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RESUMO

7

O diabetes € uma doenca cronica, debilitante e de alta prevaléncia, cuja
gravidade aumenta com o aparecimento de complicacdes subjacentes. Dentre
estas, a dor neuropética diabética (DND) parece estar associada a morbidade e
mortalidade no diabetes, dada a dificuldade de tratamento. A fisiopatologia da
DND tem sido associada a redu¢do do ténus imposto pelo sistema descendente
inibitorio, incluindo aqueles dependentes da liberacao de serotonina (5-HT). Neste
contexto, nossa hipotese €é de a via indolamina 2,3-dioxigenase 1
(IDO1)/quinureninas (KYN) possa estar envolvida no mecanismo patologico da
DND, uma vez que a mesma é a principal via de catabolismo do triptofano,
levando a deplecdo de serotonina e a producdo de quinureninas neurotoxicas.
Assim, nosso objetivo foi investigar o papel da via IDO1/KYN na alodinia
mecanica em animais com diabetes experimental induzido quimicamente por
estreptozotocina (STZ). Verificamos que a alodinia mecéanica inicia-se 2 semanas
apos a inducéo do diabetes, com pico na 42 semana, havendo reducéo de cerca
de 20% no limiar mecéanico dos animais diabéticos (Dbt) quando comparados aos
animais normoglicémicos (Ngl). Corroborando a nossa hipotese, foi observado
que 1) animais Dbt apresentam significativa reducao os niveis de 5-HT no cordéo
espinhal (CE), com baixa reposicdo deste neurotransmissor (evidenciada pelo
aumento da razédo 5-HT1AA/5-HT) nesta estrutura e 2) o tratameto com fluoxetina
(blogueador da recaptacdo da serotonina) induziu efeito antinociceptivo nestes
animais. Apesar da expresséo de IDO1, enzima passo-limitante da via, ndo estar
alterada em CE de animais Dbt quando comparada aos animais Ngl, o tratamento
com 1-L-metil triptofano (antagonista da IDO1) promoveu antinocicep¢do em
animais Dbt. A auséncia de alteracédo na expresséo da IDO no CE de animais Dbt
pode estar associada a ndo observacao de alteracdes significativas nos niveis de
citocinas inflamatorias (IL-18, IL-6 e TNFa) nem nos marcadores para astrocitos
(GFAP) e micrdglia (IBA-1) no CE destes animais. Curiosamente, os niveis de IL-
18 e TNFa em nervo ciatico de animais Dbt apresentam-se reduzidos quando
comparados aos niveis observados em animais Ngl. Da mesma forma, a enzima
quinurenina 3 monoxigenase (KMO), também importante na geracdo de KYN, ndo
se demonstrou aumentada em animais Dbt em relacédo ao grupo Ngl, embora seu
bloqueio farmacologico pelo tratamento com JM-6 tenha induzido significativo
efeito antinociceptivo nestes animais. Por fim, dada a ativacdo de receptores
NMDA por algumas KYN, verificamos que a administracdo intratecal de um
antagonista NMDA o MK-801 também aumentou significativamente o limiar
mecanico em animais Dbt. Assim, podemos concluir que a ativacdo da via
IDO1/KYN parece estar associada ao desenvolvimento da DNP, levando tanto a
reducdo de 5-HT e, portanto, da ativagéo das vias descendentes inibitorias quanto
ao aumento da producdo de KYN, as quais possivelmente devido a ligacdo aos
receptores NMDA aumentam o tbnus das vias descendentes facilitatorias.

Palavras-chave: Dor neuropatica, diabetes, serotonina, IDO1, quinureninas.



ABSTRACT

Diabetes is a highly disabling chronic disease, prevalent in both low and high
income countries. Among the complications, the diabetic neuropathic pain (DNP)
is cited as one of the main and more difficult to treat complication and is highly
linked to higher mortality and morbidity in diabetic patients. The pathophysiology of
DNP has been associated with a reduction of endogenous inhibitory descending
pathway tonus, including the fat ones driven by neurotransmitters as serotonin. In
this context, our hypothesis is that the indoleamine 2,3-dioxygenase 1
(IDO1)/kynurenine (KYN) pathway might be related to the pathological process of
DNP, since this pathway is mainly related to the L-tryptophan catabolism,
lowering serotonin levels and also producing neuroactive kynurenines. Then, we
investigated the role of IDO1/KYN in the generation of mechanical allodynia in
streptozotocin (STZ)-diabetic animals (Dbt) in which the mechanical allodynia was
initiated 2 weeks after the STZ injection, peaking in the fourth week. Corroborating
our hypothesis, we observed that Dbt rats have reduced spinal cord serotonin
levels, and lower 5-HT turnover evidenced by an increase of the 5-HIAA/5HT ratio
and that the mechanical allodynia in Dbt rats is significantly prevented by SSRI
fluoxetine. Although the rate limiting enzyme IDO1 expression was not altered in
the spinal cord from Dbt rats, the pharmacological blockade of IDO1 by 1-L-MT
evoked a significant reduction in the mechanical allodynia in these animals. Pro
inflammatory cytokine levels (IL-1B, IL-6 e TNFa) in the spinal cord did not differ
between normoglycemic (Ngl) and Dbt rats while in sciatic nerve, we observed a
reduction of IL-18 and TNF-a levels, revealing a lower pro inflammatory tonus in
these tissues, which might explain the absence of statistical difference of IDO1
expression in the spinal cord. Given the presence of IDO1/KYN in glial cells and its
importance for the neuropathic pain states, we observed no effect of diabetes on
the expression of IBA-1 (microglial marker) and GFAP (astrocytic marker)
production between Ngl and Dbt animals. In addition, immunofluorescence
revealed morphological changes in astrocytic cells in the spinal cord of Dbt
animals 3 and 4 weeks after the STZ injection, prompting to idea that these cells
might have an alteration in its metabolism or function. The kynurenine 3-
monooxigenase (KMO) enzyme, another important enzyme for the kynurenine
generation, remained unchanged in Dbt rats after 4 weeks when compared to Ngl
group, despite its blockade induced antinociception by JM-6 in these animals.
Since NMDA receptors might be activated by quinurenins, as these receptors are
upregulated in the DPN, we further demonstrated that the pharmacological
blockade of these receptors also promoted reduction in the mechanical allodynia
in Dbt group. All together, our data suggest that the physiopathology of DNP may
involve the overactivation of IDO1/KYN pathway, which explained the decrease of
serotonin levels/ turnover and the pharmacological effectiveness of compounds
that interfere directly or indirectly in this pathway over the mechanical allodynia in
DBT animals. Further studies however are needed to characterize the importance
of this pathway activation not only in DNP but also in other neuropathic pain
conditions.

Keywords: diabetes; streptozotocin; serotonin; cytokines.
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1. INTRODUCAO

1.1 Diabetes mellitus

Caracterizado como um conjunto de desordens metabdlicas cujo estado
hiperglicémico € subjacente (KLEINBERGER; POLLIN, 2015), o diabetes pode ser
causado por diferentes etiologias que resultem na auséncia de producdo e/ou da
atividade do horménio peptidico insulina (ALBERTI; ZIMMET, 1998). Tais alteracdes
metabdlicas determinam a classificacdo das formas de diabetes mellitus (DM), a
saber: DM tipo |, DM tipo Il e o gestacional (IDF ATLAS, 2015). Ademais, a suspeita
de diabetes é confirmada quando a glicose sérica (jejum) é igual ou superior a 126
mg/dL, ou se a glicemia apdés sobrecarga oral varia acima de 200 mg/dL, tais
situacdes ocorrendo ao menos em dois eventos distintos. Outras condi¢ces além do
diabetes, como a tolerancia reduzida a glicose ou a glicemia de jejum alterada
possuem critérios diagnosticos diferenciados, conforme a tabela 1. Estas condi¢cfes
de “pré-diabetes” sdo estados cuja tendéncia ao desenvolvimento de diabetes é
maior (IDF ATLAS, 2015).

Condigdo X Critério Glicemia de jejum Glicemia apos 2 h de
diagnéstico sobrecarga oral de glicose
Diabetes »126 mg/ dL 7 > 200 mg/ dL
Tolerdncia reduzida & glicose <126 mg/ dL * 140z e <200 mg /dL
Glicemia de jejum alterada 1102e<125mg/dL. ok < 140 mg /dL

Tabela 1: Critérios diagndsticos utilizados para determinacdo de quadro diabético e de
hiperglicemia intermediaria. O simbolo “+” determina que para o diagndéstico sdo necessarios ambos
os critérios, ao passo que o simbolo “/” determina que para o diagndstico do quadro é necesséria a

presenca de apenas um dos sinais apresentados. Fonte: IDF Atlas, 2015.

Resumidamente, o DM | é a condi¢éo resultante da destruigdo das células 3
pancreaticas, levando a deficiéncia na producdo de insulina e & necessidade de
reposicéo deste hormoénio. Acredita-se que na maioria dos casos o0 sistema imune
(forma autoimune) seja o responsavel pelo reconhecimento de antigenos produzidos
pelas células B pancreaticas como nao préprias (IDF ATLAS, 2015), embora possa
nao haver marcadores de tal reconhecimento (forma idiopatica) (IDF ATLAS, 2015),
embora possa ndo haver marcadores de tal reconhecimento (forma idiopatica)
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(DIRETRIZES SBD, 2015). O DM Il, a forma mais comum do DM (85-95% dos
pacientes), € caracterizado pela combinacdo entre deficiéncia na secrecdo e/ou
acao da insulina em diferentes graus, de modo que o0s pacientes podem permanecer
nao diagnosticados durante muitos anos. O tratamento com insulina ndo € essencial,
mas pode ser necessario para o0 bom controle metabdlico, associado a mudancas
nos habitos alimentares e de vida. Ainda ndo foi estabelecido o mecanismo que
desencadeia esta forma da sindrome, embora se conhegcam alguns genes para a
susceptibilidade, além de se saber que habitos sedentarios possuem participacédo na
etiologia da doengca (KLEINBERGER; POLLIN, 2015). Por fim, o diabetes
gestacional remete a qualquer grau de intolerancia a glicose, descoberta ou iniciada
durante o periodo de gestacdo (IDF ATLAS, 2015). Afeta entre 1 e 14% das
gestacoes e esta relacionado a morbidade e mortalidade perinatais (LAWRENCE et
al., 2008), além do risco aumentado de desenvolvimento de hipertensédo durante o
periodo e macrosomia (tamanho do feto maior que a média), tornando mais dificil o
parto normal (IDF ATLAS, 2015).

Considerado como epidemia mundial, o diabetes acomete cerca de 415
milhdes de pessoas, havendo a estimativa de que tal numero alcance mais de 600
milhdes até o ano de 2040 (IDF ATLAS, 2015). Em nosso pais, estima-se que haja
mais de 13 milhdes de pacientes diabéticos, o que torna o Brasil o quarto colocado
dentre os paises com maior niumero destes pacientes (DIRETRIZES SBD, 2015).
Ademais, h4 em torno de 320 milhdes de individuos com toleréncia reduzida a
glicose no mundo, o que pode levar ao desenvolvimento futuro do diabetes (IDF
ATLAS, 2015).

O diabetes é ainda considerada uma sindrome de alto impacto econdémico,
visto que o consumo de recursos financeiros dos sistemas de saude € de 2 a 3
vezes maior para diabéticos do que pessoas sem esta patologia. Acredita-se que
12% das despesas mundiais com saude sejam dedicadas ao diabetes, e em
especial, as complicagcbes associadas, sejam elas micro ou macrovasculares
(KLEINBERGER; POLLIN, 2015; ALBERTI; ZIMMET, 1998; VINIK et al., 1992) como
doenca cerebrovascular, retinopatia, nefropatia, doencas do sistema cardiovascular
e neuropatia. Tais complicacdes sao as principais causadoras de mortalidade e
morbidade neste grupo de pacientes (IDF ATLAS, 2015; KLEINBERGER; POLLIN,
2015) e podem ocorrer devido a maior permeabilidade de determinados tecidos a
glicose circulante, tornando-os proporcionalmente mais afetados pela hiperglicemia,

seja ela ocasional ou persistente (GABBAY, 1973).
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1.2 Neuropatia Diabética

A neuropatia diabética € uma das complicacdes mais frequentes associadas
ao diabetes (TESFAYE et al., 2013a), acometendo cerca de metade dos pacientes
diabéticos em algum momento da progressdo da doenca (SHEETZ; KING, 2002). E
caracterizada pela “presenca de sinais e/ou sintomas de disfungcdo de nervo
periférico, apos exclusdo de outras causas” (BOULTON et al., 1998). Parece ser a
complicagéo do diabetes com maior grau de morbidade e mortalidade, e com grande
impacto econémico (VINIK; MEHRABYAN 2004; HOLZER et al., 1998).

Apesar de diferentes formas de apresentacdo, a mais comum € a
polineuropatia distal simétrica (PNDS), presente em mais de 90% dos casos, cuja
caracteristica é a de comprometimento sensorio-motor, com sintomas que aparecem
inicialmente em por¢des distais (padrao chamado “bota e luva”) e progridem de
forma centripeta (TESFAYE et al., 2013a; BOULTON et al., 2005). O diagnéstico
pode ser realizado principalmente por meio de exame clinico, uso de questionarios e
testes sensoriais, embora possa ser empregado também testes eletrodiagnésticos
(TESFAYE et al., 2013a). Dentre as 3 formas de complicagbes microvasculares
(retinopatia, nefropatia e neuropatia) a neuropatia ainda é a mais dificil de
diagnosticar, controlar e tratar (VINIK, MEHRABYAN, 2004). Uma vez que as
alteracdes patolégicas da neuropatia diabética podem ser prévias aos sinais clinicos,
torna-se necessario o diagnostico breve e preciso (LV et al., 2015).

A progressao da polineuropatia diabética esta associada a estagios que se
sucedem. A principio, um estagio metabdlico, associado a disfuncéo nervosa, o qual
€ mais facilmente corrigido por alteracdbes metabdlicas, como o uso de
medicamentos hipoglicemiantes. Tardiamente, ha a ocorréncia de estagio composto
de mudancgas estruturais, as quais tornam-se progressivamente mais resistentes a
restauracdo da homeostase metabdlica (SIMA, 2003).

Os mecanismos responsaveis pela geracdo e manutencdo da neuropatia
diabética ainda ndo estdo totalmente estabelecidos (KRISHNAN et al., 2008),
embora acredite-se que esteja relacionado ndo somente ao estado hiperglicémico
em pacientes diabéticos tipo | e Il, mas também a outros fatores (SHAW;
CUMMINGS, 2005; DCCT RESEARCH GROUP, 1995). Neste contexto podem ser
citados: a ativacdo exacerbada da via dos polidis, geracdo de estresse oxidativo;
hipoxia associada a reducdo da perfusdo nervosa; alteracdo na funcdo do canal
Na*/K*- ATPase; glicosilacdo ndo enzimatica e reducdo da producdo de NO (SIMA;
KAMIYA, 2006).
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1.3 Dor Neuropatica Diabética (DND)

Sintomas positivos e negativos sdo caracteristicos das neuropatias, sendo 0s
sintomas negativos referentes a perda de sensibilidade, como hipoalgesia e
hipoestesia (BARON et al., 2010). Ja os sintomas positivos sdo resultantes da
alteracdo na percepcéao sensorial, tais como hiperalgesia e alodinia Acredita-se que
a dor neuropatica diabética (DND) seja um dos sintomas mais constantes nesta
populacdo (BOULTON et al., 2004; MILLAN, 1998), afetando entre 15 a 50% dos
pacientes diabéticos (JAVED et al., 2015; TESFAYE et al., 2013a).

Diferentemente da dor aguda (fisiologica), a dor neuropatica € considerada
uma patologia, pois assim como toda dor crénica, ndo serve a nenhum proposito
fisiologico para a manutencéo da integridade do individuo (KAPUR, 2003; MILLAN,
1998). J4 a dor aguda a um determinado estimulo é considerada como vantajosa ao
individuo que a possui, uma vez que visa a manutencdo da integridade corporea,
frente a um estimulo que promova lesédo tecidual (KWON et al., 2014; MILLAN et al.,
2002). Esta forma de dor é o resultado da ativacdo das vias periféricas e centrais
nociceptivas, cessando apés a resolucdo da lesao tissular (MILLAN et al., 2002). J&
a dor neuropatica pode persistir por longo periodo até ser diagnosticada e tratada,
pois em geral é resultante de alteracdes fisicas, psicoldgicas e sociais além da lesdo
per se (STUCKY et al.,, 2001). A dor neuropéatica pode ser resultante de lesdo ou
disfuncdo em tecidos nervosos centrais e/ou periféricos, levando a ocorréncia de
sintomas dolorosos intensos mesmo quando da auséncia de estimulo nociceptivo na
area de abrangéncia do nervo afetado (KAPUR, 2003).

Com relacdo a DND, algumas de suas caracteristicas incluem a sensacao de
gueimacéo, choque elétrico, parestesias e hiperparestesias, além de dor em coceira
profunda. Normalmente os sintomas dolorosos pioram durante o periodo noturno,
cuja ocorréncia € predominante em porcdes distais do corpo, como maos e pés
(BOULTON et al.,, 2004). A dor pode ser constante e acompanhada de alodinia
cutanea, comprometendo a realizacdo de tarefas diarias e a qualidade de vida dos
individuos (ROSENBERG; WATSON, 2015; TESFAYE et al., 2013b), além de elevar
em 3 vezes 0s gastos com tratamentos e cuidados em relagdo aos pacientes sem
dor (BERGER et al., 2004).

De forma semelhante a neuropatia diabética, os mecanismos subjacentes a
dor neuropética subjacente ainda ndo sdo completamente entendidos, embora
existam diferentes hipoteses e estudos que tentam investigar as vias que podem

causar esta forma de dor. Algumas destas hipoteses séo: alteracdes no suprimento
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vascular nervoso, ativacdo glial, mudancas no padrédo de expressdo dos canais
ibnicos e mais recentemente, mudancas relacionadas a transmissdo do impulso
nociceptivo, como a desregulacdo do tobnus do sistema inibitorio descendente (para
revisao, ver. TESFAYE et al., 2013a).

