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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) tipo 2, clinicamente, é o mais prevalente, representando 90%
dos casos. Dor neuropatica (DND), depressdo e ansiedade sdo algumas das mais
debilitantes e prevalentes complicagdes e comorbidades associadas ao diabetes. Os
tratamentos farmacoldgicos utilizados para essas complicagdes sao ineficazes,
representando um desafio clinico. Assim, modelos animais s&o amplamente utilizados
para a investigacdo de alternativas terapéuticas. Em relagdo ao DM do tipo 2, os
modelos murinos em sua maioria estdo associados a imposi¢cdao de dietas
hipercaldricas e dispendem de longo tempo de indug&do. O modelo de diabetes induzido
por associagdo de estreptozotocina (STZ) e nicotinamida (NA) apresenta melhor
viabilidade financeira e menor tempo de desenvolvimento da doenca. Neste modelo,
uma baixa dose de STZ é utilizada para mimetizar a perda parcial de massa de células
B-pancreaticas no DM2, enquanto a nicotinamida € aplicada contra a les&o de células
B-pancreaticas induzida pela STZ. Utilizando este modelo, até o presente momento,
nao ha estudos comportamentais envolvendo dor, depressao e ansiedade, o que foi 0
objetivo deste projeto. Para isso, ratos Wistar machos foram divididos em trés grupos
experimentais principais: normoglicémicos (NGL), pré-diabéticos tratados com STZ (45
mg/kg) mais NA (110 mg/kg; PD-45) e pré-diabéticos tratados com STZ (55 mg/kg)
mais NA (100 mg/kg; PD-55). Os animais pré-diabéticos foram posteriormente divididos
em dois subgrupos submetidos ao tratamento diario por via oral (a partir do sétimo apos
a diabetizagdo) com veiculo (agua; volume equivalente) ou metformina (MET; 25
mg/kg). Os animais foram testados quanto a resposta nociceptiva por meio do teste de
Von Frey eletronico no 1° dia de experimento e nos 7°, 14°, 21° e 28° dias apos a
diabetizacdo. Também foram testados quanto ao comportamento tipo-ansioso através
do teste do labirinto em cruz elevado no 29° dia apés a diabetizacdo, quanto ao
comportamento tipo-depressivo através do teste do nado forcado no 31° apds a
diabetizacdo e quanto a resposta a glicose no 32° dia. Os animais dos grupos PD-45 e
PD-55 apresentaram ligeiro aumento na glicemia, sendo este mais evidente nos grupos
PD-55+VEI e PD-55+MET. Além disso, n&o houve diferenga significativa entre os
grupos no ganho de peso e nem na resposta a glicose. Houve significativa redugéo do
limiar mecanico a partir do 14° dia apds a administragcdo somente nos grupos tratados
com a dose maior de STZ (PD-55) bem como significativo aumento do comportamento

tipo-ansioso, efeitos esses nao alterados pelo tratamento com metformina. Quanto ao



comportamento tipo-depressivo ndao houve diferenga significativa entre os grupos. Esse
estudo demonstrou que ambas as doses de STZ-NA utilizadas ndo foram capazes de
mimetizar completamente um modelo de diabetes tipo 2, mas sim um estado de pré-
diabetes. Alguns parametros poderiam melhor caracterizar esse estado, como por
exemplo, a quantificagdo de insulina plasmatica e também uma extensao do tempo de

analise, o que representaram as principais limitagées do presente estudo.

Palavras-chave: nicotinamida, estreptozotocina, neuropatia, diabetes tipo 2.



ABSTRACT

Type 2 diabetes mellitus (DM) is clinically the most prevalent, representing 90%
of cases. Neuropathic pain (NDD), depression and anxiety are some of the most
debilitating and prevalent complications and comorbidities associated with
diabetes. The pharmacological treatments used for these complications are
ineffective, representing a clinical challenge. Thus, animal models are widely
used for the investigation of therapeutic alternatives. Regarding type 2 DM, most
murine models are associated with the imposition of hypercaloric diets and spend
a long time inducing. The model of diabetes induced by streptozotocin (STZ) and
nicotinamide (NA) association presents better financial viability and shorter
disease development time. In this model, a low dose of STZ is used to mimic
partial loss of B-pancreatic cell mass in DM2, while nicotinamide is applied
against STZ-induced (B-pancreatic cell injury. Using this model, to date, there are
no behavioral studies involving pain, depression and anxiety, which was the
objective of this project. For this, male Wistar rats were divided into three main
experimental groups: normoglycemic (NGL), STZ-treated pre-diabetics (45
mg/kg) plus NA (110 mg/kg; PD-45) and STZ-treated pre-diabetics (55 mg/kg)
plus NA (100 mg/kg; PD-55). Pre-diabetic animals were further divided into two
subgroups undergoing daily oral treatment (from the seventh post-diabetes) with
vehicle (water; equivalent volume) or metformin (MET; 25 mg/kg). The animals
were tested for nociceptive response by the electronic von Frey test on the 1st
day of the experiment and on the 7th, 14th, 21st and 28th days after diabetes.
They were also tested for anxiety type behavior through the elevated cross-maze
test on the 29th day after diabetes, for depressive-type behavior through the
forced swim test on the 31st after diabetes and for the glucose response on the
32nd day. Animals from the PD-45 and PD-55 groups showed a slight increase
in glycemia, which was more evident in the PD-55 + VEI and PD-55 + MET
groups. In addition, there was no significant difference between groups in weight
gain or glucose response. There was a significant reduction in the mechanical
threshold from day 14 after administration only in the groups treated with the
higher dose of STZ (PD-55) as well as a significant increase in anxious-type
behavior, effects not altered by metformin treatment. Regarding the type-
depressive behavior there was no significant difference between the groups. This
study demonstrated that both doses of STZ-NA used were not able to completely
mimic a type 2 diabetes model, but rather a pre-diabetes state. Some parameters
could better characterize this state, such as the quantification of plasma insulin
and also an extension of the analysis time, which represented the main limitations
of the present study.

Keywords: nicotinamide, streptozotocin, neuropathy, type 2 diabetes.
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1. INTRODUGAO

De acordo com a Federacéo Internacional de Diabetes, (2017, p. 16), o
diabetes mellitus (DM), € uma doenga metabdlica crénica que ocorre quando
existem niveis elevados de glicose no sangue devido a auséncia ou produgéo
insuficiente pelas células B-pancreaticas do hormdnio peptidico insulina ou
resisténcia dos tecidos a acdo desse hormoénio. A principal fungao da insulina &
promover a entrada de glicose na célula, e a falta desta causa um aumento de
glicose no sangue levando ao estado de hiperglicemia. O diabetes é clinicamente
classificado em trés subtipos distintos: 1) diabetes tipo 1 (DM1), também
denominada insulino-dependente; 2) diabetes tipo 2 (DM2) ou n&o insulino-
dependente e 3) Diabetes gestacional. O DM1 é caracterizado pela destruicéo
das células PB-pancreaticas produtoras de insulina causada por uma reagao
autoimune. Como resultado, o organismo produz pouca ou nenhuma insulina,
provocando uma deficiéncia relativa ou absoluta deste horménio. DM2 é a forma
mais frequente de DM, que representa 90% de todos os pacientes diabéticos. No
DM2, a hiperglicemia é resultado de uma producéo inadequada de insulina e a
incapacidade do organismo de responder eficientemente a esse horménio, o que
se define como resisténcia a insulina. Primeiro, se dispara a producido deste
horménio a fim de reduzir o aumento dos niveis de glicose sanguinea, mas, com
o tempo, pode desenvolver-se um estado de produgao relativamente inadequada
de insulina. O diabetes gestacional € uma forma de diabetes que consiste em
niveis elevados de glicose sanguinea durante a gravidez que geralmente
desaparece ap0Os a gestagdo, mas que predispde as mulheres com diabetes
gestacional e seus filhos a um maior risco de desenvolver DM2 posteriormente
(IDF, 2019; YANLING et al., 2014; ALAM et al., 2014).

O DM é um problema mundial que vem aumentando, devido ao
envelhecimento da populacdo, maus habitos de vida como, sedentarismo,
tabagismo e alcoolismo. Nesse ano de 2019, foram contabilizados cerca de 463
milhdes de pessoas afetadas com essa doenga, um tergo das quais séo pessoas
com mais de 65 anos. Segundo os calculos, estima-se que o numero de pessoas
com diabetes pode aumentar para 578 milhdes em 2030 e 700 milhdes até 2045.

