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RESUMO

Estudos apontam maior prevaléncia do transtorno do estresse pos-traumatico (TEPT)
em individuos com diabetes mellitus tipo-1 (DMT1). Interessante que em ambas as
condicbes ha alteracbes neurobiolégicas comuns, tais como aumento da
neuroinflamacéo, desregulacdo de neurotransmissores e do fator neurotréfico
derivado do encéfalo (BDNF), além do prejuizo da plasticidade sinaptica. Como uma
consequéncia, estudos demonstram em modelos animais de DMT1 um prejuizo no
processamento de memoria/aprendizado, ou seja, esses animais apresentam uma
maior consolidacdo de memoéria de medo contextual e uma generalizacdo dessa
resposta de medo quando expostos a ambientes neutros. Tendo em vista o exposto
acima associado ao desafio clinico que é tratar o TEPT em pacientes diabéticos —
devido a interacdo com drogas hipoglicemiantes, a busca por nhovos compostos se
torna urgente. Nesse sentido, inibidores de enzimas fosfodiesterase-4 (iFDE4), como
o roflumilaste, tém se destacado em tratar doencas que envolvem prejuizo de
memoria, por melhorar a neurogénese e plasticidade sindptica em areas encefalicas,
através do aumento da disponibilidade de adenosina - 3’, 5’ - monofosfato ciclico
(AMPc), que facilita a cascata de eventos intracelulares e transcreve proteinas
envolvidas nestes processos neuroprotetores e reparadores. Portanto, o objetivo
deste projeto foi avaliar se o tratamento com o iFDE4 roflumilaste facilitaria a aquisicéo
de uma memoria de extincdo do medo e prejudicaria a generalizacdo da resposta de
medo em animais com o DMT1 induzido quimicamente por estreptozotocina. Uma
semana apos a diabetizacéo, o tratamento com roflumilaste (0,01; 0,03 ou 0,1 mg/kg)
ou veiculo foi iniciado e mantido durante 21 dias. Vinte e quatro horas apos a
familiarizacdo ao contexto, os animais foram submetidos ao protocolo de
condicionamento de medo contextual. No dia seguinte, eles foram submetidos a um
treino de extincdo da memoaria de medo e, no 28° dia, foram reexpostos ao contexto
(sem o choque) a fim de investigar o efeito do tratamento sobre a extingdo da memaria
aversiva. No dia 29, foi avaliado o efeito do tratamento sobre a generalizacdo do medo,
ao submeter os animais em um contexto neutro. O tempo de congelamento dos
animais foi quantificado em todos os testes como um indice de resposta de medo. Por
fim, os animais foram eutanasiados e tiveram o hipocampo removido para analise de
expressao proteica do BDNF. Como resultado, o roflumilaste, na sua menor dose, foi
capaz de promover um controle glicémico nos animais diabéticos, além de reduzir a
resposta de medo nos testes de extincdo e generalizacdo. Ainda, o roflumilaste
aumentou os niveis de BDNF no hipocampo. Assim, o estudo indica que o roflumilaste
pode ser uma alternativa terapéutica interessante para o tratamento dessas doencas
associadas. Apesar desses dados serem promissores, vale ressaltar a necessidade
de mais estudos a fim de obtermos um maior entendimento dos mecanismos
envolvidos na neurobiologia do TEPT associado ao DMT1.

Palavras-chave: Diabetes mellitus. BDNF. TEPT. Extingdo. Generalizagdo. Memoria
aversiva. Estreptozotocina.



ABSTRACT

Studies point to a higher prevalence of post-traumatic stress disorder (PTSD) in
individuals with type-1 diabetes mellitus (T1DM). Interestingly, in both conditions, there
are common neurobiological changes, such as increased neuroinflammation,
dysregulation of neurotransmitters, and brain-derived neurotrophic factor (BDNF), in
addition to impaired synaptic plasticity. Consequently, studies demonstrate in animal
models of DMT1 an impairment in memory processing/learning, that is, these animals
show a greater consolidation of contextual fear memory and a generalization of this
fear response when exposed to neutral environments. Given the above, associated
with the clinical challenge of treating PTSD in diabetic patients — due to the interaction
with hypoglycemic drugs, the search for new compounds becomes urgent. In this
sense, inhibitors of phosphodiesterase-4 (iFDE4) enzymes, such as roflumilast, have
been highlighted in treating diseases that involve memory impairment, by improving
neurogenesis and synaptic plasticity in brain areas, by increasing the availability of
adenosine - 3', 5' - cyclic monophosphate (cCAMP), which facilitates the cascade of
intracellular events and transcribes proteins involved in these neuroprotective and
repair processes. Therefore, this project aimed to evaluate whether treatment with
iIFDE4 roflumilast would facilitate the acquisition of a fear extinction memory and impair
the generalization of the fear response in animals with DMT1 chemically induced by
streptozotocin. One week after diabetes, treatment with roflumilast (0.01, 0.03, or 0.1
mg/kg) or vehicle was started and continued for 21 days. Twenty-four hours after
familiarization with the context, the animals were submitted to the contextual fear
conditioning protocol. The next day, they underwent a fear memory extinction training
and, on the 28th day, they were re-exposed to context (without the shock) to investigate
the effect of the treatment on aversive memory extinction. On day 29, the effect of
treatment on fear generalization was evaluated by subjecting the animals to a neutral
context. The freezing time of the animals was quantified in all tests as an index of the
fear response. Finally, the animals were euthanized, and the hippocampus was
removed for analysis of BDNF protein expression. As a result, roflumilast, at its lowest
dose, was able to promote glycemic control in diabetic animals, in addition to reducing
the fear response in extinction and generalization tests. Furthermore, roflumilast
increased BDNF levels in the hippocampus. Thus, the study indicates that roflumilast
may be an interesting therapeutic alternative for the treatment of these associated
diseases. Although these data are promising, it is worth mentioning the need for further
studies to obtain a better understanding of the mechanisms involved in the
neurobiology of PTSD associated with DMT1.

Keywords: Diabetes mellitus. Extinction. Generalization. Aversive memory.
Streptozotocin. Fear.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é uma doenca crbnica de caréater inflamatério, que se
apresenta ao lado de diversas comorbidades, sendo considerado um dos disturbios
metabdlicos mais prevalentes na populacdo mundial e, portanto, causando um grande
impacto econdémico e na saude tanto individual quanto coletiva (IDF, 2019).

Cabe ressaltar que dados apontam uma maior prevaléncia de psicopatologias
na populagdo que sofre com o DM, o que acaba prejudicando muito ambas as
condi¢cbes. Dentre essas psicopatolgias, e de interesse para este estudo, destaca-se
0 transtorno do estresse pos-traumatico (TEPT), que parece ter uma importante
relacgdo com o DM, havendo maior prevaléncia deste transtorno na populagao
diabética (TRIEF et al., 2006; MILLER-ARCHIE et al., 2014; MICHOUPOLUS et al.,
2015; KELMENDI et al., 2016; SCHERRER et al., 2019). O TEPT € o quarto transtorno
psiquiatrico mais comum no mundo e caracteriza-se por situacfes de ameaca a
continuidade da vida e esté associado a prejuizos sociais e ocupacionais (YEHUDA
et al., 2016; LOPRESTO et al., 2016). Muitos desses pacientes apresentam, ainda,
depresséo, ansiedade e/ou aumento do uso de drogas podendo levar ao transtorno
do uso de substancias (DE MORAIS et al., 2014, 2016; GAMBETA et al., 2016; DE
SOUZA et al., 2018; PASTOR et al., 2020).

Atualmente, a farmacoterapia do TEPT é similar ao tratamento farmacoldgico
dos transtornos de ansiedade e depressao, composta por inibidores da recaptacao de
serotonina (ISRS), cuja eficacia é bastante limitada e ndo promovem remissédo da
doenca (KRYSTAL et al., 2017). Ademais, sabe-se que algumas drogas dessa classe
apresentam efeitos colaterais que dificultam a aceitacdo do tratamento, dentre eles a
alteracao do controle glicémico, ainda mais dificil para pacientes diabéticos (ISAAC et
al., 2013, GAGNON et al., 2018). Sendo assim, o recurso terapéutico mais seguro
para o tratamento do TEPT é a psicoterapia de extincdo da memoria traumatica,
embora ndo seja completamente eficaz (MYERS e DAVIS, 2002).

A extincdo é um novo aprendizado que inibe a expressdo da memaria de medo
(LOPRESTO et al., 2016; KIDA, 2019). Interessante que estudos conduzidos por nés
utilizando animais diabéticos demonstram que estes animais apresentam uma
consolidacéo bastante expressiva de memoria aversiva, além de uma dificuldade em
extingui-la (DE SOUZA et al., 2018; RIBEIRO et al., 2020). Assim, tendo em vista a

alta prevaléncia do TEPT em pacientes com DM e as alteragfes evidenciadas em
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modelos animais de DMT1, torna-se interessante a busca por farmacos que facilitem
a extincdo dessa memaria traumatica.