1.4 Tratamento da DND

Outra importante caracteristica das dores neuropaticas, como é o caso da
DND, é a dificuldade quanto ao tratamento farmacoldgico (ROSENBERG; WATSON,
2015). Tal dificuldade reflete-se no fato de que apenas um terco dos pacientes sob
tratamento alcanca alivio analgésico superior a 50% (SAID, 2007). Pacientes com
DND geralmente sao refratarios aos esquemas terapéuticos comumente utilizados
na pratica clinica, como por exemplo, a morfina (GILRON et al., 2005; BOULTON et
al.,, 1998), fato também observado em modelos experimentais de diabetes
(CEGIELSKA-PERUN et al., 2014; CHEN; PAN, 2002).

Apesar de diferentes drogas apresentarem boas perspectivas em testes pré-
clinicos, de modo geral demonstraram-se pouco eficazes ao chegarem ao
consultério (BHATTACHARYA et al., 2009), levando a demanda de estudos clinicos
comparativos entre diferentes tratamentos (DWORKIN, 2013). Tal ineficacia pode
ser devida ao inicio tardio do tratamento em relacdo a historia natural da doenca,
doses sub 6timas ou o curto tempo de tratamento com os pacientes (SIMA; KAMIYA,
2006), ou também devido a ampla gama de mecanismos potencialmente
relacionados a esta complicacao do diabetes (TESFAYE et al., 2013a).

Como primeira medida a ser tomada, deve ser assumido o estrito controle
glicémico, uma vez que uma das causas que levam ao quadro séo as alteracdes
diretamente causadas pela hiperglicemia. Esta medida tende a postergar o
aparecimento da neuropatia (REICHARD et al., 1996; DCCT RESEARCH GROUP,
1995). Todavia, ainda ha a chance de haver sintomas, pois a protecdo dada pelo
rigido controle da glicemia ndo € completa. Assim, a reversado do quadro (ou seja, a
reducdo dos sintomas) é limitada, tornando o principal objetivo do tratamento
prevenir ou dificultar a progresséo da doengca (ROSENBERG; WATSON, 2015).

H4a, entretanto, alguns medicamentos testados e aprovados pelo FDA (US
Food and Drug Administration) para o0 uso em pacientes com DND, como a

pregabalina, tapentadol e a duloxetina (FREEMAN, 2013). A duloxetina, aprovada
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em 2004, foi o primeiro dentre os atuais medicamentos aprovados para o tratamento
da DND, pertencente a classe dos antidepressivos cujo mecanismo é a inibicdo dual
da recaptacdo tanto de serotonina quanto de noradrenalina, importantes
neurotransmissores envolvidos na modulacédo descendente inibitoria da dor (JAVED
et al., 2015). JA4 a pregabalina, também aprovada no ano de 2004, é o
gabapentinoide de maior poténcia, atuando por meio da inibicdo da insercdo da
subunidade 020 dos canais de Ca?* na membrana do corno dorsal da medula (DH),
reduzindo a taxa de liberacdo de neurotransmissores (JAVED et al., 2015; PELTIER
et al., 2014). Ja o tapentadol, é a Unica droga que conta com dois diferentes
mecanismos, atuando como agonista sobre receptores MOP e também inibindo a
recaptacdo de noradrenalina, tendo sido a droga mais recentemente lancada no
mercado (2012), com formulacdo de liberacdo lenta (PELTIER et al.,, 2014,
FREEMAN, 2013).

Assim, dentre as drogas aprovadas pelo FDA para o manejo da DND, a
duloxetina e o tapentadol possuem acdo sobre os sistemas descendentes de
modulacdo da dor (KWON et al., 2014; NIESTERS et al., 2013). Mesmo assim, as
drogas voltadas ao uso para a DND raramente alcangcam o objetivo maior de
erradicar a dor. Neste sentido, acredita-se que a combinacdo de diferentes
modalidades de tratamento, com diferentes mecanismos de acdo sejam necessarios
para 0 estabelecimento de esquema analgésico adequado ao paciente
(ROSENBERG; WATSON, 2015). Mesmo o uso combinado de drogas aprovadas
especificamente para tal finalidade ndo se demonstrou mais eficaz que a
monoterapia (TESFAYE et al., 2013a), revelando a necessidade da busca por novas
opcOes de tratamento neste campo.

Atualmente, ha a tendéncia crescente a personalizagcdo dos tratamentos
(BOUHASSIRA et al.,, 2014; FINNERUP et al.,, 2013) buscando direciona-lo de o
mais precisamente ao mecanismo subjacente a dor (BOULTON et al.,, 2005). Tal
individualizac&o se d4, pois grande parte dos esquemas terapéuticos, especialmente
0s baseados em monoterapias, perdem sua capacidade dentro de periodo de 3
anos, ao passo que a mortalidade e morbidade relacionadas ao diabetes persistem
(KLEINBERGER, POLLIN, 2015; TESFAYE et al., 2013a). Assim, torna-se
necesséaria a investigacdo de mecanismos subjacentes a DND e que possam ser
explorados na producdo de medicamentos mais eficazes no manejo desta dor
neuropatica. Um dos mecanismos propostos a estar envolvido na

geracdo/manutencdo das alteracbes sensoriais em pacientes diabéticos é o
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desbalanco entre o sistema facilitatorio e o sistema descendente inibitério, como
comentado anteriormente. Sabe-se que a desregulacdo neste sistema € um dos
processos relacionados as dores crbnicas (BANNISTER et al., 2015; KWON et al.,
2014), havendo uma alteracdo do tbnus deste sistema, tendendo a ser mais
facilitatorio do que inibitério em pacientes diabéticos (PETROU et al., 2012, para
revisdo, ver: KAPUR, 2003) e em modelos animais de diabetes (SILVA et al., 2013;
MORGADO et al., 2010; PAULSON et al., 2007). Assim, dada a importancia deste
sistema para o efeito de alguns dos medicamentos utilizados na pratica clinica e
também pelas alteracdes decorrentes do diabetes em sua funcdo, o foco deste
trabalho foi o de avaliar se esta via pode estar em desbalanco e fazer parte da

fisiopatologia da DND.

1.5 Sistema Inibitério Descendente

Sabe-se que a transmissao da informacao nociceptiva ndo é como uma via de
mao Unica, levando-a simplesmente da periferia até a medula espinhal e de |la para o
encéfalo, onde é entendida como dor. Muito pelo contrario, a informacao recebida
pode sofrer diferentes processos de modulacdo (KWON et al., 2014). Uma das
formas de controlar o input nociceptivo € a modulacdo descendente que parte do
encéfalo e altera a excitabilidade na medula espinhal (GEBHART, 2004).
Classicamente, este sistema foi determinado por Reynolds, cujo trabalho
demonstrou que o estimulo na substancia cinzenta periaquedutal (PAG; do inglés
periagueductal grey), uma area mesencefalica, tornaria possivel realizar cirurgia
abdominal em roedores sem o0 uso de anestésicos (REYNOLDS, 1969). Dentre as
diferentes colunas da PAG, a ventrolateral mostrou-se ser a mais envolvida com a
geracdo desta modulagédo inibitéria (antinociceptiva), além de ser sitio de ligagdo aos
opioides, cuja administracéo nesta regido mimetiza os efeitos da estimulacao elétrica
(YAKSH; RUDY, 1978).

Apés a identificacdo deste sitio, foi descoberto que a passagem desta forma
de modulacdo € dependente de outra area, bulbo rostroventromedial (RVM; do
inglés rostral ventromedial medulla), a qual canaliza as informacgfes recebidas pela
PAG a partir de diferentes areas encefalicas como cortex, talamo, hipotalamo,
mesencéfalo, dentre outras (MANTYH, 1983). A PAG possui numero limitado de
projecdes para o DH, sendo que boa parte das suas aferéncias esté ligada ao RVM

e 0 tegmento pontino dorsolateral para a funcdo descendente inibitoria. Enquanto o
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RVM emite proje¢bes diretamente para o DH, o tegmento pontino dorsolateral emite
projecdes ao longo da medula, que por fim alcancam também o DH (PORRECA et
al., 2002).

Da mesma forma como a PAG recebe aferéncias de diferentes estruturas, no
RVM também chegam informacdes de outras regides além da PAG, tais como o
nucleo parabraquial, nucleo do trato solitario e outras estruturas supraespinais
envolvidas no recebimento e processamento da informacao nociceptiva (MILLAN,
1998). O RVM possui a capacidade de modular de forma inibitoria, facilitatoria ou
promover uma resposta bifasica sobre a informacao nociceptiva na medula, frente a
um estimulo nociceptivo (GEBHART, 2004), de modo que é possivel entender que
esta forma de modulacdo pode servir tanto para fins de antinocicepcédo quanto de
pronocicepcao (KWON et al., 2014). Esta modulacdo da informacdo pode seguir por
caminhos distintos dependendo de sua “polaridade”. se facilitatéria, alcanca a
medula por meio da coluna ventral e ventrolateral, ao passo que se inibitéria,
descende através do funiculo dorsolateral (GEBHART, 2004). Assim, ha a formacéo
do eixo PAG-RVM-DH (KWON et al., 2014).

Dois tipos celulares distintos, as células ON e OFF foram identificadas no
RVM como células responséaveis pelo processo de modificagdo do input nociceptivo.
As células OFF sdo estimuladas por opioides e inibidas (apresentam reducao em
sua frequéncia de disparo) por estimulos nocivos, ao contrario das células ON as
guais apresentam aumento de sua frequéncia de disparo em reposta a um estimulo
nocivo. Assim, acredita-se que as células OFF possuam papel na inibicao
descendente, bloqueando a ascendéncia do input nociceptivo, ao passo que as
células ON participariam da facilitacdo descendente (FIELDS et al., 1991). Ha
também as células neutras, cujo padrédo de disparo ndo é alterado na presenca ou
auséncia de estimulo nocivo, sendo seu papel na anti ou nocicepcdo ainda incerto
(FIELDS et al., 1983). Embora investigadas primordialmente no RVM, as células ON
e OFF ja foram identificadas igualmente na PAG (HEINRICHER et al., 1987).

Determinou-se que tanto a estimulacdo elétrica da PAG, assim como a
estimulacdo por meio da administracdo de aminoacidos excitatérios pode evocar
antinocicepcao, dadas as vias que interligam PAG e RVM. A partir do RVM partem
eferéncias para a medula espinal, onde ha a modulacdo do input nociceptivo
(GEBHART, 2004). Entretanto, o fato de que opioides também podem causar efeito
similar ao da ativacdo da via, e dado que estes analgésicos promovem inibicdo

neuronal (agdo mediada por proteina Gi), poderia ser entendido como controverso
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em relacdo ao ja exposto. Para explicar tal mecanismo, foi proposta a existéncia de
interneurdnios GABAérgicos tonicamente ativos localizados na PAG (as células ON),
0s quais liberam GABA e produzem a inibicdo de neurdnios de projecdo para a
medula (células OFF) por meio de sua ligacdo a receptores GABAa. Acredita-se que
0s opioides realizem o bloqueio de tais interneurénios, retirando a inibicao
gabaérgica presente neste sistema (BASBAUM; FIELDS, 1984) (Figura 1, Painel A).

Ha também uma visdo alternativa sobre este mecanismo (CLEARY et al.,
2008), a qual descreve que a reducdo na taxa de disparo de células OFF nado é
precedida pelo aumento da taxa de disparo de células ON frente ao estimulo nocivo,
como é postulado. Diferentemente, a reducdo na atividade das células OFF é
anterior ao aumento da taxa de disparo das células ON, levando a ideia de que as
células OFF podem modular as células ON, ou ainda de células ON e OFF (ou
subpopulac¢des) podem formar vias independentes inervando o DH (Figura 1, Painel
B).

A modulacédo da informacéo nociceptiva na medula é amplamente direcionada
por vias monoaminérgicas, especialmente a serotonina, a noradrenalina e a
dopamina (KWON et al., 2014). No tronco encefalico, a serotonina proveniente do
RVM e a noradrenalina produzida no tegmento pontino dorsolateral formam parte do
sistema inibitorio descendente (FIELDS et al., 1991). Ja a inervacao dopaminérgica
origina-se essencialmente no hipotalamo anterior, mais especificamente na regiao
A1l (PAULUS; TRENKWALDER, 2006).

Especialmente a serotonina e a noradrenalina modulam a entrada da
informacgao nociceptiva a nivel medular, modificando a excitabilidade da membrana
de neurbnios de projecdo ou interneurdnios localizados no DH, facilitando ou
dificultando a passagem da informacéo (para reviséo ver KWON et al., 2014;
MILLAN, 2002). A noradrenalina, atuando sobre receptores a1 pds sinapticos
presentes em interneurénios inibitérios, assim como em receptores a2 pré e pos
sinapticos, possui papel antinociceptivo. JA a serotonina, dependendo do tipo de
receptor ao qual se liga, pode evocar efeitos anti ou pro nociceptivos: ao ativar
receptores 5HT1 (pré no caso das isoformas 5HT1s/1p, € POS sinapticos no caso de
5HT1a), h&a efeito antinociceptivo, enquanto a ativacdo de receptores 5HT2 e 5HT3
promovem efeito pré nociceptivo. No caso da dopamina, receptores D1 (pOs
sinapticos) e D2/D3 (pré sinpticos) estdo presentes tanto na lamina | do DH quando
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nos aferentes primérios, levando a efeitos pré e antinociceptivos, respectivamente
(para revisdo ver: KWON et al., 2014).

(a) (b)

Inibigao Lateral Inibigdo-Excitagdo
Paralelas
PAG

DH

@, Inibitdrio (neurdnic GABAérgico)
@_ Excitatorio (neurdnio gluatamatérgico)
@ Inibitorio/Excitatorio

Fig 1 — Teorias das diferentes formas de modulacdo descendente do eixo PAG (substancia
cinzenta periaquedutal) - RVM- (bulbo rostroventromedial) — DH (corno dorsal da medula). Painel A:
modelo da inibicao lateral. De acordo com esta teoria, a presenca de interneurdnios GABAgérgicos
modulam a atividade de outros neurbnios aferentes que formam a via antinociceptiva. Opioides
promovem a inibicdo destes interneurdnios GABAérgicos, promovendo a desinibicdo da via
descendente. Painel B: modelo da inibicdo/excitacdo paralela: nesta visdo alternativa, as vias
excitatorias e inibitérias ocorrem de modo paralelo a partir do RVM, alcangando a medula. A acéo de
opioides se daria de modo independente para promover antinocicep¢do ou pronocicep¢do. Adaptado
de Lau, Vaughan, 2014.

Em diferentes tipos de dores crbnicas, como resultado da plasticidade
neuronal, ocorre reducdo no ténus descendente inibitdrio e aumento da

excitabilidade de neurbnios medulares, associado a queda na atividade de
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interneurdnios inibitérios (gabaérgicos ou glicinérgicos). Estas mudancas acarretam
em alteracdes no limiar de dor, além de irradiacdo da sensagdo dolorosa para
tecidos nao lesionados, como resultado da sensibilizacdo central (KWON et al.,
2014). H4, inclusive, em diferentes estudos com dor crénica, como a dor crbnica
lombar (YU et al.,, 2014) e do cancer (HUANG et al., 2014a) elementos que
demonstram que este sistema pode estar em desbalango. Da mesma forma, em
modelo de dor neuropatica também se observou que alteracbes no sistema
descendente podem estar relacionadas ao aparecimento de alodinia e hiperalgesia
(MONHEMIUS et al., 2001; BIAN et al., 1998).

Devido a tais alteracbes, os mecanismos enddgenos (descendentes)
relacionados a modulacdo da sensacdo dolorosa associados a producdo de
monoaminas sao creditadas como possiveis alvos no manejo terapéutico das dores
cronicas (KWON et al., 2014). Ademais, € importante salientar que algumas das
drogas aprovadas pelo FDA para uso na DND possuem agao sobre mecanismos
enddgenos de analgesia, relacionados a serotonina e noradrenalina (NIESTERS et
al., 2014; YARNITSKY et al.,, 2012). Dada a importancia deste sistema para o
controle enddgeno da dor, e suas alteracbes em quadros de dor cronica, nés
optamos por investigar melhor um dos sistemas envolvidos no sistema descendente

inibitério: o serotonérgico.

1.6 Alteracdes na via Descendente e Serotonérgica no Diabetes

Além de caracterizado em diferentes tipos de dores neuropaticas (para
revisdo ver: KWON et al., 2014), na DND tanto o desbalango da via descendente em
si como do tbnus serotonérgico ja foram verificados. Em modelo pré-clinico de dor
neuropatica diabética, foi encontrada desregulacdo da modulagdo descendente
(SILVA et al., 2013; MORGADO et al.,, 2010; PAULSON et al., 2007). Mais
especificamente, observou-se nado somente que a atividade espontanea, mas
também o numero de células OFF estava reduzida, levando a facilitacdo da
transmissao nociceptiva (SILVA et al., 2013). Outro trabalho encontrou reducdo da
atividade na PAG de animais diabéticos, contraposta pelo aumento no cortex
somatosensorial (PAULSON et al., 2007). J& em pacientes com sintomas positivos
da neuropatia diabética ha menor ténus inibitério descendente no DH (PETROU et

al., 2012, para revisao, ver: KAPUR, 2003), associado a maior excitabilidade de
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neurdnios espinhais (PERTOVAARA et al., 2001) o que pode significar o
comprometimento das fun¢des normais de transmissdo e modulag&o no diabetes.

Da mesma forma, o tbnus serotonérgico no diabetes também parece estar
comprometido, com reducdo dos niveis desta amina nas regides do tronco
encefalico (EZZELDIN et al., 2014) e medula (HENLEY; BELUSH, 1992). E
interessante citar que foi demonstrado que no RVM, importante sitio de acdo dos
opioides, a producéo de serotonina ndo é alterada frente a administracdo de morfina
(SOUNVORAVONG et al.,, 2004), o que pode estar em parte correlacionado a
refratariedade da acéo desta classe de analgésicos no diabetes. Em modelo de
diabetes tipo 1, foi verificada a redugcéao de L-Trp, da enzima triptofano 5-hidroxilase
(TpH, responsavel pela conversdo do triptofano em 5-OH-Trp, precursor da
serotonina) e de serotonina tanto no cortex como no tronco encefalico. O tratamento
com o hipoglicemiante insulina promove normalizagdo nos niveis de 5HT, sem afetar
0s niveis de L-Trp, indicando que este mecanismo de normalizacdo possa estar
relacionado a mudanca na cinética da enzima formadora da 5HT (MANJARREZ-
GUTIERREZ et al., 2000). Neste sentido, outro estudo demonstrou que a enzima
TpH possui menor afinidade pelo L-Trp e menor atividade enzimética no cérebro de
animais diabéticos (HERRERA et al., 2005). Além disso, o turnover de serotonina,
mensurada pela relacdo dos niveis de acido 5-hidroxiindolacético/ serotonina no
tronco encefalico, € menor em animais diabéticos, (HENLEY; BELLUSH, 1992). Por
outro lado, dados apontam que o numero de células expressando TpH no RVM,
assim como 0s niveis de serotonina medulares foram maiores em animais diabéticos
(DM tipo 1) em relacdo aos animais controle (MORGADO et al., 2011),
provavelmente como mecanismo para contrabalancar o tdnus nociceptivo
aumentado.

