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RESUMO

A neuropatia diabética (ND) é a complicacdo crbnica mais prevalente no
Diabetes Mellitus (DM), tendo como principal sintoma a dor neuropatica diabética.
Ademais, j& se € relatado na literatura uma relacdo proporcional entre pacientes
diabéticos e o desenvolvimento de doencas psiquiatricas, como depressdo e
ansiedade. O manejo dessas condi¢cdes ainda é um desafio exigindo o estudo de
novos alvos farmacologicos. A Maresina 2 (MaR2), um mediador lipidico pro-
resolutivo, demonstrou efeitos antinociceptivos, anti-inflamatérios e pro-resolutivos em
modelos de dor inflamatéria. Os efeitos da MaR2 em animais diabéticos, entretanto,
ainda nao séo bem descritos, sendo este o foco principal deste estudo. O diabetes
experimental foi induzido em ratos Wistar machos por meio de uma unica injecao
intraperitoneal de STZ. A alodinia mecanica foi avaliada por meio do teste eletrénico
de Von Frey (VF) antes da injecdo de STZ (baseline) e do dia 14 ao dia 27 apés a
STZ. Os testes de campo aberto (CA), labirinto em cruz elevado (LCE) e nado for¢cado
modificado (NFm) foram realizados nos dias 28, 29 e 31, respectivamente. A MaR2
foi administrada a partir do 17° dia em dias alternados para avaliar o efeito do
tratamento sub-crénico. Comparado ao grupo NGL-VEH, o grupo DBT-VEH
apresentou: redugdo do limiar mecénico; diminuicdo da atividade locomotora; e
comportamento do tipo ansioso. Em comparacédo ao grupo DBT-VEH, o tratamento
com MaR2 foi capaz de atenuar a alodinia mecanica e os comportamentos do tipo
ansioso, sem alterar a atividade locomotora. Nossos dados, entretanto, nao
demonstraram efeitos antidepressivos, exigindo outros estudos complementares para
compreender 0 mecanismo da MaR2 na depressdo. O principal achado desse
trabalho, portanto, foi a investigacdo do potencial efeito antinociceptivo e ansiolitico
em ratos diabéticos.

Palavras-chave: Neuropatia diabética; Maresina 2; Ansiedade; Depressao; Alodinia
mecanica.



ABSTRACT

Diabetic neuropathy (DN) is the most prevalent chronic complication in
Diabetes Mellitus (DM), with diabetic neuropathic pain as its main symptom.
Furthermore, a proportional relationship between diabetic patients and the
development of psychiatric illnesses, such as depression and anxiety, has already
been reported in the literature. The management of these conditions is still a challenge,
requiring the study of new pharmacological targets. Maresin 2 (MaR2), a pro-resolving
lipid mediator, has demonstrated antinociceptive, anti-inflammatory and pro-resolving
effects in inflammatory pain models. The effects of MaR2 in diabetic animals, however,
are not yet well described, which is the main focus of this study. Experimental diabetes
was induced in male Wistar rats by a single intraperitoneal injection of STZ. Mechanical
allodynia was assessed using the electronic Von Frey test (VF) before STZ injection
(baseline) and from day 14 to day 27 after STZ. The open field (OF), elevated plus
maze (EPM) and modified forced swimming (FSTm) tests were performed on days 28,
29 and 31, respectively. MaR2 was administered from the 17th day on alternate days
to evaluate the effect of sub-chronic treatment. Compared to the NGL-VEH group, the
DBT-VEH group showed: reduced mechanical threshold; decreased locomotor
activity; and anxiety-like behavior. Compared to the DBT-VEH group, MaR2 treatment
was able to attenuate mechanical allodynia and anxiety-like behaviors without altering
locomotor activity. Our data, however, did not demonstrate antidepressant effects,
requiring further complementary studies to understand the mechanism of MaR2 in
depression. The main finding of this work, therefore, was the investigation of the
potential antinociceptive and anxiolytic effects in diabetic rats.

Keywords: Diabetic neuropathy; Maresin 2; Anxiety; Depression; Mechanical
allodynia.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - DESENHO EXPERIMENTAL .....oooviiiiieeceeieeeeeeeeee et 24
FIGURA 2 - EFEITO AGUDO DA MaR 2 SOBRE O LIMIAR MECANICO DE RATOS
DIABETICOS ...ttt saeanens 26
FIGURA 3 - EFEITO CUMULATIVO DA MaR2 SOBRE O LIMIAR MECANICO DE
RATOS DIABETICO ...t 27
FIGURA 4 - EFEITO DA MaR2 SOBRE O COMPORTAMENTO EXPLORATORIO
NO TESTE DE CAMPO ABERTO .....ccooiiviiiieiiieeece e 28
FIGURA 5 - EFEITO DA MaR2 SOBRE COMPORTAMENTO DO TIPO-ANSIOSO
NO TESTE DE LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO .........cccocvevruennne. 30

FIGURA 6 - EFEITO DA MaR2 SOBRE COMPORTAMENTO DO TIPO-
DEPRESSIVO NO TESTE MODIFICADO DE NADO FORCADO.....31



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - EFEITO DA MaR2 SOBRE PESO E GLICEMIA DE RATOS
DIABETICOS INDUZIDOS POR STZ ....coooviiiieieeeieeieeeeeeeee e



LISTA DE ABREVIATURAS OU SIGLAS

12-LOX — 12-Lipoxigenase

CA — Campo Aberto

CFA - Complete Freund's Adjuvant (Adjuvante Completo de Freund)
DBT - Grupo Diabético

DHA - Docosahexaenoic Acid (Acido Docosahexaendico)

DN — Dor Neuropatica

DRG - Dorsal Root Ganglia (Ganglios de Raiz Dorsal)

EPA — Eicosapentaenoic Acid (Acido Eicosapentaenoico)

EROs - Espécies Reativas de Oxigénio

IL-1 — Interleucina 1

IL-6 — Interleucina 6

IASP - International Association for the Study of Pain (Associacao Internacional

para o Estudo da Dor)

LCE — Labirinto em Cruz elevado

LGR6 - Leucine Rich Repeat Containing G Protein-Coupled Receptor 6 (Repeticao
rica em leucina contendo receptor 6 acoplado a proteina G)

MaR1 - Maresinal

MaR2 - Maresina 2

ND — Neuropatia Diabética

NFm  — Nado Forcado modificado

OMS - Organizagdo Mundial da Saude

PSD - Polineuropatia Simétrica Distal

PUFAs — Polyunsaturated Fatty Acids (Acidos Graxos Poliinsaturados)
PVC  — Policloreto de Vinil

SNP  — Sistema Nervoso Periférico

SNC - Sistema Nervoso Central

SPMs - Specialized Pro Resolving Mediators (Mediadores Lipidicos Pro6-

Resolutivos)

STZ — Estreptozotocina
TDM  — Transtorno Depressivo Maior
TNF — Tumor Necrosis Factor (Fator de Necrose Tumoral)

TRP — Transient Receptor Potential (Potencial de Receptor Transitorio)



TRPA1 — Transient Receptor Potential Channel Ankyrin 1
TRPV1 - Transient Receptor Potential Vanilloid 1

