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RESUMO

Estudos demonstram que ha uma associacéo entre o diabetes e psicopatologias
como a ansiedade e a depressdo, sugerindo uma relagcédo bidirecional entre essas
doencas. Sabe-se que o tratamento da depressao/ansiedade em individuos diabéticos é
feito com drogas antidepressivas e este é um grande desafio por apresentar uma baixa
taxa de adesao e efetividade além de muitos efeitos adversos. Desta forma, a busca por
um tratamento que seja altamente eficaz para essas doencas € de extrema importancia.
E interessante destacar que tanto no diabetes como na ansiedade/depress&o o estresse
oxidativo esta aumentado em diferentes tecidos, o que torna o &cido galico, um composto
antioxidante, interessante para se estudar. Assim, no presente estudo foi avaliado o
efeito do tratamento crénico com acido galico (gavagem) nas doses de 10, 20 e 40 mg/kg
em animais diabéticos (DBT) submetidos aos testes de labirinto em cruz elevado (LCE)
e de transicdo claro/escuro (TCE) (testes de ansiedade), natacdo forcada modificado
(TNF) (teste de depressdo) e campo aberto (TCA) (teste de atividade locomotora).
Também foram avaliados no hipocampo (HIP) e cortex pré-frontal (CPF) parametros
indiretos de estresse oxidativo, niveis de peroxidacao lipidica (LPO) e glutationa reduzida
(GSH). Os resultados mostraram que os animais diabéticos possuem um comportamento
do tipo ansiogénico e depressivo mais pronunciado do que os animais normoglicémicos
(NGL), além de terem um aumento em seu estresso oxidativo. O tratamento com acido
galico na dose de 10 mg/kg foi capaz de produzir um efeito ansiolitico aumentando o
tempo de permanéncia do animal no compartimento claro (TCE) e bracos abertos (LCE),
além de promover diferencas significativas nos parametros etologicos avaliados no LCE
(aumento do tempo de exploracdo do final dos bracos abertos e numero de
afundamentos da cabeca). No entanto, o acido galico em todas as doses utilizadas nao
foi capaz de induzir um efeito antidepressivo nos animais tratados que apresentaram
maior frequéncia de imobilidade e menor frequéncia de natacdo e escalada no TNF,
comportamento semelhante ao animal diabético tratado com veiculo. Porém, o efeito
antioxidante e neuroprotetor deste composto foi observado na dose de 10 mg/kg. O
tratamento com esta dose levou a uma diminui¢ao do nivel de LPO e aumento de GSH
no HIP e CPF dos animais tratados diferentemente do que foi observado nos animais
DBT. Portanto, os resultados obtidos indicam que o acido galico foi capaz de induzir um
efeito ansiolitico e antioxidante nos animais diabéticos fornecendo mais um indicio da
importancia de se estudar e compreender os efeitos do estresse oxidativo na
fisiopatologia das psicopatologias relacionadas ao diabetes.

Palavras-chave: Diabetes. Acido Gélico. Ansiedade. Depresséo. Estresse Oxidativo.



ABSTRACT

Studies show that there is an association among diabetes and psychopathologies
as anxiety and depression, suggesting a bidirectional relationship among these diseases.
It is known that the treatment of depression/anxiety in diabetic patients is done with
antidepressants and this is a big challenge due to theirs low rate of adherence and
effectiveness besides many side effects. Thus, the seeking for a treatment that is highly
effective for these diseases is of utmost importance. It is interesting to note that in
diabetes as in anxiety/depression oxidative stress is increased in different tissues, which
makes gallic acid, an antioxidant compound, interesting to study. Therefore, in this study
were evaluated the effects of chronic treatment with gallic acid in doses of 10, 20 and 40
mg/kg (gavage) in diabetic animals (DBT) submitted to the elevated plus-maze (EPM)
and the light-dark transition test (LDT) (anxiety tests), modified forced swim test (FST)
(depression test) and open field test (OFT) (locomotor activity test). Also there were
evaluated in the hippocampus (HIP) and prefrontal cortex (PFC) indirect parameters of
oxidative stress, levels of lipid peroxidation (LPO) and reduced glutathione (GSH). The
results showed that the diabetic animals have an anxiogenic-like and depressive-like
behavior more pronounced than the normoglycemic animals (NGL), besides having an
increase in their oxidative stress. Treatment with gallic acid at a dose of 10 mg/kg was
able to produce an anxiolytic effect increasing time spent by the animals in the lit
compartment (LDT) and open arms (EPM), besides promoting significant differences in
the ethological parameters evaluated in EPM (increase in end open arm exploration and
number of head dips). However, gallic acid in all doses was not able to induce an
antidepressant effect in treated animals that showed higher frequency of immobility and
lower frequency of swimming and climbing in the FST, behavior similar to diabetic animals
treated with vehicle. Nevertheless, the antioxidant and neuroprotective effect of this
compound was observed at a dose of 10 mg/kg. Treatment with this dose resulted in a
decrease in the LPO level and increased GSH in the HIP and PFC of treated animals
different from what was observed in DBT animals. Therefore, the results indicate that the
gallic acid was able to induce an anxiolytic and antioxidant effect in diabetic animals
providing further evidence of the importance of studying and understanding the effects of
oxidative stress in the pathophysiology of psychopathologies associated with diabetes.

Key words: Diabetes. Gallic Acid. Anxiety. Depression. Oxidative Stress.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) € um transtorno metabdlico heterogéneo e crénico
caracterizado pela elevacao da glicemia sanguinea (hiperglicemia) resultante da falha na
secrecdo ou acao de insulina ou ambos (ROWLAND & BELLUSH, 1989; IDF, 2015).
Além disso, apresenta complicagcdes micro e macrovasculares acometendo tecidos
facilmente permeaveis a glicose, ocasionando varias comorbidades como nefropatias,
doencas cardiovasculares, retinopatias, entre outras complicacdes crénicas e severas.
(ANDERSON et al., 2001; GIACCO & BROWNLEE, 2010; HO et al., 2011).

Estudos demonstram que psicopatologias como a ansiedade e a depresséo
também estdo associadas ao diabetes e a hiperglicemia parece ter um papel
fundamental na fisiopatologia dessas comorbidades psiquiatricas (KAMEI et al., 2003;
WRIGHTEN et al., 2008). Foi demonstrado que, por diferentes mecanismos, a
hiperglicemia provoca danos que levam a um aumento do estresse oxidativo acarretando
além de alteracbes hormonais, alteracbes nos sistemas de neurotransmissores que
regulam os comportamentos associados a doencas neuropsiquiatricas como a
depressao e ansiedade (BAMBOLKAR & SAINANI, 1995; BABURAO & ANAND, 2012;
DE MORAIS et al., 2014; DIPNALL et al., 2015). Além disso, ha estudos que sugerem
uma relacdo bidirecional entre essas doencas e o diabetes. Assim, o diabetes por
diferentes mecanismos que ainda ndo estdo bem estabelecidos, pode aumentar a
prevaléncia ou antecipar o surgimento da ansiedade e depressado e vice-versa. Estes
transtornos além de possuirem uma maior prevaléncia em diabéticos quando comparado
aos individuos normoglicémicos, aumentam a morbidade da doenca causando prejuizos
significativos para o individuo e para a sociedade (GOLDEN et al., 2008; COLLINS et al.,
2009; EGEDE, 2010, RENN et al., 2011; DE MORAIS et al., 2014; ZANOVELI et al.,
2016).

Agravando ainda mais a condicdo da ansiedade/depressao associada ao
diabetes, sabe-se que o tratamento com drogas antidepressivas representa um grande
desafio por apresentar uma baixa taxa de adesao e efetividade além de muitos efeitos
adversos (ERENMEMISOGLU et al., 1999; LITTLE, 2009). Por este motivo, a busca pelo
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entendimento fisiopatologico dessa associacao, aliado a busca por um tratamento que
seja altamente eficaz para essas doencas e o diabetes é de extrema importancia.

Tendo em vista o aumento do estresse oxidativo decorrente da hiperglicemia, o
uso de antioxidantes pode ser uma alternativa de tratamento eficaz para o diabetes em
si, bem como de suas complicacdes associadas, como as psicopatologias. Interessante
que estudos relatam que o composto polifendlico acido galico (3,4,5, &acido
trinidroxibenzaéico), considerado um neuroprotetor devido ao seu efeito antioxidante
(KADE & ROCHA, 2013), induz um efeito antidepressivo e ansiolitico em animais
(CHHILLAR & DHINGRA, 2012; MANSOURI et al., 2013; PRINCE et al., 2010). Em
relacéo a condicao diabética, ha relatos de que o tratamento com acido galico em animais
diabéticos auxilia no controle da glicemia (LATHA & DAISY, 2011; PUNITHAVATHI et
al., 2011; STANELY et al., 2011). Entretanto, apesar de alguns estudos indicarem que o
acido galico é eficaz em comportamentos relacionados com a depresséo e ansiedade,
ainda ndo ha nenhum estudo que investigou o efeito deste tratamento sobre respostas

comportamentais relacionadas com a depressao e a ansiedade em animais diabéticos.

Deste modo, considerando que o aumento da prevaléncia de psicopatologias em
pacientes diabéticos seja uma consequéncia da hiperglicemia e de mudancas
bioquimicas como o estresse oxidativo, o presente estudo teve como objetivo investigar
o possivel efeito do tratamento crénico com o acido galico em animais com o diabetes
induzido quimicamente pela injecdo de estreptozotocina (STZ; SZKUDELSKI, 2001)
submetidos a testes comportamentais relacionados com a depressao e a ansiedade.
Para isto, foram empregados os testes de natacao forcada modificado (PORSOLT et al.,
1979; CRYAN et al., 2002) para analise do comportamento do tipo depressivo, labirinto
em cruz elevado (PELLOW et al., 1985) e transicdo claro e escuro (VICENTE &
ZANGROSSI, 2014) para analise do comportamento do tipo ansioso e teste de campo
aberto para analise da atividade locomotora dos animais. Ademais, nos mesmos foram
avaliados parametros de estresse oxidativo no hipocampo (HIP) e cortex pré-frontal
(CPF), areas cerebrais associadas a comportamentos emocionais. A glicemia e o peso
dos animais foram medidos com a finalidade de se estudar parametros relacionados com

a prépria condicéo do diabetes.



