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RESUMO

O diabetes mellitus é uma disfungdo metabdlica capaz de gerar déficits motores e prejuizos
cognitivos. A hiperglicemia e a sinalizacédo deficiente de insulina no sistema nervoso central
desencadeiam uma série de mecanismos que geram inflamacdo e estresse oxidativo,
prejudicando a plasticidade neural em diferentes regides encefélicas. Desta forma, a acdo do
resveratrol, um composto polifendlico presente no vinho tinto e em alguns alimentos
naturais, e que apresenta atividades antioxidantes e anti-inflamatorias, destaca-se como
potencial opc¢éo terapéutica para as disfuncdes neurologicas associadas ao diabetes mellitus
tipo 1 e tipo 2.

No primeiro estudo desta tese foram avaliados os efeitos do tratamento via oral com
resveratrol sobre pardmetros locomotores, densidade de células neuronais e gliais, e
imunorreatividade para tirosina hidroxilase (TH) na parte compacta da substancia negra
(SNPC) de ratos Wistar machos adultos com modelo de diabetes mellitus similar ao tipo 1
induzido por estreptozotocina (STZ). Os animais foram divididos em 4 grupos: ndo-
diabéticos tratados com salina (SAL), ndo-diabéticos tratados com resveratrol (RSV),
diabéticos tratados com salina (DM) e diabéticos tratados com resveratrol (DM+RSV). O
resveratrol foi administrado na dose de 20 mg/kg, conforme preconizado na literatura. Os
resultados desse estudo demonstraram que os ratos do grupo DM desenvolveram acinesia, a
qual foi atenuada pelo tratamento com resveratrol no grupo DM+RSV. Ratos diabéticos dos
grupos DM e DM+RSV desenvolveram bradicinesia. Em relacdo aos principais achados
histofisioldgicos, foi demonstrado que a diminuicdo da imunorreatividade celular para TH e
0 aumento na densidade de células gliais observados no grupo DM foram revertidos pelo
tratamento com resveratrol no grupo DM+RSV.

No segundo estudo desta tese, foram avaliados os efeitos do tratamento via oral com
resveratrol sobre a memdria aversiva e 0 estado oxidativo - conteudo total de espécies
reativas e atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase e glutationa peroxidase
- no hipocampo de ratos Wistar machos adultos com modelo de diabetes mellitus similar ao
tipo 1 induzido por STZ. Os animais foram divididos em 8 grupos: nao-diabéticos tratados
com salina (ND SAL), ndo-diabéticos tratados com resveratrol na dose de 5 mg/kg (ND RSV
5), ndo-diabéticos tratados com resveratrol na dose de 10 mg/kg (ND RSV 10), néo-
diabéticos tratados com resveratrol na dose de 20 mg/kg (ND RSV 20), diabéticos tratados
com salina (D SAL), diabéticos tratados com resveratrol na dose de 5 mg/kg (D RSV 5),

diabéticos tratados com resveratrol na dose de 10 mg/kg (D RSV 10) e diabéticos tratados
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com resveratrol na dose de 20 mg/kg (D RSV 20). Os principais resultados desse estudo
mostraram que o diabetes experimental ndo promoveu déficits de memoria ou alteragdes no
estado oxidativo hipocampal, e a administracdo de resveratrol ndo modificou esses
parametros de forma relevante nos diferentes grupos estudados.

Os resultados desta tese indicam que o resveratrol exerce efeitos terapéuticos nas disfuncdes
nigroestriatais induzidas pelo diabetes, visto que é capaz de reverter a acinesia causada pelo
diabetes experimental, e de atenuar o aumento na densidade glial e a diminuigdo do contetido
de TH nos neurdnios da SNPC em ratos diabéticos. Por outro lado, a memoria aversiva e 0
estado oxidativo no hipocampo permanecerem inalterados nos ratos diabéticos submetidos
ou ndo ao tratamento com resveratrol. Os achados sugerem que determinadas regides
encefalicas apresentam maior suscetibilidade ao dano induzido pelo referido modelo de
diabetes experimental, que pode culminar em um desequilibrio dos circuitos relacionados
aos nucleos da base. Ademais, os resultados indicam a necessidade de estudos adicionais
para a avaliacdo dos efeitos do diabetes experimental e do tratamento com resveratrol sobre
a memoria aversiva e sobre o estado oxidativo hipocampal, de forma tempo e dose-

dependentes.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus is a metabolic disorder that can promote motor deficits and cognitive
dysfunctions. Hyperglycemia and insulin deficient signaling in the central nervous system
triggers mechanisms that generate inflammation and oxidative stress, which may impair
neural plasticity in different brain regions. Thus, the use of resveratrol, a polyphenolic
compound found in red wine and in some natural foods, that has antioxidant and anti-
inflammatory activities, could be a potential treatment for neurological disorders associated
with type 1 and type 2 diabetes.

In the first study of this PhD thesis, we evaluated the effects of oral resveratrol treatment on
locomotor parameters, neuronal and glial densities and tyrosine hydroxylase (TH)
immunoreactivity in the substantia nigra pars compacta (SNpc) in adult male Wistar rats
with a streptozotocin-induced (STZ) type 1-like diabetes model. The animals were divided
into 4 groups: non-diabetic animals treated with saline (SAL), non-diabetic animals treated
with resveratrol (RSV), diabetic animals treated with saline (DM) and diabetics animals
treated with resveratrol (DM + RSV). Resveratrol was administered at a dose of 20 mg/kg,
as recommended in the literature. Our results showed rats from the DM group developed
akinesia, which was attenuated after resveratrol treatment in the DM + RSV group, while
rats from the DM and DM + RSV groups developed bradykinesia. In relation to the
histological and physiological findings, the DM group showed a reduction in cellular TH
immunoreactivity and increased glial cell density, both of which were reversed by resveratrol
treatment in the DM + RSV group.

In the second study of this PhD thesis, we evaluated the effects of oral resveratrol treatment
on aversive memory and oxidative status - total content of reactive species and antioxidant
activity of superoxide dismutase and glutathione peroxidase enzymes - in the hippocampus
of adult male Wistar rats with STZ-induced type 1-like diabetes. The animals were divided
into 8 groups: non-diabetic treated with saline (ND SAL); non-diabetic treated with
resveratrol at a dose of 5 mg/kg (ND RSV 5); non-diabetic treated with resveratrol at a dose
of 10 mg/kg (ND RSV 10); non-diabetic treated with resveratrol at a dose of 20 mg/kg (ND
RSV 20); diabetic treated with saline (D SAL); diabetic treated with resveratrol at a dose of
5 mg/kg (D RSV 5); diabetic treated with resveratrol at a dose of 10 mg/kg (D RSV 10); and
diabetic treated with resveratrol at a dose of 20 mg/kg (D RSV 20). The main results of this

study showed that experimental diabetes did not induce memory deficits or changes in



hippocampal oxidative status and resveratrol administration did not modify these parameters
in the different treatment groups.

The results of this PhD thesis indicate that resveratrol exerts therapeutic effects on the
nigrostriatal dysfunctions induced by diabetes, since it is able to reverse the akinesia caused
by experimental diabetes and attenuate the increased glial density and decreased TH
immunoreactivity in the SNpc neurons of diabetic rats. On the other hand, aversive memory
and the hippocampal oxidative status remain unchanged in diabetic rats, treated or not with
resveratrol. The findings suggest that some brain regions are more susceptible to damage
induced by the experimental model of diabetes, which may culminate in an imbalance in the
circuits related to the basal ganglia. Moreover, the results indicate the need for additional
studies to evaluate the effects of experimental diabetes and resveratrol treatment on aversive

memory and the hippocampal oxidative state, in relation to time and dose dependency.
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1. INTRODUCAO

1.1 Diabetes mellitus

O diabetes mellitus (DM) compreende um grupo de doencas metabdlicas definido
pela presenca de hiperglicemia, resultante de uma diminuicdo na secre¢do de insulina e/ou
por uma acao deficiente da insulina nos tecidos-alvo (American Diabetes Association, 2016).
Trata-se de uma disfuncdo metabdlica crénica com incidéncia e prevaléncia crescentes, e
mundialmente reconhecida como uma importante causa de incapacidade e mortalidade
prematura (WHO, 2016).

Entre os anos de 1980 e 2014, o nimero de adultos com DM quadruplicou no mundo
todo, contabilizando cerca de 422 milhGes de individuos em 2014 (NCD-RisC, 2016).
Atualmente, o DM é classificado como a sétima principal causa de incapacidade em todo o
mundo (Global Burden of Disease Study 2013 Collaborators, 2015), e é responsavel por
mais de 2 milhdes de mortes anualmente (The Global Burden of Metabolic Risk Factors for
Chronic Diseases Collaboration, 2014). Mais de 90% dos casos de DM se enquadram em
duas categorias principais: DM tipo 1 (DMT1) e DM tipo 2 (DMT2) (American Diabetes
Association, 2016).

O DMT1 compreende 5 a 10% dos casos de DM, e tem como principal causa a
destruicdo auto-imune das células beta do pancreas enddcrino, que resulta em uma
deficiéncia grave de insulina e torna os pacientes dependentes do tratamento com insulina
para sobreviverem (American Diabetes Association, 2012; WHO, 2016). A destruicdo auto-
imune no DMT1 tem um perfil multifatorial, que envolve maltiplas predisposic6es genéticas
- fortemente associadas a genes do complexo de histocompatibilidade principal - e fatores
ambientais pouco conhecidos (Pirot et al., 2008). Nesses casos, 0 DMT1 normalmente se
desenvolve durante a infancia e adolescéncia, embora possa ocorrer em qualquer idade
(American Diabetes Association, 2012).

A destruigdo auto-imune no DMT1 pode ocorrer de forma répida (principalmente em
criangas) ou lenta (principalmente em adultos), fazendo com que os pacientes apresentem,
em poucos dias ou semanas, as principais caracteristicas clinicas desencadeadas pela
hiperglicemia: poliuria associada a glicosuria, nocturia, nictdria e até mesmo enurese, uma
vez que a quantidade de glicose que passa no processo de filtracdo glomerular supera a
capacidade de reabsorcdo renal; polidipsia, visto que a desidratacdo gerada pela polidria,

juntamente com o aumento da osmolaridade plasmatica induzida pela hiperglicemia, ativam
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0s nucleos hipotalamicos responsaveis pela sensacao de sede; polifagia, gerada pela falta de
glicose intracelular que ativa o hipotdlamo lateral e inibe o hipotdlamo ventro-medial,
levando a sensacdo de fome; perda de peso, uma vez que a falta de insulina reduz a captacao
de glicose em diferentes tecidos, promovendo vias catabolicas como gliconeogénese,
glicogenolise, lipolise e protedlise, o que pode induzir o quadro de cetoacidose diabética
(Funk, 2007; American Diabetes Association, 2012).

O DMT2 compreende 90 a 95% dos casos de DM, e esté associado a diminuicdo da
responsividade dos receptores de insulina - caracterizando uma resisténcia desse horménio
em seus tecidos-alvo - e também a deficiéncia relativa na producéo de insulina pelas células
beta do pancreas (Kahn et al., 2014). Diferente do DMTZ1, no inicio do desenvolvimento da
disfuncdo ou até mesmo ao longo da vida, os pacientes com DMT2 ndo necessitam de
tratamento com insulina para sobreviverem (American Diabetes Association, 2012; Kahn et
al.,, 2014). Devido a secrecdo residual de insulina, a hiperglicemia se desenvolve
gradualmente, fazendo com que muitos pacientes com DMT2 sejam assintomaticos e, por
esse motivo, acabam sendo diagnosticados tardiamente (WHO, 2016). Outros pontos
relevantes sdo que o DMT2 apresenta uma importante predisposicdo genética, sendo
fortemente correlacionado com a idade e também com a obesidade (responsavel por cerca
de 80% dos casos de DMT2), principalmente em pacientes com obesidade abdominal central
(Funk, 2007; American Diabetes Association, 2012).

Além dos sintomas classicos da hiperglicemia (polidria, polidipsia, polifagia e perda
de peso), o diagndstico clinico do DM leva em consideracéo critérios laboratoriais, incluindo
glicose plasmatica em jejum de 8 h > 126 mg/dL, ou hemoglobina glicada (HbA1c) > 6,5%,
ou glicose plasmatica > 200 mg/dL ap6s uma dose oral de 75 g de glicose (teste de tolerancia
a glicose oral), ou na presenca de sintomas clinicos de hiperglicemia ou crise hiperglicémica
junto a uma glicose plasmatica em amostra aleatoria > 200 mg/dL (American Diabetes
Association, 2016).

O DM é responsavel por uma série de disfungbes que afetam negativamente a
qualidade de vida, e sdo consideradas causas importantes de morbidade e mortalidade. Essas
complicagbes podem ser classificadas em microvasculares - retinopatia, nefropatia e
neuropatia - e macrovasculares - doenga cardiovascular, acidente vascular cerebral e doenca
vascular periférica (Cade, 2008; Fowler, 2008). Além disso, os distirbios vasculares e
metabolicos sdo capazes de promover danos clinicamente relevantes no sistema nervoso
central (SNC) de individuos diagnosticados com DM (Biessels et al., 1994; Biessels, 2013).



1.2  Disfunc@es encefalicas relacionadas ao diabetes mellitus

As primeiras descricBes de déficits cognitivos relacionados ao DM datam do inicio
da década de 20, a partir de um estudo realizado por Miles e Root (1922). Os autores
relataram pior desempenho de adultos diabéticos em tarefas envolvendo memoria de
trabalho (memorizacdo de nimeros e letras) e atencdo continua (teste de cancelamento de
digitos), quando comparados a adultos ndo-diabéticos (Miles & Root, 1922).

Nos ultimos anos, houve um maior interesse na avaliagcdo dos impactos negativos do
DM no SNC. Evidéncias clinicas mostraram que, em pacientes com DMT1, as disfuncbes
cognitivas sdo mais acentuadas quando o inicio da doenca ocorre na infancia, e parecem ndo
ter relacdo com o envelhecimento, visto que a progressdo do declinio cognitivo ao longo do
tempo ocorre de forma lenta na maioria dos casos (Gaudieri et al., 2008; Biessels, 2013;
Koekkoek et al., 2015). Por outro lado, pacientes com DMT2 exibem prejuizos cognitivos
independentemente da idade e possuem maior chance de desenvolvimento de deméncia, uma
condicdo fortemente associada ao envelhecimento (Biessels et al., 2014; Koekkoek et al.,
2015).

Nesse sentido, estudos indicam que, em comparacao a individuos ndo-diabéticos,
individuos diagnosticados com DMT1 ou DMT2 apresentam pior desempenho em tarefas
empregadas para avaliacdo de diferentes dominios cognitivos, entre eles: atencdo, incluindo
atencdo visual (habilidade de atender seletivamente a uma informacéo visual apresentada) e
atencdo continua (habilidade de manter-se concentrado durante um longo periodo de tempo),
flexibilidade cognitiva (habilidades relacionadas a mudanga de conceitos e criagcdo de
estratégias para a resolucdo de problemas), e inteligéncia (habilidade de aplicar
conhecimentos para solucionar determinados problemas) (Gold et al., 2007; Harten et al.,
2007; McCrimmon et al., 2012). Além disso, foi observado que tanto o DMT1 quanto o
DMT?2 sdo capazes de afetar a velocidade motora e a eficiéncia psicomotora, evidenciadas
pela lentiddo em executar tarefas envolvendo atividades motoras manuais basicas, e pela
reducdo da eficiéncia psicomotora em tarefas que avaliam a rapidez e acuracia no
processamento de informacdes e consequente execu¢do manual de determinada atividade
(Brands et al., 2005; Harten et al., 2007; Patifio-Fernandez et al., 2010; McCrimmon et al.,
2012).

Em relagdo a memdria, evidéncias clinicas sugerem que o DMTL1 raramente esta
associado a déficits de memdria em individuos adultos, enquanto um ndmero mais

expressivo de adultos com DMT2 apresentam pior desempenho em tarefas de aprendizado
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e memoria, comparados a adultos ndo-diabéticos (Koekkoek et al., 2015; Moheet et al.,
2015). A presenca de co-morbidades relacionadas ao DMT2, como dislipidemia, hipertenséo
arterial sisttmica (HAS) e doenca cerebrovascular, podem estar relacionadas ao
desenvolvimento de disfuncbes de memoria, pois sdo consideradas fatores de risco vascular
e causas potenciais de disfuncGes cognitivas (McCrimmon et al., 2012; Moheet et al., 2015).

Além de avaliagbes comportamentais, alguns estudos clinicos buscaram analisar o
impacto do DM na estrutura enceféalica com o uso de técnicas de neuroimagem, onde foram
observados atrofia cortical e diminuicdo do volume das substéncias cinzenta e branca em
individuos diabéticos (Reagan, 2012; Moheet et al., 2015), enquanto que diminuicdo do
volume hipocampal foi mais comumente observado em pacientes com DMT2 (Gold et al.,
2007; Bruehl et al., 2009; McCrimmon et al., 2012).

Desta forma, podemos considerar que as alteracdes no SNC de individuos diabéticos
estdo relacionadas a deficiéncias em diferentes dominios cognitivos. Entretanto,
caracteristicas clinico-metabdlicas desses pacientes devem ser levadas em consideracéo,
pois podem exercer influéncia nos pardmetros cognitivos e neuroestruturais; entre essas
caracteristicas, pode-se citar o grau de controle glicémico, o nimero e a frequéncia de
episoadios hipoglicémicos, a idade do diagnoéstico inicial e duracdo do DM, HAS,
dislipidemia e complicagdes vasculares (Biessels et al., 2008; McCrimmon et al., 2012;
Moheet et al., 2015).