VEI — Grupo Veiculo

VF —Von Frey



SUMARIO

LN RS0 ] 510070 T 13
1.1 CONTEXTO E PROBLEMA ..ottt 13
0= ] = 1 LV 1 TS 13
1.2.1 ODJELIVO GEIAI ... 13
1.2.2 ObjetiVOS €SPECITICOS.....uuuieiii i e e e 14
L3 JUSTIFICATIVA .ottt ettt et e et e et e e e e eaeeee e 14
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt ettt 16
2.1 DIABETES MELLITUS ..ottt 16
2.2 NEUROPATIA DIABETICA E DOR NEUROPATICA ......oovieeieeeceeeceeeee e, 16
2.3 DEPRESSAO E ANSIEDADE ASSOCIADAS AO DIABETES.......cccoceeveevenenne, 18
2.4 MEDIADORES LIPIDICOS PRO-RESOLUTIVOS .......ooiiieieeeeceeceeee e 19
3 MATERIAIS E METODOS ......oiiviiieiee ettt sttt 21
BLL ANIMAIS ...ttt et e et e et e et e et e et e et e e nte e e 21
B2 DROGAS......oeeeeeeeee ettt ettt ettt 21
3.3 INDUCAO DO DIABETES EXPERIMENTAL ....ccooviiiiiiiieiieee e 21
3.4 TESTE DE VON FREY ELETRONICO ......coiiiiiiiiiieieceeeee e 21
3.5 TESTE DE CAMPO ABERTO .....oiiiiiiiiieecee ettt 22
3.6 TESTE DE LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO .......ccceiiiieeeeeeeeee e, 22
3.7 TESTE DE NADO FORGADO.......c.ccoiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeee e et eae st ee et eae e 23
3.8 PROTOCOLO EXPERIMENTAL ....coviiiiitiiteite ettt 23
3.9 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 25
A RESULTADOS. ...ttt ettt ettt e et e et e et e et e et e eaeeeestesaees 26
4.1 MAR2 NAO ATENUA ALODINIA MECANICA QUANDO ADMINISTRADA
AGUDAMENTE NO TESTE ELETRONICO DE VON FREY .....ocvoviiiiiiieceeeceeeenns 26
4.2 MAR2 DEMONSTROU UM EFEITO ANTINOCICEPTIVO CUMULATIVO NO
TESTE ELETRONICO DE VON FREY ...oouviiiieieieceeeeeeee et 27
4.3 O TRATAMENTO COM MAR2 NAO ALTERA O COMPORTAMENTO
EXPLORATORIO NO TESTE DE CAMPO ABERTO .....coooviiiiieeieeeeeeeee e 28
4.4 MAR2 DIMINUI COMPORTAMENTO DO TIPO-ANSIOSO NO TESTE DO
LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO .......cooiuiiieieceeeeeeeeee e 29

4.5 MAR2 NAO FOI CAPAZ DE REDUZIR O COMPORTAMENTO DO TIPO-
DEPRESSIVO NO TESTE DE NADO FORCADO MODIFICADO .........cccovviieeeeeennns 31



4.6 O TRATAMENTO COM MAR2 NAO FOI CAPAZ DE REVERTER A
HIPERGLICEMIA E BAIXO GANHO DE PESO EM ANIMAIS DIABETICOS POR
STZ 32

B DISCUSSAD ...ttt ettt et et e et e et e et et e et e et e ete st e st e eeenaeeee e, 33
B CONCLUSOES ..ottt ettt ettt st ee s 35
T LIMITAGOES ..ottt 36
REFERENCIAS . ......ooeeeeeeeeee ettt ettt et e et et e et eeae et e e e e eaeseeeae s 37

ANEXO 1 - CERTIFICADO CEUA



13

1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTO E PROBLEMA

O diabetes € um grupo de doencas metabdlicas caracterizadas pela hiperglicemia,
provocadas gragas a uma deficiéncia na producdo de insulina — tipo 1 — ou entao
provocada por uma resisténcia a ela — tipo 2 (Schmidt, 2018). Apesar do diabetes tipo
1 apresentar uma menor prevaléncia global, se desconhece meios de prevencao,
além de apresentar uma expectativa de vida reduzida em 20 anos (Organizagdo
Mundial da Saude - OMS, 2023). Além disso, as graves complicacdes do diabetes,
como a dor neuropatica (DN) diabética e suas consequentes morbidades
neuropsicolégicas, afetam significativamente a qualidade de vida do paciente. A dor
neuropatica diabética € o principal sintoma da neuropatia diabética, sendo
considerado como um dos mais debilitantes, tendo como caracteristicas alodinia (dor
a estimulos ndo nocivos), hiperalgesia (dor exacerbada a estimulos dolorosos) e dor
espontanea. Os tratamentos atuais ndo sao satisfatorios, visto a complexidade da
fisiopatologia das complicacdes e comorbidades (Calcutt, 2020). Alguns estudos
apontam para o0 componente neuroinflamatério como um dos principais
desencadeadores das complicagbes do diabetes (Feldman et al, 2019; Wang et al.,
2019). Nesse sentido, alguns estudos ja demonstraram que a atividade antinociceptiva
de mediadores lipidicos especializados pro-resolutivos (do inglés Specialized Pro
Resolving Mediators, SPMs) tem sido principalmente relacionada a sua capacidade
resolutiva da inflamacédo. Experimentos em modelos animais ja demonstraram a
eficacia de alguns SPMs, como resolvinas, lipoxinas e maresinas, no tratamento da
dor croénica (Leuti et al.,, 2021). Entretanto, ainda se desconhecem os efeitos
resolutivos da MaR2 na reduc&o de complicagdes associadas ao diabetes. A principal
hipotese esperada é que a administracdo dessa molécula provoque diminuicdes do

limiar doloroso, e indiretamente provoque melhorias nas morbidades psiquicas.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral
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Avaliar os efeitos da MaR2 na dor neuropatica, ansiedade e depressdo em

modelos animais induzidos por estreptozotocina (STZ) experimentalmente.

1.2.2 Objetivos especificos

e Investigar os efeitos da MaR2 na alodinia mecanica em animais
diabéticos através do teste Eletrbnico de Von Frey;

e Investigar os efeitos da MaR2 no comportamento exploratério atraves
do teste de Campo Aberto;

e Investigar os efeitos da MaR2 no comportamento do tipo ansioso no
teste de Labirinto em Cruz Elevado;

e Investigar os efeitos da MaR2 no comportamento do tipo-depressivo no
teste de Nado Forcado modificado;

e Investigar os efeitos da MaR2 na alteracdo de parametros biofisicos,

como glicemia e ganho de peso;

1.3 JUSTIFICATIVA

O manejo da dor neuropatica diabética ainda é um desafio, resultado de uma
alta heterogeneidade de mecanismos, sendo ainda frequentemente associado a
componentes psicolégicos e emocionais (Baron, Binder e Wasner, 2010). O
tratamento atual é limitado a analgésicos, entretanto, a eficAcia desses farmacos
costuma ser baixa e com muitos efeitos colaterais. Além disso, a coexisténcia de
morbidades como depressao e ansiedade podem prejudicar a adesao ao tratamento
(Finnerup, Kuner e Jensen, 2020).