No Brasil, também durante no ano de 2019, foram contabilizados cerca de 16,8
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milhdes de pessoas convivendo com o diabetes. Esse elevado numero de casos
gera um custo substancial sobre o sistema de saude em todo o mundo, sendo
que neste ano a Instituicdo Internacional do Diabetes estima que os custos
sanitarios dedicados ao tratamento de diabetes e suas complica¢gdes alcancarao
760 bilhdes de ddlares. No Brasil, esse numero ja alcangou 52,3 bilhdes de
dolares. [Essas complicagbes sao designadas microvasculares e
macrovasculares, podendo afetar o sistema cardiovascular, visao, rins e nervos,
aumentando os custos da atencdo sanitaria e diminuindo a qualidade de vida
(IDF, 2019). Dentre as complicagdes microvasculares, a neuropatia diabética
apresenta maior prevaléncia, levando a maiores taxas de internagdes e
amputagdes nao traumaticas e incapacidade fisica (NASCIMENTO; PUPE;
CAVALCANTI, 2016).

A neuropatia diabética € um conjunto de sindromes que afetam regides
distintas do sistema nervoso e € definida como a presencga de sintomas e/ou
sinais de disfungdo nervosa periférica em diabéticos apds exclusdo de outras
causas (SINGH; KISHORE; KAUR, 2014). Embora pacientes diabéticos possam
manifestar diversas formas de neuropatia, a polineuropatia distal simétrica (PDS)
€ a forma mais comum acometendo aproximadamente metade dos pacientes
(RUSSELL; ZILLIOX, 2014).

Cerca de 20% dos pacientes diabéticos com neuropatia sofrem de dor
neuropatica (LECHLEITNER et al., 2016). Os sintomas da dor neuropatica
variam desde sensag¢des anormais, como parestesia, alodinia (dor em resposta
a estimulos normalmente in6cuos), hiperalgesia (aumento da sensibilidade a
estimulos nocivos) e dor espontédnea (CALCUTT, 2002; MONDELLI et al., 2011).
Sendo assim, a dor neuropatica pode afetar multiplos aspectos da saude e
qualidade de vida do paciente, incluindo 0 humor, o0 sono e 0s processos

cognitivos.

Transtornos do humor, como depressao e ansiedade, sdo frequentemente
observados em pacientes que sofrem de dor cronica (YALCIN; BARTHAS;
BARROT, 2014). A depresséo é caracterizada pelo humor depressivo, anedonia,
energia reduzida, sentimento de culpa ou baixa autoestima, alteragbes do sono
ou do apetite e falta de concentracdo. A depressdo é uma condigcdo que,

rotineiramente, apresenta sintomas concomitantes de ansiedade - entre 50 e
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75% dos individuos diagnosticados com depressao maior em ambientes de
atengao primaria também s&o diagnosticados com um transtorno de ansiedade
comorbido (NAICKER et al., 2018). A prevaléncia de depressdo em pacientes
diabéticos tipo 1 e tipo 2 € maior em comparacdo com a populagao nao diabética
(DZIEMIDOK; DABROWSKI; MAKARA-STUDZINSKA, 2015).

1.1 JUSTIFICATIVA

A taxa de pessoas que sofrem com doengas como diabetes, depresséo e
ansiedade esta cada vez maior. Complicagcdes do DM como a dor neuropatica
diabética, depressao e ansiedade podem afetar profundamente a qualidade de
vida do individuo. Modelos animais sdo amplamente utilizados para o estudo do
DM e suas complicagbes. Clinicamente, o DM 2 é o mais prevalente,
representando 90% a 95% de todos os pacientes diabéticos. A caracterizagao
de um modelo animal de DM 2 é amplamente desejada e, para esta finalidade,
existem camundongos e ratos geneticamente modificados, suplementacéo
alimentar com dieta hiperlipidica ou rica em frutose e também a associagao entre
baixa dose de estreptozotocina (STZ) e nicotinamida (NA; CHAO et al., 2018).
Entre essas opgdes, o modelo de DM2 induzido por associagdo STZ-NA torna-
se 0 mais viavel financeiramente e que apresenta menor tempo de
desenvolvimento da doenga. Neste modelo, uma baixa dose de STZ é utilizada
para mimetizar a perda parcial de massa de células B-pancreaticas observada
no DM2. Por outro lado, a nicotinamida € aplicada no sentido de protecdo da
células B-pancreaticas contra a acdo da STZ, efeito este dependente da
preservacao do pool de NAD intracelular realizado por este composto uma vez
que a NA é um precursor direto de NAD, e também, um inibidor da poli (ADP-
ribose) sintetase, uma enzima que consome NAD ativada pela lesdo do DNA
induzida pela STZ (MASIELLO et al., 1998). Considerando os beneficios do uso
desse modelo e a falta de estudos avaliando dor neuropatica e parametros
comportamentais de ansiedade e depressdo em animais diabéticos induzidos
através da associagcdo dessas drogas, torna-se interessante a investigacéo

através do presente projeto.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer um modelo animal de diabetes mellitus tipo 2, induzido pela
associagdo de baixa dose de estreptozotocina (STZ) e nicotinamida (NA),
avaliando parametros comportamentais de alodinia mecéanica, depressao e

ansiedade.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar o potencial desenvolvimento de DM2 ou estado pré-diabético apds a
administracao de STZ-NA,;

e Avaliar o decurso temporal do estabelecimento da alodinia mecanica em
ratos com diabetes experimental induzido quimicamente por STZ-NA,;

e Avaliar o comportamento do tipo-ansioso através do teste de labirinto em cruz
elevado em ratos com diabetes experimental induzido quimicamente por
STZ-NA;

e Avaliar comportamento tipo-depressivo através do teste de natacao for¢cada
modificado em ratos com diabetes experimental induzido quimicamente por
STZ-NA;

¢ Avaliar a atividade locomotora dos animais através do teste de campo aberto
em ratos com diabetes experimental induzido quimicamente por STZ-NA,;

e Avaliar a resposta a glicose através do teste de tolerancia a glicose em ratos
com diabetes experimental induzido quimicamente por STZ-NA.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 DIABETES TIPO 2

A prevaléncia global de diabetes mellitus esta aumentando rapidamente
como resultado do envelhecimento da populacdo, da urbanizacido e das
mudancgas associadas ao estilo de vida. O numero de pessoas com DM em todo
o0 mundo mais do que dobrou nas ultimas trés décadas. Em 2010, cerca de 285
milhdes de pessoas em todo o mundo apresentavam diabetes mellitus, 90% das
quais tinham DM2 (CHEN; MAGLIANO; ZIMMET, 2011). Acredita-se geralmente
que uma dieta de estilo ocidental, densa em energia, em conjunto com um estilo
de vida sedentario, € a principal causa do DM2. Esses dois fatores também sao
considerados responsaveis pela atual epidemia global de obesidade, que esta
intimamente associada a taxa crescente de DM2. Alguns estudos demonstraram
que além do sedentarismo e obesidade, varios outros fatores podem contribuir
para o desenvolvimento de DM2, como ma qualidade de sono, ingestdo de
alcool, exposicao passiva a fumacga do cigarro, estresse, depresséo e ansiedade
e fatores genéticos (KOLB; MARTIN, 2017).

Os pacientes com DM2 manifestam multiplos disturbios na homeostase
da glicose, incluindo: (1) secrecao deficiente de insulina; (2) resisténcia a insulina
no musculo, figado e adipdcitos; e (3) anormalidades na captagdo de glicose
esplénica (DEFRONZO, 2004). A insulina € o principal hormbnio para a
regulagéo da glicose no sangue e, geralmente, a normoglicemia é mantida pela
interacdo equilibrada entre a acdo dainsulinae a secrecdo de insulina. E
importante ressaltar que a célula (B-pancreatica normal pode se adaptar as
mudangas na agao da insulina — isto é, uma diminuigdo na ag&o da insulina é
acompanhada pela regulagédo positiva da secregdo de insulina, e vice-versa.
Quando a acgéo da insulina diminui (como no aumento da obesidade), o sistema
geralmente compensa aumentando a fungdo das células . No entanto, ao
mesmo tempo, as concentragcbes de glicose no sangue em jejum e 2h apos
a carga de glicose aumentara levemente. Esse aumento pode muito bem ser
pequeno, mas com o passar do tempo torna-se prejudicial devido
a toxicidade da glicose e, por si s, causa de disfungdo das células B. A

resisténcia a insulina é dita presente quando os efeitos biolégicos da insulina s&o
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menores do que os esperados para o descarte de glicose no musculo
esquelético e a supressao da produgao de glicose enddgena principalmente no
figado. Assim, mesmo com reserva de células B (teoricamente) ilimitada, a
resisténcia a insulina abre caminho para hiperglicemia e DM2. (STUMVOLL;
GOLDSTEIN; HAEFTEN, 2010) Todos esses fatores contribuem para as
complicagbes microvasculares e macrovasculares do DM o que faz com que

exista uma busca incessante de tratamentos eficazes.

