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RESUMO

O diabetes mellitus ¢ uma doenca metabolica cronica que pode ser agravada pela
ocorréncia de transtornos psiquiatricos como a ansiedade e a depressdo. Estudos discutem
uma relagdo bidirecional entre essas doengas, no qual o diabetes pode precipitar o surgimento
de ansiedade e depressdo; e a ansiedade e depressdo podem precipitar o surgimento do
diabetes. No entanto o mecanismo fisiopatologico da depressdo e ansiedade associadas ao
diabetes ainda ndo ¢ esclarecido. Uma das hipéteses sugere que uma hiperexcitagdo via
ativacdo de receptores glutamatérgicos do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) no hipocampo
possa estar envolvida. Sabe-se também que uma deficiéncia do mineral essencial magnésio
(Mg*"), comumente conhecido por antagonizar o receptor NMDA estd relacionada ao
desenvolvimento de diversas doencas cronicas como diabetes, depressdo e ansiedade. Assim,
o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do tratamento prolongado com o sulfato de
magnésio (MgSQO,) sobre respostas comportamentais de ansiedade e depressdo em ratos
diabéticos. Para tanto, o diabetes tipo I foi induzido por estreptozotocina (STZ; 60 mg/Kg;
1.p.) no inicio do experimento ¢ um grupo de animais normoglicémicos (NGL) foi conduzido
em paralelo a fim de ter um grupo controle do diabetes. O tratamento com MgSOs (0, 5, 15,
30, 90, 180 mg/Kg; i.p.) ou fluoxetina (FLX; 10 mg/Kg; i.p.), usada como um controle
positivo no tratamento da ansiedade/depressdo foi iniciado 7 dias apos a diabetizagdo e
perdurou por 21 dias. No dia dos testes, os tratamentos foram realizados 1 hora antes da
realizacdo dos mesmos. No 21° dia foram realizados os testes de ansiedade (Labirinto em cruz
elevado/Teste de transicdo claro/escuro) e no 22° dia foi realizado o pré-teste do teste de
natacdo forcada (depressdo), sendo que no 23° dia o teste propriamente dito foi realizado
seguido pelo teste do campo aberto (atividade locomotora). Os resultados encontrados nesse
estudo indicam que a suplementagdo com magnésio levou a melhoras na ansiedade, mas nao
na depressao, relacionados com o diabetes tipo I. Acreditamos que mesmo possuindo efeitos
neuroprotetores, o magnésio ndo foi capaz de induzir melhoras na depressdo devido a
complexidade dessa doenca, principalmente quando associada ao diabetes. Ainda, ndo
observamos melhoras na glicose sanguinea. Porém, acreditamos que com um periodo de
tratamento maior com magnésio possam haver melhoras nesses parametros metabodlicos e
psico-comportamentais.

Palavras chaves: diabetes, depressdo, ansiedade, sulfato de magnésio



ABSTRACT

Diabetes mellitus is a chronic metabolic disease that can be aggravated by the
occurrence of psychiatric disorders such as anxiety and depression. Studies discuss a
bidirectional relationship between these diseases, in which diabetes may precipitate the onset
of anxiety and depression; and anxiety and depression may precipitate the onset of diabetes.
However, the pathophysiological mechanism of depression and anxiety associated with
diabetes is still unclear. One hypothesis suggests that hyperexcitation via activation of
glutamatergic receptors of the N-methyl-D-aspartate (NMDA) in the hippocampus may be
involved. It is also known that a deficiency of the essential magnesium mineral (Mg>"),
commonly known to antagonize the NMDA receptor, is related to the development of various
chronic diseases such as diabetes, depression and anxiety. Thus, the goal of this study is to
evaluate the effects of prolonged treatment with magnesium sulfate (MgSQO4) on behavioral
anxiety and depression responses in diabetic rats. To do so, all animals were streptozotocin-
induced type I diabetes (STZ, 60 mg/kg, ip) at the start of the experiment and a group of
normoglycemic animals (NGL) were conducted in parallel in order to have a diabetes control
group. Treatment with MgSO,4 (0, 5, 15, 30, 90, 180 mg/Kg; ip) or fluoxetine (FLX; 10
mg/Kg; ip), used as a control treatment for anxiety/depression, started 7 days after diabetes
induction and lasted for 21 days. On the day of the tests, treatments were performed 1 hour
before the tests. On the 21% day, the anxiety tests were performed (Plus maze test/light-dark
transition test) and on the 22™ day was performed the pre-test of the forced swimming test
(depression), and on the 23" day the test properly said was performed following the open
field test (locomotor activity). The results found in this study indicate that magnesium
supplementation led to improvements in anxiety, but not depression, related to type I diabetes.
We believe that even with neuroprotective effects, magnesium was not able to induce
improvements in depression due to the complexity of this disease, especially when associated
with diabetes. Still, we did not observed improvements in blood glucose levels. However, we
believe that with a longer treatment period with magnesium there may be improvements in
these metabolic and psycho-behavioral parameters.

Key words: diabetes, depression, anxiety, magnesium sulfate
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INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) ¢ um grupo de doencas metabolicas caracterizadas por
hiperglicemia cronica que pode ser resultado de defeitos da secrecdo e/ou agdo da insulina
(Piryaei et al., 2015), resultando em deficiéncia relativa ou absoluta desse hormonio (Wayhs
et al., 2010). O DM pode ser classificado em Tipo I (DMI), que corresponde a 10% dos casos
e ¢ decorrente da destruicdo das células B pancreéticas, ocasionando uma deficiéncia de
insulina, e Tipo II (DMII), que corresponde a 90% dos casos e ¢ decorrente da baixa secre¢ao
ou acdo da insulina devido a disfun¢do das células  pancreaticas (Bhansali et al., 2015) e,
ainda, diabetes mellitus gestacional (Associagdo Americana de Diabetes, 2007) e outros tipos,
que podem ter origem genética, por doengas infecciosas ou pelo uso de algumas drogas como
glucocorticoides (Associacdo Americana de Diabetes, 2014).