Os modelos animais de dor neuropética sao primordiais para o estudo e
desenvolvimento de novas terapias. Varias pesquisas apontam que a
neuroinflamacdo desempenha um papel importante na patogenia da doenca, dessa
forma, portanto, os inibidores da neuroinflamacdo poderiam ser uma possivel
alternativa para o desenvolvimento de novos alvos farmacoldgicos de manejo da dor
(Cavalli et el., 2019). Visto o papel dos SPMs, que possuem atividades resolutivas e
anti-inflamatorias potentes em doses baixas e sem provocar efeitos colaterais, além

da necessidade de se aprofundar nos estudos dos mecanismos analgésicos da MaR2,



15

(Fattori et al., 2022) essa molécula foi escolhida como alvo terapéutico para o

desenvolvimento desse projeto.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DIABETES MELLITUS

O Diabetes Mellitus (DM) & uma das emergéncias de saude global que mais
crescem no século XXI, sendo projetado que até 2045 o niumero de pessoas atingidas
pela doenca seja de 783 milhdes (Diabetes Atlas, 2021). Em 2012, o diabetes foi
classificado como a oitava maior causa de morte no mundo, sendo diretamente
relacionada a elevacao de glicose no sangue (WHO, 2016). O DM é uma condi¢éo
cronica resultado de um grupo de doencas metabdlicas causadoras de hiperglicemia,
provocada por defeitos na producdo e/ou secrecao de insulina (American Diabetes
Association, 2009). O diabetes pode ser classificado em dois tipos principais. O
diabetes tipo 1, ou DM1, é causado devido a destruicao autoimune das células B-
pancreaticas, levando a uma deficiéncia absoluta de insulina. Sua epidemiologia é
menos comum, representando cerca de 10-15% dos pacientes diabéticos. O diabetes
tipo 2, ou DM2, por sua vez, ocorre devido a uma perda progressiva da secrecao de
insulina, estando muito associado a episddios de resisténcia a insulina (American
Diabetes Association, 2021). Acredita-se que a natureza do DM2 é influenciada por
fatores genéticos e ambientais, diferentemente do DM1, em que a etiologia ainda nédo
€ totalmente elucidada (Acharjee et al., 2013). Ainda, o DM1 apresenta um maior risco
de cetoacidose diabética, causado pelo desequilibrio na producdo de insulina e
hormdnios contra regulatérios e consequente liberacdo de acidos graxos (Bluestone
et al., 2010), além de apresentar uma necessidade de tratamento continuo e
acompanhamento médico, de forma a monitorar a glicemia; complicacbes graves
como doencas cardiovasculares, neuropatia, cegueira e insuficiéncia renal (Tripathi
and Srivastava, 2006).

2.2 NEUROPATIA DIABETICA E DOR NEUROPATICA

A neuropatia diabética é a complicagdo mais comum do diabetes e que
abrange uma série de anormalidades que afetam as funcdes nervosas e autonémicas
(Vinik et al., 1992; Oh, 2020). A principal manifestacdo da neuropatia diabética é
conhecida como polineuropatia simétrica distal (PSD), podendo ser definida como

uma doenca de perda progressiva de fibras nervosas, atrofia e lesdo (Greene et al.,
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1992). A PSD apresenta um padrdo de “luvas e meias”, de inicio em regides distais e
progressao a regides proximais, causando parestesias e dor - sintomas positivos - tal
como dorméncia e sensacdo de peso - sintomas negativos. A perda de fibras
sensoriais Ad e C induz dor em queimagao ou lancinante com varios sintomas ou
sinais de disfuncao autonémica (Vinik et al. 2013; Oh 2020).

Cerca de 30% dos pacientes diabéticos irdo experienciar dor, que pode ser
intensa ou incapacitante. Segundo a IASP (International Association for the Study of
Pain) a dor neuropética pode ser definida como dor causada por lesdo ou doenca do
sistema somatossensorial, se manifestando como anormalidades sensoriais no
territério de inervacdo dos nervos danificados (Jensen et al., 2021). No sistema
nervoso periférico (SNP), danos nos nervos levam a uma reducéo da transmissao de
sinal para a medula, além de alteracBes na expressao de canais i6nicos. No sistema
nervoso central (SNC), por sua vez, € visualizado um processamento central
amplificado a nivel talamico e cortical (Rosenberger et al., 2020).

E véalido mencionar, no entanto, que o processo doloroso das neuropatias
diabéticas abrange uma série de mecanismos complexos que se originam desde
aumento do fluxo na via do polidis, através da producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e consequente leséo celular, até expressdes génicas e alteracbes
nos canais ionicos (Feldman et al., 2017; Rosenberger et al., 2020; Calcutt, 2020).
Ainda, Fisher & Waxman demonstraram que a neuropatia diabética experimental esta
associada a alteracGes na expressdo de canais de so6dio que podem aumentar a
excitabilidade de corpos celulares do ganglio da raiz dorsal (Fischer and Waxman,
2010). Notavelmente, a DN exibe uma relacéo bidirecional com a neuroinflamacéao,
caracterizada pela infiltracdo de leucdcitos nos nervos lesionados, secrecdo de
mediadores pro-inflamatérios e ativacdo de células gliais (Kiguchi, Kobayashi e
Kishioka, 2012; Fang et al., 2022). O aumento da expressao de citocinas como fator
de necrose tumoral (TNF- a) e Interleucina 1-f (IL-1B) provoca danos aos nervos
periféricos, resultando em desmielinizacdo e morte neuronal. A ativacdo das células
da glia, por sua vez, promove 0 aumento da producdo de citocinas e
consequentemente o aumento da neuroinflamacao (Bonhof et al, 2019; Pop-Busui et
al, 2016).

Em se tratando de farmacoterapias, os antidepressivos triciclicos e duais sédo
a primeira escolha de abordagem para o tratamento da DN, inibindo a receptacao de

serotonina e norepinefrina. Além disso, os antiepilépticos, especialmente gabapentina
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e pregabalina, também podem ser recomendados j& que apresentam um mecanismo
de acdo conhecido por provocar deplecdo da atividade sinaptica e reducdo das
descargas ganglionares da raiz dorsal. Por fim, como segunda ou terceira opcéo de
tratamento, os opioides atuam por diminuir a excitabilidade neuronal e provocar o
alivio da dor (Jackson, 2006).

Entretanto é valido mencionar que visto a complexidade de mecanismos
subjacentes envolvidos na dor neuropatica diabética, seu tratamento ainda é
desafiador. A DN é uma condicdo que é muitas vezes resistente ao tratamento
farmacoldgico, sendo associada a uma baixa satisfacdo do paciente. Além disso, 0s
atuais medicamentos analgésicos indicados apresentam uma série de efeitos
colaterais graves, dificultando a adesédo ao tratamento (Zilliox, 2017; Fang et al.,
2022). Por esses motivos, visar a resolucédo da inflamacéo parece ser uma solucéo

mais viavel para combater a neuroinflamacéo (Ji, Xu e Gao, 2014).