12

1.1 OBJETIVOS

e OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do tratamento crénico com &cido galico (doses de 10, 20 e
40 mg/kg) em modelo animal de diabetes induzido pela estreptozotocina
(modelo de diabetes tipo 1) sobre as respostas comportamentais relacionadas
a ansiedade, depresséao e atividade locomotora.

e OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o comportamento relacionado com a ansiedade em animais
diabéticos submetidos aos testes de labirinto em cruz elevado e teste de
transicao claro-escuro.

- Avaliar o comportamento relacionado com a depressao e locomogédo em
animais diabéticos submetidos ao teste de natacdo forcada e de campo
aberto, respectivamente.

- Avaliar em animais diabéticos o efeito do tratamento crénico com acido galico
sobre todos os parametros comportamentais - ansiedade, depressao e
locomotor.

- Avaliar o efeito do tratamento crénico com acido gélico, sobre parametros
relacionados com a condicdo diabética — peso corporeo e glicemia em animais
diabéticos.

- Avaliar o efeito do tratamento crénico com &cido galico sobre parametros
indiretos de estresse oxidativo (determinacédo do nivel de glutationa reduzida
e peroxidacao lipidica) no hipocampo e cortex pré-frontal de ratos diabéticos
e também normoglicémicos.

- Avaliar a acdo antioxidante do acido gélico atraves do teste de DPPH.

2 REVISAO DE LITERATURA
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O diabetes é um disturbio metabdlico que resulta em uma doenca progressiva e
cronica caracterizada principalmente pela hiperglicemia, ou seja, pelas concentragdes
elevadas de glicose no sangue (LATHA & DAISY, 2011). Ele ocorre com diferentes
prevaléncias entre os paises, porém a Federacao Internacional do Diabetes (IDF, 2015)
estima que ha aproximadamente 415 milhdes de pessoas diabéticas no mundo, sendo
gue esse numero pode chegar a 642 milhées de pessoas com a doenca em 2040. Sabe-
se que a hiperglicemia, caracteristica da doenca, pode ocorrer devido a uma deficiéncia
de insulina resultante de uma acao autoimune que leva a destrui¢cdo das células (3 (beta)
pancreéticas (diabetes tipo 1), ou devido a uma resisténcia a insulina ou a um
comprometimento na secrecdo da mesma (diabetes tipo 2) (RANG et al., 2012). A falta
de insulina pode levar a disturbios no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos
levando a sérias complicacfes secundarias como doenca arterial coronaria, faléncia
renal, acidente vascular cerebral, cegueira e neuropatias (LATHA & DAISY, 2011).
Assim, quando nao tratado de forma correta, o diabetes pode vir a ocasionar serios danos
a saude do paciente, pois ele também esta associado com mudancas patolégicas no
sistema nervoso central (SNC) que levam a defeitos cognitivos e ao aumento no risco de
outras complicacdes cerebrais (BIESSELS & GISPEN, 2005).

O quadro decorrente de hiperglicemia acarreta além de alteragcbes hormonais e
nos sistemas de neurotransmissores, danos em areas encefalicas importantes que
regulam os comportamentos emocionais, tais como o hipocampo e cortex pré-frontal
(BAMBOLKAR & SAINANI, 1995; BABURAO & ANAND, 2012; DE MORAIS et al., 2014;
DIPNALL et al., 2015). Tendo em vista essas alteracfes, muitos estudos demonstram
gue o DM esta associado ndo somente com danos fisicos, mas também com algumas
comorbidades psiquiatricas como a depressdo e a ansiedade. Estudos pré-clinicos
relatam que, em comparacdo com animais normoglicémicos, ha um comportamento mais
pronunciado do tipo depressivo, e também do tipo ansiogénico, em camundongos e ratos
diabetizados por uma injecdo de estreptozotocina (modelo de diabetes tipo 1). Estes
animais apresentaram um tempo de imobilidade bem maior quando foram avaliados nos
testes de suspensédo pela cauda e natacéo forcada, além de apresentarem um efeito
facilitador sobre o desempenho de esquiva inibitéria, indicativo de uma resposta
ansiogénica, no teste do Labirinto em T elevado (GOMEZ & BARROS, 2000; WAYHS et
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al., 2010; HO et al., 2012; DE MORAIS et al., 2014, GUPTA et al., 2014; DA SILVA et al.,
2015; GAMBETA et al., 2015). Desta forma, o diabetes por diferentes mecanismos, ainda
nao bem estabelecidos, parece ser um facilitador para aumentar a prevaléncia ou
antecipar o surgimento da ansiedade e depressao, assim como, a depressao/ansiedade
podem levar ao desenvolvimento do diabetes, como tem sido sugerido (GOLDEN et al.,
2008; COLLINS et al., 2009; RENN et al., 2011; ZANOVELI et al., 2016).

A depressao é uma das doencas psiquiatricas mais comuns atualmente de acordo
com o DSM-V feito pela associacao psiquiatrica americana (“Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders”, APA, quinta edi¢cdo, 2013). Dentre seus sintomas pode-se
listar a anedonia, tristeza, dificuldades de concentracao, alteracdo de peso e problemas
psicomotores. Estudos clinicos relatam uma alta incidéncia do diabetes em pacientes
com depresséo (BROWN et al., 2004; GOLDEN et al., 2008; GRAGNOLI, 2014); assim
como uma alta prevaléncia de depressao entre os pacientes diabéticos (ANDERSON et
al., 2001; CLAVIJO et al., 2006; NICOLAU et al., 2013; MAIA et al., 2014; DIPNALL et
al., 2015; MIR et al., 2015). Outros estudos mostram que a prevaléncia da depressao é
até duas vezes maior em pacientes diabéticos quando comparados com a populacdo
geral (ANDERSON et al., 2001; ROY & LLOYD, 2012).

De acordo com Castillo (2000), a ansiedade € uma emocao cujo o estado de
apreensdo € constante, caracterizado por desconforto ou tensdo derivado de
antecipacao de perigo, de algo estranho ou desconhecido, geralmente acompanhada de
ativacdo autondmica. A ansiedade é considerada normal enquanto uma resposta
adaptativa frente a situacfes ameacadoras, sendo essencial para a sobrevivéncia das
espécies, pois prepara o individuo para evitar uma ameaca ou atenuar suas
consequéncias. No entanto, quando a resposta a um determinado estimulo é
inadequada, ou seja, mal adaptativa, seja por sua duracdo e/ou intensidade exagerada
causando sofrimento ao individuo e prejuizo no desempenho de tarefas as mais diversas,
esta ansiedade passa a ser reconhecida como uma ansiedade patolégica. Assim,
segundo o DSM-V (2013), ha diferentes tipos de transtornos de ansiedade, dentre estes
o transtorno de ansiedade generalizada, que € um dos mais prevalentes na populacéo

em geral. Estudos relatam que 40% dos pacientes diabéticos apresentam um aumento
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de sintomas relacionados a ansiedade (GRIGSBY et al. 2002; LIN et al. 2008). Neste
sentido, de acordo com Maia e colaboradores (2014) a prevaléncia dos sintomas de
ansiedade em pacientes com diabetes do tipo 1 € consideravelmente maior do que na
populacdo geral chegando a 60%. Sendo assim, existem indicios de que a incidéncia de
transtornos de ansiedade é maior entre pacientes diabéticos (GRIGSBY et al. 2002;
CLAVIJO et al. 2006).

A neurobiologia dessas psicopatologias - ansiedade e depressao - relacionada ao
diabetes ainda é pouco entendida. Porém, estudos sugerem que o aumento do estresse
oxidativo, resultante da hiperglicemia, pode contribuir para o desenvolvimento dessas
doencas (BAMBOLKAR & SAINANI, 1995; BABURAO & ANAND, 2012; DE MORAIS et
al., 2014; DIPNALL et al., 2015). Deste modo, a hiperglicemia parece ter um papel
importante na fisiopatologia dessas comorbidades psiquiatricas associadas ao DM
(KAMEI et al., 2003; WRIGHTEN et al., 2008). Giacco e Brownlee (2010) sugerem que
por meio de diferentes mecanismos a hiperglicemia decorrente do diabetes provoca
danos teciduais como o aumento do fluxo de glicose e outros agucares, o0 aumento da
formacéo intracelular de produtos finais de glicacdo avancada, o aumento da expressao
do receptor para produtos finais de glicacdo avancada e seus ligantes ativadores,
ativacao de isoformas da proteina quinase C (PKC) e hiperatividade da via hexosamina.
Muitas evidéncias apontam que todos estes mecanismos decorrentes da hiperglicemia
contribuem para um aumento significativo do estresse oxidativo (NAUDI et al., 2012; DE
CARVALHO et al., 2012).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs) sdo produzidas
normalmente durante o metabolismo basal das células. Assim, em condicbes normais,
existem enzimas no organismo que possuem acao antioxidante contra essas espécies
reativas e estas enzimas entéo corrigem até 99% dos danos causados pelo desequilibrio
na producdo de EROs e/ou ERNs. (HALLIWELL, 2001). Alguns desses agentes
antioxidantes podem ser classificados em enzimaticos, dentre 0s quais se destacam a
enzima catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD), e ndo enzimaticos como a
glutationa reduzida (GSH) (VALKO et al., 2007). O GSH é um indicador de estresse
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oxidativo bem conhecido (DADHEECH et al.,, 2008), sendo o mais abundante

antioxidante do sistema nervoso central (ROBERT et al., 2014).

