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RESUMO

A dor neuropatica, depressao e ansiedade sdo comorbidades comuns em
pacientes diabéticos, frequentemente ocorrendo de maneira concomitante. A
fisiopatologia dessas doencas é considerada multifatorial, entretanto, a
hiperglicemia e o estresse oxidativo (EO) parecem exercer um papel crucial
para seu inicio e desenvolvimento. Tratamentos farmacolégicos atualmente
disponiveis apresentam baixa eficacia e efeitos colaterais associados,
resultando em baixa adesdo pelos pacientes. Esses fatos evidenciam a
necessidade de terapias alternativas para esses pacientes. A bixina (BIX) é um
diapocarotenoide lipossoluvel, extraido das sementes de Bixa orellana, uma
arvore nativa do Brasil conhecida popularmente como urucum. Diferentes
estudos tém mostrado resultados promissores desse carotenoide em modelos
nao-clinicos, especialmente a partir de seus efeitos antioxidante, anti-
inflamatorio e hipoglicemiante. Com base no exposto, o objetivo do presente
estudo foi investigar o efeito do tratamento com a BIX sobre a alodinia
mecanica, comportamento tipo-ansioso e depressivo associado ao diabetes
experimental, assim como os mecanismos envolvidos. Para isso, ratos com
diabetes experimental induzido quimicamente por estreptozotocina, foram
tratados durante 17 dias (iniciando 14 dias apds a indugéo do diabetes) com
veiculo, BIX (10, 30, ou 90 mg/kg), ou insulina (INS; 6 Ul; controle positivo). A
alodinia mecanica, e o comportamento do tipo-ansioso e depressivo foram
avaliados pelos testes do Von Frey eletrénico, labirinto em cruz elevado e
natacao for¢cada, respectivamente. A atividade locomotora foi mensurada pelo
teste do campo aberto. Hemoglobina glicada (HbA1) e parametros indiretos do
EO (peroxidacao lipidica-LPO, glutationa reduzida-GSH, catalase -CAT e
superoéxido dismutase-SOD) foram avaliados no hipocampo, cértex pré-frontal,
medula espinal lombar e nervo ciatico. Animais diabéticos desenvolveram
alodinia mecanica, comportamentos do tipo ansioso e depressivo, aumento do
percentual de HbA1 e dos parametros indiretos do EO, nos tecidos avaliados.
O tratamento agudo e repetido com BIX (em todas as doses) foi efetivo em
atenuar significativamente a alodinia mecanica nos ratos diabéticos, enquanto
o tratamento repetido atenuou os comportamentos do tipo ansioso (todas as
doses) e depressivo (30 e 90 mg/kg), sem alterar a atividade locomotora. Os
tratamentos com BIX (todas as doses) ou INS restauraram os parametros
oxidativos nos tecidos analisados e reduziram o percentual plasmatico de
HbA1. Os dados obtidos permitem-nos concluir que a BIX, atenuando o EO e a
hiperglicemia, pode representar uma alternativa para o tratamento das
comorbidades associadas ao diabetes.

Palavras-chave: Bixa orellana. Insulina. Estreptozotocina. Comorbidades

diabéticas. Carotenoides. Plantas medicinais. Glicemia.



ABSTRACT

Neuropathic pain, depression, and anxiety are common comorbidities in
diabetic patients, often occurring concurrently. The pathophysiology of these
diseases is considered multifactorial, however, hyperglycemia and oxidative
stress (OS) seem to play a crucial role in their onset and development.
Currently available pharmacological treatments have low effectiveness and
present associated side effects, resulting in low compliance by patients. These
facts demonstrate the need for alternative therapies for these patients. Bixin
(BIX) is a fat-soluble diapocarotenoid, extracted from the seeds of Bixa orellana,
a tree native to Brazil popularly known as Achiote. Different studies have shown
promising results for this carotenoid in non-clinical models, particularly from its
antioxidant, anti-inflammatory, and hypoglycemic effects. Based on the above,
the aim of the present study was to investigate the effect of treatment with BIX
on mechanical allodynia, depressive, and anxious-like behavior associated with
experimental diabetes, as well as its involved mechanisms. For this,
streptozotocin-induced diabetic rats were treated for 17 days (starting 14 days
after diabetes induction) with vehicle, BIX (10, 30, or 90 mg/kg), or insulin (INS;
6Ul; control positive). Mechanical allodynia, anxious and depressive-like
behavior were assessed by electronic Von Frey, elevated plus-maze, and
forced swimming tests, respectively. Locomotor activity was measured by the
open field test. Blood glycated hemoglobin (HbA1) and indirect OS parameters
(lipid peroxidation-LPO, reduced glutathione-GSH, catalase- CAT and
superoxide dismutase-SOD) were evaluated in the hippocampus, pre-frontal
cortex, lumbar spinal cord, and sciatic nerve. Diabetic animals developed
mechanical allodynia, anxious and depressive-like behaviors, increased plasma
HbA1, and an increase of indirect parameters of OS in the evaluated tissues.
Acute and repeated BlIX-treatment (at all doses) significantly attenuated
mechanical allodynia in diabetic rats, while the repetitive treatment attenuated
the anxious (all doses) and depressive-like behaviors (30 and 90 mg/kg),
without changing the locomotor performance. BIX (all doses) or INS restored
oxidative parameters in the analyzed tissues and reduced the plasma
percentage of HbA1. The data obtained allow us to conclude that BIX,
attenuating EO and hyperglycemia, may represent an alternative for the
treatment of comorbidities associated with diabetes.

Keywords: Bixa orellana. Insulin. Streptozotocin. Diabetic comorbidities.

Carotenoids. Medicinal plants.
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1. INTRODUGAO

1.1DIABETES

De acordo com a Federacdo Internacional do Diabetes (IDF -
International Diabetes Federation, 2019), o diabetes mellitus é definido como
uma doenga metabdlica crdonica que ocorre devido a incapacidade do pancreas
em produzir insulina, ou a inaptidao do corpo em utilizar adequadamente a
insulina produzida. Em ambos os casos ocorre aumento dos niveis sanguineos
de glucose, os quais podem promover danos em 6rgaos, vasos sanguineos e
nervos (SBD — Sociedade Brasileira do Diabetes; 2019). Atualmente, estima-se
que cerca de 463 milhdes de pessoas sejam diabéticas em todo o mundo,
gerando gastos com saude estimados em 760 bilhbes de ddlares, no ano de
2019 (IDF, 2019). No Brasil, mais de 13 milhdes de pessoas convivem com
essa doenca, representando cerca de 7% da populagao do pais (SBD, 2019).

O diabetes é classificado em trés tipos principais. O tipo 1 (DM1),
também conhecido como insulinodependente, atinge aproximadamente 10%
dos pacientes e ocorre majoritariamente devido a uma reagdo autoimune, na
qual o sistema de defesa do organismo ataca as células B-pancreaticas,
responsaveis pela producdo de insulina. Como consequéncia ocorre uma
deficiéncia acentuada desse hormdnio no organismo. Acredita-se que tanto
fatores genéticos quanto ambientais contribuam para o seu desenvolvimento. O
diabetes do tipo 2 (DM2) representa cerca de 90% de todos os casos de
diabetes, sendo assim considerado o tipo mais comum da doenca. E
caracterizado pela resisténcia a insulina, situacdo na qual o corpo nao
consegue utilizar o horménio de forma satisfatéria devido a sua producéo
inadequada ou insuficiente. Sua ocorréncia estd amplamente associada a
obesidade, sedentarismo e maus habitos alimentares. Ja o diabetes
gestacional é uma condig&o temporaria em que ocorre o aumento dos niveis de
glucose sanguineos durante a gestagéo, os quais costumam se reestabelecer
apos o parto. Essa condigéo afeta cerca de 4% das gestantes, podendo levar a
complicagdes fetais, além de aumentar a chance de que a gestante e o feto
desenvolvam diabetes posteriormente (IDF, 2019; SDB, 2019).
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De particular interesse para o presente estudo, o DM1 pode se
desenvolver em qualquer idade, entretanto, acomete de forma mais frequente
criangas e jovens, afetando atualmente mais de um milh&o de individuos (IDF,
2019). Pacientes diagnosticados com DM1 necessitam de tratamento
farmacoldégico diario com insulina (INS) exdgena, para o controle da glicemia e
sobrevivéncia. Atualmente diferentes formulacdoes de INS estdo disponiveis no
mercado para atender as necessidades especificas dos pacientes, diferindo
entre si em relagcdo ao tempo de inicio da agao farmacolégica, tempo total de
duragéo e pico plasmatico. A classe de analogos de INS de agdo rapida,
compreende farmacos com rapido inicio de acédo (15-30 min), mas curta
duracgéo de atividade farmacolégica (4-5 h), como Lispro (Humalog®) e Aspart
(NovoRapid®). Ja analogos de INS de agado intermediaria, compreendem os
farmacos com inicio de acdo de acdo entre 1 a 2 h, e duracédo de atividade
farmacolégica de 10 a 16 h, como a NPH (do inglés — Neutral Protamine
Hagedorn). Por fim, analogos de INS de ac&o prolongada apresentam inicio de
acao em torno de 2 h, e duracdo de atividade farmacoldgica de até 36 h, como
Detemir (Levemir®) (AHMAD, 2014; FREELAND, 2016; THEVIS et al., 2010).

Considerando individuos adultos, a epidemiologia do DM1 é
significantemente reduzida. Isso ocorre especialmente porque em muitos casos
torna-se dificil a diferenciagcdo entre os tipos de diabetes, quando n&o
descoberto na infancia (MAAHS et al., 2010). Assim, diversos estudos sugerem
que aproximadamente 15% dos pacientes adultos diagnosticados com DM2, na
verdade apresentem anticorpos contra as ilhotas pancreaticas. Esses
individuos também apresentam destruicdo das células [3, entretanto, de
maneira muito mais lenta em comparagao aos pacientes mais jovens, o que
frequentemente promove um atraso no diagnodstico e na terapia
medicamentosa correta desses pacientes (ATKINSON et al., 2014; MAAHS et
al., 2010). Portanto, alguns autores consideram subestimada a epidemiologia
do DM1 (ATKINSON et al., 2014; HOLMSTROM et al., 2018; MATEJKO et al.,
2018).

Além disso, dados de estudos epidemiolégicos em todo o mundo
indicam que a incidéncia de DM1 vem aumentando de 2 a 5% ao ano, e
preveem que essa porcentagem dobre até o fim da década (ATKINSON et al.,

2014; MAAHS et al., 2010). As razdes para esse aumento ainda n&o estdo
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completamente elucidadas, porém acredita-se que fatores ndo genéticos
estejam intimamente relacionados. Dentre esses, aspectos ambientais como
mudancgas no estilo de vida, dietas alimentares e menor incidéncia de infecgdes
microbianas (hipotese da higiene) estdo sendo considerados como fatores de
risco para essa condi¢gdo (ATKINSON et al., 2014; BARAT et al., 2008; MAAHS
et al., 2010; RONNINGEN et al., 2014).

1.1.1 Critérios Diagnosticos e Hemoglobina Glicada

Atualmente, segundo a SBD (Diretrizes SBD, 2015), trés critérios sao
aceitos para o diagnostico de diabetes mellitus:

1) Observagdo dos sintomas classicos da doenga: poliuria (micgao
excessiva), polidpsia (sede excessiva) e perda de peso, associados a
glicemia casual (realizada a qualquer hora do dia) superior a 200 mg/dl;

2) Glicemia em jejum igual ou superior a 126 mg/dl (7 mmol/L);

3) Glicemia superior a 200 mg/dl ap6s 2 h de sobrecarga de 75 g de glucose.

Desde 1997 esses critérios foram propostos pela ADA (American

Diabetes Association) e aceitos pela SBD e OMS (Organizagdo Mundial de

Saude) com a finalidade de realizar corretamente o diagndstico da doencga e,

dessa forma, prevenir a instalagdo e progressao das complicagbes micro e

macrovasculares do diabetes, discutidas a seguir. Além desses critérios, desde

2009 a ADA propde a utilizagdo da hemoglobina glicada (HbA1) como uma

forma adicional de critério diagnostico do diabetes (Diretrizes SBD, 2015;

MAGALHAES et al., 2012).

A HbA1 compreende um conjunto de substancias formadas a partir da

reacdo da hemoglobina A (HbA) a acucares (MAGALHAES et al., 2012).

HbA1a, HbA1b, e HbA1c séo os trés subtipos cromatograficos que podem ser

encontrados clinicamente, sendo chamados de maneira ampla de HbA1

(NATHAN et al., 2008). Para sua formagao quimica, € necessario que ocorra

reagao de glicagdo, a qual consiste na adigdo ndo-enzimatica de um agucar a

grupamentos amino de proteinas. Diversas proteinas corporais estdo passiveis

de sofrerem glicagao, contribuindo assim para a geragao dos produtos finais da

glicacdo avangada (Advanced Glycation End products — AGESs), discutidos a

seguir. Entretanto, a proteina mais utilizada clinicamente para monitorar a
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glicemia a partir desse processo, € a hemoglobina (SACKS, 2003). Como o
eritrécito é altamente permeavel a glucose, a porcentagem de hemoglobina
glicada €& proporcional a concentracdo sanguinea desse agucar durante o
tempo de meia-vida da célula (aproximadamente 120 dias). Dessa forma, a
avaliacao do %HbA1 permite a obtencao de valores de glicemia a longo prazo,
refletindo a exposigéo glicémica de 2 a 3 meses anteriores a coleta de sangue,
sofrendo baixa interferéncia por alteragbes agudas de glicemia (KILPATRICK,
2018; SAUDEK; BRICK, 2009) (MAGALHAES et al., 2012; SACKS, 2003).

Segundo a diretriz proposta pela SBD (2015), sdo considerados
diabéticos os pacientes que apresentam %HbA1 superior a 6,5 (48 mmol/mol).
Pacientes com percentual de 5,7 a 6,4 sao classificados como pré-diabéticos, e
apresentam maiores chances de desenvolverem o diabetes a curto prazo
(MAGALHAES et al., 2012). Ja concentragdes de HbA1 iguais ou superiores a
7% de forma persistente, estdo associadas a um maior risco de
desenvolvimento de  complicagdes  diabéticas, especialmente as
microvasculares (KILPATRICK, 2018; MAGALHAES et al., 2012). Dessa forma,
recomenda-se que pacientes diabéticos realizem o teste de HbA1 a cada trés
meses, possibilitando assim o manejo e ajuste da estratégia terapéutica
(KILPATRICK, 2018; NATHAN et al., 2008).

