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RESUMO

Estudos recentes tem mostrado uma relagio do diabetes meilitus (IDM) com o
posterior desenvolvimento do transtorno depressivo maior (TDM), nesse
cendrio, toma-se importante novas medidas que promovam a prevengio € o
controle dessas duas enfermidades. O objetivo deste estudo foi avaliar os
efcitos dos antioxidantes N-acetilcisteina (NAC) e desferroxamina (DFQ)
sobre 0 comportamento do tipo depressivo e alteragdes fisiologicas, além de
parimetros de estresse oxidativo € proteinas relacionadas a cascatas de
sobrevivéncia e sinalizagio intracelular em um modelo animal de DM.
Inicialmente, os animais foram divididos em 6 grupos: 1) diabético + salina;
2) diabético + NAC; 3) diabético + DFOQ; 4) ndo-diabético + salina; 5) ndo-
diabético + NAC; e 6) ndo-diabético + DFO e apés, sofreram 2 indugiio do
diabetes por meio da administragéio de aloxano {150mgkg LP.). O tratamento
foi realizado com os antioxidantes NAC ¢ DFO durante 14 dias apés a
indugdo do diabetes. Nos ultimos trés dias de experimento, os animais foram
submetidos aos testes comportamentais: campo aberto e nado forgado. Apés
a (ltima tarefa comportamental, os animais sofreram eutanisia por
decapitagio ¢ o pancreas, bem como as estruturas cerebrais: cértex pré-
frontal (CPF), hipocampo, amigdala e niicleo accumbens foram retirados para
as andlises bioquimicas. Observou-se que os ratos diabéticos apresentaram
comportamento do tipo depressivo se comparados ao grupo controle, € a
administragio de NAC reverten esse comportamento. Adicionalmente, os
niveis de proteinas carbonilas foram aumentados em CPF, hipocampo e
péncreas de ratos diabéticos e tanto a NAC quanto a DFO reverteram estas
alteragdes. Danos oxidativo aos lipideos também foram aumentados em CPF,
hipocampo, amigdala e pincreas de animais diabéticos. No entanto, o
tratamento com NAC e DFO reverteu somente danos lipidicos em hipocampo
e pincreas. A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) encontrou-se
diminuida na amigdala, micleo accumbens e pancreas de ratos diabéticos.
Além disso, houve uma diminui¢do da atividade da enzima catalase (CAT)
em CPF, amigdala, nGcleo accumbens e pancreas. Por outre lado, houve um
aumento dessa atividade em hipocampo de animais diabéticos. O tratamento
com os antioxidantes nio teve efeito sobre a atividade de SOD e CAT. Foi
também avaliado o imunoconteddo das vias da proteina cinase dependente de
AMPc (PKA), proteina cinase dependente de calcio (PKC), proteinas cinases
c-Jun NH2-terminal (JNK), proteina cinase ativada por mitdgeno (MAPK) da
familia p38 (p38MAPK) e do fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF), entretanto, os antioxidantes conseguiram reverier somente
alteragbes significativas no imunoconteide de BDNF e JNK. Houve uma
diminui¢&o do imunoconteiido de BDNF em hipacampo do grupo de animais



diabéticos e a administragiio de DFO reverteu essa diminuicio, Por outro
lado, o imunoconteddo de JNK encontrou-se aumentado na amigdala dos
animais diabéticos e o tratamento com NAC revericu esse aumento. Porém,
os antioxidantes n#o conseguiram reverter alteragBes significativas no
imunoconteido de PKA, PKC e p38MAPK. Em conjunto, estes resultados
sugerem que o tratamento com NAC e DFQ possa ser uma esiratégia
terapéutica para o comportamento do tipo depressivo em ratos com DM.

Palavras-chave: Antioxidantes; diabetes mellitus; estresse oxidativo;
sinalizagfo celular; transtomo depressivo maior.



ABSTRACT

Recent studies have shown a relationship between diabetes mellitus (DM)
and the development of major depressive disorder (MDD). In this scenario is
important new measures to promote the prevention and control of these
diseases. This study aimed to evaluate the effects of the antioxidants N-
acetylcysteine (NAC) and deferoxamine (DFX) on depressive-like behavior,
physiological alterations, oxidative stress parameters and changes in the
immune consent of proteins related to survival intracellular signaling
cascades in a DM animal model. Initially, the animals were divided into 6
groups: 1) diabetic + saline; 2) diabetic + NAC; 3) diabetic + DFX; 4) non-
diabetic + saline; 5) non-diabetic + NAC; 6) non-diabetic + DFX and
thereafter, have suffered induction of diabetes by administration of alloxan
(150mgkg I.P.) The treatment was performed with the antioxidants NAC and
DEX during 14 days, stating one day after diabetes induction. On the last
three days of treatment the animals were subjected to behavioral tests open
field and forced swimming tests. After the last behavioral test, animals were
killed by decapitation and the pancreas, and the brain structures prefrontal
cortex (PFC), hippocampus, amygdala, and nucleus accumbens were
withdrawn for biochemical analysis. It was observed that diabetic rats
displayed a depressive-like behavior when compared with the control group;
and the NAC ftreatment did reverse this behavior. Additionally protein
carbonyl levels were increased in CPF, hippocampus and pancreas of diabetic
rats and both NAC and DFOQ treatments reversed these changes. Oxidative
damage to lipids was also increased in PFC, hippocampus, amygdala, and
pancreas; however, treatment with NAC or DFX reversed lipid damage only
in hippocampus and pancreas. Superoxide dismutase (SOD) enzyme’s
activity was found decreased in amygdala, nucleus accumbens, and pancreas
of diabetic rats. Also there was a decrease in catalase (CAT) enzyme activity
in PFC, amygdala, nucleus accumbens, and pancreas, but an increase in the
hippocampus. Treatment with antioxidants did not produce an effect on the
activity of SOD and CAT. It was also analyzed the immunocontent of cAMP-
dependent protein kinase (PKA) pathways, calcium-dependent protein kinase
(PKC), c-Jun N-terminal kinases (JNK), p38 mitogen-activated protein
kinases (p38MAPK) and brain-derived neurotrophic fator (BDNF). However
the antioxidants managed reversed only significant changes in the
immunocontent of BDNF and pathways of JNK. There was a decrease
hippocampal BDNF’s immunocontent in the diabetic group of animals and
the DFO treatment has reversed this effect. However, immunocontent of JNK
was increased in the amygdala of diabetic group and the NAC treatment
reversed this. Taken together, these results suggest that treatment with NAC



and DFO could be an effective treatment strategy for depressive-like
behavior in rats with DM.

Keywords: Antioxidants; cell signaling; diabetes melitus; major depressive
disorder; oxidative stress.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Mecanismo unificado de dano celular induzido pela hiperglicemia.

