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INTRODUCAO

A glicose é principal fonte da energia para o cérebro dos mamiferos
e o metabolismo desta molécula acaba fornecendo energia para
funcoes cerebrais através da geracdo de ATP. Desregulacdo do
metabolismo da glicose podem promover injurias ao cérebro tanto
através da hipoglicemia quanto da hiperglicemia, essas variacoes
dos niveis glicémicos plasmaticos podem ser apresentadas pelo
individuo portador de diabetes. A glicose é a base para
manutencdo das células neuronais e ndo neuronais e também serve
como precursora para sintese de neurotransmissores (TYCE e
WONG, 1980; MERGENTHALER et al., 2013). Desregulacao do
metabolismo da glicose podem promover injlrias ao cérebro tanto
através da hipoglicemia quanto da hiperglicemia (MERGENTHALER
et al., 2013), essas variacoes dos niveis glicémicos plasmaticos
podem ser apresentadas pelo individuo portador de diabetes
(HOFFMAN et al. 1989; CRYER, 2012).

O Diabetes Mellitus (DM) é uma desordem metabolica caracterizada
pela hiperglicemia tanto no estado de jejum quanto pos-prandial,
no qual o individuo normalmente manifesta polidipsia, politria e
polifagia (TAPLIN e BARKER, 2008; BASCONES et al., 2011). DM ¢é
considerado um sério problema de salde publica no Brasil e no
mundo (FRANCIONI e SILVA, 2007), agravado pelo estilo de vida
moderno, caracterizado por atividade fisica reduzida, obesidade
aumentada e envelhecimento da populacao (WHITING et al, 2011).
Segundo a OMS (2017), o nimero de pessoas diabéticas aumentou
de 108 milhdes em 1980 para 422 milhdes em 2014.
Provavelmente, o nimero de adultos com diabetes ira aumentar
em 55% até 2035 (GUARIGUATA et al, 2014). Normalmente de 5 a
10% dos casos de diabetes se deve ao DM tipo 1 (DM1) que é
resultado da destruicao das ilhotas pancreaticas (TAPLIN e BARKER,
2008; BASCONES et al., 2011). Enquanto que o DM tipo 2 (DM2)
incorpora aproximadamente 90% dos casos da doenca, este tipo de
diabetes é resultado tanto do aumento da resisténcia das células a
insulina endégena quanto do defeito na secrecdo deste horménio
(SALTIEL e KAHN, 2001; BASCONES et al., 2011).

Tém sido identificadas complicacdes relacionadas ao DM e o
sistema nervoso central (SNC), como exemplo, a encefalopatia
diabética (BIESSELS; LUCHSINGER, 2009). A partir de técnicas de
neuroimagem, pesquisadores forneceram dados sobre os efeitos do
DM com mudancas estruturais no cérebro apontando para a atrofia
cerebral, caracterizada pela reducao do volume da matéria branca
no nucleo caudado e regides talamicas (ROFEY, 2015). Estudo
recente sugere que picos hiperglicémicos transitorios estdo
associados a alteracdes elétricas cerebrais imediatas, e suas
implicacbes clinicas imediatas devem ser pesquisadas mais
profundamente (RACHMIEL, 2016). Uma maneira de investigar os
possiveis efeitos do DM sobre a atividade elétrica cerebral é

através do eletrocorticograma (ECoG). 0] registro
eletrocorticografico, aparentemente aleatério, permite identificar
padroes de ondas distintos que variam de acordo com o estado de
consciéncia e em decorréncia de determinadas doencas (AGUIAR et
al., 2015).

Atualmente, uma excelente maneira de identificar alteracdes nos
padroes de atividade elétrica cerebral é a aplicacdo de
ferramentas matematicas e computacionais, tais como: Espectro
de Poténcia (EP), Analise da Flutuacdo Destendenciada (DFA) e
Dimensao Fractal (DF) do espaco de fase reconstruido (AGUIAR et
al., 2015; PESSOA et al., 2016; PESSOA et al., 2017).

Os sintomas do DM2 podem ser semelhantes aos do DM1, porém
mais discretos, por isso, a doenca leva mais tempo para ser
diagnosticada, geralmente apds o surgimento de complicagdes
decorrentes da mesma (OMS, 2017). Desta forma, a utilizacdao de
novas ferramentas que auxiliem o diagnostico prévio ou previsao de
picos hiper ou hipoglicémicos, comuns aos pacientes com diabetes,
se tornam de suma importancia. O objetivo deste estudo foi
investigar, aplicando métodos matematicos, possiveis alteracdes
nos padrdes da dinamica cerebral, observaveis no registro do ECoG,
em ratos submetidos a inducdo de DM2 a partir da estreptozotocina
(STZ).

MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos utilizando animais neste estudo foram
realizados sob a vigéncia da Comissao de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (CEUA/ UFRPE),
Licenca n°. 134/2018 e Processo n° 23082.016833/2018-62. Foram
utilizados 10 ratos machos adultos (60 dias) da linhagem Wistar
(Rattus norvegicus var albinus), provenientes do biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA). Os animais
foram divididos em dois grupos, o GC - grupo controle e o GD2 -
grupo induzido ao diabetes tipo 2, cada um com cinco animais.
Para a inducao do DM 2 os animais com 60 dias de idade
pertencentes ao GD2 receberam uma dose de 60 mg/kg de STZ
(Sigma Aldrich, St Louis, Missouri, EUA) e apd6s 15 minutos foi
administrada uma dose de 120 mg/kg de nicotinamida (Sigma
Aldrich, St Louis, Missouri, EUA) diluida em tampao citrato por via
intraperitoneal (NAYAK et al., 2014).

Aos 83 dias de idade dois eletrodos foram implantados no
hemisfério esquerdo nas regides parietal e frontal do cranio dos
animais controle e induzidos a diabetes tipo 2. Apos sete dias de
administracao de antibidtico e anti-inflamatorio, os animais foram
considerados aptos para o registro do ECoG (PESSOA et al.,2016).
Os sinais do ECoG foram registrados aos 90 dias de idade, por um
periodo de 30 minutos utilizando o aparelho EMG 410C (EMG
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System do Brasil, Sdo José do Campos, Sao Paulo, Brasil) conectado
a um computador .

Os registros dos ECoG’s foram segmentados em uma janela
temporal de cinco minutos. Para calculo do EP, os segmentos
foram importados para o MATLAB versao 7.8 (MathWorks, Natick,
Massachusetts, EUA) e foi calculada a densidade espectral de
poténcia pelo método de Welch (1967) das seguintes frequéncias:
delta (0-4 Hz), teta (4-8 Hz), alfa (8-16 Hz) e beta (16-32 Hz). O
método do DFA foi aplicado no ECoG total e nas ondas delta, teta,
alfa e beta. Os segmentos também foram importados para o
software OriginPro 9.0 (OriginLab Corporation, Northampton,
Massachusetts, EUA) e filtrados com um filtro passa banda do tipo
FFT (Fast Fourirer Transform) para as analises de DF (método de
contagem por caixas) do espaco de fase reconstruido do ECoG, e
também das ondas mencionadas acima (AGUIAR et al., 2015;
PESSOA et al., 2016; PESSOA, et al., 2017).

Inicialmente foi realizado o teste de Normalidade de Shapiro-Wilks,
o qual evidenciou a distribuicdo nao paramétrica dos dados. Desta
forma, foi aplicado o teste de Mann-Whitney entre o grupo de
animais controle e com DM2. Os resultados foram expressos através
de mediana + desvio interquartilico, e, os valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os EP foram construidos para frequéncias na faixa de 0,5 a 30Hz
(Figura 1) para os ambos os grupos, GC e GD2. As analises das
poténcias médias nas diferentes faixas de frequéncias (delta (0,5 a
4,0), teta (4,0 a 8,0), alfa (8,0 a 12,0) e beta (12,0 a 30,0) nado
mostraram diferencas significativas (Figura 2).

)

Figura 1 - EP de um animal do GC (preto) e GD2 (vermelho).

No EP, como exemplificado na Figura 1, pode ser observado que os
ritmos teta e delta prevaleceram nos animais de ambos os grupos.
Como essas duas ondas estao relacionadas aos diferentes estagios
de sono (SCHACTER, 1977) e os registros foram realizados durante
o dia, a predominancia dessas ondas é natural em decorréncia dos
ratos serem animais noturnos.
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Figura 2 - Poténcia média das ondas delta, teta, alfa e beta do EP. Nenhuma diferenca
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estatisticamente significativa foi observada.

O EP foi uma ferramenta util para subdividir o ECoG em bandas a
serem analisadas pelos métodos n&o-lineares, entretanto n&o
revelou alteracoes significativas entre o GC e GD2. Isso pode
dever-se ao fato de que o parametro determinado no espectro de
poténcia é a poténcia média (WELCH, 1967). Esta poténcia é
calculada através da integral sob a curva do espectro, e, portanto,
apesar das duas curvas (grupo controle e diabético) apresentarem
comportamentos ligeiramente distintos, quando analisados em
cada valor de frequéncia seus efeitos se compensam e por isso
nenhuma alteracao significativa foi observada na densidade
espectral dos grupos controle e diabético. Desta forma o espectro
de poténcia ndo foi considerado um método suficientemente
sensivel para descrever quantitativamente as possiveis diferencas
entre os dois espectros analisados nesta pesquisa.