Sabe-se que além da doenga em si existem muitas outras complicagdes associadas.
Dentre essas se destaca a neuropatia diabética (Tesfaye et al., 2013), nefropatia, retinopatia,
doengas cardiovasculares (Bertoluci et al., 2008; Pereira et al., 2009; Jazi et al., 2016) ¢
psicopatologias (Moulton et al., 2015; Zanoveli et al., 2015; Buchberger et al., 2016). De
particular interesse para este estudo, dentre as psicopatologias o diabetes tem sido bastante
associado com a depressdo (Moulton et al., 2015; Zanoveli et al.,, 2015) e ansiedade
(Buchberger et al., 2016).

Sabe-se que a depressao/ansiedade sdo condi¢des que agravam ainda mais a propria
condigdo diabética aumentando a morbidade ¢ mortalidade (Talbot et al., 2000; Musselman et
al., 2003). Uma analise longitudinal de 10 anos identificou a depressao e a ansiedade como as
duas principais comorbidades do diabetes (Buchberger et al., 2016). Mais ainda, estudos
sugerem que o risco € de 15 a 20% maior de pacientes diabéticos desenvolverem depressao
(Talbot et al., 2000; Anderson et al., 2001) e de 32% de desenvolverem ansiedade

(Buchberger et al., 2016) em relagdo a populagdo ndo diabética.

Diabetes e Psicopatologias

Atualmente tem sido discutida a existéncia de uma relagdo bidirecional entre diabetes
e depressdo/ansiedade. Essa relacdo pode ser observada em estudos neuropsicologicos e de
neuroimagem, uma vez que déficits neurocognitivos sdo perceptiveis nessas trés doencas
(McIntyre et al.,, 2007). Mais ainda, foi demonstrado que o diabetes induzido
experimentalmente em animais leva a um comportamento do tipo depressivo e ansioso mais

expressivo comparado a animais normoglicémicos (Wayhs et al., 2010, 2013; de Morais et al.,



2014; Gambeta et al., 2015), assim como também leva a danos na neurogénese hipocampal
(Wang et al., 2009), sugerindo que o diabetes e tais psicopatologias compartilham
mecanismos neurobioldgicos comuns.

Uma das hipdteses propostas dos mecanismos patofisioldgicos sugere que a
desregulacao do sistema imune seja a causa da relagcdo entre diabetes e essas psicopatologias,
uma vez que nessas condi¢des patologicas ocorre aumento de proteina C-reativa e de citocinas
pro-inflamatérias como IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-1p no plasma e hipocampo (Pickup et al.,
1998; Lutgendorf et al., 1999; Pradhan et al., 2001; Kiecolt-Glaser et al., 2002; da Silva Dias
et al., 2016). Nesse contexto, cabe ressaltar o papel da enzima indoleamina-2,3-dioxigenase
(IDO), que ¢ ativada por tais citocinas pro-inflamatorias (Dantzer , 2009; Maes et al., 2011a) e
que desvia a via metabolica do aminodcido triptofano para a “via das quinureninas” (Maes et
al., 2011a).

A degradagdao do triptofano pela “via das quinureninas” tem grande importancia
neuropsiquiatrica, pois a degradagdo desse aminoacido implica na producdo de substancias
neurotdxicas, como os catabolitos do triptofano (TRYCATS), que podem atuar como pro- ou
antioxidante, neurotdxico ou neuroprotetor, pode induzir a apoptose, ser ansiogénico e
depressivo (Mackay et al., 2006). O primeiro TRYCAT que aparece na cascata enzimatica da
IDO ¢ a quinurenina, que posteriormente ¢ degradada em 3-hidroxiquinurenina (3-HK), 4cido
quinolinico (QA) e acido quinurénico (KA) (Dantzer, 2009; Maes, 2011a, 2011b), sendo o
KA um antagonista do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) com atividade antioxidante
(Goda et al., 1999), o QA um agonista do receptor NMDA e potente toxina (Santamaria et al.,
2001), e a 3-HK um gerador intenso de espécies reativas de oxigénio causando estresse
oxidativo (Goldstein et al., 2000) (FIGURA 1).

Ainda, por desviar a via metabdlica do triptofano, a IDO leva a uma diminuicdo da
producdo do neurotransmissor serotonina (5-HT), comprometendo o sistema serotoninérgico
que ¢ fundamental no controle das emogdes. Interessante que diversos trabalhos
demonstraram que em pacientes depressivos os niveis desse aminoacido estdo diminuidos,
seja na forma livre no plasma, total ou a relacdo triptofano/outros aminoacidos (Maes et al.,
1991b). Assim, ressaltando ainda mais a importancia deste sistema no controle das emocdes,
na clinica, drogas que aumentam a disponibilidade de serotonina - como os antidepressivos
inibidores seletivos da recaptagdo da serotonina (SSRIs), sdo os de primeira linha no
tratamento da depressdo e da ansiedade (Owens e Nemeroff, 1994; Joca et al., 2003).
Também em estudos pré-clinicos tem sido observado que drogas que aumentam os niveis de

5-HT ou melhoram sua atividade, diminuiram o comportamento do tipo depressivo e de
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ansiedade do tipo panico em animais (Zanoveli et al., 2007; Du et al., 2014; Qiu et al., 2014).
No trabalho de André e colegas (2012), foi observada uma forte relagdo entre ativagdo da IDO
e expressao de citocinas pro-inflamatdrias no cérebro com o comportamento de ansiedade.
Ainda, uma indugdo de alteragdes emocionais, como depressdo e ansiedade foram atribuidas
ao fato de ocorrer um aumento de citocinas pro-inflamatdrias e da ativagdo da IDO no cortex
pré-frontal e hipocampo em modelo inflamatorio de indugdo de doenga de Alzheimer (Souza

etal., 2016).
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FIGURA 1. Esquema da “via das quinureninas”. Adaptado de Dantzer et al., 2008.

