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RESUMO

MAUES, T.D. Investigacdo do efeito neuroprotetor do acai (Euterpe Oleracea) sobre as
alteracOes eletrofisiologicas visuais e comportamentais de ratos Wistar com retinopatia
diabética induzida. Dissertacdo de mestrado apresentada ao Programa de pés-graduacdo em
Neurociéncias e comportamento. Universidade Federal do Para. 2018. 101 péginas.

O diabetes mellitus hoje é considerado um problema de saude publica mundial. A doenca é
descrita como uma desordem metabdlica de etiliogia mltipla, caracterizada pela
hiperglicemia crénica e déficit absoluto ou relativo na secrecdo ou acdo da insulina, que
resutam em alteracbes microvasculares e neurais desencadeando diversas complicacBes. A
retinopatia diabética é tida como umas das principais complicagbes que provocam cegueira.
Estudos apontam que o0 estresse oxidativo tem participagdo central no mecanismo de
alteracdo e dano na retina. O acai (Euterpe Oleracea) tem atraido muita atencdo dada a sua
capacidade antioxidante e beneficios potenciais associados a salde na prevencdo e redugdo
do estresse oxidativo. A presente pesquisa objetivou avaliar o possivel efeito neuroprotetor
do acai (Euterpe oleracea) na funcdo retiniana de ratos Winstar com diabetes induzida de
forma transversal, a partir do eletrorretinograma de campo total (ERG), bem como a
avaliacdo do desempenho comportamental através do treino discriminativo claro/escuro.
Optou-se por modelos de ratos Winstar com diabetes induzidas a partir da injecdo com
aloxano a 2% e tratamento com racdo enriquecida com polpa de acai por 30 dias. O animais
foram divididos em 3 grupos: controle (recebeu racdo padrédo), DM (recebeu racdo padrédo) e
DM + acai (racdo enriquecida com acai). Os procedimentos de analise comportamental
tiveram inicio com todos animais antes da inducdo diabetogénica até a fase de CRF,
posteriormente, foi retomado até o término do treino discriminativo claro/escuro. O ERG teve
inicio apds 30 dias de inducdo e dieta com acai. Os resultados do presente estudo mostram
que a utilizacdo de dieta enriquecida com acai é eficaz contra a diminuicdo da amplitude das
respostas eletrofisiologicas visuais em animais com diabetes induzida e demonstrou
influéncia na aquisicdo de aprendizagem operante, observado através do treino discriminativo
claro/ escuro com menor tempo de sessdes de treino no grupo diabetes + acai em comparagéo
ao diabético. Estes achados despertam o interesse em se buscar novas terapéuticas adjuvantes
a insulina com uso dos fitogimicos presentes no acai no tratamento do Diabetes mellitus e
suas complicaces.

Palavras - chave: Diabetes, retinopatia diabética, estresse oxidativo, Euterpe Oleracea,
eletroretinografia, comportamento, aprendizagem



ABSTRACT

MAUES, T.D. Investigation of the neuroprotective effect of acai (Euterpe Oleracea) in the
visual and behavioral electrophysiological of Wistar rats with induced diabetic
retinopathy.. Master's Dissertation presented to the Graduate Program in Neurosciences
and Behavior. Federal University of Para, 2018. 101 pages.

Diabetes mellitus today is considered a worldwide public health problem. The disease
is described as a metabolic disorder of the etiology, characterized by chronic
hyperglycemia and absolute deficit or relative to the secretion or action of insulin,
which results in microvascular and neural changes triggering several complications.
Diabetic retinopathy is one of the leading causes of blindness. Studies demonstrating
oxidative stress have a central role in the mechanism of alteration and damage to the
retina. Acai (Euterpe Oleracea) has attracted a lot of attention for its antioxidant
capacity and extracts the benefits associated with health in the prevention and
reduction of oxidative stress. The present research aimed at the neuroprotective effect
of acai (Euterpe oleracea) on a retinal function of rats as a transverse action test, from
the total field electroretinogram (ffERG), as well as the evaluation of behavioral
performance through discriminative training of the light and dark. We chose models of
Winstar rats with diabetes induced by injection with 2% aloxane and treatment with
enriched acai pulp for 30 days. The animals were divided into three groups: acai (DM)
and DM + acai enriched ration (acai enriched ration). Behavior analysis procedures
started with all animals prior to diabetic induction until a CRF stage, after which they
were submitted to the completion of the light and dark discriminative training. ERG
started after 30 days of induction and acai diet. The results of this study were, in turn,
the use of a diet enriched with the aid of efficacy in the demonstration of the visual
electrophysiological responses in animals with induced diabetes and demonstrated
influence in learning ability through the light / dark discriminative training with less
time of training sessions in the diabetes + agai group compared to the diabetic group.
These were the alarm clocks of interest in seeking new adjuvant insulin therapies with
the use of the drugs present in acai in the treatment of Diabetes Mellitus and Its
Complications.

Key words: Diabetes, diabetic retinopathy, Behavior, learning, eletroretinograh,
oxidative stress, Euterpe Oleracea
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Apresentacio

O diabetes melito (DM) é uma sindrome metabdlica complexa em que ocorre uma
deficiéncia relativa ou absoluta de insulina afetando o metabolismo dos carboidratos, lipidios
e proteinas. Estima-se que no Brasil 7,6% da populagdo urbana entre 30 e 69 anos apresente
DM, sendo que 46% dos casos ndo se sabem portadores de DM. O DM esta associado a
complicagbes cronicas cardiovasculares, do sistema nervoso periférico e autonbmico e
microvascular.

Uma das complicagbes microvasculares mais importantes do DM € a retinopatia
diabética (RD), que é a principal causa de novos casos de cegueira nas idades de 20 a 64 anos,
causando 8000 novos casos de cegueira a cada ano. No Brasil, estima-se que metade dos
pacientes portadores de DM seja afetada pela RD, sendo responsavel por 7,5% das causas de
incapacidade de adultos para o trabalho e por 4,58% das deficiéncias visuais (Sociedade
Brasileira de Oftalmologia, 2015).

A hipoxia tecidual, acompanhada da perda da auto-regulacdo dos vasos retinianos
provocada pelo estresse oxidativo, € o fator desencadeante da RD. A hiperglicemia esta
associada a outros possiveis fatores causais como dano celular mediado por alteracdes no
metabolismo da glicose.

O estudo sobre fotoquimicos capazes de atenuar ou prevenir alteragdes pelo estresse
oxidativo ainda € investigado. O acai como fruto rico em substancias atioxidantes mostra-se
como importante alimento funcional, podendo apresentar acdo neuroprotetora de danos
visuais na RD.

A avaliacdo e compreensdo quanto o consumo do acai e seu efeito nos danos visuais,
ocasionados pela retinopatia e sobre o comportamento de aprendizagem em discriminagdo de

cores dos roedores, torna-se necessario para elucidar as mudancas ocorridas nos sujeito nesse
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processo. Diante desta abordagem, este estudo se propds analizar as alteracfes visuais e
comportamentais de aprendizado relacionados a patolgia em questdo utilizando modelo

animal, afim de verificar os efeitos da ingestdo de acai sobre estas alteragdes.
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Introdugédo

Diabetes mellitus (DM) é um dos principais problemas de salude publica atualmente,
decorrente das complicagbes crbnicas incapacitantes e ao aumento da mortalidade dos

individuos afetados.

1.1 Definicio e classificagdo do diabetes

O termo “diabetes mellitus” (DM) refere-se a um transtorno metabdlico de etiologias
heterogéneas, caracterizado por hiperglicemia e disturbios no metabolismo de carboidratos,
proteinas e gorduras, resultantes de defeitos da secrecdo e/ou da acdo da insulina (World
Health Organization, 2009). O DM vem tornando-se bastante relevante pela sua crescente
prevaléncia e habitualmente estd associado a dislipidemia, a hipertensdo arterial e a disfuncéo
endotelial (Alfradiqgue et al.,2009). A doenca possui alta incidéncia mundial, ainda sem

possibilidade de cura (Brasil, 2013).

O diabetes pode ser classificado em 4classes clinicas, proposta pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) e pela Associacdo Americana de Diabetes em: DM tipo 1, DM tipo
2, DM gestacional e outros tipos de DM especificos, sendo 0s 3 primeiros os principais e com

maior frequéncia na populacdo (Diretrizes SBD, 2015; IDF, 2017).

O diabetes tipo | é de carater autoimune, onde o sistema imunologico ataca a células
do péncreas (células pancredticas) e estas sdo destruidas, havendo assim, insuficiéncia na
producdo de insulina, hormdnio responsavel pelo metabolismo da glicose. Como resultado, a
glicose fica circulante no sangue e ndo é utilizada como fonte de energia, levando ao quadro
de hiperglicemia. O tipo | surge geralmente na infancia, acometendo de 5 - 10% do total de
pessoas com diabetes (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2015, American Diabetes

Association, 2010).
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O diabetes tipo Il aparece quando o organismo ndo conseguiu utilizar adequadamente
a insulina que produz, ou ndo € capaz de produzir quantidade suficiente de insulina para
controlar o nivel de glicose. Corresponde a 90% do total de individuos portadores da doenca

(Sociedade Brasileira de Diabetes 2015 & American Diabetes Association, 2010).

A gestacional pode ocorrer neste periodo de vida da mulher por estd associado as
mudancas hormonais decorrentes da gravidez. E uma condicdo temporaria, que afeta de 2 a
4% de todas as gestantes e implica em risco aumentado de desenvolvimento posterior de
diabetes para mde e filho (Sociedade Brasileira de Diabetes - SBD -, 2015, American

Diabetes Association, 2010).

O DML idiopatico corresponde a minoria dos casos e caracteriza-se pela auséncia de
marcadores de autoimunidade contra as células beta. Os individuos com essa forma de DM
podem desenvolver cetoacidose e apresentam graus varidveis de deficiéncia de insulina.
Como a avaliacdo dos anticorpos ndo se encontra disponivel em todos os centros, a
classificacdo etiologica do DM1 nas subcategorias autoimune e idiopatica pode ndo ser

sempre possivel. (Diretrizes da SBD, 2014).

O diabetes por se tratar de uma patologia cronica que apresenta diversas alteracbes no
organismo que culminam com o aparecimento de complicacbes agudas e crdnicas como
retinopatia diabética considerada uma das complicagdes mais incapacitantes do diabetes

(Dias; Vieira, Fragoso; Rezende & Palata, 2010; Brasil, 2013).
1.2 Retinopatia diabética

Esta € caracterizada por um conjunto de alteracbes anatbmicas e funcionais,
essencialmente vasculares, que se instala na retina em decorréncia da hiperglicemia crénica.
Apresenta como caracteristica dano em microvasos gerando alteracBes estruturais de

pequenos vasos da retina, onde ha diminuicdo do oxigénio no tecido vascular, acompanhada
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da perda de autorregulagdo dos vasos retinianos, que € o fator desencadeante da RD (Esteves,

2008 & Serrarbassa et al., 2008).

Enquanto a maioria dos estudos tém dado énfase as mudancas na vascularizacdo da
retina, na RD surgem evidéncias de que a fungdo de células nervosas da retina é alterada logo
apoés o inicio do diabetes. Mudancas funcionais podem ser identificadas antes do
desenvolvimento da patologia vascular, sugerindo que elas sd@o decorrentes de um efeito direto

do diabetes na retina neural (Serrabassa et al., 2008 & Dias el al., 2010).

Alteracdes morfoneurofuncionais na retina diabética sdo observadas desde inicio da
patologia. Park e colaboradores (2003), demonstraram em experimento com ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina que 0S processos pos-sindpticos das células horizontais
apresentaram degeneracdo com 1 semana apds o inicio do diabetes. Em outro estudo,
observou-se que ap0s 4 semanas hd células ganglionares necréticas e apoptose em células
fotorreceptoras com o decorrer da doenca, e com 12 semanas algumas células amécrinas e

horizontais continham caracteristicas necréticas (Carmo, 2010).

Os estagios progressivos da RD podem ser reconhecidos clinicamente que cursa com
estagios clinicos classificados basicamente em dois: ndo proliferativo e proliferativo. A fase
ndo proliferativa é caracterizada por alteracfes associadas ao aumento da permeabilidade
capilar, como microaneurismas, edema macular e exudatos duros (extravasamento de
lipoproteinas), e também a oclusdo vascular que pode ou ndo ocorrer nesta fase. Quando a
neovascularizacdo aparece na interface vitrea da retina, a retinopatia é considerada entdo no

estagio proliferativo (Bosco et al., 2005).

A fase proliferativa é caracterizada por neovascularizacdo da retina, disco 6ptico e iris.
Essa neovascularizacdo desencadeia complicacbes como hemorragia vitrea e descolamento

tracional da retina que levam a cegueira (Henrriques, 2006 & American Academy of
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Ophthalmology, 2004).

Tendo inicio nos vasos de calibre menor (capilares) com o comprometimento da
barreira hematoretiniana. Esta barreira atua no controle da entrada e saida de fluidos para os
meios intra e extracelular. As alteracbes decorrentes da RD podem acarretar no desequilibrio
na manutencdo dos fotorreceptores e consequentemente promovem mudancas neuronais nas

células da retina (Rosales, 2014).