A hiperglicemia se destaca como uma das principais e mais conhecidas causas de
complicaces no DM. Embora o encéfalo utilize a glicose como sua principal fonte
energética, em situacfes de hiperglicemia prolongada o transporte de glicose pode ser
desequilibrado, fazendo com que a glicose seja desviada para vias metabolicas que podem

culminar em neurotoxicidade (Tomlinson & Gardiner, 2008; Mergenthaler et al., 2013).



Figura 1. Representacéo esquematica das vias metabdlicas

favorecidas pela hiperglicemia.
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aminotransferase; UDP-GIcNAc: uridina 5’-difosfato-N-acetilglicosamina; AGEs:

produtos finais de glicacdo avancada. Adaptado de Tomlinson & Gardiner, 2008.

O aumento no fluxo da via dos polidis pode comprometer o ciclo da glutationa e a
atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx), levando a um aumento no contedo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) (Tomlinson & Gardiner, 2008). Concomitantemente,
ocorre um aumento na producao de superdxido devido a sobrecarga na cadeia transportadora
de elétrons mitocondrial, o qual é convertido em peroxido de hidrogénio (H20>) pela a¢éo
da enzima superdxido dismutase (SOD). As enzimas GPx e catalase (CAT) atuam impedindo
0 acumulo de H203, pois este € capaz de iniciar diferentes eventos, entre eles as reacdes de
Fenton (oxidagdo do ferro(ll) a ferro(l1l) pelo H20), culminando na formagéo de radicais
hidroxila (*OH), que séo altamente reativos (Barnham et al., 2004; Tomlinson & Gardiner,

2008). Todos esses eventos podem levar ao estresse oxidativo, um desequilibrio entre a



producdo de agentes oxidantes e as defesas antioxidantes, capaz de causar danos em
macromoléculas, como lipideos, proteinas e &cidos nucléicos (Sies, 2015).

Por sua vez, o aumento no fluxo da via da hexosamina resulta no aumento da sintese
de uridina 5’-difosfato-N-acetilglicosamina, estimulando a glicosilacdo de proteinas
nucleares e citoplasmaticas e comprometendo suas funcdes biologicas (Bond & Hanover,
2015). Ademais, a hiperglicemia pode causar um aumento na formacéo de produtos finais
de glicacdo avancada (AGE), moléculas capazes de modificar irreversivelmente as
propriedades de diferentes estruturas biologicas e de se ligar aos seus receptores (RAGE),
promovendo respostas inflamatdrias via up regulation de RAGE e via ativacdo do fator
nuclear kappa B (NF-«B); a ativacéo deste fator de transcricéo leva a ativagdo de sequéncias
de sinalizacdo pro-inflamatérias e pré-apoptdticas, aumentando a producdo de ERO e
contribuindo para o dano de células endoteliais vasculares, neurbnios e células gliais
(Tomlinson & Gardiner, 2008; Callaghan et al., 2012).

Junto a hiperglicemia, ha outros fatores que podem estar relacionados as disfuncdes
neuroldgicas no DMT1 e no DMT2, incluindo diminuig&o da secre¢do e/ou agdo da insulina,
alteracdo na atividade do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) e inflamacéo (Gaspar et
al., 2016).

Figura 2. Representacdo esquematica dos principais fatores que

contribuem para o prejuizo cognitivo relacionado ao diabetes mellitus.

Diabetes mellitus

Disfung&o do eixo HPA Inflamacéo  Hiperglicemia Déficit de insulina
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HPA: hipotalamo-pituitaria-adrenal. Modificado de Gaspar et al., 2016.



A insulina tem um papel importante para a homeostase do SNC, pois se liga ao seu
préprio receptor e também ao receptor do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1
(IGF-1), os quais séo distribuidos em diferentes regides encefalicas e promovem a ativagado
de vias de sinalizacdo relacionadas a expressdo de genes anti-apoptoticos, a sintese de
proteinas ligadas a plasticidade sinaptica - envolvidas no estabelecimento da potenciacao de
longa duragdo (LTP) e da depressdo de longa duracdo (LTD) - e estabilizacdo de
microtubulos (Blazquez et al., 2014; Werner & LeRoith, 2014). No DM, quando h&
diminuicao da secrecédo e/ou acdo da insulina, pode-se inibir as referidas vias de sinalizacéo,
prejudicando a plasticidade neural e aumentando a vulnerabilidade neuronal ao dano (Banks
etal., 2012; Blazquez et al., 2014; Gaspar et al., 2016).

Em relacdo as alteragdes na funcdo e atividade do eixo HPA, sabe-se que o
consequente aumento dos niveis basais de glicocorticoides pode ser capaz de promover
prejuizos na plasticidade hipocampal, incluindo inibicdo da plasticidade sinaptica e da
neurogénese (Reagan et al., 2008; Wrighten et al., 2009).

Ademais, a presenca de microglia com fendtipo reativo e 0 aumento na expressdo de
citocinas pré-inflamatorias no encéfalo de roedores com modelos experimentais semelhantes
ao DMT1 ou DMT2 podem promover uma up regulation de RAGE e ativacdo do NF-kB,
capazes de gerar inflamacdo e estresse oxidativo, culminando em eventos
neurodegenerativos e disfungdes cognitivas (Sima et al., 2009; Hwang et al., 2014; Gaspar
etal., 2016).

1.2.1 Modelo de diabetes mellitus experimental para o estudo de disfuncées

encefalicas

Um dos métodos mais comumente utilizados para a inducdo do DM experimental
com caracteristicas semelhantes ao DMT1 € a injecdo intravenosa ou intraperitoneal do
agente citotoxico estreptozotocina (STZ; Haider et al., 2013; Damasceno et al., 2014;
Radenkovi¢ et al., 2016). Esse composto glicosamina-nitrosuréia e captado pelas células via
transportadores de glicose do tipo 2 (GLUTZ2), muito expressos pelas células beta produtoras
de insulina nas ilhotas de Langerhans do pancreas (Wolfgang et al., 1994). A barreira
hematoencefalica ndo expressa GLUTZ2, excluindo, desta forma, qualquer efeito direto da
STZ no SNC ap6s sua administracao sistémica (Kumagai, 1999).

O efeito citotoxico da STZ é mediado principalmente pela atividade alquilante do

DNA (transferéncia de grupos metil para as bases nitrogenadas e fosfatos, resultando em
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quebras nas cadeias de DNA), porém o aumento na geracdo de ERO e liberacdo de 6xido
nitrico (NO) apds a metabolizacdo da STZ também contribuem para a morte das células beta-
pancredticas (Radenkovic et al., 2016).

Figura 3. Representacéo esquematica do mecanismo citotoxico da estreptozotocina.
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GLUT 2: transportador de glicose tipo 2; NO: oxido nitrico; ERO: espécies reativas de

oxigénio. Adaptado de Radenkovic et al., 2016.

Roedores com DM semelhante ao tipo 1 induzido por STZ apresentam um pico
hiperglicémico cerca de 72 h pos-inducdo e, depois desse periodo, permanecem
hiperglicémicos, com niveis de glicose sanguinea entre 350 e 450 mg/dL (o nivel
considerado normal é de aproximadamente 90 mg/dL; Gispen & Biessels, 2000). Além
disso, esses animais tornam-se hipoinsulinémicos, porém ndo necessitam de tratamento com
insulina para sobreviverem (Figlewicz et al., 1996; Biessels, 2013). Assim como 0s pacientes
diabéticos, os roedores desenvolvem danos microvasculares e macrovasculares, havendo
comprometimento do sistema nervoso periférico e do SNC (Gispen & Biessels, 2000;
Biessels et al., 2002).

O modelo de DM induzido por STZ esté associado ao desenvolvimento de alteracGes
estruturais no encéfalo de roedores, demonstradas em estudos que relatam morte neuronal
no cortex frontal (Jakobsen et al., 1987) e no hipocampo (Jing et al., 2013), desmielinizagdo
e degeneragdo axonal no estriado e no cdrtex motor/somatossensorial (Huang et al., 2012),
alteragOes estruturais na barreira hematoencefalica (Mooradian, 1997), e diminui¢cdo no



conteudo total de proteinas, acidos graxos e colesterol por microgramas de DNA no encéfalo
de ratos jovens (4 a 8 semanas de vida), indicando uma possivel redu¢do no conteudo de
mielina nos encéfalos desses animais (Malone et al., 2006).

1.2.2 Efeitos do diabetes mellitus na via nigroestriatal

Os nucleos da base compreendem um grupo de nicleos subcorticais interconectados,
compostos pela substancia negra (SN), estriado (caudado e putame), segmento interno do
globo palido (GPi), segmento externo do globo palido (GPe) e nucleo subtalamico, os quais
participam principalmente do controle motor, mas também sdo engajados em outras fungdes,
como aprendizagem motora, funcdes executivas e emocdes (Lanciego et al., 2012; Barrett et
al., 2014).

A SN compreende dois nacleos separados: a parte reticular, que contém neurdnios
GABAérgicos, e a parte compacta, composta por neurdnios dopaminérgicos (Villalba et al.,
2015). Na via nigroestriatal, os neurdnios da parte compacta da SN (SNPC) projetam seus
axonios ao estriado, liberando dopamina e causando despolarizacdo dos neurénios estriatais
gue possuem receptores dopaminérgicos D1, e hiperpolarizacdo dos neur6nios estriatais que
possuem receptores dopaminérgicos D2 (Korchounov et al., 2010). Os neurdnios estriatais
com receptores D1 realizam conexdes inibitérias com o GPi, enquanto que os neurénios com
receptores D2 realizam conex0@es inibitorias com o GPe; esses circuitos coexistem em
equilibrio funcional, facilitando e inibindo o0 movimento, respectivamente (Lanciego et al.,
2012).

Na doenga de Parkinson (DP), h4d uma diminuig&o significativa de dopamina estriatal
secundaria a morte de neurdnios da SNPC, que causa disfuncéo na circuitaria dos nacleos
da base e leva ao aparecimento de sintomas parkinsonianos, como acinesia® (Gershanik,
2010; Larner, 2010; Mazzoni et al., 2012), bradicinesia® (Simdes & Litvan, 2010; Mazzoni
etal., 2012), tremor involuntario de repouso®e instabilidade postural* (Dauer & Przedborski,
2003; Messing, 2007; Mazzoni et al., 2012). Evidéncias clinicas sugerem que os sintomas
motores da DP surgem quando ha perda de pelo menos 30% dos neurénios da SNPC (Cheng
etal., 2010).



Figura 4. Representacéo esquematica da circuitaria dos nucleos da base

no estado normal e na doenca de Parkinson.
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vias hiperativadas, e setas mais finas representam circuitos hipoativados. GPi: globo pélido, segmento
interno; GPe: globo palido, segmento externo; SNPC: substancia negra, por¢cdo compacta; STN: nucleo

subtalamico. Modificado de Lanciego et al., 2012.

IAcinesia tem origem a partir da palavra grega akinesis: o prefixo a significa “sem”, e o sufixo kinesis significa
“movimento”. Desta forma, acinesia pode ser definida como uma incapacidade de iniciar movimentos
voluntarios. Entretanto, a literatura médica emprega o termo “acinesia” para designar dificuldade (ou atraso)
para iniciar movimentos voluntarios.

2Bradicinesia tem origem a partir das palavras gregas bradys, que significa “baixo”, “inferior”, e kinesis, que
significa “movimento”. Bradicinesia pode ser definida como lentiddo dos movimentos voluntarios, ou seja,
diminuicdo da velocidade na execugdo de movimentos voluntarios. Alguns estudos utilizam o termo
“bradicinesia” para incluir trés diferentes fendmenos: lentidio dos movimentos voluntarios (bradicinesia),
reducdo na amplitude dos movimentos voluntéarios (hipocinesia) e dificuldade para iniciar movimentos
voluntarios (acinesia).

3Tremor involuntdrio de repouso é um movimento repetitivo de “vai e vem” em qualquer membro, ou na
mandibula, cabeca ou tronco, que ocorre quando tal parte do corpo ndo estd se movendo de forma ativa
(voluntaria).

“Instabilidade postural se refere a reacdo prejudicada quando ha perturbacéo do equilibrio.
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Nesse sentido, estudos clinicos apontam uma possivel relacdo entre DM e
parkinsonismo, visto que pacientes diagnosticados com DMT1 ou DMT2 possuem maior
risco de desenvolver DP no futuro se comparados a individuos ndo-diabéticos (Xu et al.,
2011). Além disso, foi demonstrado que o DMT2 pode causar disfungdes na marcha - padrédo
de marcha festinante - e prejudicar reflexos posturais em idosos (Arvanitakis et al., 2007).
Outro estudo prévio sugere que tanto o DMT1 quanto o DMT2 estdo associados ao
desenvolvimento de sinais e sintomas severos da DP, evidenciados em pacientes diabéticos
submetidos a avaliagdes clinicas com base na Escala Unificada de Avaliacdo da Doenca de
Parkinson (UPDRS; Cereda et al., 2012).

Ademais, foi demonstrada uma diminui¢do da imunorreatividade para receptores de
insulina em neurénios da SNPC de seres humanos post-mortem (Moroo et al., 1994), e todos
esses achados sugerem a existéncia de vias comuns entre 0os mecanismos patofisioldgicos do
DM e da DP.

Além das evidéncias clinicas, estudos pré-clinicos também mostraram que o estado
diabético possivelmente prejudica a fungdo motora. Nesses estudos, 0s autores observaram
alteracBes motoras similares as de pacientes parkinsonianos em roedores com modelo de
DM induzido por STZ, incluindo diminuicdo da coordenacdo motora e da locomocao geral
(de Senna et al., 2011; do Nascimento et al., 2011; Piazza et al., 2011), bem como reducao
de parametros locomotores no teste de campo aberto, como distancia percorrida, tempo de
duracdo do movimento e velocidade média do movimento (Revsin et al., 2009).

Junto aos achados comportamentais, alguns estudos demonstraram que a SNPC
apresenta maior vulnerabilidade ao dano no DM experimental induzido por STZ em ratos,
comprovada pelos declinios na expressao de RNAm e imunorreatividade para tirosina
hidroxilase (TH) - enzima essencial para a sintese de catecolaminas - nessa regido (Figlewicz
et al., 1996; do Nascimento et al., 2011).

1.2.3 Efeitos do diabetes mellitus no hipocampo

Em mamiferos, o hipocampo é uma estrutura bilateral localizada no lobo temporal
medial, formado por duas regides principais: giro denteado e Corno de Ammon (CA), o qual
é divido em subcampos (Andersen et al., 2007). Em estudos envolvendo ratos e
camundongos, o termo “hipocampo” descreve o giro denteado e os subcampos CA1, CA2 ¢

CA3, enquanto que em estudos com o uso de ressonancia magnética funcional em seres
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humanos, o termo ‘“hipocampo” tipicamente inclui o giro denteado, o subiculum e os
subcampos CA1, CA2, CA3 e CA4 (Strange et al., 2014).

O hipocampo faz parte de um sistema extremamente importante para o
processamento de memorias declarativas de curta e de longa duracao, as quais compreendem
as memorias semanticas (memorias de significados, entendimentos e conhecimentos
baseados em conceitos) e as memorias episodicas (memorias de eventos ou episodios e fatos;
Kandel et al., 2014). Os sinais que chegam ao hipocampo séo transmitidos principalmente a
partir de neurénios do cértex entorrinal, o qual mantém conexdes aferentes e eferentes com
o restante do cortex (lIzquierdo, 2011). Axdnios provenientes do cdrtex entorrinal atravessam
0 subiculum e o giro denteado através da via perforante, para fazerem sinapses com
neurdnios do giro denteado. Este envia projecoes as células piramidais em CA3 através das
fibras musgosas, e a partir de CA3 grande parte dos axdnios sdo enviados para CA1l, pelos
colaterais de Schaffer. Os neurénios piramidais de CAL, por sua vez, fazem sinapses com
células do subiculum, o qual envia projecdes de volta ao cértex entorrinal (Deng et al., 2010;
Izquierdo, 2011; Yassa & Stark, 2011).

Figura 5. Representacao esquematica do

circuito tri-sinaptico hipocampal, com base no encéfalo de rato.

DG: giro denteado; pp: via perforante; mf: fibras musgosas; rc: colaterais
recorrentes; fim: fimbria; Sc: colaterais de Schaffer; comm: fibras comissurais.
Adaptado de Yassa & Stark, 2011.
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Estudos sugerem que o estado diabético pode ser capaz de causar disfuncbes
neuroquimicas e até mesmo atrofia do hipocampo, visto que é considerado uma estrutura
muito sensivel e responsiva a mudangas na homeostase da glicose (Gold et al., 2007;
Wrighten et al., 2009; Kamiyama et al., 2010; McCrimmon et al., 2012). Tanto no DMT1
quanto no DMT2, o estresse oxidativo e 0 acumulo de AGE sdo apontados como as
principais causas de prejuizos na integridade hipocampal, culminando em déficits de
memoria (Wrighten et al., 2009; Sima, 2010; Moghaddam et al., 2014).