As escolhas terapéuticas para o manejo do DM2 devem visar a melhora
da sensibilidade a insulina tecidual. Essas escolhas s&o primariamente
intervencgao no estilo de vida, com exercicios, dieta balanceada e perda de peso.
Farmacos que melhoram a sensibilidade a insulina sdo os da classe das
tiazolinedionas, metformina, inibidores da a-glucosidase e derivados de
sulfonilureia (STUMVOLL; GOLDSTEIN; HAEFTEN, 2010).

2.2 DOR NEUROPATICA DIABETICA

A Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) define a dor
como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a dano
tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tal dano”. Muitas pessoas
relatam dor na auséncia de dano tecidual ou qualquer provavel causa
fisiopatologica, e geralmente ndo ha como distinguir sua experiéncia daquela
devido a dano tecidual. Assim, a dor tem varias dimensdes importantes: uma
dimensao sensorial — onde ddéi e quanto déi; uma dimensao emocional - quéo
desagradavel € a experiéncia; e uma dimensao cognitiva - como interpretamos
a dor com base em nossa experiéncia anterior, se ela causa medo e ansiedade,
e como respondemos a ameaga representada pela dor (CROFFORD, 2015).

A dor pode ser aguda (duragao inferior a 30 dias) ou crénica (duragao
superior a 30 dias), sendo classificada segundo seu mecanismo fisiopatoldgico
em trés tipos: a) dor de predominio nociceptivo, esta tem um carater protetor, b)
dor de predominio neuropatico e c) dor mista. A dor neuropatica € definida como
dor iniciada por lesdao ou disfungdo do sistema nervoso, sendo melhor
compreendida como resultado da ativagado anormal da via da dor ou nociceptiva.

Existem varias causas que levam ao desenvolvimento da dor neuropatica, como
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infeccdo por herpes zoster, infeccdo por HIV, alcoolismo, acidente vascular
encefalico, cancer e diabetes. As causas mais comuns de neuropatia periférica
nos EUA e na Europa séo pré-diabetes e DM2 (FELDMAN et al., 2018).

A neuropatia diabética € primariamente um disturbio dos nervos
sensoriais, € no inicio do curso de pacientes com neuropatia diabética
comumente experimentam sintomas sensoriais positivos nos pés, como dor,
formigamento e sensacgédo de formigamento (parestesias), bem como sintomas
negativos, como dorméncia. O processamento sensorial desordenado pode
evocar a dor quando os pés s&o tocados (alodinia) e aumentar a sensibilidade a
estimulos nocivos (hiperalgesia). S6 muito mais tarde no curso da doenca ha
evidéncia de disfungdo do nervo motor, com fraqueza distal dos dedos ou, em
casos extremos, tornozelos e panturriihas (FELDMAN et al.,, 2018). As
neuropatias sdo as complicagdées mais comuns a longo prazo do diabetes e
embora pacientes diabéticos possam manifestar diversas formas de neuropatia,
aproximadamente metade dos pacientes apresentam a polineuropatia distal
simétrica (PDS) (RUSSELL; ZILLIOX, 2014).A PDS dolorosa ¢
caracteristicamente mais grave a noite e frequentemente interfere no sono
normal. Esse tipo de neuropatia esta associada a uma qualidade de vida
prejudicada, morbidade significativa, quadro de ansiedade, depressdao e
aumento dos custos com a saude (TESFAYE; BOULTON; DICKENSON, 2013;
JAVED et al., 2015).

A fisiopatologia da neuropatia diabética ainda ndo esta bem estabelecida,
mas existem algumas teorias que tentam explicar os mecanismos que levam ao
desenvolvimento da doencga. Alguns estudos buscam explicar a disfungdo do
nervo e a morte celular na neuropatia diabética através de uma miriade complexa
de eventos que sdo desencadeados pelos desiquilibrios metabdlicos associados
ao diabetes. A hiperglicemia, a dislipidemia e/ou a resisténcia a insulina
promovem a ativagao da proteina quinase C (PKC), poliol, produtos finais de
glicacdo avangada (AGE), poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) e hexosamina,
bem como a perda de sinalizacido de insulina, que culminam em efeitos
deletérios sobre a fungcdo mitocondrial e expressdo génica, juntamente com
inflamacéo e estresse oxidativo (Feldman, et al., 2018).

A via mais estudada que se acredita ser a base da neuropatia diabética &
a via do poliol. Nesta via o excesso de glicose € convertido em sorbitol pela
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aldose redutase; isso resulta em desequilibrio osmaético na célula devido ao
aumento de sorbitol, com resultante estresse osmético e efluxo compensatorio
de mioinositol e taurina. Por sua vez, a perda de mioinositol, um componente
essencial da bomba ATPase de sédio/potassio (Na/K), prejudica atividade dessa
bomba, levando ao acumulo de sodio intracelular e alteragcbes no estado de
repouso da membrana. O resultado € a alteragéo da fisiologia normal do nervo,
como a diminuigdo da velocidade de condugao neural. Uma consequéncia da
hiperatividade da via do poliol € a hipétese do fluxo metabdlico. A aldose
redutase depleta os estoques dos cofatores NADPH e NAD*, necessarios para
gerar o oxido nitrico (NO) e regenerar a glutationa, principal antioxidante do
organismo, ocorrendo a formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e um
prejuizo no suprimento de sangue para o nervo (revisado em FELDMAN et al.,
2018).

A sensibilizagado periférica e sensibilizagdo central também s&o dois
mecanismos estudados que contribuem para o desenvolvimento da dor
neuropatica diabética. Ap6s uma lesdo do nervo por estado de hiperglicemia, por
exemplo, varios fatores podem contribuir para a sensibilizac&o periférica, como
os mediadores inflamatérios, por exemplo, o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina e a substancia P, liberados dos terminais nociceptivos, aumentam a
permeabilidade vascular, levando ao edema localizado e ao escape dos
subprodutos da lesdo, como prostaglandinas, bradicinina, fatores de crescimento
e citocinas. Estas substancias podem sensibilizar bem como excitar os
nociceptores, resultando em limiares de disparo reduzidos e descargas
ectopicas. Um contribuinte para o disparo espontaneo de fibras nervosas
(descargas ectdpicas) apos a lesdo é o aumento da expressao dos canais de
sodio nos ganglios da raiz dorsal e ao redor do local da lesao terminal (neuroma)
dos axbnios lesados. A proliferacdo de canais de sédio, pode diminuir o limiar de
estimulagao e provocar descarga ectopica, resultando em dor esponténea. Além
disso, a disseminacdo dos canais de sédio pode desencadear a sensibilizagcédo
central (COHEN; MAO, 2014).

Quando os neurbnios da medula espinhal do corno dorsal estdo sujeitos
a sensibilizacdo central, eles exibem alguns ou todos os seguintes fatores:
desenvolvimento ou aumento da atividade espontanea, redug¢do do limiar de

ativacao por estimulos periféricos, aumento das respostas a estimulagao supra-
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limiar e ampliagdo de seus campos receptivos (LATREMOLIERE; WOOLF.,
2009). A sensibilizagao central se inicia por um estimulo doloroso crénico que
ativa as fibras C, provocando o aumento da liberagdo de glutamato, substancia
P e fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) em terminais nervosos
centrais. Isto resulta na ativagao de receptores ionotropicos N-metil-D-aspartato
(NMDA) e alfa-amino-3-hidroxi-meteil-5-4-isoxazolpropionico (AMPA), mas
também receptores ligados a tirosina quinase, os quais aumentam a atividade
de um grupo de moléculas sinalizadoras que alteram a expressdo de genes,
resultando em mudangas neuroquimicas (neuroplasticidade) na medula
espinhal, o que faz com que todos os estimulos resultem em dor (MOALEM;
TRACEY, 2006; MUIR, 2009).

Existem varios medicamentos para o tratamento da dor, como
antidepressivos, anticonvulsivantes, agentes topicos e opioides, que s&o
utilizados por pessoas com neuropatia periférica diabética. No entanto, devido
aos efeitos colaterais comuns, os pacientes apresentam uma baixa adesao aos
tratamentos e além disso uma baixa responsividade, uma vez que somente 1/3
dos pacientes apresentam alivio de 50% da dor, valor que € considerado para
determinar se o tratamento da DND foi bem-sucedido ou n&o. E uma tarefa
desafiadora para os médicos encontrar uma terapia adequada para pessoas com
neuropatia periférica diabética. Por isso se torna tdo importante o estudo da
fisiopatologia da doenca e a busca de novas terapias (CAKICI et al., 2016;
HUIZINGA; PELTIER, 2007).

