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RESUMO

O diabetes é uma doenca metabdlica cronica, de origem multifatorial, cuja
prevaléncia mundial tem atingido niveis alarmantes. Este é comumente
acompanhado de complicagdes cronicas extremamente debilitantes, dentre estas a
depressdo e a dor neuropatica (DN), cujo mecanismo fisiopatologico envolve
alteracBes metabdlicas e danos teciduais advindos da hiperglicemia cronica. Tem
sido postulado que o estresse oxidativo exerce um papel central na fisiopatologia
destas complicacdes. Ressaltando o papel do estresse oxidativo, estudos apontam
gue drogas antioxidantes apresentam potencial terapéutico para o tratamento tanto
da depressdo quanto da DN associadas ao diabetes. Neste sentido, estudos tém
apontado que em resposta a danos oxidativos associados a inumeras patologias, 0
fator Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2) parece ser um dos principais
envolvidos na transcricdo de genes que codificam enzimas antioxidantes, além de
atuar na modulacdo de respostas inflamatérias e imunes. Com isso, drogas que
atuam por meio da ativacao do fator Nrf2 podem ser promissoras no tratamento da
depressado e DN associadas ao diabetes. Assim, 0 presente estudo tem por objetivo
investigar o potencial antinociceptivo (através do teste de Von Frey eletrénico-VF) e
e antidepressivo (através do teste de nado forcado-NF) do acido elagico, um
polifenol com propriedades antioxidantes e ativador in vitro de Nrf2 em ratos com
diabetes experimental quimicamente induzido por estreptozotocina. Para isso,
animais diabéticos foram tratados por 19 dias com: 1) veiculo (grupo controle); 2)
imipramina (controle positivo; antidepressivo triciclico, com agao antidepressiva,
antinociceptiva e antioxidante); ou 3) acido elagico (AE). Adicionalmente, os niveis
de globais de Nrf2 foram avaliados através da técnica de Western Blotting (WB) em
amostras de hipocampo e corddo espinhal. Nossos resultados demonstraram que
animais diabéticos apresentam uma reducao significativa do limiar de retirada a
partir da terceira semana apos a inducdo do diabetes, tendo um pico na quinta
semana. Adicionalmente, os animais diabéticos apresentaram um aumento
significativo do tempo de imobilidade (em segundos) quando comparados aos
normoglicémicos na quinta semana apos a inducdo do diabetes, indicando o
aparecimento do comportamento tipo-depressivo. Interessantemente, foi observada
uma correlacdo positiva entre o limiar de retirada da pata e o tempo de imobilidade
tanto nos ratos diabéticos quanto nos normoglicémicos. Os animais diabéticos
tratados com AE (75 e 100 mg/kg v.0.) ou imipramina (10 mg/Kg, i.p.) apresentaram
uma reversao da alodinia mecéanica quando comparados aos diabéticos controle. No
teste de NF foi verificado que o tratamento com AE (75 mg/kg) e imipramina (10
mg/Kg) causou um efeito tipo-antidepressivo nos animais diabéticos, sem causar
prejuizo motor no teste de campo aberto. Os animais diabéticos-veiculo
apresentaram ainda uma reducdo significativa da expressdo global de Nrf-2 no
hipocampo e corddo espinhal, reducdo esta significativamente restaurada pelo
tratamento com imipramina. O tratamento com AE, no entanto, reestabeleceu estes
niveis no corddo espinhal, mas ndo no hipocampo. Em conclusdo, nossos dados
sugerem que o mecanismo de acdo do AE e da imipramina parece estar associado a
ativacao da via Keapl/Nrf2 e que o AE pode apresentar potencial terapéutico para o
tratamento da dor neuropética e da depresséo associadas ao diabetes.

Palavras-chave: Estreptozotocina. Diabetes. Acido elagico. Imipramina. Nrf2.



ABSTRACT

Diabetes is a chronic metabolic disease of multifactorial origin, whose global
prevalence has reached alarming levels. It is usually accompanied by extremely
debilitating chronic complications, such depression and neuropathic pain (NP) ,
whose pathophysiological mechanism involves metabolic and tissue damage arising
from chronic hyperglycemia . It has been postulated that oxidative stress plays a
central role in the pathophysiology of these complications. Highlighting the role of
oxidative stress, studies show that antioxidant drugs have therapeutic potential for
the treatment of both depression and NP. In this sense, studies have pointed out that
in response to oxidative damage associated with many diseases, the factor Nrf2
(nuclear factor erythroid 2-related factor 2) seems to be one of the key players in the
transcription of genes encoding antioxidant enzymes, besides acting in modulating of
inflammatory and immune responses as well as protection against the
neurodegenerative processes. Thus, drugs that act via activation of factor Nrf2 may
be promising in the treatment of depression and NP associated with diabetes. The
present study aims to investigate the involvement of via Keapl / Nrf2 in the effect of
ellagic acid (polyphenol with antioxidant properties, whose literature points as
possible in vitro activator of Nrf2) on depression and neuropathic pain in rats with
experimental diabetes chemically induced by streptozotocin. For this, diabetic
animals were treated for 19 days with 1) vehicle (control group); 2) imipramine
(positive control; tricyclic antidepressant with antidepressant, antinociceptive and
antioxidant properties); or 3) ellagic acid (EA). The possible antidepressant and
antinociceptive effects were evaluated by modified forced swim test (FST) and
electronic Von Frey (VF) , respectively, and the activation of the Keapl/Nrf2 pathway
was assessed in hippocampus and spinal cord samples by Western blotting (WB)
technique to determine the global Nrf2 levels. Our results showed that diabetic rats
showed a significant mechanical allodynia since the second week after the diabetes
induction, peaking in the fifth week. When the immobility time was evaluated in the
forced swimming test, diabetic rats presented a significant increase in the immobility
time at the fifth week. Interestingly, it was observed a positive correlation between
mechanical allodynia and immobility time in both diabetic and in the normoglycemic
animals. Diabetic animals treated with EA (75 and 100 mg/kg p.0.) and imipramine
(10 mg/kg, i.p.) showed a reversal of mechanical allodynia compared to diabetic
control. The FST test showed that treatment with EA (75 mg/kg) and imipramine (10
mg/kg) caused an antidepressant-like effect in the diabetic animals, without causin
any motor impairment on the open field test. It was also observed that the diabetic-
vehicle animals showed a significant reduction in the overall Nrf-2 expression in both
tissues analised when compared to the normoglycemic, and that treatment with EA
reestablished these levels in the spinal cord, but not in the hippocampus. Imipramine
reestablished these levels in both spinal cord and in hippocampus. Taken together,
our data suggests a possible involvement of the Keapl/Nrf2 pathway in both EA and
imipramine mechanism of action. Additionally, our data support a possible
therapeuthic use of EA for the treatment of neuropathic pain and depression
associated with diabetes.

Key words: Streptozotocin. Diabetes. Ellagic acid. Imipramine. Nrf2.
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus é uma doenga metabdlica em ascensao, caracterizada por
hiperglicemia crbénica, e cuja prevaléncia varia entre diferentes paises
correspondendo a 10% (DAVIS e GRANNER, 1996) da populacao geral americana e
7% (MALERBI e FRANCO, 1992) da populagéao brasileira. Segundo estimativas da
Federacdo Internacional de Diabetes (2013), o numero total de diabéticos
enquadrados na faixa etaria entre 20 e 79 anos no mundo aumentara de 382
milhdes em 2013, para 592 milh6es em 2035, sendo que, no mesmo periodo, este
aumento sera de 11,9 para 19,2 milhes no Brasil. Além desta alta taxa de
prevaléncia mundial, outro fator preocupante sdo as complicagcdes que a doenca
acarreta, entre as quais figuram a depressao e a dor neuropatica (DN). Estudos tém
demonstrado a existéncia de uma relacdo bidirecional entre a depressdo e o
diabetes, visto que o risco de depressdo em pacientes diabéticos € de 15 a 20%
maior do que para a populacdo em geral (LUSTMAN et al., 1992; GAVARD et al.,
1993; MORISHITA, 2009) e que pessoas depressivas possuem niveis aumentados
da glicemia em jejum (KAHN et al., 2011). Também sabe-se que polineuropatia
sensomotora simétrica distal € a forma clinica mais comum da neuropatia diabética,
afetando 90% dos diabéticos (TESFAYE et al.,, 2013), e que destes, 1 a 10%
apresentarédo dor (SCHESTASTSKY, 2008).

A DN afeta uma taxa significante de diabéticos ao redor do mundo (IDF, 2013)
e, no mesmo sentido, desordens depressivas sd0 comuns em pacientes com
diabetes mellitus (ALI et al., 2006; ANDERSON et al, 2001; BARNARD et al, 2006;
BAUMEISTER et al, 2010; LIN et al, 2008;. ROY et al, 2012). No entanto, a DN é
refrataria aos tratamentos convencionais disponiveis (ARGOFF et al., 2006; VINIK,
1999). Evidéncias mostram que, mesmo apos diferentes abordagens terapéuticas,
apenas um terco dos pacientes com dor neuropatica diabética obtém alivio da dor
superior a 50% (JENSEN et al., 2006). Além disto, os antidepressivos também nao
sdo eficientes em diabéticos depressivos, considerando-se que, dependendo da
droga, pode ser um agravamento das complicacbes diabéticas, como as
cardiovasculares (WARRINGTON et al., 1989), além de poder interferir diretamente
com o0s niveis de glicose ou interagir com agentes hipoglicemiantes
(ERENMIMOSOGLU et al., 1999). Especificamente no caso da depressao, ainda ha
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a limitagéo da laténcia para o surgimento do efeito terapéutico desejado, sendo esta
muito lenta podendo levar de semanas a meses (FAVA et al., 1996; LITTLE, 2009).
Assim, sd0 necessarias novas abordagens terapéuticas a obter melhoria efetiva
dessas complicacoes.

Tendo em vista essas limitacdes no tratamento da depressdo e da DN
associados ao diabetes e considerando o nimero crescente de estudos apontando o
envolvimento do estresse oxi-nitrosativo (OBROSOVA et al., 2005; EREN et al.,
2007; LUCCA et al., 2009; WANG et al., 2012; BUDNI et al., 2013), bem como de
processos neuroimunes e neuroinflamatérios na fisiopatologia do diabetes, da
depresséo e da DN (RAMANA et al., 2004; RAMOS et al., 2007), a busca por novos
farmacos com acdo neuroprotetora torna-se de extrema urgéncia. Nesse sentido a
relevancia do presente estudo se da exatamente por estudar um possivel
mecanismo envolvendo o fator de transdugcdo Nrf2, o qual pode ser extremamente
promissor ndo apenas no alivio de sintomas da depressao e DN, mas também em
reduzir a progresséo da doenca. Sabe-se que ativadores deste fator induzem efeitos
antioxidantes, anti-inflamatorios e neuroprotetores (GIRISH; PRADHAN, 2008; KIM
et al., 2010). De forma interessante, cabe ressaltar que compostos como o0 acido
elagico, que s&do substancias naturais (polifendis bioativos) presentes
abundantemente em diferentes plantas, tem sido demonstrados como ativadores da
via Keapl/Nrf-2. Assim, neste trabalho foi estudado em animais diabéticos se o
tratamento com &cido elagico pode reverter as consequéncias decorrentes do
diabetes nos ratos, como respostas do tipo depressiva e de DN. Mais ainda, se 0

mecanismo de reversdo esta associado a expressao de Nrf2.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 DIABETES: PREVALENCIA, COMPLICACOES E COMORBIDADES

O diabetes mellitus € uma doenga metabdlica caracterizada por hiperglicemia
cronica, consequéncia do déficit da producdo ou acdo do horménio insulina, ou
ambos, levando a uma disfungdo no metabolismo de carboidratos, lipideos e
proteinas (MOREIRA et al., 2009). Segundo estimativas da International Diabetes
Federation (2013), o numero total de diabéticos com idade ente 20 e 79 anos no
mundo aumentara de 382 milhdes em 2013, para 592 milh6es em 2035, sendo que,
no mesmo periodo, este aumento sera de 11,9 para 19,2 milhdes no Brasil. Com
iSSO, 0 pais sera o quarto no mundo com maior nimero de pacientes diabéticos
(Atlas IDF, 2013).