As causas que promovem tanto a reducdo do tbnus descendente inibitério
qguanto do sistema serotonérgico ndo sdo completamente compreendidos, apesar
das diferentes informacdes a respeito destas alteragdes. Contudo, acreditamos que
a reducdo da producdo de serotonina e a formacdo de metabdlitos neurotoxicos e
pré-oxidantes, conforme descrito na sequéncia, estejam associados ao desvio na via

de formagé&o da 5HT pela via indolamina 2,3 dioxigenase (IDO).
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1.7 Viaindolamina 2,3 Dioxigenase (IDO)

O triptofano (Trp), um aminoacido essencial para os seres humanos, é o
precursor de proteinas e de importantes moléculas regulatérias, como a serotonina
(GROHMANN et al., 2003) e melatonina (SHIBATA; FUKUWATARI, 2012).
Entretanto, acredita-se que cerca de 90% das vias metabdlicas periféricas
envolvendo o Trp terminem na producdo das chamadas quinureninas (Kyn),
moléculas com diferentes atividades biol6gicas, tais como a interagdo com
receptores NMDA, estimulo ao estresse oxidativo e modulacdo imunologica
(OXENKRUG et al., 2013; SCHWARCZ, PELICCARI, 2002; LEKLEM, 1971). Esta
via é catalisada pelas enzimas passo-limitante indolamina 2,3-dioxigenase (IDO,
isoformas 1 e 2) ou triptofano 2,3-dioxigenase (TDO) (SCHWARCZ et al., 2012), que
promovem a degradacao do anel indol de moléculas por meio de reacdo dependente
de oxigénio molecular (GROHMANN et al., 2003).

Inicialmente, esta via foi determinada como parte de um mecanismo
antimicrobiano associado a deplecao extracelular de Trp, devido ao fato de que a
pequena biodisponibilidade desta molécula retardar o crescimento de patégenos e
também de células (SCHWARCZ; PELICCARI, 2002). Posteriormente, outros papéis
também foram atribuidos a acéo da via, especialmente aqueles relativos a tolerancia
e imunossupressdo. Um dos estudos que trouxe a importancia da via a tona foi o de
Munn e colaboradores, que identificou na reducdo da ativacao de células T maternas
por meio da deplecdo de Trp um mecanismo de tolerancia materna ao feto,
permitindo o prosseguimento da gestacao (MUNN et al., 1998). Mais recentemente,
outras funcbes da via, especialmente relacionadas a ativagcdo de IDO, foram
descritas, como na pesquisa do cancer (para revisdo, ver: LOB et al., 2009),
aterosclerose (POLYZOS et al., 2015) e doencas psiquiatricas (para revisdo, ver:
WIDNER et al., 2002; SCHWACZ et al., 2012). Tanto a deplecdo do Trp quanto a
formacdo de quinureninas esta associada aos diferentes efeitos observados nestas
patologias (WIDNER et al., 2002).

Existem duas isoformas da enzima IDO, chamadas de IDO1 e IDO2, cujos
genes séo bastante conservados e presentes em sequéncia O mesmo cromossomo
em mamiferos. Sabe-se que IDO1 reconhece ambos os isdbmeros do aminoacido
Trp, embora sua afinidade seja maior para a forma levdgira, uma vez que 0s
aminoacidos prevalecem nesta forma em mamiferos (LOB et al., 2009). Ndo se

conhecem as exatas funcdes da isoforma IDO2, embora a deplecédo de L-Trp e a
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formacdo de quinureninas, atividades analogas as da isoforma IDO1, sejam
observadas em células expressando esta IDO2. Comparativamente, a isoforma
IDO2 apresenta atividade enzimatica bastante reduzida quando comparada a IDO1
(BALL et al., 2007). Ambas as isoformas (IDO1 e IDO2) podem ser bloqueadas com
0 uso de inibidor, o 1-L-metil triptofano (YUASA et al., 2010), embora alguns estudos
demonstrem que a forma levogira do inibidor seja mais seletiva para IDO1, ao passo
que o isdbmero D bloqueie mais especificamente a isoforma IDO2 (CADY; SONO,
1992).

Com relacdo ao mecanismo de inducdo da expressao da IDO, sabe-se que é
regulada pelo processo inflamatorio e suas vias associadas, sendo uma delas a via
de sinalizacdo JAK (Janus kinase)/STAT1 (signal transducers and activators of
transcription), um mecanismo intracelular comum a diferentes citocinas
(ARUMUGGAM et al., 2015; KIM et al.,, 2012; ZHONG et al., 1999). Esta via
depende da ativacao de receptores pertencentes a superfamilia de receptores de
citocinas, havendo fosforilacdo do residuo de tirosina de JAK1 e JAK2, e estas
fosforilam a proteina STAT1 em outro residuo de tirosina. A proteina quinase C
(PKC; protein kinase C) também é fosforilada e ativa a STAT1 de maneira similar A
JAK. Apés ativacao, STAT1 forma homodimeros que translocam do citoplasma para
0 nucleo (para revisdo, ver: MELLOR; MUNN, 2004). L&, ha a associagdo entre o
dimero STAT1 e o fator regulatério de interferon (IRF; interferon regulatory factor)
qgue por fim leva a transcricdo do RNAm para IDO (CHENG et al., 2010). Para a
formacdo da proteina sdo necessarios diferentes processos regulatérios poés
traducionais, como a inser¢cédo de um grupamento heme (para revisdo, ver: MELLOR,;
MUNN, 2004).

IDO (1/2) e TDO diferem em termos do padréo de expressao tecidual. Apesar
de a TDO ser chamada de isoforma hepatica, sua presenca ja foi constatada em
outros Orgaos, tais como a placenta, Utero, testiculo e cérebro (para revisao, ver:
LOB et al., 2009). Ja a IDO (1/2) esta presente na prostata, epididimo, placenta,
figado, timo, pulmdes, trato digestivo (DAI; ZHU, 2010), cérebro, rins, células
dendriticas e outros tipos celulares (SOLIMAN et al., 2010). Além disso, as isoformas
IDO e TDO diferem quanto ao peso molecular e quanto a forma de inducdo da
expressdo: a enzima IDO é mais leve (45 KDa) e formada por estrutura monomérica,
tendo sua expressdo induzida por diferentes fatores pré inflamatérios (interferon
gama (INF-y), interleucina-1 beta (IL-1B), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e

lipopolisacarideo) (THACKRAY et al., 2008). Ja a TDO apresenta massa molecular
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de 143 KDa contidos em homotetramero, tendo sua expressdo estimulada por
hormonios do estresse, como o cortisol, prolactina e também pelo préprio substrato,
o Trp (OXENKRUG, 2007).

1.8 Via das Quinureninas

As principais moléculas derivadas do metabolismo do Trp mediado pela IDO
sdo as chamadas quinureninas, resultado da estimulacdo da via por fatores pro-
inflamatdrios (LOB et al., 2014). Com a acdo da IDO, ha a converséo dependente de
oxigénio molecular do L-Trp em N-formil quinurenina, (HIRATA et al., 1975), a qual é
transformada em L-quinurenina (KYN) pela acdo da N-formamidase (GROHMANN et
al., 2003). A KYN pode sofrer trés tipos de metabolizacdo: a formacdo de acido
quinurénico (KYNA) via acdo da quinurenina aminotransferase (KAT) ou via
quinurenina monooxigenase (KMO), levando a formacéo de 3-hidroxiquinurenina (3-
HK), a qual é convertida pela quinureninase (KYNU), em acido 3-hidroxiantranilico
(3-HAA) e por fim, convertido em &cido quinolinico (QUIN) (SCHWARCZ et al.,
2012). Por fim, a KYN também pode formar o acido antranilico (AA) pela acédo da
enzima KYNU. 3-HK pode sofrer também metabolizacdo pela KAT, levando a
formacao de &cido xanturénico (XA) (OXENKRUG, 2013; GROHMANN et al., 2003),
como demonstrado na figura 1. Todas as enzimas downstream da via (KMO, KAT,
KYNU) sdo dependentes da presenca de piridoxal-5-fosfato, a forma ativa da
vitamina B6, e em especial a KYNU, de modo que situacfes de restricdo de vitamina
B6 podem levar ao desvio da via para a formagao de XA (OXENKRUG, 2013).

Quanto as atividades bioldgicas das quinureninas, o acido quinolinico (QUIN)
agonista de receptores NMDA, podendo causar apoptose e necrose por vias
associadas ao préprio receptor NMDA. J4 o &cido quinurénico (KYNA) é um
antagonista de receptores NMDA e nicotinicos. A molécula 3-hidroxiquinurenina (3-
HK) é capaz de gerar espécies reativas de O2, também possuindo efeito neurotdxico
(para reviséo, ver SCHWARCZ; PELLICCIARI, 2002).

1.9 Via das Quinureninas e Processos Patoldgicos

Devido ao papel essencial do Trp e das moléculas diretamente associadas

poderem ser moduladas pela acdo da IDO, diferentes processos fisiopatologicos
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também podem ser alterados por esta enzima, como por exemplo, situacdes com
ativagdo sustentada do sistema imune, levando a deplecdo do Trp, e como
consequéncia, acumulo de quinureninas e queda nas funcdes serotonérgicas
(WIDNER et al., 2002).

~1%
L-tryptophan (Trp) ~———> TrpOH —— 5-Hydroxytryptophan
~95%l IDO1, IDO2, TDO l

N-formyl kynurenine LT e
aromatic L-Amino

AEMID acid decarboxylase
Kynurenine Serotonin

KMO l

Knthraniiic acid . Kynurenic acid (KYNA)
3-hydroxykynurenine

KYNU

Non enzymatic i . )
3-hydroxyanthranilic acid

3HAAO

N
Aminocarboxymuconic semialdehyde

ACMSD Non enzymatic
o
Aminomuconic semialdehyde Quinolinic acid (QUIN)

Fig 2: Via IDO1/KYN de metabolismo do aminoécido triptofano (Trp) e formagdo das
quinureninas (Kyn) pela enzima passo limitante indolamina 2,3-dioxigenase (IDO1) ou suas
isoformas, ou da serotonina, pelas enzimas TrpOH e descaroxilase de L- aminoacidos arométicos.
Adaptado de WU et al., 2013.

Esta via IDO/quinureninas vem sendo amplamente estudada no contexto da
imunologia (para revisdo, ver. GROHMANN et al., 2003), mas também de outras
patologias, como a depressdao e o diabetes (DA SILVA DIAS et al., 2015;
OXENKRUG et al., 2013). Em diferentes estudos relacionando o comportamento
tipo-depressivo e nocicepcdo em modelo de dor inflamatdria e neuropatica, foram
encontrados resultados opostos quanto ao papel da enzima IDO no surgimento das
alteracbes sensoriais (ZHOU et al.,, 2015; KIM et al.,, 2012). J& em pacientes

depressivos e com dor, foi relatado tanto o aumento da expressao como da atividade
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da enzima IDO (KIM et al., 2012). Estudos recentes vém observando a relevancia da
via IDO/quinurenina em processos de dor cronica: um deles demonstrou que a KMO,
uma das enzimas da via, esta relacionada ao processo de alteragdes sensoriais em
animais submetidos ao modelo de dor neuropatica induzida por transec¢éao de nervo
periférico (ROJEWSKA et al.,, 2016), uma vez que razdo Kyn/Trp plasmatica
apresenta-se aumentada nestes animais. Em estudo recente utilizando infecgéo pelo
virus da leucemia murina (modelo que mimetiza a infec¢ao por HIV em humanos), foi
observado que apOs a inoculacdo ha instalacdo de alteracdes sensoriais cronicas,
ocorrendo paralelamente ao aumento da expressado da enzima IDO1 em tecido
linfoide (baco), mas ndo em tecido nervoso central. Além disso, animais sem o
in6culo viral, mas que receberam quinureninas apresentam quadro de disfuncéo
sensorial similar ao do grupo inoculado (HUANG et al., 2016).

Algumas quinureninas estao presentes em maiores concentragdes no plasma
de individuos com DM tipo 2, e por isso parecem ter possiveis efeitos chamados de
diabetogénicos em populacdes com pré-diabetes, pois afetam a liberacdo de insulina
(OXENKRUG, 2013). Além disso, estas moléculas também parecem estar
associadas a inducao do quadro diabético tipo 1 (GROHMANN et al., 2003), assim
como serem produzidas de forma aumentada nos hepatécitos de animais com DM
tipo 1 induzido experimentalmente (SASAKI et al., 2009). Contudo, sabendo-se da
importancia das alteracdes sensoriais na populacdo diabética, e conhecendo-se a
relevancia de distlrbios na modulacdo descendente em quadros de dor crbnica, ndo
h& estudos clinicos ou com modelos acerca da contribuicdo da via indolamina 2,3-
dioxigenase 1 (IDO1) ou da producdo de quinureninas na geracao ou manutencao
de tais alteragBes sensoriais, visto que esta via esta associada a reducao do ténus

serotonérgico.

2. HIPOTESE

A via indolamina 2,3 dioxigenase esta mais ativa em animais diabéticos, levando
a queda nos niveis de serotonina e aumentando a producdo de quinureninas. Ha,
desta forma, menor ténus do sistema inibitério descendente e maior concentracéao de
quinureninas neurotoxicas, tornando esta via em parte responsavel pelas alteracdes

sensoriais em animais diabéticos.

3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

Investigar o envolvimento da via indolamina 2,3-dioxigenase (IDO) na alodinia
mecanica associada ao diabetes experimental induzido por estreptozotocina em

ratos.

3.2 Objetivos Especificos

Analisar o padrdo temporal das alteragbes do limiar mecéanico (alodinia
mecéanica) em animais diabéticos;

Quantificar os niveis de serotonina e acido 5 hidroxiindolacético no cordao
espinhal de animais diabéticos;

Verificar o efeito do tratamento sub cronico com fluoxetina, inibidor da recaptacéo
de serotonina, sobre a alodinia mecénica em animais diabéticos;

Avaliar a expressao e o padrédo de expressao da enzima IDO no cordao espinhal
de animais diabéticos;

Investigar o efeito do tratamento com 1-L-metil triptofano, um antagonista da
enzima IDO sobre a alodinia mecénica em animais diabéticos;

Analisar o perfil de citocinas proé-inflamatérias indutoras da expressédo de IDO1
(TNFa, IL-6 e IL-1B) no cordao espinhal de animais diabéticos;

Investigar o perfil de ativacdo de células gliais (astrécitos e microglia) em cordéo
espinhal de animais diabéticos;

Averiguar a expressdo da enzima KMO no corddo espinhal de animais
diabéticos;

Investigar o efeito do tratamento com JM-6, um antagonista da enzima KMO
sobre a alodinia mecanica de animais diabéticos;

Determinar o efeito do tratamento intratecal com MK-801, um antagonista de

receptores NMDA, sobre a alodinia mecéanica em animais diabéticos.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Drogas, Solucdes e Grupos experimentais.
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Para este estudo, foram utilizadas as seguintes drogas e solugdes:
estreptozotocina (Stz, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California, EUA —
droga diabetogénica) e citrato de sodio (Merck S.A. Indastrias Farmacéuticas, Séo
Paulo, Sdo Paulo, Brasil) para a inducdo ao quadro diabético. Cloridrato de
Fluoxetina, cloridrato de N-metil-3-fenil-3-[(a,a,a-trifluoro-p-tolil)-oxi] propilamina,
bloqueador da recaptacdo de serotonina (Daforin®, SEM Laboratorios, Hortolandia,
SP); 1-L-MT, 1-L-metil triptofano, inibidor seletivo da IDO1 (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, EUA); MK-801, (5S,10R)-(+)-5-Metil-10,11-dihidro-5H-dibenzo[a,d]ciclohepteno-
5,10-imino maleato, antagonista potente e néo seletivo de receptores NMDA (Tocris,
Bristol, Reino Unido); JM-6 ((3,4-Dimethoxibenzenesulfonilamino)-4-(3-nitrophenil)-5-
(piperidin-1-il)metiltiazol), pr6 droga do inibidor da KMO (Merck Millipore, Darmstadt,
Alemanha). Para a diluicdo da STZ foi utilizada solucao de citrato de sodio a 10 mM,
pH 4,5. O cloridrato de fluoxetina, comercializado em forma liquida, foi administrado
uma vez ao dia por 14 dias a partir da 2% semana poés inducdo ao diabetes (nas
doses de 3, 10, 15 e 20 mg/Kg). O 1-L-MT foi inicialmente diluido em solucédo de
hidroxido de sédio 0,1 N, seguida de correcdo para pH fisiologico, sendo utilizado
em animais ja diabéticos (3 e 4 semanas pos indugdo) de forma aguda e sistémica
(nas doses de 3, 6 e 9 mg/Kg i.p.). O IM-6, apis diluicdo em solucao salina 0,9%, foi
administrado agudamente nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg apés 4 semanas da
inducdo ao estado diabético. O MK-801, diluido de forma similar ao JM-6, foi
utilizado nas doses de 0,1, 0,5 e 1 nmol pela via intratecal, conforme metodologia
previamente publicada (MESTRE et al., 1994), em animais diabéticos por 4

semanas.