1.2 COMPLICACOES E COMORBIDADES DO DIABETES

Tanto o DM1 quanto o DM2 tem o potencial de causar diversas
complicagdes de saude, as quais sao responsaveis por significante morbidade
e mortalidade (PAPATHEODOROU et al., 2018). A patogénese das
complicagdes diabéticas ainda ndo esta completamente elucidada, entretanto,
sabe-se que a hiperglicemia a longo prazo exerce um papel significativo nesse
processo, especialmente por promover extenso estresse oxidativo (EO) e
consequentemente danos em diversos vasos e tecidos (FORBES; COOPER,
2013). Dessa forma, pacientes com pobre gerenciamento glicémico exibem
maior incidéncia dessas doencas (BAYNES AND THORPE, 1999; IDF, 2019).
Atualmente, estima-se que metade dos pacientes diabéticos mundiais nao

possuem o diagnostico da doenga, estando assim mais propensos ao
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desenvolvimento de complicagbes devido a falta de manejo terapéutico
(PAPATHEODOROU et al., 2018; IDF, 2019).

As complicagdes cronicas do diabetes sdo amplamente divididas em
dois grupos principais: microvasculares, quando sao decorrentes de danos em
pequenos vasos sanguineos, ou macrovasculares, quando ocorrem devido a
danos em vasos de grande calibre (DESHPANDE et al., 2008; FORBES;
COOPER, 2013). A retinopatia, nefropatia e, de particular interesse para o
presente estudo, neuropatia, sdo exemplos de complicacbes microvasculares.
Ja doencga cardiovascular, doenca arterial periférica e o acidente vascular
cerebral, sdo exemplos de complicacbes macrovasculares do diabetes
(DESHPANDE et al., 2008; TESFAYE et al., 2013).

Além das complicagdes fisicas, o diabetes mellitus também esta
associado ao desenvolvimento e aumento da prevaléncia de comorbidades
psicologicas, especialmente a depressao e ansiedade (BICKETT; TAPP, 2016;
ZANOVELI et al.,, 2016). Considerando que esses transtornos mentais
apresentam alta incidéncia na populagdo e afetam negativamente o controle
glicémico do paciente, cada vez mais os médicos reconhecem a importancia do
tratamento farmacoldgico e apoio psicolégico para os diabéticos e seus
familiares (ADILI et al., 2006).

Pacientes diabéticos que desenvolvem complicacbes e comorbidades
apresentam baixa qualidade de vida, maior utilizacdo dos recursos de
assisténcia médica e, consequentemente, maiores gastos com saude
(BOULANGER et al., 2009). Estima-se que mais de 50% dos custos diretos de
saude desses pacientes sejam direcionados ao tratamento das complicacdes e
comorbidades diabéticas. Além disso, custos indiretos em decorréncia da baixa
produtividade ao trabalho, por exemplo, acrescentam um aumento de 35% as
despesas associadas a essa condicao (IDF, 2019). Esses fatores ressaltam a
necessidade de intervencdo terapéutica e de estudos que promovam um

melhor entendimento da fisiopatologia das doengas associadas ao diabetes.

1.3 NEUROPATIA, DOR E DOR NEUROPATICA DIABETICA

A neuropatia é definida como um disturbio de fungcdo ou alteracéo

patolégica em fibras nervosas, que pode ser desenvolvida em decorréncia de
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diversas doengas. E classificada como mononeuropatia quando afeta um
nervo, mononeuropatia multiplex quando afeta varios nervos, ou polineuropatia
quando apresenta caracteristica difusa e bilateral (International Association for
the Study of Pain — IASP, 2017). A neuropatia diabética, considerada a
complicagdo crénica mais comum e incapacitante do diabetes, pode se
manifestar na divisdo somatica e/ou autbnoma do sistema nervoso periférico
(SNP). Embora existam diversos tipos de neuropatias diabéticas, a
polineuropatia distal simétrica (PDS) € considerada sua forma mais prevalente,
afetando cerca de 90% dos pacientes (ABBOTT et al., 2011; TESFAYE et al.,
2013; ZIEGLER, 2008).

A PDS é caracterizada como um processo crdnico, simétrico e
dependente de comprimento, capaz de promover uma perda progressiva de
fibras nervosas. O inicio dessa doenga costuma ser gradual, apresentando
sintomas sensoriais que se iniciam nos dedos dos pés e progressivamente se
distribuem para os pés e pernas. Posteriormente, maos e bracos costumam ser
afetados, gerando um padréo de distribuicdo conhecido como luva e bota.
Aproximadamente 50% dos pacientes diagnosticados apresentam sintomas
neuropaticos positivos, como sensagbes de formigamento, agulhadas ou
choques elétricos. Porém, dentre todos os sintomas associados considera-se a
dor neuropatica como um dos mais debilitantes, estando presente em até 26%
dos pacientes (ABBOTT et al., 2011; MORALES-VIDAL et al.,, 2012;
SCHREIBER et al., 2015; TESFAYE et al., 2013).

A dor é definida pela IASP (2020) como uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel associada a, ou semelhante aquela associada a, dano
real ou potencial do tecido. E considerada uma sensacdo subjetiva de cada
individuo, resultado tanto da nocicepgao, ou seja, da codificagdo do estimulo
nocivo pelos nociceptores, quanto do processamento cognitivo e emocional
pelo encéfalo (VANEGAS & SCHAIBLE, 2004). A nocicepgdo tem sua
transmissao iniciada em terminacdes de uma subpopulagao de fibras nervosas
periféricas, chamadas de nociceptores. Essas células sdo neurbnios sensoriais
pseudounipolares, que possuem seus corpos celulares localizados no ganglio
da raiz dorsal ou no ganglio trigeminal, apresentando uma ramificagdo axonal
periférica que inerva o érgéo-alvo, e uma ramificagdo central que inerva a
medula espinhal (BASBAUM et al., 2009).
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Os nociceptores sao divididos em duas classes principais. As fibras Ad,
de diametro intermediario, sdo relativamente pequenas (1-6 m), finamente
mielinizadas e podem conduzir o estimulo nocivo de forma relativamente rapida
(6 a 30 m/s). A maior parte dessas fibras estd associada a termo ou
mecanorreceptores. Ja as fibras C sdo ndo-mielinizadas, pequenas (abaixo de
1,5 m) e conduzem o estimulo nocivo de forma mais lenta (0.5 a 2 m/s). Séao
amplamente associadas a receptores polimodais, respondendo assim a
estimulos quimicos, mecanicos e térmicos (BASBAUM et al., 2009; BOURNE
et al., 2014).

Quando esses receptores sao ativados, promovem alteragdes na
membrana do nociceptor (aferente primario) e consequentemente a
deflagracdo do potencial de agédo. Esse estimulo elétrico € conduzido pelo
axbnio até a matéria cinzenta do corno dorsal da medula, induzindo a liberacao
de varios neurotransmissores excitatérios, responsaveis pela ativacdo dos
receptores no terminal pos-sinaptico (ROCHA et al., 2007; SCHAIBLE, 2004).
Em seguida, uma subpopulagédo de neurdnios transmite essa informagao para
0 cortex somatossensorial através do talamo, fornecendo informagdes sobre a
localizacdo e intensidade do estimulo nociceptivo. Outra subpopulacdo de
neurdnios envolve o coértex cingulado e insular, através de conexdes no nucleo
parabraqueal e amigdala, onde os aspectos afetivos e emocionais sao
adicionados a percepgcdao de dor (BASBAUM et al., 2009; DINAKAR;
STILLMAN, 2016; KWON et al., 2013).

Existe ainda um mecanismo de controle descendente, capaz de
modular negativamente esses estimulos nociceptivos. Essas vias
descendentes incluem varias estruturas do sistema nervoso central (SNC),
como o bulbo ventromedial rostral (RMV), a substancia cinzenta periaquedutal
(PAG) e o corno dorsal da medula (DH), os quais formam uma via descendente
do sistema modulador da dor muito estudado, conhecido como PAG-RMV-DH.
Os efeitos modulatérios dessa via sdao amplamente mediados pelas vias
descendentes monoaminérgicas, utilizando neurotransmissores como
serotonina, noradrenalina e dopamina (BOURNE et al., 2014; KWON et al.,
2013).

Dependendo do inicio e duragao, a dor pode ser classificada como

aguda ou cronica. A dor aguda frequentemente apresenta um inicio repentino
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apos um estimulo externo, normalmente como resultado de um dano, injuria ou
inflamacao tecidual, tendo assim um forte carater protetor associado. Esse tipo
de dor perdura por um pequeno periodo de tempo, apresentando assim uma
duracao limitada. Por outro lado, a dor crbnica é caracterizada por persistir
durante longos periodos de tempo, e em muitos casos sua causa é dificil de ser
determinada. Esse tipo de dor perde o carater protetor associado por ser
persistente e continua, afetando aspectos cotidianos do paciente e podendo
levar a problemas fisicos, psicologicos e sociais. Dessa forma, a dor crénica
nao apresenta valor adaptativo aparente e necessita de tratamento
(BASBAUM et al., 2009; KWON et al., 2013; RADNOVICH et al., 2014).

A dor neuropatica diabética (DND) é um tipo de dor crénica
caracterizada por sintomas de dor espontanea (na auséncia de estimulo),
parestesias e disestesias, associadas a alodinia (dor em resposta a estimulos
normalmente inécuos) e/ou hiperalgesia (aumento da sensibilidade a estimulos
nocivos) (SCHREIBER et al., 2015; TESFAYE et al., 2013). Esses sintomas
sdo distais, simétricos, considerados de moderados a severos, e
frequentemente pioram durante a noite, afetando diretamente o sono, humor,
atividades diarias e, consequentemente, a qualidade de vida do paciente
(KULKANTRAKORN; LORSUWANSIRI, 2013).

Os mecanismos patofisioléogicos que levam ao desenvolvimento da
DND, ainda nao estdo completamente elucidados. Estudos clinicos e
eletrofisiolégicos prévios confirmam que a severidade da DND, nem sempre
esta diretamente relacionada com a gravidade do diabetes ou com o grau de
envolvimento de grandes fibras sensoriais, podendo inclusive ocorrer na
auséncia de injuria nervosa (FELDMAN et al., 2017; SCHREIBER et al., 2015).
Entretanto, existe um consenso de que os efeitos toxicos da hiperglicemia a
longo prazo exercem um papel importante para o desenvolvimento dessa
complicagdo, especialmente por desencadear extenso EO (JENSEN et al.,
2006; KULKANTRAKORN; LORSUWANSIRI, 2013; SCHREIBER et al., 2015).
Além da hiperglicemia, diversos estudos demonstram que desordens
imunologicas e metabdlicas, mudangas na expressdo de canais iénicos,
alteragbes em vasos sanguineos que suprem o0S vasos periféricos, e

mecanismos de dor centrais envolvendo o desbalanco entre as vias inibitorias e
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facilitatérias, possam estar ao menos parcialmente relacionados a dor crénica
decorrente do diabetes (BAYNES; THORPE, 1999; SCHREIBER et al., 2015).

1.4TRATAMENTO FARMACOLOGICO DA DOR NEUROPATICA
DIABETICA

Em geral, a DND né&o responde bem aos farmacos utilizados para o
tratamento da dor aguda e, com exce¢dao dos medicamentos voltados ao
controle glicémico, seu tratamento farmacologico € apenas sintomatico e nao
associado aos mecanismos patofisioldgicos da doenga (SCHREIBER et al.,
2015). Embora existam apenas dois medicamentos (duloxetina e pregabalina)
aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration) e EMA (European
Medicines Agency) para o seu tratamento, drogas de diferentes classes
farmacolégicas tem sido utilizadas como alternativas terapéuticas, em
decorréncia da eficacia limitada que esses medicamentos apresentam sobre
essa doenga (JENSEN et al., 2006; TESFAYE et al., 2013). Dentre esses, os
antidepressivos e anticonvulsivantes sao considerados como primeira linha de
tratamento, e adesivos tépicos de lidocaina e capsaicina como segunda linha.
Ja o uso de opioides é recomendado somente como terceira linha de
tratamento, devido aos efeitos adversos promovidos por seu uso continuo,
como constipagdo, dependéncia e tolerancia (GILRON et al., 2015;
SCHREIBER et al., 2015).

Os antidepressivos triciclicos foram utilizados como primeira linha de
tratamento para a dor neuropatica durante muitos anos, entretanto, seu uso se
tornou mais restrito devido aos frequentes efeitos colaterais e eficacia limitada
(Ziegler, 2008). Dessa forma, inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina
e noradrenalina (ISRSN), como a duloxetina e a venlafaxina, tém sido mais
utilizados para o manejo da DND. Esses medicamentos aliviam a dor por
promoverem aumento da disponibilidade sinaptica de noradrenalina e
serotonina nas vias descendentes, modulando negativamente o impulso
doloroso. Seus efeitos adversos frequentemente apresentam intensidade
moderada e incluem sonoléncia, nausea, constipagcdo, boca seca e tontura
(BARRETT et al., 2007; TESFAYE et al., 2013; ZIEGLER, 2008).
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Dentre os anticonvulsivantes, a gabapentina e pregabalina
frequentemente sédo consideradas as drogas de escolha para o tratamento da
DND, especialmente por apresentarem maior eficacia e efeitos adversos
menos significativos em relagdo a carbamazepina, por exemplo (JENSEN et
al., 2006; TESFAYE et al., 2013). Considerados analogos estruturais de GABA,
um neurotransmissor inibitério, esses medicamentos sao efetivos para o
tratamento da dor por se ligarem a uma subunidade especifica do canal de
calcio no cérebro e na medula. Consequentemente, promovem diminuicdo da
liberacdo de neurotransmissores excitatorios nessas localidades, os quais sao
importantes para a transmissdo do estimulo nociceptivo. Alguns autores
propdem ainda que a ligagdo desses gabapentinoides aos canais de calcio
promova diminuicdo da expressdo do canal i6nico, o que também pode
contribuir para seu efeito analgésico. Seus principais efeitos colaterais incluem
tontura, sonoléncia, edema periférico, dores de cabegca e ganho de peso
(SCHREIBER et al., 2015; TESFAYE et al., 2013; ZIEGLER, 2008).