As causas para 0 estabelecimento da RD estdo relacionados a uma série de processos
quimicos para o metabolismo da glicose, ou mecanismos afetados por ela. Na retina ha
absorcdo da glicose e esta, é realizada por transportadores conhecidos como GLUT (glucose
transportation). Quando ocorre aumento na concentracdo intracelular de glicose, no caso da
hiperglicemia, ha ativacdo destas vias, que ocorrem em situacdo de transporte excessivo de

glicose intracelular (Pérez, 2009 & Luu, 2010).

O extresse oxidativo se mostra como uma das principais vias associadas ao
desenvolvimento da RD, por se tratar da principal via de metabolismo da glicose. Porém, a
ativacdo desta via promove a liberacdo de uma enzima (aldose redutase) enzima redutora de

glicose em sorbitol (Pérez 2009 & Luu, 2010).

Como mecanismo de resposta a hiperglicemia nos casos de individuos diabéticos, ha
entdo acumulo de sorbitol nas células dos capilares retinianos, levando a um estado de
hiperosmolaridade (elevado nivel de glicose) que causa diminuicdo na absorcdo de oxigénio,
gerando reducdo da oxigenacdo tecidual, provocando morte celular nos capilares da retina

(Kohzakl et al., 2008).

Ha ainda outro papel da enzima aldose redutase, sua contribuicdo para o estresse
oxidativo. Isso ocorre pelo aumento de niveis basais de espécies reativas de oxigénio o que

caracteriza a situacdo de estresse, pelo fato de haver um desequilibrio, entre a producdo dessas
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espécies reativas de oxigénio e sua desintoxicacdo pelo proprio organismo, a fim de proteger

ceélulas e tecidos contra essas reagbes (Burn, 2007; Kohzaki et al., 2008).

Pesquisas experimentais revelaram reducdo dos niveis de pelo menos duas enzimas
antioxidante durante o DM (glutationa peroxidase e superoxido desmutase). Acredita-se que a
prépria glicose possa contribuir para o agravamento desta condicdo, visto que em situacBes de
estresse oxidativo, a glicose passa a ser uma fonte de espécies reativas de oxigénio (Kohzaki

et al., 2008).

1.3 Neurofisiologia visual humana

A retina é um tecido de aproximadamente 0.5 mm de espessura e 42 mm de diametro,
localiza-se a frente do epitélio pigmentado que delineia a parte posterior do olho (Webvision:
the organization of retina and visual system, 2007). Em animais vertebrados é composta por
trés classes funcionais de neurdnios: os fotorreceptores (bastonetes e cones), 0s interneurdnios
(células bipolares, células horizontais e células améacrinas) e as células de Muller (Kandel et

al., 2003).

Sua estrutura composta de tecido neural em formato laminar e se dispdem em oito
camadas (Figura 1), que possui como funcdo a conversdo da luz em coOdigos neurais
transmitidos para o cérebro. Este processo € iniciado por dois tipos principais de
fotorreceptores: bastonetes e cones, que se distihguem em varios aspectos, tais como:
morfologia; tipo de fotopigmento; a distribuicdo na retina; e padrdo de ligacGes sinapticas

(Burn 2007, Dias et al., 2010).
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Figura 1. llustracdo das camadas da retina (adaptado de Kierszenbaum,2008).

Os cones sdo células que iniciam o processo de percepcdo de cores nos animais. S&o

células de baixa sensibilidade a luz, ou seja, necessitam de alta intensidade luminosa para

serem ativadas, 0 que caracteriza a visdo fotoptica. Os cones desempenham fungdes em quase

todas as tarefas visuais e permitem melhor resolucdo da imagem (Kandel et al., 2003).

Os bastonetes sdo células finas, alongadas e formadas por duas porcGes diferentes, sdo

0s principais receptores para baixos niveis de luz, visdo escotopica (Parisi & Uccioli, 2001 &

Burn, 2007). Estes bastonetes sdo altamente sensiveis a luz, e, portanto, funcionam melhor

com baixas intensidades de luz, como as que estdo presentes nos crepusculos ou a noite,

quando a maioria dos estimulos é de baixa intensidade, e eles medeiam a visdo acromatica
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(Purves et al., 2001; Kandel et al., 2003).

Os fotorreceptores distinguem-se também por duas caracteristicas: o comprimento de
onda maximo da radiacio a que os seus fotopigmentos sdo sensiveis (espectro de
sensibilidade) e o intervalo de intensidade Iluminosa detectado pelos fotorreceptores
(sensibilidade & Iuz). Chama-se “pico de absor¢do maxima” ao comprimento de onda de

determinada radiacdo para o qual a absor¢cdo por um fotopigmento € maxima. (Slatter, 2008).

A visdo normal depende de uma comunicacdo intacta entre as células neuronais, gliais,
microgliais, vasculares e o epitélio pigmentado da retina. As fungbes fundamentais da retina
sdo: captar fotons; converter a energia luminosa em energia eletroquimica; integrar 0s
potenciais de acdo resultantes e transmitidos para areas mais centrais do cortex, onde eles sdo

decifrados e interpretados em imagens reconheciveis (Serrabassa et al., 2008 & Burn 2007).

1.4 Fisiologia visual de roedores

A retina humana apresenta similaridades quando comparada a de roedores. Quanto a
porcentagem de celulas fotorreceptoras em ratos, animal noturno, encontramos
aproximadamente 99% de bastonetes e o restante cones. Em animais diurnos como primatas a
porcentagem de bastonetes € de 90%. Essa maior porcentagem de bastonetes em ratos advém
da necessidade de sobrevivéncia em seu habitat composto de pouca luminosidade (Szel &
Rolich, 2000).

A respeito da diferenca entre a retina de roedores e humanos, conforme Andrade,
Pinto & Oliveira (2002), descrevem a utilizacdo de ratos como modelos bioldgicos é eficaz,
tendo em vista a ampla utilizacdo desses animais no meio cientifico, e pela aproximacdo da
fisiologia visual, principalmente os humanos. E também possivel o facil manejo e reproducéo,

sendo esse modelo de grande auxilio para compreensdo da fisiopatologia de algumas doencas.

1. 5 Elerretinograma de campo total (rr ERG)
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O deficit da visdo de cores, como uma alteracdo produzida pela retinopatia € um dos
primeiros danos visuais causados nessa patologia (Ewing et al., 1998; Fletcher et al., 2007;
Cho et al., 2000; Rodriguez & Galietero et al., 2005). Este déficit pode ser avaliado através de
testes que permitam a descricdo das alteragdes eletrofisiologicas utilizando como a eficiente

técnica a eletrorretinografia.

No que tange a neurofisiologia visual, Luu (2008) prop6s em seu estudo que 0S
neurdnios e a vasculatura da retina estdo envolvidos na patogenia da retinopatia diabética,
comprometendo principalmente estruturas neurais nas camadas médias e internas da retina,
sendo o eletroretinograma uma ferramenta de grande auxilio na avaliacdo dessas alteragdes,

antes da retinopatia diabética ser detectada clinicamente.

O eletrorretinograma de campo total (ERG) € método de eletrofuncional e laboratorial,
que permite avaliar a funcdo das células nervosas de toda retina. E um registro elétrico destas
células em resposta a um estimulo luminoso (flash), que gera estimulagdo simultdnea em todo
0 campo visual sua mensuracdo. [Esse teste € utilizado como uma ferramenta no mundo
inteiro para avaliar o estado da retina em doencas oculares, em pacientes humanos e em
animais de laboratorio utilizados como modelos experimentais de doencas da retina

(Holmgren, 1980; Parisi & Uccioli, 2001; Marmor et al., 2009).

Estudos utilizando o ERG para avaliagdo da retinopatia diabética em roedores ja foram
realizados. Guimardes (2014), avaliou as alteracbes eletrofisiologicas por meio do
eletrorretinograma de campo total no desenvolvimento de dibetes e hipotiroidismo induzidos

em ratos Winstar.

Em estudo realizado por Negrito e colaboradores (2008), propds avaliar os potenciais
oscilatorios  escotopicos através do eletrorretinograma na retinopatia  hipertensiva em

humanos, afim de descrever as alteracGes decorrentes da retinopatia e seu acometimento



28

precoce a vascularizacdo do tecido retiniano.

Sacai e colaboradores (2003), buscaram avaliar por meio do ERG 385 pacientes em
hospital universitario com patologias visuais, obtiveram como resultado frequente e
significativa  indicacdo de  registro  eletrofisiologicovisual como  melhor  ferramenta

diagnostica.

Li e colaboradores (2002), utilizaram medida de # ERG e da expressdo de GFAP
(glial fibrilary protein) pelas células de Muller para avaliar a funcéo retiniana e acompanhar o
desenvolvimento da RD em ratos diabetes induzida. Duas semanas ap0s o inicio do diabetes,
ja tounou-se possivel observar alteraces no ERG. Os autores concluem que, pouco tempo

apos o inicio da DM, ja ocorre comprometimento funcional da retina.

1.6 Acai e sua capacidade antioxidante

Estudos clinicos em modelos animais, baseados em estudo celular e andlises
bioquimicas demostram que as plantas conttm uma grande quantidade de nutrientes e
fitoquimicos biologicamente ativos que promovem numerosos beneficios a saude, onde o acai
vem recebendo destaque na comunidade cientifica (Joseph et al., 2007 Pan et al., 2009; Sun

2010).

Quanto aos danos teciduais na retina ocasionado pela retinopatia diabética, a busca de
mecanismos de combate, atenuacdo e prevencdo sao incentivados, utilizando propriedades
fitoquimicas afim de minimizar os efeitos deletérios decorrentes do estresse oxidativo nas

células (Kohzaki et al., 2008).

A Euterpe Oleracea (acai) ¢ uma palmeira de origem amazonica, seu fruto é
comercializado como um suco chamado “acai" amplamente consumida por habitantes da

regido amazbnica e com alto valor econémico no Brasil. (Shauss et al., 2006 ; Poulouse et
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al,, 2012 ; Da Silva et al., 2014; Bonomo et al., 2014).

Atualmente considerado um alimento funcional, cuja polpa apresenta elevado valor
energético por conter alto teor de lipideos como Omega 6 e 9, além de carboidratos, fibras,
vitamina E, proteinas, minerais (Mn, Fe, Zn, Cu, Cr) e grande quantidade de antioxidantes,

particularmente contra o superdxido e radicais peroxil (Portinho et al., 2012).

Estudos bioquimicos revelam que o acai possui numerosos tipos de fitoquimicos,
particularmente, antocianinas, proantocianinas e outros flavonoides (Shauss et al., 2006;
Jensen et al.,, 2008). A polpa do acai possui varios antioxidantes, mas as antocianinas,
proantocianidina e outros flavonbides sdo os fitoquimicos predominantes. Além desses
pigmentos, 0 acai também possui em sua composicdo compostos fendlicos, dentre outros, que
também sdo componentes antioxidantes (Santos et al., 2008; Associacdo Americana dietética,

2009; Sun et al., 2010).

Os componentes antioxidantes tém a capacidade de inibir ou diminuir os processos de
oxidacdo gerada pelos radicais livres no organismo. Quando o0s sistemas biologicos
apresentam capacidade insuficiente em neutralizar a producdo excessiva de radicais livres,
ocorre 0 estresse oxidativo, o0 qual pode contribuir para o surgimento de doengas e

envelhecimento celular precoce (Favacho et al., 2011; Portino, 2012).

Kang e colaboradores 2010, revelaram em seu estudo que tinha como objetivo avaliar
as substancias responsaveis pelo efeito antioxidante do fruto Euterpe Oleracea o qual
identificou 7 tipos de flavanoides e observaram, que dos 7 analisados pelo menos 3 tinham a

capacidade de produzir esse efeito dentro das células.

Em estudo recente, realizado por Brasil et al., (2016), na Universidade Federal do
Para, que objetivou-se avaliar o efeito de dieta enriquecida com acai na prevencdo de

alteracOes retinianas provocadas pela exposicdo ao Metil mercirio em modelo animal, obteve-
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se como resultado que, a utilizacdo da polpa da fruta na dieta, permite prevenir estas
alteracBes funcionais na retina dos animais que foram avaliadas através o eletroretinograma

(ERG).

O efeito de protetor da Euterpe Oleracea em célula do sistema nervoso central e seu
papel como antioxidante ou anti-inflamatdrio ja sdo descritos em estudos anteriores (Da Silva
et al., 2014; Poulouse et al., 2012; Oliveira et al., 2016; Shauss et al., 2006). Entretanto ainda
ndo é claro o como a dieta enriquecida com a polpa da fruta pode promover um efeito protetor
no tecido retiniano, com alteracbes provenientes da retinopatia diabética como o déficit de
visdo de cores, sensibilidade ao contrate etc.. ou se ha alguma consequéncia funcional e ou até

mesmo de atenuacdo ou reversdo das alteracOes produzidas pela patologia.

Além da avaliacdo eletrofisiologica a avaliacio do comportamento visual através de
testes psicofisicos sdo comumente utilizados, pois estes refletem na interagdo do sujeito com o
meio em vive e quantificam a resposta dada pelo sujeito frente a um estimulo fisico pré-
estabelecido e esta resposta, por sua vez, depende do processamento e integracdo das
informacdes recebidas pelo sujeito. Os diferentes tipos de testes usados na avaliagdo
psicofisica da visdo de cores podem ser separados em trés classes: testes de pranchas, testes

de ordenamento e anomaloscépio (Dain, 2004; Hovis & Muniz 2013).