2.3 DEPRESSAO E ANSIEDADE ASSOCIADAS AO DIABETES

A depressao é definida como uma alteragdo patoldégica do humor, sendo
geralmente associado a sintomas como: humor deprimido, interesse reduzido em
guase todas as atividades, perda ou ganho de peso, menor capacidade de tomada de
decisfes, etc. Segundo dados da OMS é estimado que 280 milh6es de pessoas no
mundo possuem depressdo (OMS, 2023). Sabe-se que as principais causas da
depressao estao relacionadas a alteracfes na transmissdo de neurotransmissores,
disfuncdes em sistemas neuroenddcrinos e ocorréncia de processos inflamatérios. A
desregulacdo dos sistemas imunoldgicos afeta negativamente o funcionamento do
cérebro e prejudica o prognostico favoravel (Beurel, Toups e Nemeroff, 2020).

A ansiedade, por sua vez, é o sentimento de medo que ocorre ao enfrentar
situacdes estressantes e ameacadoras. E uma resposta normal do organismo, mas
qgue ao persistir durante muito tempo, pode ser considerado como um transtorno
(Dean, 2016). Individuos com transtornos de ansiedade apresentam medos
excessivos e evitam ameacas percebidas no ambiente, como situacdes sociais e
locais desconhecidos (Craske, 2016). Em 2019, cerca de 301 milhGes de pessoas
apresentavam transtorno de ansiedade, sendo classificado como o transtorno mental

mais comum dentre todos os transtornos (OMS, 2023).
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J& se é observado na literatura uma relagdo muito bem estabelecida entre a
presenca de doencas psiquiatricas e o DM1. As taxas de depresséo tendem a ser trés
vezes maiores em pacientes com DM1, assim como ansiedade tende a aparecer em
40% dos individuos diabéticos (Badescu et al., 2016). Nao so6 na clinica, mas de forma
experimental, alguns estudos realizados em modelos animais de DM1 demonstraram
que o aumento de estresse oxidativo e neuroinflamacdo em areas cerebrais
importantes para o controle das emocdes, provocam alteragdes nos comportamentos
emocionais dos animais (Ledo et al., 2022).

Da mesma forma, fatores psicologicos parecem influenciar o curso do DM,
incluindo seu manejo e controle metabdlico (Dantzer et al., 2003). Lernmark et al
identificou que individuos com DM1 e distUrbios psiquiatricos concomitantes eram
menos capazes de se adaptar psicologicamente ao diabetes, afetando negativamente
o controle glicémico e adesao ao tratamento. Acredita-se que alteragbes metabdlicas
e inflamatorias compensatorias pela destruicdo autoimune de células beta, agravem
a depressédo (Buchberger et al., 2016). Além disso, pacientes que apresentam dor
neuropatica associada as comorbidades mencionadas, tendem a apresentar uma
injuria mais elevada e de maior percepcéo, impactando o tratamento adequado (Jain
et al. 2011).

A auséncia de uma compreensao clara das origens entre as condi¢des psiquicas
e o diabetes sugere um desafio na identificacdo de uma abordagem terapéutica
universalmente eficaz. Algumas pesquisas apresentaram resultados divergentes em
relacao a efetividade dos antidepressivos na promocédo do controle glicémico (Feltz-
Cornelis et al., 2020). Ademais, estima-se que 20-40% dos pacientes com transtorno
depressivo maior (TDM) ndo apresentam resposta clinica ao tratamento atual com

antidepressivos (Touloumis, 2020).

2.4 MEDIADORES LIPIDICOS PRO-RESOLUTIVOS

Em condiges fisiologicas, a resolucao efetiva da inflamacéo é controlada por
mediadores especificos - lipidios que limitam a infiltracdo excessiva de leucocitos e
sinais proé-inflamatdérios. Esses processos sdo mediados pela familia de mediadores
lipidicos pro-resolucdo especializados (SPMs) (Brennan et al., 2021). A inflamagé&o

nao resolvida, no entanto, € um dos principais impulsionadores de doencas

inflamatorias crénicas, como o diabetes (de Gaetano et al., 2018). Os SPMs séao
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sintetizados a partir do acido araquidénico e das moléculas de &cidos graxos do
Omega-3, como o0s 4cidos graxos poliinsaturados (PUFAs) docosahexaenoico (DHA)
e 0 acido eicosapentaenoico (EPA). Essa familia abrange lipoxinas, resolvinas,
protectinas e maresinas. Estudos prévios ja demonstraram que a administracdo de
SPMs exdgenos acelera a resolucao da inflamacéo (Brennan et al., 2021). Nas ultimas
duas décadas foi comprovado que os SPMs agem na percepg¢éo da dor por meio de
uma interacdo com outros mecanismos de transducdo de sinal, controlando a
liberacdo de respostas imunes e citocinas; ativacao de canais TRP; e interagindo com
a sinalizacao de opioides (Leuti et al., 2021).

As maresinas (MaR) sdo mediadores anti-inflamatérios que apresentam um
efeito protetivo importante na inflamacéo, estresse oxidativo e doencas imunes. A
biossintese das MaRs ocorre principalmente em macrofagos M2, sendo iniciada pela
12-Lipoxigenase (12-LOX), a partir da conversdo do DHA (Freire e Dyke, 2013).
Chiang et al. (2019) demonstrou que os efeitos pro-resolutivos da MaR1 estdo
relacionados a ativacdo do LGR6 (Leucine Rich Repeat Containing G Protein-Coupled
Receptor 6), no corpo celular do nociceptor e do terminal periférico, com consequente
reducdo de atividade de TRPV1 (Transient Receptor Potential Vanilloid 1) (Li et al.,
2020; Ji 2022). No entanto, o receptor GPCR (G Protein-Coupled Receptor) da MaR2
ainda ndo é bem elucidado, porém os estudos de Fattori et al. (2022) demonstraram
que essa molécula é capaz de inibir a ativacdo de TRPV1 e TRPAL (Transient
Receptor Potential Channel Ankyrin 1) de forma indireta.

Dentre as principais acfes da MaR estdo a polarizacdo e fagocitose de
macréfagos M2, inibicao de infiltracdo de neutrdfilos e inducdo de geracéo de células
T reguladoras (Li et al., 2020). Alguns estudos ja demonstraram que a MaR1 foi capaz
de inibir o aumento de ions célcio induzidos pela capsaicina e CFA, assim como a
reducdo da expressao de citocinas pro-inflamatorias, em modelos animais de doencas
inflamatérias (Allen et al., 2020; Fattori et al., 2019). Deng et al., 2014 demonstrou que
tratamento intraperitoneal com MaR2 reduz o recrutamento de CD11lb + Ly6G
+neutrdfilos para a cavidade peritoneal em um modelo de camundongo de peritonite.
Além disso, corroborado pelos proprios estudos de Fattori, a inibicdo de receptores
associados a hipersensibilidade inflamatoria, poderia contribuir para a atenuacéo da
nocicepcdo de doengas inflamatdrias cronicas. Entretanto, poucos estudos
demonstram efeitos analgésicos da MaR2, em comparagdo com a MaR1, que ja

apresenta alguns resultados conhecidos (Fattori et al., 2022).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar, provenientes do Biotério
Central do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana. Os
animais foram mantidos em condi¢cfes controladas de iluminacéo, com agua e racao
disponiveis e todos os protocolos foram aprovados pelo Comité Institucional de Uso
de Animais (CEUA) sob o niumero 1108.