............................................................................................................... 39
Figura 2 - Proteinas cinases ativadas por mitégeno. .........c...co.............41
Figura 3 - Desenho experimental do estudo. ..........ocovueeeeverereeceenrinnnne. 48
Figura 4 - Medigfio dos niveis de ghicose. .o....oooceeeiveonireiieeccecenees 52
Figura 5 - Mediglio de peso. ..ot 53
Figura 6 - Avaliagfio da atividade locomotora espontinea................... 54
Figura 7 - Avaliagdo do temmpo de imobilidade no teste de nado forgado.......
............................................................................................................... 55
Figura 8 - Avaliaciio de niveis de proteinas carbonilas. ..............cieevees 57
Figura 9 - Avalia¢iio de niveis de TBARS ..o 58
Figura 10 - Avaliagfio da atividade da superéxido dismutase (SOD).... 59
Figura 11 - Avaliagdo da atividade da catalase (CAT).....cccoceuieeecernannee 60
Figura 12 - Niveis do imunoconteido da proteina INK. ....................... 62
Figura 13 - Niveis do imunoconteido da proteina p38 MAPK............. 63
Figura 14 - Niveis do imunocontetido da proteina PKA. ..................... 64
Figura 15 - Niveis do imunocontetido da proteina PKC. ..................... 65

Figura 16 - Niveis do imunoconteiido de BDNF............c.oocovvecereeenencnne. 66



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACTH — Horménio Adrenocorticotréfico (do inglés adrenocorticotropic
hormone)

AGEs —Produto Finais de Glicagio Avangada (do inglés advanced glyeation
end-products)

AMPc - Monofosfato ciclico de adenosina (do inglés cyclic adenosine
monophosphate)

AVC — Acidente Vascular Cerebral

BDNF — Fator neurotréfico derivado do cérebro (do inglés brain-derived
neurotrophic fator)

BSA — Albumina bovina sérica

CaMK II - a Cilcio-calmodulina cinase II (do inglés calcium/calmodulin-
dependent protein kinase II)

CAT — Catalase

CPF — Cortex Pré-frontal

CREB — Proteina de ligagio-clemento de resposta do AMPc (do inglés
cAMP response element-binding protein)

DAG - Diacilglicerol

DFO — Desferroxamina

DM - Diabetes Mellitus

DM]1 - Diabetes Mellitus tipo 1

DM2 - Diabetes Mellitus tipo 2

DNA — Acido desoxirribonucleico (do inglés deoxyribonucleic acid)
ERK - Cinase regulada por sinal extracelular {do inglés extracellular signal-
regulated kinases)

ERO - Espécies reativas de oxigénio

GAPDI - Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase (do inglés glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase)

GLUT1 — Transportadores de Glicose 1 (do inglés glucose transporter 1)
GLUT?2 - Transportadores de Glicose 2 {do inglés glucose transporter 2)
HPA - Hipotilamo-Hipofise-Adrenal (do inglés hypothalamic—pituitary—
adrenal)



IFN-a — Interferon-a

IL-18 — Interleucina-1 beta

11.-6 — Interleucina-6

JNK - Proteinas cinases c-Jun NH2-tetminal (do inglés ¢-Jun N-
terminal kinases)

MAPK - Proteina cinase ativada por mitégeno (do inglés mitogen-
activated protein kinases)

MDA - Malondialdeido

NAC — N-acetilcisteina

NAc —Nucleo Accumbens

NADH - Dinucleétido de nicotinamida e adenina (do inglés
nicotinamide adenine dinucleotide)

NADPH — Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (do inglés
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase)

NFkB — Fator nuclear kappa B (do inglés nuclear factor kappa B)
NO — Oxido Nitrico (do inglés nitric oxide)

PARP - Poli ADP-Ribose Polimerase (do inglés poly ADP-ribose
polymerase)

PKA- Proteina cinase dependente do AMPc (do inglés cAMP-dependent
protein kinase)

PKC - Proteina cinase dependente de célcio (do inglés calcium-
dependent protein)

p3BMAFPK ~ MAPK da familia p38 (do inglés p38 mitogen-activated
protein kinases)

SNC — Sistema Nervoso Central

SNP - Sistema Nervoso Periférico

SOD - Superéxido Dismutase

SPSS — Pacote estatistico para a ciéncia social (do inglés Statistical
Package for the Social Science)

TBARS — Espécies reativas ao icido tiobarbitdrico (do inglés
Thiobarbituric acid reactive substances)

TDM — Transtorno depressivo maior

TNF-u — Fator de necrose tumoral- o (do inglés tumoral necrosis fator-

@)



SUMARIOQ

1 INTRODUCAO 33
L1 DIABETES MELLITUS.....ocueoimieeteetceseeere e ceeeee e reeeereseneen 33
1.2 DIABETES E DEPRESSAO .......oooucovvetecceeeveeeee e eeeeeeseeeneene 35
1.3 ALTERAGOES NEUROQUIMICAS ...t 36
1.4 ANTIOXIDANTES .......ootiiemecenetstiisieceeecoeeesersseesrossesesssssenen 43
1.5 MODELO ANIMAL DE DIABETES ......co.oeeeveeceeeeeere oo 44
1.6 JUSTIFECATIVA......oieieeeeecemrrtees ettt rssasssmsmsms et aenns 45
2 OBJETIVOS 46
2.1 OBJETIVO GERAL ....oo.eeeteeeecieiieteeeeeeeceeareaseerasseeesarnn 46
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ccomovvvvoeecrveeeee e eeeeeeeer e, 46
3 MATERIAIS E METODOS 47
B ANIMAIS. e cs st ettt e eese s ee e eaes s esmsmeme e s sens 47
3.2 INDUCAO DE DIABETES POR ALOXANO ..., 47
3.3 DESENHO EXPERIMENTAL — TRATAMENTO .......................47
3.4 TESTES COMPORTAMENTAIS.........oooeicerieeereeeeeeeeeererereen 48
3.4.1 Teste do campo aberto 49
342 Te,ste do nado fer¢ado 49
3.5 ANALISES BIOQUIMICAS ........ovoeoteecceeeres e eeeeee s, 49
3.5.1 Mensuraciio da glicemia 49
3.5.2 Avaliacfio de pardmetros de estresse oxidative em cérebro de
roedores 50
3.5.2.1 AMOSHAS CETEDIRIS ..o rerereev et et seesee e anes 50
3.5.2.2 Medida de dano oxidativo a Hpideos.........coooeeeeveeeeevereeeenn, 50
3.5.2.3 Medida de dano oxidativo a proteinas..............ococeccvvrvvesrennn. 50
3.5.2.4 Atividade de SOD € CAT eeoeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 50
3.5.2.5 Dosagem de proteings .......cocoeevereeceererieieeeeeeeeeeceresveseceesrens 51
3.5.3 Quantificacdo de proteinas por Western blotting ...........cuesnn.. 51
3.5.4 Anadlises estatisticas 51
4 RESULTADOS 52
AL GLICEMIA ...t sere e vt sse e e e vnveseesessen et s s e sessens 52
4.2 PESO

4.3 TAREFAS COMPORTAMENTAIS

4.3.1 Teste do campo aberto 53
4.3.2 Teste de Nado Forcado 54
44 AVALIACAO DOS PARAMETROS DE ESTRESSE
OXIDATIVO...... covooveirieieieemmnrnnn e sesnisnssssssisssas e e senonsecsssssessssesss 55
4.5 IMUNOCONTEUDO DE PROTEINAS ..........ovoorereeeeereeesereoeen.. 60
5 DISCUSSAQ 67

6 CONCLUSOES 7




REFERENCIAS 76
ANEXO 93
ANEXO A - PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS 94




33

1 INTRODUCAO
1.1 DIABETES MELLITUS

O diabetes mellitus (DM) € uma sindrome metabélica de etiologia
multipla, decorrente da falta de insulina e/ou da incapacidade da insulina
de exercer adequadamente seus efeitos, ocasionando a hiperglicemia
(American Diabetes Association, 1998). O DM pode ser dividido em
dois grandes grupos: o DM tipo 1 (DM1) é resultado da destruigio das
c€lulas-beta pancredticas, levando A deficiéncia absoluta de insulina,
podendo ser autoimune e corresponde a cerca de 10 % do total de casos
de DM. O segundo grupo, DM tipo 2 (DM2), caracteriza-se pela
resisténcia  efou  deficiéncia a  insulina, correspondendo
aproximadamente a 90 % dos casos de DM {dmerican Diabetes
Association, 2013).