Nesse sentido, estudos pré-clinicos demonstraram que o DM semelhante ao tipo 1
induzido por STZ é capaz de prejudicar a plasticidade hipocampal em ratos e camundongos,
diminuindo a neurogénese e a proliferacdo celular, e promovendo astrogliose reativa e
neurodegeneracdo (Li et al., 2002; Alvarez et al., 2009; Jing et al., 2013).

Em roedores, as memorias dependentes do hipocampo podem ser avaliadas de
diversas maneiras, dentre elas: diferentes formas de “condicionamento aversivo”, onde os
animais sdo treinados pela exposicéo a um estimulo condicionado sensorial determinado (por
exemplo, um som) ou indeterminado (um lugar); grupo de “aprendizagens espaciais”, onde
o estimulo condicionado envolve um conjunto de estimulos visuais a distancia do animal, o
qual pode realizar um percurso na agua (“labirinto aquatico de Morris”) ou em um labirinto
de varios bracos; e a memoria de reconhecimento, que inclui reconhecimento de animais da
mesma espécie ou de um objeto (lzquierdo, 2011).

De fato, deficiéncias comportamentais em animais com DM experimental foram
evidenciadas em tarefas de aprendizado e memoria dependentes do hipocampo, onde ratos
adultos jovens submetidos a tarefa do labirinto aquatico de Morris apresentaram déficits de
memoria espacial a partir de 10 semanas apés a inducdo do DM experimental induzido por
STZ, e a severidade dos déficits demonstraram correlacdo com o tempo de duracdo do DM
(Biessels et al., 1994; Kamal et al., 2000; Grzeda & Wisniewska, 2008). O implante de
pellets subcutaneos de insulina no inicio do estado diabético foram capazes de prevenir o
déficit de aprendizado, entretanto, quando iniciada 10 semanas ap6s a inducdo do DM
experimental, a terapia com insulina promoveu apenas uma recuperagédo parcial, devido aos
prejuizos ja estabelecidos na aprendizagem (Biessels et al., 1998). Ademais, disfuncbes na
mem©ria espacial de ratos com DM induzido por STZ foram observadas no teste de
reconhecimento do objeto reposicionado, demonstradas pela diminuicdo da preferéncia
desses roedores em explorar o objeto realocado (de Senna et al., 2011; Piazza et al., 2011).

Déficits de memoria em tarefas de condicionamento aversivo também foram observados em

13



roedores com DM experimental induzido por STZ, quando comparados a animais néo-
diabéticos (Alvarez et al., 2009; Kalalian-Moghaddam et al., 2013).

1.3 Resveratrol

A palavra resveratrol é derivada do latim Res que significa “que vem”, da planta
Veratrum, e o sufixo “ol” indica a presenga de grupos alcool (hidroxila) em sua estrutura
(Harikumar & Aggarwal, 2008). O resveratrol (3, 5, 4'-trihidroxiestilbeno) € um composto
polifendlico que foi isolado pela primeira vez em 1940, a partir da raiz do heléboro branco
(Veratrum grandiflorum) e, posteriormente, na década de 60, da raiz do Polygonum
cuspidatum, uma planta utilizada nas medicinas tradicionais chinesa e japonesa para o
tratamento de infec¢bes fldngicas, doencas inflamatorias, HAS, alergias e dislipidemias
(Nonomura et al., 1963; Langcake et al., 1979; Shisodia & Aggarwal, 2006). O resveratrol
existe nas formas isdbmeras cis e trans, sendo a forma trans considerada a mais estavel (Rege
etal., 2014).

Figura 6. Estruturas quimicas dos

isdbmeros de resveratrol: trans e cis-resveratrol.

trans-Resveratrol cis-Resveratrol

Modificado de Rege et al., 2014.

O resveratrol pode ser encontrado em mais de 70 espécies de plantas, sendo
produzido em grande quantidade em videiras Vitis vinifera e em outras plantas como uma
resposta protetora a infecgdes por fungos ou ao estresse ambiental, como exposicdo a luz

ultravioleta (Langcake & Pryce, 1976).

14



Atualmente, sabe-se que o resveratrol € o principal polifenol nao-flavonodide
encontrado em uvas, amendoins, mirtilo e ameixas (Kovacic & Somanathan, 2010). Por ser
encontrado no vinho tinto, acredita-se que o referido composto seja o principal responsavel
pelo “paradoxo francés”, fendmeno no qual o consumo frequente de vinho tinto na Franca
estad associado a uma reduzida mortalidade por doencas cardiacas, em comparagéo aos outros
paises europeus (Renaud & de Lorgeril, 1992). Estudos sugerem que as atividades
cardioprotetoras do resveratrol estdo relacionadas as suas propriedades antioxidantes e a
capacidade de modular e aprimorar as defesas antioxidantes das células (Soleas et al., 1997;
Frémont, 2000). Entretanto, somente as atividades modulatorias do estado oxidativo celular
ndo esclarecem os efeitos farmacoldgicos desse composto, o qual demonstra, além das
propriedades cardioprotetoras, atividades anti-inflamatérias, anti-tumorais, anti-
envelhecimento, anti-diabéticas e neuroprotetoras (Frémont, 2000; Baur & Sinclair, 2006;
Novelle et al., 2015).

Evidéncias experimentais demonstraram que a proteina denominada sirtuina 1
(SIRTZ1) é um dos principais alvos do resveratrol e, quando ativada, medeia muitas agdes
fisiolégicas do resveratrol (Camins et al., 2010; Kulkarni & Cant6, 2015). SIRT1 foi
primeiramente identificada como ort6loga humana do silent information regulator 2 (Sir2)
de leveduras, pertencente a uma familia de histona desacetilases (HDACs) que é dividida
em 4 grupos (Frye, 2000). As HDACs classe Il sdo denominadas sirtuinas, as quais
apresentam sete isoformas ja caracterizadas em mamiferos (SIRT1-7) com diferentes
localizagdes e fungdes celulares (Denu, 2005; Dali-Youcef et al., 2007).

A isoforma SIRT1 exerce seus efeitos a partir de duas vias distintas: modificagdes
das histonas, que podem resultar no silenciamento da cromatina e na repressao da transcrigcdo
génica; e regulacdo de substratos celulares ndo-histonas, especialmente fatores de
transcricdo, incluindo o supressor de tumor p53, a familia FOXO de fatores de transcricéo
FOXO 1, 3 e 4, e afamilia do NF-xB (Camins et al., 2010). A desacetilacdo desses fatores
resultam, entre outras consequéncias, na inibicdo da expressao de fatores pré-apoptéticos e
pré-inflamatorios; em especifico, alguns membros da familia FOXO estdo envolvidos na
regulacdo do metabolismo celular, e a desacetilagdo do fator de transcricdo FOXOL1 via
SIRT1 parece estar envolvida na diminuicdo da resisténcia a insulina e na homeostase da
glicose (Camins et al., 2010; Hubbard & Sinclair, 2014; Kulkarni & Canto, 2015).

Ademais, a ativacdo da SIRT1 parece estar envolvida direta ou indiretamente com a
ativacdo de outras proteinas, como a proteina quinase ativada por AMP (AMPK), enzima

importante na regulacdo do metabolismo e da sobrevivéncia celular (Price et al., 2012;
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Kulkarni & Cantd, 2015). Desta forma, acredita-se que muitos dos efeitos benéficos do
resveratrol estdo relacionados a ativagdo da SIRT1 e a modulagdo da atividade de proteinas
envolvidas na regulacdo de mecanismos celulares importantes para a promocdo da
homeostase da glicose e neuroprotecdo (Baur & Sinclair, 2006; Szkudelska & Szkudelski,
2010; Bastianetto et al., 2015).

1.3.1 Resveratrol como agente terapéutico no diabetes mellitus

Estudos em roedores com DM experimental induzido por STZ e nicotinamida
revelaram efeitos anti-hiperglicémicos do resveratrol, evidenciados pela diminui¢cdo dos
niveis de glicose sanguinea e de HbAlc (Palsamy & Subramanian, 2008, 2009). Seu efeito
nos niveis glicémicos pode estar relacionado a acdo estimulante no transporte de glicose
intracelular, visto que fibras musculares do séleo, hepatdcitos e adipdcitos, isolados de ratos
com DM experimental induzido por STZ, foram capazes de captar significativamente mais
glicose quando tratados com resveratrol (Su et al., 2006).

Acredita-se que o estimulo na captacdo de glicose gerado pelo resveratrol esteja
associado a uma maior acdo dos transportadores de glicose na membrana plasmatica, uma
vez que estudos evidenciaram um aumento na expressao do transportador de glicose tipo 4
(GLUT4) em ratos com DM induzido por STZ e tratados com resveratrol, comparados aos
animais diabéticos ndo tratados (Chi et al., 2007; Penumathsa et al., 2008).

Além dos efeitos anti-hiperglicémicos, a atuacdo benéfica do resveratrol pode estar
relacionada aos seus efeitos anti-inflamatorios: em ratos com DM experimental, foi
demonstrado que o tratamento via oral com resveratrol reduziu significativamente os niveis
plasmaticos das citocinas pro-inflamatérias denominadas fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6) no encéfalo e em outros 6rgdos dos animais, em
comparacdo aos ratos diabéticos ndo tratados (Palsamy & Subramanian, 2010, 2011;
Prabhakar, 2013).

Ademais, o tratamento com resveratrol pode ser capaz de modular o estado oxidativo,
pois promove a normalizag&o dos indices de lipoperoxidacdo, bem como o restabelecimento
dos niveis previamente reduzidos de atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx
no plasma e em diferentes 6rgéos - incluindo o encefalo - de roedores com DM experimental
(Palsamy & Subramanian, 2010; Park & Pezzuto, 2015).
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1.3.2 Resveratrol e efeitos neuroprotetores em roedores com diabetes mellitus

experimental induzido por estreptozotocina

Por ser capaz de atravessar a barreira hematoencefalica (Baur & Sinclair, 2006), o
resveratrol € apontado como possivel agente neuroprotetor em disfuncdes do SNC (Sun et
al., 2010; Bastianetto et al., 2015). Por outro lado, ainda sdo escassas as evidéncias
experimentais que demonstraram a atuagdo do resveratrol no SNC de roedores com DM
semelhante ao tipo 1 induzido por STZ.

Um dos primeiros estudos que cita a acdo do resveratrol no SNC neste modelo
experimental € o de Sharma et al. (2007). Nele, o tratamento com resveratrol demonstrou
efeitos benéficos, incluindo reducdo dos niveis de NO nos encéfalos de camundongos
diabéticos, e diminuicdo dos niveis séricos do mediador inflamatério TNF-o (Sharma et al.,
2007).

No mesmo ano, Ates et al. (2007) demonstraram que o tratamento com resveratrol
foi capaz de atenuar o estresse oxidativo no SNC de ratos com DM induzido por STZ. Esse
estudo evidenciou uma diminuicao significativa dos altos niveis de malondialdeido, xantina-
oxidase e NO no hipocampo, cortex, cerebelo, tronco encefalico e medula espinal de ratos
diabéticos, além de um aumento dos niveis previamente reduzidos de glutationa reduzida
(GSH) nas mesmas estruturas, quando comparados aos ratos diabéticos ndo tratados com
resveratrol (Ates et al., 2007).

Ademais, o resveratrol parece modular os sistemas purinérgico e colinérgico no
cortex cerebral de ratos com DM induzido por STZ, aumentando os niveis de atividade das
enzimas nucleosideo trifosfato difosfoidrolase (NTPDase) e 5’-nucleotidase em ratos
controle e diabéticos tratados com resveratrol, quando comparados aos ratos diabéticos ndo
tratados (Schmatz et al., 2009°). Sugere-se que a modulagio das atividades dessas enzimas
pelo resveratrol pode ser importante, no sentido de que o aumento da hidrolise de ATP, ADP
e AMP pode contribuir no aumento da producdo de adenosina, molécula associada a vias de
sinalizacdo que culminam em acGes protetoras e regenerativas no SNC (Gomes et al., 2011).
Além disso, o resveratrol foi capaz de prevenir o aumento dos niveis de atividade da enzima
acetilcolinesterase nos ratos diabéticos, revertendo as deficiéncias na neurotransmissdo
colinérgica observadas no DM experimental (Schmatz et al., 2009%).

Por fim, estudos adicionais confirmaram a atuacdo neuroprotetora do resveratrol em
ratos com DM induzido por STZ, demonstrada na prevencao de déficits de memoria de longa

duracdo (Schmatz et al., 2009%), na inibicdo da neurodegeneracdo, reatividade astroglial e
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inflamacdo (pela inibicao da transcrigdo génica do TNF-a e IL-6) no hipocampo (Jing et al.,
2013), e na atenuacao do estresse oxidativo no hipocampo e cértex frontal, representado pela
diminuicgdo dos indices de peroxidacdo lipidica em ratos diabéticos (Venturini et al., 2010).

As evidéncias citadas anteriormente indicam que diversos fatores, incluindo a
hiperglicemia e a deficiéncia de insulina no SNC, podem desencadear mecanismos
neurotoxicos que prejudicam a plasticidade neural em distintas regides e nucleos encefélicos,
capazes de gerar disfungGes motoras e cognitivas no DMT1 e no DMT2. Por outro lado, as
acOes benéficas a saude promovidas pelo resveratrol podem ser capazes de estabilizar ou até
mesmo atenuar as consequéncias deletérias do DM sobre 0 SNC. Nesse sentido, é importante
avaliar os efeitos do DM experimental e a acdo do resveratrol sobre aspectos
comportamentais e em regides encefalicas envolvidas no controle motor e no processamento

de memdrias, como a SNPC e o hipocampo, respectivamente.
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2.

2.1

OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar os efeitos da terapia com resveratrol sobre o comportamento motor, a

histologia dopaminérgica com possivel implicagdo funcional, a memoria aversiva e o estado

oxidativo hipocampal em ratos Wistar machos adultos com DM semelhante ao tipo 1
induzido por STZ.

2.2

1)

Objetivos especificos

Analisar os efeitos da terapia via oral com resveratrol sobre diferentes parametros
locomotores, no teste do campo aberto e no teste da barra horizontal, em ratos
Wistar machos adultos com DM semelhante ao tipo 1 induzido por STZ e seu

controle;

Avaliar os efeitos da terapia via oral com resveratrol sobre as densidades
neuronal e glial na SNPC, empregando-se o método de Nissl avaliado por
morfometria planar, em ratos Wistar machos adultos com DM semelhante ao tipo

1 induzido por STZ e seu controle;

I11) Analisar os efeitos da terapia via oral com resveratrol sobre a imunorreatividade

para TH na SNPC de ratos Wistar machos adultos com DM semelhante ao tipo 1

induzido por STZ e seu controle;

IV) Avaliar os efeitos da terapia via oral com resveratrol sobre a memoria aversiva,

V)

empregando-se a tarefa do condicionamento aversivo ao contexto (CAC), em
ratos Wistar machos adultos com DM semelhante ao tipo 1 induzido por STZ e

seu controle;

Avaliar os efeitos da terapia via oral com resveratrol sobre o contetdo total de
espécies reativas e a atividade das enzimas antioxidantes GPx e SOD no
hipocampo de ratos Wistar machos adultos com DM semelhante ao tipo 1

induzido por STZ e seu controle.
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3. MODO DE APRESENTACAO DOS METODOS E RESULTADOS

Os métodos e resultados s&o constituidos pelos capitulos 1 e 2:

Capitulo 1, no qual consta o primeiro artigo da tese, publicado no periddico Brain
Research (Fator de Impacto em 2016: 2.56);

Capitulo 2, no qual consta o segundo artigo da tese, submetido ao periddico

Neuroscience Letters (Fator de Impacto em 2016: 2.10).
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3.1 Capitulol

Artigo: Resveratrol prevents akinesia and restores neuronal tyrosine hydroxylase

immunoreactivity in the substantia nigra pars compacta of diabetic rats.

Brain Research
DOI: 10.1016/j.brainres.2014.10.007
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the DM+REV group,; a higher neuronal density in the RSV group, when compared to the DM
and DM+RSV groups; an indease in the glial density in the DM group, which was also
reversed by resveratml in the DM+RESV group. Resveratral treatment prevents akinesia
development and restores newronal tyrosine hydroxylase immunoreactvity and glial
density in the substantia nigra pars compacta of disbetic mts, suggesting that this
palyphenal could be a potential therapeutic option against diabetes-induced nigrostriatal

dyafundiona.

& 2014 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Introduction

Diabetes mellitus is a group of metabolic diseases character-
ized by hyperglycemia, which is increasingly seen as a public
health burden worldwide (American Diabetes Association,
2012 Shaw et al, 2010). Chronic high blood glucose levels
are related with the development of long-term dysfunctions
and failure of various organs (Fowler, 2008). New evidence
has emerged of the demage caused to the central nervous
systemn amd the cognitive deficits in diabetic patients with
poor glycemic control (Biessels, 2013; Sima, 2010; Van Harten
et al., 2006). Electrophysiological, neurochemimal and struc-
tural brain abnormalities have been described in diabetic
experimental models and in patients. Also, behaviaral dys-
functions including psychomaotor efficiency, motor speed and
motor strength, have been observed (Biessels et al, 1994
Reagan, 2013 Ronz-Filho et al., 2009 Sims-Robinson et al,
2010).