2.3. DEPRESSAO E ANSIEDADE ASSOCIADAS AO DIABETES

A depressao é caracterizada pelo humor depressivo, anedonia, energia
reduzida, sentimento de culpa ou baixa autoestima, alteragcdes do sono ou do
apetite e falta de concentracdo. Depressao e DM2 sao duas das principais
causas globais de morbidade e mortalidade, com DM2 afetando atualmente mais
de 9% e depressao que afeta 5% da populacdo mundial. De quatro pacientes
com DM2, pelo menos um apresenta uma forma clinicamente significativa de
depressdo, com uma prevaléncia cinco vezes maior do que a observada na
populagao geral. Individuos com diabetes podem ser particularmente vulneraveis
aos efeitos deletérios dos sintomas afetivos. A depressao maior € uma condigéo
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que, rotineiramente, apresenta sintomas concomitantes de ansiedade — entre 50
e 75% dos individuos diagnosticados com depressdo maior em ambientes de
atengao primaria também s&o diagnosticados com um transtorno de ansiedade
comorbido (NAICKER et al., 2018). Um estudo de Bruce e colaboradores (2016),
mostrou que € comum que ansiedade e depressao estejam presentes juntas em
pacientes diabéticos, formando o que pode ser descrito como depressao
ansiosa. Ha evidéncias crescentes de que o0s processos psicossomaticos
contribuem para uma variedade de desfechos do DM2, e a depressédo tem
demonstrado influenciar o manejo e o prognostico do DM2 por meio de efeitos
adversos em  fatores como  controle  glicémico, comportamentos
de autocuidado e indice de massa corporal. Em consonédncia com isso, a
presenca de depressdo comorbida em pacientes com diabetes muitas vezes leva
ao aumento dos custos de cuidados de saude, maiores riscos de complicagdes
vasculares e taxas de mortalidade excessiva (NAICKER et al., 2017).

Estudos mostram que a dor € um sintoma frequente em pessoas
acometidas pela depressdo e ansiedade, e € uma das manifestagdes mais
comuns em pacientes diabéticos. A associacédo entre dor crénica, depressao e
ansiedade ganhou particular atengao devido as altas taxas de comorbidade. Até
54% dos pacientes com dor foram relatados como portadores de depresséao
comorbida, e até 50% foram relatados como portadores de ansiedade.
(FEINGOLD et al., 2017; ELBINOUNE et al., 2016)

Alguns estudos sugerem que a presenga de ansiedade e/ou depresséo
leva a resultados piores para complicacbes micro e macrovasculares do
diabetes. Além disso, complicagdes associadas ao diabetes podem levar ao
desenvolvimento de depressé&o e ansiedade pelo fato de dificultar tarefas diarias
do individuo portador da doenga (BAIR, 2010; JAIN et al., 2011).

Em termos da histéria natural do diabetes tipo 2, alguns estudos
prospectivos mostraram que a depressao esta associada a resisténcia tardia a
insulina. Mecanismos comuns entre diabetes e depressao incluem a ativagao
cronica da imunidade inata, o eixo Hipotalamico-Hipofisario-Adrenal (HPA) e os
ritmos circadianos. A depresséo esta associada a desregulagéo crénica do eixo
HPA. O excesso de cortisol dificulta a neurogénese no hipocampo, uma regiao
implicada na depressao e no DM2 e também pode levar ao aumento dos acidos

graxos livres circulantes que podem prejudicar a fungéo da insulina. Além disso,
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o cortisol estimula o sistema nervoso simpatico de forma a contribuir e/ou
exacerbar o aparecimento da ansiedade. Esses fatores estdo, portanto, no
caminho causal da disfungdo metabdlica, resisténcia a insulina e do DM2
(PETRAK; ROHRIG; ISMAIL, 2018).

Muitas hipdteses foram propostas para explicar ou compreender a
neurobiologia da depressdo. Por exemplo, a hipétese da deficiéncia de
monoaminas propde que a base bioldgica subjacente para a depressdo é uma
deficiéncia de sistemas noradrenérgicos, serotoninérgicos e/ou dopaminérgicos
centrais. Além disso, alguns estudos também implicam o envolvimento de outros
neurotransmissores, como o acido gama-aminobutirico (GABA) e/ou glutamato.
Alguns estudos demonstraram que em comparagdo com controles
psiquiatricamente saudaveis, individuos com depressdo tinham densidades
reduzidas de neurbnios GABAérgicos no cortex pré-frontal e occipital. Uma
desregulacdo nos sistemas centrais de neurotransmissores também é
observada na condigdo diabética, e o triptofano plasmatico, o precursor da
serotonina, esta significativamente diminuido em pacientes deprimidos e
também em pacientes diabéticos. Além disso, animais diabéticos exibiram
alteracbes nos niveis de serotonina, comparados com os ratos controle
normoglicémicos, os niveis de serotonina foram diminuidos no talamo/

hipotalamo, cerebelo e tronco encefalico (ZANOVELI et al., 2016).
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2.4. MECANISMO DE ACAO DA NICOTINAMDA E ESTREPTOZOTOCINA

A estreptozotocina é uma glicosamina-nitrosureia, sintetizada por
Streptomycetes achromogenes e é utilizada comumente para indu¢do do DM
tipo 1 (figura 1). Geralmente é utilizada uma dose unica (60 mg/kg) de STZ, via
intraperitoneal em ratos para o desenvolvimento da doenga. A acdo da
estreptozotocina prejudica a oxidagdo da glicose e diminui a biossintese e a
secrecdo de insulina, alterando suas concentragbes sanguineas. Essas
mudangas nas concentragdes de glicose e insulina no sangue refletem
anormalidades na fungdo das células B. A droga é captada pelas células
pancreaticas através de transportadores de glicose GLUT-2.

Alguns mecanismos s&o propostos para a citotoxicidade produzida pela
STZ. A alquilacdo do DNA celular e subsequente ativacdo da poli-ADP ribose
sintetase causam deplecao rapida e letal de NAD nas células pancreaticas, com
subsequente reducdo no nivel de ATP e posterior inibicdo da sintese e secrecao
da insulina. Além disso, como a STZ € um doador de 6xido nitrico (NO) e o NO
provoca a destruicdo das ilhotas pancreaticas, propde-se que essa molécula
contribui para o dano ao DNA induzido pela STZ. Também foi constatado que
STZ gera espécies reativas de oxigénio, que também contribuem para a
fragmentacdo do DNA e evocam outras alteragbes deletérias nas células. A
formacéo de anions superoéxido resulta tanto da acdo da STZ nas mitocdndrias
quanto do aumento da atividade da xantina oxidase. Foi demonstrado que a STZ
inibe o ciclo de Krebs e diminui substancialmente o consumo de oxigénio pelas
mitocdndrias. Esses efeitos limitam fortemente a producdo de ATP mitocondrial
e causam deplecao desse nucleotideo em células B-pancreaticas.

Pode-se afirmar que as propriedades alquilantes de STZ sao a razao
principal da sua toxicidade. No entanto, a ac&o sinérgica do NO e das ROS
também pode contribuir para a fragmentacdo do DNA e outras alteragdes
deletérias causadas pela STZ. Portanto, os antioxidantes intracelulares ou os
eliminadores de NO atenuam substancialmente a toxicidade de STZ (SILVA et
al., 2011; SZKUDELSKI, 2001).

A nicotinamida piridina-3-carboxamida (NA) é a forma amida da vitamina
B3 (niacina) (figura 1). A acao protetora da NA contra o dano celular induzido por

diferentes agentes nocivos esta bem estabelecida na literatura. Alguns estudos
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ja demonstraram que a NA é capaz de proteger as células B-pancreaticas contra
a toxicidade da STZ, atenuando o efeito da reducdo de biossintese de pro-
insulina causado por STZ, melhorando o efeito inibitério da STZ na secreg¢ao de
insulina, diminuigdo no dano ao DNA, entre outros efeitos. Dados da literatura
permitem concluir que o mecanismo da ag¢ao protetora da NA contra o dano das
células B-pancreaticas induzido por STZ envolve dois efeitos principais: inibicao
da poli (ADP-ribose) polimerase-1 (PARP-1) e provisdo de NAD*.