Estima-se que o DM atinja mais de 200 milhSes de individuos em
todo munde ¢ calcula-se que até 2030, cerca de 552 milhdes de
individuos scjam afetados (Wild et al, 2004). De acordo com a
Organizacdio Mundial da Saide, somente no Brasil, no ano 2000,
aproximadamente 4,5 milh@es de pessoas foram diagnosticadas com
DM e a estimativa para 2030, € de que 11 milhdes de pessoas scjam
atingidas por essa enfermidade. Como o DM acarreta uma série de
complicagdes, a mortalidade devido a essa doenca também & bastante
elevada. De fato, somente em 2011, houve 4,6 milhdes de mortes em
decorréncia do DM (International Diabetes Federation, 2012).

Para a realizaciio do diagnéstico do DM, adota-se critérios a partir das
Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (2009), as quais incluem:
a) Excessiva vontade de tomar dgua (polidipsia), aumento do volume
urindrio {politiria) e perda de peso em pouco tempo (perda ponderal)
acrescidos de glicemia casual acima de 200 mg/dL (compreende-se por
glicemia causal aquela realizada em qualquer hora do dia,
independentemente do intervalo entre as refeigdes); b) glicemia em
jejum igual ou superior a 126 mg/dL (em casos de variacdes, 0 exame
deve ser repetido no dia seguinte); e c) glicemia de 2 horas, pos-
sobrecarga de 75 g de glicose (o paciente deve apresentar os niveis de
glicose acima de 200 mg/dL).

O DM atualmente € umna das principais causas de incapacitagio para o
trabalho, devido a diversas comorbidades que estio associadas a esta
doenga. Dentre as mais comuns estio a retinopatia diabética,
aterosclerose que pode levar a um acidente vascular cerebral (AVC) ou
a um ataque cardiaco, neuropatia diabética e nefropatia diabética, bem
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como ¢ a principal causa de amputagdes niio trauméticas dos membros
inferiores (Schaan, 2003; Groop et al, 2005; American Diabetes
Association, 2013). Pesquisas mostram que ¢ portador de DM tem de 2-
4 vezes mais possibilidades de desenvolver doengas cardiacas ou um
AVC (Nathan et al., 2005). Adicionalmente, a hipertensfio esti presente
em até 75 % dos casos, a retinopatia é responsavel por 12-24.000 novos
casos de perda de visdo a cada ano e a nefropatia pode afetar até 40 %
dos diabéticos {American Diabetes Association, 1998; Centers for
Disease Control and Prevention, 2007).

Evidéncias epidemiolégicas mostram uma associagio do DM com um
risco aumentado para o desenvolvimento de cinceres, como de figado,
pancreas ¢ endométrio, devido a hiperglicemia (Chowdhury, 2010).
Outras comorbidades associadas a0 DM sdo os transtornos mentais,
principalmente a ansiedade ¢ o transtorno depressive maior (TDM) (Lin
et al., 2008; Ceretta et al., 2012a; dos Santos et al., 2014). Em uma
revisdo sistematica, observou-se que os sintomas elevados de ansiedade
estavam presentes em-40 % dos pacientes com DM (Grigsby et al,,
2002). Em outro estudo com a mesma metodologia, foi visto que a
prevaléncia da depressiio em pacientes diabéticos pode atingir até 60,5
% (Moreira et al., 2003).

No presente estudo, focou-se no DM, ja que o modelo animal sera
induzido ac diabetes por aloxano e representara as caracteristicas deste
tipo de deenga, que resulta da destruigio autoimune das células-beta
pancreaticas (American Diabetes Association, 2013). Os principais
marcadores imunologicos do comprometimento pancreitico sdo os
anticorpos anti-ilhota, anti-insulina e anti-glutmato descarboxilse € estio
presentes no sangue de 90 % dos pacientes na ocasido do diagnéstico. O
DM1 ocorre habitualmente em criangas e adolescentes, mas pode
manifestar-se também em aduitos, geralmente de forma mais insidiosa
{Musselman et al., 2003). Pacientes com esse tipo de diabetes
necessariamente dependem da administragio de insulina exdégena. E
uma relagio comprovada entre controle inadequade da hiperglicemia e o
tempo de evolugio do DMI, com a assim chamada doenca
microvascular, caracterizada por retinopatia, nefropatia e neuropatia
diabética (Fraguas et al_, 2009).

Muitos estudos vém sendo desenvolvidos na tentativa de melherar a
qualidade de vida dos pacientes diabéticos, visto que, os agentes
terapéuticos tém normalmente baixa eficicia e diversos efeitos colaterais
(Arent et al., 2012; Ceretta et al., 2012a; Ceretta et al 2012b). De tal
modo, devido 3 alta prevaléncia do DM e suas projecdes futuras, ha
necessidade de mais estudos sobre essa doenga, em relagfio aos aspectos
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epidemiologicos, fisiopatolégicos, de diagnéstico precoce e de
tratamento (Cheng, 2005).

1.2 DIABETES E DEPRESSAO

Virios trabalhos mostram que ha uma alta prevaléncia de transtornos
depressivos em pacientes diabéticos (Lin et al., 2008; Ceretta et al.,
2012a; Dhavale et al., 2013). Lustman et al. (1997) evidenciaram que a
depressiio associada ao diabetes tende a ser recorrente ao longo dos
anos. Bernard et al. (2006) apontaram uma prevaléncia de 7.8-12 % do
TDM e de sintomas depressivos em pacientes diabéticos. Em uma meta-
anilise que confirmou uma associagho entre diabetes ¢ depressdo
diretamente, os autores chegaram as seguintes conclusdes: 1) o DM
duplica o risco de depressdo; 2) um em cada trés pacientes diabéticos
tem depressdo; 3) a prevaléncia de depressdo varia sistematicamente em
funcdo do instrumento ¢ da amostra utilizada; 4) mulheres diabéticas
apresentam maior risco de depressdo do que os homens coma mesma
condigdo; e 5) ndo houve diferenca na prevaléncia de depressdo entre o
DM tipo 1 e 2 (Anderson et al., 2001).

A depressdo esta diretamente correlacionada com a baixa adesdo ao
tratamento, ao controle glicémico inadequado, maiores complicagdes
decorrentes da doenga, redugio da qualidade de vida e aumento da
mortalidade, bem como ha um aumento da atividade adrenérgica, que
resulta em aumento do cortisol sanguineo e consequentemente eleva o
estresse neste paciente (Egede et al., 2005; Collins et al., 2009; Schram
et al, 2009). Individuos diabéticos necessitam modificar habitos
alimentares e aderir a esquemas terapéuticos restritivos, tais como
aplicagies regulares de insulina e monitorizagio glicémica didria. Bem
como, estes pacientes podem desenvolver sérias complicagdes
decorrentes do DM e todas essas varidveis poderiam repercutir no estado
de humor dos pacientes diabéticos (Moreira et al., 2003). Além disso,
muitos pacientes ndo tém o TDM diagnosticado, o que dificulta ainda
mais na aderéncia, pois niio recebem tratamento adequado e apresentam
mais dificuldades em se envolver em atividades fisicas, combater os
pensamentos pessimistas ¢ aderir & medicagio Um estudo demonstrou
que aproximadamente 45 % dos pacientes diabéticos tiveram depressio
sem diagnostico, o que dificultou inicialmente o tratamento adequado
destes individuos (Li et al., 2009).