In humans, studies suggest that diabetes has a potential
impact on the development and/or the progression of Par-
kinson's disease (PD) (Cereda et al., 201% Sumn et al, 201%; Xu
et al., 2011}, & neurodegenerative disorder in dopaminergic
neurons of the substantia nigra pars compacta (SNpc) which
leads to reduced striatal dopamine levels and motor disahil-
ities, such as akinesia, bradylkinesia, resting tremor, and gait
atnormalities (Dauer and Przedbomski, 2003). Tyrosine hydro-
xylase (TH) is an important enzyme involved in dopamine
production, mtalyzing the conversion of the amino acid
L-tyTogine to 1-3 4-dihydroxyphenylalanine (1-DOPA), which
is & rate-limiting step in the biosynthesis of dopamine
(Makashima et al, 2009). Streptozotocin (STZ)-induced dia-
betes has been shown to impair motor skills in rats, redudng
the levels of RMAm for TH, as well as lowering the TH tissue
content, mainly in the SNpc (Do Nascimento et al, 2011
Figlewicz et al., 199€).

There is a growing interest in the therapeutic potential of
natural products to mitigate the negative effects of diabetes.
Resveratrol (3,54 -trihydroxystilbens) is & polyphenol found
in grapes and red wine, peanuts, different types of berries,
and over 70 plant species (Harikumar and Aggarwal, 2008).
This compound has been shown to exert pleiotropic effects
on the modulation of various cell-signaling malecules and in
the regulation of gene expression, which in turn can promote
the expression of antioxddant enzymes, suppress the expres-
sion of inflammatory biomarkers, and modulate regulatory
cell cycle genes (Baur and Sinclair, 2006 Harlumar and
Aggarwal, 2008).

Interestingly, in STZ-induced disbetic rats, resveratrol has
been shown to trigper beneficial effects in different brain
areas by protecting against oxdative stress (Ates et al., 2007,
Venturind et al, 2010}, by ameliorating neurodegeneration
and attenuating the expression of pro-inflammatory media-
tors and astrocytic activation in the hippocampus (fing etal.,
2013), and by preventing memary deficits (Schmatz et al.,
2005), Furthermore, in PD rodent models, it has been demon-
strated that treatment with resveratrol reduces motor dis-
ahilities and provides neuroprotection in the SMpc (in et al.,
2008, Khan et al., 2010, Wang et al., 2011).

There is a lack of experimentz]l evidence regarding the
locomotor and neurchistological consequences of resveratml
treatment related to TH expression in the SMpc of diabetic
rats. Thus, the goal of our study was to investigate the effects
of oral treatment with resveratrol on locomotor behawiors,
neuronal and glial densities, and regional and cellular TH
immunoresctivity in the SMpc of rats with STZ-induced
diabetes.

2. Results

A timeline with our experimental design can beseen in Fig. 1.

21,  Stafistical power analysis

The statistical power test is a helpful tool to calculate the
minimum number of animals required to ensure relishle
results. In the present study, the means and standard devia-
tions from each parameter mnalyzed were used to estimate
the statistical powers.

The findings of the statstical power anslysis for body
weight, blood glucose, bar test and open field evalustions
were 100% for all these parameters. The findings for the
density of the Missl-stained neuronal and glizl ells, density
of TH immunaoreactive neurons, and regional and cellular TH
optical densitometries (ODs) were 97.5%, 934%, 95.1%, 99.7%
and 99.9%, respectively.

The high statistical power values obtained in this evalua-
tion confirms that the number of animals used in our
expenments was adequate, and ensures the probability of
statistical type II error is reduced. Thus, all the achieved
results are relisble.
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Fig. 1 - Timeline of the experimental design. I =day.

Table 1- Body weight and blood glocose levels.

Groups m 4 Dzn D=t
Weight [ Glycemia Weight i) Glyermia Weight i) GlpceTnia Wi ght () GlyeTnia
fregfaL) imgAL) (gl (gl
EAL IFETEI14 2H81+41 IS 5L11E8 EEf3E 4F2EL146 B3] B1TLBE 243321
REW =|1L1+117 01421 FEEL11E 16116 43061136 BEEE1T AL ILHT E3E314
it 3B Z2+49 BRS+3Z IETLEF™ 445 4+ 305 T ELEI S106+ 32T EARLTT™ 4791+ 335"
D+ REV EEIALTE 44125 3411+555 IFTELI1LT™ T 1L ES SOLT 4353 S E R T 454943495

SAL: non-diabetic mis reated with saline, BESV: non-diabetic mis reated with resvernird, DM: diabete rats treated with saline, DM+ RSV

diabetic rats reated with resveratml. Dt day.

== Corresponds to p<0U00 compared to SAL and RSV groups.
* Corresponds to p<00 compared 1o SAL group.

= Carresponds 1o p<0001 compared te RSV group.

232 Body weight and blood ghicose

On day 1 (D), there was no significant difference in bady
weight between the groups. On D4, the DM group presented a
significant decresse in body weight compared to the SAL and
RSV groups (p <0.001), likewise, the DM+RSV group presented
a decresse when compared to the SAL (p<0.01} and RSV
(p=-0.001) groups. The body weight of diabetic rats from the
DM and DM+RSV groups remained significantly lower on D30
and D&t (p<0.001) (Table 1).

Analysis of the glycemia dats showed no differences in
blood glucose levels between the groups on D1 From D4
omward, the blood glucose levels of rats from the DM and
DM+RSV groups were significantly increased when compared
to the SAL and B3V groups (p<0.001) (Table 1}.

23, Locomotor analyses

23.1. Bar test

On D29, the time spent on the bar was not significantly
different between the SAL (1444 0.28), RSV (0.92.40.20), DM
(1.67 +023) and DM+RSV (1.5240.16) groups Fig Z). On D63,
rats from the DM group presented a significantly higher
degree of akinesia (2.47£057) than the SAL (L75+031

p=-005), RSV (15644033 p=001) and DM+RESV (1834 0.35
p=0.05) groups (Fig. Z).

232 Open field test

Analysis of the number of lines crossed in the open field test
revealed that rats from the DM (35254 4.58) and DM+RSV
(35.18 4 15.73) groups crossed a significantly lower number of
lines when compared to rats from the SAL (59.77 4 4.21;
p<005) and RSV (63.1547.46; p <0.01) groups (Fig. 3a).

The average speed in the DM group (0.02 + 0.00) was lower
than in the SAL (0.034+000; p<0.05) and RSV (0.03+ 0.00;
p=001} groups, with no significant difference compared to
the DM+RSV group (0.02 +0.00) (Fig. 3b).

Mo significant changes in meximum speed, time mobie and
time immobile between groups were observed (data not shown).

24,  Histological and immunohistochemical analyses

24.1  Missl-stained neuronal and glial density estimation
The neuronal density was signifimntly reduced in the DM
(2514 027; p=-001) and DM+RSV (298 +£030; p<0.05) groups
when compared to the RSV group (5.1040.65), while no such
difference was observed in comparison to the SAL group
(3.51+ 034) (Fig. 4a).
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Fig. 3 - (a) Number of lines crossed in the open field test. “Corresponds to p <0.05 compared to the SAL group, and
*mrresponds W p <0.01 ompared to the RSV group. (b) Average speed in the open field st “Corresponds o p<0.05
compared to the SAL group, E't::l:lcm!1an'p|-|:|crn:1.ﬁ top<:0.01 compared to the RSV group, and “correspond s to p< 0.05 compared o the

RSV group.

The glial density was sgnificantly increased in the DM
group (138 +0.19) compared to the SAL (1.104+0.16) and
DM+BSV (1.26+0.12) groups (p<005), with no signifimnt
difference when compared to the BSV group (1.591013)
(Fig. 4b).

Digitized images of Missl-stained neuronal and glial cells
in the SMpc of the experimental groups can be seenin Fig. 5.

242 TH immunoreactive neuronal density estimation
A mgnificant reduction in TH immunoresctive neuronal
density was only observed in the DM group (2.53 + 0.38) when

compared to the RSV group (4.26+0.22; p<0.05%), while no
such difference was found in comparison with the SAL
(363 +0.30) and DM+RSWV (3.33 + 0.18) groups (Fig. Ga).

243 Optical densitometry

Evaluation of regional 0D demonstrated a reduction in TH
immunoreactivity in the DM group (0.07 £0.00) when com-
pared to the RSV (0.11+ 000} and DM+RSV (0.11+0.00) groups
(p<0.05), however, when comparmd to the SAL group, no
difference was found (0.10 +0.00) (Fig. &b).
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Fig. 4 - (8) Density of the Nissl-stained neurons in the SNpc. “carresponds o p <0.01 compared to the RSV group, and *
carresponds to p <0.05 campared to the RSV group. (b) Density of the Nissl-stained glial cells in the SNpc. “corresponds to
p<0.05 compared to the SAL and DM+RSV groups.

Bregma: <4.80 mm
Interaural: 4.20 mm

- = A0l

Glia =% Glia=2

Fig. 5 - Digitized images from coronal mesencephalic sections, showing Nissl-stained neuronal and glial cells in the SNpc in
the four experimental groups (SAL, RSV, DM and DM+RSV). Note the relative size of the area of interest (AOI) used to
determine neuronal and glial densities. Neurons and glia located inside the A0, or intersected by the upper and/or right edge
of the AOI (continuous lines) were counted; neurons and glia that were intersected by the lower and/or left edge of the AOI
(traced lines) were not counted. In the digitalized images, the stars (1%) depict neuronal cells, and the asterisks (") depict glial
cells; the total number of neurons and glia counted are presented in each image. The schemating drawings were modified
from Paxinos and Watson (1998)'s atlas. Scale bar in the SNpc image: 10ym.
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Fig. 6~ (a) Density of TH immunoreactive neurons in the SNpc. “Corresponds to p <0.05 compared to the RSV group.

(b) Regional OD in the SNpc. “Corresponds to p<0.05 oonpuedbthltSVgloup,and‘conupmdsmp<o.G compared
the DM+RSV group. (c) Cellular OD in the SNpc. “Correspands to p <0.05 compared to the SAL group, “corresponds to p<0.01
compared to the RSV group, and “corresponds to p <0.01 compared to the DM+RSV group.
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" - = &S oD 5 Lo \ ‘
Fig. 7 - Digitized images from coronal mesencephalic sections, showing TH immunoreactivity in the SNpc in the four
experimental groups (SAL, RSV, DM and DM-+RSV). Images of the TH immunoreactive nigral neurons corresponding to each
group are detailed in the lower left corner of the SNpc images. Note the reduced TH immunoreaction in the digitized image of
the neuron from the DM group, compared to the SAL, RSV and DM-+RSV groups. SNpc scale bar: 160 ym; neuron scale bar:

10 ym.

In cellular OD data analysis, the DM group presentsd a lower ~ 3- Discussion
TH immunaoreactivity in neuronal somata (0.17 £0.00) when ) . o
compared to the SAL (0.1940.00; p<0.05), RSV (0.214000; In dizbetes, the primary cause of hyperglycemia is the

p<001) and DM+RSV (0.20 4 0.00; p<0.01) groups (Fig. 6c). defident action of insulin on target tissues, which generates
Digitized images of TH immunoreactivity in the SNpc of  abnarmalities in carbohydrate, lipid and protein metabolism.
the experimental groups can be seen in Fig, 7. Uncontmlled high blood glucose levels triggers the classical
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clinical symptoms of the disease, including marked polyuda,
paolydipsia and weight loss (Amercan Diabetes Association,
2017). In the present study, these charecteristics were
ohserved in all the animals with STZ-induced diabetes and,
a5 previous studies have shown, treatment with resveratral
was unehle to influence the hlood glucose levels and body
weights of disbetic and non-diabetic rats (Ates et al, 2007;
Kumar et al., 2007, Schmatz et al., 2009, Venturini et al., 2010).

Our experimental design demonstrated that STZ-induced
disbetes can lead to two lommotor abnormalities which are
hallmark symptoms of FD. Disbetic rats from the DM group
presented a higher degree of akinesia in the bar test, and
digbetic rats from both the DM and DM+RSV groups showed
significant bradykinesia in the open field test, as shown by
the decreased number of lines crossed and lower average
speed. To the best of our knowledge, our study is the first to
demuonstrate skinesia development in disbetic rodents. Pre-
vious experimental evidences have demonstrated bradykine-
sia in rats with STZ-induced disbetes during the open field
test (De Senna et al., 2011; Do Nascimento et al,, 2011; Grzeda
et al, 2007; Haider et al, 2013). In diabetic patients, psycho-
motor efficiency and motor speed are cognitive processes
that can be negatively affected (Sims-Robinson et al, 2010),
and the onset of dishetes prior to the development of PD is
considerad a risk factor for more severe Parkinsonian clinical
symptoms (Cereda et al,, 2013), suggesting that diabetes has a
negative impact on migrostriatal physiology.

Bradykinetic behaviors were not ameliorated by oral treat-
ment with resveratrol. However, resveratrol was able to
protect against skinesia development during the time course
of the disbetes. This result demonstmates &n unprecedented
pasitive effect of resveratrol on this locomotor deficit, possi-
bly due to its capahility to attenuate some pathological
mechanisms in brain regions responsible for motor control,
such as the basal ganglia and cerebellum (Ates at al, 2007;
Biessels et al,, 1994; Cheema et al, 2011; Huang et al,, 2012,
Sima, 2010; Venturimi et al, 2010).

Moreover, we demonstrated that diabetes leads to an
increase in the density of Nissl-stained glial cells in the SMpc.
The study by Wang et &l. (2014} showed an increase in the
mumber of microglial cells in the SWpc of disbetic mice.
Therefare, the increased density of glial cells ohserved in
our study may be the result of microglial reactivity.

On the other hand, the density of Nissl-stained neurons
end TH Immunoresctive neurons remained unaltered in the
disbetic animals, when compared to the SAL group. Compar-
gble to our findings, Wang et al (2014} also showed no
difference in the number of TH immunareactive neurans in
the SNpc of disbetic mice.

In addition, a decrease in cellular TH mmunoresctivity
was observed in diabetic rats, supporting the indings of the
study from Do Masdmento et al. (2011} that showed a
reduction in TH immunaoreactvity in the SNpc of disbetic
rats aocompanied by bradylkinesia in the open field test.

All these data suggest that micmgliz could act as an
important factor in the dysfunctions seen in the SMpc of
disbetic rodents, instigating inflammatory processes that
might contribute to neurochemical impairments, such as
the diminished cellular content of TH in migral neurons
(Hirsch and Hunot, 2009; Wang et al., 2014).

For the first time, our study showed that late starting
(30 days) oral resveratrol treatment produces beneficial
effects in the SHpc of disbetic rats by restoring glial density
and cellular TH immunoreactivity. Other positive influences
related to resveratrol treatment are that the RSV group
presents incressed Missl-steined neuronal density when
compared to the DM and DM+BRSV groups, and the RSV and
DM-+RSV groups mesent increased regional TH immunoreac-
tivity when compared to the DM group.

The SNpcis located in the ventral mesencephalon and is a
constituent of the hasal ganglia cirouit It receives inputs from
the prefrontal mrtex - strigtum pathway, and projects dopa-
minergic outputs to the striatum (Dauver and Przedborsk,
2003). Earlier studies demonstrated that disbetes & asso-
ciated with a higher risk of FD development (Sun et al.,
2012, ¥u etal, 2011). Thus, the reduced TH neuronal content
ohserved in our study could represent the beginning of a
neurcdegenerative process anteceded by microglial reactivity
in the SMpc, as previously suggested (Halliday and Stevens,
2011; Wang et al, 2014). As well, the reduction in neuronal TH
might lead to striatal dopamine deficiency and altered basal
ganglia physinlogy, which in tun could leed to voluntary
maotor control impeirment and development of clessical FD
symptoms in disbetic rats, such &s skinesia and bradykinesia
(Dauer and Przedborski, 2003).

In addition to the reduced TH content observed in nigral
dopaminergic neurons, the slterations in motor behaviors
found in the diabetic rats could have been incremented by
peripheral neuropathy, low muscle mass and/or poor musde
strength (Andersen, 2013 Ealyani et al, 2014; Zangiabadi
et al., 2011). As mentioned above, the open feld test revealed
dysfunctions in locomotor parameters in our disbetic groups.
On the other hand, a cardinal feature of PD is difficulty
initiating movement, which is evaluated by the bar test in
rodents. Peripheral neuropathy and decreased muscle mass
and strength muld contribute to the development of akinesia
in our diabetic model. However, the evidence from our study
sugpests the decreased cellular dopaminergic content in the
SNpc is one of the main factors responsible for the develop-
ment of ekinesia, because this locomotor dysfunction was
sbsent when this decrease was attenuated by resveratrol
treatment in the DM+RSV group. It is important to remember
that resveratrol was unable to reverse weight loss, which
could have decressed muscle mass and strength in the
DM-+RSV group. This question might be better answered in
future studies designed to assess the isolated effects of
peripheral neuropathy, muscle mass and muscle strength in
the skinesia degree, using the bar test.

The mechanisms involved in diabetes-induced nigrostria-
tal impairments are not well recognized. Hyperglyemia
exerts neurctoxdc effects by incressing the formation of
reactive oxygen species (ROS) and advenced glycation end-
products (ACGEs), which enhance inflammatory msponses and
contribute to the ent of microvasoular brain pathol-
ogy (Biessels, 2013; Roriz-Filho et al, 2009; Tomlinson and
Gardiner, 2008). Furthermore, insulin is an important neuro-
trophic factor that regulates dopamine concentrations in the
brain. In PD patients, a reducton was observed in the
immunareactivity and the expression of mRMA for insulin
receptor in the substantia migra, showing that insulin
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deficiency possibly impairs neural plasticity in the SHpc
(Craft and Watson, 2004; Roriz-Filho et al, 2009, Sima, 2010).

