrial, obtido pela fluorescéncia da safranina. N=9/grupo para
experimentos utilizando substratos relacionados ao complexo 1 e N=6/grupo para experimentos utilizando
substratos relacionados ao complexo 2. Todos os dados expressos por média = EPM. Andlise estatistica feita por
teste t student. *p<0.05 vs grupo controle.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, induzimos um modelo de DM2, iniciando a alimentagdo com DH
logo ap6s o desmame (D21) e duas doses de STZ nos dias 35 e 36 de vida, para avaliar as
consequéncias de um DM2 induzido muito precocemente em camundongos. Os principais
achados deste estudo foram a reducdo da capacidade cognitiva de camundongos C57BL/6
jovens submetidos ao modelo de DM2, também apresentando alteracbes neuronais e

astrociticas, associados a alteragdes na respiracdo mitocondrial do hipocampo, BAT e figado.

A reproducdo das principais caracteristicas do DM2 foi eficiente em nosso modelo,
visto que o periodo no qual os camundongos jovens foram expostos a DH (7 semanas),
juntamente com as duas doses de STZ culminaram em resisténcia a insulina e intolerancia a
glicose, evidenciados pelo TTG, todavia ndo observamos alteracdo no peso dos animais e no

perfil lipidico.

Apesar de ter sido previamente descrito o aumento do peso corporal com poucas
semanas de dieta em animais submetidos a dietas hipercaloricas/hiperlipidicas (JI et al., 2019;
LEE, J. H. et al., 2020), outros estudos mostram comprometimento metab6lico sem aumento
de ganho de peso (DAVIDSON et al., 2012; VINUESA et al., 2019; VINUESA et al., 2016).
Além do mais, observamos uma reduc¢do no ganho de peso na semana seguinte as injecGes de
STZ, corroborando dados previamente publicados, que indicam essa perda de peso como
consequéncia a intensa protedlise e lipdlise que ocorre em decorréncia da substancia,

especialmente nas células B-pancreaticas (REMOR et al., 2011).

Um fato a ser levado em consideracdo € que ndo medimos a adiposidade e os niveis de
massa magra dos camundongos. Em nosso modelo, pode estar ocorrendo um remodelamento
de massa corporal, com aumento da massa adiposa em detrimento da massa muscular
esquelética. Tal remodelamento foi observado em ratos Wistar submetidos a um modelo de
DM2 pela ingestdo de DH e uma dose 40mg/kg de STZ, que apresentaram uma acentuada
reducdo no peso corporal 3 dias apds a injecdo de STZ, e ap6s 4 semanas houve um
remodelamento de massa corporal, com perda de massa muscular e conteudo de glicogénio
em musculos esqueléticos, em comparacdo com camundongos submetidos somente a dieta
padrdo (MAGALHAES et al., 2019). Outros estudos evidenciam intensa perda de até 30% na
massa muscular de roedores que receberam doses de STZ (LONDZIN et al., 2018; O'NEILL
et al., 2019). Esses dados revelam a relacdo entre a hiperglicemia e alteragcdes na composi¢ao

corporal.
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Ademais, h4 uma relacdo direta entre a reducdo da massa muscular e a presenca de
caracteristicas do DM2. Em humanos, uma maior quantidade de massa muscular relaciona-se
com uma menor resisténcia a insulina (SRIKANTHAN; KARLAMANGLA, 2011).

A DH per se provoca alteragdes na homeostase da glicose e insulina (GAO, P. et al.,
2020; OLIVEIRA et al., 2019). No modelo utilizado em nosso trabalho, além de manter os
animais recém desmamados sob DH, também administramos 2 injec6es i.p. 40mg/kg de STZ
nos dias 35 e 36 de vida, a fim de acelerar o aparecimento das caracteristicas do DM2 nos
camundongos (NATH et al., 2017). A ingestdo de DH causa vérias alteracbes metabolicas,
que alteram a sensibilidade das ilhotas pancreéticas a agentes toxicos (NATH; GHOSH,;
CHOUDHURY, 2017), portanto a ingestdo crénica desse tipo de dieta potencializa os efeitos
deletérios da STZ. Ademais, doses mais altas de STZ (200mg/kg) causam uma destruicdo
macica das células B-pancreaticas, sendo um modelo mais parecido com o fendtipo do
diabetes mellitus tipo 1 (FURMAN, 2015).

As caracteristicas de glicemia em jejum elevada e intolerancia a glicose, observadas
em pacientes diabéticos (KAHN; COOPER; DEL PRATO, 2014), e amplamente descritos em
diversos estudos em modelos animais de DM2 (DUTHEIL et al., 2016; SOARES; DUARTE;
GRUETTER, 2018; TREVINO et al., 2015; TREVINO et al., 2017) foram reproduzidas no
presente modelo de DM2 induzido na infancia. Um proximo passo é caracterizar o perfil
insulinémico dos camundongos no modelo de DM2 induzido por DH e STZ. O DM2 ¢
composto por diferentes fases, onde inicialmente ocorre a resisténcia a insulina e
posteriormente pode haver a faléncia pancreatica, com deficiéncia na secre¢cdo da mesma
(WEIR; BONNER-WEIR, 2004). Alguns estudos sugerem que pacientes adultos com DM2
sd0 mais propensos a terem resisténcia a insulina, enquanto pacientes jovens com DM2 néo-
obesos tem maior tendéncia a terem uma deficiéncia na secre¢do de insulina (CHANG,;
HALTER, 2003; FINK; KOLTERMAN; OLEFSKY, 1984).

