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RESUMO

O diabetes mellitus € uma doenca metabdlica que tem como principal
caracteristica a hiperglicemia cronica, causada pela deficiéncia na agdo e/ou
secrecdo do horménio insulina.O quadro diabético pode ainda ser agravado pela
ocorréncia de psicopatologias como os transtornos de ansiedade e o transtorno de
estresse pos-traumatico (TEPT). Devido as complicacdes, o tratamento é um dos
grandes desafios para as psicopatologias ligadas ao diabetes, pois muitos pacientes
se mostram resistentes e/ou refratarios as abordagens de primeira linha. Neste
aspecto, evidéncias apontam que o tratamento com drogas anticonvulsivantes, como
a pregabalina podem ser uma alternativa. A pregabalina se liga seletivamente a
subunidade a2 dos canais de calcio voltagem dependentes. Consequentemente, o
canal sofre uma alteracdo conformacional que reduz o influxo de célcio nos terminais
nervosos, diminuindo a liberacdo de neurotransmissores excitatorios. Devido a
auséncia de trabalhos investigando memoria aversiva e ansiedade em animais
diabéticos, o presente estudo teve como objetivo primeiramente avaliar em animais
normoglicémicos e diabéticos os efeitos do condicionamento aversivo contextual em
3 sessdes (sessdes - S1, S2 e S3), sendo que a ultima sessao (S3) ocorria 1
semana ap0s a S2. Em todas elas o tempo de congelamento (em segundos) foi
quantificado. Imediatamente apds a S3, os animais foram submetidos ao teste do
labirinto em cruz elevado (LCE) para avaliar parametros relacionados com a
ansiedade. Posteriormente, foi estudado o efeito de doses crescentes de
pregabalina (0, 30 e 100 mg/kg, i.p.) em animais diabéticos submetidos ao teste de
medo condicionado contextual e também no teste do LCE. Os resultados mostram
gue animais diabéticos possuem maior dificuldade na extincdo de meméria aversiva
(sessbes S2), sendo esta duradoura (S3), quando comparado com NGL.
Observamos ainda que animais diabéticos apresentaram uma resposta do tipo
ansiedade mais pronunciada, quando comparado com NGL. J& os NGL que foram
condicionados ao contexto com choque nas patas (COND) demonstraram
comportamento do tipo ansioso mais pronunciado do que os NGL n&o condicionados
com choque (NCOND). Em relacdo ao tratamento com a pregabalina, verificamos
gue apenas uma Unica injecado de pregabalina foi capaz de acelerar a extincdo da
melhora aversiva. Mais ainda, este efeito foi duradouro e associado a um efeito
ansiolitico também tardio (7 dias apds a injecdo com pregabalina). Em conjunto, os
dados demonstram a importancia de se aprofundar nos estudos da fisiopatologia,
bem como dos mecanismos celulares envolvidos na hiperconsolidagdo da memodria
aversiva duradoura associada com o aumento de ansiedade em animais com o
diabetes induzido.

Palavras chaves: diabetes, pregabalina, meméria, ansiedade.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is a metabolic disease characterized by chronic hyperglycemia,
which may be caused by deficiency in the action and/or secretion of the hormone
insulin. The disease can be further aggravated by the occurrence of
psychopathologies such as anxiety disorders and posttraumatic stress disorder
(PTSD). Due to these complications, treatment is a major challenge for diabetes-
related psychopathologies because many patients are resistant and/or refractory to
first-line approaches. In this regard, evidence suggests that treatment with
anticonvulsant drugs such as pregabalin may be an alternative treatment. Pregabalin
selectively binds to the a2® subunit of calcium-dependent voltage channels.
Consequently, the channel undergoes a conformational change that reduces the
influx of calcium at the nerve terminals, decreasing the release of excitatory
neurotransmitters. Due to the absence of studies investigating aversive memory and
anxiety in diabetic animals, the present study aimed to evaluate the effects of
contextual aversive conditioning in 3 sessions (sessions - S1, S2 and S3) in
normoglycemic and diabetic animals. (S3) occurred 1 week after S2. In all of them
the freezing time (in seconds) was quantified. Immediately after S3, the animals were
submitted to the high cross maze test (LCE) to evaluate anxiety parameters.
Subsequently, the effect of increasing doses of pregabalin (0, 30 and 100 mg / kg,
I.p.) on diabetic animals submitted to contextual conditioned fear test and also on the
LCE test was studied. The results show that diabetic animals have greater difficulty in
the extinction of aversive memory (sessions S2), which is longer (S3) when
compared to NGL. We also observed that diabetic animals presented a more
pronounced anxiety response when compared to NGL. NGLs that were conditioned
to the paw-shock context (COND) demonstrated more pronounced anxious-like than
non-shock-free NGLs (NCOND). Regarding the treatment with pregabalin, we verified
that only a single injection of pregabalin was able to accelerate the extinction of the
aversive improvement. Moreover, this effect was long lasting and associated with an
anxiolytic effect also late (7 days after pregabalin injection). Taken together, the data
demonstrate the importance of delving into the pathophysiology studies as well as
the cellular mechanisms involved in the hyperconsolidation of enduring aversive
memory associated with increased anxiety in animals with induced diabetes

Key words: diabetes, pregabalin, memory, anxiety.
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1. INTRODUCAO