Diversos estudos indicam que essas abordagens terapéuticas néo
promovem controle satisfatorio da dor, de forma que menos de um terco dos
pacientes descreve alivio superior a 50% da DND (JENSEN et al., 2006;
SCHREIBER et al.,, 2015; WALDFOGEL et al., 2017). Além disso, esses
tratamentos geram custos diretos estimados em R$ 10.000,00/ano por pessoa,
que podem ser ainda maiores em pacientes que apresentam dor de
intensidade moderada a severa (50% dos casos) (BARRETT et al., 2007).
Dessa forma, o tratamento farmacoldgico da DND continua sendo um desafio
para a pratica clinica, tornando-se vital a busca por novas alternativas
terapéuticas, especialmente direcionadas aos mecanismos patofisiolégicos da

doenca, e ndo apenas sintomaticos.

1.5 DEPRESSAO E ANSIEDADE ASSOCIADAS AO DIABETES

O Manual de Diagndstico e Estatistica das Doengas Mentais, na sua
quinta edicao feita pela Associagao de Psiquiatria Americana (DMS-V, 2013),
define os transtornos mentais como uma sindrome caracterizada por alteracoes
clinicamente  significativas de fatores cognitivos, emocionais ou

comportamentais, que refletem em uma disfuncdo no comportamento
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psicolégico, biologico ou em processos de desenvolvimento subjacentes ao
funcionamento mental.

Atualmente, fatores bioldgicos, psicoldgicos e sociais sdo reconhecidos
como desencadeadores dos transtornos mentais. Dentre os bioldgicos,
algumas doengas cronicas como o HIV (human immunodeficiency virus),
cancer e diabetes estdo amplamente associadas ao aumento da prevaléncia de
desordens psiquiatricas (OPIO et al., 2018; WALVISCH, 2017). Em relagédo ao
diabetes, diversos estudos epidemioldgicos demonstram a depressédo como a
comorbidade psiquiatrica associada mais frequente, apresentando uma
prevaléncia de duas a trés vezes maior do que a populagdo em geral. Em
segundo lugar aparecem os transtornos de ansiedade, que frequentemente
ocorrem de forma concomitante a depressdo, afetando duas vezes mais os
pacientes diabéticos em comparagdo a populagcdo normoglicémica
(BUCHBERGER et al., 2016; BYSTRITSKY et al., 2014; JAIN et al., 2011;
NAICKER et al., 2017).

Assim como a depressao e a ansiedade, a prevaléncia do diabetes e
suas complicacdes aumentou exponencialmente durante os ultimos 50 anos, e
continua aumentando em uma trajetéria ascendente. Consequentemente,
acredita-se que o percentual de pacientes com diabetes, depressdo e
ansiedade de forma concomitante, aumente significativamente até a proxima
década (JAIN et al., 2011; KHALIGHI et al., 2019; NAICKER et al., 2017).

Segundo a OMS, a depressao € considerada umas das condigdes mais
incapacitantes do mundo. A caracteristica comum dos transtornos depressivos
€ a presenca de humor triste, vazio ou irritavel acompanhado de alteracdes
somaticas e cognitivas que afetam significativamente a capacidade de
funcionamento do individuo. Esses transtornos podem ser classificados em oito
tipos principais, sendo o transtorno depressivo maior considerado o
representante da condigéo classica desse grupo. Para ser diagnosticado, pelo
menos cinco dos seguintes sintomas devem estar presentes, por no minimo
duas semanas de duracado: humor deprimido na maior parte do dia; acentuada
diminuicdo do interesse ou prazer; perda ou ganho significativo de peso;
insdnia ou hipersonia; agitacdo ou retardo psicomotor; fadiga; sentimentos de
inutilidade ou culpa; diminuicdo da capacidade de pensar ou se concentrar; e

pensamentos recorrentes de morte. Para o correto diagnostico pelo menos um
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dos cinco sintomas deve ser humor deprimido ou perda de interesse ou prazer
(DMS-V, 2013).

A patofisiologia dos transtornos depressivos € multifatorial, ndo estando
completamente elucidada. Atualmente as teorias que visam explicar a
fisiopatologia da depressdo incluem a hipotese das aminas biogénicas, a
desregulagéo do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA), e a associagao de
fatores genéticos e ambientais (para revisdo veja DUMAN et al., 1997; LEE et
al., 2010; JESULOLA et al., 2017). Outros fatores que podem contribuir nesse
processo incluem a diminuicdo da neurogénese hipocampal; fatores
imunoldgicos que levam ao aumento da secregcdo de citocinas inflamatdrias;
aumento dos niveis do fator de liberagao de corticotrofina; e anormalidades nos
sistemas de segundos mensageiros (JESULOLA et al., 2017; LEE et al., 2010;
MAES et al., 2011; MALYKHIN; COUPLAND, 2015).

Ja os transtornos de ansiedade, segundo o DMS-V, se caracterizam
pela presenca de medo e ansiedade excessivos, além de perturbagcdes
comportamentais  relacionadas. Esses sintomas sdo importantes
fisiologicamente, mas perdem o carater adaptativo devido a sua intensidade e
persisténcia além de periodos apropriados, tornando-se patoldgicos
(GELFUSO et al., 2014). Os transtornos de ansiedade podem ser classificados
em oito tipos principais, entretanto, o foco do presente estudo é o transtorno de
ansiedade generalizada, caracterizado pela ansiedade e preocupacgao
excessiva em diferentes ambitos sociais. Para ser diagnosticado, pelo menos
trés dos seguintes sintomas devem estar presentes por no minimo seis meses
de duracéo: inquietagdo; fadiga; dificuldades de concentragao; irritabilidade;
tensao muscular; e perturbagdes do sono. Dependendo do sintoma associado,
o periodo necessario para considerar o diagnostico, pode variar caso a caso
(DMS-V, 2013).

A patogénese das desordens de ansiedade também é multifatorial,
envolvendo interagdes complexas entre fatores bioldgicos, influéncias
ambientais e mecanismos psicologicos. As principais alteragbes fisioldgicas
que visam explicar a fisiopatologia dos transtornos de ansiedade incluem: a
desregulagéo do eixo HPA; alteragdes na liberagdo e expressao de receptores
para colecistoquinina; e a alteracdo da liberagdo e/ou recaptacdo de

monoaminas, peptideos, e aminoacidos, especialmente sobre o sistema
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limbico e cortex pré-frontal. Além disso, sabe-se que fatores genéticos e
ambientais, particularmente através de mecanismos epigenéticos, exercem
forte influéncia sobre a génese e manutengdo dessa doenga (BRAGA et al.,
2010; GELFUSO et al., 2014; BABAEV et al., 2018; SCHIELE; DOMSCHKE,
2018)

Diversos estudos demonstram a existéncia de uma ligagao biolégica
entre o diabetes e essas desordens psiquiatricas associadas. Embora a
correlagdo positiva entre essas doengas nédo esteja associada a fatores
genéticos, sabe-se que diferentes fatores ambientais podem ativar vias
patofisiologicas comuns (BADESCU et al., 2016; JAIN et al., 2011). O estresse
crébnico, por exemplo, ativa o eixo HPA e o sistema nervoso simpatico
promovendo aumento da producao de cortisol, adrenalina e noradrenalina, nas
glandulas suprarrenais. Altos niveis de cortisol de forma crénica, associados a
ativagdo prolongada do SNS, perturbam a via de sinalizagdo decorrente da
ligagdo da insulina ao seu receptor celular. Esse efeito pode desencadear a
resisténcia a insulina, levando ao desenvolvimento do diabetes (BADESCU et
al.,, 2016; RUBIN et al., 2008; SEMENKOVICH et al., 2015). Evidenciando
ainda mais a ligagao bioldgica entre essas doengas, sabe-se que o aumento da
producao desses e outros hormbnios promove a ativagcao do sistema do medo,
podendo levar ao desenvolvimento de transtornos de ansiedade. Da mesma
forma, transtornos depressivos podem ser desencadeados pelo excesso de
cortisol a longo prazo, devido ao desenvolvimento de disturbios na
neurogénese hipocampal e taquifilaxia do sistema de recompensa (BADESCU
et al., 2016; BRUEHLA et al., 2014).

Além disso, o estresse crénico pode promover o aumento significativo
da producao de citocinas inflamatorias. Essas, associadas aos auto-anticorpos
presentes em pacientes com DM1, antecipam o aparecimento da doenga por
afetarem negativamente o funcionamento das células -pancreaticas. A falta de
insulina interfere na neurogénese e no metabolismo de diversos
neurotransmissores. Como resultado, ocorrem interferéncias na plasticidade
sinaptica, funcdes neuroenddcrinas e comportamento, propiciando assim o
desenvolvimento de transtornos como a depressao e a ansiedade. Além disso,
a hiper e hipoglicemia promovidas pelas alteracbes nos niveis de insulina,

também promovem a hiperatividade do eixo HPA, gerando assim um circulo
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vicioso (BADESCU et al., 2016; JAIN et al., 2011; REUS et al., 2017;
SEMENKOVICH et al., 2015).

Acredita-se que fatores ambientais comuns nessas doengas como a
ma alimentagdo, falta de exercicios fisicos, sono de baixa qualidade, e
aumento da frequéncia de hospitalizagdes, possam ser 0s responsaveis por
ativar os mecanismos fisiolégicos comuns entre o diabetes, depresséo e
ansiedade (BADESCU et al., 2016; MEZUK et al., 2008). Por esses e outros
motivos, considerando que a depressao e a ansiedade podem aumentar as
chances do paciente desenvolver o diabetes e suas complica¢gdes, assim como
o diabetes pode levar ao desenvolvimento de depressdo e ansiedade, vem
sendo amplamente aceito na literatura a existéncia de uma relagéo bidirecional
entre essas desordens (BADESCU et al., 2016; BAIR et al., 2010; JAIN et al.,
2011; SEMENKOVICH et al.,, 2015). A interacdo entre essas doengas é
reconhecida como potencialmente problematica, j@ que uma condi¢cao
influencia negativamente a outra, resultando em menor adesdo ao tratamento,
piora do controle glicémico e da saude mental, além dos sintomas decorrentes
do diabetes (COHEN et al., 2019; NAICKER et al., 2017).

1.6 TRATAMENTO FARMACOLOGICO DOS TRANSTORNOS DE
DEPRESSAO E ANSIEDADE

Os antidepressivos chamados de segunda geragao, como os inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) e os inibidores seletivos da
recaptagcdo de serotonina e noradrenalina (ISRSN), sdo considerados a
primeira linha de tratamento para o transtorno depressivo maior e para os
transtornos de ansiedade. Esses medicamentos apresentam efeitos
terapéuticos sobre ambas doengas, 0 que representa uma vantagem ja que
essas frequentemente ocorrem de forma concomitante (GARTLEHNER et al.,
2017; THIBAUT, 2017). Todos apresentam um mecanismo de agao similar,
seletivamente bloqueando 60-80% da recaptacdo de serotonina e/ou
noradrenalina, levando ao aumento seletivo desses neurotransmissores na
fenda sinaptica (FLECK et al., 2009; LOCHMANN; RICHARDSON, 2018).

Dentre esses medicamentos, a sertralina, o escitalopram e a fluoxetina

sdo as drogas mais prescritas para o tratamento da depressao e ansiedade
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associada ao diabetes, especialmente por apresentarem efeitos benéficos
sobre o controle glicémico, hemoglobina glicada, resisténcia a insulina e peso
corporal (LOCHMANN; RICHARDSON, 2018; ZANOVELI et al.,, 2016). Por
outro lado, os antidepressivos triciclicos, os inibidores da monoamina oxidase
(MAO) e os inibidores da recaptagdo de dopamina sao considerados como
segunda ou terceira linha para o tratamento desses transtornos associados ao
diabetes. Isso ocorre especialmente devido aos efeitos colaterais associados a
essas medicagdes, como ganho de peso, aumento da glicemia, e aumento das
chances de desenvolvimento do DM2, além dos efeitos adversos acentuados.
Dentre estes, destacam-se a convulsao, perda de coordenagao motora precisa
e hipotenséo postural (LUSTMAN et al., 1997; ZANOVELI et al.,, 2016;
SEMENKOVICH et al., 2015). Vale ressaltar ainda que atualmente ndo se
recomenda a utilizagdo de benzodiazepinicos para o tratamento da ansiedade,
especialmente devido aos efeitos colaterais associados, como tolerancia,
dependéncia, maiores riscos de suicidio, e desenvolvimento de deméncia
(THIBAUT, 2017).

A resposta clinica do paciente frente ao tratamento costuma demorar
de duas a quatro semanas, entretanto, os efeitos adversos se iniciam
concomitantemente a utilizacdo dos medicamentos. Dentre esses, sedacao,
nauseas, dores de cabeca, insbnia, sonoléncia, diarreia, tontura e boca seca
estdo entre os mais frequentemente descritos, os quais s&o particularmente
angustiantes para o paciente que ja se encontra em um quadro
depressivo/ansioso (para revisdo veja READ et al., 2017). Além disso,
diferentes estudos demonstram que a resposta desses transtornos ao
tratamento farmacoldgico é considerada moderada, sendo efetiva em apenas
50% dos pacientes. Entretanto, a remissao dos sintomas s6 € encontrada em
30% desses. Dessa forma, cerca de 40% dos pacientes mostram-se
resistentes ao tratamento farmacoldgico, n&o apresentando melhora
significativa do quadro psicologico mesmo com multiplas intervengdes
terapéuticas, o que contribui significativamente para a baixa adesédo ao
tratamento (CAREK et al., 2011; LANG; BORGWARDT, 2013; MACQUEEN et
al., 2017).

Outro aspecto importante € que a associacdo de medicamentos

antidepressivos de escolha para pacientes diabéticos deve ser feita com
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cautela, visto que muitos podem influenciar diretamente o controle glicémico,
interagir com drogas hipoglicemiantes, aumentar as chances de
desenvolvimento de DM2, além de promover ganho de peso (LUSTMAN et al.,
1997; MCINTYRE et al., 2006; MELKERSSON; DAHL, 2003; ZANOVELI et al.,
2016). Torna-se assim, evidente a necessidade de se pesquisar novos
farmacos que sejam eficazes e seguros para o tratamento da depresséo e

ansiedade, especialmente quando associadas ao diabetes.

1.7RELACAO ENTRE DOR NEUROPATICA, DEPRESSAO, ANSIEDADE
E DIABETES

A DND é conhecida por afetar negativamente o funcionamento
psicossocial, potencialmente levando a incapacidade funcional para atividades
basicas. Consequentemente, pacientes diagnosticados com essa doencga
apresentam um grande impacto em suas atividades no ambito social,
recreacional e trabalhista, o que afeta substancialmente a qualidade de vida
dos mesmos. Por esses e outros motivos, diferentes estudos demonstram que
a prevaléncia da depressao e ansiedade € maior nos pacientes com a DND,
em comparacdo aos pacientes diabéticos que nao apresentam dor
(BOULANGER et al., 2009; GEELEN et al., 2017; GORE et al., 2005; JAIN et
al., 2011).