A estrutura da PARP-1 consiste em trés dominios principais: um dominio
de ligagdo ao DNA N-terminal, um dominio de auto modificagado e uma regiao C-
terminal. Uma regido C-terminal catalisa a sintese de poli (ADP-ribose) e liga-se
a proteinas alvo. Este sitio ativo da PARP-1 é dividido em um aceitador e um
sitio doador. A area doadora € ocupada por NAD*, e é adicionalmente dividida
em trés sub sitios: um sitio de ligagéo a nicotinamida-ribose, um local de ligagc&o
ao fosfato e um sitio de ligagdo a adenina-ribose. Foi demonstrado que a inibigdo
de PARP-1 resulta da interagdo de NA com o sitio de ligac&do para a por¢ado NA
de NAD. A NA entra em associagdes de hidrogénio ligado a Ser (904) e Glicina
(863) no sitio de ligagdo de nicotinamida-ribose do sitio ativo de PARP-1. A
inibicao de PARP-1 pela NA é de natureza competitiva, uma vez que NA bloqueia
a ligacdo de NAD+ ao dominio catalitico da enzima.

Além da inibicdo da PARP-1, pensa-se que a agao protetora da NA contra
o0 dano celular induzido pela STZ resulta do fornecimento de NAD®. Foi
demonstrado que a administracdo de NA em animais aumenta o conteudo de
NAD+ em diferentes tecidos. Além disso, o NA aumenta o NAD+ intracelular e
previne a deplegcao de NAD+ sob diferentes condi¢des patologicas. Esse efeito
€ devido a reducdo na utilizacdo do NAD+ e/ou aumento da sua biossintese. Em
mamiferos, o NAD+ ¢é sintetizado principalmente a partir de NA e sua formacao
é catalisada por duas enzimas - nicotinamida fosforilribosiltransferase (Nampt) e
nicotinamida/ acido nicotinico mononucleotideo adeniltransferase (Nmnat). No
primeiro passo da geracdo de NAD+ catalisada por Nampt, NA e 5-
fosforribosilpirofosfato (PRPP) s&o convertidos em mononucleétido de
nicotinamida (NMN). Entdo, NMN sofre transformag¢ao para NAD em uma reagéo
catalisada por Nmnat. A atividade do Nampt nas células 3 é supostamente baixa.

No entanto, o Nampt atua como uma enzima intracelular (iNampt) e extracelular
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(eNampt) e, no caso de chamadas com baixa atividade de iNampt, a maioria dos
NMN utilizados para formar NAD+ é gerada de forma extracelular
(SZKUDELSKI, 2012).
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Figura 1: Estrutura quimica da estreptozotocina e da nicotinamida. Fonte: Szkudelski, 2012.

A administracdo de STZ e NA a ratos adultos causa destruicdo parcial das
células B, levando a uma diminuicdo da insulina e um aumento da glicemia
nestes animais. A gravidade do DM induzido por STZ e NA € muito menor do
que o DM induzido apenas por STZ. Os ratos manifestam hiperglicemia
moderada e ndo requerem insulina exdgena para sobreviver. A resposta
secretora de insulina a glicose no DM induzido por STZ-NA é prejudicada,
particularmente em altas concentragdes de glicose e a segunda fase da secrecéo
de insulina induzida por glicose ¢é insuficiente. O comprometimento da secrecéo
de insulina estimulada pela glicose resulta tanto de uma massa reduzida de
células B como de alguns defeitos nas células existentes. O DM induzido por
STZ e NA permanece estavel por um longo tempo e, portanto, este modelo de
DM é adequado nao apenas para estudos em animais a curto prazo, mas
também a longo prazo. Além disso, este modelo € muito util em estudos de
diferentes aspectos do diabetes, incluindo complicagcbes diabéticas e
propriedades anti-diabéticas de novos medicamentos e alguns compostos
naturais (SZKUDELSKI, 2012).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados de 45 ratos machos da variedade Wistar, pesando de
200 a 250g, provenientes do biotério central da Universidade Federal do Parana
localizado no Setor de Ciéncias Bioldgicas. Os animais foram mantidos sob
condi¢gdes de temperatura e ciclo claro/escuro controlados, com livre acesso a
racao e agua. Os animais diabéticos foram alojados em numero reduzido por
caixa (4 animais), enquanto os animais nao diabéticos foram alojados em grupos
de 5 por caixa, com maravalha trocada trés vezes por semana. Todos os
experimentos foram conduzidos em acordo com as normas e legislagdes
estabelecidas pela Comiss&o de Etica no uso de Animais do Setor de Ciéncias
Biologicas da UFPR.

3.2 INDUCAO AO DIABETES EXPERIMENTAL

O modelo de diabetes foi induzido em animais pesando entre 200-250g,
apos um jejum de 12 horas, por meio de uma injec&o unica, via intraperitoneal
(i.p) de estreptozotocina (STZ; Sigma-Aldrich), diluida em tampé&o citrato (10 mM,
pH 4,5) na dose de 45 mg/kg (grupos PD-45+VEI; PD-45+MET,) ou 55 mg/kg
(grupos PD-55+VEI; PD-55+MET) 15 minutos apds a administragdo i.p. de
nicotinamida (110 mg/kg- grupo PD-45 ou 100 mg/kg-grupo PD-55); diluida em
salina) segundo modelo modificado ja descrito por Massiello e colaboradores
(1998). Os animais normoglicémicos (NGL+VEI) receberam uma injegc&o
intraperitoneal (i.p.) do veiculo (tampéao citrato, 10 mM, pH 4,5). O diabetes foi
confirmado 72 horas apos a injecdo de STZ-NA. Para isso, amostras de
aproximadamente 5 ul de sangue da veia caudal foram adicionadas a fitas teste
impregnadas de glicose oxidase (Accu-Check Active™, Roche) e analisadas
através do glicosimetro digital (Accu-Check Active™, Roche). Todos os animais
foram mantidos até o final dos experimentos para avaliacdo de todos os
parametros. Animais normoglicémicos, que receberam apenas o0 veiculo

(tampéo citrato), foram usados como controle.
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3.3 TRATAMENTO

Apos a confirmacao do estado diabético, os animais foram divididos em cinco
grupos experimentais de 7 a 10 animais: pré-diabéticos tratados por via oral com
veiculo (agua; PD-45+VEI; PD-55+VEI) ou com metformina (25 mg/kg; por via
oral; grupos PD-45+MET; PD-55+VEI; segundo YANARDAG et al., 2005). Os
tratamentos foram iniciados no 7° dia apds a administragdo de STZ-NA
(considerado como dia 1 (D-1), e continuados por 25 dias consecutivos,
portanto do dia 7 (D-7) ao (D-32). Animais Normoglicémicos tratados oralmente
com veiculo (agua; NGL+VEI, do D-7 ao D-32) foram conduzidos em paralelo

como grupo controle.

3.4 VON FREY ELETRONICO

A resposta ao estimulo mecéanico foi avaliada por meio do teste de
pressao crescente no pé de ratos (Von Frey eletronico) (DEUIS; DEVORAKOVA;
VETTER, 2017), mensurado por um analgesimetro eletrénico (INSIGHT Ltda,
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil). O aparelho possui um transdutor de forga
conectado a um contador digital onde a forga aplicada € expressa em gramas
(g). O contato do transdutor de forca com o pé é realizado por meio de uma
ponteira descartavel de polipropileno com 0,5 mm de diametro adaptada ao
transdutor. Os animais foram colocados em caixas de acrilico para ambientagao
por 15 min. Apds a ambientacgdo, foi aplicada uma forga linearmente crescente
no centro da regido plantar dos pés do animal. O estimulo foi cessado quando o
animal produzir uma resposta de retirada e sacudida da pata estimulada. A
intensidade da alodinia mecanica foi, entdo, quantificada e expressa como a
meédia dos trés valores obtidos em cada pata. Esse teste foi realizado antes da
administragdo de STZ-NA (estado basal) e nos D-7, D-14, D-21, D-28 apods a

indugao ao diabetes.
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3.5 CAMPO ABERTO

Para avaliacado do desempenho motor dos animais, evitando mascarar o
possivel efeito antinociceptivo, os animais foram testados no campo aberto
(GOULD; DAO; KOVACSICS, 2009), que consiste em uma caixa retangular (40
x 50 x 63 cm) que tem sua base dividida em 9 unidades quadrangulares. Os
animais foram colocados no quadrante central do campo aberto e exploraram
livremente a area por 5 minutos. Foi quantificado o numero de cruzamentos com

0s quatro membros (maos e pés) entre os quadrantes.

3.6 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

O comportamento tipo-ansioso dos animais foi avaliado através dos teste
do labirinto em cruz elevado (HANDLEY; MITHANI, 1984), que consiste em um
aparato contendo 2 bragos opostos abertos e 2 bragos opostos fechados (45 x
15cm) conectados por uma area central (15 x 15 cm) e elevado a uma distancia
de 70 cm acima do ch&o. Os ratos foram colocados na area central, voltados
para um dos bragos abertos e foi mensurado o numero de entradas e o tempo
despendido nos bracos abertos e fechados. Depois de testar cada animal, o
aparato foi higienizado com uma solucéo de alcool etilico 10% para evitar que o

odor do animal anterior interferisse no comportamento.