O Diabetes mellitus (DM) é um conjunto de doengcas metabdlicas
caracterizadas por hiperglicemia crdnica, resultante de defeitos na secrecao e/ou
acdo do hormonio insulina (Piryaeiet al., 2015). O DM pode ser classificado em
diferentes categorias: o Tipo | (DMI) corresponde a cerca de 10% dos casos e
envolve a destruicdo das células B pancreaticas, ocasionando uma deficiéncia na
secrecdo de insulina; o Tipo Il (DMII) corresponde a 90% dos casos e € decorrente
de uma baixa acdo da insulina em seus receptores e esta fortemente ligada aos
habitos alimentares e sedentarismo (Bhansaliet al., 2015). Mais ainda, ha o diabetes
mellitus gestacional, que atinge mulheres gravidas que possuem predisposicao
genética ou habitos de vida ndo saudaveis (Associagcdo Americana de Diabetes,
2007). Existem alguns outros tipos de diabetes que podem ter origem genética, por
doencas infecciosas ou pelo uso de algumas drogas como glicocorticéides
(Associacdo Americana de Diabetes, 2014). Por ser uma doenca abrangente e
multifatorial, existem diversas comorbidades e complica¢des cronicas associadas ao
DM. Dentre essas, podemos destacar a neuropatia diabética (Tesfayeet al., 2013), a
nefropatia, a retinopatia, as doencas cardiovasculares (Bertoluci et al., 2008; Pereira
et al., 2009; Jazi et al., 2016) e as psicopatologias (Moulton et al., 2015; Zanoveli et
al., 2015; Buchberger et al., 2016). Para este estudo, o interesse € principalmente na
associacao entre o diabetes e transtornos de ansiedade (Buchbergeret al., 2016),
bem como o diabetes e transtornos relacionados com alteracdo de memoria

aversiva, como o Transtorno do estresse pés-traumatico (TEPT).

1.2 DIABETES E PSICOPATOLOGIAS

Atualmente tem se discutido a existéncia de uma relacdo bidirecional entre
diabetes e psicopatologias. As alteracfes metabdlicas causadas pelo diabetes
podem levar a efeitos de longo prazo que se manifestam em nivel estrutural,
neurofisiolégico e neuropsicolégico (Muriach. M., et al., 2014). Evidéncias indicam
gue para os transtornos de ansiedade, pacientes diabéticos possuem um risco 32%
maior em relacdo a populagdo ndo diabética (Buchbergeret al., 2016). Alguns
estudos sugerem que o TEPT também pode ser um fator de risco para o

desenvolvimento do diabetes (Weisberget al. 2002). Sabe-se que os transtornos
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relacionados ao trauma afetardo 1 em cada 4 pessoas ao longo de sua vida, sendo
essa estimativa exacerbada em individuos com o diabetes mellitus, quando
comparados aos individuos nao diabéticos. Mais ainda, foi demonstrado que o
diabetes induzido experimentalmente em animais leva a um comportamento do tipo
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 neurobiolégicos comuns.
Antidepressivos geralmente usados como drogas de primeira linha, como o0s
triciclicos (TCAs) e inibidores seletivos da receptacdo de serotonina (SSRIS),
possuem uma baixa adeséo e alta porcentagem de resisténcia, (Lustman e Clouse,
2002), aléem de desencadear efeitos adversos e interagcdes que podem alterar a
glicemia.

Devido as dificuldades clinicas do tratamento, h4 uma necessidade de mais
estudos a fim de desenvolver novos alvos terapéuticos para melhorar a eficiéncia e
diminuir os efeitos adversos do tratamento da ansiedade e doencas relacionadas ao
trauma como o TEPT em pacientes diabéticos. Neste aspecto, a pregabalina, um
anticonvulsivante, e outros anticonvulsivantes tem se destacado por se mostrarem
eficazes em diversas condicdes onde as terapias de primeira linha com
antidepressivos, nao induzem uma resposta satisfatéria. Tendo em vista que animais
diabéticos apresentam uma série de alteracdes encefalicas, como alteracbes
neuroquimicas, neuroinflamacdo, bem como hiperexcitabilidade neuronal levando a
perda de neurbnios, essas drogas atuariam exatamente por inibir essa

hiperexcitabilidade e consequentemente causando uma neuroprotecao.

1.2 PREGABALINA

A pregabalina (acido (S)-3-(aminometil)-5-metil-hexanoico) € um analogo do
acido gama-aminobutirico (GABA) usado principalmente como anticonulsivante, mas
que possui uma eficacia de amplo espectro no tratamento de condi¢cdes médicas
relacionadas a dor, como neuralgia pos-herpética (Dworkin et al., 2003;
Sabatowskiet al., 2004), neuropatia diabética (Richter et al., 2005; Rosenstock et al.,
2004), disturbios do sono, fibromialgia (Croffordet al., 2005) e dor subsequente de
lesdo medular (Siddall et al., 2006). Mais ainda, evidencias sugerem que a

pregabalina também pode ser eficaz como um ansiolitico, em transtorno de
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ansiedade generalizada e transtorno de ansiedade social (Feltner et al., 2003; Pande
et al., 2003, 2004, 2000; Pohl et al., 2005).

Os mecanismos exatos de acdo da pregabalina ainda nao estao
completamente elucidados, porém, estudos in vitro demonstram que a droga se liga
pré-sinapticamente a subunidade proteica (a2-8) dos canais de calcio voltagem-
dependentes no sistema nervoso central (Rickels et al., 2005). Essa ligacao
proporciona uma alteracdo conformacional no canal que leva a uma reducdo do
influxo de céalcio nos terminais nervosos, diminuindo a liberagdo de
neurotransmissores excitatorios como o glutamato (Kavoussi, 2006), levando,
portanto, a uma agéo inibitéria.