Ademais, alteragdes na homeostase adiposa podem estar contribuindo diretamente
para a hiperglicemia e resisténcia a insulina, visto que o WAT pode contribuir por cerca de
20% da homeostase glicémica corporal (MARIN et al., 1987). Quando em dietas
hiperlipidicas, o tecido adiposo € capaz de secretar adipocinas inflamatdrias e aumentar os
niveis de acidos graxos livres na circulacdo, prejudicando a cascata de sinaliza¢do a insulina e
a translocacdo do receptor GLUT para a membrana, exacerbando a hiperglicemia (MUOIO;
NEWGARD, 2008; WHITE, M. F., 2002). Além do mais, curtos periodos de DH promovem
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0 aumento de ERO no WAT, o que desencadeia a resisténcia a insulina no tecido
acompanhado de hipdxia (LEE, Y. S. et al., 2014; PAGLIALUNGA et al., 2015).

Por outro lado, os niveis lipidicos séricos ndo foram alterados nos animais DM2.
Diversos autores demonstram simultaneamente alteracfes glicémicas e lipidicas em modelos
de dietas com alta densidade energética (DUTHEIL et al., 2016; MATHE, 1995; NATH et
al., 2017; TREVINO et al., 2015), no entanto, alguns autores relataram ndo haver diferencgas
no perfil lipidico de animais alimentados com uma DH (WHITE, P. A. et al., 2013), bem
como adultos diabéticos ndo apresentaram alteracdes no perfil lipidico em comparagdo com
pacientes ndo-diabéticos (CUI et al., 2019; MOGENSEN et al., 2007; SCHMID et al., 2011).

Interessantemente, alguns autores relataram ndo haver diferencas no perfil lipidico de
roedores que iniciaram a ingestdo de DH logo no inicio da vida, indo de acordo com nossos
dados (BOITARD et al., 2014; VINUESA et al., 2016; WHITE, P. A. et al., 2013). Esses
dados sugerem que, no inicio da vida, o animal tenha mecanismos compensatdrios que
previnam a alteracao precoce no perfil lipidico induzidas pela ingesta de DH.

Além disso, o excesso de gorduras ingerido pelos camundongos DM2 pode estar
sendo acumulado em outros tecidos aléem do WAT. Um estudo de Gao e colaboradores
realizado em camundongos CD-1 sob DH evidencia o acimulo de gordura ectépica no BAT e
figado, sem alteragdes nos niveis de triglicerideos séricos (GAO, M.; MA; LIU, 2015). E
possivel que esteja ocorrendo uma realocacdo de triglicerideos em nosso modelo, como
evidenciado no estudo de Gao e colaboradores. Esse possivel acimulo de gordura no BAT e
figado favorece a disfuncdo dos mesmos, podendo contribuir diretamente para a manutencéo
da hiperglicemia através da menor utilizacdo de glicose pelo BAT e maior producdo de
glicose no figado (GAO, M. et al., 2015; LAPA etal., 2017; PETERSEN et al., 2017).

6.1 Alteracdes causadas pelo modelo de DM2 no SNC

Em nosso estudo, observamos que os animais jovens submetidos a uma DH por 7
semanas apresentaram comprometimento cognitivo das memorias de reconhecimento e
espacial de curta duragdo (1,5h entre o treino e o teste) e memdria de reconhecimento de
longa duracéo (24h entre o treino e o teste), sem apresentar comportamento tipo-depressivo. A
memoria de reconhecimento foi avaliada pelo TRNO, na qual o animal possui uma tendéncia
natural de explorar um objeto novo quando este é apresentado simultaneamente com um
objeto previamente explorado. Esse tipo de memoria esta relacionada com a ativacdo de
varias areas cerebrais, incluindo o cortex pre-frontal e da formacdo hipocampal (BARKER;
WARBURTON, 2011). O TRLO é um teste que nos fornece indicadores qualitativos da
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memoria espacial, baseado no fato dos animais explorarem por mais tempo um objeto familiar
quando esta em uma nova localizacdo, e é altamente dependente das fungdes hipocampais
(BACHEVALIER; NEMANIC, 2008).

Embora o peso do cérebro represente apenas 2% da massa corporal total, ele requer
aproximadamente 25% de toda a glicose corporal para manter suas funcbes normais
(BELANGER; ALLAMAN; MAGISTRETTI, 2011). Vérios autores demonstraram a relacdo
entre dietas desequilibradas, sendo elas hipercaléricas (TREVINO et al., 2015), hiperlipidicas
(YANG et al., 2019) e dietas ocidentais (HARGRAVE et al., 2016), com o desenvolvimento
do comprometimento cognitivo e resisténcia ou deficiéncia na sinalizacdo de insulina no SNC
(DE LA MONTE; WANDS, 2008; GARCIA-SERRANO; DUARTE, 2020).