Os inibidores de fosfodiesterase-4 (iFDE4) tem sido uma importante alternativa
para o tratamento de disturbios psiquiatricos e/ou cognitivos, dada a capacidade
desses farmacos em estimular vias moleculares de plasticidade sinaptica e respostas
neuroprotetoras. Essas respostas podem estar ocorrendo no organismo via aumento
da adenosina monofosfato ciclico (AMPc), e via ativagdo da cascata de sinalizacédo da
proteina de ligagdo ao elemento responsivo ao AMPc (CREB e CREB fosforilado —
pPpCREB), em estruturas cerebrais envolvidas na mediacdo de respostas emocionais,
permitindo um novo aprendizado de extincdo da memoaria traumatica (MIAO et al.,
2015; JABARIS et al., 2015; PRICKAERTS et al., 2016; ZHONG et al., 2016; FENG et
al., 2019). O pCREB, por sua vez, auxilia ha sintese de varias proteinas, como o fator
neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF), um fator de crescimento altamente
responsavel pela plasticidade sinaptica e respostas anti-inflamatoérias (GUZZARDI et
al., 2018; BATHINA et al., 2016; ZHONG et al., 2016).

Levando em consideragdo 0s mecanismos comuns e paralelos de
desenvolvimento e manifestacdo do TEPT e do DM, e a probleméatica envolvida com
a farmacoterapia atual, se faz necessario o estudo de novas estratégias terapéuticas
para o tratamento do TEPT associado ao DM, bem como um maior entendimento do
mecanismo neurobiolégico de manifestacdo deste transtorno psiquiatrico e sua
associacdo ao DM, mais especificamente ao diabetes mellitus tipo-1 (DMT1), devido

a auséncia de estudos nessa tematica.

1.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo avaliar, em um modelo animal de DMT1
induzido por estreptozotocina, o efeito do tratamento prolongado com o iFDE4
roflumilaste sobre o processamento de memoaria de medo ao contexto e sobre o nivel
de BDNF no hipocampo, a fim de explorar uma proposta de alternativa terapéutica

para respostas aversivas associadas ao diabetes.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar em animais com o DMT1 induzido experimentalmente:
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e O efeito do tratamento prolongado com iFDE4 sobre a formagdo da memoria
de medo ao contexto;

¢ O efeito do tratamento prolongado com iFDE4 sobre a extingdo da memoaria de
medo ao contexto;

e O efeito do tratamento prolongado com iFDE4 sobre a generalizacdo da
memoria de medo ao contexto;

e O efeito neuroprotetor do roflumilaste através da expressdo de BDNF no

hipocampo.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DIABETES MELLITUS

O DM é um disturbio metabdlico crbnico, cuja principal caracteristica é o
elevado nivel de glicemia. Devido a essa condi¢&o, 0s principais sintomas concernem
polifagia, polidipsia e polidria (aumento da fome, sede e da vontade de urinar,
respectivamente; American Diabetes Association - ADA, 2017). Tal doenca é dividida
em trés tipos principais: tipo 1, relacionada a destruicdo de células B pancreaticas de
forma autoimune e, por consequéncia, incapacidade em produzir e secretar insulina
para promover o armazenamento ou uso de glicose pelas células (GUTHRIE e
GUTHRIE, 2004); tipo 2, caracterizada por resisténcia a insulina e deficiéncia na
producdo desse hormdnio em graus variados; e gestacional, em que ocorre
hiperglicemia e piora da tolerdncia a glicose durante a gravidez; além de outras
variacfes do diabetes, como endocrinopatias, diabetes induzido por medicacéo e por
infeccbes (KERNER e BRUCKEL, 2014; EIZIRIK et al., 2020).

Em seu relatério global, a Federacéo Internacional do Diabetes (International
Diabetes Federation — IDF) estimou que mais de 463 milhdes de pessoas
apresentaram DM em 2019, sendo 32 milhGes na América Latina e quase 17 milhdes
no Brasil. Tal prevaléncia resultou em um gasto de US$760 bilhdes anuais para 0s
sistemas de saude no mundo inteiro, representando um aumento de quase 5% em
apenas 2 anos (SAEEDI et al., 2019), além da perda de 1,3 trilhbes de dolares para
os PIBs a nivel global (WHO, 2016; BOMMER et al., 2017). No Brasil, quinto pais no
mundo com maior nimero de diabéticos, os gastos correspondem a 52,3 bilhdes de

dolares anuais, o dobro do valor apresentado em 2017 e aproximadamente 2,9% do
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PIB nacional (IDF, 2019). Esse gasto se deve tanto ao diagndstico, muitas vezes
tardio, quanto a tratamentos e complicacdes relacionadas a doenca.

Apesar do gasto e do progresso em novas estratégias terapéuticas, ainda nao
hé& tratamento eficaz que culmine na cura do diabetes. Essa doenga esta entre as 10
principais causas de morte no mundo, ocorrendo cerca de 1 morte a cada 8 segundos,
fato que resultou em 4,2 milhdes de oObitos em 2019, segundo a IDF (IDF, 2019).
Ainda, sabe-se que essa patologia esta associada a muitas comorbidades, como
doencas cardiovasculares; neuropatias; retinopatias e até distlrbios cognitivos e
psicopatologias (TRIEF et al., 2006; DIMEGLIO et al., 2018; ARMBRECHT et al.,
2020).

2.1.1 Diabetes mellitus tipo-1 (DMT1)

De acordo com a IDF, o DMT1 tem uma prevaléncia de 10%, enquanto o DM
tipo-2 de 90%. E muito comum que o DMT1 esteja presente em criangas, porém, tendo
em vista seu carater genético de manifestacdo da doenca, a maior parte da populacdo
gue apresenta esse distUrbio atualmente é adulta (WHO, 2019). Ainda, de acordo com
a Organizacao Mundial da Saude (World Health Organization — WHO), o DMT1 afeta
homens e mulheres igualmente, e reduz a expectativa de vida em 13 anos. Estudos
mostram que ha uma interacdo sinérgica entre a resposta autoimune e os fatores
metabdlicos de disfuncéo das células § na producao da insulina, determinada a partir
da predisposicao genética do individuo e de fatores ambientais (ANTONIOLLI et al.,
2015; WHO, 2019).

Sabe-se que o carater genético envolvido na ocorréncia desse distlrbio é
derivado de atividade poligénica; ou seja, diversos genes mutados contribuem para a
ativagdo de uma resposta autoimune de destruicdo das células B pancreaticas e
consequente desenvolvimento da doenca (ALY et al., 2006; ACHARJEE et al., 2013;
SANTIN e EIZIRIK, 2013; HU et al., 2015; SKYLER et al, 2017; RUSSELL etal., 2019;
EIZIRIK et al., 2020). Ainda, apesar de sua prevaléncia ser em torno de 10%, no
altimo século foi observado um aumento na incidéncia de DMT1 na populacéo
mundial, fato que indica possiveis gatilhos ambientais para essa patologia, como
infeccgdes virais que sdo amplamente conhecidas por modificarem a expressao génica
e contribuem para ativacao do sistema imune no DMT1 (DOTTA et al., 2006; SANTIN

e EIZIRIK, 2013). Tem-se, também, relatos de infeccdo materna enteroviral no
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periodo de gestacdo; microbiota anormal; eventos estressores infantis; além da
possibilidade de fatores como a puberdade e estresse psiquico levarem a uma maior
progressdo do DMT1 (GALE, 2002).

Como resultado da combinacdo de todos esses efeitos, ocorrem erros na
formacdo de receptores; no reconhecimento de antigenos pelos linfécitos T; na
producao da insulina e até mesmo o mimetismo molecular, que sinalizarao peptideos
das células B como autoantigenos, gerando uma reagcdo autoimune de
hipersensibilidade do tipo IV e, consequentemente, produzindo leséo tecidual no
pancreas, visto que a atividade de linfocitos citotoxicos e macréfagos libera enzimas
lisossomais, espécies reativas de oxigénio (ROS), Oxido nitrico e citocinas pro-
inflamatorias, que levam a célula a apoptose (UZZAMAN e CHO, 2012; ILONEN et
al., 2019). Assim, ocorre o declinio da fungdo ou completa destruicdo das células 3
nas ilhotas de Langerhans que deveriam produzir insulina, fator determinante no
DMT1 (UZZAMAN e CHO, 2012; DIMEGLIO et al., 2018; WHO, 2019; ILONEN et al.,
2019). Importante ressaltar ainda que o DMT1 néo é evitavel, diferentemente do tipo
2, para o qual existem recomendacdes de politicas publicas e mudancas de habitos
de vida que reduzem sua prevaléncia (WHO, 2016; IDF, 2019). Ou seja, mais do que
avancos politicos e transformacfes de comportamentos, no atual cenario, o DMT1
necessita de avancos na area médica para que se diminua seu impacto na vida do
paciente e no contexto mundial.