J& o estresse oxidativo é caracterizado por um desequilibrio entre a geracéo de
EROs/ERNs e enzimas antioxidantes, culminando em um aumento dessas espécies
reativas. Este desequilibrio pode interferir em muitos mecanismos e na funcéo de vérias
macromoléculas (MADRIGAL et al., 2006). Além disso, ele induz a um aumento da
concentracao intracelular de moléculas altamente reativas que provocam quebras no
acido desoxirribonucleico (DNA) além de danos a membrana celular e a estrutura
proteica das células como a peroxidacao lipidica (LPO). (SIES, 1997; VALKO et al.,
2007). A LPO pode ser definida como uma cascata de eventos bioquimicos que provoca
a oxidacéo de lipidios poli-insaturados que estdo presentes nas membranas celulares.
As suas principais consequéncias sao as alteracdes na estrutura e na permeabilidade da
membrana. Essas alteracfes podem levar a destruicdo da estrutura celular e alteracéo
dos mecanismos de troca de metabdlitos além de promover a liberacdo do contetdo das
organelas e formacéo de produtos citotéxicos que em uma condicdo extrema podem
levar a morte celular (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; DAL-PIZZOL et al., 2000).
Estes tipos de danos quando causados em neurdnios podem gerar encefalopatias e
consequentemente transtornos psiquiatricos (MAES et al., 2000; TSUBOI et al., 2006;
VALKO et al., 2007, BEHR et al., 2012).

Cabe ressaltar que o encéfalo estd mais propenso aos danos ocasionados pelo
estresse oxidativo, ja que ele € um 6rgdo que necessita de um alto consumo de oxigénio
além de ser rico em acidos graxos poli-insaturados oxidaveis e pobres em enzimas
antioxidantes. (VALKO et al., 2007; WANG & MICHAELIS, 2010). E importante salientar
gue areas do sistema limbico que estdo envolvidas na fisiopatologia da depressao e
ansiedade, como o hipocampo e cortex pré-frontal, sdo afetadas por esse desequilibrio
(BREMNER et al., 2002; SAVITZ et al., 2009; INNOS et al., 2013). Em consequéncia
disto, muitos estudos estédo sendo feitos para se descobrir um tratamento que seja efetivo
para evitar os danos e os sintomas provocados pelo diabetes e também pela depressao
e ansiedade associadas a ele. Sabe-se que a manutencdo do controle da glicemia € um

fator fundamental para prevenir os efeitos do diabetes no SNC e outros 6rgédos que
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também séo afetados por essa doencga. Entretanto, como um rigoroso controle glicémico
nédo é sempre alcangado clinicamente, os antidepressivos ainda séo considerados como
a primeira escolha para o tratamento da depressao/ansiedade associada ao diabetes
(SPIS et al., 1995; RUBIN et al., 2004; RUSTAD et al., 2011). Porém, ha evidéncias
demonstrando que os antidepressivos ndo sao tao eficazes. Apenas 30% dos pacientes
tratados respondem efetivamente ao tratamento e mesmo assim, este requer uma
terapia continua, que pode variar de semanas a meses, para se obter um resultado
positivo (FAVA et al., 1996; LITTLE, 2009). Ademais, alguns antidepressivos podem
afetar a glicose no plasma e os niveis de insulina além de interagir com as drogas
hipoglicemiantes (ERENMEMISOGLU, 1999). Como os mecanismos envolvidos na
patofisiologia da relacéo entre o diabetes, a depresséo e a ansiedade ainda nao estéo
completamente esclarecidos, o seu entendimento se torna necessario e urgente para

ajudar na busca por tratamentos mais eficazes.

Existem estudos demonstrando que o tratamento com antioxidantes pode induzir
efeitos antidepressivos e ansioliticos (BINFARE et al., 2009; LOBATO et al., 2010;
GAUTAM et al., 2012). Neste sentido, 0 composto antioxidante polifendlico, 3,4,5, acido
trinidroxibenzoico, denominado como acido galico (CHHILLAR & DHINGRA, 2012), pode
desempenhar um papel importante e benéfico no tratamento dessas comorbidades
psiquiatricas associadas ao diabetes. Ele é encontrado em plantas como o carvalho, e
frutos como uvas, castanhas, manga e nozes bem como no cha verde e vinho tinto
(PRINCE et al., 2010; MANSOURI et al., 2013). O acido galico possui diferentes
propriedades, tais como anti-inflamatorias, anti-angiogénicas, antimicrobianas,
anticancerigenas e antioxidantes. Além disso, ele também apresenta um potencial efeito
em distarbios metabdlicos como o diabetes, nas patologias de transtornos de humor
como a depressdo, e na ansiedade (LU et al., 2006; PUNITHAVATHI et al., 2011,
STANELY et al., 2011; CHHILLAR & DHINGRA, 2012; VERMA et al., 2013; CHOUBEY
et al., 2015). Assim, estudos com animais relatam que o tratamento com o acido galico
foi capaz de melhorar comportamentos relacionados com a depresséo e a ansiedade
(CHHILLAR & DHINGRA, 2012; MANSOURI et al., 2014; MOGHADAS et al., 2016), além
de apresentar um efeito neuroprotetor (KADE & ROCHA, 2013; MANSOURI et al., 2013).

Mais ainda, estudos realizados com ratos diabéticos tratados com acido galico,
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mostraram que o0 tratamento com este composto foi capaz de reduzir de forma
significativa os niveis de glicose no sangue desses animais (PUNITHAVATHI et al., 2011;
STANELY et al., 2011). Em outro estudo, realizado por Latha e Daisy (2011), os animais
diabéticos também foram tratados com o acido galico e observou-se que esse tratamento
além de reduzir os niveis de glicose sanguinea nesses animais, quando comparados a
animais nao diabéticos, também ocasionou um aumento em seu peso e um aumento na

sua insulina plasmatica.

Diante disso, neste trabalho foi avaliado o efeito do tratamento crénico com &cido
galico em diferentes doses (10, 20 e 40 mg/kg) em animais diabéticos submetidos ao
teste de labirinto em cruz elevado (LCE) e de transicao claro/escuro (TCE) (testes de
ansiedade), teste de natacao forcada modificado (TNF) (teste de depresséo) e campo
aberto (TCA) (teste para avaliacdo da atividade locomotora). Foi também avaliado no
hipocampo e cortex pré-frontal, areas encefalicas implicadas na depresséo/ansiedade,
parametros indiretos de estresse oxidativo (niveis de GSH e LPO). Ademais, o teste de
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi feito para corroborar a propriedade antioxidante

deste composto.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados Ratos machos Wistar, com peso entre 180 — 220g no inicio do
experimento, fornecidos pelo biotério da Universidade Federal do Parana. Os animais
tiveram livre acesso a agua e alimento e foram mantidos sob um ciclo de luz claro/escuro
de 12 h (7:00 as 19:00 h) e temperatura controlada em 22 £1°C. Todos 0s experimentos
foram conduzidos em acordo com as normas e legislacées contidas pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Animais da UFPR (CEUA 959).
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3.2 DROGAS E TRATAMENTO

Foram utilizadas as seguintes drogas provenientes das fontes indicadas:
estreptozotocina (STZ, Santa Cruz Biotechnology Inc., EUA); citrato de sodio (Merck S.A,
Brasil), polifenol 3,4,5, &cido trihidroxibenzéico (acido gélico — AG; Sigma, USA) e
fluoxetina (FLX - SEM Sigma Pharma Ltda, Brasil). A STZ foi diluida em tamp&o citrato
10 mM, pH 4,5 e administrada por via intraperitoneal (i.p.) na dose de 60 mg/kg. O AG
foi dissolvido em salina estéril e tween (uma gota) e administrada por via oral (gavagem)
na dose de 10, 20 e 40 mg/kg (PUNITHAVATHI et al., 2011). A fluoxetina (10 mg/kg; via
oral) foi utilizada como um controle positivo do efeito ansiolitico e antidepressivo e foi
dissolvida em salina estéril. Todas as drogas foram preparadas imediatamente antes da
aplicacao e as suas doses foram retiradas de estudos prévios (CHHILLAR & DHINGRA,
2012; DE MORAIS et al., 2014; GUPTA et al., 2014; GAMBETA et al., 2015; DA SILVA
et al., 2015; KURHE & MAHERSH, 2015).

3.3 INDUCAO DO DIABETES

A inducdo do diabetes foi realizada através da administracdo Unica de
estreptozotocina (modelo de diabetes tipo 1) (STZ; 60mg/kg, intraperitoneal; diluido em
tampéao citrato, 10 mM, pH 4,5) em ratos previamente submetidos a jejum de 12 horas.
A confirmacao do diabetes foi realizada trés dias apds a injecdo de STZ, por meio da
aplicacado de um pequeno volume de sangue periférico colhido da cauda dos animais em
fitas teste impregnadas de glicose oxidase (Accu-Check ActiveTM, Roche). Foram
considerados diabéticos e mantidos nos experimentos os animais cuja glicemia foi igual
ou maior que 250 mg/dL. Paralelamente, grupos controles normoglicémicos foram
conduzidos, os quais receberam somente tampao citrato (10 mM, pH 4,5, volume
equivalente) (DE MORAIS et al., 2014).



20

3.4 TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Para avaliagdo do comportamento de ansiedade os animais foram submetidos ao
teste do labirinto em cruz elevado descrito por Pellow e colaboradores (1985). O aparato
utilizado neste experimento é feito de madeira e fica elevado a 50 cm do ch&o. Ele possui
4 bracos, sendo 2 abertos e 2 fechados sendo que, no cruzamento entre os bracgos, ha
uma area central de 10 cm?. Para a realizacéo desse teste foi utilizada uma iluminacéo
de 40 lux. Os animais foram entéo colocados individualmente no centro do labirinto e por
5 minutos foram gravados os seus movimentos. Apoés as filmagens foi avaliado o tempo
em que cada animal permaneceu nos bracos abertos, bem como, o nimero de entradas
nos bracgos fechados, sendo considerada a entrada quando o animal ultrapassar com as
4 patas as delimitacdes de cada braco, o tempo que o animal passa no final dos bragos
abertos (end open arm exploration) e a frequéncia de afundamento da cabeca nos bracos
abertos (head dips). O aparato foi limpo apés cada teste com uma solucdo de alcool

etilico a 5% e seco.

3.5 TESTE DE TRANSICAO CLARO-ESCURO

Neste experimento, é utilizada uma caixa feita de madeira com as dimensdes de
48 x 24 x 27 cm. Esta caixa é dividida por uma porta (10 x 10 cm) através da qual os
animais podem atravessar os dois compartimentos que tem duas dimensdes iguais (24
x 24 x 27 cm). Assim, um desses compartimentos € pintado de branco e iluminado com

uma porcao de luz de 40 lux e o outro pintado de preto e ndo iluminado.