1.7 Avaliagdo psicofisica para visdo de Cores

Atualmente, muitos testes de discriminacdo de cores podem ser aplicados através do
uso de testes computacionais, como o Cambridge Colour Test (CCT). O CCT € um teste
psicofisico, computadorizado, utilizado para a discriminacdo de cores e desenvolvido por
Mollon-Reffin (Mollon & Regan, 2000, Mollon & Reffin, 1989).

Consiste na apresentacdo, a intervalos regulares de tempo, de estimulos coloridos na

forma do C de Landolt em um monitor de video. O estimulo é formado por circulos de
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tamanhos  diferentes, distribuidos aleatoriamente e com luminincia variavel. Esta
configuracdo, ruido de lumindncia mais ruido de forma, impede que o brilho e o contorno
sejam usados como dicas para a tarefa de discriminacdo. A posicdo do estimulo muda a cada

nova apresentacdo (C com abertura a direita, esquerda, para cima ou para baixo), Figura 2.

Figura 2. Exemplo do estimulo apresentado originalmente pelo Cambridge ColourTest para
discriminacdo cromatica.

O sujeito submetido ao CCT informa suas respostas obedecendo a um método de
escolha forcada com quatro alternativas (4 Alternative Forced Choice, 4AFC), ja que a cada

apresentacdo, a figura tem quatro posicGes possiveis e o sujeito deve escolher uma delas.

Mancuso, Neitz, e Neitz (2006) propuseram modificacdes do Cambridge Colour Test
para aplicd-lo em modelos animais, onde os estimulos eram semelhantes as placas de um teste
pseudoisocromatico tradicional, porém, eram apresentados em um monitor tradicional de
Tubos de Raios Catddicos (CRT-).

Na nova versdo, a mudanga mais expressiva é o alvo, que deixa de ser o C de Landolt,
e passa a ser apresentado como um “quadrado”. O trabalho de Goulart, Bonci, Galvao,
Silveira, e \Ventura (2013) avaliou a eficiéncia da versdo adaptada do teste de Mollon-Reffin

para a investigacdo comportamental da visdo de cores em macacos-prego (Sapajus spp.), e
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observou que a diferenca de fendtipos observados confirma a eficacia do teste de Mollon-
Reffin como uma ferramenta Util para avaliar a discriminagdo de cores em primatas ndo
humanos, podendo ser abrangente para 0 uso de outros animais ndo primatas, tornando-se de

grande valia sua utilizacdo neste estudo.

Para roedores, essa proposta de avaliacdo € recente, trata-se de uma tentativa em
adaptar os testes para condicGes que permitam que 0s roedores adquiram comportamento de

discriminagdo de cores com a utilizagdo dessa ferramenta.

1.7.1 Avaliacdo comportamental

Métodos que utilizam a analise do comportamento para avaliar lesdes de
estruturasneurais surgiram no século XIX com Flourens e Rolando (Skinner, 1953) e
atualmente ainda sdo utilizadas, pois possibilitam estabelecer relacGes entre cérebro e
comportamento (Sabino, 2011).

Os objetivos essenciais da analise do comportamento denotam a identificacdo, a
descricdo e a programacdo de contingéncias ambientais que estabelecem e controlam a
probabilidade de classes de comportamento (Catania, 1999).

As pesquisas realizadas com tais objetivos permitiram a constru¢do de um conjunto de
dados e procedimentos com solida fundamentacdo experimental e conceitual (Catania, 1999),
cuja importancia abrange ndo apenas as questdes investigadas pela Psicologia, mas também
questdes de outras disciplinas e area do conhecimento cientffico. Um exemplo disso
encontra-se na metodologia e nos conceitos derivados da andlise do comportamento que tém
fornecido linhas de base comportamentais adequadas para as investigacbes dos mecanismos
bioldgicos subjacentes ao comportamento (Sabino, 2011).

Especificamente, os procedimentos de discriminacdo tém sido (teis para a analise

da aprendizagem discriminativa em sujeitos infra-humanos submetidos a lesdes do sistema
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nervoso central. Assim, tarefas discriminativas tém sido amplamente utilizadas em
experimentos que realizam estudos sobre a aprendizagem operante em organismos nao-
intactos e, em sua maioria, objetivam um maior entendimento da regido do organismo que foi
afetada por alguma patologia e os efeitos sobre o desempenho dos sujeitos sobre uma
determinada tarefa (Bitterman, 1965; Cerutti, Cintra, Diaz-Cintra & Ferrari, 1997; Cerutti&
Ferrari, 1995; Lam, Sethi & Low, 2005; Lashley, 1929; Mazarakis et al., 2005; Mitchell et al.,
2003; Stettner e Schuliz, 1967).
1.7.2 Comportamento operante - discriminagao

Um processo comportamental de aprendizagem béasico dos organismos € a
discriminacdo operante, processo no qual respostas especificas ocorrem apenas na presenca de
estimulos especificos.

O comportamento operante é aquele que produz mudancas no ambiente e que €
afetado por elas. Assim, quando inserimos uma nova variavel (0 contexto), passamos a falar
sobre 0s comportamentos operantes discriminados, ou seja, aqueles que se emitidos em um
determinado contexto, produzirdo consequéncias reforcadoras (Moreira & Borges, 2007).

Dessa forma, os estimulos consequentes onde apresentacdo aumenta a probabilidade
de um comportamento, recebem o nome de reforco. Todavia, aqueles estimulos que s&o
apresentados antes do comportamento e controlam sua ocorréncia sdo considerados estimulos
discriminativos “S®. Ao inserimos os Estimulos Discriminativos nas contingéncias temos a
unidade basica de analise do comportamento operante, Skinner denominou esse processo de
Triplice Contingéncia. A Triplice contingéncia pode ser explicada pela seguinte Expressdo

“§9_R—(C”ou“S? — R — C” (Moreira & Borges, 2007).

Os estimulos discriminativos S% sinalizam que uma dada resposta sera reforcada
caso ocorra um determinado comportamento, ficando claro que o S¢ tem uma relagdo intima

com as consequéncias. Os S™sinalizam que uma resposta ndo seré reforcada, ou seja,
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sinalizam a indisponibilidade do reforgo ou sua extingdo (Moreira & Borges, 2007).

Segundo Reese (1975, p.28) “... a discriminagdo se estabelece pelo fato de um
comportamento ser reforcado na presenca de uma situacdo que seja estimulodora e ndo ser na
presenca de outra situacdo estimuladora™, processo é nomeado de reforcamento diferencial.

A partir desses principios afirmamos que o controle discriminativo de estimulos foi
estabelecido quando um determinado comportamento tem alta probabilidade de ocorrer na
presenca do SYe baixa probabilidade de ocorrer na presenca do S*. Aprendemos a discriminar
os estimulos, pois passamos por um processo chamado treino discriminativo, no qual consiste
em reforcar um comportamento na presenca de um S% ndo disponibilizamos reforgo
presenca de um S®. E importante frisar que embora o S%assuma uma importancia na triplice
contingéncia, ele ndo tem a funcdo de eliciar uma determinada resposta, apenas fornecer um

determinado contexto, aumentando a probabilidade de que as respostas ocorram.

2.0bjetivo
Objetivo geral

Verificar 0 possivel efeito neuroprotetor do acgai (Euterpe Oleracea) nas alteragdes
eletrofisioldgicas e comportamentais do sistema visual causadas pela retinopatia diabética em

modelo animal com diabetes induzida.
Objetivos especificos

o Caracterizar  alteragbes funcionais na retina provocada pela retinopatia

diabétca, através de eletrorretinograma de campo total (ERG);

o Avaliar o possivel efeito neuroprotetor do acai na fungdo da retina dos animais

com diabetes induzida através da analise das amplitudes da onda B;
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o Comparar as possiveis mudancas na retina dos animais induzidos ao diabetes
com ingestdo de alimentagdo enriquecida com acai comparado aos animais do grupo
controle que receberdo alimentacdo padrdo através da mensuracdo das seguintes
respostas: escotopica de bastonetes, escotopica mista (bastonetes e cones), fotoptica

de através do ERG;

o Reproduzir um modelo de diabetes tipo | em rato Winstar albino utilizando

como droga diabetogénica aloxana;

o Comparar o desempenho de ratos controles e diabéticos em tarefas de
discriminacao;

o Comparar o desempenho comportamental dos ratos diabéticos e controlesantes

e apos a inducdo diabetogénica;

3. Método

3.1 Ambiente

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Neurofisiologia Dr. Eduardo

Oswaldo Cruz, situado no Instituto de Ciéncias Biologicas — ICB da Universidade Federal do

Para-UFPA bem como o laboratério de condicionamento operante do Ndcleo de Pequisa e

teoria do comportamento (NTPC 1). A sala de procedimentos era ampla, com iluminacdo

artificial, bem como natural, durante o dia. Nesta, constavam 0s equipamentos necessarios

(fotoestimulador, amplificador, computadores, caixa de condicionamento operante) para a

realizacdo de todos os experimentos propostos nesse estudo.

3.2 Sujeitos

O presente estudo se desenvolveu em concordancia com as normas preconizadas pelo
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Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e teve inicio a partir do da liberacéo
do protocolo (CEPAE-UFPA: BIO 033.2015), que esta de acordo com os principios éticos em
testes em animais adotado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA) e foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de Animais (CEUA) do Instituto de

Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal do Para.

Foram utilizados aproximadamente 18 Ratos albinos da espécie Winstar machos,
experimentalmente ingénuos, com aproximadamente 3 meses de idade (12 semanas, 90 dias
de vida), com peso de 120 a 200g, obtidos no biotério central do ICB/ UFPA, mantidos em
gaiolas — viveiro de polipropileno, medindo 41 x 34 x 17 cm, distribuidos em trés animais por
gaiola. Estes ficaram alojados no biotério do Nucleo de Teoria e Pesquisa do Comportamento
NTPC I/ UFPA, com ciclo 12 h claro — escuro a 25 1°C, com &gua e racdo balanceada Purina
Labina ad labitum. As gaiolas eram forradas com maravalha autoclavada. Para realizacdo de
avaliagbes e testes, os animais foram transportados para sala de experimentos em recipiente
adequado (caixas viveiro) e desenvolvidos ao biotério apds a finalizacdo de cada sessdo de

testes.

3.2.1 Grupos experimentais

Os animais foram aleatoriamente divididos igualmente em 3 grupos com 6 animais
cada: sendo 1 (um) grupo controle com racdo padrdo; 1(um) grupo diabético com ragdo
padrdo; 1 (um) grupo com diabetes induzida que recebeu a racdo enriquecida com acai pos

inducdo da patologia.

Apds o procedimento de indugdo diabética dos animais, alguns foram a Obito e
outros excluidos pois, ndo desenvolveramo quadro de diabetes como proposto no protocolo. A
tabela 1 mostra a distribuicdo dos grupos com aos animais que chegaram ao término da

pesquisa.
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Tabela 1

Grupos experimentais

Grupo controle (GC) Alimentacdo padrdo + ERG + 6 animais
treino discriminativo

Grupo diabético comAcai Alimentacdo enriquecida pés 2 animais
(DMA) inducdo diabetogénica, +
ERG + treino discriminativo

Grupo diabético sem Acai Alimentacdo padrdo + 6 animais
(DM) aloxana + ERG + treino
discriminativo

3.3 Modelo de diabetes experimental

Optou-se por esse metodo do modelo de indugdo de diabetes nos animais estudados,
devido a larga utilizacdo da Aloxana como agente diabetogénico (Gomes, 2010). Essa droga
possui citotoxidade especifica para a célulaspancreaticas, levando a morte das células e o

quadro clinico equivalente ao diabetes tipo | (Lenzen, 2008).

O efeito da droga ap6s sua administracdo no organismo se da pela liberagdo macica
de insulina, presumidamente em virtude do influxo de célcio ao citosolda células do péancreas,
na resposta das ilhotas pancredticas a glicose, devido a necrose destas células (Szkudel Ski,

2001).

Muitos fatores interferem na acdo da aloxana, entre eles, a dose e via de
administracdo da droga. Por isso, foi escolhida a via intraperitonial, por apresentar seguranca

na manutencdo da vida do animal bem como uma dose de 150mg/ kg a 2%, diluida em cloreto
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de sodio 0,9%, para evitar a necessidade de uma segunda dose.

Para a indugdo do ‘“Diabetes Mellitus” experimental, foi necessario que os animais
permanecessem 24 horas em jejum. A glicemia pré-inducdo foi aferida por processo
automatizado com o uso de medidor glicémico (OnCall® Plus, marca ACON Laboratories,

Inc).

Em seguida, os animais alatoriamente selecionados a compor o grupo diabético
receberam aloxanamonohidratada com uma dose de 150mg/ kg a 2%, diluida em cloreto de
sodio 0,9% (administracdo endovenosa). Logo apds foram recolocados nas gaiolas com

alimento.

Apds a aplicagdo da droga, a taxa glicémica foi verificada apds sete dias emtodos
animais induzidos, utilizando como ponto de corte 0s animais que estiverem com registros
sanguineos de glicemia acima de 200mg/dl evidenciando quadro de diabetes. Os animais que

apresentarem valores abaixo do referido anteriormente foram excluidos do estudo.