Oxdative stress end neuroinflammation are implicated in
the pethophysiology of PD and disbetes-induced brain
damages (Hirsch et al, 2012; Jenner, 2003 Sima, 2010;
Wrighten et al, 2009). These mechanisms indicare that PD
and dizhetes possibly share common pathways that lead o
glial changes and meuronal dysfunctions (Santisgo and
Potashkin, 2013).

Interestingly, the beneficial actions of resveratrol in the
SNpc could be mssodated with multiple mechanisms In
cultured dopaminergic neurons, resveratrol was able to mod-
ulate the astroglial production of brain-derived neurotrophic
factor (BDNF) and glial cell line-derived neumtrophic factor
(GDMF), which are essentizl for neuronal and glisl develop-
ment, maintenance and survival (Zhang et al, 201%). In a
model of lipopaolysaccharide-induced neurotoxcity in mid-
brain neuron-glia cultures, resveratrol has been reported to
protect dopaminergic neurons by reducing microglial reactiv-
ity and the generation of ROS and proinflammatory factors
[Zhang et al., 2010). Resveratrol also provide neuroprotedion
in experimental models of PD and disbetes, by diminishing
lipid peroxidation and the production of ROS, restoring the
levels of antioxidant enzymes, and decreasing the content of
proinflammatory cytoldnes (Ates et al, 2007 Jin et al., 2008;
Jing et al, 201% Khan et al., 2010; Lofrumento et al, 2014
Venturini et al., 2010).

Thus, the modulation of neurctrophic factors generation
and redox status, and the antinflammatory effects could
explain the positive impact of resveratrol trestment on glial
density and cellular TH immunoreactivity in the SWpc, and
on the prevention of akinesia development in diebetic rats.

3.1, Condusions

Our study demonstmted that experimentzl diabetes induced
by STZ in rats mn generate dysfuncions elated to FD
pathogenesis, such as akinesa, bradykinesia, increased glial
density and reduced cellular TH immunoreactivity in the
SHpc. Interestingly, on the 30th day following diabetes
induction, benefidal effects were achieved by oral treatrment
with resveratrol, which was found to protect ageinst akinesia,
and to restore the glial densty and the cellular TH immumnor-
eactivity in the SNpc. Based on our results, we suggest that
resveratrol might represent & relevant therapeutic option
ageinst diabetes-induced nigrostriatal dysfunctions. This is
a novel inding and further investigation into this subject is
required in experimental and dinical trials.

4, Experimental procedures
41, Chemicals

Streptozotncin (STZ), monoclonal antibody for tyrosine
hydroxylase (TH) raised in mice, anti-mouse antibody con-
jugeted with peroxdase, 33 -disminobenzidine (DAB) and
cresyl violet were obtained from Sigma Chemical Co. (USA).
Thiopentax (sodium thiopental) was purchased from Cristalia
(Brazil), and bovine serum albumin (BSA) from Inlab (Brazil).

Isopentane and Entellan were obtzined from Merck (Germany)
Trans-resveratral (trans-3,5,4'-trihydroxystilbene, extracted from
Folygonum cuspidatum) was purchased from Chengdu Hawk Bio-
Engineering (Bejjing, China), and presented =99% of purity
[confirmed by high pedformance liquid chromatography), as
previously described (Soutn et al, 2001). All other chemimls
used were of analytiml magent grade.

4.2, Animals

Forty nine male Wistar rats obtained from the Centro de
Reprodugiio e Expenmentogio de Ammais de Laboratdrio (CREAL,
Unwrersidade Federal do Rio Grande do Sul-UFRGS), aged 12
weeks at the start of the experiment were used. Rats were
housed in groups of three animazls per cage. They were
manteined under standard laboratory conditions, with free
mocess to rat chow and water and a 12:12 light'dark oycle
(ights on from 08:00 to 20:00h). The experiments were
conducted in accordance with the University guidelines,
and were previously spproved by the animal ethics commit-
tee of the University.

4.3 Experimental design

The animals were randomly divided into four groups, as
follows: non-diabetic rats trested with saline (SAL), non-
diabetic rats treated with msveratrol (RSV), disbetic rats
treated with saline (DM) and diabetic rats treated with
resveratrol ([DM+RSV). For the bar test, 12 rats from the SAL
group, 12 rats from the RSV group, 11 rats from the DM group
and 9 rats from the DM+RSV gmup were analyzed. In the
open field test, 13 rats from the SAL group, 13 rats from
the RSV group, 12 rats from the DM group and 11 rats from
the DM+RSV group were analyzed. Five rats per group were
selected for histological and immunohistochemiml proce-
dures and analyses.

4.4, Experimental induction of diabetes

After an overnight fastng period (6 h), disbetes was induced
by & single intraperitoneal (ip.) injecton of STZ (85 mgky of
body weight} diluted in 0.1 M sodium-citrate buffer, pH 4.5.
The non-dizbetic rats received an equivalent mmount of
sodium-citrate buffer. 72h after injections, blood glumse
levels were measured in blood collected from the rat tail
using a portable glucometer (On Call Flus, ACON Laboratories,
USA). Only animals with blood glucose levels =300 mg/dL
and symptoms of polyuria end polydipsia were considered
diabetic and selected for the present study. During the
expenment, the blood glucose levels of all the animals were
verified at four moments D1 (before ip. injections of STZ
and/or wehicle), D4 (72h after i.p. injections), D30 and D&t

4.5, Oral treatment

From D30 to D64, oral treatment was provided to all groups
once & day, between 10:00 and 11:00 a.m., totaling 35 days of
treatment Resveratrol was freshly dispersed in 0.9% saline
solution and promptly administered via oral gevege to ani-
mals belonging to the RSV and DM+RSV groups, at 8 dose of
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20 mg/kg of body weight, based on previous studies (Jin et al.,
2008; Venturini et al, 2010; Wang et al, 2011). Animals from
the SAL and DM groups received equal volumes of 0.9% saline
solution alone. Resveratrol was stored at 5°C in an amber
flask, protected from light The body weights of the animals
were verified on D1, D4 and D30 and, in order to better contral
the msveratrol dose, from D30 to D4, they were verified
twice & week (on Mondays and Thursdays).

4.6. Loromotor analyses

46,1  Bar test

The bar test was performed one day before the beginning of
the treatment (D29) and one day before the last day of
treatment (D63) to estimate the degree of akinesia at different
time points of our expenmentsl design. Akinesia was eval-
uated by gently placing both forelimbs on & 9cm high
horizontal bar, and the latency to remove both paws from
the bar was measured in seconds. A cut-off time of 1205 was
used a5 a maxmum score (Amalric et al., 1986, Baptista et al.,
2013).

4.6.2. Open field test

On D64, each rat were gently placed in a predetermined
cormner of & 50cm = 40 cm = 60 cm box, in which the floor was
divided into 12 equal squares, and the behavior was recorded
for 3 min with a digital videocamera (DCR-SR47, Sony, Japan)
(Carrera et al., 1998; Do Mascimento et al., 2011} ANY-maze
software (version 470, Stoelting) was used to provide an
sutomated analysis of distinct locomotor parameters: num-
ber of lines crossed, average speed, maximum speed, time
mobile and time immokhile,

The ammals were submitted to & single open field test to
svoid hebituation to the open field apparatus, which could
lead to decreased exploration and locomotion in response to
reperted exposure to the task apparatis (Baptists etal, 2013
Leussis and Bolivar, 2008).

4.7.  Histological and immunchistochemical procedures

At DS, the rats were anesthetized with sodium thiopental
(50 mp/kg of body weight, ip) and perfused transcardially
with 0.9% saline solution, followed by 4% paraformaldehyde
(FF) in 0.1M phosphate buffer (FB), pH 7.4. The brains were
quickly removed from the skulls, postfixed in the 4% FF
solution for 4h at room temperature, and cryoprotected by
immersion in a 15% and 30% sucrose solution in 0.1M PB at
4°C, until they sank_Finslly, the brains were mpidly frozen in
isopentane previously cooled in liquid nitogen, and keptin a
—80°C freezer for further procedures.

The mesencephalic ama that comprises the SMpc was
identified between the following coordinates: imtermuml
4Zmm, bregma —4.8mm, and intersural 27 mm, bregma
—6.3mm (Paxinos and Watson, 1998). Cormonal sections (30 um
thickness) from the SMpc were obtained from each bmn using
a cryostat ([CM1850, Leica, Germany) &t —20 °C and collected in
FB saline (FBS), pH 74. Serial sections were selected to the Nissl
staining method or TH immunohstochemistry.

4.7.1.  Nissl staining

For the Missl (cresyl violet) staining method, sections were
mounted on gelatin-coated slides and sir-dried. Thereatter,
sections were rehydrated and stained with 0.02% cresyl violet
in acetate buffer.

4.7.2. TH immunohistochemistry

The free-floating sections were pre-treated with 3% hydrogen
peroxide in FBS for 30 min at room temperature, weshed with
FBS and blocked with 7% BSA in PBS contzining 0.4% Triton
¥-100 (PBS-Tx) for 30 min. Themafter, the sections were incu-
bated with monodonal TH antibody raised in mice, diluted
1:3000 in PBS-Tx for 48 h at 4 °C.

Subsequently, sections were washed in FBS-Tx and incu-
bated with anti-mouse antibody conjugated with peroxddase
diluted 1:500 in PBS-Tx for 2h &t room temperature. Sections
weme washed in PBS, and immunoreactivity was visualized by
incubation in DAB and hydrogen peroxide.

Control sections were prepared by omitting the primary
antibody and replacing it with PES-Tx In our study, all brains
wemre fixed and postfived for the same time in identical
solutions, carefully processed at the same time, and incu-
bated in the same immunosteining medium for the same
period of time. These precautions were performed to avoid
overreaction, differences in chromogen reaction, satiration
of OD or changes in background staining levels.

4.8 Histological and imm unohistochemical analyses

48.1  Missl-stained neuronal and glial density estimation
The number of neurons znd glizl cells per mm® of the SNpc
was estimated by planar morphometry. The images were
acquired using an Olympus BX50 optic microsmpe (Olympus,
Japan) coupled to a digital camera (Opton, Brazil) and Image
Pro Plus 6.0 software (Media Cybernetics, USA).

To estimate the neuronal and glial densities, five sections
wermr selected from eech rat Six digitized images (40x) from
medial, intermediary and lateral SNpc megons were obtaned
from each section (three images from the left and three
imapes from the right brain hemispheres). Then, 30 images
of the SNpc were analyzed per animal.

A square mrea of interest (A0} measuring 597 pm?® was
overlaid on each image. Neurons and glial cells located inside
the AQI, or intersected by the upper and/for right edge of the
M0l were counted. Meurons and glial cells that were inter-
sected by the lower andfor left edge of the AOI were not
counted (Ferraz et al., 2008; Xavier et al,, 2005).

The neurons were identified by their large and pale
(euchromatic) nuclei surrounded by a violet stained cyto-
plasm. Glial cells were identified by the small and dark
(heterochromatic) nuclei, and by the absence of staned
cytoplasm. The nucleol of neuronal cells and the nuclei of
glial cells were considered as the counting markers for
neurons znd glia, respectively.

482 TH immunoreactive reuronal density estimation

The number of TH immunoreactive neurons per mm° of
SHpc was estimated by planar morphometry. The images
wemr amuired using &n Axio Imager Al optic migoscope
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(Zeiss, Germany} coupled to an AxioCam HRc camera (Zeiss,
Germany), and Image Fro Flus 610 software.

For estimation of the TH immunaoreactive neuronal den-
sity, five sections from each rat were selected. Six digitized
images (40x) from medial, intermediary and lateral SHpc
regions were obtzined from each section (three images from
the laft and three images from the right brain hemispheres).
Then, 30 images of the SNpc were analyzed per animal.

A square AQI measuring 784um” was overlaid on each
image. The somata of the TH immunoresctive neurons
located inside the ACIL or intersected by the upper andfor
right edge of the AQ[ were counted. The somata that were
intersected by the lower and/or left edge of the AQl were not
ocounted (Ferraz et al, 2008 Xavier et al, 2005).

483, Optical densitometry

Semi-quantitative densitometric analyses were used to mea-
sure the intensity of TH mmunoresctivity in the SHpc (Do
Hascimento et al., 2011; Ferraz et al., 2008; Xavier et al., 2005).
Faor these analyses, the same images and software from the
TH immunoreactive neuronal density estimation section
were used.

For the regional OD analysis, the digitized images were
converted to &n 8-bit gray scale (-255 Gy levels) and an AGI
measurng 784 pm’ was ovedaid on esch image. Six OD
measurements from each medial, intermediary and lateral
SMpc regions were acjuired per section, totalizing 30 OD
MmeaRITEments per animal.

For cellular OD analysis, the digitized images were also
converted to an &bt gray scale (0-255 Gy levels), and one AOI
measurng 3.7 pm” was placed over two different neuronal
somats (avoiding the nucleus) in each image. Two somata 0D
measurements from esch medial, intermediary and lateral
SNpc regions were acuired per section, totalizing 60 OD
MmeasuTements animal.

All lighting conditions and magnifications were kept con-
stant during the process of capturing the images. Background
staining subtraction and correction were done in acordance
with our previous published protocol (¥avier et al., 2005).

The OD was calculated using the following formula:

[NTixy) —EL]
8 | =ve-
where “0D(xy)" is the optical density at pixel(xy], “INT{x,y}"
or intensity is the intensity at pixel{x,y), “BL" or black is the
intensity generated when no light goes through the material,
and “INC” is the intensity of the incidental light

ODxy)= -

4.9.  Statistical analyses

The statistical analyses were carried out usng SPSS 110
(Statistical Package for the Social Sciences, USA), and the
G#Power 3 software (Institut Fir Experimentelle Faychologie,
Hemrich Heme Universitat, Germany} was used to caloulate
the statistical power (Faul et al, 2007). Data normality
distribution was checked using the Kolmogorow-Smirnov test
Blood glumse, body weight and bar test data were enalyzed
using repeated measures snalysis of varance (ANOVA), and
differences between the groups were assessed using the
Tukey post hoc test Date from the open field test were

analyzed using multivadate two-way AMOVA followed by
the Tukey post hoc test. Histological and immunohistochem-
ical data were analyzed using univariate two-way ANOVA
followed by the Tukey post hoc test. Results are expressed &s
mean tstandard error of mean. p<0.05 was considered
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ABSTRACT

The present study evaluated the effects of streptozotocin (STZ)-induced diabetes on
aversive memory, free radical content and enzymatic antioxidant activity in the
hippocampus of adult Wistar rats submitted to oral treatment with resveratrol. Animals
were divided into eight groups: non-diabetic rats treated with saline (ND SAL), non-
diabetic rats treated with resveratrol at a dose 5 mg/kg (ND RSV 5), non-diabetic rats
treated with resveratrol at a dose 10 mg/kg (ND RSV 10), non-diabetic rats treated with
resveratrol at a dose 20 mg/kg (ND RSV 20), diabetic rats treated with saline (D SAL),
diabetic rats treated with resveratrol at a dose 5 mg/kg (D RSV 5), diabetic rats treated
with resveratrol at a dose 10 mgkg (D RSV 10) and diabetic rats treated with
resveratrol at a dose 20 mg/kg (D RSV 20). The animals received oral gavage for 35
days. The contextual fear conditioning task was performed to evaluate aversive-based
learning and memory. The oxidative status was evaluated in the hippocampus, by
measuring the free radical content - using a 2" 7 -dichlorofluorescein diacetate probe -
and enzymatic antioxidant activities, such as superoxide dismutase and glutathione
peroxidase. Our main behavioral results demonstrated that rats from the D RSV 10 and
D RSV 20 groups showed an increase in freezing behavior when compared,
respectively, fo the ND RSV 10 (p<0.01) and ND RSV 20 (p=0.05). Oxidative stress
parameters remained unchanged in the hippocampus of all the experimental groups. In
contrast to previous experimental findings, our study was unable to detect either
cognitive impairments or oxidative stress in the hippocampus of the diabetic rats. We
suggest additional long-term investigations be conducted into the temporal pattern of
STZ-mnduced diabetic disruption in memory and hippocampal oxidative status, as well

as the effects of resveratrol on these parameters, in a time and dose-dependent manner.

Keywords: Diabetes; Resveratrol; Aversive memory; Free radical content; Antioxidant

activity.
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1. INTRODUCTION

Diabetes mellitus comprises a group of metabolic disorders characterized by
hyperglycemia resulting from defects in msulin secretion and/or msulin insensitivity [1].
Recent clinical studies have confirmed that diabetes 1s associated with cortical atrophy,
white matter lesions and the development of cogmitive dysfunctions. which mmclude
impaired attention. intelligence, psychomotor speed and psychomotor efficiency [2].
[3]. However, learning and memory deficits were not observed m all climical studies
[4]-6]. Therefore, it has been suggested that such clinically relevant cognitive deficits
might be related to the beginning of diabetes in two specific periods in life: during brain
development m childhood, and when the brain undergoes neurodegenerative changes
associated with agemg [7].