Este teste também avalia o comportamento de ansiedade nos animais. Ele foi
realizado de acordo com Vicente e Zangrossi (2014). Desta forma, durante o teste, os
ratos foram colocados com a face voltada para a porta que separa o0s dois
compartimentos. Logo apos a primeira transicdo para o compartimento escuro da caixa,

o comportamento do animal foi registrado por um periodo de 5 minutos, através de uma
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camera. Foi entdo quantificado o tempo total gasto pelo animal no compartimento claro
e 0 numero de transi¢cdes entre os dois compartimentos. Ao término de cada sesséo

teste, a caixa foi limpa com uma solucédo de etanol a 5%.

3.6 TESTE DE NATACAO FORCADA MODIFICADO

Este experimento avalia o comportamento do tipo depressivo nos animais
(CRYAN et al., 2002). Ele é uma modificacao do teste de Porsolt e colaboradores (1979).
Assim, os animais foram colocados individualmente para nadar em cilindros de plastico
(25 cm de diametro por 40 cm de altura contendo 30 cm de agua na temperatura de
22+1°C) por 15 minutos (sesséo pré-teste). Em seguida, os animais foram retirados e
submetidos a secagem com panos limpos e secos em uma caixa separada antes de

retornarem para suas caixas.

Vinte e quatro horas apds a sessado de pré-teste, os animais foram submetidos a
uma sessdo de 5 minutos de nado forcado (sesséo teste). Durante esta sessao, 0s
comportamentos avaliados foram: imobilidade do animal (exceto pequenos movimentos
necessarios para flutuar), natacdo (movimentos através do cilindro de plastico) e
escalada (movimento com as patas dianteiras na parede do cilindro na tentativa de sair
do mesmo). A cada 5 segundos de intervalo da sessao teste, foi registrado o
comportamento predominante: (1) imobilidade, (2) escalada ou (3) nado. Entre um animal
e outro, foi reposta agua limpa apds o cilindro ser limpo adequadamente. Apds cada
sessdo (pré-teste e teste), os animais foram removidos e submetido a secagem com

panos limpos e secos em uma caixa separada antes de retornarem para suas caixas.

3.7 TESTE DE CAMPO ABERTO

Este teste foi utilizado para avaliar a atividade locomotora dos animais. Para isso,

os animais foram colocados em uma arena retangular feita de madeira (50 cm de
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comprimento, 50 cm de largura e 63 cm de altura), cujo assoalho é dividido em 9 secc¢des.
O numero de cruzamentos entre essas seccbes e a frequéncia de levantamentos
(rearings) (movimento em que o animal fica em pé sobre as suas patas traseiras) foram
avaliados como parametro de atividade locomotora e exploratéria do animal. Todos os
animais (normoglicémicos e diabéticos) foram avaliados em sessdes experimentais no
campo aberto por 5 minutos. O campo aberto foi cuidadosamente limpo apés cada teste
com uma solucéo de alcool etilico a 5% e seco (DE MORAIS et al., 2014).

3.8 PREPARACAO DE FRACOES SUBCELULARES DE CEREBRO

O cortex pré-frontal e hipocampo de animais normoglicémicos e diabéticos foram
dissecados e homogeneizados em tampéao de fosfato de potassio (0.1 M, pH 6,5) a uma
diluicdo de 1:10. Uma parte deste homogeneizado foi usado para determinar 0s niveis
de glutationa reduzida (GSH) e outra parte foi centrifugada a 9000g por 20 minutos e 0

seu sobrenadante foi usado para determinar os niveis de LPO.

3.9 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH)

Os niveis de GSH foram determinados como descrito por Sedlak e Lindsay (1968).
100 pl de homogenato foi separado e misturado com 80 ul de acido tricloroacético a
12,5%. As amostras foram centrifugadas a 6.000 rpm (rotacdo por minuto) durante 15
min. Em uma microplaca de 96 pocos, foram adicionados 20 pl do sobrenadante com
280 pl de Tris-HCI e 5 pl de 5,5-ditiobis-(acido 2-nitrobenzéico) (DTNB) em metanol.
Estas etapas foram realizadas com as amostras mantidas a 4°C, com gelo. A
absorbancia foi medida por espectrofotometria a 415 nm com um leitor de microplacas
(BioTekSynergy HT, BioTek Instruments, Highland Park, VT, USA), e os valores foram
interpolados em uma curva padrao de GSH (0,375-3 ug) e expressos como pg/g de

tecido.
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3.10 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE PEROXIDAGCAO LIPIDICA (LPO)

A LPO foi medida seguindo-se o método de FOX ou xilenol laranja descrito por
Jiang e colaboradores (1991), com pequenas modificacBes. Este método quantifica a
formacdo de hidroperdxidos durante a peroxidacéo lipidica. Ele é baseado no principio
de que hidroperoxidos oxidam ferro a ion férrico e por sua vez este ion se liga ao corante
xilenol laranja. Primeiramente, 100 pl do sobrenadante foi suspenso em 100 ul de
metanol, agitado no voértex e centrifugado a 5000 rpm por 5 minutos a 4°C. Depois, 100
pl do sobrenadante foi adicionado em 900 pl do reagente FOX2 (regente de Wolff's; 4
mM de BHT, 250 mM de FeSO4, 250 mM de H2SO4, e 100 mM de xilenol laranja). As
amostras foram entédo agitadas no vortex e incubadas durante 30 minutos a temperatura
ambiente no escuro. A absorbancia foi lida a 560 nm utilizando um leitor de microplacas
(BioTekSynergy HT, BioTek Instruments, Highland Park, VT, USA), e os valores

expressos em [hidroperéxidos] nmoL. min-t/ mg de tecido.

3.11 TESTE DE DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

O teste de DPPH € usado para avaliar a atividade de compostos para eliminar in
vitro radicais livres, avaliando sua capacidade antioxidante. Assim, ele foi realizado para
analisar se o acido galico e a flouxetina (utilizada como controle positivo) possuem

propriedades antioxidantes.

Este teste foi realizado seguindo-se os protocolos descritos por Blois (1958) e
Chen e colaboradores (2004), com pequenas modificacdes. Diferentes concentracdes
do &cido galico e fluoxetina (1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000 pug/ml) foram misturadas com
a solucédo metanolica de DPPH. O acido ascérbico (50 ug/ml) foi utilizado como controle
positivo e agua destilada como controle negativo. A absorbancia foi medida a 517 nm
utilizando-se um leitor de microplacas (BioTek Synergy HT, BioTek Instruments, Highland
Park, VT, USA).
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3.12 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

ApOs a confirmacédo da diabetizacdo, os animais diabéticos foram divididos em 5
grupos:

Grupo 1 - animais tratados com 0 AG na dose de 10 mg/kg (DBT-AG10),
Grupo 2 - animais tratados com 0 AG na dose de 20 mg/kg (DBT-AG20),
Grupo 3 - animais tratados com 0 AG na dose de 40 mg/kg (DBT-AG40),
Grupo 4 - animais tratados com fluoxetina (DBT-FLX) na dose de 10 mg/kg e
Grupo 5 - animais tratados com veiculo salina (DBT-VEH).

Um grupo de animais normoglicémicos tratados com veiculo (NGL-VEH) também foi

feito, tendo-se um total de 6 grupos (n= 6 — 8/grupo).

Os testes comportamentais foram iniciados apos 28-30 dias da inducédo do
diabetes com a injecéao de estreptozotocina (quarta semana). O tratamento crénico com
AG (diferentes doses), fluoxetina ou veiculo foi iniciado apds 7 dias da diabetizacéo
durando 23 dias. Também foi avaliado, para controle positivo dos efeitos ansiolitico e
antidepressivo, o efeito do tratamento prolongado com a fluoxetina. Os testes
comportamentais foram realizados sempre uma hora apos a administracao das drogas -

AG (em diferentes doses), fluoxetina ou veiculo.

No 28° dia foi feito o teste do LCE e teste de TCE. No dia seguinte (29° dia), a
sessdo pré-teste do TNF foi realizada, sendo que no 30° dia foi realizado o teste de
campo aberto seguido do TNF. Apds o ultimo teste, os animais foram eutanasiados e o
hipocampo e coértex pré-frontal dissecados para as andlises de parametros relacionados

ao estresse oxidativo.
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FIGURA 1. Delineamento Experimental.

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Os testes de Kolmogorov-Smirnov e Levene foram inicialmente utilizados para
garantir que os dados satisfizessem os critérios para a realizacao de testes paramétricos.
Quando os critérios foram aceitos, os resultados foram relatados como média * erro
padrao da meédia (EPM). Os dados foram analisados pelo teste t de Student a fim de
avaliar se ha diferenca significativa entre o grupo de animais normoglicémicos e
diabéticos tratados com veiculo, e pela analise de variancia (ANOVA) de uma via com
os tratamentos (diferentes grupos de tratamento) como um unico fator independente.
Quando apropriados, testes de Newman-Keuls foram utilizados para analises post-hoc.

As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
4 RESULTADOS
4.1 TESTE DE LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

O teste t de Student mostrou que animais diabéticos tratados com veiculo

possuem uma diminui¢do significativa de tempo de permanéncia nos bragos abertos
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guando comparados aos animais normoglicémicos (FIGURA 2A; p<0,05). Entre os
animais que foram tratados com o acido géalico, a ANOVA de uma via seguida pelo teste
post hoc de Newman Keuls mostrou que apenas na dose de 10 mg/kg observou-se uma
diferenca significativa (p<0,05). Ja nos animais que foram tratados com a fluoxetina n&o
se observou uma diferencga significativa no tempo de permanéncia nos bracos abertos
em comparacdo ao grupo DBT-VEH. No numero de entradas nos bragos fechados
(FIGURA 2B) nao houve uma diferenca significativa entre todos os grupos.
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FIGURA 2. Efeito do tratamento prolongado com acido gélico (AG, 10, 20 ou 40 mg/kg), fluoxetina (FLX,
10 mg/kg) ou veiculo (VEH) em animais normoglicémicos (NGL) ou diabéticos (DBT) sobre o (A) tempo de
permanéncia nos bragos abertos e (B) o numero de entradas nos bragcos fechados. Valores estédo
representados em média = EPM; n= 6 — 8; *p<0.05 comparado ao NGL-VEH; #p<0.05 comparado ao DBT-
VEH.