Um estudo longitudinal em que se acompanhou pacientes diabéticos
que tinham como comorbidade a depressio mostrou que mais de 40 %
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desses pacientes desenvolveram o TDM apbs um periodo de dois anos
{(Bot et al., 2010). Esse mesmo estudo caracterizou a ansiedade nesses
pacientes como um fator preditivo para o inicio do TDM durante os 2
anos seguintes. Qutro estudo avaliou os riscos da ansiedade e da
depressio e foi visto que 0 comportamento ansioso nfo provocou risco
para o controle metabdlico ¢ auxiliou na aderéncia ao tratamento, por
outro lado, o comportamento depressivo trouxe uma pior adaptacfio
psicolégica do paciente frente a doenca, como também piorou o controle
metabdlico desses pacientes. Esses resultados reforgam o quanto de
prejuize significativo os pacientes diabéticos depressivos tem na
associacio dessas duas comorbidades (Gois et al., 2004).

Em uma meta-analise, Kan et al. (2013) descreveram que a depressiio
pode estar presente em uma fase pré-diabética, pois individuos apenas
com resisténcia a insulina e sem diabetes apresentaram sintomas
depressivos. Pode-se perceber neste fato que a insulina é um fator
importante para o desencadeamento dos sintomas depressivos. Nesse
contexto, outro estudo mostrou que ratas induzidas ao diabetes
por estreptozocina  apresentaram niveis de triptofano e serotonina
diminuidos no cérebro e quando tratadas com insulina esses niveis
foram regularizados (Manjarrez-Gutierrez et al., 2000). Em outro
trabalho, foi observado que ratas induzidas ao diabetes tiveram niveis do
horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e de corticosterona elevados e o
tratamento com insulina reverteu esse quadro (Chan et al,, 2001). Estes
dados revelam o papel crucial da insulina no sistema nervoso central
{SNC).

Publicagdes atuais apontam também uma prevaléncia de diabetes entre
individuos com esquizofrenia e transtornos afetivos. Ha também uma
relacdo de resisténcia a insulina, diabetes e sindromes metabélicas com
psicoses ¢ transtomos afetivos (Regenold et al., 2002; Bauer et al,
2011). O diagndstico e o tratamento do TDM em pacientes diabéticos
tornam-se imprescindiveis para a melhora da qualidade de vida, visto
que a depressdo estd associada ao aumento da glicemia e o tratamento
desse transtomo poderia levar a um aumento ne nbmero de pacientes
com controle glicémico adequado (Lustman et al., 2000}.

1.3 ALTERACOES NEUROQUIMICAS

Sabe-se que a hipoinsulinemia ¢ a hiperglicemia causam efeitos
deletérios ao SNC, provocando estresse oxidativo, modificacio na
expressio de proteinas entre muitas outras alteragBes bioquimicas. Tais
modificaces podem desencadear diversas comorbidades em pacientes
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diabéticos, incluindo o TDM (Ross, 1999; Mangarifios et al., 2000; Jung
etal,, 2010; Ceretta et al., 2012b).

Enquanto outros 6rgdos do corpo sdo capazes de utilizar outros
substratos energéticos, o cérebro utiliza primordialmente a glicose. Por
essa razio, a barreira hematoencefilica é rica em transportadores de
glicose 1 (GLUT1), e mais de 99 % da glicose captada sio utilizadas
pelos neurbnios e por células da glia. Assim, a eficicia e continuas
demandas metabélicas do cérebro tomam-se excepcionalmente
susceptiveis a flutuagSes na concentragiio de glicose do nosso corpo
{Whitmer, 2007).

O «cérebro apresenta niveis relativamente baixos de defesas
antioxidantes e alto teor lipidico, principalmente de #cidos graxos
insaturados e catecolaminas, que sio altamente suscetiveis ao ataque de
espécies reativas de oxigénio (ERO) (da Silva Haeser et al., 2007).
Considerando-se que a hiperglicemia induz um aumento na produgio de
ERO em cérebro, figado, pincreas e células endoteliais da aorta, entre
outros (Rocha et al., 2006). Com isso, a hiperglicemia constante no
individuo diabético pode colaborar para a indugio de estresse oxidativo.

O estresse oxidativo € um estado de desequilibrio entre a produgiio de
ERO e a capacidade antioxidante endégena (Yoshihiro, 2003),
resultando em danos a  biomoléculas, incluindo  Acido
desoxirribonucleico (DNA), proteinas e lipideos. Pesquisas mostram um
aumento da carbonilagio de proteinas em tecidos renais e da
peroxidagdo lipidica em figado, plasma e hipocampo de ratos
submetidos a modelos experimentais de DM (Szkudelski, 2001; Wayhs
et al, 2010; Chang et al, 2011). O estresse oxidativo pode causar
prejuizos irreversiveis 4s células, podendo induzir morte celular
(Halliwell e Gutteridge, 1999). Seu papel como determinante principal
do inicio ¢ da progressdo das complicagées associadas a0 DM tem sido
alvo de grande interesse (Rocha et al., 2006; Ceretta et al., 2012a; Shaw
et al., 2014). Mecanismos bioquimicos tém sido propostos para explicar
as anormalidades estruturais ¢ funcionais associadas com a exposigdio
prolongada dos tecidos 4 hiperglicemia com indicios de que a
capacidade antioxidante endégena esteja prejudicada nos individuos
diabéticos, dificultando a remogiio dos radicais livres (Santini et al.,
1997).

Existem estratégias celulares de defesa contra as ERO que incluem
antioxidantes enzimdticos ¢ nio enziméticos. Estas sio encarregadas de
metabolizar ou neutralizar as ERO (Lesuy, 2002), assim como reparar os
danos oxidativos em tecidos. As defesas enziméticas incluem as
enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) (Amer et al.,
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2011). Estudos demonstraram um aumento da atividade da CAT ¢ da
SOD em figado de animais diabéticos (Beauquis et al., 2010). Além
disso, a superexpressdo dessas duas enzimas exerceu um efeito protetor
em 6rgdos de animais com neuropatia diabética (Forbes et al., 2008).
Outro estude mostrou um aumento da atividade da CAT também em
hipocampo de animais induzidos ao diabetes e com comportamento do
tipo depressivo (Ceretta et al., 2012b).

Estudos demonstraram que a hiperglicemia tem como consequéncia
uma elevada produgdio de &nion superdxido por meio de diferentes
mecanismos (Ceriello, 2006; da Silva Haeser et al., 2007; Ceretta et al.,
2012b). Contudo alteragbes na cadeia de transporte de elétrons parecem
ser o primeiro evento chave na ativagio de outras vias envolvidas nas
complicagGes do DM por ocasionar o aumento da atividade da enzima
aldose redutase, da ativagdo da proteina cinase C (PKC), da formacio de
produtos avancados da glicosilagio ndo-enzimitica (AGEs) e da
atividade da via das hexosaminas, o que tem como consequéncia
unificada o mecanismo de lesdo celular (Reis et al., 2008).

Na via dos polidis, em que a glicose é convertida a sorbitol, que €
posteriormente oxidado a frutose, 0 aumento de ERO em decorréncia da
hiperglicemia reduz os niveis de 6xido nitrico (NO) ativando a aldose
redutase que € responsiavel pela conversio de glicose a sorbitol,
reduzindo fosfato de dinucledtido de nicotinamida € adenina (NADPH)
¢ glutationa. O sorbitol € convertido a frutose, aumentando a relagiio
dinucleotidec de nicotinamida e adenina (NADH:NADY), o que
aumentaria a sintese de diacilglicerol (DAG), principal ativador
fisioldgico da PKC, induzindo as comorbidades associadas &
hiperglicemia (Darley-Usmar et al., 1995; Schaan, 2003).