Estudos pré-clinicos conduzidos em laboratério mimetizam a destruicdo das
células B através de uma droga denominada estreptozotocina (STZ). A STZ é uma
glicosamina nitrosureia, molécula hidrofilica de meia-vida curta (5 a 15 minutos),
captada pelas células pancreéticas que contém o transportador GLUT2 (GOYAL et
al., 2016). Ao adentrar na célula B, a STZ induz alteracfes bioquimicas, estruturais e
funcionais que culminam na formacéo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e
resultam no dano ao DNA e destruicdo celular, gerando o efeito de hiperglicemia
(Figura 1; WU e YAN, 2015; GOYAL et al., 2016). Apesar da cascata de eventos ndo
ser a mesma que a observada em humanos, visto que a STZ ndo ativa uma resposta
imune igual o DMT1, os modelos animais se mostram bastante promissores por
resultarem no efeito esperado de hiperglicemia, que mimetiza algumas caracteristicas
da doenca. Importante mencionar que a STZ ndo € capaz de ultrapassar a barreira
hematoencefalica (BHE), visto que o tecido cerebral ndo apresenta este transportador

GLUT2 e, portanto, se mostra seletiva ao tecido pancreatico (GRIEB, 2016).



16

-
sy

o=0 O
O smzs) ;—Sﬁ\s} #
g%%e ‘ &
00

5 s
s T M
L OS50 ‘
{3 cell population Necrosis and elimination GLUT2
by macrophages
NO

[3 cell mass reduction —)
\ H202

l DANO AO DNA

Insulin insufficiency

<«— Chronic hyperglycemia

Residual B cell population Key: ) Healthy B cell
ell

13" STZ destructed p cell
¢ Hyperglycemia-impaired ¢

FIGURA 1: Mecanismo de acdo da STZ no modelo animal de DMT1.
FONTE: Adaptado de Wu and Yan, 2015; O autor, 2021.

2.2 COMORBIDADES ASSOCIADAS AO DMT1

Sabe-se que o DM per se induz um aumento de processos inflamatérios e de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, a nivel central e sistémico, além de
desregulacdo neuroquimica, levando a diversas comorbidades, tanto em humanos
como em modelos animais (DE SOUZA et al., 2018; DA SILVA DIAS et al., 2016;
GAMBETA et al., 2016; RIBEIRO et al., 2020). Dessa forma, a incidéncia do DM na
populacdo apresenta-se ao lado de uma elevada taxa de prevaléncia de outros
estados patolégicos, como encefalopatias diabéticas (MURIACH et al.,, 2014),
doencas cardiovasculares (DEI CAS et al., 2015; AVILA et al., 2014), insuficiéncia
renal (BRAUNWALD, 2019) e neuropatia diabética (SCHREIBER et al., 2015);
prejudicando ainda mais a qualidade de vida dos pacientes.

As alteracdes de processos inflamatorios e neuroquimicos associadas na
encefalopatia diabética podem precipitar respostas e doencgas associadas ao humor,
ansiedade, estresse e prejuizo cognitivo (MIAO et al., 2015; ZHONG et al., 2016; LI et
al., 2018). Dessa forma, h& alta prevaléncia de distarbios psiquiatricos na populacéo
diabética, como transtornos de ansiedade, depressdo maior e aumento do abuso de
drogas (MILLER-ARCHIE et al., 2014; DE MORAIS et al., 2014, 2016; ZANOVELI et
al., 2016; SIBA et al., 2017; GILSANZ et al., 2018; SOUZA et al., 2018; BODEN, 2018;
EDMEALEM e OLIS, 2020). Ainda, tem-se prejuizo significativo no
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aprendizado/memoria, evento presente em alguns transtornos psiquiatricos, mas

principalmente no TEPT, topico de interesse neste estudo.

2.3 TRANSTORNO DO ESTRESSE POS-TRAUMATICO E SUA RELAGCAO COM O
DMT1

O TEPT é o quarto transtorno psiquiatrico mais comum no mundo, acometendo
cerca de 10% dos homens e 18% das mulheres, e estd associado a exposi¢do do
individuo a um evento traumatico (MAREK et al., 2013). Nesse evento, em que houve
ameaca a continuidade da vida ou causou danos a saude, gerou-se uma resposta
intensa de medo, desamparo ou horror, causando potenciais prejuizos sociais e
ocupacionais (YEHUDA et al., 2016; LOPRESTO et al., 2016). De acordo com o DSM-
V, € comum a apresentacdo de sintomas que facilitam o diagnéstico do TEPT, como
lembrancas e sonhos angustiantes relacionados ao evento traumatico; reacdes
psicolégicas e fisioldégicas a pistas que possam lembrar ou simbolizar o evento e
sensacoOes de estar vivendo novamente o evento, chamada de generalizacdo do medo
(American Psychiatric Association — APA, 2014). A generalizacdo ocorre em
ambientes neutros — ndo associados ao trauma (APA, 2014). Como consequéncia ao
ocorrido, observa-se a formacédo de uma memoria aversiva relacionada ao trauma, em
gue os pacientes apresentam dificuldade em extingui-la (RUBIN et al., 2008), podendo
até mesmo generalizar essa reacao de medo.

Pesquisadores entendem a extingdo como um novo aprendizado que coexiste
com a memoéria de medo, mas é capaz de inibir sua expresséao (KIDA, 2019). Ou seja,
a memaria aversiva permanece existindo, porém, alguns mecanismos moleculares
favorecem a plasticidade sinaptica direcionando um novo aprendizado — que aquele
estimulo ou ambiente ndo é mais aversivo. Dentre esses mecanismos moleculares,
observa-se que o AMPc, importante segundo mensageiro envolvido em cascatas de
sinalizacao intracelular, € capaz de ativar a proteina quinase A (PKA), que, por sua
vez, fosforila a CREB no residuo 133 de serina (ser-133), ativando-a em pCREB
(GONG et al., 2004; WANG et al., 2012; PRICKAERTS et al., 2016). A pCREB, entao,
ativa fatores de transcricdo envolvidos em respostas de plasticidade sinaptica e
neuroprotecao (FENG et al., 2019). Entre estes fatores, destaca-se o BDNF, expresso
nos mais diversos tecidos, principalmente pancreatico e encefalico (em estruturas
como coOrtex e hipocampo; ANDERO e RESSLER; 2012, FENG et al.,, 2019,
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ROZANSKA et al. 2020). O BDNF, em um contexto saudavel, apresenta efeitos
fisiologicos de regulacdo do metabolismo da glicose, resisténcia a insulina,
plasticidade sinaptica e neuroprotecdo (NAKAGAWA et al., 2000; ANDERO e
RESSLER, 2012; HE et al.,, 2018; ROZANSKA et al., 2020) e, portanto, o BDNF
apresenta um papel protetor contra danos oxidativos, que permite a viabilidade celular
e impede a apoptose (BATHINA et al., 2016; ROZANSKA et al., 2020; BATHINA e
UNDURTI, 2021). Dessa forma, € possivel perceber a importancia da ativacao da via
AMPCc/PKA/CREB. Quando a concentracdo de AMPc esta reduzida, essa via de
sinalizacdo torna-se inviavel, pois reduz a expressédo de proteinas envolvidas nos
mecanismos de extingdo da memadria aversiva e de neuroprotecao.

N&o obstante, a CREB também recruta a transcricao de citocinas, reduzindo a
producédo de citocinas pro-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
a), e aumentando a producédo das citocinas anti-inflamatoérias, como a interleucina-10
(IL-10; SZELENYI et al., 2000; AVNI et al., 2010), evidenciando um possivel
mecanismo de controle da neuroinflamagéo.

Varios estudos tém mostrado que o balanco entre a CREB e a pCREB esta
envolvido na regulacdo do aprendizado/memoria e nas respostas inflamatorias
hipocampais em modelos animais da doenca de Alzheimer (GONG et al., 2004,
WANG et al., 2012). Sugere-se, ainda, que a CREB est4 envolvida na memoéria de
longo prazo dependente de hipocampo (TULLY et al., 2003; ORTEGA-MARTINEZ,
2015), e, portanto, a reducgéo tanto de CREB como pCREB e BDNF est4 associada
ao prejuizo da memodéria e da plasticidade sinaptica (LONZE e GINTY 2002; VITOLO
et al., 2002), enquanto que seu aumento e o consequente aumento de BDNF podem
ser alvos promissores para reduzir a neuroinflamacédo e melhorar a plasticidade
sinaptica, aprendizagem e memoria, que é de interesse no tratamento do TEPT.

Tendo dito isso, é curioso que a prevaléncia de TEPT em pacientes com DMT1
€ maior. Estudos clinicos e pré-clinicos evidenciam que, assim como 0s transtornos
de ansiedade, o TEPT apresenta importante relagdo com o risco do aparecimento do
DM, inclusive sendo um fator bidirecional, ja que se observam mecanismos comuns e
paralelos nessas doencgas (TRIEF et al., 2006; GOLDEN et al., 2008; SISMANLAR et
al., 2012; KARROURI, 2014; MILLER-ARCHIE et al., 2014; MICHOUPOLUS et al.,
2015; RENNA et al., 2016; ZANOVELI et al.,, 2016; RECHENBERG et al., 2018;
SCHERRER et al., 2019). Um dos mecanismos comuns entre elas € a desregulacao

do eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA) que, de forma prolongada, pode facilitar o
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desenvolvimento de resisténcia a insulina; doencas cardiovasculares; desregulacdes
neuroquimicas como a diminuicdo de monoaminas importantes para etiologia do
TEPT (5-HT e NA) e desregulagfes no sistema imunologico (KELMENDI et al., 2016;
PETRAK et al.,, 2018). Todavia, ainda ndo ha comprovacbes de que este é o
mecanismo desencadeador de ambas as doencas.