Despite differences between clinical data, deficient insulin signaling in the brain and
hyperglycenua are considered potential contributors to the development of neurological
complications in diabetes [3]. [8]. [9]. It has been reported that insulin participates in the
regulation of apoptosis and oxidative status in the central nervous system (CNS), which
could explain the link between disruption m msulin activity and neuronal and
oligodendroglial degeneration in the diabetic brain [8]. [10]. Hyperglycemia could raise
free radical formation m the CNS through different mechamisms, mcluding inereased
glycolysis, activation of the polyol pathway and mcreased formation of advanced
glyecation end-products (AGEs) [11]. [12]. Moreover, reduced antioxidant activity has
been observed m diabetic rodents, which together with the above-mentioned evidence
may contribute to oxidative stress and to the development of cogmtive dysfunctions 1n
diabetes [3]. [8]. [13]. Nevertheless. some studies present contrasting findings. with no
significant indications of learning and memory deficits, nor significant alterations in
some parameters related to oxidative stress in the diabetic rodent brain, especially in the
hippocampus [14]-[16].

Resveratrol, a polyphenolic compound found in peanuts. some berries, grapes and wine,
is known to have beneficial health effects [17]. This compound presents antioxidant
activities in the CNS. demonstrated by the ability to scavenge free radicals and up-
regulate antioxidant enzymes [18] Additionally, studies have suggested resveratrol

produces benefits in the CNS of diabetic rodents, protecting them from memory
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impairment, reducing the release of pro-inflammatory factors and reestablishing normal
antioxidant enzyme levels [19]. [20].

The aim of this study was to venify the effects of streptozotocin (STZ)-mduced diabetes
on aversive memory, free radical content and enzymatic antioxidant activity in the
luppocampus of adult Wistar rats. and evaluate the nfluence of oral treatment with

resveratrol on these parameters.

2. MATERTATL AND METHODS

2.1 Amimals

All procedures were conducted in accordance with the University guidelines. and were
previously approved by the animal ethics commuttee of the University. Sixty-two male
Wistar rats obtamned from the Centro de Reprodugio e Experimentagdo de Animais de
Laboratorio (CREAL. Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS). aged 12
weeks at the start of the expeniment, were used. They were mamtained under standard
laboratory conditions, with free access to rat chow and water and a 12:12 light/dark
cycle (lights on from 08:00 to 20:00 h). The amimals were randomly divided imnto eight
groups, as follows: non-diabetic rats treated with saline (ND SAL), non-diabetic rats
treated with resveratrol at a dose of 5 mg'kg body weight (ND RSV 5), non-diabetic rats
treated with resveratrol at a dose of 10 mg/kg body weight (ND RSV 10). non-diabetic
rats treated with resveratrol at a dose of 20 mg'kg body weight (ND RSV 20). diabetic
rats treated with salme (D SAL). diabetic rats treated with resveratrol at a dose of 5
mg'kg body weight (D RSV 35), diabetic rats treated with resveratrol at a dose of 10
mg'kg body weight (D RSV 10) and diabetic rats treated with resveratrol at a dose of 20
mg'kg body weight (D ESV 20). For the behavioral task. 7 to 8 rats per group were
analyzed. For the biochemical analyses. 5 to 6 rats per group were used. A timeline with
our experimental design can be seen in Fig 1.

2.2 Diabetes induction

After an overmght fasting peniod, diabetes was mduced by a single intrapenitoneal (1.p.)
mjection of STZ (65 mg'kg of body weight) diluted m 0.1 M sodium-citrate buffer, pH
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4.5 The non-diabetic rats received an equivalent amount of sodium-citrate buffer. 72
hours after 1.p. ijections, blood glucose levels were measured 1n blood collected from
the rat tail using a portable glucometer (On Call Plus, ACON Laboratories. USA). Only
animals with blood glucose levels = 300 mg/dL. and symptoms of pelyuria and
polvdipsia were considered diabetic and selected for the present study. Dunng the
expermment, the blood glucose levels of all the animals were venfied at four moments:
D1 (before 1.p. myections of STZ and/or vehicle), D4 (72 h after 1.p. iyections), D30
and D64

2.3 Oral gavage

From D30 to D64, oral treatment was provided to all groups once a day, between 10:00
and 11:00 am_ totaling 35 days of treatment. Resveratrol was freshly dispersed m 0.9%
saline solution and promptly administered via oral gavage to ammals belonging to the
ND RSV groups and the D RSV groups. mn their respective doses, based on previous
studies [14], [21]. Amimals from the ND SAL and D SAL groups recewved egqual
volumes of 0.9% saline solution alone. Resveratrol was stored at 5° C i an amber flask,
protected from light The body weights of all the animals were verified on D1, D4 and
D30 and. in order to better control the resveratrol dose, from D30 to D64, they were
verified twice a week (on Mondays and Thursdays).

2 4 Contextual fear conditioming (CFC)

At D63, each rat was placed i a chamber (25.0 x 25.0 cm gnd of parallel 0.1 cm caliber
stainless steel bars, spaced 1.0 cm apart). In the traiming session. rats were placed in the
chamber during 3 min for habituation, and after received two 2-second foot-shocks of
0.7 mA. separated by an mterval of 30 seconds. After the last foot shock. animals were
kept 1 the conditioning chamber an additional minute, and then refurned to their home
cages. At D64 (24 hours later), the rats were placed in the same context (without foot-
shocks) for the testing session, and the freezing behavior of the animals were clocked

during 5 nunutes [22].
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2.5 Biochenucal analysis

At D65, the rats were killed by decapitation. Brains were removed from the skulls,
lippocampi of amimals were rapidly dissected out on ice and frozen i liquid nitrogen.
They were stored at —80° C until the biochemical measurements were taken. On the day
of analysis, the hippocampi were homogenized 1n 1ce-cold phosphate buffer (0.02 M,
pH 7.4) contaming EDTA (0.002 M) and phenyl-methylsulfonyl fluonde (PMSF. 0.1
M) 1n a Teflon-glass homogenizer. Afterward. the homogenate was centnifuged at 1000

* g for 10 min at 4°C. and the supernatant was used.

2.5.1 Reactive species levels

Reactive species levels were quantified wsing 2'.7'-dichlorofluorescemn diacetate
(DCFH-DA) as a probe [23]. The oxidized fluorescent derivative (DCF) formation was
momitored at excitation (488 nm) and emussion (525 nm) wavelengths using
fluorescence spectrophotometer. The reactive species content was measured using a
DCF standard curve and results were expressed as nmol DCF formed per mg of protein.
All procedures were performed in the dark. while the blanks contaiming DCFH-DA (no

homogenate) were processed for auto fluorescence measurement [24], [25].

2.5.2 Superoxide dismutase (SOD) activity

The SOD activity was evaluated usmg a specific kat following the
manufacturer’s mstructions (RANSOD kit, Randox Labs, USA). This method employs
xanthine and xanthine oxidase to generate a superoxide amion radical that reacts with 2-
(4-10dophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5 phenyltetrazolium chlonde (IN.T.) to form a red
formazan dye, which 1s measured at 37 °C using a spectrophotometer reader (505 nm).
The mhibition of chromogen production 1s proportional to the SOD sample activity and
the data were expressed as unit of SOD per mg of protein.

2.5.3 Glutathione peroxidase (GPx) activity

GPx activity was determuned according to Wendel (1981) [26]. The reaction was carried
out at 25 °C in 600 pl of solution contaming 100 mM pH 7.7 potassium phosphate
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buffer. 1 mM EDTA, 0.4 mM sodium azide, 2 mM GSH. 0.1 mM NADPH, 0.62 U of
GSH reductase. The activity of selenmum-dependent GPx was measured taking teri-
butyl-hydroperoxide as the substrate at 340 nm. The contnibution of spontaneous
NADPH oxidation was subtracted from the overall reaction rate. GPx activity was

expressed as nmol NADPH oxidized per minute per mg of protein.

2.5 4 Protein determination

The total protein content of the tissue homogenates was measured by means of the

Coomassie blue method using bovine serum albumun as standard, according to [27].

2.6 Data analysis

Body weight and bleod glucose data were analyzed using repeated measures analysis of
variance (ANOWVA) The CFC and biochemical data were analyzed using two-way
ANOVA. The Tukey’'s post-hoc test was used in these two ANOWVAs. The results are
shown as mean + standard error. In all the statistical tests, sigmificance was set at
p=0.05.

3. RESULTS

3.1 Body weight and blood glucose

On day 1 (D1). there was no significant difference in body weight between the groups.
However, on D4, the diabetic groups D SAL. D RSV 5, D RSV 10 and D RSV 20
presented a sigmficant weight loss compared to the non-diabetic groups ND SAL, ND
RSV 5. ND RSV 10 and ND RSV 20 (p=20.001). The body weight of the diabetic groups
remained significantly lower in relation to the non-diabetic rats on D30 and D64
(p=0.001) (Table 1).

Analysis of the glycaenua data showed no differences i blood glucose levels between
the groups on D1. However, from D4 onward, the blood glucose levels of rats from the
diabetic groups D SAL. D RSV 5. D RSV 10 and D RSV 20 were sigmificantly
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mcreased when compared to the non-diabetic groups ND SAL, ND RSV 5, ND ESV 10
and ND RSV 20 (p=0.001) (Table 1).

3.2, Contextual fear conditioning (CFC)

Fig. 2 shows the freezing behavior exhibited during the test session. 24 hours after the
tratning session. No significant differences in the pattemn of freezing behavior were
observed between the ND SAL and D SAL groups (p=0.05). Our main behavioral
results demonstrated that rats from the D RSV 10 and D RSV 20 groups showed an
mcrease in freezing behavior when compared, respectively. to the ND RSV 10 (p=0.01)
and ND RSV 20 (p=0.05).

3.3, Oxudative stress parameters

There were no significant differences in the hippocampal free radical content (p=0.20),
SOD activity (p=0.59) and GPx activity (p=0.74) between the experimental groups (Fig.
3).

4. DISCUSSION

Expenimental STZ-induced diabetes 1s a widely used method for analysis of CNS
dysfunctions, caused by impaired msulin signaling and hyperglycenua [3]. [28]. STZ-
diabetic rodents are hypomsulinenuc. but do not require msulin treatment to survive
[28]. The consequent high blood glucose levels lead to marked polyuria, polydipsia, and
weight loss. In the present study, all these feamres were observed in the diabetic rats,
and treatment with resveratrol was unable to influence the blood glucose levels or body
weight of the diabetic and non-diabetic rats. as previous studies have shown [14]. [19].
[21].

In spate of the endocrine and metabolic changes caused by STZ-mduced diabetes. our
experimental design demonstrated that diabetes did not affect the behavioral
performance in the CFC task or hippocampal oxidative status in adult istar rats.

The CFC task 1s employed to evaluate fear/emotional learning and memeory n rats,
which are amygdala and hippocampus-dependent memory processes [29]. We observed

no sigmficant differences in memory measurements assessed approximately 9 weeks
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after expenimental diabetes mnduction. While studies suggest that leaming and memory
deficits are observed in diabetic rodents submutted to contextual fear and other
hippocampal-dependent tasks [30]-{32]. 1t 15 mmportant to note that some studies,
stmularly to the present study. failed to replicate these behavioral findings [15]. [16].
[33]. These contrasting findings could be explamned by differences i the expenimental
design used in each study. such as: the diabetic model selected (diabetes nduction by
STZ or other diabetogenic drugs, or by specific diet, or by the choice of transgenic
rodent model); route of admimstration and dose of the diabetogenic drug: age at the
tume of diabetes induction; the length of time the animal has diabetes prior to the
behavioral analysis; the memory task employed; protocol charactenstics. Additionally,
our main relevant results revealed that resveratrol oral treatment. at doses of 10 and 20
mg'kg, was able to tmprove memory i diabetic rats. but only when compared to the
respective non-diabetic groups, treated with the same doses of resveratrol These
findings suggest that resveratrol exerts a positive influence on hippocampal plasticity,
which 1s probably more pronounced m diabetic rodents than in healthy animals. To our
knowledge. this 15 the first study to analyze the effects of the oral consumption of
resveratrol in diabetic rats submuited to a CFC test. For a better understanding of our
results, the development of more studies are necessary, focusing on the detailed
circumstances i1 which resveratrol could produce beneficial effects m healthy and
diabetic rodents submitted to CFC and other hippocampal-dependent tasks.

In line with our behavioral findings, the present study found that oxidative status in the
hippocampus. as assessed by determunation of the free radical content and SOD and
GPx activities, was unaffected in rats approximately 9 weeks after STZ-induced
diabetes. Our results are i contrast with experimental evidence that suggests
hyperglycemia and deficient msulin signaling in the brain contribute to disruption in the
balance between pro-oxidant and antioxidant cascades, thus promoting oxidative
damage and impawed hippocampal plasticity [3]. [9]. It 1s well known that, dunng
hyperglycemia, glucose 1s diverted to metabolic pathways that may result in
neurotoxicity. One of which 1s the polyol pathway, which compronuses the glutathione
cycle by consuming the proton donor NADPH., thus decreasing the capacity of the GPx
enzyme to metabolize hydrogen peroxide (H,0.) to water (H;O), and increasing the
production of superhydroxyl radicals through the passage of H;O. into the Fenton
reaction. In addition. with the flow of glucose through the tricarboxylic acid cycle,
superoxide 1s produced in the mutochondnal electron-transport cham and the SOD
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enzyme catalyzes the dismutation of radical superoxide m H>O; and H;0 [11]. On the
other hand, there are some studies 1 accordance with our findings, which have faled to
demonstrate alterations 1n oxidative stress markers and/or enzymatic antioxidant activity
m the hippocampus of diabetic rats [14]. [34]. probably because hyperglycenua
modulates these processes i a tume and region-specific manner in the rat hippocampus
[35]. These could be interesting topics for future investigations.

Furthermore. resveratrol oral consumption did not have any sigmficant effect on the free
radical content. SOD or GPx activities m the luppocampus of any of the expenimental
groups. Venturimi et al. (2010) showed that oral daily treatment with resveratrol at a
dose of 20 mg/'kg during three weeks significantly decreased the lipid peroxadation m
the lippocampus of STZ-induced diabetic rats [14]. However, simularly to the present
study, they observed no sigmficant differences m enzymatic antioxidant activity m the
luppocampus of diabetic rats treated with resveratrol, i companson with all the other
experimental groups [14]. Resveratrol has well-known health promoting effects
supported by several mechanisms, mcluding modulation of cellular redox status i the
CNS [18]. [36]. The neuroprotective mechanisms imtiated by resveratrol may be
dependent on. and more pronounced after, significant disruptions in oxidative and
mflammatory status of neural cells. This could explain the absence of resveratrol effects
i the present study, since the hippocampal oxidative status was unaltered in our
expertmental groups. In order to provide more accurate information, we suggest the
development of additional studies focusing on long-term investigations mio the
temporal pattern of STZ-induced diabetic disruption in memory and hippocampal
oxidative status, and the effects of the daily intake of resveratrol on these parameters, in

a time and dose-dependent manner.

CONCLUSIONS

STZ-induced diabetes during 9 weeks has no effects on aversive memory or oxidative
status in the hippocampus of adult rats. Resveratrol oral consumption was unable to

promote significant changes in these parameters, both in healthy and diabetic animals.
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LEGENDS

Fig. 1 - Timeline of the expenmental design. D = day. CFC = contextual fear
conditioning.

Fig. 2 - Percentage (%) of freezing behavior measured in the test session. **
corresponds to p=0.01 compared to the ND RSV 10, and * comesponds to p=0.03
compared to the ND RSV 20.

Fig. 3 - Measurement of free radical content using DCFH-DA as a probe (a). and

enzymatic antioxidant activity of SOD (b) and GPx (c) m the hippocampi of rats from

all experimental groups.
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Fig.1
Daily treatment by oral gavage
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Fig. 2
Contextual fear conditioning
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Table

Table 1 - Body weight and blood glucose levels.

D1 D4 D30 D64
GO Weight (g) ?2?;’_*; Weight (g) ?SE?L“]“ Weight (g) ?2:5; Weight (g) (E’:;e;‘;_‘]a
NDSAL  36600=076 0162:327 38325:11.92 86.00=3 34 4002513 95 86252 89 4552534 66 856322 30
NDRSVS 38200:1305 87255466 306.75+12.84 91.8823 47 4332516 57 883252243 471.75+15.95 80.7523.00
NDMRSV 10 37275793 §737£3.16 393.75:8.82 92.6323.54 4265013 49 85.753.49 471.75+14.17 89.63£3.82
NDRSV20 388.00=493 88752270 403.007.75 02132203 418.00=14 38 88502422 475.00£10.71 802524 72
D SAL 369142796  81.00=318 330711180 367201413 301711345 460.71225.40"" 2042081177 4341422048
DRSV 3 393.759.18  8225=3.04 345752001 3511322352 317252043"" 4081322679 311.50£16.43""  513.88227.12""
DRSV 10  37230=9.16 87882318 337752951 360.63£1807 310.509.71"  458.13£32.15" 29725£1223"  517.13222.07°"
DERSV20 3757121104 8220s317 3201421243 332712813 300.57£1286™° 4182022876 188 851530 4740021371

ND SAL: non-diabetic rats treated with saline, ND RSV 3: non-diabefic rats treated with resveratrol at a dose of 3 mg/kg, ND RSV 10: non-diabetic rats treated with resveratrol at a dose of 10
mgkg ND RSV 20: non-diabetic rats treated with resveratrol at a dose of 20 mg'kg, D SAL: diabefic rats treated with salme, D ESV 5: diabetic rats treated with resveratrol at a dose of 3
mgkg D RSV 10: diabetic rats treated with resveratrol at a dose of 10 mg'kg, D RSV 20: diabetic rats treated with resveratrol at a dose of 20 mgkg. D1: day 1, D4: day 4, D30: day 30, Dé4:
day 64 .