4.2 Animais

Foram utilizados ratos da variedade Wistar machos provenientes do biotério
da Universidade Federal do Parana, com peso entre 180 a 200 gramas. Foram
mantidos sob condi¢des de temperatura (22+1°C) e luz constants (ciclo claro escuro
de 12 horas), com &gua e ragédo (marca Nuvital®) ad libitum em numero reduzido por
caixa. As trocas de caixas foram realizadas diariamente, a fim de evitar o sofrimento
animal. Todos os experimentos foram conduzidos em acordo com as normas e
legislacBes contidas pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPR
(CEUA #748).
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4.3 Inducéo ao diabetes experimental

ApoOs jejum prévio de 12 horas, os animais do grupo diabético receberam via
i.p. 60 mg/kg de estreptozotocina (STZ) diluida em tampé&o citrato (10 mM, pH 4,5).
Os animais do grupo normoglicémico receberam apenas veiculo (tampéao citrato).
Seguindo-se a injecdo, os ratos foram mantidos em jejum adicional de 1 hora, a fim
de evitar a competicdo da droga com as moléculas de glucose provenientes da
dieta, aumentando as chances de ligagdo aos receptores GLUT nas células
pancreaticas. Trés dias apés a aplicacdo de STZ, a glicemia foi aferida por meio do
glicosimetro Accu Check Active (Roche®), coletando-se pequeno volume de sangue
periférico da cauda em fitas reativas. Ratos foram considerados diabéticos e
mantidos no experimento quando a glicemia apresentada era igual ou maior que 250
mg/dl). Os tratamentos ou coleta de tecidos foram realizados em diferentes tempos
apos do diabetes. Ao fim dos experimentos, nova afericdo da glicemia foi realizada
para confirmagéo do estado diabético.

4.4 Medida da alodinia mecanica (Von Frey Eletrénico)

A alodinia mecéanica foi avaliada por meio do teste de pressao crescente na
pata de ratos, denominado de teste de Von Frey eletronico, aplicado por um
analgesimetro eletrénico (IITC Life Science, EUA). O aparelho possui um transdutor
de forca conectado a um contador digital de forca, que registra em gramas (g) a
pressdo exercida na pata do animal. O contato do transdutor de forca com a pata é
realizado por meio de uma ponteira descartavel de polipropileno com 0,5 mm de
diametro adaptada ao transdutor.

Os animais foram colocados em caixas de acrilico, cujo assoalho consiste de
uma rede de malha igual a 5mm?, constituida de arame ndo maleavel de 1 mm de
espessura, durante 15 minutos antes do experimento, para adaptacdo ao ambiente.
Uma forca linearmente crescente foi entdo aplicada, por entre as malhas da rede, no
centro da planta da pata do rato até que o animal produzisse uma resposta de
retirada e "sacudida" da pata estimulada. Os estimulos foram repetidos até que o
animal apresentasse trés medidas similares com uma nitida resposta de "sacudida”
apos a retirada da pata. O limiar de retirada ao estimulo mecanico foi entédo
guantificado e expresso em gramas, obtido através da média de trés medidas,
observado antes da administracdo de STZ (estado basal ou zero hora) e da média
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de trés valores em gramas, medidos em diferentes tempos apds a inducdo do
diabetes ou apOs a administracdo das drogas em questdo (avaliagdo 30, 60, 120,

180 e 240 e 300 min apds a administracao das drogas).

45 Coleta de Tecidos

Os tecidos (porcédo lombar da medula espinhal - segmentos L4 — L6 e nervo
ciatico) de animais normoglicémicos (Ngl) e diabéticos (Dbt) em diferentes tempos
apos o inicio do estado diabético foram apropriadamente coletados apds eutanasia
dos animais, e mantido sob refrigeracdo até o processamento para as técnicas de

HPLC, western blotting, imunofluorescéncia ou ELISA.

4.6 HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

Para a realizacdo da andlise dos niveis de serotonina (5HT - 5
hidroxitriptamina), assim como o0s niveis de seu metabdlito, o acido 5
hidroxiindolacético (5-HIAA), amostras de corddo espinhal na regido lombar foram
retiradas de animais pertencentes ao grupo Ngl e Dbt apés 4 semanas. A
metodologia empregada foi semelhante a utilizada por Da Silva Dias et al., 2015,
com algumas adaptacdes: apdés a coleta, as amostras foram pesadas e
homogeneizadas por meio de sonicacdo em 500 mL de solugcdo de extragao
(composta de 0,1 M &cido perclérico contendo 0,4mM de metabisulfito de sddio e 0,2
mM de acido etilenodiaminotetraacetico), centrifugado a 20.000 g durante 10
minutos a 06°C, filtrado em membrana (poro de 0,22 mm) e estocado em freezer -
80°C para andlise. Ap0s quantificacdo de proteinas por meio do metodo de acido
bicinconinico (Pierce Chemicla, Rockfor, IL), os sobrenadantes foram submetidos a
separacéo isocratica por meio de sistema de coluna de C18 de fase reversa (Perkin
Elmer Brownlee Columns, Shelton, CT) e eletroquimicamente detectada usando
detector amperométrico (L-ECD-6A, Shimadzu, Japan). O potencial foi determinado
a 850 mV (em comparacédo a um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl). A fase
movel consistiu de &cido citrico 0,163 M, fosfato de sédio dibasico anidro 0,06 M,
sulfato de sodio octila, acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) 12 mM, acetonitrila
4%, tetrahidrofurano 1,7 %, e acido ortofosforico suficiente para tornar o pH 2,85,

diluido em agua duplamente destilada. A fase mével foi filtrada em uma membrana
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de 0.2 mm, degaseificado sob vacuo, e injetado a uma taxa de fluxo de 1,2 mL/min
(HITACHI Pump System L-7100). Cada amostra foi analisada em duplicata para as
concentracfes de 5-HT e 5- HIAA. A adicdo de dihidroxibenzilamina (DHBA) aos
extratos dos grupos Ngl e Dbt serviu como padrdo de controle interno. A
recuperacdo dos analitos foi determinada pela adicdo de uma concentragao fixa do
padrdo interno (DHBA) apds a homogeneizacdo dos tecidos. Todas as substancias
foram quantificadas pela comparacdo das areas de picos em relacdo as curvas

padrao.

4.7 Analise a expressao de proteinas por Western Blotting

Apos coleta do segmento lombar do corddo espinhal em tampédo RIPA
Buffer® (Sigma Aldrich) com inibidores de proteases, as amostras foram
processadas com homogeneizador Dremel 10.8 V Lithium-ion/com ponteira de
acrilico. O homogenato foi centrifugado a 13000 g (15 min) a 4°C. Uma aliquota do
sobrenadante foi separada para dosagem de proteinas pelo método colorimétrico
Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, IL EUA), utilizando-se
curva quadratica de albumina como padrdo de comparacao.

Apbs dosagem da concentracdo e proteina total, aliquotas correspondentes a
100 ug de proteina foram incubadas com tampao de amostra na proporcao (1:1), a
99° C por 10 minutos em termociclador Eppendorf ThermoStat Plus (Hauppauge,
EUA). Em seguida, as amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida 12% (1,5
mm de espessura) na presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS; SDS-PAGE) para
separacao por eletroforese, utilizando-se o sistema Mini-Protean Il Eletrophoresis
Cell (Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA). A corrida foi feita sob voltagem
inicial de 80 V, durante 30 minutos, a qual foi aumentada para 100 V, por 1 hora.

Apés a separagdo das proteinas, o gel e a membrana de nitrocelulose foram
incubadas em tampéo de transferéncia (Tris-HCI 25 mM, pH 8,3, glicina 192 mM,
20% de metanol) por 10 min. A transferéncia para membranas de nitrocelulose 0,2
Mm (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, UK), foi realizada utilizando-se o
sistema de transferéncia Mini-Trans Blot Turbo (Bio-Rad Laboratories, Hercules CA,
USA). A transferéncia foi realizada sob voltagem constante de 100 V, durante 07 —
30 minutos, dependendo do peso molecular da proteina alvo. Foi realizada a

coloracdo com Ponceau 0,5% e acido tricloroacético 3%, para certificacdo de que
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houve transferéncia das proteinas. Em seguida, as membranas foram lavadas em
solucdo tampédo salina tris- tween (TBST) e o bloqueio dos sitios antigénicos
inespecificos foi realizado pela incubacdo das membranas por 12 horas sob
refrigeracdo, em solucdo tampédo salina tris (TBS) contendo 5% (p/v) de leite
desnatado sob agitagéo continua.

Apés bloqueio, as membranas foram lavadas trés vezes com TBST por 5 min.
Em seguida foram incubadas em solucédo TBS contendo leite desnatado a 5% (p/v),
onde sera adicionado anticorpo policlonal de coelho IDO (E-7; 1:500; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, California, EUA); ou anticorpo policlonal de cobaia contra
KMO (1:1000, Novus Biologicals, Littletown, CO, USA); ou anticorpo policlonal
mouse contra GFAP (1:10000; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California,
EUA); anticorpo policlonal de coelho anti IBA-1 (1:1000, Wako Chemicals,
Richmond, VA, EUA) ou anticorpo policlonal de coelho anti GAPDH (1:10000,
Abcam, Cambridge, MA, EUA). A excecdo do anticorpo para GAPDH, todas as
demais conjugacdes com anticorpo foram realizadas overnight sob temperatura
refrigerada (2°C — 8°C). Para o anticorpo primario do GAPDH, a reac¢éo foi mantida
por 1 hora, a temperatura ambiente. Apds a incubacdo com o anticorpo primario, as
membranas foram lavadas 3 vezes (5 min) com TBST e em seguida incubadas com
anticorpo IgG com antigenicidade contra o produtor do anticorpo primario (Jackson
ImmunoResearch, PA, EUA), durante uma hora (temperatura ambiente). Apés a
retirada do anticorpo secundario, as membranas serdo novamente lavadas com
TBST.

Para revelar as membranas, estas foram incubadas com uma mistura de
reagentes do kit de quimioluminescéncia (ECL, Amersham Pharmacia Biotech, Little
Chalfont, UK) como descrito no manual de instrugdes e levadas ao aparelho (Chemi

Doc MP System, BioRad, Hercules, CA, EUA) por aproximadamente 30 min.

4.8 Quantificacéo de citocinas pelo método de ELISA

Apoés os tempos determinados, amostras de nervo ciatico e medula espinhal
(porcéo lombar) foram coletadas em tampédo PBS e processadas por maceragdo. As
amostras foram centrifugadas a 10000 rpm (10 min) a 4 °C e o sobrenadante foi
utilizado para avaliar os niveis de citocinas (IL-1B, IL-6 e TNFa) pelo método
imunoenzimético (ELISA). Em resumo, placas de 96 pocos foram cobertas com 50
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ML/pogo do anticorpo especifico contra a proteina de interesse (Pharmigen, San
Diego, CA, USA.). O anticorpo foi diluido em solugéo de ligacdo pH 9,0 e incubados
por 18 - 24 horas, a 4 °C. As placas foram entdo lavadas por trés vezes com
PBS/Tween-20 (0,05% Sigma). As ligacdes nao especificas foram blogueadas com
100 pL de PBS/BSA 1% por 120 min, em temperatura ambiente. As amostras e o
padrao (curva padrao) contendo as concentracdes para as citocinas foram colocados
nas placas (50 uL) e incubados por 18 - 24 horas a 4°C. ApGs esse periodo, as
placas foram novamente lavadas com TPBS e 50 uL dos anticorpos biotinilados
especificos contra IL-1B (1.5 ug/mL), IL-6 (1 ug/mL) e TNF-a (3 ug/mL), utilizando-se
o kit Duo Set (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). Ap6s uma hora, as placas
foram lavadas com TPBS e o conjugado avidina-peroxidase, na diluicdo de 1:5000,
adicionado a cada poco. Apds 30 minutos de incubacéo, as placas foram novamente
lavadas com PBS/Tween e incubadas com 100 pyL do substrato OPD (o-
fenilenediaminadihidrocloreto; Sigma) por 15 a 20 min em temperatura ambiente. A
reacdo foi interrompida com 50 yL de H2SO4 (1M) e a densidade optica medida a
490 nm em espectrofotbmetro (Spectra Max-250, Molecular Devices). Os resultados

foram expressos em picogramas/ mg de proteina.

4.9 Imunofluorescéncia

ApOs coleta, a porcao lombar do cordao espinhal foi crioprotegida em solugéo
de sacarose 30%, tendo sido posteriormente incluida em Tissue-Tek OCT (Sakura
Finetek, Torrance, CA, EUA) e congelada em nitrogénio liquido. Em aparelho
criostato, foram realizados cortes de 20 ym de espessura, coletados em lamina
gelatinizada. Apos fixagdo em metanol gelado durante 5-8 minutos e 2 lavagens com
PBS por 5 minutos, os cortes foram preparados com glicina 0,1M (diluida em PBS)
durante 30 minutos.

Apo6s o preparo com glicina, os cortes tiveram seus sitios antigénicos
bloqueados com uma solugéao contendo PBS + BSA 2% e Triton x100 0,2%, por 30
minutos. As laminas contendo os cortes foram, entdo, incubadas em local protegido
de iluminacdo com anticorpo primario camundongo anti IDO1 (1:500; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, California, EUA) ou coelho anti GFAP (1:1500, anticorpo
conjugado com fluor6foro, Abcam, Cambridge, MA, EUA) por 12 horas, a
temperatura ambiente. Apos 3 lavagens de 5 minutos cada com PBS, os cortes
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foram incubados com anticorpo secundario coelho anti camundongo conjugado com
Alexa Fluor 594 (Molecular Probes, Eugene, MO, EUA) por 12 horas, apenas no
caso das laminas com marcacao para IDO, uma vez que o marcador para GFAP ja
apresenta conjugacdo ao fluoréforo. Seguiu-se a montagem da lamina com
Fluoromont (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e andalise em microscoépio confocal
de fluorescéncia Leica DMI600B (Wetzlar, Alemanha).

4.10 Andlise estatistica

Os dados estéo representados como média + erro padrao das médias de 6 a
8 animais por grupo. Os dados referentes a alodinia mecénica e os decursos
temporais pos-tratamento foram analisados pela Anélise de Variancia (ANOVA) de
uma ou duas vias (One ou Two way-ANOVA) seguido de post hoc de Bonferroni.
Quando relativo a dois grupos somente (Figuras 5.2 e 5.3), a andlise foi realizada
por teste t ndo pareado. Para todos os resultados, valores de p<0,05 foram

considerados como estatisticamente significativos.

5. RESULTADOS

5.1 Determinacdo de estado hiperglicémico em animais ap6s a
administracdo de STZ.

O grupo de animais submetidos & administracdo sistémica de estreptootocina
(STZ) apresentaram aumento significativo dos niveis séricos de glicose, quando
comparada a glicemia prévia ao processo de diabetizacdo (dados ndo mostrados).
Assim, assume-se que 0 grupo de animais submetidos a diabetizacdo apresentam
glicemia superior ao limiar estabelecido para a determinacdo do quadro diabético
(Fig 5.1). O aumento da glicemia é continuo por até 6 semanas apos a injecédo de
STZ, demonstrando a caracteristica persistente do quadro e das alteracOes

fisiologicas e a nivel celular que tal aumento pode promover.
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Fig 5.1 — Glicemia de animais submetidos a administragdo de STZ , formando o grupo
diabético (n=13). Nota-se que os valores de glicemia tornam-se superiores ao limiar para serem
considerados como diabéticos (250 mg/dL) a partir da 12 semana apds a inducéo, permanecendo

neste estado durante as semanas subsequentes.

5.2 Decurso temporal do limiar mecanico de animais normoglicémicos e

diabéticos.

Os animais foram inicialmente submetidos a avaliagdo quanto ao limiar
mecanico (medida basal). Apés esta afericdo, um grupo de animais foi submetido a
administracdo de STZ (animais diabéticos, Dbt), ao passo que 0os demais receberam
apenas o veiculo de dissolucéo da droga, citrato de sddio (animais normoglicémicos,
Ngl). Semanalmente, foi realizada a mensuragdo do limiar mecanico de ambos os
grupos, Ngl e Dbt.

Como demonstra a figura Fig 5.2 (painel A), animais Dbt apresentaram queda
no limiar mecénico a partir da 22 semana poés indugdo, caracterizando a alodinia
mecanica, persistente ao menos até a 52 semana pos-administracéo de STZ (dados
nao mostrados), quando comparados ao grupo Ngl, os quais ndo apresentaram
alteracdes no limiar mecéanico ao longo do tempo (se comparados aos limiar
mecanico prévio a administracdo de tampao citrato). O pico da alodinia mecanica no
grupo Dbt foi na 42 semana pos diabetizagdo (Painel A), havendo reducédo de 20%
em média no limiar mecanico (Painel B) quando comparado aos animais Ngl.
Quando analisado por area sob a curva, os animais Dbt exibiram significativa

reducdo da area sob a cruva quando comparado ao grupo Ngl (Fig. 5.1, painel B).
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Fig.5.2 — Alterag6es no limiar de retirada a estimulo mecénico em animais diabéticos (Dbt;
n=8) e normoglicémicos (Ngl; n= 7). Painel A: Decurso temporal do limiar de retirada a estimulo
mecanico entre os dois grupos. Painel B: Analise da area sob a curva (AUC, em unidades arbitrarias,
u.a.) calculada desde a medida basal (antes da administracdo de tampdo citrato- Ngl ou
estreptozotocina- Dbt) até a 42 semana apds este tratamentos. a denota que p<0,05 quando
comparados em diferentes tempos, apés analise por Two-way ANOVA entre 0s grupos, ou por teste t

de Student quando comparada a AUC entre 0s grupos.
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5.3 Reducdo dos niveis de serotonina e da taxa de renovacao de

serotonina em animais diabéticos.

Quando comparados ao grupo Ngl, animais Dbt apresentaram menores niveis
de serotonina em amostras de cordao espinhal (Fig 5.3, Painel A). Além disso, a
razao dos niveis de seu metabdlito 5HIAA (acido 5-hidroxiindolacético)/ serotonina
apresentou-se significativamente maior nos animais diabéticos, sugerindo uma

reducado da taxa de renovacao de serotonina (Fig 5.3, Painel B).

A 5HT

100+ [

50+
20

10

Ngl Dbt

ng/mL

B 5-HIAA/SHT
0

a

1.54 1

1.0+

0.54
0.2

0.1

0.0

Ng| Dbt

Fig 5.3 Avaliacdo dos niveis de serotonina (5-HT; painel A) e da razdo do seu metabdlito
acido 5-hidroxiindolacético metabdlito (5-HIAA)/ 5-HT (painel B) em amostra da porcdo lumbar de
cordao espinhal de animais normoglicémicos (Ngl; n=6) e diabéticos (Dbt; 4 semanas do inicio do

quadro diabético; n=7). * denota que p=0.05 apds analise por teste t de Student.
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5.4 Efeito do tratamento subcrbénico com fluoxetina sobre a alodinia

mecanica em animais diabéticos.