Interessante que essa desregulagdo de neurotransmissores no Sistema Nervoso Central
(SNC) também ¢ observada na condi¢do diabética (Abraham et al., 2010; Gupta et al., 2014;
da Silva Dias et al., 2016). Pacientes diabéticos apresentaram a mesma reducdo nos niveis
plasmaticos de triptofano da mesma forma que pacientes depressivos (Maes et al., 1991b;
Manjarrez et al., 2006). Mais ainda, estudos conduzidos no nosso laboratério mostraram que
animais diabéticos apresentaram diminui¢do no comportamento do tipo depressivo e nos
niveis de 5-HT quando comparados a ratos normoglicémicos, aumento da expressao da IDO e
de citocinas em areas como o hipocampo (da Silva Dias et al., 2016). Essas evidéncias
sugerem que héa a necessidade de terapias que sejam capazes de aumentar a disponibilidade de

5-HT além de causar efeitos anti-inflamatorios e neuroprotetores.
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Magnésio

Nesse sentido, vale destacar o magnésio (Mg), mineral essencial para o organismo
humano, uma vez que atua como cofator de uma grande variedade de reacdes metabolicas
(Eby et al., 2010). Este mineral ¢ crucial para processos metabolicos que requerem energia,
como sintese protéica, secrecdo hormonal e metabolismo intermediario (Laires et al., 2004).
Além disso, participa de processos de 0xido-redugdo metabolica e regulacdo idnica no cérebro
(Eby et al., 2010) e tem um papel essencial na regulagdo do metabolismo de carboidratos e
lipidios (Anetor et al., 2002).

No SNC, o Mg interage com os sistemas serotoninérgicos, adrenérgicos e
dopaminérgicos, uma vez que atua alostericamente em alguns receptores desses sistemas
(Kantak, 1988; Serefko et al., 2013) e ¢ comumente conhecido por antagonizar o receptor
NMDA através do bloqueio do poro do canal idnico (Serefko et al., 2013; Wlaz et al., 2015).
Os receptores NMDA sdo encontrados em maior quantidade nas regides corticais e limbicas,
o que leva aos seus efeitos na cognicdo, percepcao e emocao (Krystal et al., 1999). Quando ha
uma deficiéncia de Mg, o receptor NMDA fica mais susceptivel a ativagdo, ocorrendo maior
influxo de Ca®" do que o necessario, o que leva a geragdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio em niveis toxicos (Carafoli, 2005) implicando na morte neuronal (Eby et al.,
2010). Esse influxo de cdlcio ativa ainda a liberagdo do neurotransmissor glutamato,
exacerbando os efeitos toxicos (Serefko et al., 2013).

Diversos estudos demonstram que deficiéncia de Mg induzida experimentalmente leva
a um comportamento do tipo depressivo (Muroyama et al., 2009; Whittle et al., 2011) e
ansiogénico (Laarakker et al., 2011) em roedores. Porém, quando esses animais sdo tratados
com antidepressivos ou com suplementacio de Mg, o tempo de imobilidade no teste de
natacdo for¢ada diminui (Poleszak et al. 2004, 2007; Whittle et al., 2011), demonstrando um
potencial antidepressivo desse ion. Animais suplementados com Mg também tiveram seus
sintomas relacionados com ansiedade diminuidos (Poleszak et al., 2004, 2005). Ainda,
administracdo de sulfato de magnésio (MgSO4) em ratos submetidos a danos cerebrais
diminuiu significativamente a incidéncia e severidade de depressdo e ansiedade pods-
traumadtica (Fromm et al., 2004).

Deficiéncia de magnésio tem sido apontada também como um possivel fator para o
desenvolvimento do diabetes (Djurhuus et al., 1999; Laires et al., 2004), tendo sido descrita
em 30% de pacientes com DMI (Djurhuus et al., 1999). A deficiéncia desse ion ¢
frequentemente associada com mudancas na homeostase do metabolismo de carboidratos

(Gueux e Rayssiguier, 1983), sendo essencial para a ativagdo de algumas enzimas fosfato-
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dependente nas células B-pancreaticas, assim como para a transcricdo nuclear de fatores
protéicos que sdo necessarios para a liberacdo de insulina (Sales et al., 2011). Ainda, a funcao
da insulina ¢ dependente do Mg uma vez que este mineral ¢ responsavel pela ativagdo da
subunidade B do dominio tirosina-quinase do receptor da insulina, e pela estimulacdo de
proteinas e substratos da cascata de sinalizacdo da insulina (Takaya et al., 2004; Sales et al.,
2011). Corroborando a importancia do Mg na condi¢do diabética per se, diversos estudos
demonstraram que os niveis de Mg estdo diminuidos em roedores apds indu¢do do diabetes
(Soltani et al. 2005a, 2005b, 2007), sendo que a administra¢do oral desse mineral normalizou
parcialmente os niveis de glicose no plasma desses animais, sugerindo que ha um papel
modulatério do Mg na homeostase da glicose sanguinea. No entanto, um possivel efeito
antidepressivo e ansiolitico do Mg, bem como os mecanismos moleculares e metabolicos
envolvidos em animais diabéticos ainda nao foram elucidados.

De acordo com o exposto acima, torna-se necessario investigar o potencial terapéutico
do Mg no tratamento de psicopatologias como ansiedade/depressdo associadas ao diabetes.

Mais ainda, o potencial do Mg no controle da glicemia sanguinea.

OBJETIVOS

Objetivos Gerais

Investigar em ratos com o diabetes induzido por estreptozotocina os efeitos do
tratamento cronico com MgSOs sobre respostas comportamentais relacionadas com a

ansiedade e depressao.

Objetivos Especificos

* Avaliar o efeito do tratamento cronico com MgSQO; (curva dose-resposta; 0, 5, 15, 30,
90, 180 mg/Kg) em animais diabéticos sobre as respostas comportamentais
relacionadas com ansiedade nos testes de Transi¢cao Claro-Escuro ¢ do Labirinto em
Cruz Elevado.

* Avaliar o efeito do tratamento cronico com MgSQO; (curva dose-resposta; 0, 5, 15, 30,
90, 180 mg/Kg) em animais diabéticos sobre as respostas comportamentais

relacionadas com depressdo no teste da Natagdo Forcada Modificada.
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e Avaliar o efeito do tratamento prolongado com MgSQ4 (curva dose-resposta; 0, 5, 15,
30, 90, 180 mg/Kg) em animais diabéticos sobre as respostas locomotoras no teste do

Campo Aberto.

JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Estima-se que atualmente cerca de 387 milhdes de pessoas no mundo vivem com
diabetes, nimero que cresce a cada ano (estima-se que este niumero alcance 590 milhdes de
pessoas em 2035) (International Diabetes Federation, 2013). Segundo a Organizagdo Mundial
de Satde (OMS), o Brasil teve 4,6 milhdes de diabéticos em 2000 e espera-se que esse
nimero cresca para 11,3 milhds em 2030 (Wild et al., 2004). Os transtornos de ansiedade e de
humor como a depressdo, além de possuirem uma maior prevaléncia no diabetes quando
comparados aos individuos ndo diabéticos, aumentam a morbidade da doenga causando
prejuizos significativos para o individuo e para a sociedade. Embora existam terapias e drogas
disponiveis para o tratamento da depressdo e da ansiedade em pacientes diabéticos, como a
Terapia Cognitiva-Comportamental, antidepressivos triciclicos (TCAs) e SSRIs, muitos
desses pacientes ndo atingem uma resposta satisfatoria, sendo de 43% o potencial terapéutico
para os TCAs e de 52% para os SSRIs (Lustman e Clouse, 2002), o que pode levar ao
abandono do tratamento. Além dessas caracteristicas supracitadas, ha relatos de alteragdo na
glicemia de pacientes diabéticos tratados com antidepressivos, podendo agravar ainda mais o
controle da glicemia. Esses dados ressaltam a necessidade de novos alvos farmacologicos para
melhorar a eficiéncia do tratamento da depressdo/ansiedade em pacientes diabéticos. Sabe-se
que antagonistas do receptor glutamatérgico do tipo NMDA, como o ion magnésio,
apresentam efeitos benéficos tanto no tratamento da condi¢do diabética, como da
depressdo/ansiedade associada a esta condi¢do. Mais ainda, estudos apontam que uma
deficiéncia de magnésio induzida experimentalmente leva a um comportamento do tipo
depressivo em roedores o qual pode ser revertido com a suplementagdo de tal mineral,
demonstrando a importancia deste mineral no controle de respostas comportamentais
relacionadas com a emogdo. Todavia, até o presente momento nenhum estudo investigou os
efeitos comportamentais relacionados com depressao e ansiedade em ratos diabéticos tratados

com sulfato de magnésio, o que justifica a importancia e necessidade do presente estudo.
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MATERIAL E METODO

Animais

A metodologia apresentada neste projeto foi aprovada pela Comissdo de Etica para o
Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana
(CEUA/BIO-UFPR - n° 964). Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar pesando
entre 180 - 220 g provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Parana. Estes
animais foram mantidos em condi¢des controladas de iluminacdo, com agua e alimentagdo
(racdo Nuvilab CR; — Nuvital Nutrientes S/A) ad libitum. Foram mantidos quatro ratos por
caixa (60x25x15 cm), com a maravalha trocada diariamente devido a politria induzida pela

condig¢ao diabética.

Inducio do Diabetes Tipo I e delineamento experimental

Os animais foram divididos em normoglicémicos (NGL) e diabéticos (DBT), sendo o
diabetes induzido por uma unica inje¢do intraperitonial (i.p.) de estreptozotocina (STZ
(Sigma); 60 mg/Kg; diluida em tampao citrato, 10mM, pH 4.5), droga utilizada para
mimetizar o diabetes tipo I, em ratos submetidos a jejum de 12 horas. Apds o procedimento
de indu¢do, os animais foram mantidos ainda em jejum por 1 hora a fim de evitar a
competicdo da STZ com a glucose pelo receptor GLUT-2 na célula B-pancreatica (Szkudelski,
2001). A condicdo diabética foi confirmada 3 dias apds o tratamento com STZ por meio da
aplica¢do de 5 pL de sangue da veia caudal a fitas de teste impregnadas com glucose oxidase
(Accu-Check Active™, Roche). 28 dias apos a indugdo com STZ, a condigdo diabética foi
reconfirmada afim de verificar se ndo houve reversio do quadro diabético. Animais
normoglicémicos receberam somente tampao citrato (10 mM, pH 4.5, volume equivalente).
Apenas ratos com niveis de glucose no sangue > 250 mg/dL foram considerados diabéticos e
mantidos no estudo (de Morais et al., 2014).

E importante citar que tal modelo foi escolhido devido ao fato de a STZ ser
transportada para o interior das células 3 pancreaticas através do transportador GLUT-
2, o qual ndo esta presente na barreira hematoencefalica (Kumagai et al., 1999). Dessa
forma, a possibilidade de a STZ causar danos diretos no SNC pode ser excluida, sendo
esses efeitos comportamentais atribuidos somente a condicdo metabdlica da
hiperglicemia causada pelo indugdo diabética com STZ.

Apos 4 dias da confirmacdo do diabetes, o tratamento com MgSO4 (5, 15, 30, 90, 180
mg/Kg; i.p), fluoxetina (FLX; Daforin; 10 mg/kg; i.p.) ou veiculo (salina) foi iniciado e
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perdurou por 21 dias (tratamento cronico). Nos dias 25, 26 e 27 a administragdo foi feita 1
hora antes dos testes comportamentais. As doses sdo baseadas em estudos anteriores (de
Morais et al., 2014; Haj-Mirzaian et al., 2015) ou em estudos pilotos realizados em nosso
laboratério e a escolha da administra¢do intraperitoneal do sulfato de magnésio se deve ao
fato de essa formulacdo levar a distarbios gastrointestinais quando administrado por via oral.
No utlimo dia, apds o término dos testes comportamentais os animais foram eutanasiados
através de injecdo de hidrato de cloral 15% (2,8 mL/Kg; i.p.) e, imediatamente apds a

constatacdo da perda dos sentidos e reflexos, os ratos foram decapitados pela guilhotina.