*** corresponds to p=0.001 compared to ND SAL, ND RSV 5. ND RSV 10 and ND RSV 20 groups.
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4, DISCUSSAO

Os principais achados da presente tese indicam que o resveratrol é capaz de atuar
beneficamente sobre disfungdes nigroestriatais causadas pelo DM semelhante ao tipo 1
induzido por STZ, revertendo a acinesia e atenuando o aumento da densidade glial e a
diminuicdo do contetdo celular de TH na SNPC. Em contrapartida, o modelo de DM
experimental empregado neste trabalho ndo alterou de forma significativa a memoria
aversiva e o0 estado oxidativo hipocampal, sugerindo que determinados nucleos encefalicos
possivelmente apresentam maior suscetibilidade aos mecanismos neurotdxicos
desencadeados pelo estado diabético.

E notavel a necessidade de avaliacdo dos efeitos do DM sobre o SNC, bem como
possiveis alternativas terapéuticas - incluindo o tratamento com resveratrol - visto que, com
0 crescimento da expectativa de vida da populacdo, aproximadamente 47% dos individuos
acima dos 60 anos apresentam algum disturbio metab6lico, aumentando essa prevaléncia
para mais de 50% ap6s 0s 65 anos; isso significa que, em um futuro préximo, havera um
aumento significativo na prevaléncia de obesidade, doencas cardiovasculares e DM na
populacdo global (Kalyani et al., 2014; Sepulveda & Murray, 2014; Aguilar et al., 2015;
Hinnouho et al., 2015).

4.1  ImplicacGes metodoldgicas

A hiperglicemia desencadeada pelos déficits na producdo e/ou acdo da insulina nos
tecidos induz as principais caracteristicas fisiologicas do DM: a poliuria, a polifagia, a
polidipsia e a perda de peso (Funk, 2007; American Diabetes Association, 2012). No
presente trabalho, essas caracteristicas classicas do DM foram observadas apos a
administracdo de STZ via intraperitoneal, indicando a eficiéncia do protocolo de
mimetizacdo do DM em ratos, como aceito ha décadas na literatura (Biessels et al., 1994,
1998; Gispen & Biessels, 2000). Estudos prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa,
com o0 mesmo modelo de DM experimental, utilizaram doses menores de STZ, administradas
por via intravenosa (de Senna et al., 2011, 2015; do Nascimento et al., 2011). Nesta tese, 0
modelo experimental de DM via injecdo intraperitoneal de STZ foi induzido com base em
protocolos previamente publicados (Malone et al., 2006; Ates et al., 2007; Alvarez et al.,
2009; Schmatz et al., 2009%"; Yi et al., 2011) e 0 sucesso da indugio do DM experimental
no presente estudo foi semelhante aos obtidos nos trabalhos que relataram a utilizacdo da via
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de administracdo intravenosa (de Senna et al., 2011, 2015; do Nascimento et al., 2011; Jing
et al., 2013). Um ponto importante a ser ressaltado ¢ que o DM induzido no protocolo
experimental deste trabalho é frequentemente descrito como modelo de DMT1, uma vez que
a administracdo sisttmica de STZ causa primariamente uma destruicdo significativa das
células B-pancreéticas e a diminuicdo da producédo de insulina pelo pancreas, ndo causando
uma hiporesponsividade dos receptores de insulina (Radenkovi¢ et al., 2016). Contudo, ndo
se trata de uma ablacdo insulinica total, que tornaria o animal insulino-dependente, uma
caracteristica comum do DMT1. Deste modo, alguns pesquisadores optam por classificar o
modelo experimental como DMT1 induzido por STZ ou, simplesmente, como DM induzido
por STZ (Gispen & Biessels, 2000; Biessels, 2013).

Em relac&o ao peso e glicemia dos animais, ambos estudos apresentados nesta tese
demonstraram que o protocolo de inducdo do DM por STZ foi capaz de diminuir o peso
corporal e de promover hiperglicemia, e que a administracéo de resveratrol via oral ndo foi
capaz de reverter ou atenuar essas mudancas metabdlicas. Esses resultados corroboram com
os achados de estudos prévios, que utilizaram protocolos experimentais similares (Ates et
al., 2007; Schmatz et al., 2009*®; Venturini et al., 2010).

O DM estd associado a atrofia cortical, lesbes na substadncia branca e
desenvolvimento de disfungGes cognitivas e motoras (Sims-Robinson et al., 2010;
McCrimmon et al., 2012). Entretanto, estudos clinicos ainda s&o controversos em relagéo as
deficiéncias de aprendizado e memoria, visto que alguns trabalhos relataram que pacientes
com DMTL1 raramente apresentam déficits nesses dominios cognitivos, diferente dos
pacientes com DMT2 (McCrimmon et al., 2012; Koekkoek et al., 2015). Desta forma, a
presenca de co-morbidades associadas ao DMT2, como HAS, obesidade e doencas
cerebrovasculares, sdao importantes para o desenvolvimento de disfuncdes na plasticidade
neural, as quais podem causar atrofia no hipocampo e levar ao declinio cognitivo (Brands et
al., 2005; DCCT/EDIC Study Research Group, 2007; Kamiyama et al., 2010; McCrimmon
et al., 2012; Koekkoek et al., 2015). Além disso, ha trabalhos prévios que demonstraram
uma correlacdo entre doengas metabdlicas, incluindo o DM, e o desenvolvimento de doengas
neurodegenerativas, como a DP, um dos focos principais deste trabalho (Anthony et al.,
2006; Whitmer et al., 2008; Ahtiluoto et al., 2010).

A DP ou paralisia agitante, inicialmente descrita por James Parkinson em 1817 em
seu trabalho “An Essay on the Shaking Palsy”, apresenta as seguintes caracteristicas
patofisioldgicas: perda de neurbnios dopaminérgicos na SNPC; perda de neurbnios em

regibes extra-nigrais, como a area tegmental ventral, 0 campo retrorubral, os ncleos motores
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dorsais do I1X e X pares cranianos, subnucleos da formacéo reticular, nacleos da rafe,
complexo certleo-subceruleo, nicleo magnocelular do prosencéfalo, subnucleos talamicos,
complexo amigdaldide e, com a progressdo da doenca, perda de neurdnios do cortex
cerebral; perda de inervacdo simpatica do miocardio (cerca de 35% dos pacientes com DP
apresentam algum grau de desnervacdo simpatica cardiaca); presenca de aglomerados de
alfa-sinucleina no soma (corpos de Lewy) e nos prolongamentos (neuritos de Lewy) de
neurdnios secretores de peptideo intestinal vasoativo (neurdnios VIPérgicos) nos plexos
submucoso de Meissner e mioentérico de Auerbach, bem como perda de neurdnios
dopaminérgicos e VIPérgicos presentes nessas regides (Jellinger, 1991; Edwards et al., 1992;
Braak et al., 1994; Singaram et al., 1995; Braak & Braak, 2000; Del Tredici et al., 2002;
Orimo, 2002; Braak et al., 2006; Ziemssen & Reichmann, 2007; Ziemssen, 2010; Kalia &
Lang, 2015).

De fato, estudos clinicos apontam que a SNPC ndo é o sitio de inducdo da
neurodegeneracdo na DP, visto que, no estagio inicial da doenca, foi evidenciada a presenca
de corpos e neuritos de Lewy na porcdo inferior do tronco encefalico (nicleos motores
dorsais do IX e X pares cranianos), no nucleo olfatério anterior, no bulbo olfatério, e no
sistema nervoso entérico, em neurbnios dos plexos de Meissner e de Auerbach
(Wakabayashi et al., 1988; Braak et al., 2003; Ziemssen, 2010). Ainda ndo foi possivel
estabelecer qual o foco primario da agregacédo de alfa-sinucleina na DP, entretanto, estudos
indicam que a formacdo de corpos e neuritos de Lewy progridem em um curso ascendente,
partindo do sistema nervoso entérico até o ndcleo motor dorsal do X par craniano, onde
posteriormente alcangam nucleos da porgdo superior do tronco encefélico e, em estagios
mais avancgados, atingem o cértex cerebral (Braak et al., 2003, 2006; Brettschneider et al.,
2015).

Os mecanismos patofisioldgicos da DP levam ao aparecimento de uma série de sinais
e sintomas da doenca, que incluem: tremor de repouso; movimento de contar dinheiro;
acinesia; bradicinesia; alteracdo da marcha; alteracdo de tdnus muscular e postura ereta;
suscetibilidade a quedas; diminuicdo da expressdo facial emocional, chegando a faces
amimicas; sinais clinicos de degeneracdo da circuitaria do tronco encefélico, incluindo o
sinal de Myerson (auséncia de acomodacdo apds evocagao continua do reflexo glabelar, que
tem como vias aferentes e eferentes o nervo facial) e sialorréia (aumento do débito salivar);
constipagéo; bradicardia, hipotenséo ortostatica e até insuficiéncia cardiaca de baixo débito
nos estagios mais avancados da doenca; disfuncdo erétil; disfuncdo urinaria; disfuncbes

cognitivas; apatia, ansiedade e depresséo (Angel et al., 1970; Edwards et al., 1992; Singaram
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et al., 1995; Orimo, 2002; Braak et al., 2006; Yogev et al., 2007; Ziemssen & Reichmann,
2007; Ziemssen, 2010; Rahman et al., 2011; Cilia et al., 2015).

Muitas das caracteristicas da DP em humanos ndo sdo passiveis de serem
reproduzidas integralmente em modelos animais, uma vez que os modelos da DP em
roedores sdo, em sua maioria, restritos a lesdes na via nigroestriatal, ndo sendo sucedidas
por neurodegeneracdo em outras regides - como o cOrtex cerebral - ao contrério do que
ocorre em seres humanos, nos estagios mais avancados da doenca (Braak et al., 2003).
Contudo, algumas caracteristicas podem ser facilmente observadas e avaliadas em diferentes
modelos animais, incluindo-se roedores. Nesse sentido, o protocolo para indugdo de DM
experimental empregado nesta tese levou ao desenvolvimento ndo s6 das caracteristicas
cléssicas relacionadas a hiperglicemia, mas também foi capaz de induzir duas deficiéncias
locomotoras caracteristicas da DP: a acinesia, demonstrada pela laténcia aumentada para
remocdo de ambas as patas no teste da barra horizontal, e a bradicinesia, caracterizada pela
reducdo da distancia percorrida e reducdo da velocidade média no teste do campo aberto.

Embora os termos “acinesia” e “bradicinesia” sejam descritos de forma equivalente
em alguns estudos, nesta tese eles foram utilizados para se referir a dificuldade (ou atraso)
para iniciar movimentos voluntarios e a lentiddo dos movimentos voluntarios,
respectivamente, com base na literatura e pelo fato de que esses sintomas clinicos podem
nédo apresentar completa correlacdo em pacientes parkinsonianos (Evarts et al., 1981; Fahn,
2003; Mazzoni et al., 2012).

Estudos prévios, que também avaliaram roedores no teste do campo aberto,
apresentaram resultados similares aos achados do presente trabalho, em relacdo a
bradicinesia (Grzeda et al., 2007; de Senna et al., 2011; do Nascimento et al., 2011; Haider
et al., 2013). Em camundongos knockout para o receptor de insulina (linhagem NIRKO),
demonstrou-se que esses animais apresentaram uma diminuicdo da atividade exploratéria e
um aumento na laténcia para o comeco da atividade no teste do campo aberto, além de
comportamento depressivo e aumento da ansiedade (Kleinridders et al., 2015). Este estudo
também observou alteragdes na funcdo mitocondrial, estresse oxidativo e aumento na
atividade de enzimas que degradam a dopamina, como a monoamina oxidase (MAQO) A e B,
causando um aumento do turnover de dopamina no sistema mesolimbico e,
consequentemente, uma diminui¢cdo da sinalizagdo dopaminérgica (Kleinridders et al.,
2015). O aumento da atividade da MAO parece ser um dos componentes neuroquimicos do

comportamento depressivo e da redu¢do do comportamento exploratorio, visto que esses
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comportamentos foram revertidos com o uso de inibidores da MAO (Kleinridders et al.,
2015).

H&, no entanto, que levar em consideragdo como modelo animal, que ratos e
camundongos apresentam distintas histérias evolutivas e diferencas anatdmicas e
fisioldgicas, o que pode dificultar a comparacao entre comportamentos dessas duas espécies
(Branchi & Ricceri, 2004). Ademais, a auséncia de receptores de insulina nos camundongos
NIRKO gera um modelo que mimetiza a resisténcia a insulina presente no DMT2, enquanto
que o emprego da STZ determina um modelo experimental com fisiopatologia semelhante a
do DMT1, embora tenha que se ter cuidado na comparacdo com um modelo que néo expressa
genes dos receptores de insulina em nenhuma fase da vida (Kleinridders et al., 2015). De
fato, em um modelo ocorre diminuicdo significativa na sintese de insulina gerada por uma
droga diabetogénica administrada em idade adulta (Bagatini et al., 2014), e os camundongos
NIRKO possivelmente apresentam déficits comportamentais desde o inicio do
desenvolvimento, assim como estratégias fisioldgicas de compensagéo.

Mesmo com atencéo as limitacGes de comparacdo do presente estudo com o estudo
realizado em camundongos transgénicos da linhagem NIRKO, o trabalho de Kleinridders et
al. (2015) é interessante pois traz informac@es sobre a patofisiologia celular do DM. Desta
forma, sugere-se que a auséncia dos receptores de insulina diminui a fungdo mitocondrial de
duas maneiras: diminuindo a expressdo de proteinas ligadas a cadeia de transporte de
elétrons, e alterando a morfologia mitocondrial do tecido nervoso, gerando mitocéndrias
menores. E plausivel que a diminuicdo da atividade da insulina no DM experimental seja
capaz de alterar a expressao do RNA mensageiro da mitofusina 2 no hipotalamo, uma enzima
chave na fusdo mitocondrial, alterando assim a morfologia da referida organela
(Schneeberger et al., 2013).

E possivel que o comportamento bradicinético evidenciado nos animais diabéticos
deste trabalho esteja relacionado ao aumento na atividade da MAO, diminuic¢do na produgéo
de ATP e alteragBes mitocondriais. Além disso, é provavel que essas mudancas ndo sejam
revertidas com o tratamento com resveratrol. Esse polifenol, apesar de apresentar atividades
protetoras contra 0 estresse oxidativo, tem a capacidade de reduzir a geracdo de ERO
associada a inibi¢do do complexo 111 da cadeia de transporte de elétrons por competi¢cdo com
a coenzima Q (ubiquinona), reduzindo ainda mais a producdo de ATP (Zini et al., 1999;
Harikumar & Aggarwal, 2008; Bastianetto et al., 2015; Park & Pezzuto, 2015).

A hipdtese de que o tratamento com resveratrol causa uma reducgdo adicional na

formacdo de ATP auxilia na explicacdo relacionada a sua ineficiéncia para a recuperacao da
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bradicinesia, apresentada no primeiro artigo desta tese. Além das mudangas dopaminergicas,
outros fatores relevantes para o desenvolvimento de bradicinesia sdo a neuropatia periférica
e a perda de massa muscular causadas pelo DM, as quais ndo foram avaliadas neste trabalho,
mas que possivelmente contribuem para o0 comportamento bradicinético dos animais
diabéticos (Zangiabadi et al., 2011; Andersen, 2012; Kalyani et al., 2014).

Em relacdo a acinesia evidenciada nos ratos com DM, é provavel que ela esteja
associada principalmente a reducao do contetudo dopaminérgico da SNPC, uma vez que essa
disfuncdo locomotora ndo foi observada nos animais diabéticos tratados com resveratrol, 0s
quais, inclusive, apresentaram reversao da deplecdo dopaminérgica.

Com isso, estudos futuros que avaliem os efeitos do DM induzido por STZ e do
tratamento com resveratrol sobre as atividades da MAO, assim como a realizagcdo de
avaliacGes semi-quantitativas da atividade mitocondrial (por exemplo, uso de marcador
histoquimico da fosforilacdo oxidativa, como a enzima citocromo ¢ oxidase, analisada por
densitometria Optica regional, ou uma anélise ultra-estrutural, também quantitativa, das
mitocdndrias encefélicas por microscopia eletrénica de transmissdo), associada a uma
avaliacdo da densidade de superficie e a analise morfolégica da inervacdo periférica e de
massa muscular em ratos, possivelmente irdo aprimorar o conhecimento relativo a essa
tematica (Howard & Reed, 1998; Partata et al., 1999; Xavier et al., 2005; Inuwa et al., 2009;
Saueressig et al., 2012).

Outro aspecto comportamental observado no segundo artigo desta tese foi que os
animais diabéticos submetidos a tarefa do CAC nédo apresentaram alterac6es significativas
no tempo de freezing - resposta condicionada, caracterizada por imobilidade generalizada
causada por uma resposta tbnica da musculatura esquelética dos animais, exceto da
musculatura utilizada na respiracdo (lzquierdo et al., 2016) - em relacdo aos ratos ndo-
diabéticos. Esse resultado indica que o protocolo de inducdo do DM semelhante ao tipo 1 e
0 desenho experimental desenvolvido no estudo ndo promoveram alteragGes significativas
neste tipo de memaria em ratos diabéticos.