A andlise das propriedades farmacocinéticas da pregabalina demonstra que o
farmaco possui uma rapida absorcdo quando administrado em jejum, atingindo as
maiores concentracfes plasméaticas dentro de 1 hora apds a administracdo. Sua
biodisponibilidade oral foi estimada nesse periodo em 90%, sendo independente da
dose e o tempo de meia-vida do farmaco € de 6-9 horas (Rang & Dale, 2012).
Estudos pré-clinicos observaram ainda que a pregabalina atravessa a barreira
hematoencefdlica em camundongos, ratos e macacos. Em humanos, nao foi
reconhecida nenhuma ligacdo da pregabalina com proteinas plasmaticas e seu
metabolismo n&o se mostrou significativo, pois ndo passa por metabolizagcéao
hepatica (HENNEMANN e SREDNI, 2016). As doses prescritas para humanos
variam entre 150 a 600 mg/dia (HENNEMANN e SREDNI, 2016), o que equivale,
comparando proporcionalmente a um homem de 70kg, entre 2,2 a 8,5 mg/kg.

Em conjunto, no presente estudo, tendo em vista que ainda nao existem
trabalhos investigando essas relacdes — diabetes X memoaria aversiva X ansiedade,
foi elaborado primeiramente um experimento livre de drogas, para verificar o impacto
gque o0 condicionamento com choque nas patas teria sobre respostas
comportamentais de ansiedade, se haveria uma generalizagdo ou potencializacao
tardia dessa resposta. Para tal, os animais foram divididos em animais diabéticos e
normoglicémicos, em grupos que receberam choque e outro que ndo receberam o
choque. ApOs esse primeiro experimento, foram realizados os testes com a
pregabalina (0, 30 e 100 mg/kg) administrada (i.p.) 1 hora antes do treino de
extincdo de memoria aversiva contextual, para verificar seus efeitos sobre a extingéo
dessa memoria aversiva contextual. Uma resposta tardia sobre essa resposta de

extingdo de memoria aversiva contextual e sobre parametros de ansiedade usando o
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teste do labirinto em cruz elevado, também foi avaliada sete dias apds o
condicionamento aversivo contextual. O presente estudo foi conduzido, portanto, a
fim de trazer uma contribuicdo adicional para o entendimento da relacédo entre esses

processos fisiopatoldgicos associados.

2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Atualmente estima-se que existam cerca de 425 milhdes de pessoas
diabéticas no mundo. Esses numeros vém crescendo a cada ano, e segundo
projecdes, para 2045, o numero de diabéticos no mundo pode chegar a 630 milhdes,
principalmente nas regides de paises em desenvolvimento (International Diabetes
Federation, 2017). No Brasil, segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD),
existem hoje mais de 13 milhdes de pessoas com diabetes, havendo nos ultimos 10
anos um aumento de 61,8% no namero de casos, passando de 5,5% da populacao
em 2006 para 8,9% em 2016 (Ministério da Saude, 2016). O transtorno de estresse
pés-traumatico por sua vez, também possui alto grau de prevaléncia na populacao,
atingindo aproximadamente, de 8% a 9% dos individuos que passaram por algum
evento traumatico ao longo da vida (Breslau, Kessler, Chilcoat, Schultz, Davis,
&Andreski, 1998). Estudos apontam ainda, que o TEPT estd em terceiro lugar,
dentre os quadrosmais comuns de ansiedade (Kessler,. et al, 2005). Essas
relacdes aumentam a morbidade da doenca causando prejuizos significativos para o
individuo e para a sociedade. Embora existam terapias e drogas disponiveis para o
tratamento desses transtornos psiquiatricos em pacientes diabéticos, como a
Terapia Cognitiva-Comportamental, antidepressivos triciclicos (TCAS) e inibidores de
recaptacdo seletiva de serotonina (SSRIs), além de outras drogas, muitos desses
pacientes ndo atingem uma resposta satisfatéria, outros sdo resistentes aos
tratamentos e muitos desses antidepressivos podem interagir com drogas
hipoglicemiantes, alterando a glicemia de pacientes diabéticos ou até mesmo
piorando outras condi¢cdes associadas ao diabetes, como a hipertensao, o que pode
levar ao abandono do tratamento. Esses dados ressaltam a necessidade de novos
alvos farmacolégicos para melhorar a eficiéncia do tratamento da ansiedade e
doencas relacionadas ao trauma como o transtorno do estresse poOs-traumatico

(TEPT) em pacientes diabético.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

O presente estudo buscou explorar o impacto que o condicionamento com choque
nas patas teria sobre respostas comportamentais de memdria aversiva e ansiedade,
se haveria uma generalizacdo ou potencializacdo tardia dessas respostas. Mais
ainda, o efeito imediato e tardio do anticonvulsivante pregabalina na extingdo do
medo condicionado contextual em animais diabéticos, utilizando um modelo animal
para o estudo do TEPT e também sobre respostas comportamentais relacionadas

com a ansiedade.