Nesse sentido, algumas meta-analises multicéntricas sugerem que
aproximadamente 60% dos pacientes diagnosticados com DND apresentam
transtornos de depressio ou ansiedade, de intensidade pelo menos moderada.
Dentre esses, cerca de 30% apresentam esses transtornos de forma
concomitante (GORE et al., 2005; NARANJO et al., 2019). Apesar da crescente
evidéncia de correlacao entre a DND e os transtornos mentais associados,
diversos estudos sugerem que os casos de DND associados a comorbidades
mentais sejam subnotificados e/ou sub-registrados, sugerindo que a
prevaléncia dessas doengas de forma simultdnea seja ainda maior
(BOULANGER et al., 2009; GORE et al., 2005; JAIN et al., 2011; NARANJO et
al., 2019).

Assim, para ser eficaz, o tratamento da DND deve ser feito o quanto

antes, levando em consideragdao o risco associado do desenvolvimento de
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depressao e ansiedade e seus possiveis impactos multiplos no alivio da dor,
autogestao do paciente, qualidade de vida e prognéstico. O mesmo vale para o
gerenciamento da depressao e ansiedade associadas ao diabetes, as quais
podem favorecer o aparecimento de comorbidades diabéticas, como a DND
(D’AMATO et al., 2016; DZIEMIDOK, 2015).

1.8 ESTRESSE OXIDATIVO, COMPLICACOES E COMORBIDADES DO
DIABETES

Diversos estudos sugerem que a hiperglicemia a longo prazo exerce
um papel significativo sobre a fisiopatologia das complicagbes e comorbidades
associadas ao diabetes. Sabe-se que o estado hiperglicémico pode promover
danos teciduais através de diferentes mecanismos como formacédo de AGEs,
disfungdes mitocondriais, aumento do fluxo de agucares através da via dos
polidis, hiperatividade da proteina quinase C e da via da hexosamina, e pela
atividade alterada de citocinas e fatores de crescimento. Todos esses
mecanismos estao associados a geragdo de ROS (Reactive Oxygen Species —
do inglés - Espécies Reativas de Oxigénio) e/ou RNS (Reactive Nitrogen
Species — do inglés Espécies Reativas de Nitrogénio) (BAYNES; THORPE,
1999; IGHODARO, 2018; JAIN et al., 2011; OBROSOVA, 2002; PENNATHUR;
HEINECKE, 2004; PICONI et al., 2003; WEI et al., 2009). Essas espécies sao
altamente reativas e ocorrem naturalmente como consequéncia da producao
de energia celular, apresentando fungdes celulares uteis como a sinalizagao
redox. Entretanto, quando estdo em concentracdes elevadas estimulam uma
cascata de eventos que culminam em EO, e consequentemente dano tecidual
(CARILLON et al., 2013).

O EO ocorre quando ha um disturbio no balango entre a producéo de
radicais livres (como ROS e RNS) e mecanismos de defesas antioxidantes.
Superoxido (Oz), peréxido de hidrogénio (H20;) e oxido nitrico (NO) sé&o
espécies reativas importantes para a fisiologia do organismo, mas em altas
concentragbes danificam diversas macromoléculas, como DNA, lipideos de
membrana e proteinas (VINCENT et al., 2004). Uma das consequéncias mais
estudadas desse processo é a peroxidagao lipidica (LPO), definida como uma

cascata de eventos bioquimicos que provocam a oxidagao de lipidios poli-
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insaturados, presentes nas membranas celulares e algumas organelas (YIN et
al., 2011). Esses acidos graxos sao particularmente suscetiveis ao ataque das
espécies reativas devido a presenga da dupla ligagdo, a qual enfraquece a
ligacdo carbono-hidrogénio no atomo de carbono adjacente. Quando ocorre o
contato com as espécies reativas, ha alteracdo das caracteristicas moleculares
dos acidos graxos tornando-os mais hidrossoluveis. Como consequéncia ha
alteracao da estrutura e funcionamento da membrana. Uma vez iniciada, ocorre
uma reagao em cadeia que se propaga automaticamente, amplificando o efeito
das espécies reativas. Dessa forma, a LPO pode promover efeitos profundos
na funcao celular a partir de alteracdes de fluidez, permeabilidade, potencial de
membrana e eventualmente apoptose (BETTERIGDE, 2000; PICONI et al.,
2003; SIES, 2015; YIN et al., 2011).

Para prevenir o dano oxidativo e proteger os componentes celulares
contra a agdo oxidante das espécies reativas, o organismo conta com uma
rede complexa de agentes antioxidantes. Esses sdo definidos como qualquer
composto que possa doar pelo menos um atomo de hidrogénio para um radical
livre. Podem ser classificados como enzimaticos, como a superoxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT), ou nao-enzimaticos, como a glutationa reduzida
(GSH) (YIN; XU, L.; PORTER, 2011). A SOD representa uma classe de
enzimas oxirredutases que apresentam a fung¢ao principal de neutralizar os
radicais O3 citosdlicos. Esses radicais sdo considerados um dos radicais livres
mais criticos gerados no organismo, devido a sua capacidade de gerar outras
espécies reativas como o radical hidroxila (CARILLON et al., 2013; MUSCOLI
et al., 2003). Trés diferentes isoformas dessa enzima foram caracterizadas em
mamiferos: a SOD1, localizada no citoplasma, compartimentos nucleares e no
espacgo intermembranoso da mitocéndria; a SOD2 é encontrada na matriz
mitocondrial; e a SOD3 encontrada em compartimentos extracelulares, com a
peculiar caracteristica de apresentar alta afinidade de ligagdo a matriz
extracelular. Apds essas enzimas realizarem a importante funcao de catalisar a
dismutacgao do radical Oz, moléculas de O, e H,O, s&o geradas (CARILLON et
al., 2013; HOLLEY et al., 2012).

Como o H,O, é téxico para as células, outros sistemas antioxidantes,
como a CAT, entram em acao para neutralizar essas espécies reativas. A CAT

€ uma enzima composta por 4 subunidades de 64 kDa amplamente conhecida
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por metabolizar o H,O, (GLORIEUX; CALDERON, 2017). Durante a reacéo
enzimatica que leva a destruicdo de H,0,, a catalase é primeiro oxidada a um
intermediario de ferro hipervalente, que € entdo reduzido de volta ao estado de
repouso por uma segunda molécula de H,O,. Essa reagao enzimatica, resulta
na produgao de duas moléculas de H,O e uma de O, Diferentemente da SOD,
a CAT esta localizada majoritariamente nos peroxissomos, por apresentar uma
sequéncia sinal reconhecida por alguns receptores desses compartimentos
celulares. Vale ressaltar que além de sua atividade catalitica, a CAT também
pode atuar degradando pequenos substratos, como metanol, hidroperoxidos,
azida e outros (GLORIEUX; CALDERON, 2017).

A GSH é um antioxidante de carater hidrossoluvel, que apresenta um
grupamento sulfidrila responsavel por seu forte carater doador de elétrons,
participando de um grande numero de reagdes redox. No ambiente celular,
apos a realizar a doagao de elétrons, a glutationa se torna oxidada (GSSG), e a
partir da enzima glutationa redutase é reciclada novamente em GSH, utilizando
NADPH (do inglés — nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) como
cofator. Assim, a razédo entre as formas reduzida e oxidada (GSH/GSSG) da
glutationa é utilizada como um indicador do status redox da célula. Em
condi¢gdes nao patoldgicas a fragdo reduzida da glutationa esta em maior
concentragao e, juntamente com as outras defesas antioxidantes da célula, séo
capazes de neutralizar os radicais livres (BURTON et al., 2011; PICONI et al.,
2003; SIES, 2001, 2015; VINCENT et al., 2004).

Entretanto, esta amplamente aceito na literatura que o diabetes
promove aumento da producdo sistémica de ROS e/ou RNS, assim como a
diminuigdo da capacidade antioxidante do organismo como um todo,
propiciando assim um ambiente favoravel ao dano tecidual e
consequentemente ao desenvolvimento de complicagdes e comorbidades
diabéticas (BAYNES; THORPE, 1999; PENNATHUR; HEINECKE, 2004;
PICONI et al., 2003). Mas, esse dano nao ocorre uniformemente no organismo.
Células endoteliais vasculares, por exemplo, falham em diminuir a captacéo de
glucose durante estados hiperglicémicos, o que resulta em altas concentragoes
intracelulares desse agucar e, consequentemente, em danos via aumento do

estresse oxidativo. Por isso &€ amplamente discutido na literatura a forte
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correlagdo entre a hiperglicemia e as complicagcbes microvasculares do
diabetes (para revisao veja GIACCO; BROWNLEE, 2010).

Importante para o presente estudo, sabe-se que dentre as diferentes
linhagens celulares, os neurbnios sdo particularmente sensiveis ao estresse
oxidativo devido a varios aspectos, como a incapacidade de regular
negativamente a captacao de glucose, e ao grande numero de mitocéndrias
(responsaveis pelo aumento da geragcdo de ROS/RNS) (COBLEY et al., 2018;
WANG et al., 2010). Outro aspecto importante € que de forma geral os
neurdnios apresentam uma defesa antioxidante mais modesta em relagdo a
outros tecidos, 0 que os tornam mais sensiveis ao estresse oxidativo. Niveis
citosolicos de GSH, por exemplo, sdo aproximadamente 50% menor em
neurénios, quando comparados aos hepatécitos (COBLEY et al.,, 2018;
RAJCHGOT et al., 2019).

O aumento do estresse oxidativo no paciente diabético como um todo,
também pode causar reagdes autoimunes que prejudicam o funcionamento das
células B-pancreaticas. Em consequéncia, podem ocorrer falhas na secrecéo e
acao da insulina, o que promove uma exacerbacido da condicdo diabética e
consequentemente de suas complicagbes associadas (para revisdo veja
IGHODARO, 2018).

1.9 BIXINA

A bixina (C2s5H3004. BIX; Figura 1) € um diapocarotenoide lipossoluvel,
considerada o principal pigmento das sementes de Bixa orellana L., uma arvore
nativa do Brasil conhecida popularmente como Urucum. Com coloracao
avermelhado-alaranjada, esse carotenoide € o responsavel por conferir a
tonalidade caracteristica das sementes do Urucum, sendo atualmente
considerado o segundo corante natural mais utilizado do mundo (REHBEIN et
al., 2007). Essa molécula apresenta grande destaque entre os carotenoides
naturais, especialmente por apresentar a conformagao cis, considerada
incomum, e pela presenga de um grupo carboxilico e éster metilico em sua
estrutura quimica, os quais conferem alta lipossolubilidade a molécula (VILAR
et al., 2014; SILVA et al., 2001). Essa caracteristica possibilita que a BIX seja

utilizada em uma ampla gama de produtos, desde geleias e refrigerantes a
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cosméticos e produtos téxteis, utilizados para consumo ou uso humano (VILAR
et al., 2014).

FIGURA 1 - ESTRUTURA QUIMICA DA BIXINA

FONTE: Merck Index, 1989.

Com relagao ao potencial farmacoldgico da BIX, estudos in vitro e in vivo
ja demonstraram seu potente efeito antioxidante (TAY-AGBOZO et al., 2018),
antitumoral (DE OLIVEIRA JUNIOR et al., 2019; REDDY et al., 2005; SANTOS,
et al.,, 2016), anti-inflamatério (ROEHRS et al.,, 2017; TAO et al.,, 2016),
antinociceptivo em modelos de dor aguda (PACHECO et al.,, 2019), e
hipoglicemiante, a partir de sua agao agonista sobre receptores PPARs (GOTO
et al., 2012; PINZON-GARCIA et al., 2018; TAKAHASHI et al., 2009).
Atualmente esse carotenoide € considerado ainda um neutralizador biolégico
de oxigénio reativo, com relevante efeito protetor sobre células e tecidos
(SANTOS, et al., 2016; TAO et al., 2016; ZHANG et al., 2018) e com alto perfil
de seguranca, por nado produzir alteracbes clinicas, histolégicas ou
necroscopicas em ratos machos e fémeas, submetidos a tratamento subcronico
de 13 semanas (BAUTISTA et al., 2004).

Mesmo apresentando atividade hipoglicemiante, sdo escassos o0s
estudos que avaliam a atividade da BIX sobre modelos animais diabéticos.
Recentemente, Roehrs et al. (2014) e Assis et al. (2017) demonstraram que o
tratamento com a BIX promove diminui¢do dos niveis plasmaticos de glucose
em propor¢ao similar a metformina, melhora do perfil lipidico e acentuada
atividade antioxidante, em modelo animal de DM1. Além disso, Xu e Kong
(2017) utilizando modelos animais de DM2, demonstraram que o tratamento

com a BIX durante 14 semanas foi capaz de melhorar a resisténcia a insulina e
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dislipidemia, protegendo os animais contra injurias cardiacas induzidas pela
dieta com alto teor de gordura. Os autores demonstraram ainda que o
tratamento com a molécula foi eficaz em bloquear a via de sinalizagdo do NF-
kB, além de diminuir significativamente a geragdo de ROS, por meio da
ativagdo da via de sinalizagdo do NRF2.

Outra caracteristica importante da bixina € seu alto perfil de seguranca,
nao produzindo alteragbes clinicas, histolégicas ou necroscépicas em ratos,
machos e fémeas, submetidos a tratamento subcrénico de 13 semanas
(BAUTISTA et al., 2004b). Além disso, a bixina exerce um efeito protetor contra
agentes carcinogénicos e mutagénicos, sobre células e tecidos, efeito este
intimamente associado ao potencial indutor da molécula sobre algumas
enzimas metabolizadoras, como a CYP1A1/2 e CYP1B1/2, as quais
desencadeiam a rapida inativagdo desses compostos (MATUO et al., 2013;
SANTOS et al., 2016).