Ademais, estudos recentes do nosso laboratério mostraram que os animais
com DMT1 apresentam uma consolidacéo bastante expressiva da memaria contextual
aversiva, uma vez que eles apresentam uma deficiéncia em extingui-la e tém
capacidade de generalizar esta resposta de medo (DE SOUZA et al., 2018; RIBEIRO
et al.,, 2020). Por isso, torna-se importante o entendimento mais aprofundado da
neurobiologia do TEPT em animais com DMT1, aliado a busca por novos agentes
terapéuticos capazes de agir em alvos farmacoldgicos mais especificos e que facilitem
a extincdo dessa memoria traumatica. O desenvolvimento destes modelos
experimentais é essencial e esta em constante atualizacdo, devido a relevancia

translacional que traz para o estudo de transtornos psiquiatricos.

2.3.1 Tratamento do Transtorno do Estresse Pds-Traumatico Associado ao DMT1

De acordo com o desenvolvimento e complicacées do TEPT, principalmente
quando associado ao DMT1, o tratamento € um grande desafio para os pacientes
diabéticos. Normalmente, as drogas de primeira escolha para psicopatologias como o
TEPT e transtornos de ansiedade sdo o0s antidepressivos monoaminérgicos,
principalmente os ISRS, como sertralina e fluoxetina (HUANG et al., 2013; ZANOVELI
et al., 2016). Apesar de promissores no mercado, tais antidepressivos nao promovem
remissdo da doenca. Além disso, muitos pacientes ndo respondem bem ao tratamento
— sao resistentes e/ou refratarios, o que evidencia a eficacia limitada desta
abordagem. Os antidepressivos normalmente utilizados também podem precipitar
efeitos colaterais indesejaveis, como altera¢cdes na pressao sanguinea, alteracées de
peso e disfuncdo sexual, e estes efeitos adversos podem acarretar na
descontinuidade do uso do medicamento (ROOPAN e LARSEN, 2016). Inclusive,
esses medicamentos podem prejudicar o controle glicémico (ISAAC et al., 2013;
KRYSTAL et al., 2017) e interagir com drogas hipoglicemiantes (GHAELI et al., 2004;
BARNARD et al., 2013; GAGNON et al., 2018), consequentemente piorando o quadro

de diabetes.
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Estudos recentes alertaram que, mesmo antidepressivos diferentes dentro da
mesma classe, como os ISRS, podem alterar o controle glicémico tanto para
hiperglicemia como para hipoglicemia, associados a ganho ou perda de peso,
dependendo do farmaco (BRISCOE et al., 2008; ISAAC et al., 2013; ROOPAN e
LARSEN, 2016; GAGNON et al., 2018). Tais evidéncias indicam que tanto a pesquisa
acercado TEPT associada ao DMT1 como a busca por tratamentos mais eficazes sédo
de extrema necessidade. Por enquanto, a principal ferramenta de tratamento do TEPT
€ através da psicoterapia de reexposi¢do ao evento trauméatico. Essa abordagem, que
se baseia nos mecanismos neurobiologicos de extincdo da memoria traumatica
(MYERS e DAVIS, 2002), apresenta diferentes etapas reexposicdo ao evento
traumatico, de forma a minimizar os sintomas apresentados no TEPT (RAUCH,
EFTEKHARI, RUZEK, 2012; APA, 2014). Mesmo que promissora, essa estratégia nao
€ inteiramente eficaz, visto que demanda muito tempo para observacéao de resultados.
Somado a isso, ndo se sabe completamente a neurobiologia do TEPT, e, portanto,
ndo h& uma cura para tal disturbio.

Com base no exposto, a busca por tratamentos mais eficazes, com respostas

terapéutica rapida e que ndo alterem a condicéo diabética se faz urgente.

2.4 INIBIDORES DE FOSFODIESTERASE-4 COMO UMA NOVA ABORDAGEM
TERAPEUTICA PARA TRATAR O TEPT ASSOCIADO AO DMT1

As fosfodiesterases (FDEs) sdo uma superfamilia de enzimas — sédo onze
familias no total — cada uma com multiplas isoformas e variantes, que degradam
segundos mensageiros ciclicos em diferentes estruturas do organismo. As FDEs
degradam, por hidrolise, AMPc em 5’AMP e/ou GMPc em 5GMP, fazendo parte de
cascatas que regulam canais i6nicos, enzimas e mudancas na transcricdo e traducao
de proteinas (NEVES-ZAPH, 2017). Utilizando inibidores de FDEs, o AMPc
permanece mais tempo disponivel na cascata celular e pode regular mais proteinas e
acoOes intracelulares (WANG et al., 2016).

A FDE4 é uma isoforma de FDE especifica para AMPc, e esta amplamente
distribuida no encéfalo, em estruturas como o hipocampo, cortex, bulbo olfatério,
corpo estriado e cerebelo (WANG et al., 2016; BLOKLAND et al., 2019; HECKMAN et
al., 2018). Por estar presente em estruturas relacionadas a formagcéo de memoria, a

FDEA4 faz parte desse processo, uma vez que a sua inibicdo aumenta a expresséao de
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proteinas como CREB e Arc, envolvidas na plasticidade sinaptica e relacionadas ao
aprendizado e memoéria (KNOTT et al., 2017; HECKMAN et al., 2018).

O uso de iIFDE4 tém sido recentemente apontado como uma importante
alternativa para o tratamento de doencas psiquiatricas, dada a capacidade desses
farmacos em estimular a plasticidade sinaptica via aumento do AMPc e ativacdo da
via de sinalizacdo da CREB e da pCREB em estruturas cerebrais envolvidas na
mediacdo de respostas emocionais (como cortex pré-frontal, amigdala e hipocampo),
resultando em efeitos neuroprotetores e pro-cognitivos (Figura 2; SOARES et al.,
2016; BLOKLAND et al., 2019; ZHONG et al., 2019).

Essas propriedades colocam farmacos iFDE4 na classificacdo de drogas que
aumentam o aprendizado, os “cognitive enhancers” (RICHTER et al., 2013). Todavia,
permanece por ser investigado o efeito da inibicdo da FDE4 sobre a extingéo e a
generalizacdo da memoria de medo em animais diabéticos e, mais ainda, sobre a
persisténcia desses efeitos. Sabendo disso, dois trabalhos foram conduzidos em
modelos animais de DMT2 (MIAO et al., 2015; ZHONG et al., 2016), e mostraram que
o tratamento com Rolipram, um iFDE4 (GONG et al., 2004; WANG et al., 2012), foi
capaz de aumentar a expressédo de CREB e pCREB no hipocampo e diminuir a reacéo
inflamatoria, prevenindo os prejuizos cognitivos de memaria espacial nestes animais.
Todavia, até o presente momento nenhum estudo investigou o envolvimento da via de
sinalizacdo AMPc/PKA/CREB e de drogas capazes de interferir na via de formacéao
de memorias aversivas em modelos animais de DMT1.

Ja o trabalho de Soares e colaboradores (2016) mostrou como o0 uso do
Rolipram em animais com isquemia cerebral (outro modelo animal de carater
inflamatoério) também foi capaz de promover efeitos tipo-antidepressivos e tipo-
ansioliticos, além de uma melhora na memoéria espacial através do aumento de CREB
e pCREB hipocampal (SOARES et al., 2016). Isso evidencia o efeito promissor dos

inibidores de FDE4 tanto na plasticidade sinaptica como na reducdo da
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neuroinflamacéo (PEARSE et al., 2016; ZHONG et al., 2019), faltando a anélise de

fatores protetores, como o BDNF.

TCREB
BDNF

lNF-KB

Plasticidade Sinaptica -
Via Anti-inflamatéria NEUROPROTEGAO

FIGURA 2: Efeito benéfico dos iFDE4 na neuroprotecéo.
FONTE: Adaptado de Wang et al., 2017.