Um dos principais mecanismos patogénicos responsaveis pelos danos
celulares e teciduais relacionados ao estresse oxidative no DM envolve a
formagio de AGEs, os quais sfio lipideos ou proteinas que se tornam
glicados apds a exposicéo a aglicares oxidados e que atuam modificando
proteinas intracelulares relacionadas com a regulagio génica,
interferindo na sinalizagfio celular e ainda estimulando a produgo de
citocinas inflamatérias (Barbosa et al., 2009). A produgio aumentada de
EROQO em decorréncia da hiperglicemia parece ser o0 mecanismo comum
em todas as cé€lulas lesadas, sendo essa hipétese capaz de unificar todas
as vias. Assim, a hiperglicemia ocasiona o aumento da atividade da poli
ADP-ribose polimerase (PARP), enzima envolvida no reparo de danos
ao DNA, e consequentemente, a diminuigio da atividade do
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH), responsavel pela
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metabolizagfio final da glicose, ativando as vias dos polidis, AGEs,
PKC, NF«B e hexosaminas (Brownlee, 2005) (Figural).

A formagio de ERO e a diminuicio de defesas antioxidantes
provocadas pela hiperglicemia trazem prejuizos ao SNC. Em modelos
animais de diabetes, foram descritas alteragdes como o aumento da
reatividade de astrocitos hipocmpais, plasticidade sindptica deficiente,
alteragbes vasculares, diminuicdo da complexidade dendritica,
neurotransmisséo prejudicada e perda de memoria (Magarifios et al.,
2000; Jung et al., 2010). Todos esses danos estio correlacionados
também ao TDM, o que enfatiza a relaglio entre a hiperglicemia ¢ o
posterior desenvolvimento da depressio (Darley-Usmar et al., 1995;

Magarifios et al., 2000; Schaan, 2003; Brownlee, 2005; Jung et al,
2010).

[ T olicose ]
v

hiperglicemia.
ERO= espécies reativas de oxigénio; PARP= poli-ADP-ribose polimerase;
GAPDH= gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; AGEs= produtos avangados

da glicosilacio nfo-enzimatica; PKC= proteina cinase C; NFxB = fator nuclear
Kb.

Fonte: adaptada de Reis et al. (2008).
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Em funcéo da hiperglicemia e consequentemente do estresse oxidativo
no diabético, podem ser desencadeados processos inflamatérios que
podem induzir sintomas depressivos € também provocara alteragdes em
vias de sinalizagiio como a JNK, PKA, PKC, p38MAPK ¢ BDNF, A
inflamagio e a associaglio de citocinas pré-inflamatérias causadas pela
hiperglicemia podem aumentar os riscos para o desenvolvimento do
TDM (Ross, 1999). Pois, as citocinas pro-inflamatorias exercem efeitos
fisiolGgicos quando exacerbadas, tais como a interleucina-1 (IL-1), TL-6
¢ o fator de necrose tumoral-a (TNF-0) que sdo geradas em fungio da
hiperglicemia ¢ induzem comportamentos de fadiga, anorexia,
diminuigdo da atividade psicomotora, alteragGes cognitivas ¢ diminuigio
da higiene pessoal (Lasselin e Capuron, 2014), todos sintomas sdo
caracteristicos do TDM (American Psychiatric Association, 2014).

Todas essas alteragdes atingirdio principalmente a via de sinalizagfio da
proteina cinase ativada por mitogeno (MAPK), que esta diretamente
envolvida nas duas comorbidades estudadas (Salticl ¢ Kahn, 2001;
Taylor et al., 2005). Os elementos centrais nessa via sdo uma familia de
proteina-serina/treonina cinases chamadas MAPK, que sdo ativadas em
resposta a uma variedade de fatores de crescimento e outras moléculas
sinalizadoras (Taxman et al., 2011), As formas melhor caracterizadas de
MAPK pertencem & familia ERK (cinase regulada por sinal
extracelular). A atuagio da ERK desempenha um papel central na
sinalizago da proliferagéio e diferenciagdio celular induzida por fatores
de crescimento (Taxman et al., 2011). Além dos membros da familia
ERK, ha as cinases JNK (proteinas cinases c-Jun NH2-terminal) e
p38MAPK (proteinas cinases p38MAPK), que sdo preferencialmente
ativadas em resposta a citocinas inflamatérias e estresse celular.
Diferentemente da via ERK, essas vias levam a inflamagio € morte
celular (figura 2) (Taxman et al., 2011). Um estudo avaliando o estresse
agudo mostrou que houve ativagiio das vias INK e ERK em estriado,
hipocampo, amigdala e CPF de ratos apds serem submetidos a 15
minutos do teste nado forgado. Além disso, a via p38MAPK, quando
avaliada, mostrou uma pequena ativagio somente em hipocampo,
estrutura essa, que estd mais relacionada com os sintomas depressivos
(Shen et al., 2004).
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Figura 2 - Proteinas cinases ativadas por mitégeno.

(MAPKs) implicadas na proliferagdo, diferenciacio celular, inflamagio e
apoptose.

Fonte: adaptada de Steckert (2014).

A glicose exerce o importante papel de ativar a entrada de calcio no
espaco intracelular, que consecutivamente ativa vérias proteinas cinases
em c€lulas B pancredticas, incluindo a proteina cinase A (PKA), a
Calcio-Calmodulina cinase II (CaMKII), a PKC e a ERK 1/2 (Wenham
et al., 1994; Briaud et al., 2003). A glicose, em situagdes de homeostase,
auxilia nessa mesma mediagido também no SNC, exercendo um papel
parecido com os antidepressivos quando agem nessas vias (Taylor et al.,
2005). Essas proteinas cinases fosforilam a proteina de ligagio-elemento
de resposta do AMPc (CREB), a qual, aumenta a expressdo de genes
como o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), que regula a
diferenciacio neuronal tanto no SNC como na periferia, além de
plasticidade sindptica e apoptose (Reichardt, 2006; Yoshii, 2010).
Estudos encontraram niveis de BDNF diminuidos em hipocampo de
animais com resisténcia a insulina, bem como reducdo de niveis séricos
de BDNF em humanos com diabetes (Fujinami et al., 2008; Gémez-
Pinilla, 2008). Também foi observado ainda, reducfio dos niveis desse
fator neurotréfico no plasma, soro e em cérebro em estudos com animais
e em humanos com depressdo (De Foubert et al., 2004; Karege et al.,
2008; Kozisek et al., 2008) mostrando assim que a resisténcia & insulina
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e a hiperglicemia podem contribuir para o aparecimento de sintomas
depressivos.

A PKA estd funcionalmente envolvida na fisiologia do cérebro, na
sintese e liberag#o de neurotransmissores, expressio de genes, atividade
de canais i6nicos, plasticidade sinaptica, memdria, diferenciagio e
sobrevivéncia celular {Duman, 2002; Gould e Manji, 2002). Além disso,
auxilia no transporte de glicose para dentro das células e mostrou-se
necessaria para sobrevivéncia das células § (Costes et al., 2006). Foi
visto que o aumento da atividade da PKA diminuiu a resisténcia a
insulina em DM2 (Kaihara et al., 2014). Em um estudo com cérebros
post-mortem pacientes depressivos vitimas de suicidio apresentaram
uma diminui¢dio da atividade da PKA no CPF (Dwivedi et al., 2002).