Dessa forma, considerando que o estresse oxidativo esta amplamente
associado com a patogénese das complicagbes e comorbidades diabéticas, e
dado o amplo potencial farmacolégico da BIX, o presente estudo visou
investigar o potencial efeito desse carotenoide sobre a dor neuropatica,
depressao e ansiedade associadas ao diabetes, bem como identificar alguns

dos possiveis mecanismos de agao envolvidos.
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2. OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Investigar o potencial efeito da bixina sobre a alodinia mecéanica,

comportamento tipo-ansioso e tipo-depressivo em ratos com diabetes

experimental induzido quimicamente por estreptozotocina (STZ), e avaliar

possiveis mecanismos de agao envolvidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar alteragcbes no limiar mecanico de animais diabéticos
tratados de maneira aguda ou repetida com bixina, veiculo, ou
insulina;

Investigar alteragdes no comportamento tipo-ansioso de animais
diabéticos tratados com bixina, veiculo ou insulina;

Investigar alteracdes na atividade locomotora de animais diabéticos
tratados com bixina, veiculo ou insulina;

Investigar alteragdes no comportamento tipo-depressivo de animais
diabéticos tratados com bixina, veiculo, ou insulina;

Avaliar o conteudo de HbA1 em amostras de sangue total de ratos
diabéticos tratados com bixina, veiculo ou insulina;

Avaliar o conteudo de GSH, CAT, SOD e produtos da peroxidacao
lipidica (LPO) em amostras de hipocampo, cortex pré-frontal, nervo
ciatico e cordao espinhal lombar de ratos diabéticos tratados com

bixina, veiculo ou insulina.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ORIGEM DO MATERIAL BOTANICO

As sementes de Bixa orellana L. foram coletadas na fazenda
experimental do IAPAR (Instituto Agronémico do Parana), Rodovia Miguel
Buffara, km 8, Morretes, Parana, Brasil. Caixa Postal n° 11 - 83350 000
Fone/Fax: 55 (41) 3462-1203, Estacdo Experimental de Morretes EST.:
Morretes / COD.: 02548038 / LAT.: 25030°S/ LONG.: 48049°'W / ALT.: 59m,
nos meses de junho e julho de 2012, julho de 2014 e agosto de 2017.

A identificacdo da espécie vegetal foi realizada pelo biélogo e curador
Osmar dos Santos Ribas do Museu Botanico Municipal de Curitiba, onde esta
depositada a exsicata sob o n° 379.394, autorizagdo IBAMA n°
02001.001165/2013-47. A extracado da bixina isolada foi realizada no setor de
Ciéncias Farmacéuticas, campus Ill Jardim Botanico, Universidade Federal do
Parana por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e °C, Infravermelho
(IV) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

3.2 ANIMAIS

Os procedimentos experimentais conduzidos no presente estudo
utilizaram ratos machos da variedade Wistar (Ratus novergicus, pesando de
180 a 220 g), provenientes no Biotério Central do Setor de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal do Parana. Os animais foram mantidos sob condi¢des
de temperatura e ciclo claro/escuro (12h / 12h) controlados, com livre acesso a
racao padrao e agua potavel. Animais diabéticos foram alojados em numero
reduzido por caixa (numero maximo de quatro por caixa), com maravalha
trocada diariamente. Todos o0s experimentos comportamentais foram
conduzidos no ciclo claro (das 7:00 as 19:00 h), de acordo com as normas e
legislagbes estabelecidas pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Setor de
Ciéncias Bioldgicas da UFPR, sob aprovacado do CEUA/BIO — UFPR protocolo
#1294.
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3.3 DROGAS

As seguintes drogas foram utilizadas: estreptozotocina (STZ; Santa
Cruz Biotechnology Inc,. Califérnia, EUA), citrato de sodio (Merck S. A.,
Industria Farmacéutica Brasil), bixina (BIX) com pureza estimada = 99%
(GOLIN et al., 2013) gentilmente fornecida pela Dr* Samanta D. G. Pacheco,
oleo de milho (Liza®, Brasil) utilizado como veiculo (VEI), e INS humana NPH
(Novolin®, Novo Nordisk, Brasil).

3.4 INDUCAO DO DIABETES EXPERIMENTAL

O diabetes foi induzido através de uma inje¢cao unica via intraperitoneal
(i.p.), de STZ (60 mg/kg) diluida em tampao citrato (10mM, pH 4,5), em ratos
submetidos a jejum prévio de 12 horas. Ratos normoglicémicos receberam
apenas o tampdo citrato, em volume equivalente (i.p.). Trés dias apds, a
condigao hiperglicémica foi confirmada utilizando amostras de sangue da veia
caudal de aproximadamente 5 pL, adicionadas a fitas teste impregnadas de
glicose oxidase (Accu-Check Active™, Roche) e analisadas através do
glicosimetro digital (Accu-Check Active™, Roche). Somente animais que
apresentaram e mantiveram glicemia igual ou superior a 250 mg/dl até o fim
dos experimentos, foram incluidos no grupo diabético e mantidos no estudo.
Ratos normoglicémicos foram usados como grupo controle. A massa corporal
foi determinada antes da indugdo do diabetes e semanalmente durante o

periodo experimental.

3.5 TRATAMENTO

Apods a confirmacéo do estado diabético, os animais foram divididos em
seis grupos experimentais: normoglicémicos tratados com veiculo (NGL + VEI),
diabéticos tratados com veiculo (DBT + VEI), diabéticos tratados com bixina
(DBT + BIX; 3 doses) e diabéticos tratados com insulina (DBT + INS). Os
tratamentos foram iniciados na 22 semana apds a indugdo do diabetes
experimental. O VEI (0,5 ml/kg/dia; 6leo de milho) e a BIX (nas doses de 5, 15
e 45 mg/kg/dia; (PACHECO et al.,, 2019; ROEHRS et al.,, 2017) foram
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administrados por via oral (gavagem), duas vezes ao dia, sendo meia dose as
8:00h e meia dose as 16:00h, totalizando assim uma dose diaria de bixina de
10, 30 ou 90 mg/kg. Ja a INS (6Ul/dia) foi utilizada como controle positivo e
administrada por via subcutanea (s.c.), também duas vezes ao dia nesses
mesmos horarios, sendo 2 Ul pela manha e 4 Ul a tarde (MORAIS, DE et al.,
2014). Esse regime de tratamento foi adotado, pois diversos estudos
demonstram que 2 administragdes diarias de uma droga hipoglicemiante,
conferem melhor controle glicémico do que uma administragdo Unica
(GAMBETA; SOUZA, De MORAIS, 2015; MORAIS, DE et al., 2014)

3.6 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.6.1 Von Frey Eletrénico

A resposta ao estimulo mecanico foi avaliada por meio do teste do Von
Frey eletronico, mensurado a partir de um analgesimetro digital (INSIGHT Ltda,
Ribeirao Preto, Sdo Paulo, Brasil). O aparelho possui um transdutor conectado
a um contador digital que registra o limiar aplicado na pata do animal em
gramas. O contato do transdutor de forca com a pata é realizado por meio de
uma ponteira descartavel de polipropileno com 0,5 mm de didmetro, adaptada
ao transdutor. Os animais sao colocados em caixas de acrilico para
ambientacdo por 15 min. Apés a ambientacdo, uma forga linearmente
crescente no centro da regido plantar das patas traseiras do animal é aplicada.
O estimulo é cessado quando o animal produz uma resposta de retirada e/ou
sacudida da pata estimulada. Trés estimulacdes foram feitas em cada pata, e o
limiar mecanico de cada animal foi obtido pela média dos valores das duas
patas (YAMAMOTO et al., 2009).

3.6.2 Labirinto em Cruz Elevado

O comportamento tipo-ansioso dos animais foi avaliado através do teste
do labirinto em cruz elevado (LCE). Esse consiste em um aparato elevado 50
cm acima do chao, que contém 2 bracos opostos abertos e 2 bragos opostos

fechados (45 x 15 cm), conectados por uma area central (15 x 15 cm). Os ratos
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foram colocados na area central, voltados para um dos bracos abertos, e seus
movimentos foram gravados durante 5 minutos. Foi mensurado o numero de
entradas nos bracos abertos e fechados e o tempo de permanéncia nos bragos
abertos. Antes de cada teste o aparato foi higienizado com uma solugéo de
alcool etilico 20% para evitar que o odor do animal anterior interferisse no
comportamento do posterior (PELLOW et al., 1985).

3.6.3 Teste do Nado Forgado

O comportamento tipo-depressivo foi avaliado pelo teste do nado
forcado (NF), descrito por Porsolt e colaboradores (1978), com modificagbes
minimas. O teste foi conduzido em duas sessdes. Primeiro, na sessao preé-
teste, os ratos foram colocados individualmente para nadar durante 15 minutos
em um cilindro de PVC (20 cm de diametro x 50 cm de altura) contendo 30 cm
de agua a temperatura de aproximadamente 24° C. Vinte e quatro horas apds,
na sessao teste, os ratos foram novamente submetidos ao nado forcado, e
durante 5 minutos, os comportamentos dos animais foram gravados. Nesses
videos foram avaliados o tempo de laténcia para o primeiro episédio de
imobilidade, e a frequéncia de imobilidade total, com excecdo de pequenos
movimentos necessarios para flutuar. Entre as sessdes, a agua do cilindro
recém-utilizado foi escoada e uma nova agua foi utilizada para evitar
interferéncias no comportamento dos animais. Apds cada sessado, os ratos
foram submetidos a secagem com panos limpos e secos antes de retornarem

para suas caixas.

3.6.4 Teste do Campo Aberto

A atividade locomotora espontanea foi avaliada no teste de campo
aberto. O aparato do teste consiste em uma caixa de madeira medindo 40 x 50
x 63 cm, com o fundo dividido em nove quadrantes idénticos. Os ratos foram
individualmente colocados no quadrante central do aparato, e os
comportamentos dos animais foram gravados durante 5 minutos. Apds o final

dos experimentos, o numero de cruzamentos realizados com as quatro patas
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de cada animal foi avaliado. O numero total de cruzamentos foi considerado
como indice da atividade locomotora (SANTIAGO et al., 2010).

3.7 TESTES BIOQUIMICOS
3.7.1 Preparacao das Amostras

O cortex pré-frontal (CPF), hipocampo (HIP), medula espinhal lombar
(ME; L4-L6) e nervo ciatico (NC; direito e esquerdo) de animais NGL e DBT
foram coletados, homogeneizados em tampéo fosfato (0,1 M; pH 7,0; 1:10 m/V)
e centrifugados a 10.000 x g durante 20 minutos a temperatura de 4° C. O
sobrenadante foi utilizado para a determinacdo dos niveis de GSH e LPO. A
atividade da CAT e SOD foi avaliada somente no sobrenadante da ME e do
NC, devido a quantidade reduzida de amostra no CPF e HIP. A concentracao
de proteina total contida na amostra foi determinada pelo método de Bradford
utilizando albumina de soro bovino como padrdao (BRADFORD, 1976). A

absorbancia foi mensurada a 595 nm.

3.7.2 Determinagéo dos niveis de peroxidagao lipidica (LPO)

Os niveis de LPO foram determinados a partir do ensaio de oxidacéo do
ion ferroso/laranja de xilenol, descrito por Jiang e colaboradores (1992). Para
isso, avaliou-se o conteudo de hidroperéxidos lipidicos (LOOH) contidos na
amostra, um produto altamente reativo resultante da peroxidagao lipidica.
Nesse ensaio, apos a preparacao descrita no item anterior, as amostras foram
submetidas a centrifugagéo (10.000 x g), durante 5 minutos a 4 °C, apds adigéo
de metanol (1:2 v/v). Em seguida, 100 pL do sobrenadante foram misturados a
900 pL de solugéo de reacdo (100 pM laranja de xilenol, 25 mM de H,SO4, 4
MM BHT, 250 uM de sulfato ferroso de amdnia, e metanol 90%), e
permaneceram em temperatura ambiente durante 30 minutos. A absorbancia
foi lida por meio de um leitor de placas (Bio-Tek Ultra Microplate reader EL808)
a 570 nm e os resultados foram expressos como nmol de LOOH.mg de

proteina™.
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3.7.3 Determinagao dos niveis de glutationa reduzida (GSH)

A determinacdo dos niveis de GSH foi realizada como descrito por
Sedlak e Lindsay (1968). Nesse ensaio, aliquotas de acido tricloroacético (TCA;
50%) foram adicionas a 200 pL de amostra, e centrifugadas a 10.000 xg a 4 °C,
durante 10 minutos. O sobrenadante foi misturado ao tampé&o tris (400 mM Tris-
base; pH 8,9) e DTNB (5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoico acido; 2.5 mM) em 25%
de metanol. A absorbancia foi lida por meio de leitor de placas (Bio-Tek Ultra
Microplate reader EL808) a 415 nm, e a concentragdo de GSH foi calculada em
comparagao a curva padrao de GSH (230 uL de tampao Tris-base 400 mM; 50

UL TCA 10%). Os resultados foram expressos como pmol GSH.mg proteina™.
3.7.4 Determinagao da atividade da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada com base na habilidade desta
enzima em inibir a auto oxidagdo do pirogalol, descrita por Gao e
colaboradores (1998). Nesse ensaio, aliquotas do sobrenadante foram
adicionadas ao pirogalol (1 mM) e a solugéo tampao (composta por 200 mM de
Tris HCI-EDTA (pH 8,0). Em seguida, essa solugdo foi homogeneizada,
incubada durante 30 minutos, e finalizada com a adicao de HCI. Apds esse
processo, foi realizada a centrifugacéo da solugao durante 4 minutos, a 18.700
g. A absorbancia foi lida por meio de leitor de placas (Bio-Tek Ultra Microplate
reader EL808) a 440 nm. Baseado na informagao de que a quantidade de SOD
que inibe a reacdo em 50% € equivalente a 1 unidade (U) de SOD, os

resultados foram expressos como U de SOD/mg de proteina.
3.7.5 Determinacao da atividade da catalase (CAT)

A atividade da CAT foi mensurada como descrito por Aebi e
colaboradores (1984). Nesse ensaio, 5 pL do sobrenadante foram adicionados
a 295 uL de solucdo tampao, composta por 1M de Tris, 5mM de EDTA e 20
mM de HO, (pH 8,0), e homogeneizados. Em seguida, utilizando o

espectrofotometro SYNERGY HT, absorbancia de 240 nm, foi avaliada a
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diminuicdo da densidade optica da solugéo, devido a decomposi¢ao do H,O, a
cada 30 segundos, durante 5 minutos. Os resultados foram expressos como

umol.min™'/mg de proteina.

3.7.6 Hemoglobina glicada

A hemoglobina glicada (HbA1) foi determinada em amostras de sangue
total, coletadas ao final do experimento de ratos controle e diabéticos. Sua
quantificacao foi feita a partir do método de resina de troca iénica, de acordo
com as instrugbes do fabricante (Human do Brasil, Itabira, Brasil). Nesse
método, as amostras de sangue sdo misturadas a um reagente de lise, para
formar um hemolisado. O preparado hemolisado é misturado a uma resina
catidnica durante 5 minutos, a qual se associa fortemente a hemoglobina AO e
libera a hemoglobina A1 no sobrenadante. Apds a centrifugacdo, a
concentragdo de HbA1 foi determinada por meio de leitor de placas (Bio-Tek
Ultra Microplate reader EL808) a 405 nm. O resultado foi expresso como
%HbA1.