Apods a segunda semana da inducdo ao estado diabético, os animais Dbt
receberam diariamente tratamento com diferentes doses do inibidor da recaptacao
de serotonina fluoxetina (FIx) intraperitonealmente (i.p.). Com pode ser observado na
Fig 5.4 (painel A), o tratamento com FIx somente na dose de 10 mg/Kg (mas néo na
dose de 3 mg/Kg) induziu significativo efeito antinociceptivo nos animais Dbt quando
avaliados os limiares de retirada ao estimulo mecéanico 7 e 14 dias ap0s o inicio do
tratamento. Como observado previamente, os animais Dbt apresentaram alodinia
mecanica iniciada na 2% semana apo6s a inducdo ao quadro diabético, quadro que
persiste até a 42 semana apos a administracdo com STZ. Similarmente, pela anélise
de area sob a curva (AUC, Fig 5.4, painel B) é possivel observar antinocicep¢céo no
grupo tratado com a dose de 10 mg/Kg. Doses adicionais (15 e 20 mg/Kg) foram
iniciadas, entretanto, causaram intenso efeito sobre a condi¢do geral de saude dos

animais, inviabilizando a continuacao dos tratamentos.
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Fig 5.4 — Efeito do tratamento sub crénico (14 dias) com inibidor de recapta¢éo de serotonina
(fluoxetina) nas doses de 3 (n=8) e 10 mg/Kg (n=11), sobre a alodinia mecanica em animais
diabéticos. Painel A: decurso temporal dos grupos Dbt que receberam veiculo (Vei; n=7) ou fluoxetina
(FIx) apds a segunda semana pés diabetizacdo. A linha tracejada indica o limiar médio do grupo Ngl
para efeitos comparativos. Painel B: Analise da area sob a curva (AUC, em unidades arbitrarias, u.a.)
da resposta comportamental avaliada desde a medida basal até a 22 semana apds o tratamentos
com veiculo (Vei) ou FIx (3 ou 10 mg/Kg). a denota que houve diferenca no grupo FIx 10 mg frente
ao grupo Vei apos andlise de Two-way ANOVA no decurso temporal ou One-way ANOVA quando

analisada a AUC dos grupos tratados em relagéo ao grupo Vei.

5.5 Expresséo da enzima IDO1 (indolamina 2,3-dioxigenase) em porcao

lombar de medula espinhal de animais Ngl e Dbt.

A expresséo da IDO1 foi avaliada em amostras de corddo espinhal (porcao
lombar) de animais Ngl e diabéticos em diferentes tempos apdés a indugdo do
diabetes experimental. Como demonstrado na Fig 5.5 (painel A), ndo houve



1
2

o U~ W

10
11
12
13
14
15
16
17

46

diferenga quanto a expresséo de IDO1 em animais Dbt nos diferentes tempos apos a
administracdo de STZ quando comparados aos animais Ngl (p>0,05).

300+

2004 o —l_ B

1004 :

Ngl 2sem  3sem 4 sem

IDO1

Expressao relativa
(% do controle)

B-actina

Ngl 2sem 3 sem 4 sem

Tempo pos STZ

Fig 5.5 — Expressao relativa de IDO (indolamina 2,3-dioxigenase) em amostras de por¢ao
lombar de corddo espinhal de animais normoglicémicos (Ngl; n=5) ou diabéticos (Dbt) em diferentes
tempos apds a administracao de estreptozotocina (STZ; 2 sem [n=5]; 3 sem [n=4]; 4 sem [n=4], painel

A). Painel B: Imagens representativas da expressao de IDO1 e do controle enddgeno 3-actina.

5.6 Imunofluorescéncia para a enzima IDO1 em porc¢ado lombar de cordéao

espinhal de animais normoglicémicos e diabéticos.

Através de imunofluorescéncia, foi analisada qualitativamente a presenca da
enzima IDO1 em amostras de porc¢ao lombar do cordao espinhal de animais Ngl (Fig
5.6, painel A) e Dbt 4 semanas apo6s o inicio do diabetes (Fig 5.6, painel B), para
complementar o resultado obtido com a técnica de western blot (Fig. 5.5, painéis A e
B). Como pode ser observado na figura 5.6, a expressédo da enzima néo é restrita a
uma determinada lamina de Rexed, além de possuir padrdao de distribuicdo
semelhante entre os grupos, corroborando os dados obtidos previamente pela

técnica de western blot.
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Fig. 5.6 — Imagens representativas da imunofluorescéncia para a enzima IDO1 (indolamina
2,3-dioxigenase) em porcao lombar do corddo espinhal dorsal de animal do grupo normoglicémico

(Ngl; painel A) ou diabético (Dbt; 4 semanas apos a indugdo do diabetes; painel B) (Aumento de 20X).
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5.7 Efeito do tratamento agudo com inibidor da IDO, 1-L-metil triptofano

sobre a alodinia mecanica em animais diabéticos.

Assim como observado previamente, o limiar mecanico nos animais
diabéticos decai significativamente em relacdo aos animais normoglicémicos a partir
da segunda semana, representando o quadro de alodinia mecanica. Para o
tratamento com o 1-L-MT, inibidor da IDO, foram escolhidos dois tempos de
interferéncia diferentes (na terceira semana, em que observamos uma maior
tendéncia ao aumento de expressao da IDO1, e na quarta semana, tempo do pico
da queda do limiar mecénico). Como demonstra a Fig. 5.7 (painel A), o tratamento
sisttmico com as doses de 1 e 3 mg/Kg apresentou efeito antinociceptivo, na
primeira meia hora e na 22 hora (120 min) apés a administracdo de 1-MT,
respectivamente, quando comparados ao grupo diabético controle (tratado apenas
com veiculo do 1-MT). No entanto, quando os dados foram analisados como AUC
(Fig. 5.7. painel B) todas as doses de 1-MT demonstraram-se efetivas em relagao ao
veiculo.

Quando o tratamento foi realizado na quarta semana apdés a inducdo do
diabetes, somente a maior dose de 1-MT (9 mg/Kg) apresentou efeito
antinociceptivo desde a primeira (60 min pés administracdo) até a 32 hora (180
minutos pos administracao), quando comparados ao grupo diabético controle que
recebeu apenas o veiculo de diluicdo do 1-MT (grupo Veh; Fig. 5.8 Painel A).
Novamente, quando analisados como AUC, todos 0s grupos experimentais tratados
com 1-MT (doses de 1, 3 ou 9 mg/Kg) mostraram-se significativamente diferentes do

grupo Dbt controle (tratado com o veiculo, Fig. 5.8 Painel B).
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Fig. 5.7 — Atividade antinociceptiva induzida pelo tratamento com o inibidor da enzima IDO 1-MT,
administrado em animais diabéticos, 3 semanas apds a inducado do diabetes. Painel A: Curva
temporal do efeito do tratamento com 1-MT (doses de 1, 3 ou 9 mg/Kg, i.p.). As medidas do limiar de
retirada ao estimulo mecanico foram realizadas antes do tratamento com estreptozotocina (Basal), na
terceira semana apoés (3 sem) e em diferentes tempos apds o tratamento com veiculo (Vei) ou 1-MT.
A linha tracejada indica o limiar mecanico médio de animais normoglicémicos para comparacao.
Painel B: Andlise da area soba curva (AUC, em unidades arbitrarias, u.a.) da resposta
comportamental avaliada desde a medida basal até a 52. hora apés os tratamentos com veiculo (Vei;
n=6) ou 1-MT (1 [n=10], 3 [n=8] ou 9 [n=5] mg/Kg). a denota que p<0.05 quando comparado 0 grupo
1 mg/Kg em relacdo ao grupo Vei; b denota que p<0,05 quando comparado o grupo 3 mg em relacdo
ao grupo Vei, apds andlise por Two-way ANOVA. * denota que todos os grupos indicados possuem

p<0,05 em relagdo ao grupo Vei, apds analise de One-way ANOVA.
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Fig. 5.8 — Atividade antinociceptiva induzida pelo tratamento com o inibidor da enzima IDO 1-MT,
administrado em animais diabéticos, 4 semanas ap0s a inducdo do diabetes. Painel A: Curva
temporal do efeito do tratamento com 1-MT (doses de 1, 3 ou 9 mg/Kg, i.p.). As medidas do limiar de
retirada ao estimulo mecénico foram realizadas antes do tratamento com estreptozotocina (Basal), na
quarta semana ap0s (42. sem) e em diferentes tempos apés o tratamento com veiculo (Vei [n=6]) ou
1-MT. A linha tracejada indica o limiar mecéanico médio de animais normoglicémicos para
comparacao. Painel B: Analise da area sob a curva (AUC; em unidades arbitrarias, u.a.) da resposta
comportamental avaliada desde a medida basal até a 52. hora ap6s os tratamentos com Vei) ou 1-MT
(1 [n=8], 3 [n=8] ou 9 [n=5] mg/Kg). a denota que p<0,05 quando comparados o grupo 9 mg/Kg ao
grupo Vei, ap6s analise de Two-way ANOVA. * denota que p< 0,05, quando comparado qualquer um

dos grupos tratados ao grupo Vei apés analise de One-way ANOVA.
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5.8 Dosagem de citocinas pro-inflamatorias (IL-18, IL-6 e TNF-a) em
porcdo lomnbar do corddo espinhal e nervo ciatico de animais diabéticos e

normoglicémicos.

Foi realizada a dosagem de diferentes citocinas pro-inflamatérias (IL-18, IL-6
e TNF-a) em tecido nervoso (corddo espinal, porcdo lombar) e periférico (nervo
ciatico) de animais Ngl e Dbt em diferentes tempos apos a administracédo de STZ (2,
3 e 4 semanas). Como demonstra a Fig. 5.9 (painéis A e C), os animais diabéticos
por 4 semanas apresentaram significativo reducdo nos niveis de IL-13 e de TNFa
em animais, quando comparados ao grupo normoglicémico (Ngl). JA na porcéo
lombar do corddo espinhal, ndo foram encontradas diferencas nos niveis destas

citocinas entre os grupos analisados (Fig. 5.9, painéis D, E e F, p>0,05).
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1 Fig. 5.9 — Dosagem de citocinas pré-inflamatérias (IL-1B, IL-6, TNF-a) no nervo ciatico (Painéis A, B e
2 C) e cordao espinhal (Painéis D, E e F) de animais normoglicémicos (Ngl; n=9) ou diabéticos (Dbt) em
3 diferentes tempos (2 [n=5], 3 [n=8] ou 4 [n=9] semanas) apds a inducdo do quadro hiperglicémico. *
4  denota que p<0,05 quando comparado ao grupo Ngl apds analise de One-way ANOVA.
5
6 5.9 - Expressédo de proteina adaptadora ligante de calcio ionizado 1 (IBA-

7 1) na porgdo lombar do cordédo espinhal de animais normoglicémicos e

8 diabéticos.

9 Como demonstrado na Fig. 5.10, a expressao relativa de IBA-1 na porcao

10 lombar da medula de animais diabéticos por 4 semanas nao diferiu em realcdo aos
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niveis observados em animais normoglicémicos, sugerindo auséncia de ativagédo

microglial diferencial neste animais.

250+

200+

150- B
Ngl Dbt 45

1004 [

BA-1

(% do controle)

504 W S  GAPDH

Expressao relativa

Ngl Dbt

Fig. 5.10 — Expresséo relativa de proteina adaptadora ligante de calcio ionizado 1 (IBA-1) na
porcdo lombar do corddo espinhal de animais normoglicémicos (Ngl; n=4) ou diabéticos (Dbt) 4
semanas apods a inducdo do quadro hiperglicémico (painel A). Painel B: imagem representativa da
expressdo de IBA-1 em tecidos da porgdo lombar do corddo espinhal de animais Ngl e Dbt pés 4

semanas (n=3). GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, proteina de referéncia.

5.10 Expresséo de proteina glial fibrilar acida (GFAP) em porcédo lombar

de cordédo espinhal de animais normoglicémicos e diabéticos

A expressdo do marcador de astrocitos, GFAP, foi analisada em porgao
lombar de cordao espinhal de animais normoglicémicos (Ngl) e diabéticos (Dbt) em
diferentes tempos apés a inducdo do quadro hiperglicémico. Como demonstra a Fig.
5.11, foi observado que a expressao relativa de GFAP foi significativamente reduzida

em animais diabéticos apos 2 e 3 semanas do inicio do estado diabético (p<0,05).
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Fig. 5.11 — Expresséao relativa de proteina glial fibrilar &cida (GFAP) em amostras de porcao
lombar da medula espinhal de animais normoglicémicos (Ngl; n= 7) ou diabéticos (Dbt) em diferentes
tempos (2 [n= 4], 3 [n= 5] e 4 [n= 7] semanas) apds a administracdo de estreptozotocina. Painel B:
imagens representativas da expressdo de GFAP nos diferentes grupos analisados. * denota que
p<0,05 quando comparado ao grupo Ngl apés analise de One-way ANOVA. GAPDH: gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase, proteina de referéncia.

5.11 Analise da distribuicdo de GFAP em porcdo lombar de cordéao
espinhal de animais normoglicémicos (Ngl) ou diabéticos (Dbt) através de

imunofluorescéncia.

Como demonstra a Fig. 5.12, os astrocitos dos animais Dbt apresentam
mudancas morfolégicas quando comparados aos animais Ngl, i.e. enquanto que 0s
astrocitos de animais Ngl apresentam contorno mais espraiado, estas células
parecem ter um formato mais arredondado, com reducéo no nimero de ramificagbes
nos animais diabéticos, sendo mais evidente apdés 3 semanas do estado
hiperglicémico. Na 42 semana apoés a inducéo ao diabetes, percebe-se que o formato
das células tende a assemelhar-se ao grupo Ngl, embora as ramificacbes das

células ndo sejam téo evidentes como no grupo Ngl.
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Fig. 5.12 — Distribuicdo de marcador para astrécitos (GFAP) em por¢cdo medular de animais

normoglicémicos (Ngl, painel A) ou diabéticos (Dbt) por 3 (painel B) ou 4 semanas (painel C).

5.12 Expressdao da enzima quiniurenina 3-monooxigenase (KMO) em
porcdo lombar do corddo espinhal de animais normoglicémicos eou

diabéticos.
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Como demonstra a Fig. 5.13, nao foi observado diferenca estatistica quanto a
expressdo de KMO, enzima responsavel pela formagéo de algumas quinureninas, na
porcdo lombar do corddo espinhal dos diferentes grupos experimentais
(normoglicémicos ou diabéticos por 2, 3 ou 4 semanas), embora haja tendéncia

(p=0,07) de reducéo na segunda e terceira semanas poés diabetizacao.

A
125+
S . 100- |
w2
—_ O
& 75 B
o 0O J— Ngl 2sem 3sem 4sem
1]
p: g 50 |
DS - W 0
- =]
a 32
o 257 i i s GAPDH
0

Ngl 2 3 4

Tempo poés STZ

Fig. 5.13 — Expresséo relativa da enzima quiniurenina 3-monooxigenase (KMO) em amostras
da porcédo lombar do corddo espinhal de animais normoglicémicos (Ngl; n=4) ou Dbt em diferentes
tempos apos a inducdo do diabetes (2 [n=4], 3 [n=5] ou 4 [n=4] semanas). Painel B: Imagem
representativa da expressdo de KMO em amostras da por¢do lombar do corddo espinhal de animais
normoglicémicos (Ngl) ou Dbt em diferentes tempos apds a indu¢do do diabetes (2, 3 ou 4 semanas).

GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, proteina de referéncia.

5.13 Efeito do tratamento agudo com inibidor da KMO, JM-6 sobre a

alodinia mecéanica em animais diabéticos.

A fim de verificar o efeito do bloqueio farmacologico da enzima KMO,
diferentes doses de JM-6, uma pro-droga, foram sistemicamente administradas em
animais apos a 42 semana do inicio do estado diabético, pico da alodinia mecéanica.
Como demonstra a Fig. 5.14 (painel A), o tratamento com JM-6 induziu efeito
antinociceptivo durante a primeira meia hora (30 min) até a segunda hora (120 min)
na menor dose (25 mg), efeito este observado também com o tratamento com a da
dose intermediaria (50 mg), durante a primeira até a terceira horas (60 até 180 min).

A dose maior promoveu efeito antinociceptivo apenas durante a segunda hora apos
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a administracdo (120 min). Quando analisado por area sob a curva (AUC; Fig. 5.14,

painel B), todas as doses apresentaram sifinicativo efeito antinociceptivo.
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100+
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Tratamento com JM-6

Fig. 5.14 — Efeito do tratamento agudo com JM-6 (25, 50 ou 100 mg/Kg, i.p.) sobre a alodinia
mecéanica em animais diabéticos por 4 semanas. Painel A: Decurso temporal do efeito do JM-6 sobre
a alodinia mecéanica. O limiar de retirada ao estimulo mecanico foi avaliado antes da diabetizagao
(Basal), antes dos tratamentos (42. Sem) e em diferentes tempos apds o tratamento com JM-6 ou
veiculo (Vei; n=6). A linha tracejada indica o limiar médio do grupo Ngl para efeitos de comparacéo.
Painel B: Area sob a curva (AUC, em unidades arbitrarias, u.a.) do efeito comportamental avaliado
desde a medida basal até a 5% hora apos os tratamentos com Vei ou JM-6. a denota que p<0.05
quando comparado o grupo tratado com 25 mg/Kg (n=6) em relacdo ao grupo Vei; b denota que
p<0.05 quando comparado o grupo tratado com 50 mg/Kg (h=6) em relagédo ao grupo Vei; c denota
gue p<0.05 quando comparado o grupo que recebeu 100 mg/Kg (n=6) em relacdo ao grupo Vei, apds
andlise de Two-way ANOVA. * denota que todos os grupos apresentaram diferenca em relagéo ao

grupo Vei ap0s andlise de One-way ANOVA.
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5.14 Efeito do tratamento intratecal com o antagonista de receptores

NMDA, MK-801 sobre a alodinia mecéanica em animais diabéticos.