3.7 NADO FORCADO

Para avaliar o comportamento do tipo-depressivo, os animais foram
submetidos ao teste do nado forgado (PORSOLT; BERTIN; JALFRE, 1977), que
consiste em 2 sessdes. Na primeira sessao, o pre-teste, eles foram colocados
individualmente para nadar durante 15 minutos em um cilindro de PVC (30 cm x
40 cm de altura) contendo 25cm de agua a 24+1°C. Na segunda sesséo,
realizada 24 horas depois, os ratos foram submetidos a 5 minutos do nado
forgcado e a resposta foi gravada através de uma camera de video para posterior
analise do comportamento. Foi quantificado o tempo de primeira imobilidade e
tempo total de imobilidade. Entre as sessdes, a agua do cilindro foi trocada a fim

de evitar interferéncia entre os animais testados.
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3.8 TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE

No dia 32 apds um jejum de 12-16 horas, foi administrado por via oral uma
solugédo de glicose a 50% (2 g/kg de peso corporal, dissolvido em agua). A
glicemia foi aferida antes e novamente 30, 60, 90 e 120 minutos apds o desafio
oral com glicose para caracterizagao da curva glicémica e a potencial tolerancia
a glicose (MORRIS et al., 2008; MUNIYAPPA et al., 2008)

3.9 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Todos os procedimentos experimentais estdo representados na figura 2.
Resumidamente, os animais foram retirados do biotério central e ficaram
mantidos no biotério do laboratério de farmacologia da dor durante dois dias para
ambientacdo. Os valores basais de limiar de resposta ao estimulo mecanico
foram aferidos através do teste de Von Frey eletronico (medida basal). Ap6s um
jejum de 12 horas, os animais normoglicémicos receberam injecéo i.p de tampao
citrato e os animais diabéticos receberam injeg&o i.p de STZ (45 ou 55 mg/kg),
15 minutos depois da injecdo i.p de NA (110 ou 100 mg/kg, respectivamente). A
confirmacéo do diabetes foi realizada trés dias depois. Os animais diabéticos
foram tratados diariamente com veiculo ou metformina (25 mg/kg, por via oral;
YANARDAG et al., 2005) a partir do D-7 enquanto os animais normoglicémicos
(NGL+VEI) foram tratados com agua também a partir o D-7. Este tratamento
foi continuado por 25 dias consecutivos, isto é, de D-7 a D-32 do desenho

experimental.

No D-7, antes de dar inicio ao tratamento, todos os grupos foram pesados
e posteriormente foram testados novamente quanto a sensibilidades ao estimulo
mecanico através do teste de Von Frey eletrbnico. Essas medidas foram
repetidas nos D-14, D-21, e D-28. Ademais, uma vez que ja foi previamente
demonstrado que os comportamentos do tipo-depressivo e tipo-ansioso tém
inicio na quarta semana apoés inducao do diabetes em modelo de diabetes tipo
1 induzido por STZ (Morais et al., 2014), os testes para avaliar as manifestagdes
de ansiedade (labirinto em cruz elevado) e de depressao (nado forgado) foram
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realizados no, D-29, D-30 e D31. O teste de campo aberto foi realizado antes da
sessao teste do nado forgado.

No dia 32 apos um jejum de 12-16 horas, foi administrado glicose a 50%
(2g/kg de peso corporal, dissolvido em agua via oral) e amostras de sangue
foram coletadas da cauda antes e novamente aos 30, 60, 90 e 120 minutos para
a realizagdo do teste de tolerancia a glicose. A eutanasia dos animais foi
realizada através de guilhotina sem anestesia para que n&o houvesse
interferéncia no sistema nervoso central, apdés a eutanasia foram coletados

figado, pancreas, medula 6ssea, cortex e hipocampo.

BG
VF VF VF Vv
VF basal Glicemia Peso Peso Peso Peso LCE PT-NF 171g
L | b
11 I | I L L1 1
Ao 3 7 14] 21| 28] 29 30| 31| 32|
I A
STZ + NA cA
NF
Tratamento

Figura 2: Delineamento experimental (VF = von Frey, CA = campo aberto, BG = glicose
sanguinea, LCE = labirinto em cruz elevado, PT-NF = pré-teste nado forgado, NF = nado
forcado, STZ = estreptozotocina, NA = nicotinamida, T.T.G = teste de tolerancia a

glicose). Fonte: Autor.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estéo representados como média + EPM de 7-10 animais por grupo
experimental. Para a analise dos dados foi realizado ANOVA de uma via para os
testes de nado forgada modificado, campo aberto e labirinto em cruz elevado.
Para os testes Von Frey eletronico, teste de tolerancia a glicose, dados de
glicemia e peso foi utilizado ANOVA de duas vias, ambos seguido pelo post-hoc
de Bonferroni. Em toda a analise o nivel de significancia foi de p < 0,05 e o

software utilizado foi o GraphPad Prism 6.00 (San Diego, Califérnia)
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4. RESULTADOS

4.1. EFEITO DA COMBINAGCAO ESTREPTOZOTOCINA-NICOTINAMIDA
NOS NIVEIS DE GLICOSE E PESO CORPORAL DOS GRUPOS
EXPERIMENTAIS

ANOVA de duas vias indicou efeitos significativos de tratamento [F (2, 27) =
6,284, p<0,05] e tempo [F (1, 27) = 20,0, p<0,001] sobre a glicemia dos
animais. O post hoc de Bonferroni indicou que houve aumento significativo
na glicemia trés dias apos a injecéo intraperitoneal de STZ-NA (em ambos os
protocolos adotados; (figuras 3A; 4A) (p<0,05), os quais atingiram uma meédia
de 115,8 + 11,8 g/dl (PD-45+VEI), 108,0 + 10,8 g/dl (PD-45+MET), 169,1
75,4 g/dl (PD-55+VEI) e 160,3 = 76,7 g/dl (PD-55+MET), enquanto que o
grupo controle atingiu média de 94,6 £ 10,24 g/dl.

Em relagdo ao peso dos animais no final dos experimentos (figuras 3B;
4B), ANOVA de uma via nado indicou diferenga entre os grupos.
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Figura 3 — Efeito da combinagéo estreptozotocina-nicotinamida nos niveis de glicose
(3A) e peso corporal (3B) dos animais pertencentes aos grupos PD-45+VEI| e PD-
45+MET. Os valores estdo expressos como média + EPM para 7 a 10 animais por

grupo. * p £ 0,05 quando comparados ao grupo NGL+VEI.
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Figura 4 — Efeito da combinagéao estreptozotocina-nicotinamida nos niveis de glicose
(4A) e peso corporal (4B) dos animais pertencentes aos grupos PD-55+VEI| e PD-
55+MET. Os valores estdo expressos como média + EPM para 7 a 10 animais por

grupo. * p £ 0,05 quando comparados ao grupo NGL+VEI.

4.2. EFEITO DA COMBINACAO ESTREPTOZOTOCINA-NICOTINAMIDA
NA TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE DOS ANIMAIS

Para avaliar se os animais submetidos a injecdo de STZ-NA estavam
tolerantes a glicose, foi realizado o teste de tolerancia a glicose (figura 5), o
qual os animais foram submetidos a um desafio oral de glicose e a glicemia

foi medida antes da ingestédo e apés 30, 60, 90 e 120 minutos. ANOVA de
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duas vias nao indicou diferenca significativa entre os grupos em nenhum
tempo medido (p > 0,05)
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Figura 5: Efeito da combinagao estreptozotocina-nicotinamida sobre a resposta a
glicose dos animais, avaliados pelo teste de tolerancia a glicose via oral. Os valores
estao expressos como média + EPM para 7 a 10 animais por grupo. * p < 0,05
quando comparados ao grupo NGL + VEI.
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4.3. EFEITO DA COMBINACAO ESTREPTOZOTOCINA-NICOTINAMIDA
NA ALODINIA MECANICA DOS ANIMAIS