Estudos apontam que o diabetes esta relacionado a uma prevaléncia
aumentada de transtornos psiquiatricos, dentre 0os quais a depressdo merece
destaque (HO et al., 2011; ANDERSON et al., 2001). Sabe-se que a depressao € um
dos transtornos psiquiatricos mais comumente observado na populacdo em geral e
com alta prevaléncia ao longo da vida (maior do que 16 %) (KESSLER et al., 2003).
Ademais, é descrito que o risco de depressao para pacientes diabéticos é cerca de
10 a 20% maior quando comparado a populacdo em geral (LUSTMAN et al., 1992;
GAVARD et al.,, 1993). A depressdo, que agrava ainda mais o diabetes, é
caracterizada como uma doenca mental heterogénea, incapacitante e com muitos
sintomas, dentre estes a perda de prazer (anedonia), sentimentos de desamparo,
tristeza e desespero.

Cabe mencionar que além de complicacdes como a depresséo, o diabetes é
frequentemente acompanhado de comorbidades secundarias como retinopatia,
nefropatia, cardiopatia e polineuropatia (GIACCO e BROWNLEE, 2010). De
particular interesse para o presente estudo, a polineuropatia € uma das principais
complicacBes do diabetes, afetando tanto o sistema nervoso autbnomo quanto o
sistema nervoso periférico (SMITH e SINGLETON, 2008) e caracteriza-se por

alteracbes na percepcdo sensorial a estimulos de diferentes naturezas (i.e.
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mecanicos, térmicos e/ou quimicos), manifestando-se como dor espontanea (i.e. dor
na auséncia de qualquer estimulagao), hiperalgesia (aumento da sensibilidade a
estimulos nocivos) e/ou alodinia (dor em resposta a estimulos normalmente
inécuos). H& evidéncias de que a dor neuropética represente um dos sintomas mais
comuns e mais debilitantes em pacientes diabéticos. Sua prevaléncia ainda é
incerta, diretamente influenciada pelo critério diagnéstico utilizado, variando de 10
(HARATI, 1996) a 46% (AHRONI et al., 1994).

2.2. ESTRESSE OXIDATIVO NA FISIOPATOLOGIA DA DEPRESSAO E DA DOR
NEUROPATICA ASSOCIADA AO DIABETES

Ha um consenso de que alteracbes em vias metabdlicas especificas,
secundarias a hiperglicemia, contribuem para os danos teciduais no diabetes.
Dentre estas vias, 0 aumento do fluxo de glicose e de outros acucares através da via
dos poliodis (via aumento da atividade da aldose redutase; revisto por OATES, 2008);
aumento da formacdo intracelular de produtos finais de glicosilacdo avancada
(AGEs); aumento na expressao de receptores para AGEs e de seus ligantes
ativadores; ativacdo de isoformas da proteina quinase (PK) e a hiperatividade da via
da hexosamina (GIACCO e BROWNLEE, 2010) figuram entre as principais.

Resumidamente, com a hiperglicemia, ocorre um aumento da producédo de
espécies restivas de oxigénio (EROS) devido ao aumento do metabolismo da
glucose. Estas EROS causam danos ao DNA ativando a enzima poli (ADP-ribose)
polimerase (PARP), que faz polimeros de ADP-ribose os quais acumulam-se na
enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GADPH), inibindo o metabolismo da
glicose pela via glicolitica. Isto resulta do direcionamento da glicose excedente para
ser metabolizada na via dos polidis, ao aumento do fluxo pela via ds hexosaminas,
ao aumeto da formacdo de metilglioxal (um produto da peroxidacao lipidica) e ao
aumento da ativacdo da proteina quinase C, levando aos danos teciduais

hiperglicémicos.
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FIGURA 1. ESQUEMA MOSTRANDO O MECANISMO UNIFICADOR RESPONSAVEL PELO DANO
TECIDUAL CAUSADO PELA HIPERGLICEMIA EM UMA CELULA NEURAL. EROS: espécies
reativas de oxigénio; PARP: poli (ADP-ribose) polimerase; GADPH: gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase; PKC: proteina quinase C; AGE: produtos finais de glicosilacdo avancada; RAGE:
receptor para os produdos finais de glicosilacdo avancada; NF-kf: factor nuclear kappa p. FONTE:
Modificada pelo autor (2015).

Ha muitas evidéncias de que a ativacdo exacerbada destas vias culmina na
hiperproducédo mitocondrial de espécies reativas de oxigénio (EROS) (BROWNLEE,
2005), excedendo a capacidade antioxidante enddgena, o que gera estresse
oxidativo. Esse aumento nos niveis estresse oxidativo e nitrosativodativo culminam,
entre outros, na ativacdo da proteina quinase ativada por mitdbgeno (MAPK)
(AGTHONG et al., 2002; ZATECHKA et al., 2003 ), da poli ADP ribose polimerase
(PARP) (OBROSOVA et al., 2005) da ciclooxigenase-2 (RAMOS et al., 2007) e do
NF-KappaB (RAMANA et al., 2004), aumentando mais ainda 0s niveis de espécies
reativas de oxigénio e de nitrogénio, as quais podem induzir danos em muitas
biomoléculas (BENR et al, 2012), como dano oxidativo aos lipideos
(lipoperoxidacao) e ao DNA (nuclear e mitocondrial), e dano nitrosativo as proteinas
(MAES et al, 2009, a,b,c), comprometendo a funcdo das mesmas e aumentando a
taxa de apoptose (THANNICKAL e FANBURG, 2000).
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Desta forma, o estresse oxidativo tem sido apontado como um fator comum
na fisiopatologia das complicacbes do diabetes, incluindo a DN e a depresséo
(OBROSOVA et al., 2005; EREN et al., 2007; LUCCA et al., 2009; WANG et al.,
2012; BUDNI et al., 2013).

2.2.1. Dor neuropatica diabética e estresse oxidativo

A dor caracteriza-se por uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel,
associada a les@es reais ou potenciais (MERSKEY e BOGDUK, 1994) e pode ser
classificada como dor nociceptiva ou como dor neuropatica. A dor nociceptiva resulta
de uma ativacao fisiologica dos receptores ou da via dolorosa e esta relacionada a
lesao tecidual real ou potencial (BENNETT et al., 2006).

Ja a dor neuropéatica define-se como aquela iniciada por lesdo ou disfuncéo
do sistema nervoso, sendo consequéncia da ativacdo anormal da via nociceptiva
(fibras C e Ad e trato espinotalamico) (MERSKEY et al., 1994). O comprometimento
das fibras periféricas geralmente apresenta-se como formigamento nas maos e nos
pés, além disto, os pacientes podem relatar sensacdo de choques elétricos
paroxisticos, um aumento da sensibilidade a estimulos dolorosos (hiperalgesia) ou
dor a estimulos ndo dolorosos (alodinia) (VOTRUBEC et al., 2013) e, por fim, uma
perda da sensibilidade quando as fibras nervosas sdo perdidas (YAGIHASHI et al.,
2007).

A neuropatia diabética é caracterizada pela perda progressiva das fibras
nervosas, 0 que afeta tanto o sistemas nervoso somatico, quanto o autbnomo
(BOULTON et al., 2004). A forma clinica mais comum da neuropatia diabética é a
polineuropatia sensomotora simétrica distal a qual afeta mais de 90% dos diabéticos
(TESFAYE et al., 2013), e destes 1-10% apresentardo dor neuropatica
(SCHESTASTSKY et al., 2008). Aqui assume grande importancia o fato de que a
neuropatia diabética € a principal causa deste tipo de dor (SMITH et al., 2008).

Apesar de o mecanismo patofisiolégico correto da dor neuropatica diabética
permanecer indefinido (TESFAYE e KEMPLER, 2005), tem sido propostos alguns

mecanismos centrais e periféricos. Entres 0os mecanismos periféricos estao
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mudancas na expressdo e na distribuicdo de canais de sdédio, alteracdo na
expressdo de neuropeptideos, brotacdo do sistema nervoso simpatico,
sensibilizacdo periférica, alteracdes no fluxo sanguineo periférico, atrofia,
degeneracdo ou regeneracao axonal, dano as fibras de pequeno calibre e alteracfes
no fluxo glicémico. J& entre os mecanismos centrais, estdo a sensibilizagédo central,
o brotamento das fibras AB no corno da raiz dorsal e reduzida inibicdo das vias
descendentes de controle da dor (THOMAS, 2003; UEDA e RASHID , 2003;
KAPUR, 2003; BOULTON, et al., 2004).

Interessante também notar que estudos recentes reforcam a hip6tese de que
a DN associada ao diabetes é decorrente, assim como ocorre na depressao, de
inlmeros mecanismos fisiopatolégicos que envolvem o0 aumento do estresse
oxidativo e do estresse nitrosativo (PACHER et al., 2005), tais como processos
inflamatorios (CAMMERON e COTTER, 2008; KUMAR et al., 2012), neuroimunes
(QUAN et al.,, 2007) e neurodegenerativos (RUSSEL et al., 1999, 2002). Assim,
estudos mostram um aumento de produtos de peroxidacdo lipidica, deplecédo de
GSH (glutationa reduzida), aumento da relacdo GSSG/GSH (glutationa oxidada/
glutationa reduzida), reducéo da atividade da superoxido dismutase e aumento dos
niveis de 8-hidroxi-guanosina em nervos periféricos de animais diabéticos (CUNHA
et al., 2008; STEVENS et al.,2000; OBROSOVA et al., 2001; COPPEY et al., 2001;
CHENG et al.,, 2003; OBROSOVA et al., 2005). O envolvimento do estresse
oxidativo na patogénese da neuropatia diabética é reforcado por estudos clinicos e
experimentais que descrevem a eficacia do tratamento com varios antioxidantes na
prevencao e reversao de anormalidades bioquimicas e funcionais observadas em
nervos periféricos no diabetes (BRAVENBOER et al.,, 1992, LOVE et al.,, 1996,
CAMERON et al., 1993, 1994, 2001, dentre outros). Cabe ressaltar ainda, que o
estresse nitrosativo tem sido mostrado como um contribuinte de similar importancia
ao estresse oxidativo na patofisiologia da neuropatia diabética (Pacher et al., 2005).
Corroborando esta informacdo foi demonstrado que o peroxinitrito, uma espécie
reativa de nitrogénio, causa dano biomolecular e ativacdo da PARP, a qual acarreta
a deplecdo de energia celular e a morte necrotica das células (PACHER et al.,
2007). Somando-se a isto, muitos estudos tém revelado que o uso de catalisadores
da decomposicao do peroxinitrito e de inibidores da PARP resulta na recuperacao de
danos funcionais e bioquimicos causados pelo diabetes no nervo ciatico e no ganglio
da raiz dorsal (OBROSOVA et al., 2005).
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2.2.2. Depresséao e estresse oxidativo

Em relacdo a fisiopatologia da depressdo, além do estresse oxi-nitrosativo,
caracterizado pelo aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio ou por reducdo dos niveis de antioxidantes (coenzima Q10, zinco,
vitamina E, glutationa e glutationa peroxidase), outros mecanismos parecem
contribuir de forma importante. Dentre estes, pode-se destacar o aumento de
citocinas pré-inflamatérias (interleucinas 1 e 6 e fator de necrose tumoral a) a
ativacao de resposta imune mediada por células, neurodegeneracao, apoptose,
reducdo da neurogénese e da plasticidade neuronal. Cabe ressaltar que, embora
estes mecanismos possam ser ativados independentemente, h4 um consenso de
gue haja forte inter-relagéo entre os mesmos, e que o0 estresse oxidativo e nitrosativo
possa ser o ponto chave (MAES et al., 2009; MAES et al., 2012). E sabido que os
processos inflamatorios sdo acompanhados por uma inducéo das vias de estresse
oxidativo e nitrosativo, 0s quais ocorrem quando ha um desequilibrio entre a
escassez relativa da defesa anti-oxidante em relacdo a um aumento na producéo de
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio (MAES et al., 2011).

Tendo em vista que o cérebro possui uma pobre defesa anti-oxidante, que
necessita de um elevado consumo de oxigénio e que € rico em acidos graxos poli-
insaturados oxidaveis, este torna-se propenso aos danos causados por espécies
reativas de oxigénio e de nitrogénio (VALKO et al., 2007; WANG e MICHAELIS,
2010; SHICHIRI, 2014; MANGIALASCHE et al., 2009). Com isso, 0 estresse
oxidativo afeta areas cerebrais relacionadas a patofisiologia da depressédo, como o
hipocampo e o cortex pré-frontal (BREMNER et al., 2002; FRODL et al., 2002;
WAYHS et al., 2013, DE MORAIS et al., 2014). Neste sentido, estudos clinicos tém
mostrado que pacientes com depressao apresentam niveis reduzidos de GSH no
cortex pré-frontal em analises post-morten (KHANZODE et al., 2003) e reduzidos
niveis de anti-oxidantes no plasma (KHANZODE et al., 2003; SARANDOL et al.,
2007; CUMURCU et al., 2009).