3.2 Objetivos especificos

o Avaliar o efeito do condicionamento com choque nas patas sobre respostas
comportamentais tardias de memaria e ansiedade em ratos normoglicémicos e
diabéticos.

o Avaliar o efeito imediato da pregabalina (diferentes doses) na extincdo de
memoria de medo condicionado contextual em ratos diabéticos.

o Avaliar o efeito tardio (7 dias apdés o condicionamento com choque) da
pregabalina (diferentes doses) na extincdo de memoria de medo condicionado
contextual em ratos diabéticos.

o Avaliar o efeito prolongado da pregabalina 7 dias apés o condicionamento com
choque, sobre respostas comportamentais relacionadas com a ansiedade em

ratos diabéticos.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

A metodologia apresentada nesse estudo foi submetida para aprovacao pela
Comissdo de Etica para o Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO-UFPR n° 1176). Todavia, importante
ressaltar que sdo metodologias empregadas frequentemente no nosso laboratorio e
gue possuem a aprovacdo do CEUA/BIO-UFPR. Foram utilizados ratos machos da
linhagem Wistar pesando entre 180 - 220 g provenientes do Biotério Central da
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Universidade Federal do Parana. Estes animais foram mantidos em condigcbes
controladas de iluminacdo, com agua e alimentacdo (racdo Nuvilab CR; — Nuvital
Nutrientes S/A) ad libitum. Foram mantidos quatro ratos por caixa (60x25x15 cm),
com a maravalha trocada diariamente devido a polidria induzida pela condicdo

diabética.

4.2 Drogas
Foram utilizadas as seguintes drogas:
e Estreptozotocina (Cayman)— 60 mg/kg (i.p.): agente indutor do diabetes tipo 1
(ver metodologia abaixo);
e Pregabalina (Pfizer)— 0, 30 e 100 mg/kg (ip): anticonvulsivante; foi suspendida
em salina estéril 0,9% e preparada imediatamente antes da administracdo,
em um volume de 2 ml/kg de peso corporal. As doses foram escolhidas com

base em estudos anteriores (Field et al., 2001; Zohar et al., 2008).

4.3 Indugéo experimental do diabetes

Diabetes foi induzido por uma Unica injecdo intraperitonial (i.p.) de
estreptozotocina (STZ; 60 mg/Kg, i.p.; diluida em tamp&o citrato, 10mM, pH 4.5) em
ratos previamente submetidos a jejum de 12 horas. Apdés o procedimento de
inducdo, os animais foram mantidos ainda, 3 horas em jejum, a fim de se evitar a
competicdo da estreptozotocina com a glucose pelo receptor GLUT2 na célula beta
pancredtica. A condicdo diabética foi confirmada 3 dias apds o tratamento com STZ
por meio da aplicacdo de 5uL de sangue da veia caudal a fitas de teste impregnadas
com glucose oxidase (Accu-CheckActiveTM, Roche). Animais normoglicémicos
receberam somente tampdo citrato (10mM, pH 4.5, volume equivalente).
Apenasratos com niveis de glucose no sangue = 250mg/dL foram considerados

diabéticos e mantidos no estudo.
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Figura 1. Esquema da destruicdo parcial de células B por agao da streptozotocina

(STZ), induzindo a deficiéncia de insulina e hiperglicemia crénica.
4.4 Medo condicionado contextual

A camara utilizada para o condicionamento consiste de uma caixa (26 x 31,5 x
21 cm; Insight, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Trés lados da caixa sao de aco e a quarta
€ de acrilico, possibilitando assim a filmagem do periodo do teste para andlise
posterior. O chdo da camara consiste de finas barras de metal conectadas a um
estimulador elétrico que pode liberar choques elétricos nas patas dos animais com
intensidade e tempo previamente estabelecidos.

- Sessdo de condicionamento: A sessao de condicionamento de medo
contextual foi conduzida expondo o animal a camara por 3 minutos recebendo um
choque elétrico nas patas (1,0 mA, com duracédo de 3s) com intervalos de 30s entre
os choques. Os animais ainda foram mantidos por mais um minuto na camara apos

o ultimo choque antes de serem retornados para suas caixas.

- Trés sessodes teste de reexposigcdo (S1, S2 e S3): As duas primeiras sessdes
foram realizadas com intervalos de 24 horas entre elas, expondo os animais na

camara, mas sem o estimulo incondicionado (sess0es de extingao).
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- Primeira sessdo (S1): os animais permaneceram na camara durante 20
minutos e a analise foi feita através do tempo de congelamento dos animais, definido
como o0 tempo de completa imobilidade numa posicdo estereotipada de

agachamento, exceto por movimentos necessarios para a respiragdo do animal.

- Segunda sessao (S2): teste de extincdo de 3 minutos foi realizado 24 horas
depois da S1, sem a injecdo de qualquer droga, para investigar se o efeito das
drogas na extincdo da memdria aversiva é agudo ou persistente (Bitencourt et al.,
2008).

-Terceira sessao (S3): teste de extincdo de 3 minutos foi realizado 7 dias apés
a Ultima sessao de extin¢do (S2), sem a injecdo de qualguer droga, para investigar o

efeito a longo prazo da droga na extingdo da memoria aversiva.

4.5 Teste do labirinto em cruz elevado

Para avaliacdo do comportamento relacionado com ansiedade os animais
foram submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado imediatamente apds a S3. O
teste foi realizado conforme descrito por Pellow et al. (1985) O aparato utilizado
consiste em uma plataforma de madeira, elevada a 50 cm do ch&o, o qual apresenta
4 bragos, sendo 2 abertos e 2 fechados apresentando no cruzamento entre 0s
bracos ha uma area central de 10cmz2. Para a realizacdo desse teste, 0os animais sao
colocados individualmente no centro do aparato e por 5 minutos sdo gravados seus
movimentos. ApoOs as filmagens € avaliado o nimero de entradas nos bracos
fechados, o tempo de permanéncia nos bracos abertos, 0 nimero de vezes que 0
animal projeta a cabeca para fora do braco aberto e o tempo de permanéncia no
final do brago aberto. O nimero de entradas nos bragos fechados € uma medida da
atividade locomotora dos animais e o0 tempo em que cada animal permaneceu nos

bracos abertos e os outros parametros, sdo medidas de ansiedade.
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4.6 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

EXPERIMENTO 1: Efeito do condicionamento com choque nas patas sobre
respostas de ansiedade em animais normoglicémicos e diabéticos.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos:

1) Controles Normoglicémicos ndo condicionados com choque + Salina (N=11);

2) Normoglicémicos condicionados com choque + Salina (N=13);

3) Controles diabéticos ndo condicionados com choque + Salina (N=12);

4) Diabéticos condicionados com choque + Salina (N=13).