Dada a atividade agonista de certos produtos da via das quinureninas sobre
receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, foi realizado o tratamento intratecal com
um bloqueador néo seletivo para receptores NMDA, o MK-801, em animais Dbt ap6s
4 semanas do inicio do diabetes. Como mostra a Fig. 5.15 (painel A), o bloqueio
espinhal de receptores NMDA induziu, com diferentes perfis temporais, efeito
antinociceptivo em animais diabéticos 4 semanas do tratamento com STZ. Enquanto
a menor e a maior dose testadas (0,1 e 1 nmol, respectivamente) induziu
significativo aumento no limiar mecanico apos 30 minutos do tratamento persistido
até 120 minutos, a dose intermediaria (0,5 nmol) induziu efeito antinociceptivo apos
30 minutos que persistiu até 60 minutos (Fig. 5.15, painel A); Quando analisados os
dados através do calculo de area sob a curva (AUC) todas as dose de MK-801
induziram significativo efeito antinociceptivo (p<0,05, Fig 5.15, painel B) quando

comparado aos animais diabéticos controle tratados com veiculo.
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Fig. 5.15 — Efeito do tratamento agudo por via intratecal com MK-801 (0,1, 0,5 ou 1 nmol)
sobre a alodinia mecénica em animais diabéticos por 4 semanas. Painel A: Decurso temporal do
efeito do MK-801 sobre a alodinia mecénica. O limiar de retirada ao estimulo mecénico foi avaliado
antes da diabetizacdo (Basal), antes dos tratamentos (42 Sem) e em diferentes tempos ap6s o
tratamento com Mk-801 ou veiculo (Vei; n=7). A linha tracejada indica o limiar médio do grupo Ngl
para efeitos de comparagao. Painel B: Area sob a curva (AUC, em unidades arbitrarias, u.a.) do efeito
comportamental avaliado desde a medida basal até a 52, hora apos os tratamentos com Vei ou MK-
801. a denota que p<0.05 quando comparado o grupo tratado com 0.1 nmol (n=6)em relacdo ao
grupo veiculo; b denota que p<0.05 quando comparado o grupo tratado com 0.5 nmol (n=6) em
relacdo ao grupo Vei; ¢ denota que p<0.05 (n=7) quando comparado o grupo que recebeu 1 nmol em
relacdo ao grupo Vei, apds analise de Two-way ANOVA. * denota diferenca em relacdo ao grupo Vei

apo6s analise de One-way ANOVA..
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6. DISCUSSAO

A polineuropatia distal resultante do diabetes mellitus é considerada a
complicacéo tardia mais comum tanto em pacientes com DM tipo 1 quanto com DM
tipo 2 (SIMA, 2003). Apesar de serem normalmente referidas como uma sé doenca,
0S mecanismos distintos entre as duas etiologias sdo deixados de lado, podendo
residir neste ponto o fato de que tratamentos e drogas promissoras em modelos
animais nao apresentaram tal efeito na pratica clinica (Para revisdo: SIMA; KAMIYA,
2006). Uma vez que ambas as formas de diabetes sao decorrentes da hiperglicemia,
negligencia-se que 0s mecanismos que a provoca e que dela decorrem possam
estar diretamente relacionados aos da geracédo da polineuropatia (REICHARD et al.,
1996). Falando-se mais sobre tais diferencas, apesar de a prevaléncia de pacientes
com DM tipo 2 ser muito maior (IDF ATLAS, 2015), a polineuropatia diabética tende
a ser muito mais severa e consistente em pacientes com DM tipo 1 (DYCK et al.,
1999). Ademais, acredita-se que em torno da totalidade dos pacientes com DM tipo
1 apresentara a polineuropatia (VINIK et al., 1992), a qual, apesar de todo o avanco
obtido nas pesquisas clinica e basica, ainda carece de mais estudos no sentido do
entendimento dos mecanismos subjacentes a sua iniciagdo e manutencéo (SIMA,
2003).

A dor neuropética diabética (DND) é reconhecida como um dos sintomas mais
devastadores associados a neuropatia diabética (BOULTON et al., 2005), tendo
como importante caracteristica o baixo indice de eficacia dos tratamentos utilizados,
de modo que a maior parte dos pacientes ndo alcanca o objetivo principal da terapia:
o alivio analgésico (BHATTACHARYA et al.,, 2009; BARRETT et al., 2007). Tal
insatisfacdo esta relacionada ao fato de que os medicamentos ndo séo projetados
com base nos mecanismos fisiopatolégicos da DND, acarretando efeitos colaterais
gue limitam o seu uso (BOYLE, et al., 2012).

Alguns dos principais sintomas da DND sao a presenca de alodinia e
hiperalgesia, da mesma forma como em outras formas de dores neuropaticas
(BARRETT et al.,, 2007). Ademais, sabe-se que uma das principais queixas de
pacientes com DND € a presenca de alteracdes sensoriais frente ao estimulo
mecanico (DAULHAC et al., 2006). Em nosso estudo, observamos que 0s animais
induzidos ao diabetes por meio da administragdo de STZ apresentaram
hiperglicemia de modo consistente, com valores acima de 250 mg/dL, logo na 12

semana apoés o procedimento (FIg 5.1). Este resultado caracteriza a instalacdo do
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quadro diabético de forma definitiva e persistente, visto que mesmo apds 6 semanas
da diabetizac&o experimental, a glicemia manteve-se elevada (Fig 5.1). No diabetes,
sabe-se que o aparecimento destas alteracdes € fortemente associado ao quadro
hiperglicémico, uma vez que a elevacao da glicemia em pacientes sadios, promovido
pela infusdo de glicose, é capaz de alterar a percepcao ao estimulo doloroso nestes
individuos. Pela curta duracdo do estado hiperglicémico neste estudo, acredita-se
gue haja efeito direto sobre o sistema nervoso periférico (MORLEY et al., 1984). No
mesmo sentido, quando animais normoglicémicos eram submetidos a hiperglicemia
local (DH, ganglio e porgéo inicial de nervo ciatico) também apresentam alteracdo no
limiar mecénico, apenas no lado que recebeu a implantacdo de bomba osmdtica,
sem comprometimento da glicemia do animal (DOBRETSOV et al., 2003).
Entretanto, ndo ha correlacdo entre as comuns flutuacdes da glicemia em pacientes
diabéticos e alteracBes da percepcao nociceptiva, levando a crer que a cronificagdo
do estado hiperglicémico seja muito importante nestes individuos (CHAN et al.,
1990). Ademais, sabe-se que mesmo sob rigido controle da glicose, parte dos
pacientes diabéticos ainda permanece com alteracdes sensoriais, evocadas por
outros mecanismos além da hiperglicemia per se (DCCT RESEARCH GROUP,
1995). O mesmo pode ser verificado quando animais experimentais sdo submetidos
a doses sub-diabetogénicas de estreptozotocina (STZ), sendo possivel verificar a
presenca de alteracdes sensoriais persistentes e que ndo sao revertidas pelo
tratamento com hipoglicemiante (CUNHA et al., 2009). Isto leva a ideia de que a
glicose pode induzir toxicidade diretamente, embora a cronificagcdo do estado
diabético seja relevante na manutencéo do processo.

Dada a necessidade de mais estudos sobre a neuropatia diabética e o estado
de dor patolégica subjacente, principalmente pelo fato de que a DND ocorre de
forma mais intensa e preditiva em pacientes com DM tipo 1, modelos animais s&o
necessarios e utilizados para maiores informacdes e testes de novas drogas. Um
dos modelos animais mais utilizados € o que promove a destruicdo de células B
pancreaticas por meio da administracdo de estreptozotocina (STZ), levando ao
quadro de DM tipo 1 (SIMA, KAMIYA, 2006). Neste modelo foi demonstrado que
animais diabéticos por STZ podem ser divididos entre 0s que apresentam
hiperalgesia mecanica e aqueles que nédo possuem tal sintoma. Isto demonstra que
o modelo assemelha-se ao quadro clinico, no qual nem todos os individuos com a
sindrome apresentardo o quadro de DND (DAULHAC et al., 2006). Entretanto, ha

obviamente criticas ao modelo por ndo mimetizar de forma completa o quadro
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presente em humanos, devido ao prejuizo metabdlico ser exacerbado nestes
animais (FOX et al., 1999). Outra desvantagem é a producédo de insulina e peptideo
C residuais, assim como a auséncia de degenerag¢ao nervosa progressiva, uma das
caracteristicas preponderantes em pacientes (SIMA; KAMIYA, 2006). Ha, contudo,
estudos prévios demonstrando que tal degeneragcéo axonal em animais submetidos
ao modelo ocorre apos algumas semanas do tratamento com STZ (OBROSOVA et
al., 2008; DREL et al., 2007). Tais diferencas podem estar associadas a metodologia
de inducéo ao diabetes e também na quantificacdo dos resultados.

Em diferentes estudos pré-clinicos, as alteracdes de percepcdo ao estimulo
mecanico sao as mais frequentemente encontradas, variando entre 20 a 40% de
reducdo no limiar mecanico (DOBRETSOV et al., 2003). Ha o desenvolvimento de
alodinia mecéanica tanto em animais com DM tipo 1 (REDIVO et al., 2015; CHEN,
PAN, 2002), ocorrendo normalmente 2 semanas ap0s a instalacdo do quadro
diabético, e também em animais com DM tipo 2 (LIAO et al., 2011). Similarmente,
em nosso estudo os animais tratados com STZ apresentaram tal alteracdo sensorial,
iniciada na 22 semana ap0s a instalacdo do quadro e persistindo até a 5% semana
apos a inducdo com STZ (dados ndo mostrados) (Fig 5.2, painel A). O pico desta
alteracdo sensorial ocorreu na 42 semana apos a inducdo ao quadro diabético,
havendo variacdo média de 20% entre os grupos normoglicémico e diabético 4
semanas (Fig 5.2, painel B). Assim, confirmou-se o quadro de alodinia mecéanica
iniciada em estagios iniciais ap0s o inicio do diabetes, persistente até o fim do
estudo.

A auséncia de estudos sobre a modulagdo supraespinal nociceptiva é
deficitaria em pacientes e modelos animais de diabetes provavelmente devido a
crenca de que a disfuncdo nervosa no diabetes acomete especialmente nervos
periféricos (PAULSON et al., 2007). No entanto, sabe-se que o input nociceptivo
proveniente da periferia ndo esta aumentado no diabetes (CALCUTT et al., 2002) e
gue unidades espinotalamicas (neurdnio de segunda ordem medula - tdlamo) de
animais Dbt apresentam atividade aumentada, assim como campo receptivo maior
(CHEN; PAN, 2002). Além disso, estas unidades parecem possuir menor limiar e
respostas aumentadas frente ao estimulo mecanico (CHEN; PAN, 2002). Neste
sentido, sabe-se que o sistema descendente inibitério possui importante papel na
modulacdo espinhal do input nociceptivo, papel este realizado especialmente por
meio de transmissdes serotonérgicas e noradrenérgicas (para revisao, ver: MILLAN,

2002). Este sistema esta também envolvido no mecanismo de algumas das drogas
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utilizadas no controle da dor cronica, inclusive da DND (KWON et al., 2014;
NIESTERS et al., 2014).

No contexto do diabetes, € demonstrado que a transmissdo serotonérgica
espinhal em resposta ao estimulo opioidérgico € reduzida (SUH et al., 1996), assim
como ha menor ténus descendente inibitério no DH (PETROU et al., 2012), menor
nivel de serotonina no tronco encefalico (EZZELDIN et al., 2014), hipocampo (DA
SILVA DIAS et al, 2015) e medula (HENLEY, BELUSH, 1992) de animais
diabéticos. Uma possibilidade é o fato de haver menor quantidade de aminoacidos
no cérebro em animais diabéticos, levando a menor producdo de serotonina
(MAJARREZ-GUTIERREZ et al., 1998). Neste sentido, animais com diabetes
induzido por STZ foi verificado que os niveis cerebrais de triptofano (Trp) sdo
reduzidos, mesmo quando as concentracdes plasmaticas deste aminoacido estavam
aumentadas em resposta a ingesta (FERNSTROM, FERNSTROM, 1993). Da
mesma forma, foi verificado a redu¢cdo no metabolismo da serotonina em animais
Dbt (HENLEY et al., 1998), levando a ideia de que a reducédo de serotonina pode
estar presente em animais Dbt e estar associada ao quadro de DND. Assim, nos
avaliamos primeiramente, os niveis de serotonina na medula espinhal de animais
diabéticos e verificamos que nestes animais (4 semanas apos a inducdo ao
diabetes) houve reducdo dos niveis de serotonina na medula espinhal em relacdo
aos animais Ngl (Fig 5.3, Painel A). Esta reducéo pode estar associada a reducéao do
limiar de retirada ao estimulo mecéanico, pois estudos anteriores comparando
linhagens distintas de ratos que possuem diferencas quanto a homeostase central e
periférica de serotonina (linhagens animais com diferencas em suas concentracdes
séricas do neurotransmissor devido a mutacdes), verificou-se que aqueles que
apresentavam homeostase aumentada para serotonina possuiram maior limiar a
estimulos térmico (KESIC et al., 2015) e mecanico (TVRDEIC et al., 2004). Além
disso, as linhagens também possuiram diferencas quanto as respostas a drogas
serotonérgicas, levando a ideia de que o maior beneficio de tais drogas para o grupo
com menores niveis de serotonina pode estar relacionado a reducéo do ténus deste
neurotransmissor (KESIC et al., 2015). Também observamos que a taxa de
renovagcdo desta monoamina estava diminuida em animais Dbt, uma vez que
relacdo entre metabolito/neurotransmissor € significativamente maior nestes animais
(Fig 5.3, Painel B). Acredita-se que tal relacdo possa sinalizar a atividade do sistema
em questdo, sendo que quanto maior é a producdo do neurotransmissor, maior a
atividade do sistema relacionado (COMMISSIONING, 1985). Dados tais resultados,
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€ possivel inferir que os niveis de serotonina reduzidos, assim como sua taxa de
renovacao diminuida possam estar relacionados as altera¢des sensoriais no modelo
de DND induzido por STZ. Em modelos de dor neuropatica, drogas que atuam sobre
0 sistema serotonérgico sao capazes de promover 0 aumento deste
neurotransmissor, reduzindo a propor¢ao entre metabdlito/neurotransmissor (MURAI
et al., 2014; TVRDEIC et al., 2004). Assim, decidimos verificar se o tratamento com
fluoxetina (inibidor da recaptacéo de serotonina - FIx), teria efeito sobre o quadro de
hipersensibilidade ao estimulo mecéanico. O tratamento foi iniciado na segunda
semana ap6s a inducdo ao quadro diabético, momento em que os animais ja
apresentavam alteracdes sensoriais significativamente diferentes dos animais Ngl
(Fig 5.2, Painel A). Continuamos o tratamento por 2 semanas, periodo descrito na
literatura para a verificacdo de efeito antinociceptivo (SALINAS et al., 2012). Em
nosso estudo, houve prevencdo da queda subsequente no limiar mecanico nos
animais tratados somente com a dose intermediaria de FIx (10 mg/Kg) 7 ou 14 dias
apos o inicio do tratamento (Fig 5.4, Painel A). Doses maiores (15 e 20 mg/Kg)
foram testadas, mas uma vez que a condi¢cdo geral dos animais piorou apés o
tratamento, estes foram suspensos. Em outros estudos com modelos de dor
neuropatica, o uso da FIx também demonstrou-se efetivo (MURAD; AYUOB, 2015;
BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2014), assim como na DND (TEMBHURNE;
SAKARKAR, 2011; ANJANEYULU; CHOPRA, 2004). Acredita-se que a FIx tenha
efeito sensivel ao bloqueio de receptores opioides, demonstrando a participacao
deste sistema na antinocicepcao gerada pela FIx (SINGH et al., 2001). Em animais
Dbt, foi verificado que o efeito da FIx é dependente de receptores 5HT1/2
(ANJANEYULU, CHOPRA, 2004), o gqual pode estar associado ao efeito
hipoglicemiante e neuroprotetor neste modelo de DND (TEMBHURNE; SAKARKAR,
2011). Quando uma droga com mecanismo similar a FiIx (fluvoxamina) foi utilizada
em animais Dbt, foram obtidos resultados proximos aos encontrados por nos, dado o
efeito antinociceptivo da droga ser também sobre receptores 5HT, com papel
temporal dos diferentes receptores serotonérgicos para o efeito (KATO et al, 2013).
E necessario também citar que o aumento de serotonina pode possuir efeitos
ambiguos, podendo causar anti ou pronocicepc¢ao, dependendo do receptor ativado
(CERVANTES-DURAN et al., 2013).

Apesar dos aparentes beneficios do uso da FIx em estudos pré clinicos, em
pacientes diabéticos ndo se consegue alcancar o mesmo efeito (JANN; SLADE,

2007). Uma possibilidade seria, como anteriormente citado, a reduzida producao de
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serotonina ou entdo o aumento de sua degradacdo. Em modelo de diabetes induzido
por STZ foi encontrado que a afinidade para o Trp da enzima triptofano hidroxilase
(TrpOH), passo limitante para a formacdo de serotonina, esta reduzida no cérebro
destes animais, assim como a velocidade de reacdo (HERRERA et al., 2005). Neste
sentido, pode haver facilitacdo de outras vias envolvidas no metabolismo do Trp,
como a ativacdo da via IDO1/KYN, responsavel pela maior parte do consumo deste
aminoéacido (WU et al., 2013; WIDNER et al., 2002). Esta via ainda néo foi avaliada
no contexto do diabetes, de modo que ao nosso conhecimento, esta € a primeira
investigacao a respeito do papel da via na DND.

A enzima indolamina 2,3-dioxigenase 1 (IDO1) tem surgido em pesquisas
recentemente devido ao seu papel sobre a regulacdo e modulacdo do quadro
inflamatorio e imune (MUNN et al., 2004; GROHMANN et al., 2003), além de estar
intimamente relacionada a deplecdo da funcdo serotonérgica, com consequente
acumulo das chamadas quinureninas (KYN) (WIDNER et al., 2002). Tal deplecéo se
deve ao fato de a IDO1 ser a enzima passo-limitante capaz de metabolizar o L-Trp
para a formacdo das KYN, desviando o aminoacido da formacdo de serotonina
(OXENKRUG et al., 2015; SCHWARCZ, 2012).

Em trabalho com animais diabéticos obesos (linhagem db/db) acerca do
quadro de nefropatia, outra complicacdo bastante comum, foi determinado o
aumento na expressao da enzima IDO nos rins destes animais (BABAN et al., 2013).
Em estudo relacionando os comportamentos tipo-depressivo e 0 nociceptivo em
animais submetidos ao modelo de dor inflamatoria, verificou-se aumento da
expressdo de IDO1 no hipocampo, com aumento nos niveis de KYN e reducdo na
guantidade de serotonina nesta regiao encefalica. Da mesma forma, houve aumento
na expressao e atividade de IDO1 em amostras de sangue de pacientes
apresentando dor e depressdo (KIM et al., 2012), indicando que estas condicbes
poderiam estar modulando ou serem moduladas pela acdo da enzima. Em nosso
estudo, no entanto, ndo foram encontradas diferencas quanto a expressdo da
enzima IDO1 em tecido nervoso central (corddo espinhal) de animais Dbt em
diferentes tempos apds a inducdo do quadro hiperglicémico (Fig 5.5, painel A),
resultado corroborado por estudos prévios (HUANG et al., 2016; ZHOU et al., 2015).
Embora ndo tenham observado aumento na expressdo da enzima, ambos os
estudos mostraram o aumento da atividade da via, levando a crenga de que IDO1
pode ndo ter sua expressdo alterada, mas sim sua atividade enzimética. E

importante salientar que em nosso modelo, as alteragdes sensoriais sdo derivadas
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do disturbio metabdlico, diferentemente das etiologias supra-referidas.