Assim, muitos estudos com humanos e com animais suportam a ideia de que
drogas de primeira escolha no tratamento da depressdo, como os antidepressivos,
exercem efeitos antioxidantes (BILICI et al., 2001; HERKEN et al., 2007,
KHANZODE et al, 2003). Nesse sentido, dados recentes de nosSso grupo
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demonstraram que o tratamento prolongado com o antidepressivo triciclico
imipramina além de induzir efeitos do tipo antidepressivo, restaurou o nivel de
antioxidantes, tais como a catalase, superoxido dismutase e glutationa reduzida,
além de reduzir os niveis de lipoperoxidacdo em &reas implicadas na depressao
(cortex pré-frontal e hipocampo) de ratos diabéticos (DE MORAIS et al., 2014).
Apesar da observacao clinica de que os antidepressivos induzem efeito antioxidante,
estudos mostram que este parece ser variavel de acordo com a escolha do
antidepressivo, a dose, o regime e a duracédo do tratamento (BENR et al., 2012).

2.3. TRATAMENTOS PARA A DOR NEUROPATICA E PARA A DEPRESSAO
ASSOCIADAS AO DIABETES

2.3.1. Tratamentos para a dor neuropatica diabética

O controle farmacologico da DN diabética normalmente € feito apenas de
forma sintomatica, através do uso de diversas classes de drogas, utilizadas como
monoterapia ou em combinacdo, tais como antidepressivos triciclicos,
antidepressivos inibidores seletivos de receptacao de serotonina, anticonvulsivantes,
dentre outros.

Os antidepressivos representam a primeira linha para o tratamento da dor
neuropatica diabética. Entre eles, destacam-se os inibidores seletivos da recaptacao
de serotonina e de noradrenalinatina, duloxetina e venlafaxina, e os antidepressivos
triciclicos amitriptilina e nortriptilina, os quais tém mostrado eficiéncia similar ao
tratamento com anticonvulsivantes na dor neuropatica diabética (Revisado por
SCHREIBER et al., 2015). No entanto, estes acarretam muitos efeitos colaterais,
entre 0s quais os mais frequentes estdo boca seca, hipotensédo postural, arritmias,
prejuizo cognitivo, constipacao e retencao urinaria (SAARTO e WIFFEN et al., 2010).

Quanto aos anticonvulsivantes, apenas a gabapentina e a pregabalina
apresentam-se eficazes no tratamento da dor neuropética diabética (Revisado por
SCHEREIBER et al.,, 2015), e alguns estudos clinicos tém sugerido que estas

produzem uma eficacia analgésica maior do que os antidepressivos triciclicos e do
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gue os opioides (GILRON e FLATTERS, 2006). No entanto, estes anticonvulsivantes
também causam efeitos adversos, como tonturas, sonoléncia, edema periférico, dor
de cabeca e ganho de peso (TESFAYE et al., 2013).

Os opioides sé&o recomendados apenas com segunda ou terceira opcao para
o tratamento da dor neuropética diabética (PAGE et al., 2012; TESTAYE et al.,
2013). Estudos tem revelado que opioides como o tramadol (HARATI et al., 1998), a
morfina (GILRON et al., 2005; PELTIER et al., 2014) e oxicodona (GIMBEL et al.,
2003; WATSON et al., 2003) apresentam eficacia significativa no tratamento desta
comorbidade, podendo esta classe ser associada a outras drogas como 0sS
antidepressivos amitriptilina, moclobemida e reboxetina para maior eficacia
terapéutica (CEGIELSKA-PERUN et al., 2014). No entanto os opioides apresentam
inimeros efeitos colaterais, tais quais nauseas, constipacdo, dor de cabeca e
sonoléncia (HARATI et al., 1998), dificultando a adeséo ao tratamento cronico.

Também podem ser utilizados tratamentos como o0 creme topico de
capsaicina e o patch de lidocaina, os quais agem como analgésicos periféricos.
Estudos tém demonstrado a efetividade do tratamento DN diabética com creme de
capsaicina em baixas concentracdes (FREEMAN et al., 2013; GRONINGER et al.,
2012; VINIK et al., 2013). O patch de lidocaina permite uma baixissima absorcao
sistémica, sendo por isso associado a outras drogas (ZILLIOX et al., 2011; WOLFF
et al., 2010).

Por fim, é interessante ressaltar que o acido alfa lipéico (ALA), uma
substancia também utilizada como alternativa terapéutica para o tratamento da DN
diabética, possivelmente deve seus efeitos as potentes propriedades antioxidantes e
anti-inflamatérias que possui (PATEL et al.,, 2014). Mais ainda, ele tem sido
apontado como um ativador da via Nrf2 (PETERSEN et al., 2008; VAUZOUR, 2012)
com efeito neuroprotetor cerebral contra neurotoxinas, habilidade de suprimir a
neuroinflamacédo e de promover uma melhora no aprendizado e na funcdo cognitiva
(VAUZOUR, 2012). Porém este tem apresentado beneficios moderados em termos
de reducdo da dor quando avaliado em alguns estudos clinicos (ZILLIOX e
RUSSELL, 2011).

No entanto, € descrito que, mesmo apés diferentes tratamentos
farmacologicos, menos de um terco dos pacientes alcanca alivio da DN diabética
superior a 50% (JENSEN et al., 2006), sendo necessarias alternativas terapéuticas
(ARREOLA-ESPINO et al., 2007).
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2.3.2. Tratamentos para a depressao associada ao diabetes

Levando-se em conta que estudos tém demonstrado que estados depressivos
podem levar a hiperglicemia (GEORGIADES et al., 2007), e que, controversamente,
h& uma fraca relacdo entre a depressdo e o controle glicémico (LUSTMAN et al.,
2000), torna-se aceitavel o atual uso conjunto de antidepressivos, hipoglicemiantes e
terapia psicoldgica para o tratamento da depresséo associada ao diabetes.

Os inibidores seletivos da recaptacédo de serotonina (SSRIs) sé&o a classe de
antidepressivos mais estudada e prescrita para o tratamento da depressao
associada ao diabetes (ZANOVELI et al., 2015). Tem sido demonstrado que estes
causam efeitos benéficos sobre o controle glicémico (DHAVALE et al., 2013),
reduzindo os niveis de hemoglobina glicada (HbAlc) (GOMEZ et al., 2001; GHAELI
et al.,, 2004; MARKOWITZ et al., 2011; GOIS et al.,, 2014), aumentando a
sensibilidade do receptor de insulina (SAWKA et al., 2000; BIAGETTI e CORCOY,
2013)

Entre os SSRIs, a sertralina e o0 escitalopram sdo os que exercem um efeito
inibitdrio menos acentuado sobre as isoenzimas 3A4 e 2 D6 do sistema citocromo P-
450, as quais sdo responsaveis pelo metabolismo de muitas drogas utilizadas no
tratamento do diabetes e de comorbidades associadas, sendo por isso preferiveis
em relacdo as outras drogas da classe (GREENBLATT et al., 1999; ECHEVERRY et
al., 2009; GOIS et al., 2014). No entanto, controversamente foi mostrado que o
tratamento com SSRIs causa ganho de peso e piora parametros glicémicos (revisto
por BYSTRITSKY et al., 2014).

Outras classes de antidepressivos, 0os antidepressivos triciclicos (amitriptilina,
desipramina, imipramina, e nortriptilina, entre outros), os inibidores da monoamina
oxidase (fenelzina, tranilcipromina, moclobemida) em geral ndo sdo indicados como
primeira escolha para o tratamento da depressao associada ao diabetes, tendo em
vista que interferem com o controle da glicemia e causam ganho de peso (revisto por
ZANOVELI et al., 2015).

Desta forma, ainda em relacdo ao uso de antidepressivos no tratamento da
depressao, evidéncias clinicas mostram que dependendo do farmaco pode haver
uma piora de outras complicacbes diabéticas, como as cardiovasculares

(WARRINGTON et al., 1989), além de requerer um tratamento continuo (semanas a
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meses) para alcancar a resposta terapéutica (FAVA e DAVIDSON, 1996; LITTLE,
2009). Assim como ocorre no tratamento da DN diabética, uma pequena parcela dos
pacientes responde eficazmente ao tratamento com antidepressivos. Portanto, o
tratamento da depressao e da DN associados ao diabetes torna-se singular e alvo
de especial atencéo.

Tendo em vista o importante envolvimento do estresse oxidativo e nitrosativo
nas comorbidades associadas ao diabetes como a depressdo e DN, compostos
antioxidantes podem representar um terapéutica promissora, tanto como adjuvantes
ou como terapia Unica (SCAPAGNINI et al., 2012; PERTOVAARA et al, 2001).

2.4. A VIA KEAP1/NRF2

Considerando o envolvimento de mecanismos fisiopatologicos que envolvem
0 aumento do estresse oxidativo, tais como processos inflamatérios, neuroimunes e
neurodegenerativos, na depressdo e DN associada ao diabetes, compostos que
atuem também como protetores nesses processos, além de antioxidantes, sdo de
extrema urgéncia. Nesse sentido, a ativacado do fator nuclear Nrf2 (nuclear factor
erythroid 2-related factor) pode representar uma promessa.

O fator nuclear Nrf2 € um fator de transcricdo que possui atividade essencial
na transativacdo de genes que contem elementos de resposta antioxidante em sua
regidio promotora (TAGUCHI et al., 2011). E caracterizado como um sensor do
estresse oxidativo que regula a expressdo de mais de 200 genes citoprotetores
relacionados a neutralizacdo ou detoxificacdo de metabdlitos enddégenos e de
toxinas ambientais (COPPLE, 2012; LEWIS et al., 2010; MAGESH et al., 2012).

Em situacOes fisiologicas, o Nrf2 é regulado negativamente pela Keapl
(Kelch-like ECH-associated protein 1), a qual facilita a degradacdo do Nrf2 atraves
do sistema ubiquitina-proteassoma. Todavia, em situacdes de danos oxidativos
associados a inumeras patologias, bem como na presenca de compostos quimicos
com alta atividade eletrofilica, tais como radicais livres, ha a dissociacédo da ligacao
Keapl-Nrf2, através de alteracdes em residuos de cisteinas reativas na regido de
ligacédo da Keapl (ITOH et al., 1999). Assim, Nrf2 dissociado da Keapl migra para o

nacleo, onde recruta proteina do tipo sMaf (small Maf), com a qual forma um
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heterodimero (TAGUCHI et al.,, 2011). Este heterodimero liga-se a elementos de
resposta antioxidante (ARE), o qual regula o DNA ativo na forma cis e ativa a regiao
promotora de muitos genes que codificam enzimas de detoxificacdo de fase-ll e
antioxidantes, como a heme oxigenase 1 (HO-1), superéxido dismutase (SOD),
peroxiredoxina 1 (PRX1), NAD(P)H quinona oxiredutase 1 (NQO1) e glutamato
cisteina ligase (ZHU et al., 2005; Kim et al., 2010). De forma interessante, o Nrf2
parece também modular negativamente a expressdo de muitos mediadores pro-
inflamatérios, incluindo citocinas, quimiocinas, moléculas de adeséo,
metaloproteinases da matriz (MMP-9), ciclooxigenase-2 e 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS) (KIM et al., 2010).
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FIGURA 2. APRESENTACAO ESQUEMATICA DA VIA KEAP1/NRF-2. Simplificadamente, a
proteina Keapl funciona como uma adaptadora para o sistema ubiquitina-proteassoma, o qual marca
o fator de transducdo Nrf-2 com residuos de ubiquitina para ser degradado no proteassoma. Quando
h& a presenca de radicais livres e/ou de substancias eletrofilicas, estes ligam-se aos grupamentos tiol
dos residuos de cisteina presentes na proteina Keapl, a qual sofre uma alteracdo de conformacéo,
liberando o Nrf-2 para migrar para o nlcleo. O Nrf-2 dissociado da proteina Keapl,migra para o
nucleo, forma em heterodimero com a proteina small maf, e liga-se a regido promotora dos elemetos
de resposta anti-oxidante (ARES) no nucleo, resultando na expressdo de muitas proteinas anti-
oxidantes e citoprotetoras. Nrf-2: fator nuclear eritréide do tipo 2; Keapl: proteina derivada de células
eritréides tipo Kelch com homologia CNC- associadas a proteina 1; CDDO-Im: 1- [2-ciano-3,12-
dioxooleano-1,9 (11) -dieno-28-0il] imidazol; Ub: Ubiquitina; Maf: oncogene AS42 homologo a
proteina de fibrosarcoma musculo-aponeurético aviario; Nqol: Desidrogenase de NAD (P) H, quinona
1; Gst: Glutationa S- transferase; Ho-1: Heme oxigenase-1. Fonte: Adaptado de CHARTOUMPEKIS e
KENSLER (2013).
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Dentre muitos compostos exdgenos com capacidade antioxidante que
parecem atuar ativando a via Keapl/Nrf2, merece destaque o acido elagico.
Interessante notar que alguns compostos polifendlicos tém sido testados em animais
guanto a atividade antidepressiva em varios modelos comportamentais. Entre eles
estdo a curcumina e os flavondides do cacau e do ch&-verde que mostraram
atividade antidepressiva em modelos animais (MESSAUDI et al., 2008; SINGAL et
al., 2004; WANG et al., 2007).

