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INTRODUGAO:

Disturbios metabdlicos caracteristicos do Diabetes Mellitus Tipo 2 (T2D), como intolerancia
a glicose e resisténcia a insulina, foram encontrados em pacientes com DA, sugerindo uma
relagcéo intima entre Diabetes e doenga de Alzheimer. Alguns estudos mostraram que os depdsitos
de proteina B-amildide, um importante marcador de DA e geralmente identificado no hipocampo,
também s&o encontrados no hipotalamo, resultando em desregulagdo hipotalamica e
comprometimentos do metabolismo glicémico. TUDCA é um acido biliar endégeno com potentes
propriedades neuroprotetoras, que regula o metabolismo da glicose melhorando a secrecao, a
sinalizacdo e degradacdo da insulina. Camundongos com DA apresentam niveis cerebrais
reduzidos de TUDCA e o tratamento com TUDCA reduz o acumulo de B-amildide. A homeostase
da insulina tem sido explorada em camundongos modelo de DA, contudo, o papel do glucagon
sobre os mecanismos que levam as complicagbes do metabolismo glicémico relacionadas ao AD,
ainda nao foi explorado. O glucagon é secretado em baixas concentracbes de glicose, agindo,
principalmente, no figado para estimular a gliconeogénese e a glicogendlise, mantendo a niveis
normais de glicemia basal. A secrecdo do glucagon ocorre de maneira similar a da insulina,

porém, o estimulo para sua secre¢ao é a baixa concentracao de glicose sanguinea.
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Nesse projeto, nosso objetivo foi investigar os efeitos do TUDCA na homeostase do

glucagon em um modelo de camundongos com DA.
METODOLOGIA:

A. Modelo Experimental de Alzheimer: Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos com 10 semanas,
pesando entre 25 e 30g, obtidos do Biotério Central da UNICAMP. Os animais foram divididos em quatro
grupos: 1- CTL: receberam injecdo de tamp&o citrato (0,05 mol/L, pH 4,5) intracerebroventricular (ICV) e
injecdo de PBS intraperitoneal (ip) 2- CTL+TUDCA: receberam injecdo de tamp&o citrato (0,05 mol/L, pH
4,5) ICV e injecdo de 300 mg/Kg de TUDCA ip diluido em PBS 3- STZ: receberam inje¢do de
streptozotocina (Sigma-Aldrich) (3 mg/Kg) ICV diluida em tampao citrato e injecdo de PBS ip 4-
STZ+TUDCA: receberam injecéo de streptozotocina diluida em tampéo citrato e injecdo de 300 mg/Kg de
TUDCA ip diluido em PBS. Os animais foram anestesiados com 5% de isoflurano e oxigénio como gas
transportador e foram mantidos a uma vazéo de 2-3% durante a cirurgia. Os animais foram colocados em
um quadro estereotaxico (Stoelting CO.) com barras de nariz e orelha especialmente projetadas para
camundongos. Em seguida, 3 mg/kg de streptozotocina ICV ou o tampé&o de citrato (0,05 mol/L, pH 4,5)
foram injetados bilateralmente nos ventriculos laterais. A STZ (Sigma, St. Louis, MO) foi dissolvida em
tampéo citrato imediatamente antes da injecdo, que foi realizada utilizando uma seringa de Hamilton
(modelo 701) nas seguintes coordenadas: anteroposterior (AP) -0,5 mm; médio-lateral (ML) £ 1,1 mm;
dorso-ventral (DV) -2,8 mm em relagdo ao bregma. Um volume total de 1,5 uL foi injetado em cada
hemisfério. A injecéo foi conduzida a uma taxa de 0,5 pL/min, e a agulha foi deixada no local por 3 minutos
antes de ser removida lentamente. A injecdo foi repetida 2 dias apds a primeira injecao de STZ (1,5 mg/kg
por dia de injecdo). Os animais controle foram infundidos bilateralmente com 1,5 pl de veiculo (tampéo de
citrato) nos ventriculos laterais. Os sinais clinicos foram monitorados diariamente ap6s a cirurgia, incluindo
condicdes gerais do corpo e desidratacao.

B. Teste de reconhecimento de objeto (TRO): O teste de reconhecimento de objetos (TRO) foi realizado
para acessar a memoria declarativa dos camundongos, e se baseia na tendéncia natural do animal em
explorar mais o objeto novo em detrimento ao familiar, num contexto conhecido (Chen et al., 2013). O teste
de comportamento consistiu em 3 fases: a fase de habituacéo, a fase de amostra e a fase de teste. Na fase
de habituacéo, os camundongos foram habituados na arena de campo aberto em que o experimento foi
realizado, onde eles foram mantidos por 10 minutos e entdo devolvidos para suas respectivas gaiolas. No
segundo dia frami realizadas a fase de amostra e a fase do teste, em que 0os camundongos foram colocados
na arena junto com dois objetos idénticos (objeto A), organizados simetricamente no centro da arena,
durante 10 minutos. Os animais retornaram para suas gaiolas e depois de 24 horas (terceira fase do
experimento) os camundongos retornaram a arena e exploraram 2 objetos, o objeto familiar (A) e um novo
objeto

C. Os camundongos tiveram 10 minutos para explorar esses dois objetos. Foi cronometrado o tempo gasto
pelos animais explorando cada um dos objetos, na segunda e terceira fase. Os testes comportamentais
foram registrados em video que foram posteriormente analisados usando o software Ethovision XT (Noldus,
The Netherlands). Os seguintes comportamentos foram considerados como exploracdo dos objetos: cheirar,
lamber ou tocar o objeto com o nariz ou pernas frontais; ou direcionar o nariz para o objeto a uma distancia
de<1cm.