3.8 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os procedimentos experimentais conduzidos no presente estudo estdo
sumarizados na Figura 2. Os animais foram mantidos por pelo menos dois dias
no biotério do laboratério para ambientagdao, antes da realizagao dos testes
comportamentais, os quais foram conduzidos em salas com 40 Ix de
iluminagdo. O limiar mecanico foi avaliado antes da indugcdo do diabetes
(medida basal), a partir do teste do Von Frey eletrénico. Trés dias apds a
injecado de estreptozotocina, a glucose sanguinea foi avaliada para confirmagéao
do diabetes no grupo tratado com STZ. O liminar mecéanico foi novamente
avaliado 14 dias apds a inducdo do diabetes (22 semana), e entdo os animais
diabéticos foram randomicamente divididos em 5 grupos experimentais e
tratados com VEH (0,5 ml/kg; gavagem; dleo de milho); BIX (5, 15 ou 45 mg/kg;
gavagem), ou INS (2 Ul; s.c.). Ratos normoglicémicos receberam veiculo em
volume equivalente (gavagem). O limiar mecanico foi mensurado 30, 60, 120 e

180 minutos apds, para avaliagao do efeito agudo dos tratamentos.
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No periodo da tarde do 14° dia, animais diabéticos tratados com insulina
(controle positivo) receberam a dose de 4 Ul via subcutanea. Esse regime de
tratamento foi adotado, ja que estudos prévios indicam que o controle glicémico
adequado s6 é alcancado pelo tratamento com a insulina NPH, quando
administrada nas doses de 2 Ul pela manha, e 4 Ul a tarde (MORAIS, DE et al.,
2014). Para garantir a manipulac&o de todos os animais da mesma maneira, 0s
grupos experimentais tratados com VEH (normoglicémicos ou diabéticos) ou
BIX (5, 15, ou 45 mg/kg), igualmente receberam as drogas no regime de duas
administragdes diarias. O tratamento foi mantido até o 31° dia apds a STZ.

Durante esse periodo, os animais foram novamente submetidos ao teste
do Von Frey eletrénico em dias alternados (medidas realizadas pela manh3,
antes dos tratamentos, para excluir a possibilidade de efeitos adicionais
causados pelo tratamento agudo), para avaliar o efeito cumulativo do
tratamento sobre a alodinia mecanica, até o 28° dia apdés a inducdo do
diabetes. No 29°, 30° e 31° dia apds a STZ, novamente antes aos tratamentos
diarios, os grupos experimentais foram submetidos ao labirinto em cruz
elevado, pré-teste do nado forgado, e campo aberto seguido do teste do nado
forgado, respectivamente. O peso corporal foi avaliado semanalmente, durante
o decurso temporal do experimento.

Trinta e dois dias apdés a injegdo de STZ e 15h apds a ultima
administracao de BIX, INS ou VEI, os animais foram eutanasiados, submetidos
a coleta das amostras biologicas, e tiveram a glicemia novamente mensurada
para confirmagdo do estado diabético. Amostras de sangue total foram
coletadas e armazenadas em tubos heparininzados para quantificacédo de
HbA1. O cortex pré-frontal (CPF), hipocampo (HIP), medula espinhal lombar
(ME; L4-L6) e nervo ciatico (NC; direito e esquerdo) foram dissecados, pesados

e armazenados a -80 °C para posterior analises bioquimicas.
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

O teste de normalidade de Kolmorogov-Smirnov foi aplicado para
garantir que os dados atendiam os critérios para realizacdo de testes
paramétricos. Uma vez aceito, os dados foram apresentados como a média +
erro padréao da média (EPM) de 6 a 10 animais por grupo experimental, e foram
analisados por analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias, com ou
sem medidas repetidas. Quando apropriado, a analise de post-hoc de
Newman-Keuls para comparagcdées multiplas foi aplicada. Tratamento e/ou
tempo foram os fatores independentes utilizados. O nivel de significancia foi
estabelecido para p < 0,05. Todos os testes foram conduzidos utilizando o

software GraphPad Prism, versao 7 (San Diego, Califérnia).
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4. RESULTADOS

4.1 EFEITO DO TRATAMENTO AGUDO E REPETIDO COM BIX OU INS
SOBRE A HIPERALGESIA MECANICA EM RATOS DIABETICOS

Como demonstrado na Figura 3 (Painel A), todos os animais diabéticos
demonstraram reducdo do limiar mecanico 14 dias apdés a administracdo de
STZ (grupos DBT), quando comparados ao grupo normoglicémico (NGL + VEI),
indicando o desenvolvimento de hiperalgesia mecanica. ANOVA de duas vias
com medidas repetidas revelou efeitos significativos de tratamento [Fs, s3) =
212; p < 0,0001], tempo [Fs, 265y = 132.6; p < 0,0001] e também interacdo entre
esses fatores [F(25 265y = 8.35; p < 0,0001]. O post-hoc de Newman-Keuls
demonstrou que os animais diabéticos tratados com uma unica administracao
de BIX, nas doses de 15 ou 45 mg/kg, apresentaram significativo aumento do
limiar mecanico apés 30 minutos do primeiro tratamento, que perdurou até 2
horas apds, em comparagado ao grupo diabético controle (DBT + VEI). Ja o
tratamento com a BIX na menor dose (5 mg/kg) promoveu aumento do limiar
mecanico somente 1 hora apés o tratamento, em comparagao ao grupo DBT +
VEI (p < 0,05). Nenhuma diferenga significativa foi encontrada nos animais
diabéticos tratados com INS (DBT + INS), durante o decurso temporal do
experimento.

No painel B é possivel observar o efeito do tratamento cumulativo com
BIX ou INS sobre o limiar mecanico dos animais diabéticos até o 28° dia apos a
administracdo de STZ, considerado o pico da hiperalgesia mecanica. ANOVA
de duas vias com medidas repetidas demonstrou efeitos significativos de
tratamento [Fs, 53y = 186.3; p < 0,0001], tempo [F(, 424y = 125; p < 0,0001] e
também interacdo entre esses fatores [F (40, 424) = 22.63; p < 0,0001]. O post-hoc
de Newman-Keuls indicou que quatro dias apos o inicio do tratamento (18°
dia), os animais diabéticos tratados duas vezes ao dia com INS (6 Ul/dia) ou
BIX (todas as doses) ja apresentaram aumento significativo do limiar mecanico,
quando comparados ao grupo DBT + VEI. Esse efeito permaneceu até o 28°
dia apo6s a administracdo de STZ (p < 0,05). O grupo controle NGL nao

demonstrou diferengas significativas no limiar mecanico durante o experimento.
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4.2 EFEITO DO TRATAMENTO REPETIDO COM BIX OU INS NO
COMPORTAMENTO TIPO-ANSIOSO DE ANIMAIS DIABETICOS

Quando comparados ao grupo controle normoglicémico (NGL+VEI), o
grupo diabético controle (DBT + VEI) apresentou uma redugao significativa no
tempo de permanéncia nos bracos abertos do LCE, o que indica uma resposta
do tipo ansiogénica. ANOVA de uma via demonstrou efeitos significativos do
tratamento [Fs, 46) = 4.47; p < 0,05]. O post hoc de Newman-Keuls indicou que
o tratamento repetido com BIX (todas as doses) ou INS (6 Ul) foi capaz de
induzir aumento significativo do tempo despendido nos bragos abertos,
sugerindo que essas drogas possuam um efeito do tipo ansiolitico (p < 0,05)
(Figura 4; Painel A).

O efeito do tratamento repetido com BIX ou INS sobre o numero de
entradas nos bracos abertos e fechados do LCE também é demonstrado na
Figura 3 (Painel B e C, respectivamente). O grupo controle DBT demonstrou
reducdo significativa do numero de entradas nos bracos abertos [F(5 46) =
12.35; p < 0,0001] e fechados [Fs,47) = 22.73; p < 0,0001], quando comparados
ao grupo NGL. O post hoc de Newman-Keuls demonstrou que o tratamento
repetido com INS ou BIX, na dose de 30 mg/kg, foi efetivo em induzir aumento
significativo no numero de entradas dos bragos abertos, quando comparados
ao grupo DBT + VEI (p < 0,05). Entretanto, somente o tratamento repetido com
INS foi capaz de induzir aumento significativo sobre o numero de entradas nos

bracos fechados (p < 0,05).
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4.3 EFEITO DO TRATAMENTO REPETIDO COM BIX OU INS NO
COMPORTAMENTO TIPO-DEPRESSIVO E ATIVIDADE
LOCOMOTORA DE ANIMAIS DIABETICOS

O efeito do tratamento repetido com BIX ou INS sobre o tempo de
laténcia para o primeiro episédio de imobilidade no teste do nado forgado é
demonstrado na figura 5, painel A. Quando comparado ao grupo
normoglicémico controle (NGL + VEI), o grupo diabético controle (DBT + VEI)
apresentou significativa diminuigdo no tempo de primeira laténcia, o que sugere
um comportamento do tipo-depressivo. ANOVA de uma via mostrou efeito
significativo de tratamento [Fs, 41) = 7.53; p < 0,0001]. O teste de post hoc de
Newman Keuls indicou que o tratamento repetido com INS ou BIX, nas doses
de 30 e 90 mg/kg, foi capaz de induzir um aumento significativo do tempo de
primeira laténcia, quando comparado ao grupo DBT + VEI (p < 0,05).

O grupo DBT + VEI também demonstrou significativo aumento no
tempo de imobilidade total no teste do nado forcado, quando comparado ao
grupo NGL, o que evidencia uma resposta do tipo-depressiva. ANOVA de uma
via mostrou efeito significativo de tratamento [F 41) = 9.831; p < 0,0001]. O
post-hoc de Newman-Keuls indicou que o tratamento repetido com INS ou BIX
(todas as doses) diminuiu significativamente o tempo de imobilidade dos
animais diabéticos, quando comparados ao grupo DBT + VEI (p < 0,05).

Para testar uma possivel relacado entre os efeitos da BIX observados e
um déficit locomotor, animais normoglicémicos tratados com VEI, e animais
diabéticos tratados com BIX, INS ou VEI foram submetidos ao teste do campo
aberto (Painel C). Quando comparado ao grupo NGL + VEI, o grupo controle
DBT + VEI apresentou significa diminuigdo no numero de cruzamentos
realizados durante o decurso temporal do teste. ANOVA de uma via com
medidas repetidas evidenciou efeito significativo de tratamento [Fs, 47) = 11.76;
p < 0,0001]. Post hoc de Newman-Keuls indicou que somente o tratamento
repetido com INS foi capaz de aumentar significativamente esse parametro (p <
0,05).
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4.4 EFEITO DO TRATAMENTO REPETIDO COM BIX OU INS SOBRE O
PESO CORPORAL E PERCENTUAL DE HbA1 DE ANIMAIS
DIABETICOS

Quando comparados ao grupo controle normoglicémico (NGL + VEI),
0s animais diabéticos (grupos DBT) exibiram uma diminui¢cédo significativa no
ganho de peso corporal, como observado na Figura 6 (Painel A). ANOVA de
duas vias com medidas repetidas revelaram efeitos significativos de tratamento
[Fs, 53 = 14.3; p < 0,0001], tempo [Fs 1599 = 157.7; p < 0,0001] e também
interag&o entre esses fatores [F(15, 169) = 36.09; p < 0,0001]. O teste de post-hoc
de Newman-Keuls indicou que o tratamento repetido com INS (6 Ul) induziu um
aumento significativo no ganho de peso corporal, quando comparado ao grupo
diabético controle (DBT + VEI), uma e duas semanas apos o inicio do
tratamento (p < 0,05). Nenhum efeito foi observado sobre esse parametro apés
o tratamento repetido com BIX, durante o decurso temporal do experimento (p
> 0,05).

Para testar uma possivel relacdo entre os efeitos da BIX observados
com seu potencial hipoglicemiante, avaliou-se o percentual de HbA1 em
animais NGL e animais DBT tratados com BIX, INS ou VEI (Painel B). Como
resultado, o grupo DBT + VEI apresentou uma porcentagem significativamente
maior de HbA1 em comparagédo ao grupo controle NGL. ANOVA de uma via
evidenciou efeitos significativos de tratamento [Fs, 48y = 13.19; p < 0,0001]. O
teste de post-hoc de Newman-Keuls demonstrou que o tratamento repetido
com INS ou BIX (todas as doses) promoveu redugdo significativa da
porcentagem de HbA1, em comparagdo ao grupo controle DBT + VEI (p <
0,05).
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4.5 MEDIDAS INDIRETAS DE ESTRESSE OXIDATIVO

4.5.1 Efeito do tratamento repetido com BIX ou INS sobre os niveis de
LPO no cortex pré-frontal, hipocampo, medula espinhal lombar, e

nervo ciatico de animais diabéticos

O efeito do tratamento repetido com BIX ou INS sobre os niveis de
LPO no CPF, HIP, ME, NC é demonstrado na Figura 7 (Painel A, B, C e D,
respectivamente). ANOVA de uma via evidenciou efeitos significativos de
tratamento no CPF [F s, 40) = 2.651; p < 0,05], HIP [F5 41y = 3.319; p < 0,05], ME
[F(5, 48) = 3.836; p < 0,05] e também no NC [Fs, 39) = 9.21; p < 0,0001]. O teste
de post-hoc de Newman-Keuls indicou que o grupo diabético controle (DBT +
VEI) apresentou significativo aumento nos niveis de LPO em todos os tecidos
analisados, em comparagdo ao grupo controle normoglicémico (NGL + VEI).
Além disso, foi demonstrado que o tratamento repetido com BIX (todas as
doses) ou INS foi efetivo em diminuir significativamente esse parametro em

todos os tecidos, em comparagao ao grupo DBT + VEH (p < 0,05).
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FIGURA 7 - EFEITO DO TRATAMENTO REPETIDO COM BIXINA OU INSULINA
SOBRE OS NIVEIS DE LPO EM TECIDOS PERIFERICOS E CENTRAIS DE ANIMAIS

DIABETICOS
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Legenda: Efeito do tratamento com bixina (BIX; 10, 30 ou 90 mg/kg) ou insulina (INS; 6

Ul) sobre os niveis de LPO no cortex pré-frontal (CPF; Painel A), hipocampo (HIP;

Painel B), medula espinhal lombar (ME; Painel C) e nervo ciatico (NC; Painel D) de

animais diabéticos. Os dados representam a média + EPM (n = 6-10). * indica p < 0,05

quando comparado ao grupo controle normoglicémico tratado com veiculo (VEI). #

indica p < 0,05 quando comparado ao grupo controle diabético tratado com VEI.