Nesse experimento 0s animais receberam injecao intraperitoneal de salina (0,9%) 1
hora antes do treino de extincdo (S1). Todos os grupos foram expostos
cronologicamente aos mesmos procedimentos experimentais.

Injecdo (i.p) de Salina
Teste labirinto em

cruz elevado
Confirmacio do Sessio
Diabetizagdo d'ﬂt:ﬂtﬁs condicionamento V'S1 S2 S3
: T ¥ 'i' 'i i
Dias -3 0 21 22 23 30

Figura 2. Linha temporal das Sess0es testes (S1 = sessao de treino de extingdo; S2
= sessdo de extincdo; S3 = sessao de recuperacdo de memdria e teste do labirinto

em cruz elevado). Os testes ocorreram apos a administracao i.p. de salina.

EXPERIMENTO 2: Efeito do tratamento com Pregabalina sobre a extincdo de
memaoria aversiva contextual e sobre o comportamento do tipo ansioso.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos:

1) Controles Normoglicémicos + Salina (N=9);

2) Controles Diabéticos + Salina (N=10);

3) Diabéticos + Pragabalina 30 mg/kg (N=12);

4) Diabéticos + Pregabalina 100 mg/kg (N=12).

Os animais foram tratados com pregabalina ou salina 1hr antes de serem avaliados

no treino de extingao (S1).
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Injecao (i.p) de Pregabalina

Teste labirinto em

cruz elevado
Confirmacéo do Sessio
Diabetizagio dlﬂt:etﬂs cundicicina mento VS1 52 S3
L i § 1
I T L] L] 1 1
Dias -3 0 21 22 23 30

Figura 3. Linha temporal das Sessfes testes (S1 = sessao de treino de extin¢ao; S2
= sessao de extingdo; S3 = sessdo de recuperacdo de memdria e teste do labirinto
em cruz elevado). Os testes ocorreram ap6s a administracéo i.p. de pregabalina (30,

100 mg/kg) ou veiculo salina 1 hora antes do treino de extincéo.
3.3 Analise estatistica

Experimento 1:

- Os resultados de glicemia, ganho de peso (FIGURA 4), e de extincdo da
memoéria aversiva contextual (FIGURA 5), foram analisados pelo teste t
student.

- No teste do labirinto em cruz elevado (FIGURA 6), foi realizada analise de
variancia (ANOVA) de duas vias, considerando as variaveis independentes
(DBT/NGL e COND/NCOND), e o tempo de congelamento como variavel

dependente. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

Experimento 2:

- Os resultados de glicemia, ganho de peso (FIGURA 4), foram analisados
pelo teste t student.

- Os resultados dos experimentos das sessfes teste de memodria aversiva
contextual (FIGURA 8), e teste do labirinto em cruz elevado (FIGURA 9),
foram analisados por analise de variancia (ANOVA) de uma via seguido do

teste post hoc de Newman-Keuls. Valores de p < 0,05 foram considerados

significativos.
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4 RESULTADOS

EXPERIMENTO 1
Parametros de glicemia e ganho de peso de animais normoglicémicos e
diabéticos

O teste t de Student mostrou que animais diabéticos possuem um aumento
significativo da glicemia (Figura 4.A; p<0,05) e reducao do ganho de peso (FIGURA

4.B; p<0,05) quando comparados aos animais normoglicémicos.
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Figura 4. Comparagédo de (A) glicemia e (B) ganho de peso entre animais
normoglicémicos e diabéticos expostos ao condicionamento com choque. Valores
estdo representados em média + EPM; n= 10 — 12; *p<0.05 comparado ao grupo
NGL-DBT.

Efeito do condicionamento com choque sobre a extingcdo de memdria aversiva

contextual em animais normoglicémicos e diabéticos

O teste t de Student mostrou que animais diabéticos (DBT) possuem maior
dificuldade na extincdo da memoria aversiva contextual, apresentando uma
diferenca significativa (p<0,05) no tempo de congelamento, quando comparado aos
controles normoglicémicos (NGL), em todas as sessodes teste (S1, S2 e S3).
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Figura 5. Efeito do condicionamento em animais diabéticos e normoglicémicos,
sobre extincdo de memoaria aversiva contextual. (A) sessao de treino de extin¢ao; (B)
sessdo de teste de extincdo, e (C) sessdo recuperacdo de memdria. Valores estédo
representados em média + EPM; n= 10 — 12; *p<0.05 comparado ao grupo NGL-
DBT.