O limiar mecénico dos animais foi medido antes da diabetizag&o (limiar
basal), no 7°, 14°, 21° e 28° dias ap0s a diabetizac¢ao (figura 6A; 6B). ANOVA
de duas vias demonstrou efeitos significativos de tratamento [F (2, 27) =
8,533, p<0,05] e tempo [F (4, 108) = 3,107, p<0,05] no liminar mecéanico dos
animais pertencentes aos grupo PD-45+VEl e PD-45+MET. Também
demonstrou efeitos significativos de tratamento [F (2, 22) = 35,94, p<0,001],
tempo [F (4, 88) = 12,20, p<0,001] e também uma interacdo entre esses
fatores [F (8, 88) = 6,735, p<0,001] no limiar mecéanico dos animais
pertencentes aos grupos PD-55+VEl e PD-55+MET. O post hoc de
Bonferroni indicou que os animais pertencentes aos grupos (PD-45+VEI)
tiveram uma diminuigdo do limiar mecanico no 7° e 28° dia apds a
diabetizacdo quando comparados ao grupo controle (NGL+VEI). Ja os
animais pertencentes aos grupos (PD-55+VEI) tiveram uma diminuigdo do
limiar mecanico a partir do 14° dia (3° semana do experimento), indicando
diferenca significativa quando comparados aos animais normoglicémicos do
grupo controle. Em relagdo aos grupos experimentais tratados com
metformina, os animais pertencentes ao grupo (PD-45+MET) nao
apresentaram diferenga significativa no limiar mecanico em nenhum
momento do experimento, enquanto que os animais do grupo (PD-55+MET)
tiveram os seus limiares reduzidos sem diferenca estatisticamente
significante quando comparado ao grupo pré-diabético controle tratado com

veiculo.
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Figura 6 — Efeito da combinacao estreptozotocina-nicotinamida na alodinia mecanica
(A; B) avaliada através do teste de VonFrey eletronico. Os valores estao expressos
como média £+ EPM para 7 a 10 animais por grupo. * p < 0,05 quando comparados

ao grupo NGL+VEI.
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4.4. EFEITO DA COMBINACAO ESTREPTOZOTOCINA-NICOTINAMIDA
NO DESENVOLVIMENTO DE COMPORTAMENTO TIPO DEPRESSIVO E
ATIVIDADE LOCOMOTORA DOS ANIMAIS

Para avaliar o efeito da injecédo intraperitoneal da combinagcdo STZ-NA
sobre comportamento tipo depressivo dos animais foi realizado o teste de
nado forgado e foram avaliados quanto ao tempo de imobilidade (figuras 7A,
8A) e quanto ao tempo de laténcia (figuras 7B; 8B). ANOVA de uma via
indicou efeitos significativos de tratamento [F (2, 19) = 4,581, p<0,05] no
tempo de imobilidade dos animais dos grupos PD-55+VE| e PD-55+MET
(figura 8A). O post-hoc de Bonferroni demonstrou que o grupo PD-55+VEI
apresentou um tempo total de imobilidade menor quando comparados ao
grupo controle. ANOVA de uma via n&o indicou efeitos significativos no tempo
de imobilidade nos outros grupos testados. Em relagao ao tempo de laténcia,
ANOVA de uma via ndo demonstrou nenhuma diferenga significativa entre os
grupos (p > 0,05).

Para avaliar algum efeito do tratamento na atividade locomotora dos
animais, foi realizado o teste do campo aberto em todos os grupos
experimentais no 31° dia de experimento (figuras 9A; 9B). ANOVA de uma
via ndo revelou efeitos significativos na locomog¢do de animais quando

comparados ao grupo controle (p > 0,05).
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Figura 7 — Efeito da combinagao estreptozotocina-nicotinamida no comportamento tipo
depressivo dos animais pertencentes aos grupos PD-45+VEI, PD-45+MET através da
avaliagao de tempo de imobilidade (A) e laténcia de imobilidade (B) no teste de nado
forgado. Os valores estao expressos como média + EPM para 7 a 10 animais por grupo.

* p < 0,05 quando comparado ao grupo NGL+VEI.
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Figura 8 — Efeito da combinagao estreptozotocina-nicotinamida no comportamento tipo
depressivo dos animais pertencentes aos grupos PD-55+VEI, PD-55+MET através da
avaliagao de tempo de imobilidade (C) e laténcia de imobilidade (D) no teste de nado
forgado. Os valores estao expressos como média + EPM para 7 a 10 animais por grupo.

* p < 0,05 quando comparado ao grupo NGL+VEI.
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Figura 9 — Efeito da combinacgéo estreptozotocina-nicotinamida na atividade locomotora
dos animais pertencentes aos grupos PD-45+VEI, PD-45+MET (A), PD-55+VEI e PD-
55+MET (B) através da avaliagdo do numero de cruzamento no teste campo aberto. Os
valores estdo expressos como média £+ EPM para 7 a 10 animais por grupo. * p < 0,05

quando comparado ao grupo NGL+VEI.
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4.5. EFEITO DA COMBINAGAO ESTREPTOZOTOCINA-NICOTINAMIDA
NO DESENVOLVIMENTO DE COMPORTAMENTO TIPO-ANSIOSO DOS
ANIMAIS

Para avaliar o efeito da injegdo intraperitoneal da combinagcdo de
estreptozotocina-nicotinamida no comportamento tipo ansioso dos animais,
foi realizado o teste de campo aberto no 31° dia de experimento. ANOVA de
uma via indicou efeitos significativos de tratamento sobre no numero de
entradas nos bragos abertos [F (2, 18) = 31,75, p<0,001] sobre os animais
pertencentes ao grupo PD-55+VEI| e PD-55+MET (figura 12). ANOVA de uma
via também indicou efeitos significativos de tratamento [F (2, 18) = 8,249,
p<0,05] em relacédo ao tempo despendido nos brago abertos sobre os animais
dos grupos PD-55+VEI e PD-55+MET (figura 13A) e também efeitos
significativos de tratamento sobre o tempo despendido nos bragos fechados
sobre os grupos PD-55+VEI e PD-55+MET [F (2, 19) = 15,88, p<0,001] (figura
6H). O post-hoc de Bonferroni indicou que os animais do grupo PD-55+VEl e
PD-55+MET apresentaram um comportamento tipo ansioso uma vez que o
numero de entradas nos bragos abertos do labirinto (figura 12A) foi
significativamente menor em relagdo aos animais do grupo controle (NGL-
VEI) (p < 0,05) e os animais do grupo PD-55+VEI despenderam menos
tempo nos bragos abertos quando comparados ao grupo controle (figura
13A). Além disso, o post-hoc de Bonferroni também indicou que os animais
dos grupos PD-55+VEI e PD-55+MET, tiveram um tempo significativamente
maior nos bragos fechados quando comparados ao grupo controle (figura
13B).
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Figura 10: Efeito da combinagdo estreptozotocina-nicotinamida sobre o
comportamento tipo-ansioso dos animais pertencentes aos grupos PD-45+VEI e
PD-45+MET através da avaliagao do numero de entradas nos bragos abertos (A) e
nos bragos fechados (B) avaliados pelo teste de labirinto em cruz elevado. Os
valores estao expressos como média £+ EPM para 7 a 10 animais por grupo. * p <
0,05 quando comparados ao grupo NGL + VEI
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Figura 11: Efeito da combinagéo estreptozotocina-nicotinamida no sobre o
comportamento tipo-ansioso dos animais pertencentes aos grupos PD-45+VEI e
PD-45+MET através da avaliagdo do tempo nos bragos abertos (A) e nos bragos
fechados (B) avaliados pelo teste de labirinto em cruz elevado. Os valores estao
expressos como média + EPM para 7 a 10 animais por grupo. * p < 0,05 quando

comparados ao grupo NGL + VEI
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Figura 12: Efeito da combinagéo estreptozotocina-nicotinamida no sobre o
comportamento tipo-ansioso dos animais pertencentes aos grupos PD-55+VEI e
PD-55+MET através da avaliagdo do numero de entradas nos bragos abertos (A) e
nos bragos fechados (B) avaliados pelo teste de labirinto em cruz elevado. Os
valores estao expressos como média £+ EPM para 7 a 10 animais por grupo. * p <

0,05 quando comparados ao grupo NGL + VEI
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Figura 13: Efeito da combinagéo estreptozotocina-nicotinamida no sobre o
comportamento tipo-ansioso dos animais pertencentes aos grupos PD-55+VEI e
PD-55+MET através da avaliagdo do tempo nos bragos abertos (A) e nos bragos
fechados (B) avaliados pelo teste de labirinto em cruz elevado. Os valores estao
expressos como média + EPM para 7 a 10 animais por grupo. * p < 0,05 quando

comparados ao grupo NGL + VEI
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5. DISCUSSAO