Sabendo que alguns trabalhos mostram o efeito emético do Rolipram
(PRICKAERTS et al., 2016), o Roflumilaste (RFL), outro iFDE4 seletivo para AMPc,
se mostra promissor na melhora cognitiva e reducdo da neuroinflamacao, inclusive
em suas doses ndo eméticas — mais baixas (PRICKAERTS et al., 2016; SANTIAGO
et al.,, 2018). O RFL é conhecido no tratamento para doenca pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC) e asma (LI et al., 2018), e varios estudos mostraram eficacia na
melhora do déficit cognitivo em modelos de doenca de Alzheimer; lesdo encefélica
induzida por hipoperfusdo cronica, além de mostrar significativas melhoras em
aspectos inflamatérios, diminuindo citocinas pro-inflamatorias; e de plasticidade
neuronal, aumentando niveis do BDNF (MIAO et al., 2015; JABARIS et al., 2015;
SANTIAGO et al., 2018; FENG et al., 2019). Importante destacar, ainda, que o RFL
atravessa a BHE, de acordo com suas propriedades estruturais e farmacocinéticas, e,
por isso, seu uso € promissor na neuroprotecao (LAHU et al., 2011; PRICKAERTS et
al., 2016 TAKANO et al., 2018).

Ja em modelos de DMT1 e de memdria aversiva, as drogas iFDE4 ainda nao
foram testadas, e parecem ter efeitos positivos e promissores para melhora destas
condi¢des psicopatologicas, além de diminuir inflamacédo e aumentar plasticidade

neuronal. Dessa forma, a hipétese do trabalho foi de que o RFL seria capaz de
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amenizar 0s prejuizos no processamento de memoaria associada ao medo nesses
animais DMT1. Mais ainda, melhorar a condicéo diabética per se, além de promover
acdo neuroprotetora, como facilitar a plasticidade sinptica, através do aumento da
expresséo proteica de BDNF no hipocampo desses animais.

3 METODOLOGIA

Todos os procedimentos apresentados neste projeto foram conduzidos de
acordo com as normas e legislacdes contidas pela Comisséo de Etica para o Uso de
Animais do Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Parana,
minimizando o numero de animais utilizados e o sofrimento por eles sentido. A
metodologia apresentada neste projeto foi aprovada (CEUA/BIO-UFPR; #1204).

Cada bloco de experimentos foi realizado no mesmo periodo do dia, entre 11
e 17 horas. Todos os animais foram ambientados por pelo menos 30 minutos antes
de cada sessao experimental. As salas de experimentacdo mantiveram constancia na

temperatura e luminosidade durante os experimentos.

3.1 MODELO ANIMAL

Nesta pesquisa, foram utilizados ratos machos da espécie Rattus norvegicus
(variedade Wistar), com aproximadamente 60 dias e pesando entre 150 - 220 g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Parana. A escolha desta
espécie se deu porque tanto a padronizacdo de modelo de DMT1 quanto os estudos
realizados em nosso laboratério utilizaram ratos Wistar (DE MORAIS et al., 2014; DA
SILVA DIAS et al., 2016; REDIVO et al., 2016; DE MORAIS et al., 2016; RIBEIRO et
al., 2020). Ainda, o uso desses animais foi preferencial devido a disponibilidade do
biotério, além de que os machos ndo apresentam variaces hormonais que podem
gerar duvida nos resultados do estudo.

Os animais tiveram acesso a agua e alimentacao (racao Nuvilab CR1 — Nuvital
Nutrientes S/A) ad libitum e foram mantidos em condi¢des controladas de iluminagéo,
com ciclo claro/escuro de 12 h (7:00 as 19:00); e temperatura, em 22 + 1 °C. Foram
acondicionados quatro ratos em cada caixa de polipropileno (60 x 25 x 15 cm)
contendo maravalha, trocada diariamente devido a polidria induzida pela condi¢cao

diabética.
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3.2 DROGAS

Para o presente estudo foram utilizadas as seguintes drogas: a
estreptozotocina (STZ, Cayman) e o roflumilaste (RFL, recebido da parceria do
laboratorio com a Universidade de Maastricht, na Holanda). A STZ (60 mg/kg; via
intraperitoneal — i.p.) foi diluida em tampao citrato (10mM, pH 4.5). O RFL foi diluido
em salina estéril (NaCl 0,9%) e polisorbato 80 10% (Tween-80®, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA,; i.p.) resultando nas doses de 0,01; 0,03 ou 0,1 mg/kg. As dosagens
selecionadas foram baseadas nos resultados existentes da literatura (DA SILVA DIAS
etal., 2016; REDIVO et al., 2016; DE MORAIS et al., 2016; PRICKAERTS et al., 2016;
SANTIAGO et al.,, 2018; SOHN et al.,, 2020). Os animais controle foram tratados

apenas com salina estéril.

3.2.1 Inducao experimental do DMT1

O diabetes foi induzido por uma Unica injecao i.p. de STZ em ratos previamente
submetidos a jejum de 12 horas. Apos a inducao, os animais foram mantidos por mais
3 horas em jejum, a fim de se evitar a competicdo da STZ com a glucose pelo
transportador GLUT2 na célula B pancreatica. Animais destinados ao grupo
normoglicémico receberam somente tamp&o citrato, em volume equivalente (DE
MORAIS et al., 2014).

A condicao diabética foi confirmada 3 dias apés o tratamento com STZ por meio
da aplicacdo de 5 pL de sangue — retirado da cauda — a fitas de teste impregnadas
com glucose oxidase (Accu-Check ActiveTM, Roche). Ratos com glicemia = 250
mg/dL foram considerados diabéticos e mantidos no estudo.

3.2.2 Tratamento prolongado com o iFDE4 RFL

O tratamento prolongado com o RFL iniciou-se no sétimo dia apos indugdo do
diabetes, e durou até o vigésimo oitavo dia de experimento (ver delineamento
experimental abaixo), totalizando 21 dias. Os animais foram divididos aleatoriamente
nos seguintes grupos de tratamento: veiculo (VEI) ou RFL (0,01; 0,03 ou 0,1 mg/kg,
i.p). Nos grupos de animais que passaram por testes comportamentais, entre os dias

25 e 28, o tratamento ocorreu apos o término da sessao experimental, a fim de evitar
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a possibilidade de o farmaco interferir nestes resultados, ou seja, de avaliarmos a acéo

aguda do farmaco.

3.3 CONDICIONAMENTO DE MEDO CONTEXTUAL (CMC)

Para mimetizar caracteristicas do TEPT e transtornos de ansiedade, foi
utiizado o modelo de CMC, que auxilia na compreensdo dessas patologias
(VANELZAKKER et al., 2014), junto a um protocolo de generalizacéo; visto que a
generalizacdo do medo é um processo fundamental do TEPT e é um sintoma
prevalente nos pacientes (APA, 2014; DYMOND et al., 2015).

Foi utilizada uma caixa (contexto A; 26 x 31,5 x 21 cm; Insight, Ribeir&o Preto,
SP, Brasil) composta de trés lados de aco e um quarto lado de acrilico transparente,
gue permitiu a analise comportamental do animal por meio de filmagens. O fundo da
caixa consiste em pequenas barras de metal conectados a um estimulador elétrico
que pode aplicar correntes elétricas nos animais, e o0 topo € feito de acrilico
transparente. Para o teste de generalizacéo (contexto B), foi utilizada uma segunda
caixa feita completamente de acrilico transparente (30 x 30 x 30 cm).

O protocolo de CMC consiste nas seguintes etapas (Figura 3):

- 1°dia - familiarizacdo ao contexto de condicionamento (contexto A — estimulo
neutro): consiste em uma apresentacdo do animal a caixa de condicionamento
supracitada, na qual ele foi colocado por 3 minutos sem qualquer apresentacéo de
estimulos;

- 2°dia - condicionamento ao medo contextual (contexto A — o estimulo neutro
se torna estimulo condicionado): O animal foi posicionado na caixa de
condicionamento; porém, desta vez, recebeu 3 choques elétricos (estimulo
incondicionado) de 1 mA, com duracdo de 3 s cada, sendo que cada choque foi
precedido e sucedido de 30 segundos de laténcia, totalizando 129 segundos;

- 3° dia - treino de extingdo da memoria aversiva contextual (contexto A —
estimulo condicionado): O animal foi inserido na caixa de condicionamento e la
permaneceu por 20 minutos sem a apresentacdo do estimulo aversivo de choque
elétrico nas patas. Neste procedimento foi avaliado o tempo (em segundos) que o

animal permaneceu em congelamento.
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- 4° dia - teste de extincdo de memoria aversiva contextual (contexto A —
estimulo condicionado): O animal foi recolocado na caixa de condicionamento por 3
minutos e novamente foi quantificado o tempo de congelamento do animal.

- 5°dia - teste de generalizacdo de memdria aversiva contextual (contexto B —
estimulo neutro): O teste foi realizado a fim de investigar uma possivel resposta de
generalizacdo do medo. Assim, o animal foi colocado no contexto neutro por 3
minutos.

O comportamento de congelamento foi utilizado como um indice de memdéria
aversiva ao contexto. Foi considerado tempo de congelamento do animal quando este
apresentou uma posicado estereotipada de completa imobilidade, com excecdo de
movimentos de respiracdo. Apds cada uso, os aparatos foram limpos com &lcool
etilico 20%.