Efeito do condicionamento com choque sobre parametros de ansiedade em

animais Normoglicémicos e Diabéticos

A ANOVA de duas vias mostrou que animais normoglicémicos condicionados
com choque (NGL/COND) reduziram significativamente (p<0,05) o numero de

afundamentos de cabeca (FIGURA 5B) e o tempo de permanéncia nos bragos
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abertos (FIGURA 5C), quando comparados aos normoglicémicos que nao
receberam choque (NGL). As andlises estatisticas demonstraram ainda, que 0s
animais diabéticos condicionados (DBT/COND) e néao condicionados (DBT), quando
comparados aos animais normoglicémicos (NGL e NGL/COND) possuem diferencas

significativas (p<0,05) em todos os parametros avaliados de comportamento do tipo

ansiedade.
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Figura 6. Efeito do condicionamento com choque em animais diabéticos e
normoglicémicos sobre o (A) Entradas nos bracgos fechados, (B) Afundamentos de
cabeca, (C) tempo nos bracos abertos e (D) Exploracéo final dos bracos abertos.
Valores estdo representados em média £+ EPM; n=10 — 12; *p<0.05 comparado ao
grupo NGL/NCOND, #p<0,05 comparado ao grupo NGL/COND.

EXPERIMENTO 2

Parametros de glicemia e ganho de peso de animais normoglicémicos e
diabéticos

O teste t de Student mostrou que animais diabéticos possuem um aumento
significativo da glicemia (Figura 7A; p<0,05) e reducao do ganho de peso (FIGURA

7B; p<0,05) quando comparados aos animais normoglicémicos.
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Figura 7. Comparagdo de (A) glicemia e (B) ganho de peso entre animais
normoglicémicos e diabéticos. Valores estao representados em média + EPM; n=10
—12; *p<0.05 comparado ao grupo NGL-DBT.

Efeito do tratamento com Pregabalina sobre a extincdo de memoria aversiva

contextual em animais diabéticos.

A ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Newman Keuls mostrou
que animais diabéticos (DBT) possuem maior dificuldade na extincdo da memoria
aversiva contextual, apresentando uma diferenca significativa (p<0,05) no tempo de
congelamento, quando comparado aos controles normoglicémicos (NGL), em todas
as sessoes teste (S1, S2 e S3). O tratamento com pregabalina (0, 30 e 100 mg/kg),
produziu efeitos reduzindo significativamente (p<0,05), o tempo de congelamento
dos animais, principalmente nas sessfes S2 e S3.
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Figura 8. Efeito do tratamento com pregabalina (PGB, 30 e 100 mg/kg) em animais
diabéticos (DBT) sobre o tempo de congelamento na (A) sesséo treino de extincédo
(S1) de memdria aversiva contextual, (B) sesséo de teste de extincdo (S2), e (C)
sessdo recuperacdo de memoria (S3). Valores estdo representados em média +
EPM; n=10 — 12; *p<0.05 comparado ao grupo NGL-DBT, #p<0,05 comparado ao
grupo DBT-PGB.

Efeito do tratamento com Pregabalina sobre parametros de ansiedade em

animais Diabéticos

A ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Newman Keuls mostrou
gue entre os animais diabéticos tiveram uma reducdo significativa (p<0,05) no
namero de entradas nos bragcos fechados (FIGURA 9A), no numero de
afundamentos de cabeca (FIGURA 9B), no tempo de permanéncia nos bracos
abertos (FIGURA 9C),e no tempo de permanéncia no final dos bracos abertos
(FIGURA 9D), quando comparados aos normoglicémicos (NGL). As analises
estatisticas demonstraram ainda que os animais tratados com pregabalina (30 e 100
mg/kg) tiveram melhoras significativas (p<0,05) em relacdo aos controles diabéticos,
aumentando o tempo de permanéncia nos bracos abertos (FIGURA 9C), e o nUmero
de afundamentos da cabeca (FIGURA 9B). Na maior dose (100 mg/kg), foi verificado
ainda um aumento significativo no tempo de permanéncia no final dos bracos
abertos. Portanto, os dados evidenciam um comportamento do tipo ansioso,
induzido pelo diabetes e sugere que o tratamento com pregabalina produza um

efeito do tipo ansiolitico nos animais.



24

A
Q 25, B
= @ 257
= O NGL >
ks 20 HDBT £ 20/ |
S B PGB 30 : #
151 [ PGB 100 -]
@ 1
o k) 15 T
T c
g 10 g 10
g = 3
5 S c 5
©
= 2
w o < 0
NGL DBT NGL DBT
-~ C D
£ 200, 4 ONGL 200,
o B DBT o
£ [ @rcB30 3T F
2150 ] — ] OrcB10o0 & 5150
. o = t
S =%
=]
100 ¥ ' 100
m © o #
= O
g Sw I I
] o 5 50
g- 50 S o
wi
g S -
2 o oll | mmmm | I
NGL DBT NGL DBT

Figura 9. Efeito do tratamento com pregabalina (PGB 0, 30 e 100 mg/kg) em
animais diabéticos (DBT) sobre comportamento tipo ansioso. (A) Entrada nos bragos
fechados; (B) Afundamento de cabeca; (C) Tempo no braco aberto; (D) Exploracéo
final do braco aberto. Valores estdo representados em média + EPM; n=10 — 12;

*p<0.05 comparado ao grupo NGL-DBT; #p<0,05 comparado ao grupo DBT-PGB.