As andlises estatisticas sobre as medidas etolégicas demonstraram que 0s
animais DBT-VEH apresentaram menor tempo de exploracdo no fim do braco aberto
(FIGURA 3A; p<0,05) e menor frequéncia de afundamento da cabeca no braco aberto
(FIGURA 3B; p<0,05) quando comparados aos animais NGL-VEH. J4 nos animais
diabéticos que receberam tratamento, apenas o grupo tratado com a dose de 10 mg/kg
de acido galico obteve um aumento significativo tanto no tempo de exploragéo no fim do
braco aberto (p<0,05) quanto na frequéncia de afundamento da cabeca no brago aberto
(p<0,05) em relacéo ao grupo DBT-VEH. Nos grupos que receberam as outras doses do

acido gélico e a fluoxetina ndo houve diferenca significativa nestes parametros.
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FIGURA 3. Efeito do tratamento prolongado com &cido gélico (AG, 10, 20 ou 40 mg/kg), fluoxetina (FLX,
10 mg/kg) ou veiculo (VEH) em animais normoglicémicos (NGL) ou diabéticos (DBT) sobre o (A) tempo
gue o animal passa no final dos bragos abertos e (B) nimero de afundamentos da cabeca. Valores estao
representados em média = EPM; n= 6 — 8; *p<0.05 comparado ao NGL-VEH; #p<0.05 comparado ao DBT-
VEH.

4.2 TESTE DE TRANSICAO CLARO-ESCURO

A figura 4A mostra que, assim como no teste do LCE, os animais do grupo DBT-
VEH apresentaram uma reducdo significativa do tempo de permanéncia no
compartimento claro quando comparados aos animais NLG-VEH (p<0,05). Neste teste,
apenas o0s animais do grupo DBT-AG10 permaneceram significativamente mais tempo
no compartimento claro quando comparados com o0s animais do grupo DBT-VEH
(p<0,05), indicando um efeito do tipo ansiolitico. Com relacdo ao nimero de cruzamentos
entre os dois compartimentos, demonstrado na figura 4B, ndo houve diferenca

significativa entre os grupos analisados.
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FIGURA 4. Efeito do tratamento prolongado com &cido gélico (AG, 10, 20 ou 40 mg/kg), fluoxetina (FLX,
10 mg/kg) ou veiculo (VEH) em animais normoglicémicos (NGL) ou diabéticos (DBT) sobre o (A) tempo de
permanéncia no compartimento claro e (B) nimero de cruzamentos entre os compartimentos claro e
escuro. Valores estdo representados em média + EPM; n= 6 — 8; *p<0.05 comparado ao NGL-VEH;
#p<0.05 comparado ao DBT-VEH.

4.3 TESTE DE NATACAO FORCADA MODIFICADO

No TNF, os animais do grupo DBT-VEH apresentaram uma diferenca significativa
em relacdo aos animais normoglicémicos, eles obtiveram maior frequéncia de
imobilidade (FIGURA 5A, p<0,05) e menor frequéncia de escala e natacdo (FIGURA 5B
e 5C, p<0,05). No entanto, ndo houve uma diferenca significativa nos animais diabéticos
tratados com acido galico (em todas as doses), em comparacdo com o0s diabéticos
tratados com veiculo, tanto na frequéncia de imobilidade como nas frequéncias de
natacdo e escala. Houve uma diferenca significativa apenas no grupo de animais
tratados com a fluoxetina, em comparacéo com o grupo DBT-VEH (p<0,05). O tratamento
com a fluoxetina levou a uma reducdo na frequéncia de imobilidade dos animais
(FIGURA 5A) além de um aumento na sua frequéncia de natagdo (FIGURA 5B), mas

sem alteracgédo significativa na sua frequéncia de escala (FIGURA 5C).
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FIGURA 5. Efeito do tratamento prolongado com acido gélico (AG, 10, 20 ou 40 mg/kg), fluoxetina (FLX,
10 mg/kg) ou veiculo (VEH) em animais normoglicémicos (NGL) ou diabéticos (DBT) sobre a (A) frequéncia
de imobilidade, (B) frequéncia de natacado e (C) frequéncia de escalada. Valores estdo representados em
média £ EPM; n= 6 — 8; *p<0.05 comparado ao NGL-VEH; #p<0.05 comparado ao DBT-VEH.

4.4 TESTE DE CAMPO ABERTO

O resultado da frequéncia de cruzamentos (FIGURA 6A) e de levantamentos
(FIGURA 6B) no teste de campo aberto mostrou que, em comparagao aos animais NGL-
VEH, os animais DBT-VEH tiveram uma reducao tanto na frequéncia de cruzamentos

(p<0,05) quanto na frequéncia de levantamentos (p<0,05), porém ndo houve uma
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diferenca significativa entre os grupos de animais diabéticos tratados com veiculo, acido

galico (todas as doses) e fluoxetina.
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FIGURA 6. Efeito do tratamento prolongado com &cido galico (AG, 10, 20 ou 40 mg/kg), fluoxetina (FLX,
10 mg/kg) ou veiculo (VEH) em animais normoglicémicos (NGL) ou diabéticos (DBT) sobre a (A) frequéncia
de cruzamentos dos quadrantes do aparato do teste de campo aberto e (B) frequéncia de levantamentos.

Valores estdo representados em média = EPM; n= 6 — 8; *p<0.05 comparado ao NGL-VEH.

4.5 GLICEMIA E GANHO DE PESO

Tanto na glicemia (FIGURA 7A), quanto no ganho de peso (FIGURA 7B), animais
DBT-VEH apresentaram um aumento significativo da glicemia (p<0,05) e reducao do
ganho de peso (p<0,05) quando comparados aos animais normoglicémicos. Ja entre os
animais diabéticos tratados, ndo houve diferenca significativa em nenhuma das doses
de &cido galico empregada ou de fluoxetina, em comparacdo aos diabéticos tratados

com veiculo.
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FIGURA 7. Efeito do tratamento prolongado com &cido gélico (AG, 10, 20 ou 40 mg/kg), fluoxetina (FLX,
10 mg/kg) ou veiculo (VEH) em animais normoglicémicos (NGL) ou diabéticos (DBT) sobre a (A) glicemia
e (B) ganho de peso. Valores estédo representados em média + EPM; n= 6 — 8; *p<0.05 comparado ao
NGL-VEH.

4.6 ESTRESSE OXIDATIVO

As analises de estresse oxidativo (LPO e GSH) foram feitas no hipocampo e
cortex pré-frontal dos animais dos seguintes grupos: NGL-VEH, DBT-VEH, DBT-FLX,
DBT-AG10 e DBT-AGA40.

4.6.1 PEROXIDACAO LIPIDICA

A analise de LPO mostrou que os animais DBT-VEH possuem um aumento
significativo no nivel de peroxidacéo lipidica no HIP (p<0,05) e CPF (p<0,05) quando
comparados aos animais NLG-VEH. Com relagéo aos animais tratados com acido galico,
apenas na dose de 10mg/kg houve uma reducgéo significativa da peroxidacao lipidica
nestas duas areas cerebrais (FIGURA 8A e 8B; p<0,05). O tratamento com a fluoxetina
nao levou a uma reducéao significativa da LPO no HIP (FIGURA 8A) e nem no CPF
(FIGURA 8B).
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FIGURA 8. Efeito do tratamento prolongado com acido galico (AG, 10 ou 40 mg/kg), fluoxetina (FLX, 10
mg/kg) ou veiculo (VEH) em animais normoglicémicos (NGL) ou diabéticos (DBT) sobre os niveis de
peroxidagao lipidica (LPO, [hidroperéxidos] por nmoL. min-1/ mg de tecido) no (A) hipocampo e (B) cortex
pré-frontal. Valores estdo representados em média + EPM; n= 6 — 8; *p<0.05 comparado ao NGL-VEH,;

#p<0.05 comparado ao DBT-VEH.

4.6.2 GLUTATIONA REDUZIDA

Os resultados mostram que os animais do grupo DBT-VEH exibem uma reducéo
no nivel de GSH tanto no HIP (FIGURA 9A; p<0,05) quanto no CPF (FIGURA 9B; p<0,05)
guando comparados aos animais NGL-VEH. No entanto, sé o tratamento com o acido
galico na dose de 10mg/kg preveniu a reducdo do nivel de GSH nestas duas areas do
cérebro (FIGURA 9A e 9B; p<0,05). Ja no tratamento com a fluoxetina (10 mg/kg) ndo
houve a reducdo desse nivel de modo significativo no HIP e CPF (FIGURA 9A e 9B,

respectivamente).
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FIGURA 9. Efeito do tratamento prologado com &cido galico (AG, 10 OU 40 mg/kg), fluoxetina (FLX, 10
mg/kg) ou veiculo (VEH) em animais normoglicémicos (NGL) ou diabéticos (DBT) sobre o nivel de GSH
(ug/g de tecido) no (A) hipocampo e (B) cortex pré-frontal. Valores estdo representados em média + EPM;

n= 6 — 8; *p<0.05 comparado ao NGL-VEH.

4.6.3 TESTE DE DPPH

A ANOVA de uma via seguida pelo teste de Newman Keuls revelou que no teste
de DPPH apenas o acido galico possui uma atividade de eliminacao de radicais livres
mesmo nas suas concentracdes mais baixas (FIGURA 10A; p<0,05). Ja a fluoxetina
(FIGURA 10B), ndo possui uma atividade de eliminacéo de radicais livres apresentando
nas suas diferentes concentracdes niveis de absorbancia com valores muito préximos e

até maiores do que o do controle negativo utilizado no teste.
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(controle positivo) sobre a atividade de elimina¢&o de radicais livres no teste de DPPH. O teste foi realizado

em triplicata. Valores estédo representados em média + EPM; ***p<0.05 comparado ao grupo agua.