1° dia 2° dia 3° dia 4° dia 5° dia

Familiarizagdo Condicionamento de medo Treino de Extingéo Teste de Extincéo Generalizacdo
(Contexto A - 3 min) contextual (Contexto A) (Contexto A - 20 min) (Contexto A - 3 min) (Contexto B - 3 min)

3 choques (1 mA) nas patas com
30 s de intervalo antes e depois de
cada choque

FIGURA 3: Esquema representativo do CMC.
FONTE: O autor, 2020.

3.4 WESTERN BLOT PARA AVALIAR A EXPRESSAO DE BDNF NO HIPOCAMPO

Para as analises por western blot foi realizado um grupo separado, em que 0s
animais foram tratados por 21 dias e ndo passaram pelo protocolo comportamental.
No dia 29, final do protocolo de tratamento, os animais foram decapitados e tiveram o
hipocampo removido, que foi mantido em nitrogénio liquido e no freezer -80 °C até a
utilizagéo. Os tecidos coletados foram homogeneizados em tampéao contendo glicerol
10%, Tris-HCI 20 mM, NaCl 137 Mm (pH 7,5), e inibidor de protease (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) e mantidos em repouso por 15 minutos a 4°C. Os tecidos
homogeneizados foram entéo centrifugados a 2.800 rpm por 10 minutos a 4°C, tiveram
0 sobrenadante (correspondente ao extrato citosolico) separado em novo tubo e

centrifugado novamente por 15 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi separado
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e os pellets, contendo as amostras, foram diluidos para atingir concentracdes de
proteinas igual a 30 pug e separadas por eletroforese em 10%, 12% e 15% de gel de
poliacrilamida e tampédo SDS-PAGE. Apés essa etapa, as proteinas foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose e incubadas por uma hora e meia em tampao
Tris (25 mM Tris, Glicina 192 mM, 200 mL de metanol, pH 8). Depois da transferéncia,
para realizar o immunoblotting, as membranas foram incubadas com leite em p6 5%
em salina tamponada tris com tween 20 (TBS-T) em temperatura ambiente por 1 hora,
a fim de bloquear sitios de ligacdo inespecifica. Em sequéncia, as membranas
passaram por trés lavagens em TBS-T de 10 minutos cada, e foram incubadas
overnight (~16 h) com o anticorpo monoclonal primério anti-BDNF (1:300, Santa Cruz
Biotechnology). Mais uma vez, as membranas foram lavadas por trés vezes de 10
minutos cada em TBS-T e, entdo, foram incubadas com anticorpo secundario
policlonal (1:2000 em TBS-T; cabra anti-coelho ou coelho anti-camundongo IgG) por
2 horas, seguida de 3 lavagens em TBS-T de 10 minutos cada. Por fim, foi realizada
a revelagdo com kit de quimioluminescéncia ECLplus® (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA) por 10 minutos. As bandas foram visualizadas com auxilio do Chemi-doc (Bio-
Rad Laboratories Inc., Hercules, EUA), e quantificadas por densitometria usando o
software Image J (NIH, Bethesda, MD, EUA).
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3.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
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30 s de intervalo antes e depois de
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FIGURA 4: Delineamento experimental de (A) comportamento e (B) western blot.
FONTE: O autor, 2021.

No dia 0, os animais — ja com jejum de 12 horas — receberam uma Unica injecao
de STZ para a inducdo do DMT1 experimental. No 3° dia do protocolo, foi medida a
glicemia sanguinea dos animais, considerando diabéticos somente os animais que
apresentaram glicemia maior que 250 mg/dL. Os animais diabéticos foram incluidos
no estudo e separados em grupos de forma aleatéria. A partir do dia 7, até o fim dos
experimentos (totalizando 21 dias), foi feito o tratamento com RFL (0,01; 0,03 e 0,1
mg/kg) ou VEL.

No vigésimo quinto dia apos a indugdo do diabetes foi iniciado o protocolo de
medo condicionado ao contexto, com a habituacgdo e familiarizagdo. Os animais foram
deixados em suas gaiolas por 1h na sala de experimentacdo para habituacéo, e em
seguida colocados individualmente por 3 minutos no aparato do teste (contexto A)

para familiarizagdo, sem qualquer estimulo. No dia 26, os animais foram colocados
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novamente no contexto A, e receberam 3 choques nas patas de 1 mA por 3 segundos
cada, com 30 segundos de intervalo antes e depois de cada choque. No dia 27, os
animais passaram pelo treino de extin¢gao, colocados novamente no contexto A, desta
vez por 20 minutos, e ndo receberam nenhum tipo de estimulo. No dia 28, foi feito o
teste de extincdo, também no contexto A, por 3 minutos para cada animal. Por fim, no
dia 29, os animais foram colocados no contexto B para o teste de generalizacéo,
também por 3 minutos. Os testes dos dias 27, 28 e 29 foram filmados para analise do
tempo de congelamento. No dia 29, apos o teste de generalizagcdo, mensurou-se a
glicemia e o peso corporal dos animais, e finalizou-se o protocolo com a eutanasia.
O segundo protocolo experimental, que concerne os dados de expressao de
BDNF por western blot, também conta com os processos de diabetizacao dos animais
e de tratamento prolongado por 21 dias. O que difere € que, neste caso, 0s animais
nao passaram pelos testes comportamentais, seguindo apenas com a eutanasia por

decapitacéo e remocao do hipocampo para analise de expressao proteica.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

O teste de Levene e Kolmogorov foi inicialmente empregado para assegurar
gue os dados preencheram os critérios necessarios de normalidade para se aplicar
testes paramétricos. Caso paramétricos, os dados foram expressos como média *
erro padrdo da média (EPM) de 7 animais por grupo experimental. Para os resultados
da condicdo diabética dos animais (glicose sanguinea e ganho de peso) e niveis de
BDNF no hipocampo, foi aplicado um teste t de Student entre os grupos NGL/VEI e
DBT/VEI, e em seguida, uma ANOVA de uma via entre todos os grupos DBT (grupo
controle que recebeu veiculo, e grupos tratados com RFL). Em relacdo aos
experimentos condicionamento de medo ao contexto, os resultados do teste e treino
de extincdo e teste de generalizacdo do medo, foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) de uma ou duas vias (com tempo e tratamento com o RFL como
os fatores da analise).

Apés todas as ANOVAs, caso fossem encontradas diferencas estatisticas
significativas, o post-hoc de Newman-Keuls foi aplicado para multiplas comparacdes.

Um valor de p < 0,05 foi considerado significativo.
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4 RESULTADOS

4.1 CONDICAO DIABETICA

O tratamento de 21 dias com o RFL foi capaz de alterar os niveis de glicose
sanguinea dos animais, mas nédo alterou o ganho de peso (Figura 5). Em relacédo a
glicose sanguinea, o teste t de Student mostrou diferengas significativas entre os
grupos NGL/VEI e DBT/VEI [t = 18,15; df = 11, p < 0,05; painel A], confirmando que a
injecdo de STZ foi capaz de induzir o modelo de DMT1 nos animais. Em seguida, a
ANOVA de uma via realizada entre os grupos diabéticos, mostrou diminuicdes
estatisticamente significativas entre o grupo DBT/VEI e os trés grupos diabéticos
tratados com o RFL [F (3, 23) = 4,037; p < 0,05; painel A]. O teste de mdltiplas
comparacdes de Newman-Keuls mostrou que as trés doses de RFL foram capazes
de diminuir a glicose sanguinea dos animais.

Em relagdo ao ganho de peso, o teste t de Student entre os grupos NGL/VEI e
DBT/VEI mostrou diferenga significativa [t = 28,75; df = 11; p < 0,05; painel B],
confirmando que a condicdo diabética dos animais alterou o ganho de peso nos
animais diabéticos. Entre os grupos diabéticos, a ANOVA de uma via hdo mostrou
diferencas significativas para o grupo controle e os grupos tratados [F (3, 23) =0,8502;
p > 0,05; painel B].

[UNGL/VEI EDBT/VEI HDBT/RFL 0,01
[l DBT/RFL 0,03 EDBT/RFL 0,1
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FIGURA 5: Efeito do tratamento de 21 dias com RFL ou VEI na condigdo diabética; (glicose sanguinea
— painel A - e ganho de peso — painel B). NGL = normoglicémico, VEI = veiculo, DBT = diabético, RFL
0,01 = Roflumilaste 0,01 mg/kg, RFL 0,03 = Roflumilaste 0,03 mg/kg, RFL 0,1 = Roflumilaste 0,1 mg/kg.
Os valores foram expressos como média = EPM (n = 7/grupo), *p<0,05 quando comparado ao grupo
NGL/VEI e #p<0,05 quanto comparado com o grupo DBT/VEL.
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4.2 CONDICIONAMENTO DE MEDO AO CONTEXTO

O tratamento prolongado com RFL foi capaz de reduzir o tempo de
congelamento nos animais diabéticos no treino e teste de extingdo, e no teste de
generalizacdo do CMC (Figura 6). A ANOVA de duas vias do treino de extin¢ao (painel
A) mostrou um efeito estatistico significativo nos dois fatores — tempo [F (4, 116) =
8,298; p < 0,05] e tratamento com o RFL [F (4, 29) = 16,97; p < 0,05], mas ndo mostrou
interacdo entre os dois fatores [F (16, 116) = 0,732; p > 0,05]. O teste de multiplas
comparacdes de Newman-Keuls mostrou uma diferenca significativa do grupo NGL
em relacdo aos grupos DBT/VEI nos 5 blocos de 4 minutos (p < 0,05; painel B). Entre
0s grupos DBT tratados com o RFL e o grupo DBT/VEI, néo foi observada diferenca
estatistica no primeiro bloco de 4 minutos. A partir do segundo bloco até o quinto, o
grupo DBT/RFL 0,01 apresentou diminuicdo no tempo de congelamento em relacéo
ao grupo DBT/VEI, com diferenca estatisticamente significativa. No terceiro, quarto e
quinto blocos de 4 minutos, as trés doses de RFL foram capazes de diminuir de
maneira significativa o tempo de congelamento dos grupos tratados (DBT/RFL 0,01,
DBT/RFL 0,03 e DBT/RFL 0,1) em comparacdo com 0 grupo que recebeu apenas
veiculo (DBT/VEI) (p < 0,05; painel A).