A PKC ¢é uma proteina cinase serina-trecnina ativada principalmente
por DAG em fun¢iio da hiperglicemia. Sabe-se que metabdlitos
secundarios da glicose, como AGEs e oxidantes, podem também ativar a
via referida (Schaan, 2003). Sugere-se que esta ativagdo possa ser o
mecanismo comum pelo qual miltiplos coprodutos da glicose exercem
seus efeitos colaterais, j&4 que a via DAG-PKC esta envolvida na
transdugéo de sinais, regulagfio da permeabilidade vascular, proliferagio
celular, angiogénese, agdo de citocinas, entre outras alteraces descritas
no DM (Reis et al., 2008). Por outro lado, no TDM, a atividade da PKC
mostra-se controversa. [Uma pesquisa mostrou um aumento da atividade
da PKC em plaquetas de pacientes deprimidos (Pandey et al., 1998) ¢
que a administragio crdnica de antidepressivos diminuiu a atividade da
PKC em cdrtex cerebral e hipocampo de ratos com comportamento do
tipo depressivo (Mann et al., 1995; Chen et al., 1999). Em outra
pesquisa, foram verificadas alteragBes na expressio da PKC em
plaquetas de pacientes bipolares, mas ndo de unipolares (Pandey et al.,
2002). Entretanto, estudos constataram uma diminuigdo da PKC em
cérebros de pacientes depressivos vitimas de suwicidio, sugerindo que
essa proteina esteja associada a fisiopatologia de comportamentos
suicidas (Pandey et al., 2003; 2004).

O DM tem grandes fatores bioldgicos que interferem na qualidade de
vida dos pacientes. O estresse oxidativo, a inflamagfio, alteragdes na
expressdo de proteinas e a apoptose, levam a progressio de doengas
associadas ao diabetes, bem como podem levar ao desenvolvimento do
TDM. Portanto, medidas que previnam o avango dos complicadores
supracitados podem representar uma importante estratégia para
prevengéo € controle do TDM em pacientes com DM1.
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1.4 ANTIOXIDANTES

Fatores que atenuem o estresse oxidativo ou cascatas que levam a
inflamagio podem ser alvos muito promissores para o tratamento de
doengas ligadas a estas condigBes como obesidade, DM, transtornos
depressivos em geral e doengas cardiovasculares. Diversos estudos
avaliam a eficicia de agentes anti-inflamatérios, bem como
antjoxidantes nessas doengas (Francés et al., 2010; Garcia-Bailo et al.,
2011). Por isso, utilizou-se, neste estudo dois antioxidantes, a
desferroxamina (DFO) e a N-acetilcisteina (NAC).

O antioxidante DFO promove a excregio de ferro e aluminio através
da urina e das fezes, reduzindo assim os depésitos patolégicos de ferro
¢ou de aluminio nos érgdos (Mesilato de desferroxamina, 2015). Sabe-
se que o excesso de ferro pode acumular nas células-p pancredticas e
provocar a resisténcia a insulina (Cangado, 2007). O principal
mecanismo de toxicidade do ferro estd relacionado com sua forma de
ferro livre. Este atua como catalisador de reagdes oxidativas e
consequente sintese de radicais superoxidos e radicais hidroxilas. A
conversio do superdxido em peréxido de hidrogénio pela SOD causa
peroxidacdo de lipideos da membrana de diversas organelas
citoplasmiticas, como mitocondrias e microssomos com consequente
dano celular, fibrose reativa, esclerose, problemas cardfacos e hepéticos,
sendo que os dois filtimos também estdio presentes no DM (Esposito et
al., 2003; Pootrakul et al, 2004). Um estudo mostrou que a DFQ
atenuou a produgio de radical hidroxila e preveniu apoptose devido a
redugdo da proteina apoptética Bax e dos niveis de citocromo ¢. O
tratamento com insulina ou DFO preveniu a produgio de ERO pelo
diabetes (Francés et al., 2011).

Estudos anteriores mostraram que o aumento nos niveis de ferro no
SNC em ratos estd associado ao estresse oxidativo (Dal-Pizzol et al.,
2001; Jiang et al., 2006) levando 3 degeneracdio e morte de neurdnios
dopaminérgicos, o que pode ser revertido por aplicagdes de DFQ (J iang
et al, 2006). Foi visto também, que a DFQ diminui consideravelmente a
peroxidacdo lipidica ¢ a disfingio mitocondrial em cérebros de ratos
(Park et al., 2006),

O antioxidante NAC tem como mecanismo de agdo proteger a célula
contra a degeneragiio, ja que € um precursor da glutationa (antioxidante
endogeno que protege as células contra o estresse oxidativo) (De Flora
et al., 1991). O uso da NAC repde as reservas de glutationa no figado e
nos rins, o que auxilia diretamente no tratamento das comorbidades
relacionadas ao diabetes, j& que esses drglios sofrem danos pela agio de
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ERQ no decorrer dessa doenga {Abul-Ezz et al., 1991). Tem sido
sugerido também que pela sua aglio antioxidante a NAC conduz a
prevengio da resposta inflamatéria iniciada pelo dano oxidative (Maes
et al.,, 2011). Gibson et al. (2011) mostraram que a NAC reduziu a
trombose em pacientes diabéticos, sugerindo, que tais efeitos ocomram
devido a um aumento da capacidade antioxidante em plaquetas, como
resultado dos niveis elevados de glutationa. Foi visto também que a agdo
combinada de NAC e¢ DFO produziu um aumento das atividades
antioxidantes em CPF, amigdala e hipocampo de ratos submetidos ao
modelo de estresse crénico moderado (Arent et al., 2012).

1.5 MODELO ANIMAL DE DIABETES

Dentre os diferentes modelos experimentais de diabetes encontra-se a
aplicagfio de aloxano cuja injecfio intravenosa destrdi seletivamente as
células B-pancredticas, que, por sua vez, sdo captadas rapidamente pelos
transportadores de glicose (GLUT2) e causando formacic de radicais
livres ap6s uma série de reagies que culminam com a lesdo celular
(Malaisse et al., 1982; Lenzen, 2008). O aloxano properciona discreta
reducio glicémica cerca de 30 minutos apds sua injecfio, como resultado
de estimulagiio da secregdo de insulina e consequente aumento da
insulinemia (Lenzen, 2008). Contudo, apés 60 minutos da injegfo
ocorre  hiperglicemia decorrente de decréscimo da  insulinemia
persistindo nas proximas 4 horas, ocorrendo nessa fase as primeiras
alteracdes morfologicas das células B, como dilatagio do reticulo
endoplasmatico rugoso e das mitocSndrias, além de diminuigio do
complexo de Golgi, dos grénulos e do contetdo de insulina (Szkudelski,
2001) . No periodo de 4 a 8 horas, ocorre grande aumento da
insulinemia, como consequéncia de ruptura da membrana celular.
Posterior e permanentemente segue a hiperglicemia, que ocorre de
forma crescente entre 9 a 144 horas, estabilizando-se em seguida. Esta
fase é alcangada com a completa desgranulagio e perda de integridade
das células B, ocorrendo aumenio da presenga de macrofagos no
péncreas {Boquist, 1977; Szkudelki, 2001; Lenzen, 2008).

Estas breves alteragcies s3o de fundamental importincia para o
desenvolvimento do quadro diabético no animal que, em longo prazo,
incluem reducgio no peso, polifagia, polidipsia e alteragdes no sistera
imunolégico. Os avangos em pesquisas biomédicas estdio acoplados ao
desenvolvimento de modelos animais das doengas humanas. Como em
todas as condigdes clinicas, a aproximacgfo entre a doenga e as ages de
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medicamentos corretivos em animais de laboratorio e essencial para o
desenvolvimento de terapias eficazes (Lenzen, 2008).

Outros estudos relataram com sucesso a utilizagio de aloxanc para a
indugiio do DM. Ceretta et al. (2012b) induziram o DM em ratos e
observaramn que os animais com DM apresentaram estresse oxidativo e
disfungio mitocondrial. Lerco et al. (2003) também induziram o DM em
25 ratos e observaram a evolugfio clinica e bicquimica desses animais
por até 12 meses e perceberam que o aloxano produz, no rato, alteragbes
clinicas e laboratoriais caracteristicas de DM grave, as quais
possibilitam estudos a longo prazo do DM.