D. Teste de Tolerancia a insulina e glucagon: Para o ipITT, os animais dos grupos em estudo no estado
alimentado foram pesados, e em seguida foi realizada uma coleta de sangue pela cauda para obtencdo da
glicemia no estado alimentado (tempo 0). Apés, foi realizada a aplicagdo via ip. de 0,75U/kg de insulina, e a
glicemia foi verificada nos tempos 3, 6, 9, 12, 15 e 18 min apds a administracao.

No ipGIuTT, a glicemia de jejum (8h) foi avaliada (tempo 0) e logo ap6s os camundongos foram pesados e
receberam 50 ug/Kg de peso corporal de glucagon via ip. Em seguida, a concentracédo plasmatica de glicose
foi avaliada aos 10, 15, 30, 45 e 60 min ap6s a aplicacao.

E. Andlise Estatistica: Os grupos foram analisados pelo teste ANOVA one-way seguido de poés-teste de

Tukey. As analises foram feitas com o programa GraphPad Prism 7. O nivel de significancia adotado para as
analises foi de P< 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO:
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Os animais que foram tratados com TUDCA tiveram melhoras significativas no teste de
reconhecimento de objeto.

A aplicagdo do teste foi fundamental tanto para avaliar o modelo de DA, quanto para avaliar modulagdes
das fungdes cognitivas dos animais em funcdo do tratamento com TUDCA, considerando que os animais
apresentaram maior indice de preferéncia pelo objeto novo. Esse resultado indica que o animal teve
apresentou um aprendizado entre uma fase e outra do experimento, indicando assim melhora na cognig¢éo e
memoria. O grupo Stz ndo apresentou resultado significativo no teste de reconhecimento de objeto, visto
que o indice de preferéncia de objeto entre os objetos do experimento ficou préximo de 50% (Figura 1).
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Figura 1: A indice de preferéncia da fase de familiarizagdo do TRO. B) indice de preferéncia do teste do TRO. Os
resultados acima representam média SEM(n=7-9). Letras diferentes significam diferenca estatistica (p>0.05). Analise estatistica foi
realizada por Anova one-way

O tratamento com TUDCA melhorou a sensibilidade a insulina nos camundongos modelo Alzheimer

Para terminar os estudos em relagdo ao metabolismo da glicemia dos animais modelo, foi realizado o teste
intraperitoneal de tolerdncia a insulina. O experimento indicou que o decaimento da glicemia dos animais
estava reduzido nos animais modelo Alzheimer, enquanto os animais tratados com TUDCA apresentaram

melhora no decaimento da glicemia no experimento com valores estatisticamente semelhantes com o grupo
controle (Figura 2).
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Figura 2:A) Curva glicémica dos animais no teste de tolerancia a insulina. Glicemia plasmatica foi verificada nos tempos 0, 3, 6, 9, 12,
15 e 18 minutos apds a injecéo intraperitoneal de insulina (0,75 U/kg de massa. B) Célculo da velocidade de decaimento da glicose
(KITT) no teste de tolerancia a insulina. Os resultados acima representam média SEM(n=7-9). Letras diferentes significam diferenca

estatistica (p>0.05). Andlise estatistica foi realizada por Anova one-way

O tratamento com TUDCA aumentou a concentragao plasmatica de glucagon
Foi feita a coleta de amostras de sangue em diferentes momentos para avaliar a concentragédo de glucagon
presente no soro dos animais, e foi observado que em todas as situagbes o grupo STZ mostrou
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concentragbes plasmaticas iguais as do grupo controle. Porém o grupo que foi tratado com TUDCA
apresentou concentragdes maiores que os dois grupos descritos anteriormente. Quando comparamos os
estados em jejum e alimentado, apds a alimentagao e apods a aplicagao de glicose, foi possivel identificar
que os valores de concentracao de glucagon nao diminuiram como esperado (Figura 5).
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Figura 3: A) Concentragéo de glucagon no soro dos animais apos jejum de 6 horas. B) concentragao de glucagon no soro pos prandial.
C) Concentragéo do Glucagon no soro apos jejum de 12 horas. D) Concentracédo de glucagon no soro 30 minutos apos inje¢éo
intraperitoneal de glicose (2 mg/kg corporal).Os resultados acima representam média SEM(n=7-9). Letras diferentes significam

diferenca estatistica (p>0.05). A analise estatistica foi realizada por Anova one-way.

O tratamento com TUDCA aumentou a sensibilidade ao glucagon em camundongos modelo
Alzheimer

O teste de resisténcia ao Glucagon foi realizado nos animais modelo Alzheimer para poder entender
mais sobre o metabolismo glicémico, onde foi possivel observar menor aumento da glicemia dos animais
modelo da DA quando comparado a outros grupos, o que pode indicar prejuizos na sinalizagdo do glucagon
nesse animais. Porém os animais modelo da DA tratados com TUDCA apresentaram uma sensibilidade
melhor ao glucagon, apresentando glicemia aumentada, semelhante ao grupo controle.
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Figura 4: A curva glicémica dos animais referente ao teste de sensibilidade ao Glucagon. Glicemia verificada nos tempos 0, 10, 15, 20,
40, 60 e 80 minutos apds a injegdo de glucagon intraperitoneal. B) area sob a curva dos resultados do teste de tolerancia ao glucagon.
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Os resultados acima representam média SEM(n=7-9). Letras diferentes significam diferenca estatistica (p>0.05). A analise estatistica
foi realizada por Anova one-way.

CONCLUSOES:

Foi possivel observar que, nos animais modelo de DA houve modulagédo na secrecao de glucagon, e uma
modulagcdo positiva do TUDCA em relagdo aos efeitos metabdlicos da doenga de Alzheimer nos
camundongos. Assim, & possivel que o TUDCA também apresenta efeitos relevantes na homeostase do
glucagon na fisiopatologia da DA.
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