O principal achado do presente estudo foi o efeito na diminuicdo do limiar
mecanico e no comportamento tipo-ansioso dos animais tratados com a dose
STZ-55mg/kg; NA-100mg/kg mesmo apresentando um ligeiro aumento na
glicemia. Nesse estudo, as doses de STZ-NA utilizadas ndo foram capazes de
levar a um estado hiperglicémico, em que o0s animais pudessem ser
caracterizados como diabéticos. Houve um ligeiro aumento na glicemia, sendo
que os animais tratados com a dose STZ-55mg/kg; NA-100mg/kg obtiveram um
maior aumento na glicemia do que os animais tratados com a dose STZ-
45mg/kg; NA-110mg/kg. Esse resultado pode ser explicado pelo fato de que a
nicotinamida por ter sido aplicada em maior dose tenha protegido
demasiadamente os animais dos efeitos nocivos da STZ evitando a
hiperglicemia através da inibicdo da poli (ADP-ribose) polimerase-1 (PARP-1) e
provisdo de NAD*. Djordjevic e colaboradores (2018), também se depararam
com resultados semelhantes e sugeriram que esse poderia ser um estado de
pré-diabetes. O tratamento com metformina (25mg/kg) ndo foi capaz de alterar
a glicemia dos animais tratados. Os animais eram tratados com a metformina
uma vez por dia e a glicemia foi sempre medida pela manh3, entdo pode ser que
a metformina ndo tenha alterado a glicemia pontual dos animais. Seria
interessante realizar um teste de hemoglobina glicada capaz de avaliar o controle
glicémico desses animais. Além disso, os animais quando testados em relag&o
a resposta a glicose n&o apresentaram tolerancia a glicose em nenhuma das
doses de STZ-NA testadas. Quando se trata de diabetes tipo 2 a resisténcia a
insulina esta bastante presente (DEFRONZO, 2004). Ido e colaboradores (1997),
demonstraram que o peptideo C, um produto de clivagem de proé-insulina em
insulina impediu ou atenuou a disfungéo vascular e neural em ratos diabéticos,
sugeriram entdo um link entre neuropatia diabética e hipoinsulinemia. Além do
teste de hemoglobina glicada, também seria bastante interessante a realizagdo
de um teste de tolerancia insulinica para avaliar se a falta de insulina poderia
estar influenciando os resultados. Esses testes ndo foram realizados devido
limitagdes financeiras. As doses de STZ-NA utilizadas também ndo foram
capazes de alterar significativamente o peso dos animais, esse fato talvez possa
ser explicado pelo curto tempo do experimento. Talvez se o tempo do
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experimento fosse prolongado, esses animais poderiam chegar a um excesso
de peso que combinado com o tratamento STZ-NA poderia levar a niveis mais
elevados de glicemia. O excesso de tecido adiposo libera excesso de acidos
graxos que provocam fatores de risco metabdlico que predispdem ao diabetes
(GRUDY, 2012).

As complicacdes do diabetes, podem se desenvolver com o0 aumento da
glicemia, mesmo na faixa pré-diabética, exemplo descrito por Ziegler e
colaboradores (2008), os quais descreveram o desenvolvimento de
polineuropatia no estado pré-diabético. Assim, no presente estudo, os animais
pertencentes ao grupo PD-45+VEI apresentaram uma significativa diminuigao no
limiar mecanico no 7° dia apos a inje¢cao de STZ-NA, mas a partir desse dia
manteve seu limiar semelhante aos animais do grupo controle. Essa diminuigéo
no 7° dia pode ter ocorrido por algum interferente no dia do teste, por exempilo,

estresse por parte dos animais testados.

Os grupos PD-55+VEI e PD-55+MET apresentaram diminui¢éo do limiar mecanico
a partir do 14° dia de experimento e mantiveram o limiar menor em relagdo ao
grupo controle até o 28° dia. Um estudo realizado por Ziegler e colaboradores
(2014), demonstrou que entre os individuos pré-diabéticos estudados, 25%
apresentaram neuropatia periférica. Esses resultados podem ser explicados pelo
fato de que os animais pertencentes aos grupos PD-55+VEIl e PD-55+MET
receberam uma maior dose de STZ e menor dose NA, ocasionando uma menor
protecdo da nicotinamida e com isso apresentaram glicemia mais elevada. Esses
animais nao tivera um aumento tdo elevado na glicemia para serem
caracterizados como diabéticos, mas ja se sabe que uma das causas da
neuropatia periférica se deve pelo aumento da glicose sanguinea e pacientes
com glicemia controlada também podem apresentar dor neuropatica e outras
complicagdes (ZIEGLER, et al., 2014). Além disso, ndo s6 a hiperglicemia, mas
também a falta de insulina que age também como horménio neuroprotetor pode
estar envolvida na fisiopatologia das complicagbes e como mencionado
anteriormente seria muito importante medir os niveis de insulina. Os animais
tratados com metformina, ndo apresentaram diferenga significativa quando
comparados com o0s animais pré-diabéticos tratados com veiculo, seria

interessante testar outras doses de tratamento com metformina, testar o sal de
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metformina quanto a pureza e até mesmo uma mudancga de protocolo, uma vez

que os animais se alimentam mais durante a noite e eram tratados pela manha.

Em relacdo a avaliagdo de comportamento tipo-depressivo, ndo houve
diferenca significativa nos grupos PD-45+VElI e PD-45+MET quando
comparados ao grupo controle. Porém, houve uma alteragdo inesperada no
tempo de imobilidade dos animais pertencentes ao grupo PD-55+VEI, ou seja,
eles apresentaram uma reducéo do tempo de imobilidade e aumento da primeira
laténcia de imobilidade. Esse resultado inesperado pode ser um falso negativo e
ter ocorrido por acaso ou ainda possa ser devido ao fato do n desse grupo ser
menor (n = 6) enquanto que o grupo controle apresentava um n = 10. Cabe
mencionar que estes resultados nao corroboram resultados de estudos
anteriores obtidos apds a indugao de um outro modelo de diabetes, o diabetes
tipo 1 (REDIVO, et al., 2016; SHIVAVED, et al., 2017). O esperado era que o
tempo de imobilidade aumentasse quando comparados ao grupo controle,
caracterizando um efeito do tipo depressivo. Tendo em vista que as
caracteristicas comportamentais relacionadas com a depressao ocorrem apos
varios danos no encéfalo, como aumento de estresse oxidativo, neuroinflamagao
e desregulagdo de monoaminas, a auséncia de um comportamento do tipo
depressivo no presente estudo poderia ser decorrente do curto tempo para que
essas alteragdes ocorressem. Esses resultados obtidos ndo estao relacionados
com alteracdes locomotoras, uma vez que no teste do campo aberto nao houve

diferenca entre os grupos.

Na avaliacdo do comportamento tipo-ansioso dos animais, os grupos PD-
45+VEl e PD-45+MET nao apresentaram diferenga significativa quando
comparados ao grupo controle. Interessante que os animais pertencentes aos
grupos PD-55+VEI e PD-55+MET apresentaram comportamento tipo ansioso,
sendo que estes obtiveram menor numero de entradas nos bragos abertos do
labirinto. Diferentemente do que observamos em relagdo ao comportamento
depressivo, que parecem ocorrer mais tardiamente, esses dados sugerem que
as alteracbes comportamentais associadas a ansiedade poderiam ocorrer em
um menor espaco de tempo. Quando testados em relagdo ao numero de
entradas nos bragos abertos do labirinto é possivel perceber que a metformina

nao alterou o resultado dos grupos, mas quando avaliado o tempo despendido
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nos bragos abertos, o grupo pré-diabético tratado com veiculo apresentou tempo
significativamente menor do que os pré-diabéticos tratados com metformina.
Assim, mais uma vez seria muito importante revisar o protocolo de tratamento
com a metformina. Novamente os grupos tratados com a maior dose de STZ
(55mg/kg) e menor de NA (100mg/kg) e que apresentaram glicemia mais elevada
também apresentaram um comportamento tipo-ansioso, sugerindo que o ligeiro
aumento na glicemia adicionados a outros fatores que n&o puderam ser
avaliados como niveis de insulina, podem estar intimamente relacionados aos

resultados obtidos.

6. CONCLUSAO

A dose de STZ-55; NA-100 relevou ter maiores efeitos sobre a glicemia,
alodinia mecanica e comportamento tipo-ansioso dos animais do que a dose
STZ-45; NA110. A partir dos testes realizados no presente estudo n&o é possivel
afirmar que o ligeiro aumento na glicemia tenha sido responsavel pela diminuigéo
do limiar mecanico e tenha causado um comportamento tipo ansioso desses
animais, porque apesar do ligeiro aumento na glicemia, os animais n&o
apresentaram resposta diminuida a glicose quando realizado o teste de
tolerancia a glicose. Esse estudo apresentou algumas limitagées financeiras
para realizacdo de outros testes que seriam essenciais para maior elucidagao

dos resultados e para validacdo do modelo.
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