1° semana 4° semana
I | l l S
| l | | i
Dias -3 0 4 25 26 27
l Inicio do Teste do Labirinto em l
tratamento com Cruz Elevado +
Confirmagdo MgSO, ou veicculo  Teste Claro-Escuro  prg.teste da
do diabetes Natagdo Forcada v
v Campo aberto +
Administragdo Teste Natagdo
de STZ ou Forcada +
Tampéo Citrato N=96 animais Eutandsia

FIGURA 2. Linha temporal representando o delineamento experimental.

Testes Comportamentais

Teste do Campo Aberto: O teste foi realizado em uma arena circular com o chao
dividido em quadrantes de acordo com o descrito por de Morais e colaboradores (2014). Os
animais foram colocados na regido central da caixa e deixados explorar o ambiente durante 5
minutos. Foi quantificada a atividade locomotora dos animais durante este periodo através da
contagem do numero total de quadrantes percorridos, sendo cada quadrante contabilizado toda
vez que o animal adentrasse o local com as quatro patas. Todos os testes foram gravados e
analisados apos os experimentos. Apds cada animal ser testado, o campo aberto foi limpado

com solu¢do de etanol 10%.

Teste Transicdo Claro/Escuro: O teste foi realizado em um aparato de madeira com
dimensdes totais de 48x24x27 cm, sendo dividido em dois compartimentos de dimensdes
iguais (24x24x27 cm) seguindo o protocolo descrito por Vicente e Zangrossi (2014). Essa

divisdo ¢ feita por uma porta (10x10 cm) através da qual os animais podem atravessar de um
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compartimento para o outro: um desses compartimentos ¢ pintado de preto, nao iluminado; e
o outro ¢ pintado de branco e iluminado a 50 lux. Durante o teste, os ratos foram colocados
com a face voltada para a porta que separa os dois compartimentos no lado claro. Apds a
primeira transicdo para o compartimento escuro da caixa, o comportamento do animal foi
registrado por um periodo adicional de 5 minutos. Todos os testes foram gravados e
analisados apds os experimentos através do uso de uma camera. Foram quantificados o tempo
total gasto no compartimento claro e o nimero de transi¢cdes entre os dois compartimentos.

Ap0s cada animal testado, a caixa claro-escuro foi limpada com uma solugdo de etanol a 10%.

Teste do Labirinto em Cruz Elevado: O teste foi realizado em um aparato de
madeira, elevado a 50 cm do chdo, o qual apresenta 4 bragos, sendo 2 abertos e 2 fechados
apresentando no cruzamento entre os bragos uma area central de 10 cm? seguindo o protocolo
descrito por Pellow (1985). Para a realizacdo desse teste, os animais foram colocados
individualmente no centro do aparato por 5 minutos. Todos os testes foram gravados e
analisados apds os experimentos através do uso de uma camera. Foram avaliados o tempo em
que cada animal permaneceu nos bragos abertos, bem como, o numero de entradas nos
mesmos, sendo considerada entrada quando o animal ultrapassasse com as 4 patas as
delimitagdes de cada brago. Foram avaliados também o tempo gasto na por¢ao final dos
bragos abertos e a frequéncia de afundamentos da cabega. Ap6s cada animal ser testado, o

aparato foi limpado com uma solugdo de etanol a 10%.

Teste de Natacao For¢ada modificado: O teste de natacdo forgada foi originalmente
descrito por Porsolt e colaboradores (1977) e modificado por Detke (1995). Resumidamente,
o teste foi conduzido em 2 sessdes. Durante o pré-teste os animais foram colocados em um
cilindro de plastico opaco (20x20x40 cm) contendo dgua a uma profundidade de 30 cm e uma
temperatura de 24 + 1°C por 15 min. Apds 24 horas, os animais foram submetidos a uma
sessdo de teste por 5 min. A sessdo de teste foi gravada por uma camera posicionada acima do
cilindro para posterior andlise. Ao final de cada periodo de 5 segundos, a frequéncia de
comportamento ativo (natacdo e escalada) e passivo (imobilidade) foram quantificados (Detke
et al., 1995; Cryan et al., 2005). Imobilidade ¢ caracterizada pela execugcdo de movimentos
necessarios apenas para manter a cabega acima da agua, levando a flutuagcdo do animal dentro
do cilindro de 4gua, demonstrando um movimento passivo. Natacdo ¢ determinado por
movimentos além dos necessarios para manter a cabeg¢a acima da agua; por exemplo: se

mover pelo aparato. Ainda, escalada foi quantificada quando os animais demonstraram
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movimentos ativos com as patas dianteiras, dentro ou fora do cilindro de 4gua, geralmente
direcionado contra as paredes verticalmente (Detke et al., 1995). Apo6s cada sessdo (pré-teste
ou sessdo teste), os animais foram secados com uma toalha e devolvidos as suas respectivas

caixas. Os cilindros foram lavados e preparados para o proximo animal.

Analise estatistica

Os dados paramétricos foram representados como média + erro padrio da média
(EPM). Os dados comportamentais foram analisados pela andlise de variancia de uma via
(one-way-ANOVA) para comparacao dos animais DBT-VEH e NGL-VEH seguida pelo teste
post hoc de Newman-Keuls para os animais diabéticos. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas quando p<0.05.

RESULTADOS

Efeito do tratamento com sulfato de magnésio sobre a glicemia e massa corporal

O teste ¢ de Student mostrou que animais diabéticos tratados com veiculo possuem um
aumento significativo da glicemia (FIGURA 3; p<0,05) e reducdo do ganho de peso
(FIGURA 4; p<0,05) quando comparados aos animais normoglicémicos. Entre os animais que
foram tratados com o sulfato de magnésio, a ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc
de Newman Keuls mostrou que ndo houve diferenca significativa em nenhuma das doses
empregadas ou de fluoxetina, em comparagdo aos diabéticos tratados com veiculo para
glicemia (FIGURA 3; p<0,05) ou massa corporal (FIGURA 4; p<0,05). Mais ainda, na dose
de 180 mg/kg de MgSO, o tratamento com sulfato de magnésio levou a uma diminui¢do do

peso bastante acentuada.
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FIGURA 3. Efeito do tratamento prolongado com sulfato de magnésio (MgSO,) Mg 5, 15, 30, 90 ¢ 180
mg/kg), fluoxetina (FLX, 10 mg/kg) ou veiculo (VEH) em animais diabéticos (DBT) sobre a glicemia. Valores
estdo representados em média + EPM; n= 10 — 12; *p<0.05 comparado ao grupo NGL-VEH.
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FIGURA 4. Efeito do tratamento prolongado com sulfato de magnésio (MgSO,) (Mg 5, 15, 30, 90 ¢ 180
mg/kg), fluoxetina (FLX, 10 mg/kg) ou veiculo (VEH) em animais diabéticos (DBT) sobre o ganho de peso.
Valores estdo representados em média = EPM; n= 10 — 12; *p<0.05 comparado ao grupo NGL-VEH.