3.2 DROGAS

Foram utilizados no estudo a Estreptozotocina (STZ; Santa Cruz Biotechnology
Inc., Califérnia, EUA), citrato de sédio (Merck S.A. Indastrias Farmacéuticas, S&o
Paulo, Brasil) e Maresina 2 (MaR2; Cayman Chemical, Michigan, EUA). A STZ (60
mg/kg) foi previamente dissolvida em tampao citrato (10 mM, pH 4,5), MaR2 (1ng, 3ng
ou 10ng/rato 200 pL, diluido em solugéo salina estéril- 0,9% NacCl).

3.3 INDUCAO DO DIABETES EXPERIMENTAL

Apds um jejum de 12 horas durante o periodo da noite, foi realizada a
administracdo de STZ (60 mg/Kg, intraperitoneal; diluido em tampao citrato, 10 mM,
pH 4,5) para a inducdo de diabetes nos animais. A confirmacéo do diabetes foi
realizada trés dias apés a injecdo de STZ, por meio da aplicacdo de um pequeno
volume de sangue periférico colhido da cauda dos animais em fitas teste impregnadas
de glicose oxidase (Accu-CheckActiveTM, Roche). Foram considerados diabéticos e
mantidos nos experimentos 0s animais cuja glicemia foi igual ou maior que 250 mg/dL.
Os grupos controles normoglicémicos também foram conduzidos e receberam

somente tampao citrato (10 mM, pH 4,5, volume equivalente).

3.4 TESTE DE VON FREY ELETRONICO

Neste teste, 0s animais sdo posicionados em pequenas caixas de acrilico, cujo

assoalho consiste de uma rede de malha igual a 5mm2, constituida de arame nao
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maleavel de 1 mm. A alodinia mecénica foi avaliada a partir da aplicacdo de presséo
sobre a pata do animal por um analgesimetro eletrénico (Insight Equipamentos,
Pesquisa e Ensino, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil). O aparelho possui um
transdutor de for¢a conectado a um contador que ir4 expressar a forca em gramas (g).
O contato do transdutor de forca com a pata é realizado por meio de uma ponteira
descartavel de polipropileno com 0,5 mm de didmetro adaptada ao transdutor. Os
animais foram colocados para ambientacdo nas caixas de acrilico durante 15 minutos
ou até apresentarem reducdo da mobilidade. O estimulo cessa quando o animal
possui uma resposta de retirada de pata, sendo o limiar mecanico de retirada
quantificado pela média aritmética de trés medi¢cdes em cada uma das patas traseiras
do animal, em intervalos de 1 minuto (Vivancos et al, 2004). A intensidade de alodinia
mecanica foi quantificada pela reducédo do limiar mecanico, apés afericbes antes e

depois da inducéo do diabetes ou antes e depois dos tratamentos com MaR2.

3.5 TESTE DE CAMPO ABERTO

O teste de campo aberto avalia principalmente o comportamento exploratério e
0s comportamentos relacionados a ansiedade, no animal. O aparato do teste consiste
em uma caixa de madeira com medidas de 40 x 50 x 63 cm, onde o fundo é dividido
em 9 quadrantes idénticos. Os ratos sao colocados inicialmente no quadrante central
e seu comportamento exploratério sera baseado no numero de cruzamentos
realizados com as quatro patas de cada animal. Depois de 5 minutos os animais foram
retirados e o aparato foi limpo com &lcool 70% para a alocacdo do proximo animal. Ao
fim dos experimentos o numero de cruzamentos realizados por cada animal foi
avaliado, sendo um indicador importante de atividade locomotora. Além disso, foram
avaliados parametros como rearings e cruzamentos. O aumento do tempo gasto na
parte central ou diminuicdo da laténcia para entrar no quadrante central sao

comportamentos do tipo ansiolitico (Prut and Belzung 2003).
3.6 TESTE DE LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO
Esse € o principal teste para avaliacdo de comportamento do tipo ansioso em

roedores. O labirinto utilizado € feito de madeira pintada com verniz escuro e

posicionado a 50 cm acima do solo. O equipamento possui dois bracos abertos e dois
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fechados se intercalando de maneira a formar uma cruz. Cada brago possui medidas
de 10 x 50 cm, sendo a area central uma regido aberta de 10 x 10 cm. O teste foi
realizado em uma iluminacdo de 40 lux, onde os animais foram colocados
individualmente no campo central com o corpo virado para o braco fechado. Durante
5 minutos o nimero de entradas e o tempo gasto nos bracos abertos e fechados foi
guantificado, bem como a quantidade de head-dippings desprotegidos e totais. A
entrada nos bracos foi considerada quando o animal tiver a passagem de suas quatro
patas no braco. Um efeito do tipo ansiolitico deve provocar um aumento da proporcao

de entradas e o tempo gasto nos bragos abertos (Himanshu et al., 2020).

3.7 TESTE DE NADO FORCADO

Desenvolvido por Porsolt e colaboradores (1977), o teste de nado forcado tem
como principal objetivo avaliar o comportamento do tipo depressivo em roedores. O
teste é conduzido em duas sessdes. No pré-teste os animais foram colocados em
cilindros de PVC de 20 x 50 cm contendo aproximadamente 30 cm de 4gua a uma
temperatura de 24°C, durante 15 minutos. 24 horas apds, na sessao teste, os ratos
foram novamente submetidos ao nado, durante 5 minutos, onde seus
comportamentos foram gravados e avaliados. Entre as sessdes a agua foi trocada
para evitar interferéncias no comportamento dos animais. Tendo em vista que esse

teste foi modificado, parametros como imobilidade, nado e escalada, foram avaliados.

3.8 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais foram retirados do biotério da Universidade Federal do Parana
(UFPR) e colocados para ambientagdo durante dois dias no biotério do laboratério 202
de Farmacologia da Dor, localizada no departamento de Farmacologia da UFPR. No
terceiro dia os animais foram submetidos a uma avaliacdo do limiar mecéanico basal
através do teste de Von Frey Eletronico e posteriormente colocados de jejum durante
12 horas. O diabetes experimental foi induzido através da inducéo intraperitoneal de
STZ 60mg/kg, e o grupo controle recebeu apenas o veiculo (tampao citrato). A
diabetizacao foi confirmada 3 dias depois, em que foi avaliada a glicemia dos animais
(animais com glicemia abaixo de 250 mg/dl foram excluidos do estudo). No 13° dia

apos a administracéo de STZ, foi realizado novamente um basal do limiar mecéanico
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para avaliar o estabelecimento da alodinia mecéanica. Animais diabéticos (DBT) foram
distribuidos randomicamente em diferentes grupos para a realizagdo dos seguintes
tratamentos: DBT- tratados com veiculo (VEI) e MaR2 (1, 3 ou 10ng/rato),
intraperitonealmente. O tratamento foi iniciado no 14° dia com avaliacdo do efeito
agudo da MaR2, através de um decurso temporal, e foram realizadas as medidas de
alodinia nos tempos de 60, 120 e 180 min apds os tratamentos citados. Os tratamentos
foram continuados durante dois dias e apos isso, em dias alternados com avaliacéao
diaria do teste de Von Frey Eletrénico de forma a estudar o efeito cumulativo do
tratamento sobre a alodinia mecanica. O teste de Von Frey Eletronico era realizado
sempre antes do tratamento. O experimentador era cego ao tratamento, mas nao a
condicdo diabética. Nos dias 28 a 31 foram realizados os testes de comportamento
incluindo campo aberto, labirinto em cruz elevado, pré-teste do nado forgcado e nado
forcado, respectivamente, nessa ordem. No 32° dia 0os animais tiveram sua glicemia
avaliada novamente e foi realizada a eutanasia dos animais, em que foram coletadas
amostras e cortex, hipocampo e medula para avaliacdo das citocinas a posteriori. O
desenho experimental resumido pode ser visualizado na figura 1. Para a observacéao
dos resultados foram realizadas quatro rodadas de experimentos contendo as

mesmas etapas.