3.3.1 Afericdo da glicemia

Apo6s sete dias da aplicacdo da droga, foi aferido o indice glicémico em jejum de 12
horas, por processo automatizado com o uso de medidor glicémico (OnCall® Plus, marca
ACON Laboratories, Inc). Para isso foi realizado uma leve incisdo (corte) na cauda do animal
para coleta do sangue e posteriormente realizou-se a dosagem glicémica. Apds a constatacdo

gue o animal desenvolveu o diabetes, deu-se inicio aos testes.

3.4 Dieta dos animais

3.4.1 Racdo enriquecida com acai

A polpa do acai (Euterpe Oleracea) pasteurizado foi obtida em um estabelecimento
comercial denominado Kidelicia, localizado no municipio de Belém do Pard, fiscalizado e

autorizado para funcionamento pela vigilancia sanitaria para comercializacdo da polpa.
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A dieta foi elaborada de acordo com Souza et al. (2010) e Brasil et al., (2014). A
racdo enriquecida com polpa de acai foi confeccionada manualmente, de acordo com a
Association of Official Analytical Chemistry (1989) e AIN-93M (Reeves et al., 1993) através
da mistura da racdo convencional (farelo) (PURINA, Company Cia, S&o Paulo) e a polpa da
fruta (10:1 ¢/ g) com agua potavel. A mistura foi comprimida em pelotas e foi secada em uma

estufa de 60° por 3 horas (Figura 3).

Figura 3. Foto da racdo enriquecida com acai. Fonte: acervo proprio

Em seguida, foram mantidas sob refrigeracdo em sacos hermeticamente fechados (0
a 4°C), protegidas da luz até o0 momento da utilizagdo (ficando armazenadas por até 3 dias). A
racdo comercial que foi utilizada para alimentar os grupos controles foi a mesma utilizada
para preparar a racdo enriquecida com o acai (Euterpe oleracea). Cada animal recebeu a

mesma quantidade de ragdo, 100 g ao dia, que equivale a1 pelota por dia.

A dieta com racdo enriquecida com foi iniciada ap6s a confirmacdo do quadro de
diabetes nos grupos DM e DM + acai, porém, todos 0s grupos receberam alimentacdo

convencional em um periodo igual de 30 dias antes do inicio de todos os procedimentos
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experimentais.

3.5 Monitoramento do peso corporal

A massa corporal dos animais foi verificada através da balanca ELGIN DP15 no

inicio e final dos experimentos em todos 0s grupos experimentais.

3.6 Avaliacdo eletrofisiologica através do eletroretinograma de campo total

3.6.1 Instrumentos para realizacdo do ERG

Para avaliacdo, armazenamento e coleta de dados do eletroretinograma de campo
total, foram utilizados os seguintes instrumentos: O programa Labview 3.0 (National
instruments Austin, TX) foi utilizado para medicdo de sinais fisicos ou elétricos de uma ampla

variedade de sensores.

O programa Signal 3.0 foi responsavel pela mensuragdo e producdo dos gréficos do
eletrorretinograma, com a descricdo das ondas produzidas a partir dos estimulos para posterior

interpretacéo.

Para realizacdo ERG foram utilizados os seguintes equipamentos: A estimulacéo
visual foi gerada por um foto estimulador com tubo de xendnio, modelo PS33-PLUS, marca
Grass Technolgies. Serdo utilizados filtros de densidade neutra para reducdo da intensidade

luminosa, sendo um ND400 e outro a sobreposicdo de dois fittros, ND4 e ND6.

Os eletrodos utilizados foram: eletrodo de prata tipo disco (A) de 6 mm, modelo F-
E6SHC-12, eletrodo de aco tipo agulha (B), modelo F-E3-48; ambos da marca Grass
Technolgies e eletrodo de filamento de prata (C) dobrado em forma circular em tamanho

proporcional ao olho do animal, Figura 4.
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Figura 4: Eletrodos utilizados no eletrorretinograma. A) Eletrodo terra; B) eletrodo

ativo e C) Eletrodo referéncia. Fonte: arquivo pessoal

Os registros eletrofisiologicos obtidos foram enviados a um amplificador diferencial
AC com alta impedancia de entrada (Grass Technolgies, modelo P511), com fitragem passa-
alta de 0,3 Hz e passa-baixa de 300 Hz (figura 5). As respostas elétricas da retina foram
amplificadas em 200.000 vezes, com uma frequéncia de amostragem de 1 KHz por uma placa
de aquisicdo de dados A/D (National Instruments, Austin, TX). O programa de aquisicdo de

dados utilizado foi o Labview 3.0 (National Instruments, Austin, TX).
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Figura 5. Disposicdo dos equipamentos para realizacdo dos registros

eletrorretinograficos

3.7 Procedimentos de coleta de dados

Apb6s a selecdo dos animais e distribuicdo aleatério nos 3 grupos, 2 grupos
experimentais (diabetes com acai e diabetes sem acai). foram submetidos ao processo de
inducdo ao diabetes para posterior avaliacdo funcional da na retina apds o estabelecimento da
doenca (diabetes tipo 1), bem como o0s outros grupo (controle sem acai) onde todos 0s grupos
primeiramente foram submetidos aos procedimento de aprendizagem comportamental até a
fase de operante indiscriminado e posteriormente realizaram do exame de eletroretinograma

(ERG) para finalizarem testes comportamentais.

As avaliagdes eletrofisiologicas foram realizadas no trigésimo segundo dia de dieta.
Os testes eletrofisiologicos (ERG) tiveram inicio 4 (quatro) semanas apds a inducdo do

diabetes, o que corresponde a um més de inducdo de diabetes nos sujeitos.

Apos a realizacdo da avaliacdo eletrofisiologica, os testes psicofisicos concluidos.

3.7.1 Realizagdo do Eletroretinograma

O registro eletrorretinografico foi realizado nos animais 30 dias ap6s a confirmacéo
do quadro de diabetes tipo I. Os animais serdo adaptados ao escuro por no minimo 14 horas
(overnight) na sala de experimentacdo, com o0 objetivos de manter seus bastonetes (células da
retina)em seu limiar de ativagdo, para a realizacdo dos testes de resposta mista (bastonetes e

Ccones).

3.7.1.1 Preparacdo do animal para o ensaio eletrofisiologico

Os registros eletrofisioldgicos da retina foram realizados apds anestesiar 0s animais,
com injecdo intraperitoneal de solugdo de hidrocloreto de cetamina (Cetamina 10% (50mg/kg)

e hidrocloreto de xilazina (5 mg/kg) 2%, numa propor¢do de 3:1. ApGs observar a auséncia de
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reflexos, o animal foi posicionado na gaiola de Faraday e colocado para anestesia monocular:
cloridrato de proximetacaina 0,5 % (anestesia local). Os mesmo também teve a sua pupila
previamente dilatada com uma gota de colirio tropicamida 1% (MydriacylAlcon R) para que o
estimulo luminoso alcance maior area possivel do tecido retiniano. Estes procedimentos

foram realizados pelo experimentador, previamente treinado para a execucdo deste.

Apo6s a dilatacdo da pupila, os eletrodos foram colocados com o auxilio de uma lupa
(3,5x) da seguinte forma: O eletrodo terra (com formato de uma clpula) foi posicionado,
instalando-0 na regido interna do lobulo da orelha do animal, ap6s escarificacdo (esfoliagdo)
local para retirada de pelos presentes, residuos de fluidos corporais, diminuindo possiveis
interferéncias. Para tal procedimento, foi utilizada pasta escarificadora (NuPrep,
D.O.WEAVER). Para fixacdo do eletrodo terra, foi utilizada uma pasta eletrolitica (Tem 20

D.O. Weaver), que auxilia na captacdo dos sinais elétricos.

O eletrodo referéncia, em forma de agulha, foi posicionado na regido subpalpebral,
no qual sua extremidade serd posicionada adjacente a cornea. Finalmente, o eletrodo registro,
constituido com uma adaptacdo com DTL (Downson, Trick e Litzkow), que consiste num fio
de prata, que posicionado sobre a retina € capaz de captar 0s sinais provenientes da mesma.
Os animais serdo posicionados na gaiola de Faraday (46,5 x 40,3x30 com) a 30 cm do

fotoestimulador.

Todos esses procedimentos foram realizados no escuro com auxilio de uma luz
vermelha de baixa intensidade. Apds os registros das respostas, 0s animais permaneceram
adaptados no claro por 10 minutos, para anular a participacdo dos bastonetes, com intuito de
obter-se respostas isoladas dos cones. Os estimulos luminosos serdo apresentados por

fotoestimulador posicionado a 30 cm do olho do animal.

3.8 Protocolo para realizagdo do ERG

O protocolo a ser utilizado é uma ampliacdo do protocolo proposto pela International

Society for Clinical Eletrophysiology of Vision (ISCEV), baseada em pesquisas anteriores
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2017).

Foram apresentados estimulos de luz branca com diferentes intensidades, duracdo e

intervalo interestimulos de acordo com o tipo de resposta que se pretende obter.

Para cada tipo de resposta serdo emitidos 6 a 12 pulsos, exceto na resposta de
Flicker, na qual foram emitidos pulsos intermitentes durante 6 segundos. A resposta final foi a

média obtida das respostas de cada pulso.

A aplicacdo do protocolo a partir do inicio dos registros, teve duracdo de 20 a 30
minutos. O registro foi realizado pelos préprios pesquisadores responsaveis pela pesquisa,

apos devido treinamento e conhecimento prévio do protocolo.

Os registros foram obtidos na seguinte ordem:

e Estimulo com flash Unico com duragdo de 10 ps por um periodo de um

minuto;

e Em seguida, sera avaliada a resposta fotopica, realizando-se a adaptacdo do
animal por aproximadamente 10 minutos, de acordo com as seguintes

etapas:

e Estimulo com flash Unico com duracdo de 10 ps por um periodo de um

minuto;

e Estimulo com flash Unico com duracdo de 10 ps por um periodo de um

minuto, com a utilizacdo de filtros de luz (vermelho, verde e azul).

3.7.2 Mensuracdo dos componentes do ERG
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As respostas obtidas a partir de cada pulso de luz foram promedidas e medidas com
auxilio do programa Signal 3.0, como descrito a seguir: (1) A amplitude da onda — a é medida
entre a linha de base e o pico maximo da onda-a. (2) A amplitude da onda-b é medida entre o
pico maximo da onda-a e o pico maximo da onda-b. (3) O tempo implicito de cada onda é

medido entre o inicio do estimulo (flash) e o pico maximo da onda. Figura 6.

1 /
Estimulo

Tempo de culminagdo da
ondab

Figura 6. Padronizacdo das medidas das respostas do eletrorretinograma
3.8 Avaliacdo comportamental
Avaliacdo Psicofisica da Visdo de Cores em Camundongos

A investigacdo comportamental da visdo de cores dos camundongos foi uma
tentativa de treino realizada através de estimulos pseudoisocroméaticos, semelhantes aos
utilizados na adaptacdo do Cambridge Colour Test para 0 uso sem instrucbes em criangas e
em primatas ndo humanos (Goulart et al., 2008; Goulart et al. 2013). A preparagdo para 0S
testes psicofisicos consistiu em um treino discriminativo em uma camara de condicionamento
operante, no qual a resposta de pressdo a barra (RPB) foi reforcada diferencialmente na
presenca de contraste cromatico entre alvo e fundo em estimulos pseudoisocromaticos, como

apresentado na figura a seguir.
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Figura 7. Exemplo de disposicdo de estimulo cromatico adotado. A area de

aproximadamente quadrado com um matiz diferente do fundo € o alvo. (Goulart et al., 2013).

Os matizes de treino foram escolhidos de forma a ndo coincidir com as linhas de
confusdo previstas para ratos. Os testes consistirdo na introducdo de tentativas de teste,
totalizando 3 novos matizes, incluindo matizes localizados em potenciais linhas de confusao

dicromata.

3.8.1 Equipamentos para testes psicofisicos

Foi utilizada uma caixa de condicionamento operante INSIGHT Cs 0199, a qual
estavam acopladas barras e luzes e um bebedouro (todos do mesmo fabricante da caixa). A
caixa foi associada a um monitor Catodic Ray Tube (CRT) Diamond Pro 2070SB (Mitsubishi,

Cypress, USA) no qual foram apresentados os estimulos cromaticos.

Na caixa de condicionamento operante porta de acrilico frontal, n6s acoplamos o
monitor CRT a uma distancia de 10 cm, que foi usado para apresentar os estimulos gerados

através do Cambridge Color Test.

Para o controle dos parametros experimentais, utilizamos um software inspirado no
Cambridge Colour Test, em linguagem Object Pascal (Borland’s Delphi 7.0). A geragédo e
controle dos arranjos de estimulo foi feita por meio do sistema ViSaGe (Cambridge Research

Systems, Rochester, UK), que permite resolucdo de cor de 16-bits e controle de lumindncia.
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As tentativas foram apresentadas através do monitor CRT de. O monitor foi mantido
calibrado por meio do fotdmetro Color CAL (Minolta, Osaka, Japédo) usando a rotina padréo

de calibragéo da biblioteca VVSG Desktop (verséo 8).