Para complementar este resultado, realizamos a analise de
imunofluorescéncia para a enzima IDO1 em amostras de corddo espinhal de
animais diabéticos na terceira e na quarta semana apos a diabetizacdo, tempos
estes gque na analise de expressao de IDO1 por meio de western blot ha tendéncia
de aumento da expresséo e no pico da hipersensibilidade mecéanica,
respectivamente (Fig 5.6, Painéis A e B). Em relacdo a marcacéao presente no animal
Ngl, ndo foi possivel verificar diferenca no perfil de expressdo na medula dos
animais Dbt na 32 ou 42 semanas pos diabetizacao. O perfil de distribuicdo de IDO1
neste tecido, no entanto, ndo parece ser condizente com neurdnios, uma vez que a
fluorescéncia para o marcador parece estar em formato tubular continuo, podendo
ser mais préoximo de uma expressdo em endotélio vascular, dada sua presenca ja ter
sido observado neste tecido (JACKMAN et al., 2011). Apesar de ser a primeira, e
portanto, enzima passo-limitante da via, outras enzimas estdo também diretamente
envolvidas no processo de geracéo das KYN (para revisdo, ver: LOB et al., 2009), de
modo que mesmo que a expressado da enzima IDO1 ndo esteja alterada, sua acéo
pode estar modulada, ou outras enzimas podem estar participando de modo mais
ativo neste contexto. No diabetes, pacientes apresentam maiores taxas de Kyn (L-
quinurenina), KYNA (&cido quinurénico) e 3-OHAA (&cido 3 hidroxiantranilico) que
individuos normoglicémicos, sugerindo que estes metabdlitos possam apresentar
efeito diabetogénico, além de sugerir o aumento da acdo de IDO ou enzimas
analogas (OXENKRUG et al., 2015), fato suportado por outro estudo com pacientes
obesos (WOLOWCZUK et al.,, 2012). Ademais, em pacientes com retinopatia
diabética, foram encontrados niveis mais elevados de IDO1 e os metabdlitos do Trp
em relacdo aqueles individuos controle (MUNIPALLY et al.,, 2011; KANTH et al.,
2009; ANDRZEJEWSKA-BUZCKO et al., 2001). Em animais Dbt foi também
verificado o aumento da expressdo da enzima IDO1 em células microgliais,
relacionado ao aumento da perda neuronal (HU et al., 2015), somando argumentos
para a hipétese de que a via possa encontrar-se mais ativa nesta condi¢ao.

Em outros estudos, foi demonstrado que a maior parte das KYN presentes em
tecidos centrais eram produzidas na periferia, sendo provavelmente transportadas
para o0 SNC, onde atuariam (KITA et al., 2002). Esta hip6tese é corroborada pela
producdo aumentada de Kyn e KYNA em hepatdcitos de animais Dbt (SASAKI et al.,
2009). Em outro recente estudo, foi verificado que a producédo espinhal de RNAmM

para IDO1 nao foi alterada em modelo de dor neuropatica, apesar do aumento de
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ativacdo da via perifericamente (maior taxa Kyn/Trp plasmatica) (ZHOU et al., 2015).
Do mesmo modo, pacientes com dor de sindrome complexa regional também
possuem aumento da ativacdo da via nhaqueles com maior score de dor
(ALEXANDER et al.,, 2013). Ademais, outra recente pesquisa mostrou que 0
comportamento tipo-depressivo em animais Dbt pode ser considerado como “mais
dependente” da acédo de IDO1 no SNC (DA SILVA DIAS et al., 2015), assim como
em pacientes com depressao e dor comérbida (KIM et al., 2012). Assim, é possivel
afirmar que IDO1 pode ser diferentemente modulada, mesmo que ndo sua
expressdo, mas em sua agao.

Uma vez que a expressdo da enzima ndo foi alterada pelo quadro diabético,
mas podendo haver mudancas na ativacdo da via, procuramos como primeira
abordagem o bloqueio farmacoldgico de IDO1, utilizando-se para tal fim o 1-L-MT (1-
L-metil triptofano). Sabe-se que IDO1 é capaz de ligar-se a ambas as isoformas de
Trp (D e L), embora sua afinidade seja maior para a forma levogira, forma esta mais
prevalente em mamiferos (Para revisdo, ver: LOB et al., 2009). Assim, explica-se a
afinidade 10 vezes superior da enzima para o 1-L-MT do que para o 1-D-MT, ambas
isoformas do inibidor competitivo da IDO1 (PETERSON et al., 1994). Ha estudo
mostrando que a forma destrégira do inibidor ndo é capaz de bloquear IDO1, mas
sim IDO2, a outra isoforma da enzima (METZ et al., 2007). Em estudos com cancer,
0 uso do 1MT como bloqueador de IDO1 demonstrou efeito antitumoral, embora sua
acao seja potencializada no tratamento como adjuvante de quimioterapicos (para
revisdo, ver: LOB et al., 2009).

Em nosso estudo, realizamos o bloqueio farmacoldgico de IDO1 apés a 32
semana da inducdo ao diabetes (Fig 5.7, Painéis A e B), por ser 0 momento de
maior tendéncia ao aumento da enzima nos diferentes tempos avaliados. Também
realizamos o tratamento na 42 semana apos o inicio do quadro diabético (Fig 5.8,
Painéis A e B), por ser o pico da hipersensibilidade mecéanica em nossos animais.
Verificamos que quando os animais receberam o inibidor da IDO1 na 32 semana
apos a instalagdo do diabetes, doses mais baixas promoveram antinocicepc¢éo (Fig
5.7, Painel A), embora quando realizada a analise de AUC, todas as doses tenham
revelado tal efeito (Fig 5.7, Painel B). Quando o tratamento foi realizado na semana
subsequente, verificamos que a dose mais elevada promoveu o aumento do limiar
mecanico (Fig 5.8, Painel A), e de modo similar ao ocorrido na semana anterior,
todas as doses promoveram antinocicep¢ao quando a AUC foi realizada (Fig 5.7,

Painel B). Tais diferencas entre o decurso temporal e a AUC podem estar ligadas as
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pequenas flutuacbes nos limiares aferidos durante o decurso, como é possivel
perceber pelos graficos. Embora em nosso estudo, o bloqueio farmacoldgico
resultou, ainda que temporariamente, um reversao da hipersensibilidade mecéanica
em animais Dbt, estudo prévios tem observado que a delecdo génica de ldol néo
resultou em diferenga quanto ao limiar mecanico em animais submetidos ao modelo
de dor neuropatica (SNI; ZHOU et al., 2015). E descrito que 0 1-MT parece ter outros
efeitos além da inibicdo direta sobre IDO1 (STEINMAN; BANCHEREAU, 2007), e um
efeito inibitorio sobre o transportador de Trp em membranas (KUDO; BOYD, 2001).
Em modelo pré-clinico de artrite reumatoide, o uso combinado de 1MT com
metotrexato apresentou efeito sinérgico do que quando usado isoladamente. Neste
modelo, seu mecanismo ndo envolveu a reducdo da producdo de citocinas, mas
inibicdo do metabolismo do folato (PIGOTT et al.,, 2014), demonstrando que
diferentes mecanismos podem ser contabilizados para o resultado final observado.

De modo semelhante a outro trabalho utilizando o CFA como estimulo
inflamatorio, (KIM et al.,, 2012), nossos resultados apontam para o efeito
antinociceptivo de curta duracdo quando o 1-MT foi utilizado na 32 semana pos STZ,
ao passo que este efeito (Fig 5.7, Painel A) foi mais prolongado (2 horas) quando a
maior dose foi utilizada em animais apos a 42 semana do diabetes (Fig 5.8, Painel
A). Outro estudo de nosso grupo também demonstrou o efeito benéfico do uso de 1-
MT em outra desordem relacionada ao diabetes (DA SILVA DIAS et al., 2015),
embora esta seja a primeira ocorréncia de efeito antinociceptivo deste composto em
modelo de dor neuropética. Diferentemente da chamada isoforma hepéatica (TDO), a
qual apresenta ativacdo constitutiva, IDO1 apresenta perfil mais induzivel, sendo
estimulada sob condi¢des inflamatodrias (FUJIGAKI et al., 2006). Na presenca de
lesdo nervosa, diversas citocinas sao localmente produzidas e liberadas,
principalmente IL-1B3, IL-6 e TNFa (RITNER et al., 2009). Estas citocinas séo
capazes de modular o ambiente inflamatério, atuando sobre a fosforilacdo de
receptores NMDA (YAN; WENG, 2013), expressdo de COX-2 (CHAUHAN et al.,
2012) ou induzindo a expressdo de canais de soédio voltagem dependentes em
animais diabéticos (HUANG et al., 2014Db). Apesar de muito estudado, o papel
das citocinas inflamatérias na geracao das alteracdes sensoriais do diabetes ainda
nao completamente entendido. Nossos dados revelaram que as citocinas pro-
inflamatorias presentes em nervo periférico foram semelhantes em animais Ngl e Dbt
apos 2 e 3 semanas do inicio do diabetes, ao passo que IL-18 e TNFa

apresentaram-se reduzidos em animais na 42 semana apoOs a inducdo (Fig 5.9,
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Painéis A, B e C). Estudos prévios , no entanto, demonstraram que animais
diabéticos apresentam aumento de IL-6 e TNFa em nervo ciatico apdés 2 e 4
semanas do inicio do diabetes (NEGI; SHARMA, 2015), assim como também de IL-
18 (YOUSEFZADEH, et al., 2015). O aumento da IL-6 parece estar associado ao
dano em fibras mielinizadas de maior calibre em pacientes diabéticos (MAGRINELLI
et al., 2015). Entretanto, em outro estudo foi observado reducéo da producéo de IL-
18 no ganglio da raiz dorsal e no nervo ciatico em animais Dbt, a qual pode estar
ligada a reducdo do crescimento do neurito e disfuncdo mitocondrial (SALEH et al.,
2013). Em outro estudo, foi demonstrado que a administragdo de TNFa é capaz de
promover reducéo na velocidade de conducdo em animais Dbt, mas ndo em animais
Ngl (SATOH et al., 1998). Tais dados, podem ser representativos de menor ténus
inflamatorio nestes animais, ou ainda devido a menor capacidade de producéo e
liberacdo de tais citocinas por células periféricas em resposta ao estimulo
inflamatério, como previamente demonstrado (DOXEY et al., 1998). Neste sentido, a
producado basal de IL-6 e TNFa em células sanguineas de diabéticos esta reduzida
em relacdo as amostras de individuos normoglicémicos (PICKUP et al., 2000), assim
como evidenciado para macréfagos de animais da linhagem db/db, os quais
recuperaram o potencial de cicatrizacdo ap6s a suplementacdo com IL-1B
(MARUYAMA et al., 2007). Assim, € possivel um desbalanco nas citocinas pré
inflamatorias dependendo do tempo e da natureza do estimulo em diferentes
modelos de diabetes ou mesmo em pacientes. No corddo espinhal também foi
encontrado que estas mesmas citocinas pro-inflamatérias estariam aumentadas,
como em tecidos periféricos de animais Dbt (SUN et al., 2015). Quando expostos a
hiperglicemia crénica, houve aumento na producdo de TNFa em tecidos
microvasculares e neuronais, levando a lesdo nestes tecidos (SATOH et al., 2003).

N&o se sabe se o recrutamento de leucdcitos para o local de lesdo durante o
processo inflamatorio pode ter efeitos distintos sobre o aumento ou reducdo do
comportamento nociceptivo, uma vez que é possivel a producdo de citocinas pro ou
antiinflamatérias (LIOU et al., 2011). Em nosso trabalho, ndo encontramos
diferencas entre os diferentes grupos analisados quanto as mesmas citocinas
avaliadas perifericamente (Fig 5.9, Painéis D, E e F). E possivel que o baixo
estimulo inflamatério em tecidos centrais e periféricos pode estar associado com a
auséncia de diferenca estatistica de IDO1, do mesmo modo como em outro trabalho
com modelo de dor neuropatica (ZHOU et al., 2015), especialmente porque a

sensibilizacdo espinhal é mais tardia e dependente da sensibilizacéo periférica (para
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revisdo, ver: MILLAN et al., 2002). Com relagéo a via IDO1/KYN, sabe-se que IL-1p é
capaz de induzir a expressdo de RNAm para IDO1 em ilhotas pancreaticas de
roedores (Liu et al., 2015) da mesma maneira como em células progenitoras
hipocampais humanas (ZUNSZAIN et al., 2012). Além disso, esta citocina também é
capaz de aumentar o RNAmM e os niveis de proteina para KMO em células B
pancreaticas (LIU et al., 2015).

Em uma recente pesquisa, o chamado sickness behavior, comportamento
tipo-depressivo induzido por estimulo inflamatorio sistémico, levou ao aumento de
TNFa e aumento da atividade da via de producéo das KYN, embora o bloqueio de
IDO1 apenas reduzisse a producdo dos metabdlitos do Trp, sem modificar o
comportamento de anedonia, levando a ideia de que a ativacdo da via das KYN
possa ser consequéncia do ambiente proé-inflamatério e ndo necessario para sua
iniciacdo (CATHOMAS et al., 2015). Entretanto, outra pesquisa demonstrou que a
expressdo aumentada de IDO1 e de citocina pro-inflamatéria (IL-6) em tecido
nervoso, frente modelo semelhante (inducédo por LPS) a ablacdo genética de Idol
resultou em melhora tanto no comportamento tipo-depressivo quanto no nociceptivo
(Kim et al., 2012). Neste mesmo trabalho mostrou-se que a administragéo de IL-6 foi
capaz de regular a expressao de IDO1, assim como IL-1 (ZHOU et al., 2015). Em
outro estudo (ROJEWSKA et al.,, 2016), a ativacdo da via KYN foi associada ao
comprometimento sensorial e também com a ativacéo de células gliais. Deste modo,
nds nos propusemos a investigar o grau de ativacao glial em nosso modelo de DND.

Dada a correlacdo entre a ativacdo de células gliais em quadros de dor
cronica (MILLIGAN, WATKINS, 2009), procuramos investigar o nivel de atividade de
tais células, utilizando-se marcadores para astrocitos (GFAP) e microglia (IBA-1).
Acredita-se que haja diferencas temporais quanto a ativacao de tais células, iniciada
com a microglial, seguida pela ativagdo astrocitica (SCHOLZ, WOOLF, 2007). Além
disso, a via das KYN é predominantemente ativa em macréfagos e microglia
(GUILLEMIN et al., 2003), justificando a andlise da ativacdo de tais tipos celulares.
Nossos resultados de expressdo de marcador microglial (IBA-1) ndo apontaram para
diferenca entre os grupos analisados (Fig 5.10). Este resultado € semelhante ao
encontrado por Byrne e colegas, em modelo de DM tipo 2 no qual a ativagcéo
microglial surgiu apenas em time points mais tardios, sugerindo papel transitorio no
desenvolvimento de alteragdes sensoriais (BYRNE et al., 2015).

O estado diabético pode induzir a ativagdo microglial por meio do estresse

oxidativo e mudancas na funcdo elétrica no neurdnio, levando a resposta
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inflamatdria que inclui a producéo e liberacéo de IL-1p3, IL-6, TNF-a e outros fatores
que possuem efeitos pleiotrépicos (SKUNDRIC, LISAK, 2003). Esta ativacao foi
descrita na medula de animais Dbt relacionada a ativacdo de MAPK (CHENG et al.,
2014), sendo que o uso crbnico de inibidores microgliais promove reducdo na
hiperalgesia mecéanica (DAULHAC et al., 2006). De modo similar, a gabapentina,
droga da classe dos gabapentinoides, promove reducéo na ativagdo microglial, com
resultado positivo sobre as alteracGes sensoriais (WODARSKI et al., 2009). Nesta
mesma pesquisa, foi visto que a ativacdo microglial persistiu por até 6 meses, ao
passo que a populacdo de astrocitos esteve reduzida. Também foi observado que o
aumento da KMO (importante enzima da via de formacdo das KYN) na dor
neuropatica, associada a ativacdo microglial e revertida pelo uso de minociclina
(ROJEWSKA et al.,, 2016). Em modelo de DM tipo 2 foi encontrado que células
astrociticas, mas nao microgliais estavam ativadas no DH, uma vez que somente o
uso de inibidores astrociticos, mas ndo de microglia, induziu efeito antinociceptivo
(LIAO et al., 2011). Assim, € possivel que 0s sintomas sensoriais encontrados por
ndés ndo sejam provenientes de ativacdo microglial, uma vez que o0s niveis de
citocinas ndo estiveram alterados em nosso modelo. E possivel que outros
mecanismos estejam envolvidos, e como alguns estudos apontam para a
importancia de células astrociticas, partimos para a observagcdo da ativacdo de tais
células.

Com relacdo a ativacdo de astrocitos, sabe-se que o GFAP compde o
citosqueleto de astrécitos maduros, controlando o formato de tais células
(WEINSTEIN et al., 1991). A producgéo de GFAP € aumentada apo6s leséo, formando
ramificacOes e tortuosidades dos processos astrociticos (ENG et al., 2000). Dado o
desenvolvimento de hipersensibilidade mecanica (Fig 5.2, Painéis A e B) foi seguido
pela reducéo inicial da quantidade de GFAP nas primeiras semanas apos o inicio do
diabetes (Fig 5.11), sendo possivel esta ser uma resposta das células frente a lesao,
em seus estagios primarios, ou ainda participar no processo de geracdo da DND. O
fato € que estes mecanismos ainda ndo sdo completamente entendidos (HANANI et
al., 2014). Uma possibilidade seria o aumento do uso de glicose pelos astrocitos nos
estagios iniciais do diabetes, sendo esta alteragcdo metabdlica corrigida em estagios
mais tardios (SICKMANN; WAAGEPETERSEN, 2015). Ha informacfes conflitantes a
respeito da relevancia destas células na DND. Enquanto alguns estudos indicam um
aumento no conteudo de GFAP em regides cerebrais diferentes (BAYDAS et al.,

2003), ou no ganglio da raiz dorsal (HANANI et al., 2014), ha estudos em que o
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GFAP esteve reduzido em 30% no DH de animas Dbt apds 6 semanas, chegando a
perda de 40% apds outras 6 semanas (AFSARI et al., 2008). Tal reducédo também foi
verificada no SNC por Coleman e colegas, mas nem o numero de células, nem a
expressdo de receptores de glutamato foram distintas entre animais Ngl e Dbt,
independentemente do time point apdés a inducdo ao diabetes (COLEMAN et al.,
2004).