HO OR

HO O
O

FIGURA 3. ESTRUTURA QUIMICA DO ACIDO ELAGICO. FONTE: Adaptado de UEDA et al. (2004).

O é&cido elagico é um polifenol de grande interesse no presente estudo e,
assim como o ALA, tem sido apontado como um ativador in vitro de Nrf2 com
capacidade antioxidante, anti-inflamatéria, anitifibrética, cardioprotetora e
anticancerigena (GIRISH e PRADHAN, 2008). Além disso, o acido elagico parece
ser um potencial farmaco para o tratamento de complicacdes do diabetes devido a
capacidade de inibir in vitro a enzima aldolse redutase, enzima central na via dos
polidis, descrita como uma das vias responsaveis pela producdo de espécies
reativas de oxigénio na fisiopatologia do diabetes (SHIMIZU et al.,, 1989;
TERASHIMA et al.,, 1990; TERASHIMA et al., 1991). Ademais, a capacidade
antidepressiva do acido elagico ja tem sido observada em animais normoglicémicos,
0s quais apresentam melhora do quadro depressivo apds o tratamento com &cido

elagico por mecanismos dependentes da interacdo com o sistema monoaminérgico
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(GIRISH et al.,, 2012). Cabe ressaltar que foi demonstrado que o acido elégico
apresenta ainda efeitos neuroprotetores contra os danos causados pelo estresse
oxidativo no nervo ciatico, bem como no cérebro de ratos com diabetes induzida por
estreptozotocina (UZAR et al.,, 2012) e o tratamento com &cido elagico, em
associacdo com taurina e picrosideo Il, preveniu a reducdo da velocidade de
conducao motora e sensorial do nervo ciatico neste modelo animal de diabetes (LIU
et al., 2011). Considerando os mecanismos de acdo descritos acima, parece
plausivel hipotetizar que o &acido elagico pode representar uma alternativa
promissora para o tratamento das complicacdes do diabetes, como a depressao e

DN, o que serd um dos objetivos do presente estudo.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o envolvimento da via Keapl/Nrf2 no efeito do acido elagico
(antioxidante) e da imipramina (antidepressivo) sobre a dor neuropatica e a
depressdo em ratos com diabetes experimental induzido quimicamente por

estreptozotocina (STZ).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito do tratamento com acido elagico sobre a reversdao de
comportamentos relacionados com a depressdao e dor neuropatica em ratos
diabéticos por STZ, investigando o possivel envolvimento do fator de transducéo
Nrf2;
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- Avaliar o efeito do tratamento com imipramina sobre a reversao de
comportamentos relacionados com a depressdo e dor neuropatica em ratos
diabéticos por STZ, investigando o possivel envolvimento do fator de transducéo
Nrf2.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos da variedade Wistar pesando entre 180 a 220
g provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Parana. Estes
animais foram mantidos em condi¢Bes controladas de iluminacdo, com agua e racéo
ad libitum. Os animais diabéticos foram mantidos em numero reduzido por caixa e
tiveram a maravalha trocada diariamente. Todos os experimentos foram conduzidos
em acordo com as normas e legislacOes estabelecidas e aprovadas pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Animais da UFPR, sendo os animais liberados sob o nimero
de CEUA 725.

4.2 DROGAS

Foram utilizadas as seguintes drogas: acido elagico (AE; Santa Cruz
Biotechnology Inc., USA), imipramina (IMI; IndUstria Farmacéutica Novartis, Brasil)
estreptozotocina (STZ; Santa Cruz Biotechnology Inc., USA) e tiopental sédico
(Indastria Farmacéutica Cristalia, Brasil). O acido elagico, uma droga antioxidante
aqui testada quanto seus possiveis efeitos antinociceptivo e tipo-antidepressivo na
dor neuropética e na depressao associadas ao diabetes, foi preparado como uma
suspensao em carboximetilcelulose 0,5% e administrado diariamente por via oral

(v.0) nas doses de 75, 100 ou 150 mg/Kg durante 19 dias (do 17° ao 35° dia apéds a
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inducdo do diabetes). A imipramina, um antidepressivo triciclico aqui utilizado como
controle para o efeito tipo-antidepressivo, foi dissolvida em soro fisiologico estéril e
administrada diariamente por via intraperitoneal (i.p.) na dose de 10 mg/Kg durante
19 dias (do 17° ao 35° dia ap6s a inducgdo do diabetes). A STZ foi diluida em tamp&o
citrato 10 mM, pH 4,5 e administrada em uma Unica dose de 60 mg/Kg por via i.p.
no dia da inducdo do diabetes experimental. O tiopental sédico foi administrado em
uma unica dose de 200 mg/Kg i.p. no dia da eutanasia. Todas as drogas foram
preparadas imediatamente antes da aplicacdo e administradas em um volume de 1
mi/kg. As doses e vias foram estabelecidas com base em estudos prévios e pilotos
do nosso laboratério (ZANOVELI et al., 2005; JOCA et al., 2003; UZAR et al., 2012;
SCHREIBER et al., 2012; JIN et al., 2013; BIJJEM et al., 2013).

4.3 INDUCAO EXPERIMENTAL DO DIABETES

A estreptozocina (STZ) é uma toxina amplamente utilizada para induzir
diabetes em animais. Através da alquilacdo do DNA, a STZ causa necrose das
células beta-pancreaticas (LENZEN, 2008), o que conduz a um estado de diabetes
insulino-dependente, a qual é acompanhada por alteracdes caracteristicas, tais
como um aumento dos niveis de glicose no sangue e na reducdo do ganho de peso
corporal (DE MORAIS et al., 2014), e as consequentes comorbidades relacionadas
ao diabetes. Com isso, o diabetes induzido por STZ tornou-se um modelo conhecido
de depressdo (DE MORAES et al, 2014;. HIRANO et al, 2007;. KAMEI et al, 2003;
MIYATA et al, 2004) e dor neuropatica (GAO e ZHENG, 2014) em roedores.

A inducdo do diabetes foi realizada através da administracdo Unica de
estreptozotocina (STZ; 60 mg/Kg, intraperitoneal; diluida em tampéao citrato, 10 mM,
pH 4,5) em ratos previamente submetidos a jejum de 12 horas. A confirmacédo do
diabetes foi realizada trés dias apos a injecdo de STZ, por meio da aplicacdo de um
peqgueno volume de sangue periférico colhido da cauda dos animais em fitas teste
impregnadas de glicose oxidase (Accu-Check Active™, Roche). Foram considerados
diabéticos e mantidos nos experimentos 0s animais cuja glicemia apresentou-se

igual ou maior que 250 mg/dL. Grupos controles normoglicémicos foram conduzidos
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em paralelo, os quais receberam somente tampéo citrato (10 mM, pH 4,5, volume

equivalente).

4.4 TESTE DE NADO FORCADO

O nado forcado é um teste de triagem comportamental amplamente utilizado
para estudar novas drogas com potencial antidepressivo. O teste baseia-se na
observacéo de ratos que sdo obrigados a nadar num cilindro fechado do qual n&o
podem escapar. Por conseguinte, depois de algum tempo, eles cessam as
aparentes tentativas de escapar e tornam-se imoveis, apenas mantendo o0s
pequenos movimentos necessarios para manter a cabeca acima da agua. Esta
imobilidade comportamental (comportamento tipo-depressivo) reflete um estado de
desespero do rato, e varios antidepressivos eficazes sdo capazes de reduzir este
tempo de imobilidade (PORSOLT et al., 1978).

Neste procedimento, realizado conforme Porsolt e colaboradores (1978), os
animais foram colocados individualmente para nadar em cilindros de plastico (20 cm
de diametro por 50 cm de altura contendo 30 cm de agua na temperatura de
24+£1°C) por 15 minutos (pré-teste). Vinte e quatro horas apos o Pré-teste, os
animais foram submetidos a uma sessdo de 5 minutos de nado forcado (sesséo
teste). Durante esta sessdo foi avaliado o tempo de imobilidade total durante 5
minutos. O comportamento do tipo depressivo foi relacionado ao aumento no tempo
de resposta passiva (imobilidade), enquanto o possivel efeito tipo-antidepressivo dos
tratamentos foi relacionado a uma reducdo no tempo de imobilidade apresentado
peloa ratos.

Entre um animal e outro, agua limpa foi reposta apds o cilindro ser limpo
adequadamente. Apos cada sessao (pré-teste e teste), os animais foram removidos
e submetidos a secagem com panos limpos e secos em uma caixa separada antes

de retornarem para suas caixas originais.
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4.5 TESTE DE CAMPO ABERTO

O teste de campo aberto foi utilizado a fim de se avaliar a possibilidade de
alteracdoes na atividade locomotora induzida pelos diferentes tratamentos, a qual
pode ser alterada dor farmacos que atuem no sistema nervoso central ou por
relaxantes musculares. Para isto, este foi realizado conforme o método descrito por
Sielgel (1946) e validado por Archer (1973), que permite uma avaliacdo da atividade
estimulante ou depressora de uma determinada substancia.

Para tal, os animais foram colocados individualmente no centro de uma arena
redonda dividida em 19 quadrantes, onde andaram e exploraram livremenre o
ambiente por 5 minutos. A andalise da atividade locomotora foi feita pela
guantificacdo do numero total de cruzamentos durante este periodo. Os dados
obtidos apds os diferentes tratamentos foram comparados com 0s respectivos

controles (tratados somente com veiculo).

4.6 ESTIMULACAO MECANICA (TESTE DE VON FREY ELETRONICO)

O teste de Von-Frey eletronico consiste em uma técnica de se avaliar a
sensibilidade de tecidos frente a um estimulo mecénico. Este tem sido utilizado ha
alguns anos na clinica em humanos (JENSEN et al., 1986) e experiementalmente
em animais (MOLLER et al., 1998).

Com isso, no presente trabalho, os animais foram avaliados quanto a alodinia
mecanica por meio do teste de pressao crescente na pata de ratos, realizado com o
auxilio de um aparelho anestesiometro eletrénico (Von Frey eletrénico, IITC Life
Science). O Von Frey Eletrénico possui um transdutor de for¢ca conectado a um
contador digital de forca expressa em gramas (g). O contato do transdutor de forca
com a pata € feito por meio de uma ponteira 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 5 mm?, constituida de arame
nao maleavel de 1Imm de espessura, durante 15 minutos antes do experimento, para

adaptacdo. O experimentador aplicou, por entre as malhas da rede, forca
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linearmente crescente no centro da planta da pata do rato e o estimulo cessou
guanto o animal apresentou resposta de retirada e sacudida da pata estimulada.
Foram realizadas repetic6es dos estimulos até que o animal apresente trés medidas
similares com uma nitida resposta de "sacudida" apdés a retirada da pata. A
intensidade da alodinia mecénica foi entdo quantificada pela média dos trés valores
expressos em gramas (forca) observada antes da administracdo de STZ (estado
basal ou zero hora), na terceira semana ap0s a inducdo do diabetes e apds o
tratamento com as drogas em questao (quinta semana ap0s a inducdo do diabetes).