3.8.2 Estimulos

O arranjo de estimulos consistiu de um mosaico de circulos de tamanho e luminancia
variaveis, apresentados sobre um fundo preto. A luminincia de cada circulo variou de forma
randomica de tentativa para tentativa, podendo assumir qualquer um de seus valores entre

8cd/m? e 18 cd/n?.

Um subconjunto de circulos definido com um matiz diferente dos demais circulos
constituiu um alvo. A luminancia média do alvo e do fundo foi constante, de maneira que a

Unica variavel relevante para a resolucdo da tarefa foi a diferenca cromatica entre ambos.

A cromaticidade do alvo foi modificada de uma tentativa para outra. A principal
modificacdo em relacdo ao teste original foi o alvo. Originalmente o alvo consiste de um C
de Landolt onde este foi alterado para uma area colorida definida com a forma aproximada de
um quadrado de lado 5cm (Figura 3). O alvo apareceu em uma posicdo central fixa na tela,

sem variagdes em relacdo ao fundo, de uma tentativa para a outra.

Os matizes do alvo e do fundo foram definidos em termos de coordenadas do
diagrama de cromaticidade da Comission Internationale de I’Eclairage (CIE) 1976 u’v’. Os
limites da gama de cores (gamut) do monitor serdo u'=0,416; v'=0,522 (fésforo vermelho);
u=0,117; v’=0,559 (fosforo verde); uw'=0,159; v’=0,177 (foésforo azul). O arranjo mudava
dinamicamente de uma tentativa para outra, com 0 matiz do alvo variando tanto entre 0s eixos
de variagdo cromética (que correspondem & linha que liga as coordenadas do fundo as
coordenadas do alvo) quanto dentro deles, com a excursdo ao longo de cada eixo variando

entre 0,110 e 0,002 unidades u’v’.

3.9 Preparo do animal para avaliagdo psicofisica
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Para a avaliacdo do desempenho visual dos camundongos atraves do teste
psicofisico, os animais dos grupos diabéticos e os controles foram privados da ingestdo de

agua por 24 horas antecedentes aos procedimentos. Sendo este o fator de reforgamento.

As sessdes experimentais ocorriam diariamente, com aproximadamente 23 horas de
intervalo entre elas, com excecdo dos finais de semana e dias nos quais fatores extraordinarios

inviabilizaram a realizagdo das mesmas.

3.9.1 Procedimento geral

Como protocolo de preparacdo para 0s testes, os animais foram submetidos a
seguinte sequéncia de procedimentos: treino ao bebedouro e modelagem da resposta de

pressdo a barra (Fase 1), treino discriminativo em CRF com estimulo isomcromatico (fase 2),

As fases seguintes que seriam: Treino discriminativo em esquema varidvel com
estimulo isocromatico (3) e fase 4 - treino com mlltiplos matizes. Porém durante a fase 2, 0s
animais por muitas sessdes realizadas ndo apresentaram diferenciacdo comportamental para

discriminacdo dos estimulos, ndo sendo possivel atingir critério para a fase seguinte.

A partir de entdo, optou-se em realizar o treino discriminativo claro/ escuro por trata-
se de uma tarefa comportamental menos complexa em funcdo do tempo restante de pesquisa e
que também permitiria avaliar o desempenho comportamental dos sujeitos e sua comparacdo

entre grupos.

Fase 1 — Treino ao bebedouro

Essa fase consistiu em umasessdo nas quais ocorria a liberacdo de gotas de agua
(feita, exclusivamente nessa fase, de forma manual) em intervalo varidvel. Ao inicio do treino,
a agua era sempre liberada quando o animal estava muito préximo ao bebedouro, e a distancia
foi sendo aumentada, até que gotas fossem liberadas com o animal de frente para a parede
oposta ao bebedouro. As sessOes eram encerradas quando o sujeito ndo bebia uma gota de

agua quando a mesma era liberada, passados 10 minutos de sessdo ou quando se antigisse 0O
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tempo de 20minutos de sess@o. A fase foi encerrada quando o sujeito, estando virado para a
parede oposta, se voltava rapidamente (em intervalo menor que 4 segundos no tempo de

reacdo) ao bebedouro quando a gota era liberada por quatro vezes consecutivas.

Modelagem de Pressdo a Barra e Reforcamento Continuo (CRF)

Os sujeitos passaram por um treino preliminar que consistiu de uma sessdo de
modelagem, na qual a resposta de pressionar a barra (RPB) foi reforcada diferencialmente por
aproximacgdes sucessivas com a liberagdo de uma goticula de agua para o animal. Instalada a
resposta, 0s sujeitos foram expostos a duas sessdes de CRF, com 60 reforcadores cada,

objetivando fortalecer a resposta anteriormente modelada.

Recuperacdo de CRF

Esse momento foi de retomada aos treinos de aprendizagem apds a inducdo do
animais ao diabetes e alimentacdo com dieta enriquecida com acai para 0S grupo de

intervencdo. Consistiu em uma Unica sessao de treino de RPB, com duracdo de 20 minutos.

Fase 2 Treino discriminativo

2.1 Treino do Responderem CRF com estimulo pseudoisocromatico

Nessa segunda fase, foi realizado mais de 10 sessdes de 15 minutos. Cada sessdo
com 30 componentes, destes, 20 com reforco e 10 extingdo. A apresentacdo do estimulo
cromatico diante da caixa de comportamento operante pelo monitor permaneceu por 30
segundos epode se repetir na sequéncia por mais 30 segundos. Os estimulos varianvam em
comprimento de onda na cor azul e verde. ApoOs inUmeras sessdes 0s animais ndo atingiram

critério de 90% ou indice menor.

Fase 2.2 Treino discriminativo da resposta de pressdo a barra em CRF claro/ escuro

O treino discriminativo foi conduzido com a introducdo de periodos de luz 100%,
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nos quais a resposta de pressdo a barra (acima do bebedouro) era consequenciada com agua, e
periodos sem luz, nos quais a resposta ndo era seguida de agua. A sessdo composta por 30
componentes dos quais 20 compreendiam reforco no S ‘e 10 componentes S°, ambos com
duracdo de 30s cada (ANEXO II). Garantiu-se que o sujeito ficasse 3 segundos sem responder
antes do inicio da iluminacdo da caixa, uma vez que respostas nos Uktimos 3 segundos de
auséncia de luz adicionavam 3 segundos ao periodo (DRO 3s). Esta fase teve duracdo que
variava entre 2 a 3 sessdes de acordo com o desempenho do animal para atingir do 1D de 90%

em cada sessao.

Esta fase se encerrou quando o sujeito atingiu duas sessbes consecutivas com Indice
Discriminativo (ID = razdo entre a taxa de respostas em S+ e a taxa total de respostas) maior

ou igual a 90% em cada sessdo.

Os componentes que compuseram cada sessdo foram aleatoriamente dispostos na
folha de registro (ANEXO 1). 3.3 — Treino discriminativo claro/ escuro com esquema variavel

— Razdo Variavel 2

Nesta fase, a quantidade de respostas necessarias para acessar agua na presenca da
luz foi gradualmente aumentada. Foram realizadas sessdes com VR2. A sessdo foi composta
por 30 componentes com 30 segundos cada (anexo Il1), sendo 20 S* aleatoriamente e de
forma proporcional distribuidos em R1, R2, e 10 componentes de S°. O tempo despendido em
cada sessdo foi de 15 minutos. O critério adotado para encerrar esta fase foram duas sessfes

consecutivas com ID de 90%.

As sessOes experimentais serdo realizadas diariamente, cinco dias por semana, sendo

que cada sessdo de coleta de dados tera duracdo maxima de 20 minutos.
4. Andlise estatistica dos dados

Para o processamento dos dados obtidos a partir dos registros eletrofisiologicos,

utilizou-se o programa Signal 3.0 (Cambridge Eletronic Designer), que avaliou e mensurou as



51

ondas a e b produzidas em respostas das células retinianas ao estimulo luminoso. Em seguida,

os dados foram calculados pelo programa Calc (Apache OpenOfficeCalc).

Para a analise no nivel populacional, os dados obtidos passardo por analise
estatistica, na qual foi utilizado o programa GraphPad 5, onde foram atribuidos a média e
desvio padrdo dos grupos experimentais. Posteriormente, os resultados foram comparados
pelo teste de Andlise de Variancia (ANOVA), um critério seguido pelo pds-teste de Tukey.

Os valores de p< 0,05 foram considerados estatisticamente significativos

Os resultados foram analisados pelo teste ANOVA de uma via com poés teste de
Tukeypara a comparacdo entre grupos experimentais ou um grupo em diferentes condigcdes

através do programa Graphpad prism 5.0. Foi aceito como significativo valores de p < 0,05.

Para os testes comportamentais, a analise envolveu a comparacdo entre 0S grupos
controle e experimental e a comparacdo dos desempenhos individuais dos animais do grupo
experimental antes e depois da indugdo diabetogénica (sujeito como seu préprio controle),
levando em consideracdo 0s seguintes parametros: taxa de respostas no treino operante em
CRF; em recuperacdo de CRF, Taxa de respostas em cada componente do treino
discriminativo em CRF e em esquema intermitente VR2; nimero de sessdes necessarias até os
critérios de aprendizagem. As comparaces foram realizadas utilizando teste ANOVA ou por

inspecdo visual, quando apropriado.

Resultados
Parametros clinicos para a caracterizacdo do modelo experimental
A partir da analise do peso corporal e glicemia, podemos delinear a caracterizagdo de

cada grupo experimental que constituiu este estudo.

Avaliacdo da massa corporal
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O peso corporal dos animais foi mensurado anteriormente a realizacdo dos testes de
eletrorretinograma e comportamentais e ao final dos experimentos, estdo expressos na tabela
2. A comparacdo entre 0s grupos ndo evidenciou diferenca significativa.

Tabela 2

Média da massa corporal dos grupos do estudo

Controle DM+ acai DM
Peso (g) 223,5+ 18,56 2415 + 0,707 216 + 30,97
PESO
300+
200+
C)
100+
0' T
@ 2
& N
grupos

Figura 8
Peso dos animais de cada grupo antes dos experimentos. Resultados expressos em média e
em DP. Teste ANOVA uma via comp0s teste de Tukey,*< 0,05. N&o foram apresentadas

diferencas significativas.

Monitoramento da glicemia dos grupos de estudo

A avaliacdo da glicemia de jejum foi realizada em todos os grupos, sete dias apos a
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inducdo da droga aloxana nos animais dos grupos experimentais. Os resultados demonstram
gQue 0S grupos experimentais apresentaram glicemia superior ao grupo controle, com
diferencas significativas na comparacdo controle e DM + acai (p = 0,001) e controle com DM

(p = 0,001).

Tabela 3

Monitoramento de glicemia pos inducdo diabetogénica nos grupos experimentais

Controle ' DM+ acai ' DM

Glicemia 86,17+63mgdl 550+ 70,71 mg/dl 418,4 +118 my/d|
GLiCEMIA
800- | *% % |
|| 1
dodddk #
600- I |1 | i
5
B 400-
£
200+
L N
S
- >
& &
® o
grupos

Figura 9
Medida de glicemia dos grupos p6s inducdo diabetogénica nos experimentos.
Resultados expressos em média e em DP. Teste ANOVA uma via comp0s teste de Tukey, <
0,05. Foram apresentadas diferencas significativas em relacdo ao grupo contole e os grupos

diabéticos.
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Estes dados caracterizam a amostra em relagdo ao peso como homogéna. Quanto a
glicemia, os resultados evidenciam que o0s animais pertencentes aos grupos diabéticos
apresentavam média de glicemia de acordo com a exigida neste estudo (< 200mg/dl) para que

fossem considerados diabéticos.

Respostas do eletrorretinograma
As respostas eletrofisiologicas dos grupos experimentais foram calculadas, seguindo
0s padrbes da Sociedade Internacional Eletrofisiologia Clinica da Visdo (ISCEV-
International Society of Electrophysiology of Vision). Os dados a seguir serdo descritos em

tabelas e gréaficos contendo média por grupo e desvio padrdo da amplitude onda b.

Resposta escotdpica de bastonete

Em relacdo a onda b, foram encontradas diferengas significativas nas
comparacdes em todos os grupos em relacdo a amplitude, o grupo DM acai e controle (p =
0,0126), grupo controle e DM (p =0,0149) e DM+ acai com controle (p <0,0001). Foi
possivel observar nessa resposta a diminuicdo na amplitude da onda b na comparacdo entre
0S grupos controle e diabéticos. O grupo diabético tratado com acai apresentou amplitude
maior que os demais, com diferenca significativa (* <0.05).