No presente trabalho o aloxano foi administrado por via
intraperitonial, seguindo o que relata a literatura existente (Szkudelki,
2001) produz nos animais diabetes, com o desenvolvimento de
alteragbes clinicas e laboratoriais, bem definidas, incluindo,
respectivamente, elevacio da ingestdo hidrica e da diurese, valores
glicémicos acima de 200 mg/dL. Desse modo, entende-se que o modelo
animal de diabetes induzido por aloxano encontra-se bem estabelecido ¢
validado e que permite 2 mimetizagiio da doenca para o estudo da
fisiopatologia e novos alvos terapéuticos.

1.6 JUSTIFICATIVA

A hiperglicemia pode gerar estresse oxidative, levando 2 inflamagio
celular que consequentemente acarreta danos as vias de sinalizagfio
intracelular e também diminui¢do de BDNF no SNC e na periferia. Bem
como, todas cssas alteragles podem levar os pacientes com DM a
desenvolver o TDM e, além disso, diversas outras fisiopatologias. Sendo
assim, o presente estudo investigou os efeitos do tratamento com
antioxidantes (NAC e DFO) sobre o comportamento, estresse oxidativo
e cascatas de sinalizagiio celular em ratos submetidos a um modelo
animal de diabetes.



46

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do tratamento com antioxidantes sobre o
comportamento, pardmetros de estresse oxidativo e cascatas de
sinalizag8o celular em estruturas cerebrais de ratos submetidos a um
modelo animal de diabetes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o tempo de imobilidade através do teste do nado forgado
em ratos Wistar submetidos ao modelo de diabetes induzido por aloxano
e tratados com NAC e DFO;

b) Avaliar a atividade motora e exploratéria através do teste do campo
aberto em ratos Wistar submetidos ao modelo de diabetes induzido por
aloxano e tratados com NAC e DFO;

¢) Avaliar o imunoconteido de BDNF, INK, p38MAPK, PKA e PKC,
em tecido cerebral (amigdala, CPF, niicleo accumbens e hipocampo) em
ratos Wistar submetidos ao modelo de diabetes induzido por aloxano e
tratados com NAC e DFQ;

d) Avaliar os niveis de espécies reativas ao 4acido tiobarbitirico
(TBARS), carbonilagio de proteinas e a atividade das enzimas
antioxidantes SOD ¢ CAT em tecido cerebral (amigdata, CPF, nicleo
accumbens ¢ hipocampo) e no pancreas de ratos Wistar submetidos ao
modelo de diabetes induzido por aloxano ¢ tratados com NAC e DFQ,
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3 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado dentro das diretrizes estabelecidas pelo
Conselho Nacicnal de Controle de Experimentaq.ao Animal (CONCEA)
para pesquisas utilizando animais. O projeto foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do
Extremo Sul Catarinense (Protocolo 81/2012) (anexo A). Todos os
cuidados foram adotados para evitar ou minimizar o sofrimento dos
animais durante os experimentos, além de minimizar o nimero de
animais.

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 110 ratos Wistar machos adultos pesando entre 250 ¢
350 g, considerando-se uma mortalidade de 20 % dos animais devido ao
diabetes (comportamento n=15; estresse oxidativo n=5 e western
blotting v=4). Os animais foram acondicionados em 5 por caixa, com
ciclo de claro e escuro de 12 horas (06:00 as 18:00), a uma temperatura
de 23 + 1° C e comida e dgua ad libitum, exceto no dia em que os
animais ficaram em jejum de 18 h antes da administragiio de aloxano,
para melhor absorgio do medicamento conforme determina o prtocolo
para indugéio de DM1 em animais.

3.2 INDUCAO DE DIABETES POR ALOXANO

O DM foi induzido nos animais por uma unica injecdo (150 mg/kg)
intraperitoneal (i.p.) de aloxano diluido em solugdo salina (0,9 % NaCl)
€ o grupo controle recebeu soluglio salina nas mesmas condicdes.
Ambos os grupos experimentais receberam injeciio de aloxano ou salina
apds um jejum de 18 h. O conteido de glicose no sangue foi
quantificado por kit comercial 48 h apés a indugio e também no
pentiltimo dia do experimento.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL — TRATAMENTO

No primeiro momento, os animais foram pesados e este procedimento
se repetiu no 7° e 15° dia do experimento ¢ um dia apds a indugiio de
diabetes, os animais diabéticos (aloxano) e os nfo-diabéticos (salina)
foram divididos em seis novos grupos experimentais: 1) diabético +
salina; 2) diabético + NAC (20 mg/kg); 3) diabético + DFO (20 mg/kg);
4) ndo-diabético + salina; 5) ndo-diabético + NAC (20 mg/kg); e 6) ndo-
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diabético + DFO (20 mg/kg) e seus niveis de glicose foram avaliados 48
h depois apés a injecdo de aloxano. A NAC foi administrado
subcutaneamente 3 vezes a0 dia (as 8 horas, as 13 horas € as 18 horas) e
a DFO foi administrado subcutancamente 1 vez a cada 3 dias (as 13 h} ¢,
nos 2 dias de intervalo entre as administragSes desse farmaco, foi
aplicada inje¢dio de salina no mesmo hordrio. No 14° ¢ 16° dia do
estudo, os mesmos animais foram submetidos aos testes
comportamentais (campo aberto e nado forgado). No 15° dia do
experimento, foi novamente realizada a mensuragio da glicemia de
todos os animais, como ocorreu no 3° dia do estudo. Logo depois do
uftimo comportamento, no 16° dia de experimento, houve a eutanasia
por decapitagio e o péncreas, bem como as estruturas cercbrais
amigdata, CPF, hipocampo ¢ micleo Accumbens que estdo envolvidas
no TDM foram retiradas para posteriores andlises bioquimicas (Higura
2).

i} Diabético + Seling {7.)

2} Disbitico + NAL {20me/ig; 301

3} Diabktics + DFO {20mgfky; SC 15 Mrima por grupo par Eomportamests
£} Mo dabético + Safira (LP.)

3} N dabétics + NAC (20mg/ 500

6l Wbodabético » OF [mg/kg: 5

12 dis 3¢ dia T dia 15t da
i P Mediglo glicosr Feso Awdicho ph P

Aplicalo AL ¢ DFO; 1d dizs
(2% dia atd 15 dia)

u L
1¢ dia RAC: 3 vezes a0 DFO:lveracadaigas 14T 15t dia 4 da
Indugio do diabetes (vionano) £ hotas 13 horas .

Sdc?etmllff! manc) irerss ubertineo] Tetedecampo Treonado  Testemado
. 1Ehoms ahertc forpada forpado
{subrutinec) u

Animars diabéficos [aloxaso; LP.)
Arimes ado dieeticos (safina; P

Figura 3 - Desenho experimental do estudo.
Fonte: elaborado pela autora.

3.4 TESTES COMPORTAMENTAIS
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3.4.1 Teste do campo aberto

A atividade locomotora foi medida usando a tarefa de habituagdo ao
campo aberto, executada em uma caixa de 40 x 60 cm, cercada por
paredes -de 50 cm de altura feitas de madeira compensada, com uma
parede de vidro frontal ¢ assoatho dividido em 9 retangulos iguais por
linhas pretas. Os animais (n = 15 por grupo) foram colocados
delicadamente no quadrante posterior esquerdo, para que explorassem a
arepa por 5 minutos, onde foram contados 0s cruzamentos entre as
linhas pretas (crossings) e a quantidade de vezes em que o rato ficou
apoiado nas patas traseiras a fim de explorar o ambiente (rearings). O
teste do campo aberto foi realizado no 13° dia apés o periodo inicial da
aplicagdo de NAC e DFOQ e no 14° dia ap6s a indugdio do diabetes. Este
teste foi aferido com o objetivo de avaliar a atividade locomotora
espontinea do animal para serem evitados resultados falso-positivos no
teste do nado forgado.