Em relacdo ao teste de extincdo, o teste t de Student mostrou diferenca
significativa entre os grupos NGL/VEI e DBT/VEI [t = 5,983; df = 11; p < 0,05],
apontando um aumento no tempo de congelamento nos animais DBT/VEI (painel B).
A ANOVA de uma via mostrou diferenca significativa quando aplicada entre todos os
grupos diabéticos (que receberam veiculo e as trés doses do RFL) [F (3, 23 = 7,653;
p < 0,05]. O teste de multiplas comparacdes de Newman-Keuls mostrou que o grupo
DBT/RFL 0,01 tem o tempo de congelamento diminuido em relacdo ao grupo DBT/VEI
(p < 0,05; painel B).

Por fim, no teste de generalizagdo, o teste t de Student mostrou diferenca
significativa entre os grupos NGL/VEI e DBT/VEI [t = 7,027; df = 11; p < 0,05],
indicando um aumento no tempo de congelamento dos animais diabéticos (painel C).
A ANOVA de uma via entre os grupos diabéticos (veiculo e tratados com RFL) mostrou
diferenca estatisticamente significativa [F (3, 23) = 9,825; p < 0,05]. O posthoc de

Newman-Keuls mostrou diferencas estatisticas em todos 0s grupos tratados com o
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RFL (DBT/RFL 0,01, DBT/RFL 0,03 e DBT/RFL0,01) em relacéo ao grupo DBT/VEI,
indicando que o RFL foi capaz de diminuir o tempo de congelamento nos animais
diabéticos tratados (p < 0,05; painel C).

RFL ou VEI i.p (dias 7 a 28)
1 |
I 1

3 choques |E|
Indugéo do 24d » Habituagio _.,1 d ﬂ. . 1d 1d
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FIGURA 6: Efeito do tratamento de 21 dias com o RFL ou VEI no tempo de congelamento no treino de
extingdo (painel A), no teste de extingéo (painel B) e no teste de generalizacdo (painel C) nos animais
diabéticos ou normoglicémicos. NGL = normoglicémico, VEI = veiculo, DBT = diabético, RFL 0,01 =
Roflumilaste 0,01 mg/kg, RFL 0,03 = Roflumilaste 0,03 mg/kg, RFL 0,1 = Roflumilaste 0,1 mg/kg. Os
valores foram expressos como a média + EPM (n = 6-7/grupo), *p<0,05 quando comparado ao grupo
NGL/VEI e #p<0,05 quanto comparado com o grupo DBT/VEL.

4.3 NIVEIS DE BDNF NO HIPOCAMPO

A diabetizagdo diminuiu os niveis de BDNF no hipocampo dos animais em
comparacao com 0s animais normoglicémicos. O tratamento com o RFL na menor
dose, por sua vez, foi capaz de restaurar os niveis de BDNF no hipocampo (Figura 7).
O teste t de Student mostrou uma diferenga significativa entre os grupos NGL/VEI e
DBT/VEI [t = 5,887; df = 8; p < 0,05], indicando uma diminui¢do nos niveis de BDNF
no hipocampo dos animais DBT/VEI. A ANOVA de uma via aplicada entre os grupos
diabéticos (veiculo e tratados com o RFL) mostrou diferenca significativa entre os
grupos [F (2, 12) = 4,301; p < 0,05]. O teste de multiplas compara¢cbes de Newman-
Keuls apontou diferenca significativa entre os grupos DBT/VEI e DBT/RFL 0,01,
indicando que a menor dose de RFL aumentou os niveis de BDNF no hipocampo dos

animais diabéticos (p < 0,05).
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FIGURA 7: Efeito do tratamento de 21 dias do RFL nos niveis de BDNF no hipocampo. NGL =
normoglicémico, VEI = veiculo, DBT = diabético, RFL 0,01 = Roflumilaste 0,01 mg/kg, RFL 0,1 =
Roflumilaste 0,1 mg/kg. Os valores foram expressos como média + EPM (n = 7/grupo), *p<0,05 quando

comparado ao grupo NGL/VEI e #p<0,05 quando comparado ao grupo DBT/VEI.

5 DISCUSSAO

A relacéo entre o DMT1 e os transtornos psiquiatricos, mais especificamente o
TEPT, foi previamente descrita em alguns estudos clinicos e pré-clinicos, inclusive em
nosso laboratorio (ZANOVELI et al., 2016; DE SOUZA et al., 2018; RIBEIRO et al.,
2020); embora os mecanismos comuns dessas doencas ainda nao estejam bem
estabelecidos. Este fato indica a necessidade de mais estudos que abordem o tema
e possiveis tratamentos que ndo prejudiquem ou que favorecam o controle glicémico
e funcionamento cerebral. Assim, o objetivo do atual trabalho foi avaliar o efeito do
iFDE4 RFL no processamento de memoarias associadas ao medo em modelo animal
de DMT1 induzido quimicamente por STZ, bem como na condi¢cdo diabética em si.
Para tanto, os animais foram submetidos a um tratamento prolongado com o RFL e
submetido ao protocolo de CMC seguido de um teste de generalizacdo do medo.
Adicionalmente, foi analisado o efeito do RFL sobre a expressdo de BDNF no
hipocampo.

Os dados mostraram que a menor dose de RFL, de 0,01 mg/kg, foi capaz de
reverter o tempo de congelamento elevado dos animais diabéticos, comparando com
animais normoglicémicos. Ou seja, essa dose foi capaz de facilitar a extingdo da

mem©aria aversiva e também de reverter a generalizagdo dessa memoria de medo.
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Interessante que as demais doses foram capazes de reduzir o tempo de
congelamento desses animais com DMT1, mas ndo de maneira tao efetiva.

Conforme esperado, nossos dados reproduziram a condi¢cdo de DMT1 apoés a
injecdo de STZ, mostrando um aumento na glicemia e uma reducéo no ganho de peso,
bem como mostrou a prevaléncia de sinais classicos dessa condicdo, como polifagia
e polidria — quando comparado aos animais NGL (DA SILVA DIAS et al., 2016;
ZANOVELI et al., 2016; SIBA et al., 2017; DE SOUZA et al., 2018; RIBEIRO et al.,
2020; ADA, 2017). Quando tratados com o RFL, os animais com o diabetes induzido
tiveram uma reducao da glicemia, embora tal tratamento n&do tenha alterado o ganho
de peso. Interessante que esta melhora da glicemia também ja havia sido observada
no trabalho conduzido por Tikoo e colaboradores (2014) usando também ratos com
DMT1 induzido por STZ (TIKOO et al., 2014). Em outro estudo conduzido por Vollert
e colaboradores (2012) foi demonstrado essa reducdo da glicemia apos RFL em
camundongos geneticamente modificados para o DMT2. Ainda ndo se sabe ao certo
0 mecanismo que resultou nesse efeito; porém, foi sugerido o envolvimento do
peptideo semelhante a glucagon 1 (GLP-1), que, ao ser controlado pela atividade do
AMPc, € liberado em células intestinais e gera efeitos de estimulacdo da proliferacéo
de células B e evita a apoptose das mesmas (FARILLA et al., 2002; GRIBBLE, 2008;
VOLLERT etal., 2012). Apesar das dosagens de RFL administradas serem diferentes
em cada estudo, os resultados mostrados corroboram com nossos achados;
entretanto, é possivel dizer que os resultados aqui visualizados se mostram
promissores, ressaltando o beneficio de se utilizar doses menores de RFL que evitam
a promocdo de efeitos colaterais como émese e diarreia (PRICKAERTS et al.,
2016; SANTIAGO et al., 2018; SOHN et al., 2020). Mesmo que ndo seja capaz de
reverter o quadro diabético por completo, nem de alterar o reduzido ganho de peso
desses animais, o RFL ja possui a vantagem de nado piorar a condi¢do diabética,
podendo inclusive ajudar no controle da glicemia dos animais.