5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho confirmaram dados do laboratério
mostrando que os animais diabéticos exibem um comportamento do tipo ansiogénico
mais pronunciado nos dois testes de ansiedade empregados neste estudo - LCE e TCE.
Na mesma direcdo deste efeito do tipo ansiogénico, demonstrou-se pela primeira vez
gue esses mesmos animais apresentaram no LCE, quando comportamentos etoldgicos
de ansiedade foram avaliados, um menor tempo gasto na exploracdo do fim do braco
aberto e um menor nimero de afundamentos da cabeca no braco aberto, indicativo de
um efeito ansiogénico. Também se observou que o tratamento com o acido galico, na
dose de 10 mg/kg, foi capaz de produzir um efeito ansiolitico nos animais diabéticos
tratados que foram analisados nestes testes de ansiedade. Eles apresentaram um
aumento significativo no tempo de permanéncia nos bracos abertos (LCE) e
compartimento claro (TCE) além de ter um aumento no tempo gasto na exploragédo do

fim do brago aberto e um maior nimero de afundamentos da cabeca (LCE). Porém, no
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tratamento com acido galico em todas as doses administradas (10, 20 e 40 mg/kg) nao
se obteve um efeito antidepressivo no TNF, os animais tratados apresentaram aumento
da frequéncia de imobilidade e diminuicdo da frequéncia de escalada e natacdo
semelhante ao que foi observado nos animais DBT-VEH. No entanto, este composto foi
capaz de produzir um efeito neuroprotetor e antioxidante (corroborado pelo teste de
DPPH) tanto no HIP quanto no CPF dos animais diabéticos, reduzindo os niveis de LPO
e aumentando os niveis de GSH nessas areas cerebrais, diferentemente do que foi

observado nos animais DBT-VEH.

5.1 ANSIEDADE

O labirinto em cruz elevado é um dos testes sobre a ansiedade mais utilizados na
pesquisa pré-clinica (SORREGOTTI et al., 2013). Este teste é derivado da observacéo
inicial de que, em um labirinto que consiste de bracos abertos e fechados, ratos mostram
mais tempo de exploracéo nos bracos fechados e normalmente evitam aqueles bracos
sem paredes (bracos abertos) (PELLOW et al., 1985). Assim, a motivacao para ficar em
um espaco protegido, é naturalmente associada com seguranca e se opde a motivacao
para explorar um espaco desprotegido, que é naturalmente associada a possivel ameaca
e perigo, o que faz o animal passar por um “avoidance/approach conflict’” (ENNACEUR
& CHAZOT, 2016). Usando um tipo de labirinto similar (labirinto em X), os autores
Handley e Mithani (1984) confirmaram que ndo s6 os ratos evitam os bracos abertos,
como também demonstraram que esse ato de evitar estes bragos é reduzido quando os
animais foram tratados com diazepam (um ansiolitico) e aumentado com picrotoxina (um
agente ansiogénico). Pellow e colaboradores (1985) obtiveram um resultado semelhante
no LCE utilizando diazepam e ioimbina (ansiogénico). Deste modo, os indices primarios
de ansiedade neste teste sdo considerados de natureza espaco-temporal (tempo gasto
nos bracos abertos e numero de entradas nos bracos fechados), porém andlises
etolégicas (tempo de exploracdo do fim do brago aberto e nimero de afundamentos da
cabeca) também podem ser analisadas neste contexto indicando o comportamento
exploratoério do animal (RODGERS et al., 1997).
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O outro teste de ansiedade usado no presente estudo, o teste de transicéo claro-
escuro, foi desenvolvido antes do LCE por Crawley e Goodwin (1980). Ele é baseado na
averséo natural dos roedores para locais com luz brilhante (compartimento claro) e gera
um conflito inerente entre 0 comportamento exploratério do animal e sua aversao ao
compartimento iluminado. O tratamento com ansioliticos tais como benzodiazepinicos,
aumenta o tempo que o animal gasta no compartimento claro, assim como o nimero de

transicOes entre os dois compartimentos (claro e escuro) (CAMPOS et al., 2013).

Em relacdo aos dados mostrando o comportamento do tipo ansiogénico mais
pronunciado nos animais diabéticos, importante ressaltar que estes corroboram com
outros estudos demonstrando também um comportamento do tipo ansiogénico mais
pronunciado nesses animais (CAN et al. 2011; AKSU et al. 2012; ATES et al. 2014;
GUPTA et al. 2014, GAMBETA et al., 2015). Isto pode ser devido ao impacto que o
diabetes provoca no sistema nervoso central (ROWLAND & BELLUSH, 1989;
MAGARINOS & MCEWEN, 2000; REVSIN & KLOET, 2009). A hiperglicemia persistente
estad associada a desregulacdo dos sistemas de neurotransmissores, inflamacao do
cérebro, superatividade do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal associado a um aumento
dos niveis de glicocorticoides circulantes e aumento no estresse oxidativo (PITOCCO et
al. 2010; ZANOVELI et al. 2016). Assim, a fim de melhor compreender o envolvimento
do estado hiperglicémico produzido pelo diabetes, no aumento do estresse oxidativo que
leva a um comportamento de ansiedade, o efeito do tratamento prolongado com acido
galico, um antioxidante, foi investigado nestes testes.

Os resultados mostraram que o tratamento prolongado com acido galico induziu
um efeito do tipo ansiolitico apenas em animais diabéticos tratados com a dose de 10
mg/kg. Geralmente, animais tratados com compostos ansioliticos como
benzodiazepinicos (diazepam, por exemplo) passam significativamente mais tempo
explorando os bracos abertos quando comparados com 0s animais controles tratados
com veiculo (PELLOW et al., 1985). Deste modo, os animais tratados na menor dose do
acido galico obtiveram um maior tempo gasto nos bracos abertos (FIGURA 2A) e no
compartimento claro (FIGURA 4A), além de apresentarem um aumento em seu
comportamento exploratdrio por terem um maior tempo gasto na exploracéo do fim do

braco aberto (FIGURA 3A) e aumento no nimero de afundamentos da cabeca (FIGURA
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3B) no teste do LCE. No entanto, com o acido gélico administrado nas doses de 20 e 40
mg/kg ndo se obteve um efeito significativo em comparacdo com o animal diabético
controle tanto nos resultados de avaliacdo das medidas tradicionais de ansiedade
avaliadas nos testes (FIGURAS 2A, 2B, 4A e 4B), como nos resultados das andlises de
parametros etologicos avaliadas no teste do LCE (FIGURAS 3A e 3B).

Com relagéo a fluoxetina, que foi utilizada como controle positivo nos dois testes
de ansiedade, ndo houve uma resposta significativa em nenhum parametro de ansiedade
(FIGURAS 2A, 2B, 4A e 4B) ou etologico (FIGURAS 3A e 3B) avaliado. Os
antidepressivos, particularmente aqueles pertencentes a classe dos inibidores seletivos
da recaptacdo de serotonina (ISRS), como a fluoxetina, sdo também aprovados e
recomendados para o tratamento de muitos dos tipos de transtornos de ansiedade em
pacientes que possuem ou ndo depressdo (SCHOEVERS et al., 2008). O papel da
serotonina (5-HT) na ansiedade € complexo, mas por serem usados 0s ISRSs para o
seu tratamento, isto implica que os modelos animais de ansiedade deveriam ser
sensiveis aos ISRSs e a outros antidepressivos, para que eles tivessem uma boa
validade preditiva. No entanto, de acordo com uma revisao de Borsini e colaboradores
(2002), os resultados com ISRSs, em diferentes espécies de roedores e doses utilizadas
(tratamento cronico e/ou agudo) no teste de LCE sé&o inconsistentes. Tanto um efeito
ansiogénico como nenhum efeito ja foram descritos. O mesmo acontece no teste de TCE,
nao ha resultados claros com a administracao de varios tipos de ISRSs, pois eles podem
induzir efeito ansiogénico, ansiolitico ou nenhum efeito (SANCHEZ & MEIER, 1997;
KSHAMA et al. 1990; SILVA et al., 1999; SILVA & BRANDAO, 2000; ROBERT et al.,
2011).

Segundo Bourin (2015), os efeitos paradoxais da manipulacdo de 5-HT em
modelos animais tém sido atribuidos tanto ao reconhecimento de que esses modelos
refletem diferentes mecanismos neurobioldgicos, como a multiplos receptores de 5-HT
localizados tanto pré ou pés-sinapticamente que possuem diferentes funcdes em varios
aspectos da ansiedade. A existéncia de varios receptores de 5-HT e a falta de ligantes
com seletividade suficiente para esses receptores tornam dificil determinar
inequivocadamente se um Unico subtipo de receptor da 5-HT modula uma resposta

biolégica particular, ou esté criticamente envolvido em uma funcéo especifica do cérebro.
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Por isso, o papel especifico da 5-HT em varios aspectos da ansiedade e em diferentes
tipos de modelos animais ainda é em grande parte desconhecido. O autor enfatiza que
por este motivo os compostos moduladores da serotonina séo particularmente propensos
a resultados discrepantes no LCE, o que pode ser explicado pelo teste detectar multiplos
efeitos de drogas que interagem com o sistema da 5-HT. Assim, de acordo com Borsini
(2002), o teste do LCE nao tem validade preditiva como um modelo animal para medir
os efeitos ansioliticos de varios compostos antidepressivos usados no tratamento da
ansiedade e de acordo com Griebel e colegas (1997), a sensibilidade deste teste é
limitada a compostos benzodiazepinicos que sao relacionados com a¢do em receptores
GABA-A (compostos GABAérgicos). Com relacdo ao teste TCE, Borsini (2002) conclui
gue a validade preditiva desse modelo animal € semelhante ao do LCE, sendo ele
também sensivel somente a ag&o ansiolitica de benzodiazepinicos.