O processo de aquisicdo e armazenamento de informacgdes envolve diversos
neurotransmissores e sinapses entre varias estruturas cerebrais, dentre elas o hipocampo,
cortex entorrinal e a amigdala. O hipocampo é uma estrutura altamente plastica, muito
relacionada com memoria, aprendizado e controle emocional, sendo particularmente sensivel
a estressores ambientais e nutricionais (GARCIA-SERRANO; DUARTE, 2020). O
comprometimento de memorias dependente do hipocampo é frequente em modelos de
diabetes e/ou DH em roedores, sendo vistos pior desempenho em testes de memédria espacial
(BOITARD et al., 2014; TREVINO et al., 2015; ZHENG; ZHENG; WANG; et al., 2017),
de reconhecimento (DUTHEIL et al., 2016; TREVINO et al., 2017), e na memoria aversiva
(YANG et al., 2019). Em humanos, o DM2 reduz a memoria declarativa verbal, a velocidade
de processamento de informacbes (MANSCHOT et al., 2007), memoria visual e o
planejamento (MORAN et al., 2013). Nossos dados em camundongos s&o consistentes com 0s
relatos da associacdo entre 0 DM2 e a piora na memoria espacial e de reconhecimento.

A DH, obesidade e DM2 também tem sido frequentemente associados a transtornos de
humor como ansiedade em depressdo, tanto em roedores (DUTHEIL et al., 2016; PAULA,
2020) quanto em humanos (SEMENKOVICH et al., 2015; SIMON et al., 2008). Entretanto,
Dutheil e colaboradores evidenciaram que ratos submetidos a DH ndo apresentaram
comportamento tipo depressivo e tipo ansioso apds 8 semanas de tratamento. Porém, esses
mesmos animais apresentaram essas alteraces de humor ao final da décima sexta semana de
DH (DUTHEIL et al., 2016). Nesta mesma linha, nosso modelo de DH por 7 semanas nédo
elicitou alteragcdes hedbénicas, indicando que talvez estas sejam mais frequentes apds um
periodo maior de exposi¢do a DH e a manutengdo do quadro diabético.

O comprometimento cognitivo se apresenta como uma consequéncia de varios eventos

celulares intensificados pela hiperglicemia e hiperinsulinemia, que ocorrem por longos
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periodos, culminando em perda neuronal, ativacdo de células inflamatérias e prejuizo na
funcdo da barreira hematoencefalica (CALVO-OCHOA et al., 2014). O DM2 e 0 consumo
crénico de DH comprometem a fisiologia de diversos orgaos, como pancreas (NATH et al.,
2017), tecidos adiposos (LUMENG; BODZIN; SALTIEL, 2007) figado (KOLIAKI et al.,
2015; TANG et al., 2017) e cérebro (DUTHEIL et al., 2016), induzindo inflamag&o local e
sisttmica e disfungdo mitocondrial (DUTHEIL et al., 2016; KOLIAKI et al., 2015;
TREVINO et al., 2015).

Dentre os fatores que contribuem para a disfuncdo cognitiva, a neuroinflamacéo, que
envolve a ativagdo de células da glia (astrocitos e microglia) e elevada expressao de proteinas
pro-inflamatorias no SNC, tem sido amplamente apontada como um possivel mecanismo
indutor de disfuncdo da barreira hematoencefalica e morte neuronal. Estudos em roedores
vem demonstrando a relacdo de DH e/ou DM2 favorecendo a neuroinflamacdo (DUTHEIL et
al., 2016; TREVINO et al., 2015), bem como perda de plasticidade sinaptica e diminuicdo da
ramificacdo dendritica (TREVINO et al., 2017; YANG et al., 2019).

Nesse estudo, investigamos a participacdo do processo neuroinflamatorio nas
alteracdes encontradas através da imunomarcacdo de astrocitos no hipocampo. A funcgédo
cerebral requer um suprimento constante de glicose e O2 e uma regulacdo metabodlica
adequada entre neurdnios e astrocitos (GARCIA-SERRANO; DUARTE, 2020). O prejuizo na
homeostase astrocito-neurdnio prejudica o aporte energético e a morfologia neuronal,
facilitando o acumulo de neurotoxinas. Esses fatores combinados contribuem para a
manutencdo do microambiente inflamatorio e disparam a disfuncéo sinaptica e mitocondrial,
levando a morte neuronal e alteracGes fenotipicas cognitivas (GUILLAMON-VIVANCOS et
al., 2015). Em nosso modelo, os animais DM2 apresentaram aumento na &rea marcada de
GFAP, proteina do citoesqueleto de astrocitos, nas regides CA1 e GD hipocampais, 0 que
demonstra uma hiperatividade desses astrocitos. Além disso, menor area marcada de NeuN,
proteina especifica de neur6nios, na regido CALl hipocampal também foi observado em
camundongos DM2. A partir desses dados, obtivemos uma razdo entre as populagdes
celulares avaliadas neste estudo, e observamos que hd& uma diminuicdo da relagdo
proporcional entre a quantidade de neurdnios em relagdo a de astrdcitos nas regides
hipocampais, sugerindo que esteja acontecendo um remodelamento celular no hipocampo.

Trevino e colaboradores (2015) evidenciaram maior nimero de astrocitos reativos no
cortex temporal e no hipocampo de ratos Wistar com um modelo de DM2 induzida por dieta
hipercaldrica, e concomitante prejuizo na memdria espacial (TREVINO et al., 2015). Esse

processo de astrogliose hipocampal inicia-se pouco tempo apo6s a introducdo de um estimulo
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estressor, sendo evidentes apos 4 semanas de DH em camundongos swiss (PAULA, 2020) e
apo6s uma semana de DH + frutose em ratos Sprague Dawley (CALVO-OCHOA et al., 2014).