FIGURA 1 - DESENHO EXPERIMENTAL
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Nota: BL VF — Basal Von Frey; STZ — Estreptozotocina; GB — Glicose Basal; VF — Von Frey; CA —
Campo Aberto; LCE — Labirinto em Cruz Elevado; NFm — Nado Forgado modificado.
FONTE: O autor (2023).
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados séo apresentados como média + erro padrdo da média (SEM) para
grupos de 10 animais (n=10). ANOVA de uma via e duas vias seguida pelo teste post
hoc de Bonferroni foi usado para determinar as diferencas entre 0Ss grupos
experimentais e o teste t de Student quando uma comparacao foi feita entre dois
grupos experimentais controle (diabéticos vs. normoglicémicos). O nivel de
significancia adotado foi p<0,05. Todos os testes foram realizados usando GraphPad

Prism versao 9.0 para Windows 11 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 MAR2 NAO ATENUA ALODINIA MECANICA QUANDO ADMINISTRADA
AGUDAMENTE NO TESTE ELETRONICO DE VON FREY

Como mostrado na figura 2 quando comparado ao grupo controle
normoglicémico (NGL-VEI), todos os grupos diabéticos (grupos DBT) apresentam
uma diminuicado significativa em seu limiar mecanico. A ANOVA de duas vias revelou
uma diferenca entre grupos [F (4, 45) = 32,11, p<0,0001], e no tempo [F (4, 180) =
19,84 p<0,0001]. A analise de post-hoc ndo demostrou diferencas nos grupos
diabéticos tratados com MaR2, quando comparados ao grupo DBT-VEI. Esses
resultados sugerem que, ratos diabéticos desenvolvem alodinia mecéanica apés 13°
dias de inducéo do diabetes experimental, contudo, o tratamento agudo de MaR2 n&ao

demonstra um efeito antinociceptivo.

FIGURA 2 - EFEITO AGUDO DA MaR 2 SOBRE O LIMIAR MECANICO DE RATOS DIABETICOS
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NOTA: Na figura se indica a linha temporal desde o VF basal até o fim do decurso temporal, a flecha
indica o tratamento. Efeito do tratamento com MaR2 (1, 3 e 10 ng/rato; i.p.) ou VEI (200puL NaCl/rato;
i.p.) no decurso temporal para o limiar mecanico em grupos de ratos diabéticos (DBT) ou
normoglicémicos (NGL). Os animais foram avaliados no teste eletrénico de von Frey para o efeito
anti-alodinico da MaR2. BL — Baseline; NGL — Normoglicémico; DBT — Diabético; Flecha — Indica o
momento do tratamento agudo. Todos os valores sdo expressos com média mais SEM (n=10).
#p<0.05 quando comparado ao grupo controle NGL, *p<0,05 quando comparado ao grupo DBT-VEI.
ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida de teste posthoc de Bonferroni.
FONTE: O autor (2023)
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4.2 MAR2 DEMONSTROU UM EFEITO ANTINOCICEPTIVO CUMULATIVO NO
TESTE ELETRONICO DE VON FREY

Na figura 3 é possivel observar que os ratos diabéticos apresentaram uma
reducao significativa no limiar mecanico em comparacao ao grupo normoglicémico,
iniciada no 13° dia e persistindo até o 26° dia apos a inducéo do diabetes. A andlise
de ANOVA de duas vias confirmou diferencas entre os grupos [F (4, 45) = 62,53; p<
0,0001], e no tempo [F (5,491, 247,1) = 17,34, p<0,0001]. A analise de post hoc indicou
que todos os grupos diabéticos tratado com MaR2 (1, 3 e 10ng) apresentaram uma
diferenca significativa em relacdo ao grupo DBT-VEI no 26° dia ap6s a inducdo do
diabetes (p<0,05). Esses resultados sugerem um efeito antinociceptivo cumulativo na

administracdo de todas as doses de Maresina 2.

FIGURA 3 - EFEITO CUMULATIVO DA MaR2 SOBRE O LIMIAR MECANICO DE RATOS
DIABETICO
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NOTA: Efeito do tratamento com MaR2 (1, 3 e 10 ng/rato; i.p.) ou VEI (200uL NaCl/rato; i.p.) para o
limiar mecénico em grupos de ratos diabéticos (DBT) ou normoglicémicos (NGL). Os animais foram
avaliados no teste eletrénico de von Frey para o efeito anti-alodinico de MaR2. BL — Baseline; STZ —
Estreptozotocina; NGL — Normoglicémico; DBT — Diabético. Todos os valores sdo expressos com
média mais SEM (n=10). #p<0,05 quando comparado ao grupo DBT-VEI. ANOVA de duas vias com
medidas repetidas seguida de teste posthoc de Bonferroni.
FONTE: O autor (2023)
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43 O TRATAMENTO COM MAR2 NAO ALTERA O COMPORTAMENTO
EXPLORATORIO NO TESTE DE CAMPO ABERTO

Como observado na figura 4, os resultados da analise estatistica pelo teste t
de student evidenciaram diferencas significativas entre os ratos diabéticos e o grupo
controle normoglicémico. Os ratos diabéticos exibiram uma notéavel redugéo tanto no
namero de cruzamentos [t=5,606, df=18; p<0,05], como na frequéncia de rearings
totais [t=3,428, df=18; p<0,05]. Quando comparados os grupos diabéticos, o teste de
ANOVA de uma via nédo revelou diferencas significativas entre os grupos tratados com
MaR2 no numero de cruzamentos da arena e na quantidade de rearings. Dessa forma,
os resultados sugerem que a indugéo do diabetes experimental notavelmente reduz o
comportamento exploratorio, comprometendo a atividade locomotora dos animais. Por
sua vez, o tratamento com MaR2 nao provocou alteragdes nos comportamentos do
tipo exploratérios, de formas positivas e/ou negativas, sugerindo que seu efeito

antinociceptivo ndo esteja associado a potenciais efeitos sedativos.

FIGURA 4 - EFEITO DA MaR2 SOBRE O COMPORTAMENTO EXPLORATORIO NO TESTE DE

CAMPO ABERTO
A B
" 90 " 701 o
£ 80 2 601
g 70] '% 3 00° °
£ # 00 § 50 o
560 |p| o vV o3 g %0 . #
2 50 DB V. S 401
(8] o A : OO Eh:F' v oo
g 40 o G 301 °© Ap  gyy
1 . o
g 30 % 20! :-n
E 2 2 4ol
=z 101 o 10
ol ol —
VEH VEH 1ng 3ng 10ng VEH VEH 1ng 3ng 10ng
NGL DBT NGL DBT

NOTA: Efeito do tratamento com MaR2 (1, 3 e 10 ng/rato; i.p.) ou VEI (200uL NaCl/rato; i.p.) para os
comportamentos locomotores e etolégicos para o tipo-ansioso em grupos de ratos diabéticos (DBT)
ou normoglicémicos (NGL). Os animais foram avaliados no teste de campo aberto para os
comportamentos de cruzamentos (painel A) e frequéncia de rearings (painel B). VEH — Veiculo; NGL
— Normoglicémico; DBT — Diabético. Todos os valores sao expressos com média mais SEM (n=10).
#p<0,05 quando comparado ao grupo controle NGL, *p<0,05 quando comparado ao grupo DBT-VEI.
ANOVA de uma via seguida de teste posthoc de Bonferroni.