Efeito do tratamento com sulfato de magnésio sobre a locomoc¢io

O resultado do nimero de cruzamentos (FIGURA 5) no teste # de Student mostrou que
animais diabéticos tratados com veiculo possuem uma redug@o na frequéncia de cruzamentos
(p<0,05), porém entre os animais que foram tratados com o sulfato de magnésio, a ANOVA
de uma via seguida pelo teste post hoc de Newman Keuls ndo mostrou diferenca significativa

em nenhuma das dose, sendo o mesmo observado no tratamento com fluoxetina.
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FIGURA 5. Efeito do tratamento prolongado com sulfato de magnésio (MgSO,) (Mg 5, 15, 30, 90 e 180
mg/kg), fluoxetina (FLX, 10 mg/kg) ou veiculo (VEH) em animais diabéticos (DBT) sobre a frequéncia de
cruzamentos dos quadrantes do aparato do teste de campo aberto. Valores estdo representados em média = EPM;

n=10 — 12; *p<0.05 comparado ao NGL-VEH.

Efeito do tratamento com sulfato de magnésio sobre o comportamento do tipo ansioso
no Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Os parametros avaliados no teste do labirinto em cruz elevado foram os seguintes:
tempo de permanéncia nos bracos abertos, tempo que o animal passa explorando a porgado
final dos mesmos e o nuimero de afundamentos da cabeca, sendo todos pardmetros de
comportamento do tipo ansiolitico; j& o numero de entradas nos bragos fechados ¢ um
parametro de comportamento do tipo ansiogénico.

O teste ¢t de Student mostrou que animais diabéticos tratados com veiculo possuem
uma diminuicdo significativa de tempo de permanéncia nos bragos abertos quando
comparados aos animais normoglicémicos (FIGURA 6A; p<0,05). Entre os animais que
foram tratados com o sulfato de magnésio, a ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc
de Newman Keuls mostrou que apenas na dose de 90 mg/kg observou-se uma diferenca
significativa (p<0,05) tanto no tempo de permanéncia nos bragos abertos (FIGURA 6A) como
no tempo de explorag¢do da porcao final dos mesmos (FIGURA 6C). J4 nos animais que foram
tratados com a fluoxetina ndo se observou uma diferenca significativa no tempo de
permanéncia nos bracos abertos em comparagao ao grupo DBT-VEH. No numero de entradas
nos bracos fechados (FIGURA 6B) somente o grupo tratado com FLX apresentou uma

diminuicdo significativa no niimero de entradas nos bracos fechados. As andlises estatisticas
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demonstraram que os animais DBT-VEH apresentaram menor tempo de explorag¢do no fim do
brago aberto (FIGURA 6C; p<0,05) e menor frequéncia de afundamento da cabega no braco
aberto (FIGURA 6D; p<0,05) quando comparados aos animais NGL-VEH. J4 nos animais
diabéticos que receberam tratamento, apenas o grupo tratado com a dose de 90 mg/kg de
sulfato de magnésio obteve um aumento significativo no tempo de exploracdo no fim do
brago aberto (p<0,05), mas ndo na frequéncia de afundamento da cabega (p<0,05), em relacao
ao grupo DBT-VEH. Ainda, na dose de 180 mg/kg de sulfato de magnésio, houve uma
reducdo bastante significativa no tempo de exploragdo no fim do brago aberto quando
comparado ao grupo DBT-VEH. Nos grupos que receberam as outras doses do sulfato de
magnésio e fluoxetina ndo houve diferenca significativa nestes parametros.
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FIGURA 6. Efeito do tratamento prolongado com sulfato de magnésio (MgSO,) (Mg 5, 15, 30, 90 ¢ 180
mg/kg), fluoxetina (FLX, 10 mg/kg) ou veiculo (VEH) em animais diabéticos (DBT) sobre o (A) tempo de
permanéncia nos bragos abertos, (B) o niimero de entradas nos bragos fechados, (C) tempo que o animal passa
no final dos bragos abertos e (D) nimero de afundamentos da cabega. Valores estdo representados em média +

EPM; n= 10 — 12; *p<0.05 comparado ao NGL-VEH; #p<0.05 comparado ao DBT-VEH.
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Efeito do tratamento com sulfato de magnésio sobre o comportamento do tipo ansioso
no Teste de Transicao Claro-Escuro

O teste ¢ de Student mostrou que animais diabéticos tratados com veiculo possuem
uma diminuicdo significativa de tempo de permanéncia no compartimento claro do teste de
transi¢do claro-escuro quando comparados aos animais normoglicémicos (FIGURA 7A;
p<0,05) e ainda diminui¢do no nimero de cruzamentos entre os compartimentos (FIGURA
7B; p<0,05). O tempo de permanéncia no compartimento claro ¢ um indicativo de
comportamento ndo ansioso € o numero de cruzamentos ¢ um indicativo da atividade
locomotora. Entre os animais que foram tratados com o sulfato de magnésio, a ANOVA de
uma via seguida pelo teste post hoc de Newman Keuls ndo mostrou uma diferenga
significativa (p<0,05) tanto no tempo de permanéncia no compartimento claro (FIGURA 7A)
como no numero de cruzamentos (FIGURA 7B), sendo o mesmo observado para os animais

tratados com fluoxetina.
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FIGURA 7. Efeito do tratamento prolongado com sulfato de magnésio (MgSO,) (Mg 5, 15, 30, 90 e 180
mg/kg), fluoxetina (FLX, 10 mg/kg) ou veiculo (VEH) em animais diabéticos (DBT) sobre o (A) tempo de
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permanéncia no compartimento claro e (B) numero de cruzamentos entre os compartimentos claro e escuro.