5 DISCUSSAO

O modelo animal de inducédo ao diabetes DMI pela injecdo de STZ tem-se
mostrado de grande importancia para o entendimento das alteracbes bioquimicas e
comportamentais provocados pela hiperglicemia. Nossos dados demonstraram
através das alteracdes de glicemia, ganho de peso e dos testes comportamentais,
gque os animais diabéticos apresentam de fato mudancas significativas quando
comparados aos animais normoglicémicos. Reforcamos também estudos que
mostram que animais diabéticos apresentam comportamento do tipo ansioso mais

pronunciado quando comparada com animais nao diabéticos (Wayhs et al., 2010,
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2013; de Morais et al., 2014; Gambeta et al., 2015; Rebolledo-Solleiro et al., 2016;
de Souza et al., 2018), e confirmamos dados recentes do nosso laboratério de que o
DMI prejudica a extingdo de memoria aversiva contextual (de Souza et al., 2018). E
importante ressaltar que a STZ é transportada para o interior das células f3
pancreaticas através do transportador GLUT-2, o qual ndo esta presente na barreira
hematoencefélica (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 condicdo metabdlica da hiperglicemia causada pelo
quadro de inducédo ao diabetes.

Os resultados obtidos no experimento 1, livre de drogas, demonstrou que o
condicionamento com choque por si sO é capaz de provocar alteracdes
comportamentais significativas. Assim, observamos que os animais normoglicémicos
foram capazes de extinguir a memoria aversiva contextual quase completamente e
este efeito foi duradouro, pois quando os animais foram reexpostos apos sete dias
do condicionamento eles ndo apresentaram uma resposta de congelamento, ou
seja, mostrando ter extinguido a memoria aversiva contextual. Diferentemente, os
animais diabéticos, um dia ou 7 dias ap6s ao condicionamento aversivo ao contexto,
apresentaram resposta exacerbada de congelamento, demonstrando com isso haver
um prejuizo na extingdo dessa memoaria aversiva ou uma super consolidacdo dessa
memoria. Esse resultado esta de acordo com dados recentes do laboratério (de
Souza et al., 2018), que demonstrou a eficacia do modelo de inducdo ao diabetes,
levando a hiperglicemia cronica e resultando em comportamentos do tipo ansiedade
e dificuldade na extincdo da memoria aversiva. Os animais normoglicémicos e
diabéticos que foram expostos ao contexto no dia do condicionamento, mas que nao
receberam choque nas patas, ndo apresentaram resposta de congelamento nas
sessoOes testes subsequentes (sesséo 2 e 3; dados ndo mostrados).

Quanto aos resultados de ansiedade, observamos que independente se 0s
animais foram ou ndo condicionados ao contexto, o0s animais diabéticos
apresentaram um comportamento do tipo ansioso mais expressivo quando
comparado aos normoglicémicos e este nao difere entre os grupos (condicionado e
nao condicionado). Este efeito observado em animais diabéticos corrobora com
outros estudos (Bandelow et al., 2016; Libby 2002; Vogelzangs et al. 2013; de
Morais et al., 2014; Gambeta et al., 2015; Rebolledo-Solleiro et al., 2016; de Souza

et al., 2018). Ja entre os normoglicémicos, o condicionamento aversivo ao contexto
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induziu um comportamento do tipo ansioso mais expressivo e duradouro, uma vez
gue os animais foram condicionados sete dias antes de serem submetidos ao teste
do LCE. Importante ressaltar que as alteracdes metabodlicas causadas pelo diabetes
estdo relacionadas com essas alteragcbes comportamentais mais expressivas
observadas em nosso laboratério e também por outros grupos (Gambeta et al.,
2015; Gupta et al. 2014; Can et al. 2011; Aksu et al. 2012; Ates et al. 2014), talvez
por isso o condicionamento com choque ndo seja capaz de produzir efeitos ainda
mais expressivos.

O quadro de hiperglicemia crénica provoca alteragbes na homeostase
metabodlica do organismo, afetando especialmente o funcionamento do sistema
nervo central (SNC). Devido ao aumento de espécies reativas de oxigénio, morte
neuronal, desregulacdo de neurotransmissores e aumento de glicocorticoides, a
presenca de fatores inflamatoérios tem sido identificada e relacionada a hiperglicemia
por diversos estudos (Gao e Zheng 2014; Pickup et al., 1998; Lutgendorf et al.,
1999; Pitocco et al. 2010; de Moraes et al., 2014; da Silva Dias et al., 2015; Zanoveli
et al. 2015). Dados do nosso grupo (da Silva Dias et al., 2015) mostraram em um
estudo que animais diabéticos apresentam um aumento de citocinas proé-
inflamatdrias como interleucina 1-beta, interleucina-6 e fator de necrose tumoral- a
(TNF-a) em areas do encéfalo como o cortex pré-frontal e o hipocampo apenas apoés
guatro semanas da inducdo do diabetes com STZ. Neste mesmo periodo e nessas
mesmas areas encefalicas, esses animais mostram um aumento de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio e aumento de lipoperoxidacao lipidica, indicativo de
aumento de estresse oxidativo (de Morais et al., 2014). Os trabalhos relacionam a
disfuncéo cerebral devido a morte neuronal por estresse oxidativo/inflamacéo, como
um fator importante que associa o diabetes a essas psicopatologias (de Morais et al.
2014; da Silva Dias et al., 2015).

Tendo em vista todas essas alteracbes no sistema nervoso central, o
tratamento com pregabalina justifica-se pelo fato de ser uma droga que atuaria por
amenizar os danos e reduzir a excitabilidade na comunicacéo entre as células. Salat
e colaboradores (2016) avaliaram os efeitos do tratamento com pregabalina em
camundongos diabéticos, e relataram uma diminuicdo da expressao de proteinas
inflamatodrias nos animais tratados. Os autores observaram uma reducao significativa
de Ciclooxigenase-2 (COX-2), prostaglandina E sintase (PTGES), e fator nuclear

kappa B (NF-kB p50) e um aumento da expressdo de reguladores da inflamacéo,
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como o Receptor de hidrocarboneto de arilo (AhR) e o Fator nuclear derivado de
eritdide 2 (Nrf2), sugerindo uma acdo anti-inflamatoria e neuroprotetora da
pregabalina.