Tabela 4

Médias e desvio padrdo das amplitudes da onda b em resposta escotépica de bastonetes

Controle DM + acai DM

178,10 +51,6 423,30 + 22,10 140,40 £15,51
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Figura 10

Amplitude da onda-b em resposta escotopica de bastonete. Resultados expressos em média
e em DP. Teste ANOVA uma via comp0s teste deTukey*< 0.05, **0,01, ***0,001,e para

****<0,00001.

Resposta escotopica (Mista 1)

Os dados a seguir sdo referentes a amplitude da onda b da resposta mista 1 (cones e
bastonetes), na qual é utilizado estimulo com intensidade de 0,378 cd.s/m?. Em relagdo a
amplitude, houve diferencas significativas entre os grupos controle e DM acai (p = 0,0001) e
DM acai e DM (p = 0,0003). N&o houve diferenca signficativa entre os grupos controle e DM
(p = 0,9453). Foi possivel observar nessa resposta, a diminuicdo na amplitude da ondab nos
grupos controle e diabetes, o grupo diabético tratado com acai apresentou amplitude maior

que os demais, com diferenca significativa (*< 0.05), demonstrados na figura 11.
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Tabela 5
Médias e desvio padrédo das amplitudes de onda B em resposta escotopica mista 1
Controle DM+ Agai DM
165,80 + 58,38 252,50 £ 31,77 171,5+ 16,24
MISTA |
| ]
1 1
300 - : * %% 1 1 * %% :
S
= 200+
()]
©
=2
S 100-
E
<
0- T
@ >
&‘O\ x'bc"
S o\‘
Grupos
Figura 11

Amplitude da onda-b em resposta escotopicas mista 1 dos animais de teste. Resultados

expressos em média e em DP. Teste ANOVA uma via com pos teste de Tukey, *< 0.05,

**0,01, ***0,001.

Resposta escotdpica (Mista 2)

Os dados a seguir séo referentes a amplitude da onda b da resposta mista 2 (cones e
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bastonetes), na qual é utilizado estimulo com intensidade de 0,215 cd.s/m2. Em relacdo
aamplitude, houveram diferencas estatisticamente significativas relacionadas aos grupos
controle e DM (p = 0,0007), DM+ acai e DM (p = 0,0392). Nao houve diferenca significativa

entre o grupo controle e 0 DM + acai (p = 0,5427), apresentadas na figura 12.

Tabela 6

Médias e desvio padrao das amplitudes de onda b em resposta escotépica mista 2

Controle DM + Acai DM
211,80 + 55,23 158,20 + 29,39 92,80 + 5,85
MISTA2
800 | * % .
1 1
< 600 I I
= *
° A
- 400- —
=
=
£ 200-
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@\0 & 06\
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® Q
grupos

Figura 12
Amplitude da onda-b em resposta escotopica mista 2. Resultados expressos em media e em

DP. Teste ANOVA uma via compds teste de Tukey,*< 0,05, **0,01, ***0,001.

Resposta Fotdpicas
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Em relagéo as respostas de cones S dos animais de teste, ndo foram encontradas

diferencas significativas na amplitude entre os grupos controle e DM acai (p = 0,0699),
controle e DM (p = 0,1708), e DM acai e DM (p = 0,9096). Houve diminuicdo na

amplitude da onda b nos grupos experimentais mas ndo significativa (figural3).

Tabela 7

Médias e desvio padrdo das amplitudes de onda b em resposta fotopica de cones S

Controle DM + acai DM

194,9 + 90,95 130,20 + 22,13 143 + 59,22

400+

()

o

o
1

Amplitude (pV)
s 8

o
1

grupos

Figura 13

Amplitude da onda b em resposta fotdpica de cones dos animais de teste. Resultados expressos

em média e em DP.Teste ANOVA uma via compds teste de Tukey,*<0.05.

Resposta fotopica de cones 1Hz
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Em relacdo as respostas de amplitude da onda b de cones 1Hz, foram encontradas
diferengas significativas na comparagdo entre grupos, controle e DM + agai (p = 0,0255),
controle e DM (p = <0,0001) e DM + acai e DM (p = 0,0004). Houve diminuicdo da amplitude
nos grupos experimentais, entretanto o grupo DM+ acai mostrou amplitude superior err

comparacdo ao DM, com diferenca significativa, p < 0,05 (figura 14).

Tabela 8

Médias e desvio padrdo amplitude da onda b em resposta fotopica de cones 1 Hz

Controle DM + acai DM
222,70+ 53,16 166,6 0+ 15,77 70,53 +17,39
Cone 1HZ
400 - % % % %
[ | [
| 1
">; 300 - N
— — *k %
®
200 - —
3 —
=
£ 100 -
<
0- T
e >
& K
c® Q
grupos

Figurald
Amplitude da onda-b em resposta fotopica de cones 1 Hz aos animais de teste. Resultados

expressos em média e em DP.Teste ANOVA uma via compds teste de Tukey,*<0,05.
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Resposta fotopica de cones M

Em relacdo as respostas de amplitude da onda b de cones M, foram encontradas
diferencas significativas na comparacdo entre grupos, controle e DM + acai (p = 0,0095),
controle e DM (p = <0,0001) e DM + acai e DM (p = 0,0156). Houve diminuicdo da
amplitude nos grupos experimentais, entretanto o grupo DM+ acai mostrou amplitude

superior em comparacdo ao DM, com diferenca significativa, p< 0,05.

Tabela 9

Médias e desvio padrédo das amplitudes de onda b em resposta fotdpica de cones M

Controle DM + acai DM
194,90 + 44,14 124,50 + 15,77 52,25 + 11,38
Cone M
300+ 1 *%k k% :
,->--. * %
= 200+ | | *
[
5 1 I_I
= 100+
E
) i
0' T
hY
\Q, (l,’b o@
O &a
& Q
grupos

Figura 15

Amplitude da onda-a em resposta fotopicas de cone dos animais de teste. Resultados

expressos em media e em DP. Teste ANOVA uma via com pds-teste de Tukey, *< 0.05.
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Padrao dos registros dos animais do estudo

Nos padrbes de registros, foram detectados principalmente reducdo da amplitude nos
grupos experimento, sendo encontrado tanto em respostas escotdpicas e fotopicas. Tal
diferenca pode ser atribuida ao percurso da retinopatia diabética nos grupos de animais
estudados. Os registros de respostas encontram-se exemplificados nas figuras15, 16, 17, 18,
19 e 20 a sequir:

Resposta de bastonetes

CONTROLE Bastonete DMA Bastonete
300+ B 300~
200 200
>
100- £ 1001
Q
04 . R
1004 g—-100- T
(1]
200- T 0,1 ms -200-
-300-
-300-

DM Bastonete

o

300+
2004

1004

N

-100 T
0,1 ms

-2004

amplitude (mV)
e

-300-

Figura 16
Registro da resposta escotdpica de bastonete dos animais de teste. Em A resposta do grupo

controle; em B resposta do grupo DM + acai e C resposta do grupo diabetes. A seta indica
0 inicio do estimulo.

0,1 ms
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Resposta escotOpica mistal

R CONTROLE Mista 1 5 DMA Mista 1
300+ 300+
- 2004 200-
> S
E 100- £ 100
) (]
T o S 0
= =t
g-mO-T 01 ms £ 1001 T
1]
% 200l — -200-
0,1 ms
300 -3004 —
DM Mista 1
300-
__ 200-
S
E 100
3
2 O'J\/‘
S 1004
g -100
(3]
-200- T
0,1 ms
-300- —
Figural7

Registro da resposta escotdpica de mista 1 dos animais de teste. Em A resposta do grupo
controle; em B resposta do grupo DM + acai e C resposta do grupo diabetes. A seta indica
0 inicio do estimulo.
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Resposta escotdpica mista 2

CONTROLE Mista 2
4001 B DMA Mista 2
300~
200 _ 360,
>
=
o 1004
04 E
= 04
Q.
0,1ms g T
— -1004
-200- 100
0.1 ms
-200-
c DM Mista 2
400+
S
£ 2004
Q
T
|
) .
£ 0
]
0,1 ms
-200- —

Figural8

Registro da resposta escotdpica de mista 2 dos animais de teste. Em A resposta do grupo
controle; em B resposta do grupo DM + acai e C resposta do grupo diabetes. A seta indica
o inicio do estimulo.
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Resposta fotopica de cone 1Hz

CONTROLE Cone 1hz
A DM Agai Cone 1Hz
300 B
300+
200+
3 _ 200-
o 1004 2
g o 1004
= 0 T
o T g
: s O
-1004 E
0,1 ms © =100+
-200- —
-200-
DM Cone 1hz
C 300-
. 200-
>
2
o 100
T
=
= 0
Q.
: t
-100
0,1 ms
-200-
Figura 19

Registro da resposta fotdpica de cone 1Hz dos animais de teste. Em A resposta do grupo
controle; em B resposta do grupo DM + acai e C resposta do grupo diabetes. A seta indica
0 inicio do estimulo.



Resposta cone S

CONTROLEcone S
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;. 2004 ; 200-
= E
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L o 1004
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Figura 20
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DMA Cone S

0,1ms

0,1 ms

Registro da resposta fotdpica de cone S dos animais de teste. Em A resposta do grupo
controle; em B resposta do grupo DM + acai e C resposta do grupo diabetes. A seta indica

0 inicio do estimulo.
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Resposta cone M

CONTROLE Cone M DMA Cone M
A 300- B 300+
—~ 200 . 200-
S S 200
E £
g 1001 o 1007
S 3
= 0 S 01 “
Q. Q
£ £ T
® 100+ 0.1 ms © -100- o
i e
-200- -200-
DM Cone M
C 300-
—~ 200
S
£
5 1004
T
2
= 0+
Q
; T
-100+ 0,1ms
—
-200-
Figura 21

Registro da resposta fotdpica de cone M dos animais de teste. Em A resposta do grupo
controle; em B resposta do grupo DM + acai e C resposta do grupo diabetes. A seta indica
0 inicio do estimulo.
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Resultados dos testes comportamentais

As taxas de respostas de pressdo a barra, referentes a razao entre 0s nimeros de eventos
brutos e o tempo de sessdo, foram monitoradas através de protocolo proprio, idealizado pela
pesquisadora (ANEXO 1). As sessfes de CRF tiveram duragdo de 15 minutos. As sesses de
treino discriminativo também tiveram duracdo de 15 minutos, com 30 componentes de 30 s,
sendo 20 componentes S+ e 10 componentes S-. A partir de entdo, obteve-se a média e desvio
padrdo de cada grupo por fase de treino para comparacdo entre grupos.

As taxas de reposta foram comparadas estatisticamente pelo teste ANOVA uma via, com
pos-teste de Tukey, atribuindo valores de p<0,05
Reforcamento continuo

Na fase de treino CRF, os grupos foram comparados gquanto a taxa de resposta de presséo
a barra. Este treino foi realizado com todos os animais antes da inducdo do diabetes. Ndo foram
observadas diferencas significativas na comparacdo do grupo controle e DM+acai (p = 0,9541),

controle e DM (p = 0,5251) e DM+acai e DM (p = 0,8461). Expressos na figura 22.

Tabela 10

Médias e desvio padrdo das taxas de respostas pressao a barra entre os grupos na fase CRF

Controle DM + acai DM

Eventos/ min 5,35+ 1,55 5,05+ 0,35 4,48 + 0,96
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Figura 22
Taxa de resposta de pressdo a barra (RPB) em CRF no controle e grupos experimentais.
Resultados expressos em média e em DP.Teste ANOVA uma via compds teste de Tukey, *<

0.05. Nao foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos.

Recuperacdo do CRF

A recuperacdo CRF para treino de RPB foi a fase de retomada aos treinos de
aprendizagem comportamental, quando os animais dos grupos experimentais ja eram diabéticos,
com glicemia superior a 200mg/dl. Os grupos foram comparados quanto a taxa de resposta de
pressdo a barra. Nao foram observadas diferengas significativas na comparagdo do grupo
controle e DM + acai (p = 0,7188), controle e DM (p = 0,0628) e DM + acai e DM (p = 0,4767),
dados ilustrados na figura 23.

Tabela 11

Médias e desvio padréo da taxa de resposta na fase de recuperacdo do CRF

Controle DM + acai DM

5,28 +£0,873 4,85 + 0,495 4,19+ 0,361
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Figura 23
Taxa de resposta de pressdo a barra (RPB) em recuperacdo de CRF no controle e grupos
experimentais.Resultados expressos em media e em DP.Teste ANOVA uma via comp0s teste

de Tukey, *< 0.05. N&o foram observadas diferengas significativas entre oS grupos.

N° de sessdes para conclusdo do treino discriminativo

Nesta fase admitiu-se como critério de término dos procedimentos a aquisicdo por cada
animalde ID < = 90% em duas sessbes consecutivas de treino com VR2. Os resultados
demonstram uma média de sessdes que varia de 7 a 9 sessdes para concluir o treino. Houve
diferenca significativa na comparacdo do grupo controle com o DM (p = 0,0040), nas demais
comparacdes ndo foram encontradas diferencas significativas controle e DM + acai ( p =

0,0745), e DM+ agai e DM (p = 0,6860), Figura 24.
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Tabela 12

Médias e desvio padrédo do n° de sessdes para conclusdo do treino discriminativo

Controle DM+agcai DM

7+0,3162 8,5 0,5 9 +0,3162

N° DE SESSOES TD
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Figura24
Numero total de sessdes para término do treino discriminativo no controle e grupos
experimentais. Resultados expressos em média e em DP.Teste ANOVA uma via comp0s teste
de Tukey, *< 0.05.
Incremento no Treino discrisminativo em CRF
Na comparacdo entre grupos das diferencas de incremento (considerou - se a diferenca
entre as taxas de respostas/min da fase de treino discriminativo em CRF e a taxa de respostas em

recuperacdo de CRF. Nesta analise ndo houve diferenca estatisticamente significativa.
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Tabela 13

Médias e desvio do incremento de treino discriminativo em CRF e recuperacao de CRF

Controle DM+ acai DM
Eventos/ 11,7 + 3,96 6,19 + 4,15 6,59 + 3,012
min
INCREMENTO REC CRF/ TD EM CRF
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Figura 25

Diferenca nas taxas de respostas em recuperacdo de CRF e treino discriminativo em CRF no

controle e grupos experimentais. Resultados expressos em média e em DP.Teste ANOVA uma

via compds teste de Tukey, *< 0.05.
Incremento no Treino discrisminativo em VR2
Na comparacdo entre grupos das diferencas de incremento (considerou - se a diferenca
entre as taxas de respostas/min da fase de treino discriminativo em VR2 e a taxa de respostas em

de treino discriminativo em CRF. Nesta andlise, ndo houve diferenca estatisticamente

significativa.