Um estudo de duas décadas atras avaliou o cérebro post mortem de humanos que
sofriam de amnésia retrograda e anterograda, e além de varias perdas neuronais na regiao
hipocampal, ativacéo de células da glia se fez presente no nicleo mamilar, globus pallidus e
amigdala, estruturas que fazem conexdes direta com o hipocampo (REMPEL-CLOWER et
al., 1996). Esse excesso de astrocitos reativos pode ser uma consequéncia de um elevado
metabolismo oxidativo, necessario para sustentar a hiper-reatividade dos astrocitos induzida
pelo DM2, e apesar desse alto metabolismo, o suporte metabdlico de astrocitos para neurénios
é inadequado, contribuindo para disfuncBes sinaptica e cognitiva. (GARCIA-SERRANO;
DUARTE, 2020).

Além dos astrocitos, nossos dados demonstram que o DM2 provocou alteracdo na
densidade neuronal na regido CAl dos camundongos. A perda de neurdnios piramidais na
regido hipocampal estd relacionada com a perda de memoria, e dificuldade em armazenar
novas informacdes por periodos prolongados (REMPEL-CLOWER et al., 1996). Além da
perda neuronal, outras alteracfes neuronais hipocampais observadas em modelos de DM2 ou
submetidos a DH sdo a reducdo de marcadores de sinapse (CARVALHO et al., 2015;
PAULA, 2020), reducdo da ramificacdo dendritica (TREVINO et al., 2017) e prejuizo na
potenciacdo de longa duracdo (YANG et al., 2019). Todo esse comprometimento neuronal
prejudica a qualidade das sinapses, que sdo essenciais para 0 processo de aquisicao,
consolidacdo e evocacdo de informacoes, e refletem em uma pior memoria e aprendizado
(REMPEL-CLOWER et al., 1996; YANG et al., 2019).

A importancia da homeostase de glicose cerebral é confirmada em um estudo de
Soares e colaboradores, no qual ratos resistentes a insulina demonstraram deficiéncia no
metabolismo de glicogénio em astrdcitos hipocampais, dificultando o suprimento energético
aos neurdnios (SOARES et al., 2019), uma vez que o glicogénio dos astrécitos é necessario
para a plasticidade sinaptica, formacéo e consolidacdo de memdrias (DURAN et al., 2013).

Essas deficiéncias no suprimento energético estdo diretamente relacionados com a
funcdo mitocondrial, que esta alterada em patologias neurodegenerativas (CHEN;
TURNBULL; REEVE, 2019; DE LA MONTE; WANDS, 2008; LUQUE-CONTRERAS et
al., 2014; TREVINO et al., 2015), e em doencas cronicas, sendo notadas alteracdes de fungéo
mitocondrial bem precoce, antes do aparecimento das caracteristicas clinicas ou histoldgicas
dessas doencas (KOLIAKI et al., 2015; TREVINO et al., 2015).
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O processo energético de producdo de ATP a partir de substratos (glicose ou
triglicerideos) ocorre em varias etapas, que convergem na CTE (NUNNARI;
SUOMALAINEN, 2012). Em nosso estudo, mostramos que os camundongos DM2 possuem
mitocondrias hipocampais menos eficientes, evidenciado pela reducéo do consumo de Oz com
substratos para o complexo | (piruvato/malato) ou para o complexo Il (succinato + rotenona)
no estado 3 (fosforilante, na presenca de ADP) e 4 desacoplado (CCCP), sem alteracGes no
potencial de membrana mitocondrial. Como consequéncia, as mitocondrias hipocampais dos
camundongos DM2 produzem menos ATP nas mesmas concentracdes de substratos que as
mitocondrias CTRL, além de possuirem uma menor capacidade de reserva respiratoria,

caracterizando um estado de disfun¢do mitocondrial.

Menor producdo de ATP estd diretamente relacionado com a disfuncdo celular e
alteracbes fenotipicas. Os neurdnios direcionam o ATP produzido para a formagdo de
sinapses, sendo que a quantidade e forca dessas interconexdes neuronais definem a
plasticidade sinaptica, responsavel pela funcdo cognitiva (LEJRI et al., 2019). Dados prévios
de nosso grupo demonstram uma menor atividade da CTE como um todo, com uma acentuada
reducdo na producdo de ATP em células hipocampais de camundongos swiss submetidos a
um més de DH. Essas alteracbes mitocondriais foram associadas com disfuncdo sinéptica e
cognitiva (PAULA, 2020).

Estudos prévios em roedores demonstram que modelos animais de DM2 apresentam
menor atividade do ciclo do &cido citrico no cérebro (SICKMANN et al., 2010) e,
consequentemente, menos NADH e FADH: disponiveis para a geracdo de ATP (ZHENG,;
ZHENG; ZHAO; et al., 2017). Além disso, camundongos com resisténcia a insulina
apresentaram menor expressao de GLUT1 hipocampal (SOARES et al., 2019), e GLUT 3 e 4
neuronal (LIU, Z. et al., 2015). Esses dados sugerem que as alteracbes na utilizacdo e
disponibilidade de glicose celular pode ocasionar um menor metabolismo oxidativo, sendo

muito prejudicial ao metabolismo energético neuronal e as sinapses.