Valores estdo representados em média = EPM; n= 10 — 12; *p<0.05 comparado ao NGL-VEH.

Efeito do tratamento com sulfato de magnésio sobre o comportamento do tipo ansioso
no Teste da Nata¢ao Forcada Modificado

No Teste da natacdo forgada, os animais do grupo DBT-VEH apresentaram no teste ¢
de Student uma diferenca significativa em relagdo aos animais normoglicémicos, sendo que
eles obtiveram maior frequéncia de imobilidade (FIGURA 8A, p<0,05) e menor frequéncia de
escalada e natagdo (FIGURA 8B e 8C, respectivamente, p<0,05). No entanto, a ANOVA de

uma via seguida pelo teste post hoc de Newman Keuls ndo mostrou diferenga significativa
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nos animais diabéticos tratados com sulfato de magnésio (em todas as doses), em comparacao
com os diabéticos tratados com veiculo, tanto na frequéncia de imobilidade como nas
frequéncias de natacdo e escalada. Houve uma diferenca significativa apenas no grupo de
animais tratados com a fluoxetina, em comparacdo com o grupo DBT-VEH (p<0,05). O
tratamento com a fluoxetina levou a uma redu¢do na frequéncia de imobilidade dos animais
(FIGURA 8A) além de um aumento na sua frequéncia de natacio (FIGURA 8B), mas sem

alteragdo significativa na sua frequéncia de escalada (FIGURA 8C).
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FIGURA 8. Efeito do tratamento prolongado com sulfato de magnésio (MgSO,) (Mg 5, 15, 30, 90 e 180
mg/kg), fluoxetina (FLX, 10 mg/kg) ou veiculo (VEH) em animais diabéticos (DBT) sobre a (A) frequéncia de
imobilidade, (B) frequéncia de natacdo e (C) frequéncia de escalada. Valores estdo representados em média +

EPM; n= 10 — 12; *p<0.05 comparado ao NGL-VEH; #p<0.05 comparado ao DBT-VEH.

DISCUSSAO

Modelos animais tém contribuido imensamente para o entendimento de modificagdes
bioquimicas do DMI, sendo as altera¢des encontradas em nosso estudo de acordo com a
literatura (Soltani et al., 2005a; Rebolledo-Solleiro et al., 2016; Redivo et al., 2016). Dessa
forma, a existéncia ja descrita por diversos autores (Wayhs et al., 2010, 2013; de Morais et al.,
2014; Gambeta et al., 2015; Rebolledo-Solleiro et al., 2016) da relagdo entre diabetes ¢
depressao/ansiedade foi confirmada em nosso estudo, uma vez que a indugdo do DMI com a

STZ, droga que leva a destruicdo seletiva das células § pancreaticas e consequente diminui¢ao
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da insulina (Junod et al. 1969; Szkudelski 2001), levou a alteragdes da glicose sanguinea,
comportamentais ¢ motoras. Em nosso estudo pudemos observar que ocorre um aumento
bastante acentuado da glicemia nos animais diabéticos e perda de peso em relagdo aos animais
normoglicémicos (Bhansali et al., 2015; Rebolledo-Solleiro et al., 2016). Ainda, esses animais
apresentam comportamentos do tipo ansiogénico, uma vez que passam menos tempo
explorando os bragos abertos no teste do labirinto em cruz elevado (Thorré et al., 1997;
Ramanathan et al., 1998), suas por¢des finais e afundam menos a cabeca quando nesses
bragos abertos. Além disso eles apresentam comportamentos do tipo depressivo, uma vez que
passam mais tempo imodveis durante o teste de natacdo forcada modificado. Além dos
sintomas comportamentais ¢ metabolicos, esse modelo ainda mostra que os animais t€ém um
déficit locomotor, uma vez que no teste do campo aberto a frequéncia de cruzamentos ¢
menor do que em animais normoglicémicos. E importante ressaltar que a STZ é transportada
para o interior das células B pancredticas através do transportador GLUT-2, o qual ndo esta
presente na barreira hematoencefalica (Kumagai et al., 1999). Dessa forma, a possibilidade de
a STZ causar danos diretos no SNC pode ser excluida, sendo esses efeitos comportamentais
atribuidos a condi¢do metabdlica da hiperglicemia causada pelo indugdo diabética com STZ.
No entanto, uma vez que tais mecanismos ndo sao bem entendidos, especula-se que o
receptor NMDA e citocinas pro-inflamatorias poderiam participar da fisiopatologia dessas
doencgas. As citocinas pro-inflamatdrias, presentes tanto nessas psicopatologias quanto no
diabetes, ativam a ‘“via das quinureninas” e ao final de sua cascata metabdlica produzem
moléculas que ativam o receptor NMDA (Mayer et al., 1984; Dantzer, 2009; Maes, 2011a,
2011b) levando ao aumento da excitabilidade neuronal (Shiekhattar e Aston-Jones, 1992;
Grunze e Walden, 1997), o que pode resultar em diversas mudangas moleculares como
estresse oxidativo com consequentes danos celulares e mais ativacdo do sistema imune
(Festjens et al., 2006). Dessa forma, o Mg parece ser uma boa alternativa farmacoldgica, uma
vez que esse ion encontra-se em deficiéncia tanto na depressdo/ansiedade quanto no diabetes.
Um possivel mecanismo do Mg seria devido a sua funcdo essencial no metabolismo celular,
uma vez que atua na integridade da membrana, respiracdo celular, sintese de proteina,
metabolismo energético e de glicose, manutencao do transporte de ions, entre outros (Ebel e
Gunther, 1980; Choi, 1987; Vink et al., 1988; Gentile ¢ McIntosh, 1993). Outro mecanismo se
deve ao fato de o Mg ser um antagonista do receptor NMDA, levando ao bloqueio de seu
canal i6nico (Mayer et al., 1984; Nowak et al., 1984), impedindo que o glutamato exerca sua
funcdo ao se ligar em seu sitio ativo. Diversos estudos demonstram que a deficiéncia de Mg

leva a danos exacerbados na fungao cerebral (Mclntosh et al., 1988; McIntosh et al., 1989) e a
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desregulacao do metabolismo de glicose (Takaya et al., 2004; Soltani et al., 2005a, 2005b,
2005c¢), os quais podem ser prevenidos com a suplementacao de tal ion.