Nossos dados demonstraram efeitos benéficos apds uma Unica injecdo de
pregabalina, ou seja, a pregabalina acelerou a extingdo da memdria aversiva e este
efeito foi duradouro, pois 0 mesmo se manteve apos 7 dias da injecdo aguda. Este
tratamento agudo também foi capaz de melhorar os comportamentos do tipo ansioso
de animais diabéticos, um efeito também duradouro, uma vez que 0s animais
haviam recebido o tratamento 7 dias antes do teste. No trabalho de Jang e
colaboradores (2012), a partir do modelo neuropatia em camundongos, a
pregabalina demonstrou efeitos imunomodulatérios, inibindo a atividade das células
Natural Killers (NK) e a proliferacédo de esplendcitos. Ainda mais, Ha e colaboradores
(2011) indicaram menor sintese de caspase-3, mitogen-activated protein kinase p38
(MAPK p38) e diminuicdo da proliferacdo de astrocitos em ratos com lesdo medular
apos administracdo de pregabalina. No trabalho de Zohar e colaboradores (2008),
foram também relatados efeitos ansioliticos agudos no tratamento com diferentes
doses de pregabalina utilizando um modelo de estresse pds-traumatico em animais
normoglicémicos. Ainda, é importante ressaltar outros efeitos ja evidenciados da
pregabalina. Efeitos analgésicos tem sido relatados em diversos trabalhos utilizando
pregabalina para o tratamento de patologias ligadas a dor como neuralgia pos-
herpética (Dworkin et al., 2003; Sabatowskiet al., 2004), neuropatia diabética
(Richter et al., 2005; Rosenstock et al., 2004), distarbios do sono, fibromialgia
(Croffordet al., 2005) e dor subsequente de lesdo medular (Siddall et al., 2006). Foi
demonstrado experimentalmente por Salat e colaboradores (2013), que a
pregabalina também possui eficacia no tratamento da alodinia tatil e hiperalgesia
térmica, aumentando o limiar de dor desses animais em 168% quando comparado
aos controles diabéticos. Ainda mais, as evidéncias sugerem importantes efeitos da
pregabalina em transtornos de ansiedade generalizada (Field et al., 2001; Feltner et
al., 2003; Pande et al., 2003; Pohl et al., 2005).

Estudos de condicionamento e extingdo de medo demonstram que 0s
processos de aprendizado e memdria estdo intimamente relacionados ao contexto.
Esses processos ativam areas neurais que englobam o hipocampo, a amigdala e o
cortéx pré-frontal (Maren et al., 2013). Interpretacdes inadequadas e imprecisas do

contexto ativam essas areas de maneira distinta e desproporcional o que precipita
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Oou agrava essas psicopatologias como o TEPT (Maren et al., 2013). Como ja
relatado, as alteragcbes metabdlicas causadas pela hiperglicemia cronica estao
relacionadas a processos inflamatorios que podem também desencadear efeitos que
se manifestam em nivel estrutural, neurofisiolégico e neuropsicoldgico (Muriach et
al., 2014). Ainda mais, evidéncias indicam que o quadro inflamatdério leva a danos na
neurogénese hipocampal (Wang et al., 2009), sugerindo assim, que o diabetes e
psicopatologias, como o TEPT, compartiham alteracbes e mecanismos
neurofisiolégicos comuns. Acreditamos, portanto, que a pregabalina possa ter
afetado positivamente a extingdo da memdria aversiva contextual, a partir da
diminuicdo dos fatores inflamatdrios (Salat et al., 2016; Jang et al., 2012; H4 et al.,
2011) e da melhora dos parametros de ansiedade (Field et al., 2001; Feltner et al.,
2003; Pande et al., 2003).

7. CONCLUSAO

A atual discussdo sobre a relacdo bidirecional entre o diabetes e as
psicopatologias, evidencia que o processo inflamatério do sistema nervoso central
(SNC) é um dos importantes mecanismos comuns entre as doencas. O quadro
diabético de hiperglicemia cronica, assim como a desregulagdo de
neurotransmissores presentes na fisiopatologia do TAG e do TEPT, levam ao
desenvolvimento de fatores inflamatérios, aumentando espécies reativas de
oxigénio, citocinas pro-inflamatoérias, morte neuronal e aumento de glicocorticoides
(Gao e Zheng 2014; Pickup et al., 1998; Lutgendorf et al., 1999; Pitocco et al. 2010;
de Moraes et al., 2014; da Silva Dias et al., 2015; Zanoveli et al. 2015). Ainda mais,
essa relacdo se mostra consistente ao afetar também as mesmas regifes estruturais
do cérebro, como o hipocampo, amigdala e o cértex pré-frontal. A partir das
evidéncias relatadas na literatura e sustentada por nossos dados, acreditamos que a
pregabalina tenha melhorado o processo de extincdo de memdria aversiva
contextual, devido aos seus efeitos ansioliticos e anti-inflamatorios. A pregabalina,
portanto, apresenta potencial interessante para o tratamento e entendimento dos
mecanismos fisiopatoldgicos das comorbidades relacionadas ao diabetes, podendo
ser uma alternativa terapéutica viavel e promissora, que deve continuar a ser

investigada.
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