Carvalho e colaboradores fizeram experimentos em paralelo em camundongos
resistentes a insulina e em um modelo de Alzheimer. A diminuicdo da producdo de ATP e
alteracdo no potencial de membrana mitocondrial cerebral, bem como reducdo da expressédo
de proteinas de biogénese mitocondrial e de marcadores sinapticos hipocampais foram
observados em ambos modelos experimentais (CARVALHO et al., 2015). Nossos dados

corroboram a hipotese de que as alteragcbes mitocondriais causadas pelo DM2 estdo
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associadas ao declinio cognitivo e complicacdes relacionadas, como menor densidade

neuronal e plasticidade sinaptica.

Muitas células operam em seu metabolismo basal, solicitando apenas uma parte de sua
capacidade energética méxima. Em neurénios, apenas 6% da capacidade respiratéria maxima
é utilizada em repouso, enquanto neurdnios muito ativos utilizam acima de 80% da mesma
(SCOTT; NICHOLLS, 1980).

O termo capacidade de reserva respiratoria é usado para descrever a quantidade de
ATP extra que pode ser produzida pela fosforilagdo oxidativa no caso de um aumento
repentino na demanda energética. Quando a reserva respiratoria ndo € suficiente para fornecer
0 ATP necessario, a célula € pré-disposta a processos de senescéncia e morte (DESLER et al.,
2012). A exaustdo da capacidade de reserva esta relacionada com doencas neurodegenerativas
(NICHOLLS, 2008), além de serem mais suscetiveis ao estresse oxidativo e metabélico
(SRISKANTHADEVAN et al., 2015; YAMAMOTO, H. et al., 2016).

Em nosso estudo, observamos uma redugcdo do consumo de Oz no estado 4
desacoplado com ambos 0s substratos, e uma menor reserva respiratoria no hipocampo de
camundongos DM2. O desacoplamento da fosforilacdo oxidativa neuronal ocorre
fisiologicamente mediado pela proteina desacopladora 2 (uncoupled protein 2, UCP-2), e tem
sido proposto um papel benéfico da ativacdo UCP-2 como sendo neuroprotetora, reduzindo o
excesso de ER nos neurdnios (FISLER; WARDEN, 2006).

Nossos dados sugerem que essa diminui¢do da capacidade de reserva no homogenato
de hipocampo dos camundongos DM2 seja uma consequéncia da hiperglicemia sustentada e
excesso caldrico presente em nosso modelo. Dados de Cergueira e colaboradores dao suporte
a essa hipotese, visto que a restricdo calérica em camundongos swiss aumenta a reserva
respiratéria em neur6nios cerebelares, ressaltando a participacdo da quantidade calérica
ingerida na bioenergética mitocondrial (CERQUEIRA et al., 2012).

A funcdo mitocondrial em neurbnios é fundamental para o suporte da maquinaria
sinaptica, sendo considerada fator limitante da sinaptogénese e plasticidade neuronal
(LUQUE-CONTRERAS et al., 2014). Tendo em vista nossos resultados, sugerimos que
alteracOes respiratorias e oxidativas no hipocampo contribuem diretamente para o declinio

cognitivo observado nos camundongos DM2.
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6.2 Alteracgdes causadas pelo modelo de DM2 em tecidos periféricos

Ao contrério do tecido adiposo branco, que armazena energia como goticulas lipidicas
e triglicerideos, o BAT controla o gasto de energia por meio da termogénese, sendo ativado
durante a exposicao ao frio ou por estimulo -3 adrenérgico, aumentando a taxa de oxidagéo
de substratos para a geragdo de calor através da UCP-1 (LEE, J. H. et al., 2019).

Nossos dados de respirometria demonstram um padréo respiratério completamente
alterado em homogenato de BAT dos camundongos DM2. Enquanto o consumo de Oz do
BAT dos animais CTRL esta destinado a termogénese (observado pela diminuicdo quase
completa da respiracdo por adi¢cdo do GDP), o padréo respiratério é completamente diferente
em camundongos DM2. Observamos que a respiracdo do BAT dos animais DM2 ndo esta
completamente associada a termogénese, ja que apos a inibicdo da UCP-1 (por GDP) ainda
existe consumo de O vinculado ao complexo I. Neste sentido, verificamos uma diminuigado
na termogénese no BAT de camundongos DM2. Além disso, apesar de ndo haver diferencas
na respiracdo maxima entre ambos 0s grupos experimentais, constatamos que o BAT dos
camundongos DM2 possuem uma reserva respiratoria que € inexistente em camundongos
CTRL. Outros estudos demonstram uma reducédo geral do metabolismo mitocondrial do BAT
de roedores alimentados com dietas obesogénicas (GAO, P. et al., 2020; PAJUELO et al.,
2012).

A UCP-1 é a principal proteina responsavel pela termogénese no BAT, e quando
ativada permite maior velocidade do fluxo de prétons do EIM para a matriz mitocondrial, o
que reduz a producdo de EROs, diminui 0 Ay e consequentemente aumenta a taxa de
oxidacéo de substratos (BRONDANI et al., 2012; LIU, J. et al., 2013). O consumo de dietas
obesogénicas, bem como a obesidade per se promove alteracdes na expressdo de UCP-1,
refletindo em uma menor capacidade termogénica em roedores (MARTINS et al., 2017,
PAJUELO et al., 2012) e em humanos (ORAVA et al., 2013).