Tabela 14

Médias e desvio padrdo do incremento de treino discriminativo em VR2 e treino discriminativo

em CRF
Controle DM+ acai DM
Eventos / 4,84 + 3,52 3,03+£0,13 154 £151
min
INCREMENTO TD EM CRF / VR2
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Figura 26

Diferenca nas taxas de respostas de treino discriminativo em CRF e VR2 no controle e grupos
experimentais. Resultados expressos em média e em DP.Teste ANOVA uma via compds teste

de Tukey, *< 0.05.

Treino discriminativo com VR2

Nesta fase final de avaliagio comportamental, admitiu-se como critério de término dos
procedimentos a aquisicdo por cada animal de ID < = 90% em duas sessbes consecutivas de
treino com VR2. Os resultados expressos em média e desvio padrdo (tabela 14), evidenciam o
aumento do ndmero de respostas de pressdo a barra na condicdo S+ (claro), bem como a reducéao

na condicdo S- em todos os grupos de teste (Tabela 15).
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Tabela 15

Médias e desvio padréo das taxas de resposta do treino driscriminativo Claro/escuro

Controle DM + acai DM
Claro S+ 33,83 £ 13,26 18,10 + 1,131 16,28 + 5,61
Escuro S - 6,10 £ 3,18 3,40 £ 0,28 2,15+1,53

Treino discriminativo claro/ escuro vR2

50-
Il Claro S+

40 Escuro S-
c
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Figura 27

Taxa de resposta de pressdao a barra em treino discriminativo claro/escuro Vr2 no controle
e grupos experimentais. Resultados expressos em média e em DP. Teste ANOVA uma via comp0s
teste de Tukey, *<0.05.

Foram observadas diferencas significativas na comparagdo do grupo controle e DM (p =
0,0240 ), sem diferenca entre controle e DM + acai (p = 0,1622) e DM + acai e DM (p = 0,9716)
para as respostas no claro ( S+).

Para as respostas no escuro em (S -) também houveram diferencas significativas na
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comparacdo do grupo controle e DM ( p = 0,03). Ndo foram observadas diferencas significativas

na comparagdo grupo controle e DM + acai (p = 0,385) e grupo DM com DM + acai ( p = 0,80).
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Registro do desempenho em todas as sessdes do procedimento de treino discriminativo dos

animais de teste do grupo controle.
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Registro do desempenho em todas as sessdes do procedimento de treino discriminativo dos
animais de teste do grupo diabético.
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Desempenho individual no procedimento de treino discriminativo
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Figura 30

Registro do desempenho em todas as sessfes do procedimento de treino discriminativo dos animais
de teste do grupo diabetes + acai.
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Discusséo

O modelo de diabetes experimental utilizado neste estudo se mostrou eficaz, o protocolo
utilizado para o desenvolvimento do diabetes com uso de aloxana, resultou no quadro de diabetes
tipo 1 nos animais dos grupos experimentais. Foi observado que apos sete dias de administracdo
da droga, em uma dose de 150mg/kg a glicemia jA se mostrou elevada, bem acima de <
200mg/dl, caracterizando o diabetes.

O diabetes Mellitus, induzido quimicamente com drogas citotoxicas em animais de
experimentacdo tem sido empregado como modelo para os estudos de agentes terapéuticos e
preventivos da doenca, dos eventos hormonais e morfologicos que ocorrem durante e apoOs a
inducdo do estado diabético (Zanoello et al., 2002; Ribeiro et al., 2007).

O uso da aloxana é considerada modelo eficaz para desenvolver o diabetes Mellitus
experimental. Alguns pesquisadores relatam dificuldades em conseguir induzir o diabetes
(Federiuk et al., 2004; Ribeiro et al., 2007), devido as caracteristicas da droga: instabilidade
quimica, metabolismo rapido e fatores como dieta e idade, o que torna quase impossivel
estabelecer uma relagdo clara entre as doses de aloxana e sua concentragdo efetiva no pancreas
(Negri, 2005).

Essa dificuldade também foi observada no presente estudo, quanto a dose eficaz para
estabelecer o quadro de diabetes. Os protocolos de indugdo variam na concentragdo da droga,
Para o presente estudo, foram selecionados para compor 0s grupos os animais que apés sete dias
de inducdo apresentassem glicemia superior a 200mg/dl. Adotou-se para 0s sujeitos da pesquisa
em guestdo a dose de 150mg/kg.

Os grupos de animais diabéticos apresentaram glicemia superior a 300 mg/dl, e na sua
maioria superior a 500 mg/dl. O quadro de diabetes grave tipo 1 foi estabelecido nos animais de
estudo.

A literatura evidencia que as alteragOes iniciam precocemente tdo logo a hiperglicemia se
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mantém. Philips e colaboradores (2004), mostram em seu estudo que apo6s dois dias do inicio do
diabetes ja se observava alteragbes no ERG, que aumentavam até a 122 semana.

Estudo realizado por Guimardes (2014), que buscou avaliar as alteracdes
eletrofisiologicas através do ERG em ratos induzidos ao diabetes e hipotiroidismo, evidenciou
importantes alteracbes no ERG a partir de 30 dias do inicio das patologias. A conclusdo foi que
ambas doencas afetam a fun¢do visual, mas o diabetes de forma mais rapida. Além disso, 0s
resutados do ERG mostraram que o0s animais diabéticos foram mais afetados que o0s com
hipotiroidismo, sugerindo que o diabetes provoca mais danos ao tecido retiniano.

No presente estudo nos componentes do ERG foram analisadas as amplitudes da onda b.
Apo6s 30 dias do inicio do diabetes, esta amplitude se mostrou diminuida em todos os tipos de
resposta avaliadas (escotopica de bastonete, escotopica de mista 1 e 2, fotdpicas de cone 1Hz,
azul e verde) nos animais diabéticos sem adi¢do do agai na dieta.

A retinopatia diabética afetou respostas de cones e bastonetes, ja que houve reducdo na
amplitude da onda-b em condices de adaptacdo escotdpica e fotopica, indicando deéficit nas
diferentes células da retina resposaveis por tal componente (células bipolares ON e células de
Mdiller). Estes dados também foram compativeis com dados obtidos por bdelkader (2013), em
ERG com humanos onde se obteve alteracGes nas respostas escotdpicas e fotopicas, e Kohzaki &
colaboardores (2008), que relatam diminuicdo da amplitude da onda b.

Os déficits na funcdo do sistema visual foram relatos tanto em humanos quanto em
modelos de animais com diabetes tipo I. A reducdo da amplitude das ondas e potenciais
oscilatorios foram os que mais ocorreram (Guimardes, 2014; Oliveira, 2018). Estas alteragdes
podem advir de diversos mecanismos, dentre elas duas s&o as mais aceitas.

A primeira forma de alteragéo retiniana onde Ino e colaboradores (2000) e Mac Gregor et
al (1986), descrevem que O estresse oxidativo, acimulo de sorbitol nos tecidos, provocam

hipdxia tecidual na retina evoluindo para morte celular (Reis et al., 2008; Fortunato et al., 2008;
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Ferreira et al, 2011).

A segunda hipétese é de que a excitotoxidade do gluatamato, Li & Puro (2002), mostram
que o diabetes gera uma disfuncdo no transportador de glutamato na retina. Apesar deste ser o
principal neurotransmissor da retina, sua concentracdo excessiva € prejudicial e gera
neurodegenracdo. Ensaios ja sugerem que a retinopatia diabética causa uma perda cronica de
neurbnios na retina interna, pelo aumento da freqliéncia de apoptose (Hammes et al., 1995;
Mizutani & Kern,1996; Serrabarsa et al.,2008).

Enquanto a maioria dos estudos tem dado énfase as mudangas vasculares da retina na
RD, surgem evidéncias de que a funcdo das células nervosas da retina sdo alteradas logo apds o
inicio do diabetes. Mudancas funcionais podem ser identificadas através do ERG antes do
desenvolvimento da patologia vascular, sugerindo que elas sé&o decorrentes de um efeito direto
do diabetes na retina neural ao invés de serem secundarias a quebra da barreira hemato-
retiniana. Diante desses achados, o presente estudo deteve-se na avaliacdo da retina no estagio
incial do desenvolvimento da retinopatia (Serrabarsa et al., 2008; Ferreira et al., 2011).

O desenvolvimento da RD e as possiveis alteracBes bioquimicas decorrentes do estresse
oxidativo no processo de alteragbes da retina se mostraram de forma diferenciada no grupo
diabetes + acai (Euterpe Oleracea), no qual as amplitudes da onda b analisadas nas diversas
respostas, mostraram-se superiores no grupo diabético + acai e até mesmo em alguns
componentes superiores ao grupo controle. Esses dados sugerem que o poder das substancias
antioxidantes do acai promoveram uma possivel protecdo no agravo dos danos visuais, ainda que
em sujeitos patologicos com o mesmo tempo de doenca que 0s do outro grupo.

Estes achados estdo em consonédncia com estudo recente de Oliveira (2018), em que na
retina de camundongos com diabetes induzida, acompanhados em trés semanas consecutivas
com realizacdo de ERG semanalmente, também demonstraram a melhora na amplitude da onda b

em camundongos que receberam o tratamento com dieta enriquecida com acai (Euterpe
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Oleracea). Estudo semelhante foi feito por Sasaki et al (2010), onde o comprometimento do
ERG devido ao estresse oxidativo nas células neuronais da retina de camundongos mostrou-se
suprimido devido a administracdo de antioxidante, que suprime EROs local.

Em outro estudo realizado por Brasil et al (2016), avaliou-se o efeito de dieta enriquecida
com acai, na prevencdo de alteracBGes retinianas provocadas pela exposicdo ao metil mercurio,
demostrando que a utilizagdo da polpa da fruta na dieta permite prevenir estas alteracdes
retinianas que foram avaliadas através o eletroretinograma de campo total.

As substancias antioxidantes contidas no fruto, responsaveis pela reducdo do estresse
oxidativo nas células, as antocianinas, proantocianidina e flavanoides sdo considerados o0s
principais responsaveis pela coloracdo do fruto. Quanto mais escuro € o tom vermelho da polpa
do acai, maior sera a concentracdo de antocianinas. Uma revisdo em 2011 mostrou 20 compostos
quimicos bioativos e varias atividades farmacoldgicas da espécie (Heinrich et al., 2011).

Na pesquisa atual, a administracdo do acgai (Euterpe Oleracea) foi realizada por 30 dias
consecutivos para se avaliar os efeitos dessa dieta. O tempo de suplementacdo foi suficiente para
se observar as possiveis mudangas no organismo, em concordancia com o estudo de Pala (2016),
que avaliou em humanos os efeitos do consumo do fruto por igual periodo, afim de observar o
efeito do acai (Euterpe oleracea) sobre o estado oxidativo e a influéncia nas transferéncias de
lipideos para HDL em mulheres. Foi observado que o acai apresentou atividade protetora contra
0 estresse oxidativo e um efeito benéfico no metabolismo de lipideos.

A correlacdo desta capacidade antioxidante do acai é positiva para as fracbes de
antocianinas e 0s compostos fendlicos totais Santos et al.,( 2008) e Spada et al (2008) também
demostraram in vitro que a polpa do acai possui atividade antioxidante para o radicais livres. A
capacidade antioxidante também foi avaliada em ex vivo em tecidos isolados do cortex cerebral,
hipocampo e cerebelo de ratos. O pré-tratamento com acai reduziu o dano oxidativo induzido por

H202 em lipidios e proteinas e a atividade das enzimas, restabelecendo niveis basais
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semelhantes ao grupo controle em todos os tecidos avaliados (Spada et al., 2009; Guerra et al.,
2011).

Estudos com a Euterpe Oleracea para avaliar seu efeito sobre diversas patologias,
investigacdo em ultraestrutruturas (cadeia de DNA, analise bioquimica, ou como protecdo de
estruturas vem sendo iniciado. Porém, a investigacdo combinada de efeitos fisioldgicos e
comportamentais ainda é escassa.

A pesquisa buscou associar as duas areas de investigacdo, onde além de das interagdes
entre doenca e individuo voltado para a funcdo retiniana e principalmente dos neurbnios que
desempenham fun¢bes da visdo, buscou-se descrever as repercussdes da doenca, e a influéncia
da administracdo de acai na dietas dos animais diabéticos e sua influéncia nas alteracBes do
comportamento do sujeito e sua relagio com o ambiente, mais especificamente seu
comportamento de aprendizagem.