4.7 EUTANASIA E COLETA DOS TECIDOS

Um dia apds a ultima medida de alodinia mecanica (36 dias apés a inducéo
do diabetes), os ratos foram eutanasiados por overdose de tiopental (200 mg/kg, i.p.)
seguida por deslocamento cervical. O quadrante anterior do corddo espinhal (na
altura das vértebras L4-L6) e o hipocampo foram coletados e armazenados num

freezer a -80°C até a realizacdo das analises de western blotting.

4.8 WESTERN BLOTTING (WB)

O Western Blotting foi realizado a fim de se analisar a expressao de Nrf-2 no
corddo espinhal a no hipocampo dos animais apds o tratamento com as drogas em
guestdo, ou com seus respectivos veiculos. Para isso, foram utilizadas as amostras
(cordao espinhal e hipocampo) de quatro animais de cada grupo experimental: 4
normoglicémicos tratados com veiculo (CMC e salina), 4 diabéticos tratados com
veiculo (CMC e salina), e quatro diabéticos tratados com cada droga (acido elagico e
imipramina). As amostras foram homogeneizadas em uma solucédo de tampao RIPA
contendo TRIS (50 mmol /L), NaCl (150 mmol/L), SDS (1%), deoxicolato de sodio
(0,5%), PMSF (0,1 mM) and EDTA (0,1 mM). Em seguida, os homogenatos foram

mantidos em gelo por 30 minutos, e entdo sonicados duas vezes por 20 segundos
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no gelo. Logo apds as mesmas foram centrifugadas por 30 minutos a 12.000 rpm.
Os sobrenadantes foram separados e 0s extratos obtidos foram diluidos 10 vezes
em tampdo PBS 1X, entdo a quantificacéo de proteinas foi realizada pelo método de
Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), de acordo com as instru¢des do fabricante,
e utilizando-se soro albumina bovina como padréo. Desta forma, 40ug de proteina
de cada amostra foram separadas em géis de poliacrilamida a 10% por eletroforese
em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) e submetidas a
reacao de western blotting.

Para o western blotting, as proteinas dos géis foram eletrotransferidas para
uma membrana de nitrocelulose (PVDF, BioRad) por uma hora sob corrente
constante de 15V em tampéao de transferéncia gelado (39mM de glicina, 48mM de
Tris-base, 0,037% de SDS e 20% metanol) pelo aparato Trans-Blot Semi-Dry (Bio-
Rad). Ap6s a transferéncia, a membrana foi bloqueada (durante 1 hora a
temperatura ambiente) com tampé&o de bloqueio TBST (120mM de NaCl, 20mM de
Tris-base e 0,05% de Tween 20) contendo 5% de leite desnatado (Molico, Nestlé).
Em seguida, foi realizada a incubacédo com o anticorpo policlonal de coelho anti-Nrf2
(1:300, Santa Cruz Biotechnology) previamente diluido em tampé&o de bloqueio. Esta
reacdo com o anticorpo primario foi realizada a 4°C por 16 horas sob constante
agitacdo. As membranas, apos trés lavagens de 5 minutos com TBST, foram
incubadas com o anticorpo secundario anti-rabbit 1gG acoplado a HRP (1:6000,
Sigma-Aldrich), diluido em tampéo de bloqueio, por 1 hora a temperatura ambiente.
Para verificacdo da presenca da banda de interesse, as membranas foram
submetidas a novas sequencias de lavagens com TBST e incubadas com substrato
adequado para reacdo de quimioluminescéncia (Westar Supernova - Cyanagen),
expondo-as a filme radiografico (Carestream) até obtencdo de sinal adequado. A
proteina constitutiva B-actina foi utilizada para normalizacdo e comparacdo dos
resultados. Os filmes foram analisados por densitometria com o software ImageJ
(NIH).



32

4.9 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Dois dias apdés a ambientacdo no laborat6rio, todos os animais foram
avaliados quanto limiar de retirada a estimulacdo mecanica através do Von Frey
eletronico (medida basal). Em seguida e apés 12 h de jejum, os animais designados
aos grupos diabéticos (DBT) receberam estreptozotocina (STZ; 60 mg/kg, i.p.). A
inducdo do diabetes experimental foi confirmado 3 dias apdés a administracdo de
STZ, e foi caracterizada pela glicemia maior ou igual a 250 mg/dL. Grupos de
animais normoglicémicos (NGL) foram conduzidos em paralelo em cada
experimento. Apos 2 semanas da inducédo do diabetes por STZ (14° dia - terceira
semana), os animais dos diferentes grupos experimentais (DBT e NGL) foram
submetidos aos testes de campo aberto seguido do teste de nado forcado para
avaliar a atividade locomotora e o comportamento relacionado a depressao,
respectivamente. Dois dias ap0s, os mesmos foram resubmetidos ao teste de
estimulacdo mecanica a fim de analisar o limiar mecanico. Neste mesmo dia (17° dia
apos a diabetizacao) e imediatamente apos o teste comportamental, foram iniciados
os diferentes tratamentos (acido elagico, nas doses de 75, 100 ou 150 mg/Kg; p.o.),
imipramina (10 mg/Kg, i.p.) ou seus respectivos veiculos (carboximetil celulose 0,5%
ou salina), os quais tiveram a duracdo de 19 dias. Cabe ressaltar que o tratamento
com o antidepressivo triciclico imipramina foi realizado como um controle positivo do
efeito do tipo antidepressivo.

Os animais forma tratados até o 35° dia ap0s a diabetizagdo. Cabe mencionar
gue estudos prévios do laboratério mostram que na quarta semana apoOs a
diabetizacdo ocorre o pico de alodinia mecéanica em ratos diabéticos, bem como
verifica-se uma resposta do tipo depressiva mais pronunciada nesses animais
(Cunha et al., 2009; de Morais et al., 2014).

No 33° dia, os ratos foram submetidos ao teste de campo aberto e de nado
forcado, sendo que dois dias apds (35° dia), os mesmos foram resubmetidos ao
teste de estimulacdo mecanica. No dia seguinte a analise comportamental de
alodinia mecénica, a glicemia foi aferida e os ratos foram eutanasiados e o
hipocampo e a medula espinhal foram imediatamente dissecados e armazenados no

freezer a -80°C para a andlise da expressao do Nrf2 por meio de western blotting.
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FIGURA 4. DELINEAMENTO DOS PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS. Tratamento com o0s
veiculos (salina, i.p. ou CMC 0,5% p.o.) ou com AE (75, 100 or 150 mg/Kg, v.0.) ou com imipramina
(10 mg/Kg, i.p.) foi feito diariamente por 19 dias. CMC: carboximetilcelulose; AE: acido elagico; NF:
Nado forcado; AG: afericdo da glicemia; CT: coleta de tecidos.

4.10 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram expressos como media * desvio padrao da média (E.P.M.) de
grupos contendo de 7 a 9 animais. Os resultados obtidos apdés os testes
comportamentais de nado forcado ou de campo aberto, assim como o ganho de
peso dos animais foram analisados por meio da analise de variancia (ANOVA) de
uma via. As alteracdes glicEmicas dos ratos diabéticos foram analisadas por ANOVA
de duas vias. Os dados obtidos a partir do teste de estimulagdo mecéanica foram
analisados por ANOVA duas vias com medidas repetidas. Quando houve diferencas
estatisticamente significativas ap0s os a realizacdo dos testes de ANOVA, estes
foram seguidos pelo pds-teste de multipla comparacdo de Newman-Keuls. P<0,05
foram considerados estatisticamente significativos.

A fim de se analisar a relacdes entre o limiar de retirada da pata e o tempo de
imobilidade em animais NGL e DBT (n=10) foi utilizado o teste de coeficiente de
correlacdo de Pearson e regressao linear multi-variada. Para isso, a intensidade de
dor foi calculada subtraindo-se os valores basais do limiar de retirada da pata
(obtidos antes dos procedimentos experimentais) dos valores de limiar de retirada da

pata observados na quinta semana ap0s a inducao do diabetes.
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA ALODINIA MECANICA E DO COMPORTAMENTO
TIPO-DEPRESSIVO EM RATOS COM DIABETES EXPERIMENTAL INDUZIDA
POR STZ E SUA CORRELACAO

Como demonstrado na FIGURA 5 (painel A), quando comparados aos
normoglicémicos, os ratos diabéticos apresentaram uma reducdo significativa
(p<0,05) do limiar de retirada da pata na terceira semana apos a inducdo do
diabetes, tendo um pico na quinta semana, indicando o aparecimento de
hiperalgesia. Por outro lado, quando o tempo de imobilidade foi avaliado no teste de
nado forcado (FIGURA 5, painel B), ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos de animais diabéticos-salina e
normoglicémicos-salina na terceira semana. Porém, na quinta semana, 0s animais
diabéticos apresentaram um aumento significativo (p<0,05) do tempo de imobilidade
(em segundos) quando comparados aos normoglicémicos, 0 que indica o
aparecimento do comportamento tipo-depressivo.

A fim de se investigar mais a fundo relacao entre dor e depresséao, ambos o0s
grupos experimentais tiveram o limiar de retirada da pata a o tempo de imobilidade
submetidos a analises de correlacdo. Como mostrado na FIGURA 5 (painéis C e D),
foi observada uma correlacdo positiva entre o limiar de retirada da pata e o tempo de
imobilidade tanto nos ratos diabéticos quanto nos normoglicémicos (NGL r2=0,4344;
p<0,05; DBT r2=0,5342; p<0,05).
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FIGURA 5. Avaliacdo da alodinia mecanica (A) e do comportamento tipo-depressivo (B) em ratos
normoglicémicos (NGL) e diabéticos (DBT). Cada coluna representa a meédia + E.P.M.; n=8. As
diferencas entre grupos com relagéo a avaliacdo da alodinia mecénica (A) foi avaliada por analise de
variancia (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas seguida pelo pds-teste de Newman-Keuls; e
as diferencas entre grupos com relacdo ao comportamento tipo-depressivo (B), foi analisada por
andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo pos-teste de Newman-Keuls. *representa
P<0,05 quando comparado ao grupo normoglicémico. A analise de correlagdo entre o limiar de
retirada da pata e o tempo de imobilidade em ratos normoglicémicos (painel C) e diabéticos (painel
D). A fim de se analisar a relagdes entre o limiar de retirada da pata e o tempo de imobilidade em
animais NGL e DBT (n=10) foi utilizado o teste de coeficiente de correlagdo de Pearson e regresséo
linear multi-variada. A intensidade de dor representa o A entre valores de limiar de retirada da pata
observados na quinta semana apés a inducéo do diabetes e os valores basais do limiar de retirada da
pata (obtidos antes dos procedimentos experimentais).
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52 EFEITO DA IMIPRAMINA SOBRE A NOCICEPCAO, SOBRE O
COMPORTAMENTO DO TIPO DEPRESSIVO E SOBRE A ATIVIDADE
LOCOMOTORA EM RATOS COM DIABETES EXPERIMENTAL INDUZIDO POR
ESTREPTOZOTOCINA

Novamente, foi demonstrado na FIGURA 6, que, quando comparados aos
ratos normoglicémicos, os diabéticos desenvolveram uma reducgéo significativa (p<
0,05) no limiar de retirada da pata, a qual teve inicio na terceira semana apoés a
inducao do diabetes e permaneceu na quinta semana.

O tratamento com imipramina (10 mg/Kg, diariamente por 19 dias, iniciado
apos o teste de estimulacdo mecanica na terceira semana apés a inducdo do
diabetes) causou uma reversdo significativa (p<0,05) da alodinia mecéanica
observada nos ratos diabéticos na quinta semana (FIGURA 6).

O tratamento com imipramina também promoveu uma reducéao significativa do
tempo de imobilidade apresentado por ratos diabéticos no teste de nado forcado,
guando comparados aos normoglicémicos (FIGURA 7).

No teste de campo aberto, conforme mostrado na TABELA 1, os ratos
diabéticos apresentaram uma reducdo estatisticamente significativa (p<0,05) no
namero de cruzamentos quando comparados aos normoglicémicos na terceira
semana apos a inducao do diabetes.