As disfungbes metabdlicas causadas por uma DH sao revertidas pela ativacdo do BAT.
O transplante de BAT em camundongos submetidos a DH preveniu 0 aumento do peso e
melhorou a tolerancia a glicose nesses animais, com aumento da quantidade do fator de
crescimento de fibroblasto 21 (FGF21) sérico e no BAT (adipocina liberada pelo BAT quando
ativado e essencial para a termogénese) (STANFORD et al., 2013). A infusdo de FGF21 no
cérebro melhorou a sensibilidade a insulina e taxa metabodlica, comprometidas pela obesidade
induzida pela dieta (SARRUF et al., 2010). Esses dados demonstram que a modulagéo do

BAT afeta diretamente o metabolismo energético corporal.
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A acdo fisioldgica do BAT é extremamente prejudicada no DM2. Estudos em
humanos mostram que a ativacdo do BAT esta relacionada com maior sensibilidade a insulina
em pacientes diabéticos (HANSSEN et al., 2015) e maior captacao da glicose sanguinea para
a termogénese (CHONDRONIKOLA et al., 2014). Em um estudo utilizando um modelo de
DM2 em ratos, menor expressdo e marcagdo de UCP-1 e mitocdndrias foram observados
nesses animais, além de maior acimulo de corpusculos lipidicos no BAT (LAPA et al., 2017).

Considerando que o BAT tem papel hipoglicemiante quando ativado, acreditamos que
0o DM2 cause uma inativacdo deste tecido, fazendo com que o BAT contribua para a
exacerbacdo das consequéncias do DM2 através de uma menor utilizacdo de substratos em
seus processos metabolicos e termogénicos.

A maior capacidade de reserva energética no BAT de camundongos DM2 é outro
parametro que indica disfuncdo do tecido. Whittle e colaboradores demonstraram que o
aumento da respiracdo desacoplada no BAT de animais alimentados com DH, independente
da atividade da UCP-1, é um mecanismo compensatério para evitar ganho de peso e
resisténcia a insulina (WHITTLE; LOPEZ; VIDAL-PUIG, 2011). Porém, como consequéncia
desse mecanismo compensatorio, a producdo de EROs é aumentada em processos
independentes de UCP, o0 que aumenta a chance de danos as proteinas e peroxidacao lipidica
(LEE, J. H. et al., 2020).

Tendo em vista que o tecido adiposo €é altamente plastico, alguns autores sugerem que
0 BAT é capaz de se transdiferenciar em WAT, e vice versa, dependendo do estimulo
(GESTA; TSENG; KAHN, 2007; GIL et al.,, 2011). Tendo em vista nossos dados de
disfuncdo do BAT, ,é possivel que esteja ocorrendo o processo de branqueamento no BAT de
camundongos DM2. Do ponto de vista bioenergético, nesse processo o tecido assume
caracteristicas que o assemelham ao tecido adiposo branco ou bege, tornando-o menos
termogénico (PORTER et al., 2016) e aumentando a estocagem de gordura (GAO, P. et al.,
2020; LAPAetal., 2017; LEE, J. H. etal., 2019).

Nossos dados sugerem uma conexd@o entre a disfuncdo do BAT e as alteragdes
cerebrais que levam a disfuncdo cognitiva. A disfuncdo do BAT causada pelo DM2 reduz a
utilizacdo de glicose e triglicerideos, bem como a capacidade termogénica deste tecido,
trazendo como consequéncia a desregulacdo metabdlica. Paralelamente, ocorre ativagédo
inflamatoria sistémica e diminuigdo do potencial anti-inflamatério do BAT, favorecendo
danos sistémicos e cerebrais causados pela hiperglicemia

Modelos animais de DM2 produzem caracteristicas histolégicas no coracdo e figado

consistentes com cardiomiopatia e esteatose (NATH et al., 2017). Além disso, a ingestdo
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prolongada de uma DH causa alteragdes cardiacas que podem atuar diretamente no coracao,
alterando o metabolismo cardiaco, ou indiretamente, como resultado de obesidade e
patologias associadas, a exemplo de hipertensdo e DM2 (LITTLEJOHNS et al., 2014). No
coracdo diabético, arritmias ventriculares sdo comumente vistas e tém forte ligacdo com a
inflamacé&o, especialmente com a sobrecarga de interleucina-1 devido & inflamacéo sistémica
de baixo grau (MONNERAT-CAHLI et al., 2014).

Além do cunho imunologico, a disfuncdo mitocondrial estd presente em distdrbios
contrateis dos cardiomiocitos. Evidéncias sugerem que o aumento de EROs mitocondriais,
juntamente com maior taxa de desacoplamento da fosforilagdo oxidativa em cardiomidcitos
contribuem para as disfuncdes contrateis, alterando sua a dindmica de Ca?* (LITTLEJOHNS
et al., 2014). Em nosso estudo, ndo houveram alteracbes em parametros respiratérios de

mitocondrias isoladas do coracdo de camundongos DM2, comparados com CTRL.