FONTE: O autor (2023)
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4.4 MAR2 DIMINUI COMPORTAMENTO DO TIPO-ANSIOSO NO TESTE DO
LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Como observado na figura 5, o teste t de student revelou diferencas
significativas entre os grupos NGL+VEIl e DBT+VEI. Em comparagdo ao grupo
normoglicémico, os ratos diabéticos apresentaram: uma diminuicdo na porcentagem
de tempo gasto nos bracos abertos [t=4,921, df=18; p<0,05], aumento na porcentagem
de tempo gasto dos bracos fechados [t=4,732, df=18; p<0,05], diminuicdo na
frequéncia de entradas nos bracos fechados [t=4,413, df=18; p<0,05], e diminui¢cdo na
frequéncia de head dippings totais [t=3,388, df=18; <0,0001].

Quando comparado os grupos diabéticos, o teste de ANOVA de uma via
revelou diferencas significativas quando avaliado a porcentagem de tempo gasto nos
bracos abertos [F (3, 36) = 5,102; p<0,05], tempo gasto nos bracos fechados [F (3,
36) = 3,005; p<0,05], na frequéncia de comportamento de head dipping desprotegido
[F (3, 36) = 0,3402; p<0,05], mas ndo nos comportamentos de entrada nos bracos
fechados. A anélise de post hoc demonstrou que o tratamento com MaR2, na dose de
3ng, provocou um aumento significativo na porcentagem de tempo gasto nos bragos
fechados, quando comparado ao grupo DBT+VEI (p=0,0280) e um resultado nao
significativo na porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos (p=0,058), assim
como um aumento na proporc¢ao de head dippings desprotegidos (p=0,0528). Embora
o ANOVA tenha demonstrado um resultado significativo, a analise de Bonferroni ndo
foi capaz de identificar a significancia entre 0s grupos, porém demonstra uma
tendéncia para a dose de 3ng. Dessa forma, os dados sugerem que 0s animais
diabéticos, na quarta semana apos a inducdo do diabetes, desenvolveram um
comportamento do tipo ansioso, quando comparado ao grupo normoglicémico.
Quanto ao tratamento, os dados sugerem que a dose de 3ng de MaR2 foi capaz de

exercer uma atividade ansiolitica, sem provocar efeitos sedativos no animal.
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FIGURA 5 - EFEITO DA MaR2 SOBRE COMPORTAMENTO DO TIPO-ANSIOSO NO TESTE DE
LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO
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NOTA: Efeito do tratamento com MaR2 (1, 3 e 10ng/rato; i.p) ou VEI (200uL NaCl/rato; i.p.) no
comportamento do tipo ansioso em grupos de ratos diabéticos ou NGL. Os animais foram avaliados
no teste do labirinto em cruz elevado quanto a porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos e
fechados, entradas nos bragos fechados, frequéncia de head dippings desprotegidos e total (paineis
A, B, C, D e E, respectivamente). NGL — Normoglicémico; DBT — Diabético. Todos os valores sdo
expressos com média mais SEM (n=10). #p<0,05 quando comparado ao grupo controle NGL. Teste t.
*p<0,05 quando comparado ao grupo DBT+VEI. ANOVA de uma via seguida do teste posthoc de
Bonferroni.

FONTE: O autor (2023)
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4.5 MAR2 NAO FOI CAPAZ DE REDUZIR O COMPORTAMENTO DO TIPO-
DEPRESSIVO NO TESTE DE NADO FORCADO MODIFICADO

De forma a avaliar o comportamento do tipo depressivo, 0s animais foram
submetidos a uma sesséao de teste nado forcado modificado durante 5 minutos. Como
mostrado na figura 6, o teste t de student ndo demonstrou diferencas entre 0os grupos
NGL e DBT, nas contagens médias de imobilidade, escalada. Quando avaliado o
comportamento de nado, o teste t de student demonstrou uma diferenca significativa
[t=4,371, df=18; p<0,05]. Quando comparado os grupos diabéticos, o ANOVA de uma
via também ndo revelou nenhuma diferenca nas contagens médias de
comportamentos de imobilidade, escalada e natacdo. Esses resultados sugerem de
forma intrigante que os animais diabéticos, quando comparados aos normoglicémicos,

nao apresentam de maneira significativa o comportamento do tipo depressivo.

FIGURA 6 - EFEITO DA MaR2 SOBRE COMPORTAMENTO DO TIPO-DEPRESSIVO NO TESTE
MODIFICADO DE NADO FORCADO
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Legenda: Efeito do tratamento com MaR2 (1, 3 e 10 e 30ng/rato; i.p) ou VEI (200puL NaCl/rato; i.p.) no
comportamento do tipo-depressivo em grupos de ratos diabéticos ou NGL. Os animais foram
avaliados no teste modificado de nado forgcado quanto & contagem média de comportamentos de
imobilidade, escalada e nado. NGL — Normoglicémico; DBT — Diabético. Todos os valores sao
expressos com média mais SEM (n=10). #p<0,05 quando comparado ao grupo controle NGL. Teste t
de student. *p<0,05 quando comparado ao grupo DBT+VEI. ANOVA de uma via seguida do teste
posthoc de Bonferroni.

FONTE: O autor (2023)
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46 O TRATAMENTO COM MAR2 NAO FOI CAPAZ DE REVERTER A
HIPERGLICEMIA E BAIXO GANHO DE PESO EM ANIMAIS DIABETICOS POR
STZ

Conforme observado na Tabela 1, o teste t de Student mostrou diferenga
quando NGL+VEI é comparado a ratos DBT+VEI quando glicemia [t=54,89, df=2;
p<0,05] e ganho de peso [t=7,112, df=18; p<0,001] foram avaliados. No entanto, o
tratamento com MaR2 nao foi capaz de reverter estes parametros em animais com

diabetes induzido por STZ.

TABELA 1 - EFEITO DA MaR2 SOBRE PESO E GLICEMIA DE RATOS DIABETICOS INDUZIDOS
POR STZ

Condicao/Tratamento Glicemia (mg/dL) Ganho de Peso (g)
NGL+VEI 120,115,800 114,0+8,450
DBT+VEI 481,1+3,100# 19,20+£10,31#

DBT+MaR2 1ng 492,7+12,35 14,90+7,130
DBT+MaR2 3ng 520,8+31,45 7,800+6,931
DBT+MaR2 10ng 477,618,833 24,50+14,63

NOTA: Efeito do tratamento com MaR2 (1, 3 e 10 ng/rato; i.p) ou VEI (200uL NaCl/rato; i.p.) na
glicemia, ganho de peso. Todos os valores sdo expressos com média mais SEM (n=10) animais por
grupo). #p<0,05 quando comparado ao grupo controle NGL. NGL — Normoglicémico; DBT —
Diabético; VEI- Veiculo. Teste t bicaudal ndo pareado.