Ademais, ndo houve diferenca significativa tanto no niamero de entradas nos
bracos fechados no teste de LCE (FIGURA 2B) e numero de cruzamentos entre o0s
compartimentos claro e escuro no teste de TCE (FIGURA 4B), esses dois parametros
também séo utilizados para avaliar a atividade locomotora dos animais. Desta maneira,
de acordo com estes resultados, ndo ha diferenca estatistica na atividade locomotora
dos animais diabéticos quando comparados aos normoglicémicos.

Ainda é incerto o mecanismo de acdo do acido galico. Os benzodiazepinicos
potencializam os efeitos do acido gama-aminobutirico (GABA) e eles fazem isso através
de uma acado nos receptores benzodiazepinicos sendo entdo capazes de produzir um
efeito calmante, diminuindo a ansiedade, relaxando os musculos e aliviando os sintomas
de excitacdo relacionados com o medo do corpo (por exemplo, coracdo acelerado e
tremores) (STARCEVIC, 2012). Neste sentido, ha estudos que tentam descobrir um
possivel mecanismo de acdo para a acao ansiolitica do acido galico. Singh e
colaboradores (2013) propdem que como ele apresenta efeitos ansioliticos no teste de
LCE e TCE e estes sdo semelhantes aos efeitos do diazepam (maior tempo gasto nos
bracos abertos e compartimento claro), um possivel mecanismo de acdo dessa droga
pode ser postulado através de suas propriedades GABAérgicas. No entanto, Mansouri e
colegas (2014) sugerem que os efeitos ansioliticos do acido galico sdo principalmente

mediados via sistema serotoninérgico. Eles observaram que os efeitos ansioliticos deste
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composto foram antagonizados pelo WAY-100635, um antagonista seletivo do receptor
de serotonina 5-HT1A, e antagonizados apenas parcialmente pelo flumazenil, um
receptor antagonista GABA-benzodiazepinico. Deste modo, mais estudos ainda sao
necessarios para elucidar os mecanismos detalhados da agéo do efeito ansiolitico do

acido gélico.

5.2 DEPRESSAO

7

O teste de natacdo forcada é muito utilizado para avaliar potenciais drogas
antidepressivas. Ele foi descrito por Porsolt (1979), e € baseado na observacéo de que
ratos quando forcados a nadar em um espaco restrito, acabam parando de lutar
entregando-se as condicbes experimentais. Esta condicdo de “desespero
comportamental” € considerada um comportamento do tipo depressivo sendo utilizado
para avaliar varias drogas antidepressivas. Assim, quando tratados com antidepressivos
entre as sessbes de pré-teste e teste, 0os animais persistem ativamente em
comportamentos de escape por periodos mais longos de tempo do que os animais
tratados com veiculo. O teste de natacdo forcada modificado descrito por Cryan e
colaboradores (2002) foi utilizado neste trabalho, ele baseia-se no teste de Porsolt
(1979), porém a sensibilidade do teste € aumentada de modo que uma analogia entre
respostas comportamentais ativas (natacdo e escalada) e passiva (imobilidade) podem
ser feitas também com neurotransmissores.

Neste sentido, foram analisados os comportamentos de escalada, definida como
0s movimentos de subida e descida nas patas da frente ao longo do cilindro com agua,
0S comportamentos de natacdo, ou seja, movimento geralmente horizontal em todo o
cilindro, que também inclui a passagem para outro quadrante e os de imobilidade, que é
definida, como no teste de Porsolt tradicional, quando nenhuma atividade adicional é
observada diferente do que 0 necessério para manter a cabec¢a do rato acima da agua.
Esses movimentos foram observados a cada 5 segundos e sua frequéncia anotada para
avaliacdo. Deste modo, o grande avanco do TNF modificado é que ele permite a analogia

entre neurotransmissores e comportamento; ou seja, agentes que aumentam a
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disponibilidade de dopamina/noradrenalina diminuem a imobilidade com um
correspondente aumento no comportamento de escalada, enquanto que 0s compostos
serotoninérgicos, tais como os ISRSs, diminuem também a imobilidade, mas aumentam
0 comportamento de natagao.

Como esperado, este trabalho demonstrou que animais normoglicémicos
possuem esse “desespero comportamental” ou comportamento do tipo depressivo
guando aumentam a sua frequéncia de imobilidade. De acordo com outros estudos
(GOMEZ & BARROS, 2000; WAYHS et al., 2010; CALETTI et al., 2012; DE MORAIS et
al., 2014), os resultados obtidos neste teste mostram que animais diabéticos exibem um
comportamento do tipo depressivo ainda mais pronunciado quando comparado com 0s
animais normoglicémicos. Eles tiveram uma maior frequéncia de imobilidade (FIGURA
5A), além de uma menor frequéncia de natacédo (FIGURA 5B) e escalada (FIGURA 5C),
evidenciando ainda mais seu comportamento do tipo depressivo.

O grupo de animais tratados com fluoxetina, controle positivo, apresentaram o
resultado esperado de acordo com Cryan e colaboradores (2002) para antidepressivos
do tipo ISRSs. O tratamento com a fluoxetina, diminuiu a frequéncia de imobilidade
(FIGURA 5A), aumentando a frequéncia de natacdo (FIGURA 5B) destes animais
guando comparados aos animais DBT-VEH. Apenas na frequéncia de escala (FIGURA
5C) néo se obteve uma mudanca significativa. Assim, o tratamento com a fluoxetina
proporcionou um efeito antidepressivo nestes animais diabéticos.

Com relacéo ao efeito antidepressivo do acido galico, Chhillar e Dhingra (2012)
observaram-no em camundongos, submetidos ao modelo de depresséao de estresse leve
imprevisivel (unpredictable mild stress). No entanto, o tratamento com acido gélico feito
no presente estudo néo foi capaz de alterar os parametros analisados. Aqui, importante
ressaltar que esses animais eram animais diabéticos. Ou seja, assim como os DBT-VEH,
0s animais diabéticos tratados com a droga obtiveram maior frequéncia de imobilidade
(FIGURA 5A) e menor frequéncia de natacdo (FIGURA 5B) e escalada (FIGURA 5C),

indicando comportamento do tipo depressivo desses animais.

5.3 ATIVIDADE LOCOMOTORA
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O numero de cruzamentos e a frequéncia de levantamentos séo utilizadas como
medidas de locomoc¢éo e também de comportamento exploratorio do animal (ESPEJO,
1997). Assim, quando avaliados no teste de campo aberto, os animais diabéticos
exibiram uma diminuicdo de mobilidade e do comportamento exploratério quando
comparados aos animais normoglicémicos (FIGURAS 6A e 6B). Os animais DBT-VEH
apresentaram uma diminuicdo significativa tanto na frequéncia de cruzamentos quanto
na de levantamentos e entre os grupos de ratos diabéticos tratados com fluoxetina e
diferentes doses do acido gélico, ndo houve uma mudanca significativa da mobilidade
comparando-se com os animais DBT-VEH.

Os resultados obtidos com animais diabéticos no TCA s&o contraditérios. Ha
estudos mostrando que né&o ha uma alteracéo significativa da mobilidade do animal
diabético quando comparado ao animal normoglicémico (DE MORAIS et al., 2014;
GAMBETA et al., 2015). E, no entanto, ha outros que observaram uma reducao da
mobilidade em animais diabéticos (HAIDER et al., 2012; REDIVO et al., 2015). Esta
diferenca pode ser devida tanto ao tempo da condicdo diabética induzida no animal como
ao diferente tipo de tratamento recebido por ele. Neste trabalho, o acido galico nao
alterou significativamente a atividade locomotora dos animais diabéticos tratados com
relacdo ao DBT-VEH sugerindo-se que seu efeito ndo esta associado a nenhum efeito

locomotor.

5.4 GANHO DE PESO E GLICEMIA

Como um modelo de diabetes tipo 1, jA estd bem estabelecido que a
administragcao de STZ tem como resultado a toxicidade das células 3 pancreaticas, o que
leva ao surgimento dos sinais clinicos do diabetes (RADENKOVIC et al., 2016). Assim,
a acdo da STZ é acompanhada pelo aumento dos niveis de glicose sanguinea e reducao
do ganho de peso, o que foi observado nos resultados obtidos dos animais DBT controle
comparados aos animais NGL neste trabalho. O tratamento prolongado com acido galico,

em todas as doses utilizadas, ndo foi capaz de induzir mudancgas significativas na
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reducdo da glicemia (FIGURA 7A) e no ganho de peso (FIGURA 7B) como ja foi
observado por outros estudos utilizando o mesmo composto (LATHA & DAISY, 2011;
PUNITHAVATHI et al., 2011 e STANELY et al., 2011). Uma das hipéteses para esta
diferenca pode ser devido a diferente concentragdo de STZ utilizada na inducdo do
diabetes, neste trabalho foi utilizada uma dose de 60 mg/kg, enquanto que nos outros
foram utilizadas doses de 40 mg/kg a 50 mg/kg. Observou-se que a glicemia dos animais
gue receberam essa dose maior de STZ chegou a ser superior a 600 mg/dL, um valor
muito mais elevado do que o observado nos estudos desses outros autores onde o valor
maximo de glicemia observado foi de mais ou menos 370 mg/dL. No tratamento com a
fluoxetina também néo se obteve mudancas significativas nestes parametros (FIGURAS
7A e 7B).

5.5 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio nas reacdes celulares de
reducdo e oxidacao resultando em um aumento de espécies reativas de oxigénio e de
nitrogénio (ERONS) e/ou diminuicdo na defesa de antioxidantes (GASPAROVIC et al.,
2010). Assim, existem evidéncias de que a hiperglicemia causa a producdo de ERONSs,
levando a um aumento do estresse oxidativo em varios tecidos (EVANS et al., 2002;
FARDOUN, 2007; DE MORAIS et al., 2014). A hiperglicemia persistente (ndo tratada ou
descompensada) promove o0 estresse oxidativo, que é a base das principais
complicacBes do diabetes, tais como aterosclerose, nefropatia, retinopatia e neuropatia,
devido a incapacidade destes tecidos lidarem com niveis mais elevados de glicose no
interior das células (GIACCO & BROWNLEE, 2010), isto afeta todas as macromoléculas
celulares, incluindo o DNA causando mutacdes, proteinas, levando a sua inativacao e
lipideos causando a peroxidacéo lipidica (GASPAROVIC et al., 2010). Neste sentido, o
sistema nervoso central € muito vulneravel ao aumento do estresse oxidativo. O cérebro
necessita de uma grande quantidade de oxigénio, o que consequentemente promove a

formacdo de radicais livres de oxigénio e EROs. Além disso, ele possui modestas
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defesas antioxidantes e uma constituicdo rica em lipidios. (BOUAYED et al., 2009;
KANAZAWA et al., 2016).