Apesar de nao termos investigado o processo inflamatorio ou neuroinflamatorio,
condicao presente perifericamente e no sistema nervoso central de animais DMT1, &
importante mencionar que o RFL é um medicamento aprovado para o tratamento da
doenca pulmonar obstrutiva crénica, e seu efeito nesta doencga € anti-inflamatorio,
diminuindo citocinas e mediadores pro-inflamatorios como a IL-6, IL-18 € o TNF-a
(WANG et al., 2017; DING et al., 2019). Dessa forma, pode-se imaginar que a

administracdo sistémica do RFL tenha promovido a reducdo dessas citocinas,



35

controlando o quadro inflamatoério sistémico relacionado ao DMT1, embora faltem
estudos que comprovem este efeito. Importante notar que essa resposta anti-
inflamatodria poderia ser benéfica inclusive para o DMT2, que é mais prevalente na
populacdo (WHO, 2016; IDF, 2019). Ainda urge a necessidade de mais estudos que
comprovem esse efeito.

Na analise comportamental relacionada a memoéria de medo, apdés o
procedimento de CMC, o comportamento de medo foi indicado pelo congelamento do
animal em trés momentos: no treino de extincdo, teste de extingdo e teste de
generalizacdo. Nos trés testes encontramos diferencas estatisticamente significativas.
Importante aqui mencionar que, em relacdo ao tempo do treino de extincdo, outro
trabalho ainda néo publicado do laboratério mostrou que um treino de extincdo de 40
minutos é eficaz, ou seja reduz o comportamento de congelamento dos animais DBT
no momento do treino. Porém, 24 horas ap6és, no teste de extingdo, o comportamento
de congelamento mais elevado desses animais diabéticos ressurge, mostrando que
apesar da eficiéncia do treino de extingdo, esses animais apresentam uma dificuldade
em extinguir a memoéria de medo ou uma super consolidacdo dessa memoria de medo
(DA LIMA SILVA et al., dados nao publicados).

Esses resultados ja haviam sido observados no nosso laboratério (DE SOUZA
et al., 2018 ; RIBEIRO et al., 2020). Ou seja, a condi¢cao diabética leva ao aumento
expressivo do tempo de congelamento dos animais, independente do treino de
extingdo ser ou ndo eficiente. Isto se reflete nos testes subsequentes de extingéo e
generalizacdo, quando comparado aos NGL, sugerindo assim uma hiperconsolidacéo
da memodria aversiva nos animais. Interessante que o tratamento com RFL foi capaz
de reduzir o tempo de congelamento, sendo este efeito mais expressivo no teste de
extingdo e de generalizagdo do medo apos o tratamento continuo com a menor dose
de RFL (0,01 mg/kg). Importante aqui mencionar que muitos farmacos apresentam
curvas dose-resposta ndo lineares, e, portanto, pode ser que a menor dose tenha sido
a mais eficaz, enquanto que doses maiores possam ter sindo inespecificas, ou seja,
atingindo outros sitios além daquele essencial para o efeito. Outra possibilidade € a
de que a eficacia da menor dose nos animais utilizados seja devido ao acaso, havendo
necessidade de mais estudos a fim de confirmarmos tal efeito e aprofundarmos essas
questdes relacionadas as doses.

Algumas hipéteses foram formuladas para explicar estes efeitos.

Primeiramente, essa melhora no comportamento apés tratamento com RFL pode ser
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uma consequéncia da melhora periférica do estado inflamatoério, presente nesses
animais com diabetes induzido. Como observamos um aumento de BDNF no
hipocampo, pode-se sugerir que o RFL também atue diretamenteno sistema nervoso
central e, por estimular mecanismos moleculares envolvidos na formacao de memoria
e na plasticidade sinaptica, facilita a criacdo de uma nova memodria de extincao
(PRICKAERTS et al., 2016). A inibicdo da FDE4 provavelmente impediu maior
degradacéo de AMPc, aumentando seu tempo de permanéncia e agdo. O AMPc pode,
entdo, ativar a PKA, que, consequentemente, fosforilou a CREB em pCREB, levando
a cascata de sinalizacao a sintese de uma série de proteinas, inclusive o BDNF. De
acordo com a literatura, o BDNF é uma proteina de 12,4 kDa que patrticipa ativamente
de processos envolvidos na neurogénese, plasticidade sinaptica e neuroprotecao
através da ligacdo ao receptor de ligagdo a proteina tirosina quinase B (TrKB) que
permite o aumento de pCREB e fosforila receptores ionotropicos AMPA e NMDA,
essenciais no processamento de memorias (LEAL, COMPRIDO, DUARTE, 2014;
MIAO et al., 2015; JABARIS et al., 2015; REDIVO et al., 2016; SANTIAGO et al., 2018;
FENG et al., 2019; AMIDFAR et al., 2020). E interessante considerar o envolvimento
do BDNF no TEPT, visto que a literatura jA demonstra seu efeito benéfico em
transtornos psiquiatricos, como na ansiedade e depressdo, podendo ser um
mecanismo comum entre essas doencas emocionais (AUTRY e MONTEGGIA, 2012;
NOTARAS e VAN DEN BUUSE, 2020).

N&o obstante, nos animais diabéticos, é sabido que a enzima glicogénio sintase
quinase 3 beta (GSK3B) tem importante atividade sinalizadora de apoptose das
células B pancreaticas. Somado a isso, a GSK3p também tem mostrado efeito em
inativar a CREB, assim impedindo a transcricdo de BDNF (ZHANG et al., 2018). Dessa
forma, poder-se-ia sugerir que a formacdo de uma memoéria de extincdo esteve
prejudicada nos animais diabéticos devido a atividade dessa enzima, e que o RFL
viabilizou novamente a cascata de eventos através da inibicdo da FDE4, podendo ser
outro mecanismo de acdo da droga.

Ademais, é sugestivo que, de acordo com a literatura, o RFL tenha atuado
diretamente no sistema nervoso central reduzindo a neuroinflamacdo através da
reducédo de citocinas proé-inflamatérias (JABARIS et al., 2015; MIAO et al., 2015; FENG
et al., 2019), embora nédo tenha dados experimentais que comprovem tal hipotese,
sendo um proXimo passo para a pesquisa.

Por fim, assim como observamos nos estudos comportamentais, parece que a
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guestao da dose € importante, uma vez que quando analisamos a expressao proteica
de BDNF ndés observamos que a menor, mas nédo a maior, dose de RFL foi capaz de
aumentar a expresséo de BDNF. Corroborando com a teoria protetora do BDNF, esta
neurotrofina pode ter sido capaz de proteger as células contra danos oxidativos e
citocinas pro-inflamatérias, tanto no pancreas quanto no cérebro (LOMMATZSCH et al.,
1999; REDIVO et al., 2016; GIACOBBO et al., 2019; BATHINA e UNDURTI, 2021). De
acordo com Giacobbo e colaboradores (2019), o BDNF é conhecido por promover
efeitos benéficos na plasticidade sinptica e reducao da neuroinflamacéo, através do
receptor TrKB, assim ativando uma variedade de cascatas de sinalizacdo que
promovem o aumento do calcio intracelular (Ca?*) e, consequentemente, a
fosforilacdo de diversos fatores de transcricdo que resultardo na sobrevivéncia
neuronal (GIACOBBO et al., 2019).

Mesmo com 0 avanco nas pesquisas, o tratamento de transtornos psiquiatricos
associados ao diabetes ainda € um desafio, tanto pela caracteristica de polifarmacia
necessaria nestes quadros, quanto pela ineficAcia dos tratamentos existentes.
Inclusive, como mencionado anteriormente, o uso de antidepressivos ISRS podem
dificultar o controle glicémico, seja para hiperglicemia — por inibir a secre¢do de
insulina — ou hipoglicemia — por modular a atividade do sistema nervoso autbnomo
simpatico e aumentar a secre¢do de hormonios contra-reguladores (BRISCOE et al.,
2008; ROOPAN e LARSEN, 2016). E possivel observar, portanto, que o RFL parece
ter potencial para tratar transtornos psiquiatricos (incluindo o TEPT) associado ao
DMT1, jA que seu uso ndo prejudicou o controle glicémico. Mais ainda, o
reposicionamento de farmacos apresenta algumas vantagens, como o conhecimento
da farmacocinética, a seguranca relacionada com doses terapéuticas e téxicas, o
conhecimento de interacdes medicamentosas, tempo de meia-vida e efeitos

colaterais; e, portanto, reduzindo o custo do tratamento.

6 CONCLUSAO

Apesar do desafio no tratamento dos transtornos psiquiatricos associado ao
DMT1, os dados aqui apresentados em um modelo animal de DMT1 sugerem que o
RFL apresenta potencial terapéutico para aliviar doencas associadas com
processamento disfuncional da memdria de medo, como o TEPT. Mais ainda, a acao

neuroprotetora deste composto em aumentar a expressao do fator neurotroéfico, o
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BDNF, no hipocampo pode estar envolvida nesse beneficio de amenizar a expressao

comportamental de medo.
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