Estudos prévios mostram remodelamento cardiaco pelo excesso de lipideos no coragédo
de camundongos C57BL/6 alimentados com DH que ndo se tornam obesos. Esses dados
sugerem que as alteragdes funcionais cardiacas sdo precedentes a obesidade, sugerindo que
ocorra esse remodelamento cardiaco associado a grandes alteragdes na funcdo energética
(LITTLEJOHNS et al., 2014). Os efeitos da DH no coracdo incluem a reducdo de proteinas
antioxidantes como a SOD2, alteracbes em proteinas de dinamica mitocondrial (fissdo e
fusdo) (LITTLEJOHNS et al., 2014), maior producdo de EROs, menor producdo de ATP
(SVERDLOQV et al., 2015) e alteracfes no consumo de O das mitocéndrias cardiacas (COLE
etal., 2011).

Cole e colaboradores demonstraram que ratos submetidos a uma DH por 3 semanas
tiveram um aumento do consumo de O. no coragdo, utilizando palmitoil carnitina como
substratos, sem diferencas no consumo de O. quando PM séo os substratos disponiveis, 0 que
estd de acordo com nossos dados. Esse aumento do consumo de O foi realizado pela proteina
desacopladora 3 (UCP-3), o que reduz a eficiéncia fosforilativa mitocondrial em
cardiomioticos, e pode estar associado a regulagdo positiva causada pelas enzimas
relacionadas ao metabolismo de acidos graxos, uma vez que ha mais lipideos circulantes
devido a dieta (COLE et al., 2011).

Esse deslocamento da utilizacdo de substratos para a preferéncia pela utilizacdo de
substratos lipidicos ao invés de glicose é uma alteragdo frequente no DM2 em que ha

resisténcia a insulina, dificultando ainda mais o metabolismo glicidico. O aumento da
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oxidacdo de acidos graxos esti associado com aumento de EROs e peroxidagdo lipidica,
levando & danos mitocondriais com presenca de desacoplamento da fosforilagdo oxidativa nos
cardiomidcitos (LEE, W. S.; KIM, 2017).

J& outros estudos demonstraram ndo haver diferencas na respirometria cardiaca apos 2
(BARBA et al., 2017) ou 15 semanas de ingestdo de DH por camundongos (LITTLEJOHNS
et al., 2014). Neste sentido, acreditamos que a auséncia de alteracdes respiratorias cardiacas
em nosso protocolo experimental pode ser relativa a baixa idade dos animais e ao curto
periodo de exposicdo a DH. Entender a fisiologia mitocondrial é essencial para entendermos o
metabolismo energético e o metabolismo de Ca?* nessas células metabolicamente ativas,
portanto caracterizar o periodo em que alteracdes mitocondriais ocorrem no DM2 nos dara um
melhor entendimento da cronologia de eventos que precedem as alteracGes estruturais e

funcionais de células cardiacas.

A ingestdo de uma DH induz o desenvolvimento de obesidade, hiperinsulinemia,
hiperglicemia e dano hepatico em animais, fen6tipo similar ao visto em humanos (RECENA
AYDOS et al., 2019). O figado é responsavel por cerca de 90% de toda a produgdo enddgena
de glicose e é essencial para sua homeostase sistémica (PETERSEN et al., 2017).

Nos casos de DM2 causada por DH, os lipideos em excesso causam resisténcia a
insulina hepaética, elevando a producdo hepética de glicose em condi¢es fisioldgicas basais.
Esse excesso de glicose desregula ndo apenas o metabolismo glicidico hepético, mas do corpo
inteiro. No figado, maior producéo de glicose esta diretamente relacionada com a quantidade
intra-hepatica de triglicerideos através da lipogénese de novo, que eleva os riscos de
desenvolver DHGNA devido a exposicdo prologada de DH (PETERSEN et al., 2017). Os
hepatdcitos contém em média entre 500 e 4000 mitocdndrias por célula e acredita-se que uma
reducdo na sua capacidade oxidativa, especialmente de acidos graxos, pode contribuir para a
esteatose (MEEX; WATT, 2017).

Em nosso estudo, avaliamos o consumo de Oz em mitocdndrias isoladas de figado de
camundongos DM2 adultos. Nossos dados configuram a situagdo de disfungdo mitocondrial
hepatica induzida pelo DM2. Especificamente, vimos reducdo no consumo de O vinculado a
oxidacdo de substratos do complexo | (piruvato/malato) no estado 2 (ndo fosforilante) e
estado 4 (apds inibicdo por oligomicina). Jha e colaboradores tracaram um paralelo entre as
alteracOes hepéaticas em camundongos swiss com obesidade induzida por DH e outro grupo

consumindo DH + injecGes de STZ. Ambos os camundongos apresentaram alteracbes em
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enzimas hepaticas, menor capacidade antioxidante e menor atividade dos complexos
respiratérios, incluindo o complexo 1 (JHA; MITRA MAZUMDER, 2019).

A menor atividade dos complexos, evidenciado no trabalho de Jha e colaboradores,
bem como o menor consumo de O com substratos relacionado ao complexo 1, visto em
nosso trabalho demonstra uma menor capacidade oxidativa das mitocondrias hepéticas de
camundongos DM2. Esse achado pode ser uma consequéncia de um deslocamento metabdlico
para a glicolise e fermentacdo latica, reduzindo a eficiéncia mitocondrial na geracdo de
energia, bem como a maior formacdo de lactato, que estimula a inflamacdo periférica e
contribui diretamente para o dano tecidual (JHA; MITRA MAZUMDER, 2019).