Ao analisar a correlagdo de longo alcance (DFA) do ECoG total nao
houve alteragao significativa entre os parametros o. do DFA (a-DFA)
entre os GC e GD2 ( p = 0,2143 ) (Figura 3). Isto pode ter ocorrido
pelo fato do ECoG possuir grandes e pequenas flutuacdes, de
maneira que o método do DFA né&o foi sensivel em mensurar a
alteracao entre os grupos avaliados. Este resultado esta de acordo
com publicacdo de Bachmann et al. (2018), no qual é sugerido que
o DFA monofractal, pode nao descrever a correlacao de longo
alcance em séries com grandes flutuagoes.

No entanto, quando a técnica do DFA foi aplicada as diferentes
faixas de frequéncias (ondas delta, teta, alfa e beta), os valores
dos «-DFA obtidos mostraram diferencas estatisticamente
significativas para todas as ondas analisadas (Figura 3).
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Figura 3 - DFA do ECoG total e das ondas delta, teta, alfa e beta. (*) representa uma
diferenca estatisticamente significativa (P<0,05).

Este resultado indica que o DM2 é capaz de promover alteracoes na
dindmica cerebral. O estudo de Cui et al.(2014) mostrou uma
reducdo da atividade de varias regides do cérebro pela DM2,
usando métodos que representam as caracteristicas dos sinais
globais da ressonancia magnética funcional em estado de repouso.
Os trabalhos de Juhl et al. (2010) e Snogdal et al. (2012) com
eletroencefalograma identificaram a hipoglicemia promovida pela
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DM1, assim mostrando a influéncia da diabetes na atividade
cerebral.

Nossos resultados mostram que os valores de o do DFA para os
ritmos delta e beta tiveram uma diminuicao da correlacao de longo
alcance persistente, com delta variando de =1,90 para =1,86 e
beta de =1,86 para =1,61. Para os ritmos alfa e teta houve um
aumento da correlacao, em alfa de =1,88 para =1,93 , e em teta de
=1,89 para =1,94. Tais alteracdes encontradas na eletrofisologia
cerebral podem estar relacionadas com as anormalidades da
substancia branca e cinzenta do cérebro, semelhantes as
observadas em adolescentes com DM2 (NOUWEN et al., 2017).
Além do mais, ha indicios de atrofia cerebral, com reducao de
substancia cinza e desmielinizacdo em substancia branca em
adolescentes com DM2 (WU et al., 2017).

Oscilacdes de estado hiper e hipoglicémicos sdao comuns aos
pacientes do DM, e a hipoglicemia que ocorre em pessoas com
diabetes tipo 2 que sao tratadas com insulina podem levar a uma
reducao da funcao cognitiva e aumento dos riscos para a
morbidade e a mortalidade (BLUMER e CLEMENT, 2017). Estes
resultados podem indicar que perante a falta de controle glicémico
dos animais pertencentes ao GD2 pode ter havido
comprometimento da funcao cognitiva e por isso, o ECoG
apresentou alteragoes, como mostrado por Cooray et al. (2011) e
Nayak et al. (2014).

A DF do espaco de fase reconstruido (EFR) do ECoG total nao
revelou alteracao (p = 0,4206) (Figura 4), da mesma maneira que o
resultado obtido a partir do a- DFA também nao o fez. Para os
valores da DF do EFR das ondas foram identificadas alteracoes
significativas para as ondas delta e alfa (Figura 4).

»
°

F3

I;IIE!

total GC total GD2

Dimensdo Fractal

18 P

&

& 13

]

o —

814

Dimensio Fractal
P

14
12
11

delta GC delta GD2 : tota GC tota GD2

15 A 15
3

€13

&

,§|vz ;

g 11

B0

14

Dimensdo Fractal

—

alfa GC alfa GD2 % beta GC beta GD2

»

Figura 4 - DF (contagem por caixas) para o ECoG total, e as ondas delta, teta, alfa e
beta. (*) representa uma diferenca estatisticamente significativa (P<0,05).

A DF ja foi utilizada para estudar a complexidade do sinal de EEG
induzido pela hipoglicemia, mostrando que este parametro é
eficiente como um indicador quantitativo de alteracdes no EEG.
Esta parametrizacdo € importante para compreender como a
hipoglicemia afeta a funcao cerebral e para desenvolver sistemas
automaticos capazes de detectar hipoglicemia quase em tempo
real e nas condicdes de vida diaria (SCARPA et al., 2017).