ANOVA de uma via seguida pelo teste de post-hoc de Newman Keuls. FONTE: O

autor.
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4.5.2 Efeito do tratamento repetido com BIX ou INS sobre os niveis de GSH
no cortex pré-frontal, hipocampo, medula espinhal lombar, e nervo

ciatico de animais diabéticos

O efeito do tratamento repetido com BIX ou INS sobre os niveis de GSH no
CPF, HIP, ME, NC é demonstrado na Figura 8 (Painel A, B, C e D, respectivamente).
ANOVA de uma via indicou efeitos significativos de tratamento no CPF [F 32 =
3.499; p < 0,05], HIP [F5, 38y = 4.873; p < 0,05] e NC [Fs, 35 = 3.83; p < 0,05], mas
nédo na ME [Fs s1) = 0.3668; p > 0,05]. O teste de post-hoc de Newman-Keuls
demonstrou que o grupo diabético controle (DBT + VEI) apresentou diminuigdo
significativa nos niveis de GSH no CPF, HIP e NC, em comparagdo ao grupo
controle normoglicémico (NGL + VEH). Além disso, foi demonstrado que o
tratamento repetido com INS ou BIX (todas as doses) foi efetivo em restaurar os

niveis de GSH nesses tecidos, quando comparado ao grupo DBT + VEH (p < 0,05).
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FIGURA 8- EFEITO DO TRATAMENTO REPETIDO COM BIXINA OU INSULINA SOBRE OS
NIVEIS DE GSH EM TECIDOS PERIFERICOS E CENTRAIS DE ANIMAIS DIABETICOS
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Legenda: Efeito do tratamento com bixina (BIX; 10, 30 ou 90 mg/kg) ou insulina (INS; 6 Ul)
sobre os niveis de GSH no cortex pré-frontal (CPF; Painel A), hipocampo (HIP; Painel B),
medula espinhal lombar (ME; Painel C) e nervo ciatico (NC; Painel D) de animais diabéticos.
Os dados representam a média + EPM (n = 6-10). * indica p < 0,05 quando comparado ao
grupo controle normoglicémico tratado com veiculo (VEI). # indica p < 0,05 quando
comparado ao grupo controle diabético tratado com VEI. ANOVA de uma via seguida pelo
teste de post-hoc de Newman Keuls. FONTE: O autor.
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4.5.3 Efeito do tratamento repetido com BIX ou INS sobre a atividade da SOD

na medula espinal lombar e nervo ciatico de animais diabéticos

O efeito do tratamento repetido com BIX ou INS sobre a atividade da SOD
na ME e NC é demonstrado na Figura 9 (Painel A e B, respectivamente). ANOVA de
uma via indicou efeitos significativos de tratamento na ME [F s 28 = 4.661; p < 0,05] e
NC [Fs, 450 = 4.034; p < 0,05]. O teste de post-hoc de Newman-Keuls demonstrou
que o grupo diabético controle (DBT + VEI) apresentou significativo aumento na
atividade da SOD em ambos os tecidos, quando comparado ao grupo controle
normoglicémico (NGL + VEH) (p < 0,05). Além disso, o tratamento repetido com INS
ou BIX (em todas as doses) foi efetivo em diminuir significativamente esse

parametro na ME e NC, quando comparado ao grupo DBT + VEH (p < 0,05).
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4.5.4 Efeito do tratamento repetido com BIX ou INS sobre a atividade da CAT

na medula espinhal lombar e nervo ciatico de animais diabéticos

O efeito do tratamento repetido com BIX ou INS sobre a atividade da CAT na
ME e NC é demonstrado na Figura 10 (Painel A e B, respectivamente). ANOVA de
uma via indicou efeitos significativos de tratamento na ME [F s 42) = 3.219; p < 0,05] e
NC [Fs, 46) = 3.501; p < 0,08]. O teste de post-hoc de Newman-Keuls indicou que o
grupo diabético controle (DBT + VEI) apresentou um significativo aumento na
atividade da CAT em ambos os tecidos, quando comparado ao grupo controle
normoglicémico (NGL + VEH) (p < 0,05). Além disso, o tratamento repetido com INS
ou BIX (em todas as doses) foi efetivo em diminuir significativamente esse

parametro na ME e NC, quando comparado ao grupo DBT + VEH (p < 0,05).
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5. DISCUSSAO

As principais contribuicées do presente trabalho foram as seguintes: 1)
A BIX exerce importante efeito antihiperalgésico, quando administrado de
forma aguda e repetitiva, em modelo de dor neuropatica, em ratos com
diabetes experimental induzido quimicamente por STZ; 2) o tratamento repetido
com esse carotenoide exerce efeitos do tipo antidepressivo e ansiolitico sem
promover prejuizo locomotor, sobre esse modelo animal; 4) esses efeitos
comportamentais foram acompanhados de melhora do percentual de HbA1 e
parametros indiretos de estresse oxidativo, em tecidos periféricos e centrais
relacionados as complicacbes e comorbidades diabéticas, de interesse para o
presente estudo. Ao nosso conhecimento, esse & o primeiro estudo a
demonstrar tais efeitos. Dessa forma, considerando o perfil insatisfatério dos
tratamentos farmacoldgicos disponiveis, a BIX pode representar uma
alternativa terapéutica para o tratamento de complicacbes e comorbidades
relacionadas ao diabetes, especialmente a dor neuropatica, depressao e
ansiedade.

A STZ é uma toxina, considerada a droga mais comumente utilizada
para a indugao do diabetes em animais. Isso ocorre devido a sua propriedade
diabetogénica, caracterizada por promover a destruicao seletiva das células -
pancreaticas. Como consequéncia, esse modelo animal exibe uma série de
mudancas metabdlicas que mimetizam o DM1, causando deficiéncia em
insulina, hiperglicemia, poliuria, polidpsia, aumento do percentual de HbA1, e
diminuicdo do ganho de peso (SZKUDELSKI, 2001; WU; HUAN, 2008). Além
dessas mudancas metabdlicas, de forma importante para o presente estudo,
animais tratados com STZ desenvolvem hiperalgesia mecanica (JESUS et al.,
2019; REDIVO et al., 2016), além de comportamentos do tipo-ansioso e
depressivo (DE MORAIS et al., 2014; PEREIRA et al., 2018), todos
relacionados as complicacées e comorbidades associadas ao diabetes em
humanos.

O controle da hiperglicemia € considerado o maior fator envolvido na
génese da neuropatia diabética (ALEY; LEVINE, 2001). Entretanto, como um
rigido controle glicémico nem sempre € clinicamente possivel, e considerando

as abordagens terapéuticas atualmente disponiveis como insatisfatoérias para
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uma parcela significativa dos pacientes (FELDMAN et al., 2017), drogas
alternativas para o tratamento de casos refratarios de dor crénica sao
extremamente importantes. Como previamente observado (JESUS et al., 2019;
REDIVO et al., 2019), nossos resultados demonstraram que os animais DBT
desenvolvem hiperalgesia mecanica a partir da segunda semana de indugao do
diabetes, apresentando um pico do comportamento nociceptivo na quarta
semana apos a administracdo de STZ (Figura 3).

Essa resposta nociceptiva foi significativamente atenuada pelo
tratamento com a BIX, quando administrada de forma aguda no 14° dia, e
também quando administrada repetidamente durante quatorze dias (todas as
doses). O efeito antinociceptivo agudo da bixina, comeg¢ando 30 minutos apds
o tratamento e persistindo até os 120 minutos, parece ser consistente com a
farmacocinética da molécula, a qual apresenta um pico plasmatico de uma a
duas horas apos administragao sistémica, em modelos animais (PARK et al.,
2016, 2018) e humanos (LEVY et al., 1997). Além disso, em concordancia com
os resultados obtidos, um estudo prévio de nosso grupo ja demonstrou o efeito
antinociceptivo da BIX em modelos pré-clinicos de dor aguda, como no teste da
formalina e do acido acético (PACHECO et al., 2019). Entretanto, ao nosso
conhecimento, a habilidade do tratamento com esse carotenoide em atenuar
uma dor crdnica, mais especificamente a hiperalgesia mecanica associada ao
diabetes, € um achado sem precedentes na literatura.

O tratamento repetido com INS, utilizado como controle positivo,
também promoveu reducgao significativa da hiperalgesia mecanica nos animais
DBT, como extensivamente demonstrado na literatura (ALEY; LEVINE, 2001;
CALCUTT et al., 1996; COURTEIX et al., 1996). Diversos autores sugerem que
esse efeito ocorra devido ao fato de que o tratamento repetido com INS
promove reducado das lesbes neuropaticas induzidas pela hiperglicemia, e
ativacao dos receptores de INS nos nervos periféricos. A partir disso, a INS é
capaz de normalizar algumas mudangas axonais promovidas pela neuropatia
diabética periférica, como desmielinizacdo, atrofia axonal e deficiéncia na
velocidade de conducao do estimulo. Por essas e outras evidéncias, diversos
autores indicam o importante papel neurotréfico exercido pela INS (BRUSSEE
et al.,, 2004; GIBBONS, 2017; OZAKI et al.,, 2013; RACHANA et al., 2016,

2018). Entretanto, nenhum efeito foi observado sobre a hiperalgesia mecéanica
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apo6s administracdo aguda desse horménio. Estudos prévios indicam que as
mudangas bioquimicas, morfolégicas e funcionais sobre o SNC e SNP,
induzidas pela condi¢cao diabética precisam de um tratamento continuo para
serem revertidas por uma droga hipoglicemiante (ALEY; LEVINE, 2001;
COURTEIX et al., 1996).

Consequentemente, a propriedade hipoglicemiante da BIX
provavelmente ndo seja o principal mecanismo pelo qual esse carotenoide
exerce seu efeito antinociceptivo agudo, sobre a hiperalgesia mecéanica desses
animais. Considerando a rapidez do efeito farmacoldégico observado (30
minutos), acredita-se que esse carotenoide seja capaz de atuar sobre canais
ibnicos, alterando o potencial de membrana da fibra nociceptiva e, dessa
forma, aumentando o limiar mecanico desse animal diabético (SCHREIBER et
al., 2015)

Considerando que 51,4% dos pacientes diagnosticados com DND
apresentam comorbidades mentais associadas, e que a depressao e
ansiedade coexistem em 26,4% dos casos (NARANJO et al., 2019), o préximo
conjunto de experimentos teve como objetivo avaliar o efeito da BIX sobre os
comportamentos tipo-ansioso e depressivo dos animais diabéticos. Esses
foram conduzidos 28 dias apds a administracdo de STZ, de acordo com
estudos prévios que demonstraram a importancia desse decurso temporal para
a indugao de mudancas significativas sobre as respostas comportamentais dos
animais diabéticos (DE MORAIS et al., 2014; PEREIRA et al., 2018; REDIVO et
al., 2016).

O LCE é um teste amplamente utilizado para triagem de drogas com
potencial ansiolitico. E baseado na tendéncia natural que roedores apresentam
em evitar locais abertos e elevados, e na sua curiosidade inata de explorar
areas novas. Dessa forma, roedores mais ansiosos tendem a permanecer mais
tempo nos bragos fechados e realizar menor numero de entradas em ambos os
bragos do labirinto (COSTA et al., 2014; KRAEUTER et al., 2019). Ja o teste do
NF é extensivamente utilizado para triagem de drogas com potencial
antidepressivo. Baseia-se na observacao de que ratos forgcados a nadar em um
espaco restrito, em determinado momento cessam as tentativas de escapar e
permanecem imoéveis, realizando apenas pequenos movimentos necessarios

para flutuar. Dessa forma roedores com comportamento do tipo-depressivo
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apresentam menor tempo de tentativa de escape (tempo de primeira laténcia) e
maior tempo de imobilidade (PORSOLT et al., 1978; YANKELEVITCH-YAHAV
et al., 2015).

Nossos dados suportaram estudos prévios (GAMBETA et al., 2015; HO
et al.,, 2012; DE MORAIS et al., 2014; PEREIRA et al., 2018) demonstrando
que os animais DBT apresentam reducgao significativa do tempo despendido
nos bracos abertos e no numero de entradas em ambos os bracos do LCE,
quando comparados ao grupo NGL (Figura 4). Além disso, quando avaliados
no teste do NF, os animais DBT apresentaram menor tempo de primeira
laténcia e aumento do tempo total de imobilidade, em relagdo ao grupo NGL
(Figura 5; Painel A e B). Esses refletem os comportamentos caracteristicos do
tipo-ansioso e depressivo dos animais DBT. O tratamento repetido com BIX foi
capaz de atenuar esses parametros, aumentando o tempo despendido (todas
as doses) e numero de entradas nos bragos abertos (na dose de 30 mg/kg) do
LCE, sugerindo um efeito do tipo ansiolitico. Além disso, o tratamento repetido
com esse carotenoide foi efetivo em aumentar significativamente o tempo de
primeira laténcia (nas doses de 30 e 90 mg/kg) e diminuir o tempo de
imobilidade (todas as doses) no teste do NF, sugerindo um efeito do tipo
antidepressivo.

Ao nosso conhecimento, essa € a primeira vez na literatura em que a
habilidade da BIX em atenuar comportamentos do tipo-ansioso e depressivo foi
demonstrada. Entretanto, alguns estudos suportam nossos resultados obtidos.
Um artigo publicado recentemente (LAKEY-BEITIA et al., 2019) demonstrou o
alto potencial terapéutico dos carotenoides, incluindo a BIX, sobre doencas
neurodegenerativas. Os autores propuseram que a atividade neuroprotetora
desse conjunto de compostos, de forma geral ocorra devido as suas
propriedades antioxidantes e nutraceuticas, além da habilidade da maioria dos
carotenoides em atravessar a barreira hematoencefalica. Suportando esses
dados, a BIX apresenta grande destaque dentre os carotenoides naturais
justamente devido a sua alta solubilidade lipidica e potencial antioxidante,
sendo considerada um potente neutralizador biolégico de oxigénio reativo.
Além disso, como mencionado a seguir, diversos autores demonstram o
importante papel do estresse oxidativo sobre diferentes areas cerebrais, para o

desenvolvimento de desordens psiquiatricas relacionadas ao diabetes, como a
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depressdo e ansiedade (ERGENC et al., 2019; FONTELLA et al., 2005; DE
MORAIS et al., 2014; PEREIRA et al., 2018).