A disfuncéo na recaptacao de glutamato da fenda sinaptica esta associada a
neurodegeneracdo e excitotoxicidade (ROTHSTEIN et al., 1996). Isto pode levar a
ideia de que estas células apresentam disturbios funcionais e metabdlicos ligados ao
déficit em seu suporte aos neurdnios (AFSARI et al., 2008), sem que haja apoptose
de tais células (COLEMAN et al., 2004). Diferentemente de outros estudos na area,
nossos resultados apontam para uma inicial reducdo na quantidade de GFAP no
corddo espinal de animais Dbt (Fig 5.11, Painel A), a qual pode estar ligada a
mudanca no metabolismo e na capacidade funcional de astrécitos, e a uma reducéo
em sua habilidade em manter o seu suporte aos neurdnios. Acredita-se que a
reducdo no GFAP possa ser resposta a auséncia do papel regulatério da insulina,
alterando a morfologia destas células (AIZENMAN; DE VELLIS, 1987). Em nosso
estudo, demonstramos que a expressao de GFAP é restaurada na 4% semana ap6s
0 inicio do diabetes em relacdo ao grupo Ngl (Fig 5.11, Painel A). Sabe-se que estas
células sdo também responsaveis pela formacdo da barreira hematoencefélica
(ABBOTT, 2002), a qual apresenta alteraces em pacientes diabéticos, levando a
facilitacdo da entrada e saida de moléculas da periferia e contribuindo para a
microangiopatia em tecidos nervosos centrais destes pacientes (STARR et al.,
2003).

Os resultados de expresséao proteica de GFAP foram complementados com a
imunofluorescéncia realizada para o mesmo marcador, realizado em medula
espinhal de animais do grupo Ngl e Dbt apds 3 e 4 semanas, dada as diferencas de
expressao (por western blot) entre estes diferentes time points no grupo Dbt. Em
nossas andlises, observamos que a ramificacdo ou formacédo de processos em
astrocitos é marcante em animais Ngl, mais que em animais Dbt (Fig 5.12, Painéis
A, B e C). Ademais, observamos que a morfologia das células em animais do grupo
Dbt é claramente menos pronunciada em animais do grupo ap6s 3 semanas do
tratamento com STZ do que nos animais apés 4 semanas do tratamento com STZ.
Isto pode significar que apesar da auséncia de insulina poder levar a expressao de

morfologia com menor numero de projecdes, as celulas foram capazes de se
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recuperar e recompensar tal alteracdo para uma morfologia mais préxima do normal
(Fig 5.12 — Painéis B e C). Entretanto, mesmo a morfologia de astrécitos podendo
ser assemelhada em animais Ngl e Dbt apos 4 semanas, a funcdo de tais células
provavelmente permanece alterada na condicao diabética. Evidéncias vém do fato
de que a presenca de insulina estimula em 3 vezes a expressao de glutamina
sintetase (GS), sendo este um marcador de maturacdo de astrocitos, e necessario
para evitar excitotoxicidade (AIZENMAN; DE VELLIS, 1987). Neste sentido, sabe-se
que o glicogénio cerebral é estocado apenas em astrécitos, ocorrendo seu
metabolismo dentro da célula. Uma vez que pacientes com DM tipo 1 apresentam
menor quantidade de glicogénio em astrocitos (OZ et al., 2012), é possivel dizer que
a quantidade de glicogénio dentro dos astrocitos pode contribuir para a morfologia
plana dos astrocitos. Foi demonstrado que os astrécitos quando tratados com QUIN,
um agonista de receptores NMDA, promoveu mudancas na morfologia de tais
células, tornando-as mais fusiformes, além de haver hiperfosforilagdo de PKA e PKC
(PIEROZAN et al., 2014). Em uma recente publicacdo foi verificado que as
alteracdes morfolégicas em células gliais frente estimulo inflamatério foram
observadas ap6s o pico de producdo de citocinas, de modo que somente as
mudancas morfolégicas observadas estavam associadas com a fase de resolucéo.
Assim, o auge da produgédo de citocinas nao foi simultaneo com as alteragdes
estruturais (NORDEN et al., 2016), o que vai de encontro com nossos resultados, em
especial com a analise de imunofluorescéncia para o marcador de astrécitos, o
GFAP (Fig 5.12). Em trabalho prévio, animais com DM tipo 2 apresentaram
ativacdo astrocitica, mas nao microglial (LIAO et al.,, 2011). Em nosso trabalho,
encontramos uma tendéncia, embora nao significativa, de aumento de marcador de
ativacdo atrocitica (Fig 5.11, painel A), sem diferencas quanto ao marcador de
microglia (Fig 5.10, Painel B). Neste estudo, somente o uso de inibidor de astrocitos,
e nao de inibidor microglial, foi habil em reduzir a alodinia mecanica, demonstrando a
relacdo entre a ativacdo das células astrociticas e o comportamento verificado em
animais diabéticos (LIAO et al.,, 2011). Neste sentido, um estudo verificou que
células gliais expostas ao meio hiperglicémico apresentam maior dano oxidativo e
nitrosativo, alteracdo em suas vias intracelulares e maior indice de apoptose
(KUMAR et al., 2014). Tal informagédo pode explicar em parte nossos resultados,
dado que se a populacgao glial estiver reduzida na amostra, possivelmente a ativacao
das células restantes sera mais dificil de ser verificada pela analise de marcador

celular por western blot. Também € possivel que a producdo de citocinas pro-
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inflamatorias periféricas e centrais (Fig 5.9) seja comprometida pelo decréscimo na
populacao glial.

A kinurenina 3-monooxigenase, conhecida como KMO, é uma enzima da via
das KYN que tem ganhado atencdo recentemente, devido sua importancia em
diferentes aspectos, tais como neurodegeneracdo (WILSON et al., 2014,
SCHWARCZ et al.,, 2012), depressdo (MAES et al., 2011) e imunologia (para
revisdo, ver. GROHMANN et al., 2002). Esta enzima € responsavel pela conversao
de L-kynurenina (Kyn) em 3-hidroxiquinurenina (3-HK), processo que por fim leva a
formacao de acido quinulinico (QUIN), agonista endégeno e seletivo para receptores
NMDA (SCHWARCZ et al., 2012). Nosso estudo demonstrou que nao houve
diferenca entre a expresséo de KMO entre os grupos Ngl e Dbt nos diferentes time
points, embora haja uma interessante tendéncia a reducao destes niveis apos 2 e 3
semanas do inicio do quadro diabético (Fig 5.13, Painel A), similarmente como
observado para o GFAP (Fig 5.11, Painel A). Uma vez que a via das KYN é
predominantemente ativa em macréfagos e células microgliais (GUILLEMIN et al.,
2003), é possivel que a auséncia de ativacdo destas células possa ser relacionada
com a auséncia do aumento da expressdo da KMO nos diferentes tempos
analisados no diabetes. Assim, apesar da auséncia de diferenca estatistica entre os
grupos, a expressdao de KMO parece ter relevancia biolégica uma vez que
publicacdes revelaram em pacientes diabéticos aumento da expressdo de KMO em
macrofagos, relacionando obesidade e inflamacao nestes pacientes (FAVANNEC et
al., 2015). Nossos dados, associados ao dado de que hepatécitos de ratos
diabéticos produzem mais Kyn e KYNA (SASAKI et al., 2009), assim como células 3
pancreaticas de rato sdo capazes de aumentar a expressdo de RNAm para KMO
apos desafio com sobrecarga de glicose (LIU et al., 2015), apontam para a
contribuicdo de tecidos periféricos para o aumento da atividade de KMO. Neste
sentido, haveria também a possibilidade de que as quinureninas produzidas na
periferia fossem transportadas através da barreira hematoencefalica (KITA el al.,
2002), dada a maior presenca destes metabdlitos na periferia (ZHOU et al., 2015).

Outro trabalho demonstrou em modelo de neuroinflamagédo que o bloqueio
periférico da KMO é capaz de aumentar os niveis de KYNA, melhorando o quadro de
neurodegeneracdo (ZWILLING et al., 2011). Ja na dor neuropatica, dados nao
publicados (porém citados) por Zhou e colaboradores revelaram que a expresséao de
KMO estaria aumentada no cérebro de animais em modelo de SNI (ZHOU et al.,

2015). No mesmo sentido, em outro estudo utilizando modelo de mononeuropatia
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ocorreu aumento na transcricao de KMO no cordao espinhal, sendo que o bloqueio
farmacoldgico da enzima reduziu as citocinas pré inflamatérias, tanto no ganglio
quanto no corno dorsal da medula. Ademais, a expressao da enzima € diminuida
pela administracdo de minociclina, bloqueador da atividade microglial, revelando a
interligacdo da via IDO/KYN e de células gliais (ROJEWSKA et al.,, 2016). Este
achado vai de encontro a outra publicacdo, na qual o uso de animais nocaute para a
producdo desta enzima foi protetora em relacdo ao processo inflamatorio induzido
pelas quinureninas (HEISLER et al., 2015), algumas das quais (mais
especificamente o QUIN e PA) podem estar associados as alteracdes sensoriais por
estimularem a expressao da forma induzivel da o6xido nitrico sintase (iNOS,
OXENKRUG et al., 2007), cujo produto, quando em excesso, pode promover efeito
prénociceptivo (FREIRE et al., 2009). Neste sentido, utilizamos como ferramenta
farmacoldgica o bloqueio desta enzima, em animais diabéticos 4 semanas apds o
inicio da patologia, dado o momento de maior expressdo da enzima ser neste time
point do diabetes.

Verificamos que a inibicdo de KMO promoveu efeito antinociceptivo (Fig 5.14,
Painéis A e B), de forma semelhante a outro recente trabalho com tratamento
espinal com diferentes bloqueadores de KMO (JM-6 e R061-6048) (ROJEWSKA et
al., 2016). Entretanto, o efeito antinociceptivo de JM-6 necessita de metabolismo de
primeira passagem para a formacdo de Ro61-8048, a forma ativa do blogqueador de
KMO (ZWILLING et al., 2011). Provavelmente, o metabolismo hepatico deficitario no
diabetes possa ter contribuido para o fato de que a maior dose de JM-6 ndo tenha
oferecido efeito similar as demais doses (Fig 5.14, Painel A), embora a anélise do
efeito cumulativo do tratamento (AUC) tenha revelado antinocicepgao para todas as
doses utilizadas (Fig 5.14, Painel B). Acredita-se que o bloqueio de KMO possua
acao neuroprotetora in vivo devido ao aumento da producao de KYNA por meio da
acao da KAT (quinurenina aminotransferase), além de reduzir sinapses excitatorias
(ROJEWSKA et al., 2016; SCHWARCZ et al., 2012; MORONI et al., 2005), bloqueio
este presente inclusive na pratica clinica (CAMPBELL et al., 2014). Ademais, foi
verificado que o aumento de KYNA possui efeito antinociceptivo em animais com
ligadura de nervo espinhal (Vécsei et al., 2013), havendo a possibilidade de
agonismo sobre receptores GPR35 estar associado a este efeito (COSI et al., 2011).
Contudo, estudo prévio indicou que a administracdo de QUIN estaria associado a
analgesia quando utilizado o modelo de retirada da cauda (tail flick), pela acao sobre
receptores NMDA na PAG (HEYLIGER et al., 1998). Com relacdo ao diabetes,
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diferentes metabdlitos da via das KYN podem estar associados, como o XA (&cido
xanturénico), produto indireto da KMO, o qual acredita-se estar ligado a resisténcia a
insulina (OXENKRUG et al., 2013), além de ser excretado em altos niveis por estes
pacientes (ROSEN et al.,, 1955). Ademais, no soro de pacientes com DM tipo 2,
niveis elevados de IDO1, KMO, KNYU e KAT foram encontrados (FAVANNEC et al.,
2015).

Dada a maior permeabilidade da barreira hemato encefalica no diabetes
(HAWKINS et al., 2007), associada a maior producao periférica de quinureninas,
transportadas através desta barreira (KITA et al., 2002), € possivel inferir que a
producdo de QUIN esteja aumentada no diabetes, atuando sobre receptores NMDA
centrais. Deste modo, observamos antinocicepcdo quando administrado i.t. o
antagonista de receptores NMDA, MK-801 (Fig 5.15, Painéis A e B), ja que todas as
doses evocaram aumento no limiar mecanico. Uma das bem descritas alteracdes
neuronais que ocorrem no estado diabético e que também acredita-se que tenha
papel na sensibilizacdo central é o aumento de receptores NMDA no DH (BAI et al.,
2014), assim como a fosforilacdo destes receptores (RONDON et al., 2010) e a
expressdo de subunidades com afinidade aumentada pelo glutamato (NR2a and
NR2B) (TOMIYAMA et al., 2005). Ademais, o glutamato aumentado na medula de
animais Dbt esté relacionado a facilitacdo do estado hiperalgésico (MALCANGIO;
THOMLINSON 1998), assim como ocorre em modelo de DM tipo 2 (DAUCH et al.,
2012). Neste sentido, o uso de MK-801, um antagonista NMDA apresentou efeito
antinociceptivo quando utilizado sistemicamente (MALCANGIO; THOMLINSON,
1998) ou localmente (MERT et al., 2014). JA4 pacientes com enxaqueca
possuem menor quantidade de KYNA no soro, suportando a ideia de que receptores
NMDA possam estar superativados em pacientes com dor crénica (CURTO et al.,
2015). Entretanto, mais estudos sdo necessarios para averiguar a veracidade de tal
hipotese.

Zhou e colaboradores apontaram a falta de estudos pré clinicos relacionando
o papel da IDO1 com a dor (ZHOU et al.,, 2015), de modo que devido a
complexidade do diabetes e de suas complicacbes relacionadas, diferentes vias
podem estar co-ocorrendo e contribuindo de formas diferentes para a patologia.
Assim, ndo é possivel negar o possivel papel da via IDO1/KYN e suas correlatas
(IDO2/TDO) na formacdo de KYN e na deplecdo de serotonina, assim como ja
verifcado em outras patologias (WU et al., 2013; SCHWARCZ et al., 2012). Nao

obstante, € possivel que, dependendo da etiologia da dor crénica, haja sensibilidade
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diferencial aos metabolitos do Trp, uma vez que os aferentes primarios, por exemplo,
respondem diferentemente dependendo do tipo de lesdo que acomete o sistema
nervoso (ABRAHAMSEN et al., 2008).

Embora nossos dados apontem para a possibilidade da reducdo do estado
inflamatério no diabetes, e que este poderia estar em parte influenciando as
atividade das enzimas IDO1 e KMO, uma vez que estas Sao positivamente
modulada por citocinas pro-inflamatérias, a auséncia de diferenca pode estar
relacionada a morte de células gliais no estado hiperglicémico. Embora a via das
KYN possa ser igualmente mediada por outras enzimas correlatas IDO2 e TDO, sua
participacdo provavelmente € menor neste contexto, dada a menor atividade
enzimatica de IDO2 de forma geral (BALL et al., 2007) e o fato de que TDO e IDO1
ndo podem estar paralelamente ativadas (HAYAISHI, 1976). Ademais, o efeito
antinociceptivo observado apos o tratamento com 1-L-MT reforca a hipétese de que
a IDO1 seja mais importante uma vez que a TDO néo pode ser bloqueada por 1-MT
(MULLER et al., 2005). Para diferenciar o efeito de cada uma sobre a ativacdo da via
de producdo de KYN seria necessaria a dosagem de neopterina, um marcador
presente em pacientes com cancer e que possui base de formacdo bioquimica
idéntica a de estimulacdo da IDO (SUCHER et al., 2010). Entretanto, tal hipétese
acerca do papel das diferentes isoformas funcionais de IDO1, assim como dos
metabdlitos da via, necessita de maiores investigacdes, especialmente com relagéo
aos quadros de dor crbnica, para os quais ha deficiéncia de estudos sobre a
participacdo da via. A formacdo de KYN é sabidamente dependente de outras
enzimas downstream além de IDO1 (GROHMANN et al., 2003), as quais podem ser

moduladas pelo estado diabético, contexto ainda pouco explorado.

7. CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos em nosso estudo, é possivel concluir que de modo
consistente com a literatura, animais diabéticos induzidos quimicamente por
estreptozotocina (STZ) apresentam alodinia mecanica, alteragdo sensorial
possivelmente associada a desregulacdo do tbnus descendente inibitorio
serotonérgico. Tal desbalanco seria causado ndo somente pela reducdo dos niveis
de serotonina, mas também do aumento da degradacdo desta amina na medula de
animais diabéticos, visto que o tratamento de reposicdo com inibidor da recaptacéo
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deste neurotransmissor promoveu efeito antinociceptivo nestes animais. A
desregulacéo serotonérgica pode ainda estar associada a ativagdo da via indolamina
2,3-dioxigenase (IDO), via com papel na deplecdo de triptofano e reducdo de
sinapses serotonérgicas, uma vez que o bloqueio farmacolégico de IDO1 quanto de
KMO, enzimas passo-limitantes da via, promoveram antinocicep¢cdo em animais
diabéticos. Verificamos que o quadro diabético ndo induziu mudancgas na expressao
de ambas as enzimas, o que pode ser explicado ndo somente pelo menor ténus pro
inflamatorio, mas também pela auséncia de ativacdo da populacédo glial. Por fim,
sabendo-se que a via IDO1 também é responsavel pela producdo de metabdlitos
com atividade neurotdxica por meio do agonismo de receptores NMDA, observamos
gue a manipulacéo indireta da via pelo bloqueio de tais receptores promove também
efeito antinociceptivo. Assim, € possivel afirmar que a via IDO1/KYN pode ser um
alvo no manejo da DND, especialmente se utilizada em conjunto com drogas que
atuem na modulagcdo descendente, visto que pacientes diabéticos podem ser mais

beneficiados deste tipo de terapéutica.
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