Em nossos achados, a DF sempre teve um aumento nos animais do
GD2 em relacao ao GC, apesar disso, assim como no DFA, para o
ECoG total nao houve alteracao significativa (p = 0,42). Contudo,
as ondas delta e alfa tiveram um aumento considerado
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estatisticamente significativo, em delta variando de = 1,12 para =
1,27 (p =0,0238), e em alfa de = 1,12 para = 1,22 (p = 0,0159).
Ha relagdo entre EEG avaliado visualmente, lesdes subclinicas da
substancia branca e as fontes do ritmo alfa em pessoas com
comprometimento cognitivo leve (Kramberger et al., 2017).
Também, no referido estudo, foi observado atrofia do hipocampo,
que é uma area associada ao desenvolvimento de memodria e
aprendizagem. A pesquisa realizada por Moretti et al (2017)
comprova uma relacao inversamente proporcional entre a poténcia
alfa e o metabolismo da glicose, em que regides com possiveis
atrofias, a entrada de glicose é prejudicada e com a reducdo do
metabolismo local de glicose surge uma predominancia de poténcia
alfa.

Ainda em Moretti et al (2017), ha, por exemplo, atrofia
hipocampal, que é a regiao responsavel pelo desenvolvimento de
memoria e aprendizagem. Resultados semelhantes encontrados por
Kadir et al (2010), no qual identificaram o declinio do metabolismo
da glicose em consonancia com o declinio da cognicdo cerebral
durante a confirmacao e progressao da doenca de Alzehimer (DA).
Atualmente é considerada uma relacédo intima entre o DM2 e a DA.
Estudos recentes demonstraram que a glicemia elevada em
individuos ndo diabéticos aumenta o risco de deméncia em 18% e
esta associada ao declinio cognitivo, e a reducdao do volume
hipocampal. Os principais mecanismos celulares e moleculares
sobre como os neurdnios se tornam resistentes a insulina em DA e
como a sinalizacdo de insulina prejudicada na DA estad ligada a
deficiéncias sinapticas e de memoria. O DM2 se apresenta como um
fator de risco para a DA, pois o padrao de AB1-42 (biomarcador
para a DA) do fluido cérebro espinhal e alterages de AB do cortex
cerebral em pessoas com DM2 sugerem que o DM2 pode aumentar o
risco de DA através de um mecanismo patoldgico associado a
doenca. Inclusive ja se considera em determinadas literaturas que
a DA é uma forma de DM tipo 3 (KANDIMALLA et al 2017; LI et al,
2017; VIEIRA et al 2018).

Em estudo recente, Cuevas (2017) revelou o comprometimento
cognitivo do DM2 e a necessidade de recursos para suporte e
monitoramento de deteccdo de déficits cognitivos. Cerca de 193
milhdes de pessoas tém diabetes ndo diagnosticada e a DM2 é
responsavel por mais de 90% dos pacientes com diabetes, desta
forma, a deteccdo precoce através de programas de triagem
multidisciplinares, podem reduzir a morbidade e a mortalidade
prevenindo ou adiando complicacées (CHATTERJEE, 2017).

A analise matematica do ECoG pode revelar alteragdes e contribuir
para esse diagndstico, como foi observado em nossos resultados a
partir da analise do DFA e da DF do EFR das ondas do ECoG. Em
pesquisa recente realizada por Nakisa et al. (2017), foi sugerida a
analise do EEG com base em computacdo evolutiva, utilizando
diferentes algoritmos em combinacdo de tempo e frequéncia
apresentando desempenho mais eficiente, em comparacao com o
uso de recursos que s6 usam tempo ou frequéncia, logo, nossos
achados podem contribuir para a elaboracdo de métodos
computacionais mais eficientes para serem aplicados na rotina
médica.

Contudo, mais estudos sdao necessarios para comprovacao e
conhecimento aprofundado sobre os reais efeitos da DM2 no tecido
cerebral e consequentemente na dinamica cerebral. E ainda, se faz
necessaria a elucidacdo de como realmente estdo associadas as
DA,DM2,e provavel DM3, dado o aumento exponecial no nimero de
pessoas acometidas pela DM2.

CONCLUSOES
Este trabalho mostra a associacdo entre Diabetes tipo 2 e
alteracées no comportamento da atividade cerebral registrada pelo
ECoG. O principal resultado desse estudo é que a partir dos
métodos utilizados ha evidéncias da acdo do DM2 sobre os
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principais ritmos que compdem o EcoG. Em especial as ondas alfa,
envolvidas com regioes cerebrais responsaveis pela formacao de
memoria, como o hipocampo, por exemplo.

Além disso, ha indicios que indicam uma real associacdo entre o
DM2 e a Doenca de Alzheimer, corroborando com um termo
atualmente encontrado na literatura, seria o DM3. Talvez, a partir
desse estudo seja possivel o vinslumbre de novas pesquisas neste
ambito, para que futuramente haja a elucidacdo dos mecanismos
que possivelmente conectam essas duas doencas.
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