Assim como descrito previamente em estudos clinicos, também existem
controversias em relacéo aos efeitos do DM experimental sobre o aprendizado e a memdria
em roedores. Alguns estudos demonstraram que o DM experimental induzido por STZ pode
prejudicar o desempenho de ratos em tarefas de memoria dependentes do hipocampo,
incluindo tarefas que envolvem condicionamento aversivo, como o CAC (Calgaroto et al.,
2014) e a esquiva inibitéria (Schmatz et al., 2009%), e em tarefas que avaliam memoria

espacial, como o teste de reconhecimento do objeto reposicionado (de Senna et al., 2011;
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Piazza et al., 2011), e memoria ndo-espacial, como a tarefa de reconhecimento do objeto
novo (de Senna et al., 2015). Por outro lado, h& artigos que ndo evidenciaram déficits de
memoria espacial em roedores com DM experimental avaliados na tarefa do labirinto
aquatico de Morris e no labirinto de quatro bracos (Bélanger et al., 2004; Mcnay & Sherwin,
2004).

Em camundongos geneticamente modificados da linhagem 3xTg com 12 meses de
idade, considerado modelo da doencga de Alzheimer, a indugédo do DM com STZ foi capaz
de agravar aspectos neuropatoldgicos da doenca, aumentando a densidade de placas
amiloides no subiculum (Hayashi-Park et al., 2016). Entretanto, 0 DM semelhante ao tipo 1
ndo foi capaz de promover prejuizos de aprendizagem e memaria nesses animais - inclusive
na tarefa do CAC - de forma semelhante aos achados do presente estudo (Hayashi-Park et
al., 2016). Considerando-se que a memaria com base na aprendizagem motivada pelo medo
no CAC é dependente do hipocampo (lIzquierdo et al., 2016), seria plausivel que fossem
evidenciados prejuizos de memoria nos animais diabéticos deste trabalho, uma vez que o
DM é capaz de causar disfungdes na plasticidade neural no hipocampo, como reducdo do
numero de espinhos dendriticos, diminuicdo da neurogénese, diminuicdo da sinalizacao via
receptores de insulina, diminuicdo da LTP, aumento da LTD, diminuicdo da liberacdo de
serotonina por estresse, diminuicdo da recaptacdo de noradrenalina, e déficits de
aprendizagem e memdria (Li et al., 2002; Alvarez et al., 2009; Wrighten et al., 2009; Sima,
2010; Reagan, 2012).

Os resultados obtidos no estudo de Calgaroto et al. (2014) demonstraram prejuizos
na memoria de ratos avaliados na tarefa do CAC 30 dias ap6s a indu¢do do DM com STZ
(Calgaroto et al., 2014). Nao ha explicacdo evidente para as discrepancias dos resultados
obtidos neste trabalho com os obtidos no estudo de Calgaroto et al. (2014), ou a
incongruéncia dos achados comportamentais desta tese com as mudancas na plasticidade
neural causadas pelo DMT1 e DMT2 (Reagan, 2012). Diferencas nos modelos experimentais
de DM (uso de animais transgénicos ou indugdo quimica do DM), dietas especificas,
linhagens distintas de roedores e desenhos experimentais - incluindo idade dos animais no
momento da inducdo do DM e o periodo das analises comportamentais ap6s a inducéo -
podem ser causas aceitiveis para as diferencas encontradas. Deste modo, sugere-se o
desenvolvimento de estudos que minimizem essas variabilidades experimentais, para que
possam fornecer informagGes importantes para a compreensdo dessas questdes.

Com base nos dados do segundo artigo, o resveratrol nas doses de 10 e 20 mg/kg foi

capaz de exacerbar a resposta condicionada na tarefa do CAC em animais diabéticos, quando
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comparados aos animais nao-diabéticos tratados com as mesmas doses de resveratrol.
Também n&o h& explicagdo Obvia para entender o aumento da resposta condicionada dos
animais diabéticos em relacdo aos animais ndo-diabéticos, mas os resultados indicam que o
resveratrol promoveu mudancas comportamentais dependentes da dose administrada. Esse
efeito é claramente observado em pardmetros morfolégicos e neuroquimicos, em células
neuronais e gliais (Zhang et al., 2012).

Ainda no segundo artigo desta tese, foi observado que o estado oxidativo no
hipocampo, avaliado pelo conteldo total de radicais livres e atividades das enzimas
antioxidantes SOD e GPx, ndo sofreu alteracdes significativas nos ratos diabéticos quando
comparados aos animais ndo-diabéticos. Esses resultados concordam com a auséncia de
prejuizos de memaria nos grupos experimentais avaliados. Todavia, esses achados ndo estdo
de acordo com outros trabalhos onde a hiperglicemia e deficiéncias na atividade da insulina
no encéfalo alteram o balanco entre vias pré e antioxidantes, resultando em estresse
oxidativo, dano celular e prejuizos na plasticidade hipocampal (Magarinos & McEwen,
2000; Gold et al., 2007; Wrighten et al., 2009; Jing et al., 2013). Todavia, estudos prévios
consonantes com 0s nossos ndo evidenciaram alteracbes nos marcadores de estresse
oxidativo e/ou na atividade de enzimas antioxidantes no hipocampo de ratos com DM
induzido por STZ (Cardoso et al., 2010; Venturini et al., 2010). E possivel que a deficiéncia
de insulina e a hiperglicemia modulem a atividade dependendo do tempo e da regido
estudada, e isso pode ser a principal causa dos resultados discrepantes na literatura (Grillo et
al., 2003). Estudos com analises em tempos distintos apds a inducdo do DM experimental,
bem como meta-analises com protocolos similares, podem trazer informagdes importantes
para o esclarecimento desses dados divergentes.

A partir do primeiro artigo desta tese, foi evidenciado o aumento da densidade glial
na SNPC de ratos diabéticos, sendo este aumento revertido ou prevenido pelo resveratrol. A
técnica de Nissl ndo permite a diferenciacdo apropriada dos distintos tipos de células gliais
do SNC; contudo, achados recentes indicam que esse resultado revela um aumento da
populacéo microglial, como descrito na SNPC de camundongos das linhagens ob/ob e db/db
utilizados classicamente como modelos experimentais de DMT2 (Wang et al., 2014). E
pouco provavel que o aumento do nimero de células gliais esteja associado ao aumento na
densidade de oligondendrocitos, uma vez que a perda da atividade da insulina no encefalo
conduz a degeneracéo oligodendroglial (Wrighten et al., 2009; Sima, 2010; Blazquez et al.,
2014). Ademais, o DM parece ndo alterar a densidade de astrocitos positivos para proteina

glial fibrilar &cida (GFAP) no hipocampo (dados ndo publicados).
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A reducéo da populacao glial promovida pelo resveratrol nos ratos diabéticos indica
a possivel atuacdo antioxidante e anti-inflamatéria do resveratrol, o qual inibe vias de
sinalizagdo pro-apoptoticas e pro-inflamatdrias (incluindo a inibicdo do NF-«B), atenuando
a reatividade microglial (Roriz-Filho et al., 2009; Bastianetto et al., 2015).

O uso de técnicas imunoistoquimicas para deteccdo de GFAP, microglia e
oligodendrocitos, assim como andlises por microtomografia por emissdo de positrons
associada a tomografia computadorizada (micro PET-CT) com uso de isoquinolina marcada
com carbono 11, a 11C-(R)-PK11195 (um ligante seletivo para os sitios de ligacdo dos
benzodiazepinicos periféricos, que funciona como tracador de microglia reativa) na SNPC
de ratos diabéticos e ndo-diabéticos, submetidos ou ndo ao tratamento via oral com
resveratrol, pode gerar resultados interessantes para a elucidacdo das questdes relacionadas
as alteracGes na densidade glial (Banati, 2002; Debruyne et al., 2003; de Senna et al., 2011).

Com o0 uso de técnica imunoistoquimica para TH associada a analise semi-
quantitativa por densitometria dptica, demonstramos uma redugdo na imunorreatividade
celular para TH na SNPC, a qual foi revertida pelo tratamento com resveratrol. Os resultados
do presente trabalho confirmam e detalham resultados prévios, obtidos em um estudo onde
0s animais diabéticos apresentaram reducdo da imunorreatividade regional para TH na
SNPC (do Nascimento et al., 2011). A ideia de que a diminuigéo da atividade da insulina
esta associada a perda da atividade dopaminérgica na DP é corroborada pelo fato de que, em
exames post-mortem, os encéfalos de pacientes com DP apresentaram auséncia de
imunorreatividade para receptores de insulina em areas encefalicas atingidas pela doenca
como SNPC, nucleo paranigral, nucleo cuneiforme, subndcleo cuneiforme e lemnisco
medial (Moroo et al., 1994).

A possivel reatividade microglial presente na SNPC dos animais diabéticos deste
estudo provavelmente esta associada a inflamacdo e estresse oxidativo. Com isso, devem
contribuir para a diminuicdo do conteido de TH nos neurbnios nigrais, uma vez que a
presenca de microglia com fendtipo reativo é descrita na literatura, tanto em pacientes com
DP como em modelos experimentais da DP (Hirsch & Hunot, 2009; Halliday & Stevens,
2011).

A reatividade microglial, seguida da reducdo da imunorreativiade neuronal para TH
e, consequentemente, a reducdo de dopamina nos neurdnios da SNPC dos ratos diabéticos
deste estudo, indicam o comeco de um processo neurodegenerativo que também é observado
em estagios iniciais da DP (Dauer & Przedborski, 2003; Halliday & Stevens, 2011; Xu et
al., 2011).
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Em relacdo aos efeitos benéficos do resveratrol na restauracdo da imunorreatividade
celular para TH na SNPC, estes podem envolver diferentes mecanismos. Em cultura de
neurénios dopaminérgicos, foi demonstrado que o resveratrol é capaz de aumentar a
producdo do fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) e do fator neurotréfico
derivado da glia (GDNF), de modo dose e tempo-dependente, apresentando uma curva com
inicio do aumento da producdo de BDNF e GDNF em 24 horas de tratamento com
resveratrol, com pico de efeito em 36 horas, e uma redugdo deste em 96 horas, mas com
efeito ainda significativo quando comparado ao tempo zero (Zhang et al., 2012). Entretanto,
0 estudo de Zhang et al. (2012) nao apresenta os efeitos do tratamento com resveratrol por
mais de 96 horas, 0 que ndo permite comparagdo mais efetiva com o presente trabalho.

Em um modelo de toxicidade in vitro de neurdnios e células gliais mesencefélicas,
foi demonstrado que o resveratrol reduziu a reatividade microglial e atenuou a geracdo de
ERO e de fatores pré-inflamatorios (Zhang et al., 2010). Ademais, o resveratrol promove
diminuicdo dos niveis de lipoperoxidacdo, aumento dos niveis de atividade de enzimas
antioxidantes, e reducdo na expressdo de citocinas inflamatorias no encéfalo de roedores
com modelos experimentais de DM e DP (Ates et al., 2007; Jin et al., 2008; Khan et al.,
2010; Venturini et al., 2010; Lofrumento et al., 2014). Todos esses mecanismos podem ter
contribuido para a manutengdo da imunorreatividade neuronal para TH na SNPC dos ratos
diabéticos tratados com resveratrol.

Outro ponto que ndo deve ser desconsiderado em relacdo as propriedades benéficas
do resveratrol sdo suas interacbes com a microbiota e 0s possiveis efeitos dessa interacdo no
SNC (Cryan & Dinan, 2012). Com espectrometria de massas e PCR em tempo real, foi
observado que o resveratrol € capaz de aumentar a quantidade da bactéria Akkermansia
muciniphila no trato gastrointestinal de ratos Wistar diabéticos e ndo-diabéticos (dados nao
publicados). Essa bactéria esta associada a importantes efeitos benéficos na saide humana,
como aumento na responsividade a insulina, diminuicdo da inflamacé&o no tecido adiposo e
reducdo dos niveis plasmaticos de triglicerideos (Shin et al., 2014; Anhé et al., 2015).
Estudos futuros que avaliem os efeitos do DM e de seus tratamentos em outras populacoes
bacterianas da microbiota intestinal certamente serdo de extrema valia para um melhor
entendimento das relagBes entre doengas metabolicas e neurodegenerativas.

Desta forma, a presente tese demonstrou que o resveratrol é capaz de atuar
beneficamente sobre as alteragdes promovidas pelo modelo experimental de DM semelhante
ao tipo 1 na via nigroestriatal de ratos, revertendo a acinesia e atenuando o aumento na

densidade de células gliais e a reducéo de TH nos neurénios da SNPC. Devido a auséncia de
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mudancgas na memoria aversiva e no estado oxidativo hipocampal dos ratos diabéticos
tratados ou ndo com resveratrol, os principais achados desta tese sugerem que algumas
regides encefalicas sdo mais suscetiveis aos eventos neurotoxicos induzidos pelo DM. Sendo
assim, € necessario que estudos adicionais investiguem quais 0s possiveis mecanismos e
efeitos do DM induzido por STZ e do tratamento via oral com resveratrol sobre a memoria

aversiva e sobre o estado oxidativo hipocampal, de maneira tempo e dose-dependentes.
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5. CONCLUSOES

Os principais resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

o A indugdo do DM semelhante ao tipo 1 com STZ em ratos Wistar gerou
diminuicao do peso corporal e hiperglicemia, efeitos esses que ndo foram revertidos

pelo tratamento com resveratrol.

o Os ratos diabéticos apresentaram acinesia e bradicinesia, caracteristicas
classicas da DP. O tratamento com resveratrol foi capaz de reverter o quadro de

acinesia, mas ndo o comportamento bradicinético dos animais diabéticos.

o Quando avaliados pela técnica de Nissl associada a morfometria planar, 0s
animais diabéticos, tratados ou ndo com resveratrol, ndo apresentaram uma diferenga
significativa na densidade neuronal na SNPC, quando comparados aos animais néo-

diabéticos.

o Os animais diabéticos apresentaram um aumento da densidade glial na SNPC

em relagé@o aos animais tratados ou ndo com resveratrol.

o O modelo experimental de DM promoveu uma diminui¢cdo da densidade
Optica celular nos neurénios imunorreativos para TH na SNPC. Essa reducdo de

imunorreatividade foi revertida pelo tratamento com resveratrol.

o Os animais diabéticos ndo apresentaram prejuizos de memoria avaliada na
tarefa do CAC, quando comparados aos animais nao-diabéticos. Tal achado indica
que o DM ndo gera alteracBes no aprendizado motivado pelo medo na tarefa

estudada.

o O tratamento com resveratrol nas doses de 10 e 20 mg/kg levou a um aumento
da resposta condicionada avaliada na tarefa do CAC em animais diabéticos, quando

comparados aos animais nao-diabéticos.
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. Tanto o DM experimental quanto o tratamento com resveratrol ndo foram
capazes de modificar o conteddo de espécies reativas e os niveis de atividade das

enzimas antioxidantes SOD e GPx no hipocampo dos animais.

67



6. PERSPECTIVAS

De acordo com o contexto regional e nacional atual, as atividades listadas abaixo
podem ser realizadas a medio e longo prazo, para obtencdo de maiores informacdes
relacionadas a tematica desta tese. Para tanto, devem ser utilizados ratos Wistar, machos,
adultos, com modelo de DM induzido por STZ, tratados ou ndo com diferentes doses de

resveratrol, avaliando-se 0s seguintes parametros adicionais:

o Funcdo mitocondrial - andlise semi-quantitativa, por densitometria Optica
regional, da técnica histoquimica para deteccdo de citocromo c oxidase - e
morfologia mitocondrial - analise quantitativa das mitocondrias encefalicas, com uso
de microscopia eletronica de transmissdo associada a medida de percentual de
superficie.

Sabe-se que deficiéncias na sinalizacdo da insulina no SNC podem causar
disfuncdes na cadeia de transporte de elétrons e alteracbes na morfologia das
mitocdndrias presentes no tecido nervoso, com possiveis implicagdes na plasticidade
neural e no comportamento dos animais (Schneeberger et al., 2013; Kleinridders et
al., 2015). Desta forma, a avaliacdo das mitocondrias no encéfalo de animais com
DM possibilitara aumentar a compreensdo acerca dos mecanismos neurotoXicos
relacionados ao estado diabético, e sobre a atuacdo do resveratrol nas fungdes
exercidas pela referida organela.

. Inervacéo periférica e trofismo muscular esquelético - andlise da inervacéo
periférica e da massa muscular por morfometria planar e técnicas estereolégicas.

E relevante identificar se ha presenca de neuropatia periférica e perda de
massa muscular nos animais diabéticos, visto que essas condi¢des sdo consequéncias
associadas ao DM, e possivelmente conduzem a disfungdes motoras, incluindo

bradicinesia, evidenciada no primeiro artigo desta tese.

o Atividade glial - avaliagdo da imunorreatividade para GFAP, microglia e
oligodendrocitos - e atividade microglial in vivo - analise da atividade microglial por
micro-tomografia por emisséo de positrons, associada a tomografia computadorizada
(micro PET-CT), com o uso do radio-tragador 11C-(R)-PK11195.
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O primeiro artigo desta tese mostrou que ha um aumento da densidade glial
na SNPC, o qual foi revertido pelo tratamento com resveratrol. Sendo assim, é
importante avaliar e caracterizar a atividade da populagéo glial envolvida na
patogénese do DM, bem como a relacdo dessas células com os efeitos benéficos
atribuidos ao resveratrol, especialmente na SNPC.
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