Na tentativa inicial da pesquisa, de desenvolver o treino discriminativo para visdo de
cores com mosaicos pseudoisocromaticos, foi frustrada, pois ndo houve diferenciacdo de
resposta ao longo das sessfes. 1sso mostra que provavelmente aspectos do procedimento foram
ineficazes para gerar indices discriminativos, uma vez que ao longo de muitas sessdes ndo houve
melhora de desempenho em todos 0s grupos.

Para essa etapa da pesquisa, 0s equipamentos utilizados, a construcdo do software para
exibicdo dos mosaicos e gerar os testes foram bem sucedidos. Os ajustes de tamanho de alvo,
posicdo de exibicdo, ajuste de cores, mensuracdo do comprimento da onda, foram feitos mas, ndo
foram eficazes para facilitar e ou permitir esse processo de aprendizagem nos animais do estudo.

Talvez adaptacbes mais precisas, como posicionamento fixo do animal na caixa para
visualizar o alvo, um monitor com tela de maior precisdo nas cores e medidas de cores do
diagrama mais compativeis com o limiar de sensibilidade visual dos ratos pudessem permitir

respostas comportamentais esperadas para discriminacgao.
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Em uma inspecdo visual panordmica do desempenho comportamental dos animais em
cada grupo, observa-se que em todos 0S grupos 0s animais e sua maioria apresentam um padrdo
de respostas, com perfil de aumento de taxa de resposta em cada fase, passando para a
discriminacdo inicialmente com respostas tanto em reforco ou extingdo semelhantes e que ao
longo das sessOes foram se distanciando. Todos os animais atingiram ID < 90%, tanto em CRF,
guanto em VR2, ou seja independente do diabetes todos passaram a discriminar.

Percebeu — se uma diferenciacdo entre 0s grupos em relacdo tanto na taxa de resposta
quanto no total de respostas acumuladas. Os grupos diabéticos apresentam uma diminuicao
dessas respostas a partir da transicdo do treino em CRF para VR2.

Na aprendizagem operante indiscriminado em CRF ndo houve diferenca significativa, o
que permitir discutir que todos animais no inicio do processo de aprendizagem dispunham de
condi¢cOes iguais e desempenho esperado para essa fase.

Apobs o periodo de inducdo do diabetes e téermino dos testes eletrorretinograficos, na fase
de recuperacdo de CRF, houve uma manutencdo da resposta de pressdo a barra e ainda que nos
animais dos grupos experimentais ja doentes, ndo houve diferenca de desempenho nesta etapa de
treino. Isto pode permitir afirmar que nesse procedimento o desempenho dos diabéticos ndo
mudou, ou seja, todos 0s grupos estavam em termos de aprendizagem sem prejuizo.

No Treino discriminativo, etapa CRF a maioria dos animais nos dois grupos tiveram
aumento na taxa de respostas global (componentes S+ e S- somados) nas sessdes de Treino
Discriminativo, em comparacdo com a taxa na recuperacdo de CRF. Entdo, os animais diabéticos
que ndo diferem dos controles em taxa de respostas em CRF e que ndo diferem no aumento dessa
taxa quando passam para o treino discriminativo.

Na transicdo da fase de recuperacdo de CRF, para treino discriminativo em CRF, a
diferenca do incremento (taxa de resposta da Ultima sessdo de treino discriminativo subtraido a

taxa de resposta em recuperacdo de CRF) ndo foi significativa, mas mostrou um aumento no
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responder de todos animais.

Enquanto que, na transicdo de treino discriminativo em CRF para discriminativo em VR2
para 0s grupos diabéticos ndo houve um crescente na taxa de resposta e nas respostas
acumuladas diferentemente do ocorrido no grupo controle, que apresentou um aumento nas taxas
de respostas global e respostas acumuladas.

Embora a inspecdo visual indique um padrdo de desenvolvimento diferente entre o grupo
controle e os diabéticos (com incremento marcado nas duas primeiras transicbes, mas ndo na
segunda (discriminativo em CRF e discriminativo em VR2), a comparacdo estatistica ndo
corroborou com essa interpretacdo no nivel dos grupos, pois essas diferengas estatisticamente
ndo foram significativas.

Entretanto, foi possivel observar que ha diferenca significativa nas médias de taxa de
respostas na Ultima sessdo de Treino Discriminativo em VR2. Ou seja, embora ndo haja
diferenca no desempenho inicial de diabéticos e controles, eles parecem diferir no
desenvolvimento da discriminacdo (os diabéticos terminam com taxas significativamente mais
baixas que os controle).

Este achado permiti dizer que, ndo houve perdas nos processo de aprendizagem mas que
a diminuicdo da capacidade fisica dos animais diabéticos, causados pelo préprio curso da doenca
associado ao periodo de privacdo de agua, pode ter sido responsavel por esse responder de menor
magnitude. Isso se justifica até pelo fato de que esta mudanca ja inicia a partir das Ultimas fases
do processo de discriminacgéo.

Esse achado corrobora com o estudo de Machado e colaboradores, 2010, que evidenciou
em seu estudo, que buscava correlacionar aprendizagem e desnutricdo com ratos Wintar com
diferentes dietas, avaliando o desempenho de reposta de pressdo a barra. Concluiram que cobaias
com dietas mais equilibradas, apresentam melhor desempenho do comportamento aprendido do

que os outros desnutridos, que apresentaram escores inferiores na execu¢cdo do comportamento
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de pressao a barra.

O treino discriminativo realizado com ratos neste estudo, demonstrou diferenca em
comparacdo ao tempo de aprendizagem entre 0S grupos, onde 0O grupo que necessitou de um
maior ndmero de sessBes para o término do treino e aquisicdo de critério de ID de 90% no claro/
escuro foi 0 grupo diabetes. Enquanto que o grupo DM + acai ndo apresentou diferenca em
comparacao ao grupo controle.

Esse resultado pode ser justificado pelo fato de que o diabetes trata-se de uma doenca
sisttmica e metabolica, esta atua diretamente na funcdo de todos os 6rgdos inclusive na absorcéo
dos nutrientes necessarios para gerar energia para manutencdo do organismo Vvivo e sua interagdo
com o ambiente em que vive. Mais especificamente no processo da doenca principalmente o
metabolismo da producdo das proteinas, € afetado, que é um macronutriente extremamente
importante que possui efeito anticatabolico que inibe a degradacdo e inibe a glicogénese. Quando
ocorre deficiéncia de insulina, quadro observado no diabetes tipo 1, os aminoacidos ndo sao mais
incorporados as proteinas musculares, gerando uma desordem nutricional no organismo
(Fernandes, 2013).

Nos ratos desnutridos foram mostrados em estudo anteriores aumentos da locomogdo no
Campo Aberto (Brioni; Orsingher, 1988; Salas; Cintra, 1979); reducdo da atividade exploratoria
(Frafikova, 1968; Frafikova; Barnes, 1968); reducdo da exploracdo das areas laterais em
comparacdo com as areas centrais da Tabua de Buracos (De Campos, 2006); maior exploracéo
dos bracos abertos no Labirinto em Cruz Elevado (Almeida; Garcia; de Oliveira, 1993; Pereira

Da Silva; De Oliveira, 2005; Riul et al.,1998).

Também tem sido demonstrada uma maior sensibilidade dos ratos desnutridos aos
estimulos aversivos e maior resisténcia a extincdo (Almeida; de Oliveira, 1994; De Oliveira;
Almeida, 1985). desnutricio ha uma predomindncia de comportamentos relacionados com

alimentacdo em detrimento de comportamentos relacionados com atividades de exploracdo do
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meio ambiente.

Alguns estudos mostraram pior desempenho dos ratos desnutridos em tarefas de
discriminacdo visual (Stephens, 1981; Tonkiss et al., 1991), em procedimentos de relacdo
espacial, no Labirinto em Y (Barnes et al., 1966) e em procedimentos de discrimin¢do visual

com macacos (Zimmermann,1975).

O estudo de Céledon, Smart e Dobbing (1982) com ratos desnutridos na gestacdo e
lactacdo mostrou piores desempenhos dos desnutridos em relagdo aos controles na discriminacdo
de estimulos (barras brancas e barras pretas ou barras verticais e barras horizontais), sendo

necessario mais treino para os desnutridos atingir o critério.

O estudo de Tonkiss e colaboradores (1991) com ratos adultos recuperados da
desnutricdo pré- natal introduzida cinco semanas antes do acasalamento e durante o periodo da
gestacdo, com tarefas de discriminacdo de estimulos de cor (preto e branco), posicdo (horizontal
e vertical) ou forma (circulo e quadrado) mostrou que também foi necessario mais treino para 0s
desnutridos do que para os controles nas tarefas de discriminacdes. Sendo assim, enquanto a
desnutricdo resulta em prejuizos estruturais e neuroquimicos no SNC a estimulacdo (Feliciano,

2006).

O diabetes altera o metabolismo de tal forma, que gera perda tecidual pelo
catabolismo, principalmente muscular, podendo levar a morte individuos sem tratamento
(Fernades, 2013). Tal fato pode ser observado no presente estudo, no qual os animais do estudo
diabéticos apresentaram perda gradativa do peso corporal, pelagem, ressecamento de mucosa e
diurese aumentada, sinais clinicos de quadro de diabetes descompensada, onde alguns evoluiram

a morte no decorrer da pequisa.

Outro estudo realizado por Bastos (2017), demonstrou que animais com doenca

hormonal com repercussdo metabdlica e que também cursa com desnutricdo (hipotiroidismo)
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apresentam desempenho em tarefas de aprendizagem inferior quando comparados a animais
controle. Neste estudo, os animais com hipotiroidismo tiveram n° de sessGes maior para passar

da fase de modelagem para o treino intermitente de razdo 2.

A comparacdo do desempenho dos ratos diabéticos e controles durante o treino da
discriminativo de claro/escuro, mostrou que houve diferencas entre grupos (controle e DM) em
relacdo as taxas de respostas tanto na condicdo claro quanto escuro (Figura 24). Todos 0S grupos
ao decorrer das sessOes foram capazes de atingir o critério de ID de 90%, e que apesar de ser
uma razdo baseada em nUmeros de respostas, € uma maneira bastante habitual de andlise em
estudos de discriminacdo. Entretanto, este tipo de analise representa apenas uma analise global

da distribuicdo de respostas nas duas condicdes ambientais claro/escuro (Feliciano, 2006).

De modo geral, ratos controles e diabéticos apresentaram uma aprendizagem
discriminativa quanto ao estimulo luz na condicdo claro/ escuro (Figura 24), mostrando que o
treino foi eficiente para estabelecer a aquisicdo dessa aprendizagem comportamental.

Diante dos dados obtidos, o estudo pdde demonstrar a melhora na amplitude da onda b
dos animais que receberam o tratamento com dieta enriquecida com acai (Euterpe Oleracea) na
maioria das respostas do ERG, sugerindo o efeito neuroprotetor causado pelo acai na retina dos
ratos com diabetes induzida, podendo estar relacionado com a presenca das antocianinas.

Ainda que as respostas obtidas na amplitude das ondas b nos componentes do ERG, ndo
foram superiores ao grupo controle em todas as respostas analisadas nesta pesquisa, estas foram
superiores ao grupo diabético sem suplementacdo com acai. Assim como na aprendizagem
discriminativo, 0 grupo suplementado com agai atingiu critério de ID em menor tempo de treino
discriminativo.

Torna-se necessario mais estudos randomizados, controlados que esclaregam 0s
mecanismos de atuacdo desta neuroprotecdo na retinopatia diabética com concentracdes

especificas dos substratos do fruto, acompanhamento dos individuos por mais tempo, analise
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imunoistoquimica e até mesmo de ultraestrutura afim de elucidar tais evidéncias.

E relevante se investigar mais especificamente a reducio do estresse oxidativo, desde

estagios precoces da retinopatia diabética bem como seu efeito protetor, utilizando os

fitoquimicos em especial o acai, fruto nativo da regido Amazbnica e alto valor nutricional, pois

sobre este mecanismo bioquimico, os dados ainda sdo inconclusivos. Faz-se imprescindivel o

entendimento das bases moleculares do seu efeito, a fim de se implementar novas terapéuticas

adjuvantes a insulina no tratamento do Diabetes mellitus e suas complicacdes.

Conclusao

Os resultados do estudo evidenciam que a utilizacdo de dieta enriquecida com agai
produz neuroprotecdo contra 0s danos visuais, que cursam com a diminuicdo da

amplitude da onda b de ratos Winstar com retinopatia diabética induzida;

O procedimento utilizado para discriminagdo mostrou-se eficaz, pois resultou em

diferenciacdo comportamental nas condigdes claro e escuro;

A deterioracdo da capacidade fisica dos animais diabéticos influencia na magnitude do
responder, mas ndo evidencia prejuizo na aprendizagem de discriminacdo claro/ escuro

dos animais estudados;

A retinopatia diabética produz alteragdes visuais desde o inicio de seu desenvolvimento e

podem ser avaliadas precocemente.
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ANEXO |

FOLHA DE REGISTRO
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ANEXO I
FOLHA DE REGISTRO
TREINO DISCRIMINATIVO EM CRF 2° variagéo
Suijeito: Data:
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ANEXO llI

FOLHA DE REGISTRO ) )
TREINO DISCRIMINATIVO CLARO / ESCURO RAZAO VARIAVEL
VR2
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