No entanto, esta reducdo néo foi mais observada quando os ratos diabéticos
foram testados na quinta semana (ou seja, ndo houve mais diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos de diabéticos tratados com veiculo e
de normoglicémicos). No entanto, o tratamento prolongado com imipramina induziu
uma reducéo significativa (p<0,05) no numero de cruzamentos apresentado pelos
ratos diabéticos quando comparados aos normoglicémicos e aos diabéticos tratados

apenas com veiculo (TABELA 1).
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FIGURA 6. EFEITO DA IMIPRAMINA SOBRE LIMIAR DE RETIRADA DA PATA EM RATOS
SUBMETIDOS AO TESTE DE ALODINIA MECANICA ANTES, 3 E 5 SEMANAS APOS A INDUCAO
DO DIABETES POR ESTREPTOZOTOCINA. Os grupos representam ratos normoglicémicos
tratados com salina i.p. (NGL + Sal), diabéticos tratados com salina i.p. (DBT + sal), diabéticos
tratados com imipramina na dose de 10 mg/Kg, i.p. (DBT + IMI 10 mg/Kg). Os dados representam a
média * E.P.M do aumento ou da diminui¢&o do limiar de retirada da pata, expresso em gramas. N=7-
9. As diferencas entre os grupos foram avaliadas por analise de varidncia (ANOVA) de duas vias com
medidas repetidas seguida pelo pos-teste de Newlman-keuls *Diferenca significativa com relacéo ao
grupo NGL + Sal, p<0,05; # Diferenca significativa em relagdo ao grupo DBT + sal, p<0,05.
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FIGURA 7. EFEITO DA IMIPRAMINA SOBRE O TEMPO DE IMOBILIDADE EM RATOS
SUBMETIDOS AO TESTE DE NADO FORCADO 3 E 5 SEMANAS APOS A INDUCAO DO
DIABETES POR ESTREPTOZOTOCINA. Os grupos representam ratos normoglicémicos tratados
com salina i.p. (NGL + Sal), diabéticos tratados com salina i.p. (DBT + sal), diabéticos tratados com
imipramina na dose de 10 mg/Kg, i.p. (DBT + IMI 10 mg/Kg). Os dados representam a média * E.P.M
do tempo de imobilidade total contado durante um periodo de 5 minutos, expresso em segundos.
N=7-9. As diferenc¢as entre os grupos foram avaliadas por andlise de variancia (ANOVA) de uma via
seguida pelo pés-teste de Newlman-keuls. *Diferenca significativa com relacdo ao grupo NGL + Sal,
p<0,05; # Diferenca significativa em rela¢do ao grupo DBT + Sal, p<0,05.
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TABELA 1: EFEITO DA IMIPRAMINA SOBRE O NUMERO DE CRUZAMENTOS EM RATOS
SUBMETIDOS AO TESTE DE CAMPO ABERTO 3 E 5 SEMANAS APOS A INDUGCAO DO
DIABETES POR ESTREPTOZOTOCINA.

NUmero de cruzamentos

Grupos experimentais

32 Semana 52 Semana
NGL + Sal 91,86 + 14,86 92,75 + 21,82
DBT + Sal 59,75 + 20,89 * 69,38 +£ 32,14

DBT + imipramina 69,00 + 17,52 * | 38,57 +21,86 * #

Os grupos representam ratos normoglicémicos tratados com salina i.p. (NGL + Sal), diabéticos
tratados com salina i.p. (DBT + sal), diabéticos tratados com imipramina na dose de 10 mg/Kg, i.p.
(DBT + IMI 10 mg/Kg). Os dados representam a média * E.P.M do nimero de cruzamentos contado
durante um periodo de 5 minutos. N=7-9. As diferencas entre os grupos foram avaliadas por analise
de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo pés-teste de Newlman-keuls *Diferenca significativa
com relacdo ao grupo NGL + Sal, p<0,05; # Diferenca significativa em relacdo ao grupo DBT + Sal,
p<0,05. FONTE: O autor (2015).

5.3 EFEITO DO ACIDO ELAGICO SOBRE A NOCICEPCAO, SOBRE O
COMPORTAMENTO DO TIPO DEPRESSIVO E SOBRE A ATIVIDADE
LOCOMOTORA EM RATOS COM DIABETES EXPERIMENTAL INDUZIDO POR
ESTREPTOZOTOCINA

No teste de estimulacdo mecanica, novamente os animais diabéticos-veiculo
apresentaram uma reducao significativa (p<0,05) no limiar de retirada da pata
guando comparados ao grupo normoglicémicos-veiculo na terceira semana apoés a
inducao do diabetes. No entanto, interessantemente, o tratamento com acido elagico
em duas das doses testadas (75 e 100 mg/kg, diariamente, por 19 dias, iniciada a
partir do teste de estimulacdo mecanica na terceira semana) reverteu
significativamente a alodinia mecanica em ratos diabéticos na quinta semana, sendo
gue um efeito mais pronunciado foi observado na menor dose, 75 mg/kg (FIGURA
8). No entanto, a maior dose, ndo apresentou efeito estatisticamente significativo na
reversao da alodinia.

A dose de 75 mg/kg, mas ndao as maiores (100 mg/Kg e 150 mg/kg), também
demonstrou-se efetiva em prevenir significativamente o aumento do tempo de
imobilidade dos ratos diabéticos, sugerindo um efeito tipo-antidepressivo nestes
animais (FIGURA 9). No teste de campo aberto (TABELA 2), foi observado que na

terceira semana ap0s a inducdo do diabetes, todos os ratos diabéticos
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demonstraram uma reducdo estatisticamente significativa (p<0,05) no numero de
cruzamentos quando comparados ao grupo de normoglicémicos. Na quinta semana,
todos os grupos de diabéticos, exceto os tratados com a maior dose de acido elagico
(150 mg/Kg), recuperaram a normalidade da atividade locomotora, n&o diferindo dos

normoglicémicos.
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FIGURA 8. EFEITO DO ACIDO ELAGICO SOBRE LIMIAR DE RETIRADA DA PATA EM RATOS
SUBMETIDOS AO TESTE DE ALODINIA MECANICA ANTES, 3 E 5 SEMANAS APOS A INDUCAO
DO DIABETES POR ESTREPTOZOTOCINA. Os grupos representam ratos normoglicémicos
tratados com carboximetilcelulose 0,5% p.o. (NGL + CMC 0,5%), diabéticos tratados com
carboximetilcelulose 0,5% p.o. (DBT + CMC 0,5%), diabéticos tratados com acido elagico na dose de
75 mg/Kg p.o. (DBT + AE 75 mg/Kg), diabéticos tratados com acido elagico na dose de 100 mg/Kg
p.o. (DBT+AE 100 mg/Kg) e diabéticos tratados com acido elagico na dose de 150 mg/Kg p.o.(DBT +
AE 150mg/Kg). Os dados representam a média * E.P.M. do aumento ou da diminuicdo do limiar de
retirada da pata, expresso em gramas. N=7-9. As diferencas entre os grupos foram avaliadas por
andlise de variancia (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas seguida pelo pés-teste de
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Newlman-keuls *Diferenca significativa com relacdo ao grupo NGL + CMC 0,5%, p<0,05; # Diferenca
significativa em relagc&o ao grupo DBT + CMC 0,5%, p<0,05.
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FIGURA 9. EFEITO DO ACIDO ELAGICO SOBRE O TEMPO DE IMOBILIDADE EM RATOS
SUBMETIDOS AO TESTE DE NADO FORGADO 3 E 5 SEMANAS APOS A INDUCAO DO
DIABETES POR ESTREPTOZOTOCINA. Os grupos representam ratos normoglicémicos tratados
com carboximetilcelulose 0,5% p.o. (NGL + CMC 0,5%), diabéticos tratados com carboximetilcelulose
0,5% p.o. (DBT + CMC 0,5%), diabéticos tratados com &cido elagico na dose de 75 mg/Kg p.o. (DBT
+ AE 75 mg/Kg), diabéticos tratados com &cido elagico na dose de 100 mg/Kg p.o. (DBT + AE 100
mg/Kg) e diabéticos tratados com &cido eldgico na dose de 150 mg/Kg p.o. (DBT + AE 150 mg/Kg).
Os dados representam a média * E.P.M do tempo de imobilidade total contado durante um periodo de
5 minutos, expresso em segundos. As diferengas entre os grupos foram avaliadas por andlise de
varidncia (ANOVA) de uma via seguida pelo pos-teste de Newlman-keuls N=7-9. *Diferenca
significativa com relagdo ao grupo NGL + CMC 0,5%, p<0,05; # Diferenca significativa em relacéo ao
grupo DBT + CMC 0,5%, p<0,05.
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Com relagédo a atividade locomotora, verificou-se que na terceira semana
apos a diabetizacdo os animais diabéticos apresentaram uma reducéo do numero de
cruzamentos no teste de campo aberto (TABELA 2). Também foi observado que, na
guinta semana, com excecdo dos animais tratados com AE 150 mg/kg, os
diabéticos controle e tratados ndo apresentaram alteragbes no numero de

cruzamentos.

TABELA 2. EFEITO DO ACIDO ELAGICO SOBRE O NUMERO DE CRUZAMENTOS EM RATOS
SUBMETIDOS AO TESTE DE CAMPO ABERTO 3 E 5 SEMANAS APOS A INDUGCAO DO
DIABETES POR ESTREPTOZOTOCINA.

NUmero de cruzamentos

Grupos experimentais

32 Semana 52 Semana
NGL + CMC 107,0+ 21,97 | 78,29 + 13,44
DBT + CMC 75,38 + 16,55* 75,75 + 28,53

DBT + AE75mg/Kg | 78,5+12,98 | 58,25+ 18,09
DBT + AE 100 mg/Kg | 80,13 + 15,35 | 66,13 + 21,36
DBT + AE 150 mg/Kg | 50,86 + 26,87 * | 16,14 + 4,10 *

Os grupos representam ratos normoglicémicos tratados com carboximetilcelulose 0,5% p.o. (NGL +
CMC 0,5%), diabéticos tratados com carboximetilcelulose 0,5% p.o. (DBT + CMC 0,5%), diabéticos
tratados com &cido elagico na dose de 75mg/Kg p.o.(DBT + AE 75 mg/Kg), diabéticos tratados com
acido elagico na dose de 100 mg/Kg p.o.(DBT + AE 100 mg/Kg) e diabéticos tratados com acido
elagico na dose de 150 mg/Kg p.o. (DBT + AE 150mg/Kg). Os dados representam a média * E.P.M do
ndamero de cruzamentos contado durante um periodo de 5 minutos. N=7-9. As diferencas entre os
grupos foram avaliadas por analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo pds-teste de
Newlman-keuls. *Diferenca significativa com relagdo ao grupo NGL + CMC 0,5%, p<0,05; #Diferenca
significativa em relagdo ao grupo DBT + CMC 0,5%, p<0,05.

5.4. EFEITO DO TRATAMENTO COM IMIPRAMINA OU ACIDO ELAGICO NA
EXPRESSAO GLOBAL DE NRF-2 NO CORDAO ESPINHAL E NO HIPOCAMPO
DE RATOS COM DIABETES EXPERIMENTAL INDUZIDA POR STZ

As andlises de western blotting mostraram que, quando comparados ao grupo
de normoglicémicos, os ratos diabéticos apresentaram uma reducdo significativa
(p<0,05) da expresséao global de Nrf-2 tanto no corddo espinhal (FIGURA 10, painéis
A e C), quanto no hipocampo (FIGURA 10, painéis B e D). Interessantemente, o

tratamento com imipramina (10 mg/kg, i.p., for 19 dias) aumentou significativamente
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(p<0,05) a expresséo global de Nrf-2 tanto no cordao espinhal (FIGURA 10, painel
A) quanto no hipocampo (FIGURA 10, painel B) dos ratos diabéticos quando
comparados ao grupo de diabéticos-veiculo. Da mesma forma, o acido elégico
aumentou significativamente (p<0,05) a expressado global de Nrf-2 no cordéo
espinhal (FIGURA 10, painel C), porém nao foi possivel verificar o mesmo no
hipocampo (FIGURA 10, painel D).
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FIGURA 10. EFEITO DA IMIPRAMINA (10 MG/KG, I.P., POR 19 DIAS; PAINEIS A E B) E DO
ACIDO ELAGICO (75 MG/KG, V.O., POR 19 DIAS; PAINEIS C E D) NA EXPRESSAO GLOBAL DE
NRF-2 NO CORDAO ESPINHAL (PAINEIS A E C) OU NO HIPOCAMPO (PAINEIS B E D) 36 DIAS
APOS A INDUCAO DO DIABETES. As diferencas entre os grupos foram avaliadas por analise de
variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo pés-teste de Newlman-keuls Cada coluna expressa a
média + E.P.M.; n=4. * representa P<0,05 quando comparado aos normoglicémicos-salina ou aos
normoglicémicos CMC; # representa P<0,05 quando comprados aos diabéticos-salina ou aos
diabéticos-CMC.
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5.5 EFEITO DO TRATAMENTO COM ACIDO ELAGICO E IMIPRAMINA SOBRE O
PESO E A GLICEMIA DE RATOS COM DIABETES EXPERIMENTAL INDUZIDA
POR STZ

Conforme pode-se observar na TABELA 3 todos os ratos diabéticos, tanto os
tratados com imipramina ou AE, quanto os tratados apenas com seus respectivos
veiculos, apresentaram um ganho de peso significativamente (p<0,05) menor
guando comparados a este ganho nos animais normoglicémicos. Com relacdo a
glicemia, pode-se observar que todos o0s grupos de animais diabéticos
permaneceram diabéticos ao fim do experimento, sendo que os tratamentos nao
causaram alteracbes significativas na glicemia dos diabéticos tratados com

imipramina ou AE quando comparados aos diabéticos-veiculo.