A LPO é uma parte crucial do estresse oxidativo. Ela compreende varias reacfes
em cadeia permitindo a propagacdo dos danos causados pelas ERONs, para
macromoléculas (proteinas, acidos nucleicos e lipidios) (GASPAROVIC et al., 2010).
Deste modo, os elevados niveis de LPO séo atribuidos ao aumento de ERONs, ademais
ela afeta a integridade celular somente quando os mecanismos antioxidantes ndo séo
mais capazes de lidar com a geracdo de radicais livres (ANWER et al., 2012). Neste
contexto, os resultados deste trabalho demostraram que os animais diabéticos possuem
um aumento de LPO no HIP e no CPF (FIGURA 8A e 8B, respectivamente), e 0
tratamento com o acido galico, apenas na dose de 10 mg/kg, foi capaz de reduzir a LPO
nestas areas cerebrais, o0 que ajuda a corroborar a acdo de um mecanismo antioxidante
deste composto. De maneira surpreendente, o tratamento com o antidepressivo
fluoxetina néo foi capaz de reduzir os niveis de LPO tanto no HIP como no CPF (FIGURA

8A e 8B, respectivamente).

O GSH é conhecido por proteger o sistema celular contra os efeitos toxicos da
LPO. Neste sentido, ja foi proposto que os antioxidantes que mantém a concentracao de
GSH podem vir a restaurar os mecanismos de defesa celular, bloqueando a LPO e
ajudando a proteger o tecido contra danos oxidativos (ANWER et al., 2012). O GSH € o
principal antioxidante presente no cérebro (KANAZAWA et al., 2016). Assim, como
esperado, os resultados obtidos mostraram que os animais DBT-VEH apresentam no
HIP (FIGURA 9A) e CPF (FIGURA 9B), uma diminuicdo no nivel de GSH quando
comparados aos animais NGL-VEH. Este declinio no nivel de GSH pode ser devido a
geracao excessiva de radicais livres, pela exposicdo a STZ ou pelo alto nivel de glicose
(SHARMA et al., 2016). Logo, foi observado que o tratamento com o acido galico apenas
na menor dose administrada (10 mg/kg) foi capaz de aumentar significativamente esse
nivel nas duas estruturas cerebrais analisadas (FIGURA 9A e 9B). Porém, no tratamento
com a fluoxetina néo foi observado um aumento significativo do nivel de GSH no HIP e
nem no CPF (FIGURAS 9A e 9B).
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Os resultados obtidos demonstram que o acido gélico possui uma propriedade
antioxidante que ajudou na reducgao da LPO e no aumento do GSH no CPF e HIP dos
animais diabéticos. Esta propriedade também foi comprovada no teste de DPPH onde o
acido galico demonstrou atividade antioxidante com niveis significativamente mais
baixos de absorbancia do que o controle negativo (Agua) mesmo em suas menores
concentracfes (FIGURA 10A). Este teste € praticado rotineiramente para a avaliacdo da
eliminacdo de radicais livres de uma molécula com potencial antioxidante, sendo
considerado também um dos métodos padrdo para a avaliacdo de propriedades
antioxidantes de compostos puros. Ele se baseia no principio de que o DPPH, depois de
aceitar um atomo de hidrogénio de uma molécula (por exemplo, um antioxidante), é
reduzido, e a cor purpura da solucdo muda para amarelo, concomitante com uma
reducdo na sua absorbancia (MISHRA et al., 2012). Ademais, em conjunto com esta
acao antioxidante, também se encontra a acdo neuroprotetora do acido galico observada

no HIP e CPF pela diminuicdo do estresse oxidativo nestas areas cerebrais.

Com relacéo a fluoxetina, os resultados demonstram que o seu tratamento nao foi
capaz de produzir um efeito antioxidante nos animais diabéticos, pois ndo houve reducao
dos niveis de LPO e nem aumento dos niveis de GSH nas estruturas cerebrais
analisadas dos animais que receberam seu tratamento. Isto foi corroborado com o
resultado do teste de DPPH. Neste teste, a fluoxetina apresentou niveis de absorbancia
mais préximos do controle negativo utilizado (agua) (FIGURA 10B). No entanto, o seu
tratamento foi capaz de induzir um efeito antidepressivo nos animais diabéticos e ja foi
sugerido que este composto possui alguma atividade antioxidante e de neuroprotecao
(BILICI et al. 2001; KHANZODE et al. 2003; HERKEN et al. 2007; MORETTI et al., 2012).
Huether e Schuff-Werner (1996) propuseram que este efeito protetor pode ser devido ao
fato de que esta droga aumenta os niveis de serotonina. Outros autores relatam que a
fluoxetina sozinha promove a mudanca no estado antioxidante de animais nao-
estressados, o que significa que esse antidepressivo pode ndo alterar a defesa
antioxidante na auséncia de estresse oxidativo (DJORDJEVIC et al., 2011; NOVIO et al.,
2011). De acordo com Caiaffo e colaboradores (2016), isto sugere que a fluoxetina pode
ter um efeito antioxidante somente sobre condigbes de dano oxidativo e os beneficios

clinicos da sua administracdo estéo relacionados com as fun¢des de modulacao celular
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no sistema nervoso central e periférico, o que pode indicar que a fluoxetina tem seu efeito
antidepressivo agindo em diferentes mecanismos do que o acido galico, e eles ndo estédo
relacionados a diminuicdo do estresse oxidativo especificamente no SNC.

A diminuicdo das defesas antioxidantes e da capacidade antioxidante € comum
no diabetes, uma vez que a fisiopatologia da doenca é baseada no aumento do estresse
oxidativo devido a hiperglicemia. Sob condi¢des diabéticas, a hiperglicemia pode induzir
grandes quantidades de ERONSs, que sao responsaveis pela disfuncéo progressiva das
células B pancreaticas, piorando a resisténcia a insulina e promovendo uma maior
deficiénciarelativa de insulina. As células B, em particular, sdo muito sensiveis as ERONs
porque elas ndo possuem muita protecao antioxidante. Deste modo, o desequilibrio na
formacédo de ERONs pode também indiretamente danificar essas células, ativando uma
variedade de vias de sinalizacdo intracelular sensiveis ao estresse levando a mais
disturbios nos sistemas de defesa antioxidantes em diabéticos (ANWER et al., 2012;
PARK et al., 2016).

Como consequéncia disto, na presenca de um estresse oxidativo, a constituicao
rica em lipidios do cérebro favorece a peroxidacéao lipidica que ira resultar na diminuicao
da fluidez da membrana e danos em proteinas de membrana causando a inativacéo de
receptores, enzimas e canais de ions. Ademais, ele também pode causar alteracfes na
neurotransmisséao, na funcéo neuronal e na atividade total do cérebro (BOUAYED et al.,
2009). Como areas cerebrais importantes como o HIP e CPF sédo afetados por este
desequilibrio, e apesar de ndo se saber com certeza absoluta como isso acontece, 0
estresse oxidativo tem sido associado a varias doencas que comprometem o sistema
nervoso, como a ansiedade e a depressao. Assim sendo, trabalhos demonstraram que
a diminuicdo do estresse oxidativo causa um efeito ansiolitico e antidepressivo em
animais diabéticos (DESRUMAUX et al., 2005; BOUAYED et al. 2009; MICHEL et al.,
2012; DE MORAIS et al., 2014). No entanto, neste trabalho a atividade antioxidante do
acido galico nao foi capaz de produzir um efeito antidepressivo nos animais diabéticos
tratados, bem como a auséncia do efeito antioxidante da fluoxetina ndo interferiu no seu
efeito, que foi um efeito do tipo antidepressivo. Isto sugere que o aumento do estresse

oxidativo ndo € o unico mecanismo envolvido na depresséo relacionada ao diabetes e
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gue o surgimento da ansiedade em conjunto com esta doenca parece ser mais sensivel
a esse desequilibrio no sistema antioxidante natural. Neste sentido, como a hiperglicemia
ainda é responsavel por um aumento no estresse oxidativo, 0s antioxidantes podem ser
um caminho alternativo para o tratamento dessas comorbidades psiquiatricas ajudando
também em sua prevencao ou reducdo quando elas estdo associadas ao diabetes. Por
este motivo, compostos como o acido galico podem ajudar na protecdo das células
contra estes efeitos citotoxicos. Assim, a diminuicdo da peroxidacdo lipidica e
melhoramento na agédo de antioxidantes (como o GSH) pode ser um contribuinte para a

prevencao das complicacdes do diabetes e das doencas associadas a ele.

6 CONCLUSAO

O tratamento com o acido galico foi capaz de induzir um efeito ansiolitico nos
animais diabéticos. Isto pode ser devido a acdo neuroprotetora e antioxidante deste
composto que ajudou a melhorar os parametros de estresse oxidativo no hipocampo e
cortex pré-frontal desses animais. Porém, uma vez que todas as doses do acido galico
utilizadas no presente estudo nédo foram capazes de induzir uma reversdo do estado
depressivo e nem uma reversdo completa do comportamento do tipo ansiogénico dos
animais tratados, sugere-se que o estresse oxidativo ndo é o unico fator envolvido na
fisiopatologia dessas psicopatologias associadas ao diabetes. Pois, foi observado que o
tratamento com a fluoxetina induziu um efeito antidepressivo nos animais diabéticos sem
gue esse composto tivesse algum efeito antioxidante que levasse a uma alteracao ou
melhora nos parametros de estresse oxidativo analisados nestes animais. Assim, ainda
sd0 necessarios mais estudos para se obter uma melhor compreensdo e maior
conhecimento dos mecanismos fisiopatologicos que relacionam a depressdo e

ansiedade ao diabetes.
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