No estudo de tecidos provenientes de biopsia hepatica de humanos, pacientes com
obesidade mdrbida com ou sem DHGNA apresentaram regulacdo positiva da respiracao
mitocondrial, com aumento no consumo de Oz no estado 3 e no estado 4 desacoplado, tanto
em preparacdes do tipo biopsia quanto em mitocondrias isoladas. Apensar desse aumento da
capacidade oxidativa, essas mitocondrias apresentam uma menor razdo de controle
respiratdria (razdo ADP/OMY) e aumento de peroxidacao lipidica, sugerindo que a obesidade
diminui a eficiéncia fosforilativa, aumenta EROs e os danos oxidativos (KOLIAKI et al.,
2015).

Além disso, estudos feitos em pacientes com DM2 evidenciam menor producdo de
ATP hepético em relagcdo a pacientes ndo-diabéticos, e essa reducdo aconteceu sem sinais
evidentes de qualquer doenca hepética (SCHMID et al., 2011; SZENDROEDI et al., 2009).

Dados previamente publicados evidenciaram a redugdo no consumo de Oz nos estados
3 e 4 de mitocdndrias isoladas de figado de ratos sob uma DH, utilizando tanto substratos
glicidicos (derivados do ciclo do acido citrico), quanto substratos lipidicos. (HULBERT et al.,
2005; RAFFAELLA et al., 2008). Uma reducdo no estado 4 reflete um menor vazamento de
prétons do EIM. Um dos papéis fisioldgicos do vazamento de prétons é a manutencao do Ay
abaixo do limite critico para a producdo de ERs. Embora o gradiente de protons seja essencial
para a formacdo de ATP, quando a OMY esta presente, ha maior quantidade de prétons no
EIM e consequente maior potencial de membrana, o que pode facilitar a reacdo destes protons
com 0 O, formando EROs e causando danos diretos a membrana mitocondrial (JASTROCH
et al.,, 2010; KORSHUNOV; SKULACHEV; STARKOV, 1997). Os camundongos DM2

apresentaram uma reducdo no estado 4 e consequente menor vazamento de prétons, o que
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pode permitir uma maior susceptibilidade a formacdo de ERs devido a maior quantidade de
prétons no EIM.

Todos esses estudos em pacientes diabéticos e em modelos animais submetidos a uma
DH com presenga de resisténcia a insulina demonstram que h&a um comprometimento
mitocondrial, especialmente na producdo de ATP e EROs hepatico de pacientes e em animais
adultos. Este trabalho traz evidéncias de que reducdo da capacidade respiratoria no estado 2
de mitocondrias hepéticas alimentadas com PM acomete camundongos DM2 adultos,
submetidos a uma DH iniciada muito precocemente na vida do animal. Nossos dados sugerem
um possivel papel da NADH desidrogenase (enzima do complexo 1) na patogénese da
disfuncdo mitocondrial hepéatica no modelo de DM2 precoce, uma vez que ndo houve
alteracdo no consumo de O quando utilizados substratos que atuam diretamente no complexo
2 da cadeia respiratoria. Essas alteragdes no metabolismo energético hepético e resisténcia a
insulina no figado podem preceder o desenvolvimento de esteatose no figado de pacientes
com DM2 (SZENDROEDI et al., 2009).

Este trabalho reitera os impactos negativos da ingesta de DH prolongada, e um
consequente DM2, em diversos tecidos, e especialmente a associagdo da disfuncao de tecidos
periféricos com a disfuncdo observada no SNC. E importante ressaltar que essas alteracdes
ocorrem de maneira precoce, se a introducdo de uma DH também ocorre nos estagios iniciais
da vida. Nosso trabalho evidencia alteracbes na energética celular central e periférica
causadas pela hiperglicemia, e destaca a importancia de uma maior exploracdo da fisiologia
mitocondrial, ja que sua funcdo aparenta ser amplamente modificada no organismo devido as

caracteristicas do DM2.



7 CONCLUSAO

Com este trabalho podemos concluir que animais recém desmamados quando
submetidos a um modelo de DM2 até a fase de jovens adultos apresentam disfuncdo do
metabolismo de glicose e resisténcia a acdo da insulina, sem alteracdo no peso corpéreo e
no perfil lipidico. Esses animais ndo apresentam comportamento dipo depressivo, todavia
demonstraram pior memoria espacial e de reconhecimento, altamente dependentes das
fungBes hipocampais, aléem de maior area de astrdcidos e menor area de neurdnios,
acompanhados de disfun¢do mitocondrial no hipocampo.

Além disso, os camundongos DM2 apresentaram disfuncdes mitocondriais em
tecidos essenciais na regulacdo do gasto e homeostase de moléculas energéticas no
organismo, como o BAT e o figado, sem apresentarem alteracbes mitocondriais
cardiacas. Visto que 0 DM2 afeta diversos tecidos, neste estudo demonstramos um papel integrado
de alteracdo em tecidos periféricos e como essas alteragdes exaccerbam os danos causados pelo
DM2 no SNC. A perspectiva para continuidade desse estudo é a caracterizacdo do perfil
inflamatdrio desses tecidos, bem como propor uma intervencédo direcionada a mitocondria, que
atue em tecidos periféricos, reduzindo a inflamagéo e disfuncéo tecidual periférica, e com isso,

reverter, pelo menos parcialmente, os danos cognitivos e celulares causados pelo DM2 no SNC.
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