TABELA 3. GANHO DE PESO (G) E NIVEIS DE GLICOSE SANGUINEA (mg/dL) DOS GRUPOS
EXPERIMENTAIS.

Glicemia (mg/dL)
Grupos Ganho de peso : :
) ) 3 dias apos 36 dias apos
experimentais (9)

STz STz

NGL + Sal 1111 +6.7 n.d. n.d.
DBT + Sal 30.7 + 6.4* 476.9+10.4 527.1+14.4
DBT + imipramina 31.4 +5.0* 521.7 £ 8.3 483.4 £17.8

NGL + CMC 152.0 £ 27.9 n.d. n.d.
DBT + CMC 26.4 +10.2* 501.4 +23.0 582.7 £ 8.9
DBT + AE 75 mg/Kg 42.6 + 6.9* 461.1 +19.7 517.4 £ 20.2
DBT + AE 100 mg/Kg 32.6 +3.7* 500.4 +22.5 518.2+14.1
DBT + AE 150 mg/Kg -12.2 £7.2% 4845+ 7.6 524.6 £ 15.5

O ganho de peso foi calculado subtraindo-se o peso inicial (dia zero) dos animais do peso final dos
mesmos (dia 36). A glicemia foi aferida 3 dias apds a injecéo i.p. de STZ a fim de se confirmar a
inducdo do diabetes, e novamente no fim dos experimentos (36 dias apds a aplicagdo de STZ). As
diferencas entre os grupos foram avaliadas por analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida
pelo pos-teste de Newlman-keuls. n.d.: ndo determinado; NGL: normoglicémicos; DBT: diabéticos;
Sal: salina; CMC: carboximetilcelulose; AE: acido elagico. *p<0,05 quando comparados ao grupo
NGL. FONTE: O autor (2015).
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6. DISCUSSAO

Muitos estudos tém demonstrado o envolvimento do estresse oxidativo sobre
a DN (PACHER et al., 2005) e a depressédo (MAES et al, 2009; MAES et al, 2012).
Além disso, o0 stress oxidativo tem sido implicado como um fator comum na
fisiopatologia das complicacbes do diabetes, incluindo a depressdo e a DN
(OBROSOVA et al., 2005; EREN et al., 2007; LUCCA et al., 2009; WANG et al.,
2012; BUDNI et al., 2013). Com base nisto, os antioxidantes podem representar um
tratamento promissor (SCAPAGNINI et al., 2012; PERTORVAARA et al., 2001).

A principal conclusdo deste estudo é que a administracdo prolongada de
acido elagico, um antioxidante conhecido que atua através da ativacdo de vias
Keapl/Nrf2, produz efeitos antinociceptivo (75, 100 mg/kg, p.o.) e tipo-
antidepressivo (75 mg/ kg, po) em ratos diabéticos.

Os nossos resultados mostraram que, na terceira semana apos a inducao do
diabetes, os ratos diabéticos, quando comparados com o0s normoglicémicos,
apresentaram uma reducédo do limiar mecéanico de retirada da pata, que permaneceu
na quinta semana. Este tipo de resposta representa um comportamento de
hiperalgesia. Corroborando esses resultados, estudos anteriores em nosso
laboratério mostraram que hiperalgesia inicia-se duas semanas apo0s a inducédo do
diabetes por estreptozotocina (dados néo publicados). Aley e colaboradores (2002),
mostraram que 24-168 h ap06s uma dose Unica de STZ (40 mg/kg, iv), os ratos
desenvolveram uma diminuicdo significativa no limiar nociceptivo. Além disso,
estudos ja mostraram que esta hiperalgesia pode perdurar por semanas (BADESCU
et al., 2014; BALUCHNEJADMOJARAD et al., 2012).

Conforme estudos anteriores (GOMEZ et al, 2000;. WAHYS et al, 2010;
CALETTI et al., 2012; DE MORAIS et al., 2014), nossos resultados mostraram que
os ratos diabéticos, quando submetidos ao teste da nado forcado, mostraram um
comportamento tipo-depressivo mais pronunciado do que animais normoglicémicos,
como observado pelo aumento significativo no tempo de imobilidade demonstrado
por diabéticos quando comparados com ratos normoglicémicos. Este
comportamento tipo-depressivo pronunciado dos animais diabéticos foi observado
na quinta semana apo6s a inducdo do diabetes. Embora a maioria dos estudos

demonstrem que ratos diabéticos apresentam um aumento significativo no tempo de
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imobilidade entre os dias 21 (WAYHS et al, 2010; WAYHS et al, 2013) e no dia 28
(GOMEZ et al, 2000; CALLETI et al, 2012), ap6és a inducdo do diabetes, nossos
resultados sao corroborados por Khanam & Pillai (2012), os quais mostram que esse
comportamento permanece na quinta semana.

No que diz respeito & atividade locomotora, nossos resultados mostraram
que, na terceira semana apdés a injecdo de STZ, animais diabéticos-veiculo
apresentaram uma reducdo significativa no numero de cruzamentos quando
comparados aos normoglicémicos no teste de campo aberto. Entretanto, na quinta
semana, estas alteracbes entre o numero de cruzamentos realizados por
normoglicémicos e ratos diabéticos-veiculo ndo foram observadas. Corroborando
nossos resultados, Haider e colaboradores (2013), observaram que, na segunda
semana apos a injecdo de uma dose unica de STZ de 60 mg/kg, os ratos diabéticos
apresentaram uma diminuicdo significativa da atividade locomotora. Além disso, foi
relatado que na quarta semana, o diabetes induzido por STZ ndo causou quaisquer
alteracdes na atividade locomotora (DE MORAES et al., 2014).

Tem sido demonstrada uma estreita relacao entre dor crénica e a depresséo
(MERSKEY et al.,, 1967;. GRANDE et al.,, 1980; KRAEMLINGER et al., 1983,
BENBOW et al., 1998; GUREJE et al., 1998; Tsai, 2005; ROSEMANN et al., 2007;
SELVARAJAH et al.,, 2014). Além disso, também tem sido proposta uma maior
incidéncia de depressao em pacientes diabéticos com dor neuropatica (DOBROTA
et al., 2014). No entanto, nenhum estudo demonstrou a relacéo entre a depresséo e
a hiperalgesia em animais diabéticos. Neste sentido, os nosso trabalho foi o primeiro
a demonstrar a existéncia de uma correlacdo positiva entre a hiperalgesia (limiar
mecanico de retirada da pata) e comportamento tipo-depressivo (tempo de
imobilidade total) em ratos diabéticos e normoglicémicos.

Com isso, torna-se interessante o fato de que tanto a DN quanto a depressao
vem sendo relacionadas ao estresse oxi-nitrosativo, bem como a processos
responsaveis por seu aumento. Corroborando estas informacdes, recentemente
Arora e Chopra (2013) propuseram que a cascata inflamatéria induzida por
alteracdes neuroquimicas pela a desregulacdo do estresse oxi-nitrosativo séo
mecanismos subjacentes as comorbidades de depressdo associada ao
comportamento nociceptivo em ratos.

Muitos estudos em humanos e em animais apoiam a ideia de que as drogas

de escolha para o tratamento da depressao, como antidepressivos, exercem efeitos
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anti-oxidantes (BILICI et al, 2001; HERKEN et al., 2007; KHANZODE et al., 2003). A
imipramina foi utilizada como um controle positivo para o efeito antidepressivo.
Curiosamente, este antidepressivo triciclico amplamente utilizado para tratamentos
da depresséo e da DN, também tem sido relacionado a propriedades antioxidantes.
De acordo com Réus e colaboradores (2010), a administragéo cronica de imipramina
induz atividades antioxidantes no cortex pré-frontal e no hipocampo de ratos. Além
disso, foi demonstrado que esta droga impede alteragbes na peroxidagdo no cortex
pré-frontal de camundongos com comportamento anedonico induzido por estresse
cronico e agudo (CLINE et al., 2015).

O nosso estudo mostrou que o tratamento prolongado com a imipramina (10
mg/kg; ip) reverteu a hiperalgesia observada em ratos diabéticos. Na quinta semana
apos a inducéo do diabetes, os animais diabéticos tratados apresentaram um limiar
de retirada da pata significativamente maior quando comparado aos diabéticos-
salina. Embora ndo existam estudos sobre o tratamento da dor neuropatica com
imipramina em ratos com diabetes experimental induzida por STZ, este foi um
resultado esperado. E bem conhecido que os antidepressivos triciclicos apresentam
uma eficacia bem estabelecida para o tratamento de dor neuropatica diabética
(FINNERUP et al., 2005;. ATTAL et al., 2006; SAARTO et al.,, 2007). No entanto,
estes causam muitos efeitos secundarios (MARQUEZ et al., 2006), e representam
uma terapia paliativa, dificultando a adeséo ao tratamento.

Como esperado, no teste de nado forcado o tratamento prolongado com
imipramina (10 mg/kg, ip.) causou uma reducdo significativa no tempo de
imobilidade observada em animais diabéticos, revelando o efeito do tipo-
antidepressivo desta droga. No entanto, embora os antidepressivos representem a
primeira escolha para o tratamento da depressédo em pacientes diabéticos (RUBIN et
al.,, 2004), estes podem alterar os niveis de glicemia e interagir com farmacos
hipoglicemiantes. Estudos indicam que o tratamento prolongado com o
antidepressivo nortriptilina aumenta a glicemia em ratos diabéticos e nao diabéticos,
enquanto outro antidepressivo, a fluoxetina, reduz a glicemia (ERENMEMISOGLU et
al., 1999). Portanto, torna-se importante o estudo de novos alvos terapéuticos para o
tratamento da depressédo em pacientes diabéticos.

Em relacdo aos efeitos do tratamento com imipramina sobre a atividade
locomotora, o teste de campo aberto mostrou que os animais diabéticos tratados

com imipramina apresentaram uma reducdo no numero de cruzamentos, quando
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comparado aos diabéticos-salina e aos normoglicémicos-salina. Embora o
tratamento com imipramina tenha reduzido o numero de cruzamentos no teste de
campo aberto, sugerindo uma deficiéncia locomotora, o efeito do tipo-antidepressivo
ndo foi influenciado tendo em vista que os ratos diabéticos tratados apresentaram
uma reducgdo significativa no tempo de imobilidade. Somando-se a isto, N0SSos
resultados sao corroborados por de Morais et al. (2014), os quais observaram
comportamentos semelhantes em ratos diabéticos tratados com imipramina e
submetidos aos testes de campo aberto e nado forgado.

Presente em frutas e nozes, incluindo mirtilos, amoras, morangos,
framboesas, e nozes, o &cido eladgico € um agente polifendlico, extensivamente
conhecido como um potente composto antioxidante (SELLAPPAN et al., 2002), que
também apresenta propriedades anti-inflamatérias (GIRISH e PRADHAN, 2008).