FONTE: O autor (2023)
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5 DISCUSSAO

O principal achado deste estudo foi a demonstracéo do efeito cumulativo de
administracdes intercaladas de MaR2 na alodinia mecéanica e ho comportamento do
tipo-ansioso em ratos com diabetes experimental induzido por STZ, sem prejudicar o
comportamento locomotor.

O diabetes induzido por STZ é um modelo amplamente adotado para simular o
diabetes tipo 1 e suas complicacdes correspondentes. Este modelo € capaz de
replicar varias caracteristicas essenciais da doenca, como a ocorréncia de
hiperglicemia, reducdo no ganho de peso, sensibilidade a dor mecénica, aumento do
apetite, diminuicdo na atividade locomotora e manifestacbes comportamentais do tipo-
depressivo e ansioso, como amplamente documentado na literatura cientifica
(Furman, 2021). Vale ressaltar que os ratos diabéticos consistentemente apresentam
uma significativa diminui¢do em seu limiar mecénico aproximadamente duas semanas
apos a inducéo do diabetes, mantendo essa reducdo até a quarta semana, quando
atingem o menor limiar mecanico registrado. Por sua vez, comportamentos com tracos
ansiosos se tornam mais proeminentes na quarta semana apos a administracdo de
STZ (de Moraes et al., 2014; da Silva Dias et al., 2016), onde s&o corroboradas ndo
apenas por nossas proprias descobertas laboratoriais (Goncalves et al., 2022;
Gasparin et al., 2021; Chaves et al., 2021).

E valido mencionar, no entanto, que os tracos depressivos observados no
nosso experimento divergem dos resultados esperados e descritos na literatura.
Todos os estudos avaliados para a execucado desse projeto concluiram que a partir da
guarta semana os animais DBT sofrem alteragbes comportamentais associadas a
depresséao. O resultado esperado € que esse grupo controle exiba um comportamento
do tipo-depressivo mais pronunciado do que o grupo NGL, demonstrando um aumento
na frequéncia de imobilidade e uma reducéo na frequéncia de escaladas e natacéo
(Chaves et al., 2021; da Silva Dias et al., 2016; Waltrick et al., 2022), o que nao foi
observado nesse protocolo. O resultado intrigante poderia ser sugestivo de eventos
aleatérios que garantiram certas variagdes individuais, visto que o erro padréo da
meédia dos animais tratados com veiculo se manteve alto, podendo nao contribuir para
a geragcao de resultados uniformes. Dessa forma, a nao mimetizagdo do
comportamento do tipo-depressivo poderia estar associado a disperséo de dados de

cada animal, podendo influenciar a interpretacéo dos resultados.
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Quanto a atenuagcdo da alodinia mecéanica no modelo de STZ, a MaR2
apresentou um efeito antinociceptivo, o que € evidenciado por outros estudos de
modelos de dor cronica. Esses resultados demonstraram que as MaR1 e 2 reduziram
a atividade microglial, atenuando significativamente a alodinia e hiperalgesia
mecanica, inclusive durante varios dias, em modelos de inflamacéo crénica (Gao et
al., 2018; Teixeira-Santos et al., 2023; Lopes et al., 2023). O mecanismo da resolucéo
da inflamacdo pela MaR2 é validado pela propria familia de SPMs, que ja
demonstraram resultados efetivos em outros modelos de dor neuropética,
apresentando um mesmo tipo de acdo. A administracéo intratecal de Resolvina 1 e
MaR1 reduziram significativamente a hipersensibilidade a dor mecéanica e térmica,
apos lesado por constricdo crénica no nervo ciatico, atraves da regulacdo negativa de
citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias (Xu, Berta e Ji, 2012; Wei et al., 2022). O
mesmo foi observado durante a administracdo de Protectina 1 no nervo ciatico,
evitando o desenvolvimento da alodinia mecéanica (Xu et al., 2013). O tratamento com
Lipoxina A4 também produziu reducdes marcantes na dor mecanica, microgliose e
citocinas proé-inflamatorias em modelos de hemisseccdo de medula espinhal (Martini
et al., 2016; Ji, 2023).

No que diz respeito ao comportamento do tipo-ansioso, 0 tratamento com
MaR2 é sugestivo de efeitos ansioliticos, o que € corroborado pelos estudos de Leéo
e colaboradores em 2022, com a Resolvina D5, outro mediador lipidico pré resolutivo,
em ratos diabéticos. Por sua vez, quanto ao comportamento do tipo depressivo a
MaR2 ndo demonstrou efeitos atenuantes, sugerindo uma auséncia do efeito
antidepressivo.

E possivel inferir que a ndo atenuacéo do comportamento do tipo-depressivo
pela MaR2, portanto, pode estar muito mais relacionada a ndo manifestagdo do
comportamento pelo grupo controle VEI, do que pela ndo atenuagdo do
comportamento pelo SPM. Leéo et al., 2022 j4 foi capaz de verificar a atenuacdo de
comportamentos do tipo depressivo utilizando a Resolvina D5. Além disso, Shi et al.,
2023, observou que a MaR1 melhorou os comportamentos do tipo-depressivo atraves
da inibicdo de vias de sinalizagcéo de citocinas e modificacdo de expresséo de genes
do hipocampo, em modelos de dor induzida por lipopolissacarideos em camundongos.
Portanto, a repeticdo dos experimentos poderia ser uma alternativa viavel para a

visualizacéo de novos resultados de atenuacao do comportamento do tipo-depressivo.
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6 CONCLUSOES

Os resultados experimentais indicam que a inducdo do diabetes por STZ nos
animais, é capaz de provocar aumento de sensibilidade a dor mecanica e
comportamentos de natureza ansiosa, mas ndo demonstram sinais de comportamento
depressivo. Além disso, observou-se que o tratamento com MaR2 foi eficaz em
aumentar o limiar mecéanico, sem afetar negativamente a atividade locomotora, e em
reduzir o comportamento ansioso, mas nao teve impacto sobre o comportamento
depressivo. Portanto, sdo necessarios estudos adicionais para aprofundar nossa
compreensao dos mecanismos subjacentes aos efeitos antinociceptivos e ansioliticos,
bem como para esclarecer o desenvolvimento do comportamento depressivo. Ainda,
a capacidade da MaR2 em reduzir os niveis de citocinas pro-inflamatorias, como TNF
alfa, IL-1 e IL-6, sera avaliada futuramente em amostras de tecido retiradas dos

animais, como cortex, medula e hipocampo.
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7 LIMITACOES

Esse estudo possui algumas limitacdes. Primeiramente os experimentos in vivo
foram realizados somente em ratos machos. Alguns estudos ja demonstraram que a
microglia de machos e fémeas desempenha papeis diferentes nas mudancas na
resposta imune (Liu et al, 2019). Além disso, manter o tratamento por mais dias, alterar
0 protocolo de tratamento ou até mesmo realizar o tratamento com outras dosagens,
poderia ser Util para a visualizagcdo de novos resultados. Por fim, ainda seria
importante fazer a dosagem de citocinas, por método de ELISA, de forma a avaliar o
papel da MaR2 no controle da inflamag&o.
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