Os efeitos antinociceptivo, do tipo-ansiolitico e antidepressivo da BIX
parecem ser um efeito especifico do tratamento, ja que ndo houve alteragao da
atividade locomotora desses animais em relacdo ao grupo controle DBT,
quando submetidos ao teste do campo aberto (Figura 5; Painel C). Além disso,
em acordo com os resultados obtidos, um estudo prévio de nosso grupo ja
demonstrou que o tratamento agudo com a bixina, nas doses de 15 e 30
mg/kg, ndo promove alteracdo da atividade locomotora de animais
normoglicémicos (PACHECO et al., 2019). Embora os animais DBT tenham
apresentado diminui¢cao da atividade locomotora, como previamente observado
(HAIDER et al., 2013; REDIVO et al., 2016), somente o tratamento com INS foi
capaz de restaurar esse parametro. Esses dados, aliados com a melhora da
hiperalgesia mecéanica e comportamento tipo-ansioso e depressivo, sugerem
que o tratamento repetido com INS promova uma melhora geral da saude dos
animais diabéticos. Dessa forma, os efeitos benéficos da INS sobre o
comportamento tipo-ansioso e depressivo (GAMBETA et al., 2015; DE
MORAIS et al., 2014), cardiomiopatia diabética (DEROSA et al., 2019), ganho
de peso, neuropatia diabética (COURTEIX et al., 1996) e outras complica¢des
(BERTELSMANN et al., 1987), parecem ser dependentes da condigédo
diabética.

Com relagdo ao peso corporal, animais DBT demonstraram uma
significativa diminuigdo do ganho de peso durante o decurso temporal do
experimento, em comparagao ao grupo de animais NGL. Entretanto, somente o
tratamento repetido com INS foi capaz de aumentar significativamente esse
parametro, devido a melhora da condigdo diabética como um todo (Figura 6;
Painel A). Poucos estudos estao disponiveis avaliando o efeito da BIX sobre o
peso corporal. Um estudo prévio utilizando ratos com diabetes induzido por
STZ, suportando nossos dados demonstrou a inabilidade do tratamento com
esse carotenoide (5,5 mg/kg), durante 50 dias, em aumentar o ganho de peso
desses animais (ASSIS et al., 2017). Outro trabalho, demonstrou que
camundongos com DM2, tratados com BIX (40 mg/kg) durante 4 semanas,
apresentaram diminuicdo do peso corporal e da chance de desenvolvimento de

obesidade, devido a agdo agonista desse carotenoide sobre os receptores
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PPARa (GOTO et al., 2012). Assim, o fato da BIX ajudar no emagrecimento de
modelos animais de DMZ2, pode explicar a inabilidade da molécula em
aumentar o ganho de peso no presente estudo.

Baseado nos resultados promissores da BIX obtidos a partir dos testes
comportamentais, analises bioquimicas foram realizadas para explorar
possiveis mecanismos de acdo envolvidos com esses efeitos. Considerando
que a hiperglicemia € reconhecida como tendo um efeito crucial sobre a
patogénese e progressao das complicagdes e comorbidades diabéticas
(IGHODARO, 2018), o efeito dos tratamentos sobre o percentual de HbA1 foi
avaliado. Nossos dados suportaram estudos prévios (ABDEL-KADER et al.,
2019; DE MORAIS et al., 2014), demonstrando que animais DBT apresentam
aumento significativo do percentual de HbA1, em comparagdo aos animais
NGL (Figura 6, Painel B). Esse percentual foi significativamente reduzido pelo
tratamento repetido (18 dias) com INS ou BIX, confirmando os efeitos
hipoglicemiantes de ambas as drogas (PINZON-GARCIA et al., 2018; ROEHRS
et al.,, 2014; XU; KONG, 2017). Trabalhos anteriores demonstraram que a
administragao diaria de BIX, durante 30 dias, promoveu melhora no controle
glicémico e bloqueou o aumento de frutosamina, colesterol LDL, e dos niveis
de triglicerideos, em ratos com diabetes induzido por STZ (ROEHRS et al.,
2014). Takahashi et al. (2009) e Goto et al. (2012) atribuem esses efeitos
benéficos da BIX a sua agéo agonista sobre os receptores PPARs (a e y), os
quais dentre outros efeitos, promovem aprimoramento da captagdo de glucose
dependente de insulina, além de melhora de desordens metabdlicas induzidas
pela obesidade, como demonstrado em modelos in vivo e in vitro.

Diversos autores demonstram que 0s mecanismos pelos quais a
hiperglicemia a longo prazo leva as complica¢des diabéticas, sao ativados pelo
aumento do estresse oxidativo celular (para revisdo veja GIACCO;
BROWNLEE, 2010). Isso ocorre especialmente em nervos e neurdnios devido
ao seu alto conteudo lipidico e pobre defesa antioxidante (IGHODARO, 2018).
Considerando que a peroxidacao lipidica de membranas e a deple¢cao de GSH,
sdo considerados os sinais mais relevantes do estresse oxidativo induzido pelo
diabetes (VINCENT et al., 2004), nosso préximo conjunto de experimentos teve
como objetivo avaliar o efeito dos tratamentos sobre esses parametros no CPF

e HIP, consideradas areas cerebrais relacionadas a ansiedade e depressao
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(PEREIRA et al., 2018; REBAI et al., 2017), e também na ME e NC, por serem
tecidos amplamente relacionados com a DND (HASSLER et al., 2014;
IMPELLIZZERI et al., 2019). Além disso, devido a quantidade de amostra, nds
avaliamos somente na ME e no NC, a atividade da SOD e da CAT, duas
enzimas antioxidantes amplamente envolvidas com na cascata do estresse
oxidativo.

Nossos dados mostraram que os animais diabéticos apresentaram
aumento do estresse oxidativo no CPF, HIP, ME e NC, como evidenciado pelas
alteracbes dos parametros indiretos do estresse oxidativo (Fig. 7, 8, 9 e 10).
Com relacdo a ME, o estresse oxidativo foi evidenciado pelo aumento de LPO,
SOD e CAT mas nado foram observadas diferengas significativas entre os
grupos DBT e NGL em relagdo aos niveis de GSH. Isso pode ser explicado
devido ao decurso temporal do experimento (32 dias), considerando que outros
estudos ja demonstraram a diminuicdo dos niveis de GSH na ME, 8-16
semanas apos administracao de STZ (IMPELLIZZERI et al., 2019; MARITIM et
al., 2003).

Suportando nossos dados, sabe-se que além das caracteristicas
citadas acima, os neurbnios sao considerados particularmente sensiveis ao
estresse oxidativo devido a aspectos como a inabilidade em regular
negativamente a captacdo de glucose durante estados hiperglicémicos; ao
grande numero de mitocdndrias responsaveis pelo aumento da produgdo de
ROS/RNS; e aos longos axénios, o que justifica o fato de nervos dos membros
inferiores estarem mais suscetiveis ao dano durante a DND, por exemplo
(COBLEY et al., 2018; WANG et al., 2010). Outro aspecto importante € que
essas espécies reativas promovem aumento significativo do dano ao DNA,
proteinas, € membranas especialmente em nervos periféricos e na raiz dorsal
da medula espinhal. Essas mudancas levam a apoptose das células de
Schwuann e dano nervoso, ambos considerados aspectos importantes para o
desenvolvimento da dor neuropatica (CUNHA et al., 2008; HASSLER et al.,
2014; IMPELLIZZERI et al., 2019).

Mas dentre todos os 6rgaos, o cérebro € considerado particularmente
suscetivel ao dano promovido pelo estresse oxidativo devido a alta demanda
de oxigénio, a abundancia de metais ativos-redox, e os altos niveis de acidos

graxos poli-insaturados passiveis de oxidagdo. Embora alguns neurdnios
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cerebrais possam tolerar o aumento do estresse oxidativo de forma mais
satisfatoria, sabe-se ainda que, de interesse para o presente estudo, algumas
regides cerebrais sdo particularmente vulneraveis ao dano por apresentarem
sensibilidades diferentes aos agentes estressores. Neurénios do HIP e CPF,
por exemplo, sdo regides mais propensas ao dano tecidual e
neurodegeneracao. Estudos transcriptomicos indicam que isso ocorre porque
esses neurdnios apresentam maior expressao de genes que levam ao aumento
da produgédo de ROS no estado enddgeno, em comparagao as populagdes de
neurdnios mais resistentes. Somado a isso, o aumento do EO promovido pela
condicdo diabética induz modificacbes de proteinas, acidos nucleicos e
lipideos, levando a mudancas que culminam em disfungdes e perda de
atividade. Além disso, suportando nossos dados, diferentes autores sugerem
que altas concentragdes de ROS/RNS alteram a transmissao sinaptica entre os
neurbnios, uma das teorias mais conhecidas para o desenvolvimento de
transtornos mentais (COBLEY et al., 2018; MARITIM et al., 2003; RAJCHGOT
et al., 2019; WANG et al., 2010).

Considerando que a hiperglicemia € o maior contribuinte para o
estresse oxidativo em pacientes diabéticos, como esperado a INS foi capaz de
reestabelecer todos os parametros do estresse oxidativo nos tecidos centrais e
periféricos analisados. Suportando esse resultado, diversos estudos
demonstram que além dos efeitos sobre o controle glicémico, o tratamento
repetido com INS também apresenta um importante papel eliminando espécies
reativas, em modelos animais de diabetes (GUPTA et al., 2014; DE MORAIS et
al., 2014; WAYHS et al., 2010). Além disso, sabe-se que a INS apresenta um
importante efeito protetor sobre 0 SNC modulando a fungdo mitocondrial, a
sintese de colesterol cerebral, o sistema serotonérgico, o transporte de GABA e
glutamato, e melhorando a plasticidade sinaptica (GUPTA et al., 2014; HUANG
et al.,, 2010; KLEINRIDDERS et al.,, 2014; SESTILE et al., 2016). Assim,
evidéncias indicam que n&o somente a hiperglicemia, mas também a falta de
insulina pode estar envolvida no aumento do estresse oxidativo e no
desenvolvimento da depressdo e ansiedade associadas ao diabetes (DE
MORAIS et al., 2014).

De maneira interessante, todas as alteragbes nos parametros de

estresse oxidativo observadas nos animais DBT, foram revertidas pelo
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tratamento repetido com a BIX, promovendo efeitos comparaveis a INS.
Suportando nossos dados, estudos in vitro j@ demonstraram a habilidade da
BIX em eliminar ROS e RNS (TAY-AGBOZO et al., 2018). Além disso,
utilizando modelos in vivo, estudos prévios demostraram que ratos com DM1
tratados durante 30 e 50 dias com esse carotenoide, apresentaram diminui¢cao
de LPO e aumento de enzimas antioxidantes como SOD, CAT e GPx
(glutationa peroxidase), além de GSH, no plasma e figado desses animais
(ASSIS et al., 2017; PEREIRA, 2013; ROEHRS et al., 2014). Dessa forma, &
plausivel hipotetizar que o efeito antinociceptivo, do tipo-antidepressivo e
ansiolitico do tratamento repetido com BIX, possa estar associado ao
reestabelecimento de parametros do EO em tecidos relacionados a essas
comorbidades diabéticas.

E importante enfatizar que associado ao estresse oxidativo, a
inflamacéao crénica também pode exercer um papel fundamental na patogénese
das complicacbes e comorbidades diabéticas. Esta amplamente aceito na
literatura que a hiperglicemia a longo prazo estd associada a eventos
inflamatorios, especialmente em tecidos microvasculares e neuronais. Além
disso, diversos autores demonstram a regulacao positiva do fator nuclear NF-
kB em diferentes neurdnios de ratos diabéticos, e que sua inibigdo pode aliviar
significativamente a resposta nociceptiva, do tipo-ansiosa e depressiva desses
animais (BADESCU et al., 2016; KIASALARI; RAHMANI; MAHMOUDI, N.,
2017; ZHOU, J; ZHANGAAND, Z; QIAN, 2018). Dessa forma, as propriedades
anti-inflamatérias da BIX, inclusive sobre o NF-kB (GOTO et al., 2012;
PACHECO et al., 2019; TAKAHASHI; GOTO; TAIMATSU; EGAWA; KATOH;
KUSUDO; SAKAMOTO; OHYANE; LEE, J. Y.; et al., 2009; XU, Z.; KONG, X.
Q., 2017), e da INS podem, pelo menos em parte, contribuir para os efeitos
positivos dessas observados no presente estudo.

Como nenhum dos tratamentos utilizados no presente estudo foi capaz
de induzir uma reversdo completa da hiperalgesia mecanica, atividade
locomotora, comportamento do tipo-depressivo e ansioso, o estresse oxidativo
e a inflamacéo n&o parecem ser os unicos fatores envolvidos na fisiopatologia
dessas comorbidades e complicacbes ao diabetes. Estudos futuros séao

necessarios para melhor compreensao dos mecanismos envolvidos nessas
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doencas, e dos mecanismos envolvidos aos efeitos da BIX sobre esse modelo
animal.

A partir dos resultados obtidos, futuramente pretende-se explorar a
associacao de doses inefetivas de INS e BIX em modelos de diabetes do tipo
1. Além disso, pretende-se avaliar o efeito da BIX, isoladamente e em
associagao a drogas hipoglicemiantes, em modelos de diabetes do tipo 2,
objetivando avaliar a potencial melhora da sensibilidade a insulina nesses
animais. Acredita-se que com esses testes, uma visdo mais completa dos

efeitos da BIX sobre modelos animais de diabetes, seria encontrada.
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6. CONCLUSAO

Em resumo, nossos dados demonstraram pela primeira vez na
literatura a capacidade da BIX em exercer efeito agudo e cumulativo em
modelo de dor neuropatica induzida pelo diabetes, em ratos. Além disso, o
tratamento cumulativo exerceu efeitos significativos sobre o comportamento
tipo-ansioso e depressivo desses animais. Esses efeitos ndo parecem estar
associados a déficit locomotor. Em contraste, os resultados desse estudo
demonstraram especificamente a melhora do percentual de HbA1 e de
parametros indiretos do estresse oxidativo no CPF, HIP, ME e NC, tecidos
amplamente relacionados com essas comorbidades e complicacdes diabéticas.
Considerando a dificuldade de se obter um controle glicémico estrito em
pacientes com DM1 que diariamente utilizam INS, associado ao desafio de
tratar as psicopatologias associadas ao diabetes, nossos dados suportam a
hipotese de que a BIX pode representar uma alternativa terapéutica para tratar
as principais complicacbes e comorbidades associadas ao diabetes,

potencialmente possibilitando a diminuigcao da polimedicagao nesses pacientes.
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