Estudos em varios modelos de dor tem demonstrado o efeito antinociceptivo
do acido elagico em animais normoglicémicos. Recentemente foi observado que a
administracdo aguda AE produz antinocicep¢do em camundongos submetidos aos
testes de retirada da cauda, de contorcdo abdominal induzida por acido acético
(MANSOURI et al., 2013) e de placa quente (MANSOURI et al., 2014). Além disso,
Gianok e colaboradores (2011) relataram que a administracdo aguda de AE exerceu
um efeito anti-hiperalgésico em ratos submetidos ao modelo de dor inflamatéria
induzida pela administracdo de carragenina na pata. O mesmo efeito foi
demonstrado no teste de formalina em ratos (GHORBANZADEH et al., 2014).

Estes estudos apresentados previamente dao suporte aos nossos resultados.
Vimos que a administracdo prolongada de AE nas doses de 75 e 100 mg/kg causa
efeito antinociceptivo, o qual foi observado pelo aumento significativo do limiar
mecanico de retirada da pata em ratos diabéticos tratados. No entanto, na dose de
150 mg/kg, este efeito ndo foi observado.

Observou-se também que o AE, administrado na dose de 75 mg/kg, foi capaz
de reduzir significativamente o tempo de imobilidade dos ratos diabéticos tratados
guando comparado com diabéticos que receberam apenas o veiculo. Nossos
resultados sao corroborados por Francoise et al., (2012), cujo trabalho revelou que o
AE, quando administrado por via oral, tanto aguda como cronicamente em
camundongos normoglicémicos, reduz significativamente o tempo de imobilidade no

teste de nado forcado. Também apoiando nosso estudo, demonstrou-se que a AE
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exerce efeito tipo-antidepressivo em camundongos submetidos a um modelo de
depressao por estresse (DHINGRA e CHHILLAR, 2012).

No teste de campo aberto, 0os nossos resultados mostraram também que, na
guinta semana, exceto os animais tratados com AE 150 mg/kg, os grupos de
diabéticos tratados com AE (75 e 100 mg / kg) ndo apresentaram alteracdes no
namero de cruzamentos. Estes resultados sdo consistentes com alguns estudos
recentes os quais revelaram que tanto a administracdo aguda (GIRISH et al., 2012;
MANSOURI et al., 2012; MANSOURI et al., 2013; MANSOURI et al., 2014) quanto
cronica de AE (GIRISH et al., 2012) ndo causa alteraces locomotoras.

Tendo em vista os efeitos antinociceptivo e tipo-antidepressivo resultantes da
administracdo prolongada AE em roedores, h& evidéncias que a atividade
antioxidante desta droga pode estar relacionada aos mesmos. Foi previamente
demonstrado que a administragéo cronica AE (50 mg/kg, p.o., por dia, durante 21
dias) atenua o estresse oxidativo no cérebro e nervo ciatico e melhora a
histopatologia do cérebro em ratos com diabetes experimental induzida por SZT
(UZAR et al., 2012).

Porém, muitos estudos relativos a dor tém proposto que o acido elagico atua
através da ativacao da via de opioide (GHORBANZADEH et al., 2014;.. MANSOURI
et al., 2014a; MANSOURI et al., 2014b). Mansouri e colaboradores (2013), utilizando
os testes de retirada da cauda e de contor¢cdo abdominal induzida por acido aceético,
propds que a administracao vo., ip., ou icv. de AE, em diferentes doses, causa
efeitos antinociceptivos centrais e periféricos em camundongos normoglicémicos
através da ativacdo da mesma via envolvida na cascata subjacente aquela
desencadeada através da ativacao de receptores de opioides.

Por outro lado, também foi proposto que os efeitos antinociceptivos de AE
podem nao ser resultantes de uma estimulacdo direta dos receptores opioides. Um
estudo realizado em camundongos submetidos ao teste da placa quente mostrou
gue, embora a administracdo repetida de AE reduza seus proprios efeitos
antinociceptivos, esta bloqueia a tolerdncia a analgesia e a dependéncia fisica
induzidas pelo tratamento com morfina. No entanto, o AE néo alterou antinocicepcao
causada pela administracao aguda de morfina no teste da placa quente (MANSOURI
et al., 2014).

Considerando as propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias do acido

elagico e a sua proeminente relacdo com o sistema opioide, evidéncias indicando
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gue radicais livres e prostaglandinas podem regular os efeitos agudos da morfina
assim como o desenvolvimento de tolerancia e dependéncia a mesma (BHARGAVA,
1994), tornam-se interessantes. Além disto, estudos indicam a potencial atenuacéo
de tolerancia a morfina e da sindrome de abstinéncia por agentes antioxidantes e
inibidores das enzimas ciclooxigenase (MORI et al., 2007;. ABDEL-ZAHER et al.,
2010; POWELL et al.,, 1999). Com isso, torna-se plausivel que os efeitos
antinociceptivo e tipo-antidepressivo aqui observados apds administracdo
prolongada de AE em ratos diabéticos, estejam relacionados as propriedades anti-
inflamatorias e, sobretudo, antioxidantes desta droga.

Por outro lado, considerando os efeitos do AE em transtornos depressivos,
tem sido proposto o sistema de ativagdo monoaminérgica (sistemas serotonérgico e
noradrenérgico) em vez do sistema opidide. Girish e colaboradores (2012)
mostraram evidéncias de que o efeito anti-imobilidade observado em camundongos
normoglicémicos submetidos ao teste de nado forcado apds receberem tratamentos
tanto agudo quanto prolongado de AE em trés diferentes doses (25, 50 e 100 mg/kg,
po), € dependente da interacdo com 0s sistemas serotonérgicos ( receptores 5-
HT1,5-HT2 e 5-HT3) e noradrenérgicos (adrenoreceptores a-1 e a 2).

Estudos tém relacionado a atividade antidepressiva de compostos
polifendlicos com os seus concomitantes efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios e
monoaminérgicos (ARORA et al., 2013;. XU et al., 2013.). Raison e colaboradores
(2006) propuseram que a ativacdo de vias inflamatorias aumenta a liberacdo de
citocinas, as quais adentram o cérebro provocando alteragcdes no metabolismo da
serotonina e dopamina. Portanto, as propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias
do acido elagico continuam a mostrar-se como a base para o0s seus efeitos
terapéuticos.

Com base nestes estudos prévios, pode-se perceber que tanto o AE quanto a
imipramina possuem propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, as quais
potencialmente podem estar relacionadas aos seus efeitos antinociceptivo e tipo-
antidepressivo. Por conseguinte, pode-se considerar a possibilidade do
envolvimento comum da via Keapl1-Nrf2 no mecanismo de acao destes farmacos.

Tendo em vista que, tanto o tratamento com acido eldgico, quanto o
tratamento com imipramina ndo causaram alteracdes significativas na glicemia e no
peso dos ratos diabéticos, torna-se plausivel a hipotese de que seus efeitos podem

estar relacionados a ativagdo da via envolvida na ativacdo do Nrf-2. A fim de se
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testar esta hipotese, foi investigada a expressao global de Nrf-2 em amostras de
corddo espinhal e do hipocampo dos animais, visto que estas representam
estruturas importantes relacionadas respectivamente a modulacdo da dor e a
depresséao.

Nossas andlises de western blotting mostraram que os ratos diabéticos-
veiculo, os quais desenvolveram hiperalgesia e comportamento tipo-depressivo,
também apresentaram uma reducéo significativa na expresséo global de Nrf-2 tanto
no cordao espinhal quanto no hipocampo quando comparados aos normoglicémicos-
veiculo.

Corroborando nossos resultados, foi observado que células mononucleares
de pacientes diabéticos tipo-2 apresentaram uma reducao significativa da expressao
de Nrf-2 e de HO-1 (MOZZINI et al., 2015). Recentemente foi demonstrado que a
delecéo do fator de transcricdo Nrf2 em camundongos resulta em comportamento de
tipo depressivo, reduz os niveis de monoaminas (serotonina e dopamina) no coértex
pré-frontal, e reduz os niveis de VEGF e sinaptofisina, enquanto que a inducéo do
Nrf2, num modelo inflamatorio da depressao induzida por LPS, proporciona efeitos
tipo-antidepressivo  (MARTIN-DE-SAAVEDRA et al., 2013). Também foi
demonstrado um aumento nos niveis dos metabdlitos de dopamina e serotonina nos
cérebros de camundongos knockout para Nrf2 (MURAMATSU et al., 2013). Além
disto, a delecdo de Nrf2 num modelo de esmagamento do nervo ciatico em
camundongos retarda a recuperacédo funcional, conduz a reducéo da acumulacéo de
macrofagos, causa a deposicdo de maiores detritos de mielina, reduz parcialmente a
regeneracao axonal e também diminui a remielinizacdo axonal (ZHANG et al., 2013).

Porém, controversamente tem sido mostrado que a hiperglicemia aumenta a
atividade transcripcional do Nrf-2 e supra regula muitos genes regulados por ARE,
0S quais estao envolvidos no metabolismo de radicais livres (UNGVARI et al., 2011).
Esta incongruidade aparente pode ser explicada pelo fato de que nds avaliamos a
expressao global de Nrf-2 e ndo sua atividade transcripcional, a qual é relacionada a
guantidade de Nrf-2 que migra para o nucleo.

Interessantemente, o tratamento com imipramina, um antidepressivo utilizado
para o tratamento da DN diabética, e que produziu efeitos antinociceptivo e tipo
antidepressivo em nossos experimentos, também induziu um aumento significativo
da expresséo global de Nrf-2 tanto no corddo espinhal quanto no hipocampo dos

ratos diabéticos quando comparados aos niveis de Nrf-2 expresso no grupo
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diabéticos-salina. Corroborando nossos resultados, tem sido demonstrado que
antidepressivos triciclicos aumentam a expressdo de HO-1, uma importante enzima
antioxidante, em neurdnios dopaminérgicos via um aumento da acumulag&do nuclear
de Nrf-2 (LIN et al., 2012).

Com relacao ao tratamento com &cido elagico, foi observada que dose efetiva
(75 mg/kg) para os comportamentos de hiperalgesia e tipo depressivo, causou um
aumento significativo na expresséo global de Nrf-2 no cord&o espinhal, mas ndo no
hipocampo dos ratos diabéticos tratados quando comparados ao grupo diabéticos-
CMC. Neste sentido, experimentos in vitro demonstraram que o AE atua através da
ativacao da via Keap1-Nrf2 (Girish e Pradhan, 2008). Embora nossos resultados n&o
tenham demonstrado um aumento da expressao global de Nrf-2 no hipocampo dos
ratos diabéticos apés o tratamento com AE (75 mg/kg), era esperado que houvesse
este aumento, tendo em vista que a delecdo de Nrf-2 tem sido relacionada ao
comportamento tipo-depressivo (Martin-de-Saavedra et al.,, 2013) em roedores, e
gue, no presente estudo esta dose de AE mostrou-se capaz de reverter o
comportamento tipo-depressivo. Além disso, foi previamente demonstrado que a
administracdo crénica AE (50 mg/kg, p.o., por dia, durante 21 dias) atenua o
estresse oxidativo e melhora a histopatologia do cérebro em ratos com diabetes
experimental induzida por SZT (Uzar et al., 2012).

Com isso, acredita-se que houve uma degradacdo das amostras de
hipocampo destes animais, ja que as imagens de western blotting relativas a
expressao global de Nrf-2 no hipocampo dos ratos diabéticos tratados com AE, ndo
permitiram resultados conclusivos, sendo, portanto, necessario que se repita o

experimento, a coleta dos tecidos e as analises de WB para este fim.



53

7. CONCLUSAO

Nosso trabalho sugere que animais com diabetes experimental induzido por
estreptozotocina apresentam alodinia mecanica e comportamentos tipo-depressivo,
bem como reducéo significativa da expresséo global de Nrf-2 no hipocampo e no
cordao espinhal. O tratamento com &cido elagico ou com imipramina foram efetivos
para o tratamento da depressédo e da dor neuropética associadas ao diabetes, sem
causar prejuizo motor, alteracdes glicémicas e nem alteracdes no ganho de peso em
ratos com diabetes experimental induzido por estreptozotocina. O tratamento com
imipramina foi efetivo em restaurar os niveis hipocampais e no corddo espinhal de
animais diabéticos, enquanto que o tratamento com acido elagico restaurou estes
niveis somente no cordao espinhal. Embora preliminares, nossos dados apontam o
potencial uso terapéutico do acido elagico para o tratamento da dor e da depresséao
associadas ao diabetes e que o mecanismo de acdo do acido elagico e da
imipramina parece estar associado a ativacdo da via Keapl/Nrf2.
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