Acredita-se que 30% dos pacientes com DMI apresentam deficiéncia de Mg
(Djurhuus et al., 1999). Porém, Soltani e colegas (2007) relataram que mesmo com a
suplementacdo de Mg, ndo foi possivel atingir os niveis normais de ratos Wistar
normoglicémicos, o que poderia ser atribuido ao fato de o Mg ser transportado para o
meio intracelular afim de compensar a deficiéncia (Soltani et al., 2005a, 2005c). Ainda,
Soltani e colegas (2005a) relataram que em ratos Wistar, os niveis de glicose
estabilizaram ao longo do tratamento com Mg na agua por 8 semanas. Os autores
acreditam que isso se deva ao fato de o Mg ser um cofator necessario para o transporte
de glicose e de varias enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos (Laires et al.,
2004b). Mais ainda, isso poderia estar relacionado com um efeito reparador do pancreas
de animais com o diabetes induzido por STZ, em tratamento prolongado com o Mg, e que
isso estaria relacionado com o controle da glicose sanguinea (Soltani et al., 2005b), uma
vez que ocorre recuperacdo parcial da funcao do pancreas. Porém, apesar desses dados
serem promissores, nao observamos melhoras nos niveis de glicose, mesmo em doses
elevadas de Mg (Lal et al, 2003). Isso poderia ser devido ao tempo de tratamento
adotado em nosso estudo ou ainda devido a forma de administracdo. Mais ainda, na
maior dose avaliada de Mg observamos um possivel efeito inespecifico ou até mesmo
toxico, uma vez que levou a uma diminuicao de massa corporal quando comparado aos
outros animais diabéticos tratados com dosese menores ou veiculo.

No que diz respeito ao tratamento com Mg em psicopatologias, diversos estudos
demonstraram que a suplementacdo com esse mineral possui efeito terapéutico tanto nos
sintomas depressivos (Decollogne et al., 1997; Poleszak et al., 2004) quanto ansiogénicos
(Poleszak et al., 2004) em animais normoglicémicos. Assim, estudos trazem que o Mg ¢é capaz
de diminuir o tempo de imobilidade e aumentar a frequéncia de nado e escalada (Poleszak et
al., 2004) no teste da natacdo forcada. Este tratamento com Mg parece mais efetivo na
inducdo de comportamentos do tipo antidepressivo e ansiolitico quando associado com
antidepressivos (Mlyniec et al., 2014; Razmjou et al., 2016). Porém, em nosso trabalho nao
encontramos esses resultados em nenhuma dose utilizada.

No entanto, mesmo nao tendo observado nenhuma alteragdo na medida da
hiperglicemia e na avaliacdo do comportamento do tipo depressivo, o Mg parece possuir um

efeito terapéutico na dose de 90 mg/Kg para a ansiedade, efeito o qual se assemelha ao
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comportamento dos animais normoglicémicos. Assim como Poleszak e colegas (2004), que
observaram um efeito ansiolitico do Mg no teste do labirinto em cruz elevado, nos
observamos uma maior permanéncia dos animais com diabetes tratados com Mg nos bragos
abertos e na por¢ao final dos mesmos, demonstrando que o Mg exerce um efeito ansiolitico
nesses animais diabéticos. A deterioragdo metabodlica e hormonal causada pela hiperglicemia
associada a deficiéncia de Mg podem favorecer o desenvolvimento da ansiedade e
acreditamos que os animais diabéticos podem requerer uma dose maior de Mg para que
ocorra o bloqueio dos canais idnicos do receptor NMDA e assim exercer seu efeito
terapéutico, uma vez que Soltani e colegas (2004) demonstraram que nas doses de 20 e 30
mg/Kg os animais apresentavam melhoras nos sintomas ansiosos em animais
normoglicémicos. Mais ainda, na maior dose avaliada de Mg observamos um possivel efeito
inespecifico, uma vez que levou a comportamentos do tipo ansiogénico, diminuindo o tempo
de exploracdo da por¢ao final dos bragos abertos no teste do labirinto em cruz elevado.

Alguns estudos trazem que o Mg ¢ pouco toxico (Weglicki et al., 1993; Guerrero-
Romero et al., 2004), principalmente em pacientes/animais com a func¢do renal conservada.
Porém outros estudos relatam que, em doses elevadas, o tratamento com Mg foi deletério e
levou a morte dos animais (Soltani et al., 2005¢). Dessa forma, sdo necessarios mais estudos
para estabelecer uma dose segura que possa atender aos objetivos terapéuticos € possa
prevenir complicagdes e intoxicagao.

Sendo assim, mesmo nossos resultados possuindo algumas inconsisténcias com alguns
trabalhos citados acima, acreditamos que o Mg possua um efeito terapéutico na ansiedade
asssociadas ao diabetes e possivelmente na depressdo. Mais ainda, acreditamos que o
magnésio atue como um coadjuvante no tratamento de tais patologias e que a associagdo com
outras drogas, como antidepressivos, deve ser investigada. Importante ressaltar que este ¢ o
primeiro trabalho estudando o efeito de um tratamento prolongado com Mg sobre
comportamentos relacionados com a ansiedade/depressdo em ratos diabéticos. Assim, tendo
em vista os possiveis efeitos neuroprotetores enfatizamos a necessidade de mais estudos que
abordem um tempo maior de tratamento além de uma abordagem mais profunda que envolva

analises moleculares e celulares.
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