3.4.2 Teste do nado forgado

O teste do nado forgado € muito utilizado para investigar novos
farmacos antidepressivos, mas também, avaliar comportamentos do tipo
depressivo, como por exemplo: foi demonstrado que ratos diabéticos ou
que passaram por protocolo de estresse cronico aumentaram o tempo de
imobilidade nesse teste, sugerindo um comportamento tipo depressivo
(Ceretta et al., 2012c; Della et al., 2012).

Este teste consiste em dois dias de procedimentos no qual cada rato é
posto em um cilindro com dgua a 23° C, a 4gua deve ser suficiente para
o animal nio conseguir apoiar as patas no fundo. No 15° dia apés a
induglo do diabetes, os ratos (n = 15 por grupo) foram forcados a nadar
15 minutos e no 16° dia (24 horas apés o teste) cada animal foi
novamente for¢ado a nadar durante 5 minutos. Foram avaliados os
parimetros de imobilidade, nos quais incluem-se imobilidade total ou
movimentos para manter a cabega fora da 4gua sem intengio de escapar
(Porsolt et al., 1977).

3.5 ANALISES BIOQUIMICAS
3.5.1 Mensuracfio da glicemia

Os niveis de glicose total no sangue dos animais foram mensurados
por meio de kit comercial no 3° e no 15° dia de experimento. Para
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realizar esse procedimento, foi necessdrio furar uma vez a extremidade
da cauda do rato com vma agulha (13 x 0,45 mm) e colocar o sangue na
fita medidora de glicose. Para constatagfio de diabetes, os niveis séricos
de glicose deveriam ser superiores ou igual a 200 mg/kg (Lerco et al.,
2003; International Diabetes Federation, 2012).

3.5.2 AvaliacAo de parimeiros de estresse oxidativo em cérebro de
roedores

3.5.2.1 Amostras cerebrais

Apés o término das tarefas comportamentais, os animais foram
submetidos 4 eutanasia por decapitagiio, o cérebro foi dissecado em
CPF, hipocampo, amigdala ¢ micleo accumbens. Logo apds, a retirada
das estruturas cerebrais, o pancreas também foi removido. As amostras
foram rapidamente armazenadas a -80 °C até serem analisadas (r=35).

3.5.2.2 Medida de dano oxidativo a lipideos

Como indicio de peroxidagfo lipidica foi medido os niveis de
substincias reativas ao 4cido tiobarbitirico (TBARS) durante uma
reaciio acida aquecida, conforme previamente descrito por Draper e
Hadley (1990). As amostras obtidas foram misturadas com acido
tricloroacético 10 % e dcido tiobarbitirico 0,6 %, fervidas por 30
minutos e apds, a quantidade de TBARS foi determinada
espectrofotometricamente em comprimento de onda de 532 nm.

3.5.2.3 Medida de dano oxidativo a protefnas

O dano oxidativo em proteinas foi determinado pelo conteido de
grupos carbonila, conforme previamente descrito por Levine et al.
(1990). As amostras obtidas foram precipitadas e as proteinas
dissolvidas com dinitrofenilidrazine (DNPH). Os grupos carbonila
foram quantificados em espectrofotdmetro em comprimento de onda de
370 nm.

3.5.2.4 Atividade de SOD ¢ CAT
A atividade da SOD foi determinada pela inibigo da auto-oxidagio da

adrenalina e mensurada por espectrofotdmetro, conforme descrito por
Bannister e Calabrese (1987).
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A atividade da CAT foi determinada, por meio do espectrofotémetro,
pela andlise da taxa de decaimento da absorbancia do peréxido de
hidrogénio em 240 nm (Aebi, 1984).

3.5.2.5 Dosagem de proteinas

As proteinas totais foram determinadas pelo método de Lowry et al.
(1951} e a albumina bovina sérica (BSA) foi utilizada como padrio.

3.5.3 Quantificagiio de proteinas por Western blotting

Foram analisados em amostras de CPF, hipocampo, amigdala e o
nucleo accumbens o imunoconteddo das proteinas BDNF, JNK,
p3BMAPK, PKA e PKC. Para tal andlise, as proteinas foram isoladas
através de eletroforese em SDS-PAGE e transferidas para nitrocelulose
(Leal et al., 2002). As proteinas de interesse foram identificadas através
do uso de anticorpos especificos anti-BDNF, INK, p38MAPK, PKA e
PKC e quantificadas por densitometria das bandas (Leal et al., 2002,
2006). A revelagdo dos blottings foi realizada através de ECL (anticorpo
secunddrio ligado 4 peroxidase) e pela coloragiio usando NBT/BCIP
(anticorpo secundério ligado 4 fosfatase alcalina).

As densidades Opticas (DOs) das bandas foram quantificadas
utilizando-se o programa Image Lab®. Os niveis de imunoconteiidos de
BDNF, INK, p38MAPK, PKA ¢ PKC foram determinados pela razdo da
DO das bandas totais (n=4).

3.5.4 Analises estatisticas

Para os testes comportamentais, bioquimicos, medidas de peso e de
glicose a diferenga entre os grupos foi avaliada pela anilise de variancia
(ANOVA) de uma via. Quando os valores de F foram significativos,
comparagdes post hoc foram feitas pelo teste de Tukey. A significincia
estatistica fol considerada para valores de p < 0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 GLICEMIA

A glicose foi mensurada no 3° e 15° dia de experimento, por meio de
um kit comercial especifico. O resultado demonstrou hiperglicemia nos
animais (400-600 mg/dL) que receberam administracio de aloxano em
relagio ao controle (p < 0,05).
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g  Nio diabético + DFO
2 400 L
Z wDiabético
=
2300 ®Diabético + NAC
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100 -

0 -

Gilicose 3° dia Glicose 15°dia

Figura 4 - Medigao dos niveis de glicose.

No 3° e no 15° dia de experimento nos grupos: 1) ndo diabético + salina; 2) nio
diabético + NAC (20 mg/kg); 3) ndo diabético + DFC (20 mg/kg); 4) diabético
+ salina; 5) diabético + NAC (20 mg/kg); ¢ 6) diabético + DFCO (20 mg/kg).
Valores estiio expressos como médiaterro padrio da média (n = 15). * p <0,05
vs. ratos ndo diabéticos de acordo com o teste ANOVA de uma via, seguido
pelo teste post hoc de Tukey.

Fonte: elaborado pela autora.

4.2 PESO

A figura 5 apresenta o peso dos animais que foi medido no 1° dia
antes da injeglo de aloxanc e no 7° ¢ 15° dia de experimento. Observou-
se que no dia da aplicagio do aloxano todos o0s animais,
independentemente de grupos, tinham pesos semelhantes. A partir da
segunda medigo, notou-se uma significativa diminuigio de peso nos
grupos que receberam aloxano e desenvolveram hiperglicemia em
relagdo ao controle (p < 0,05).
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Figura 5 - Medigio de peso.

No 17, 7% ¢ 15° dia do experimento, dos grupos: 1) ndo diabético + salina; 2) nio
diabético + NAC (20 mg/kg); 3) ndo diabético + DFO (20 mg/kg); 4) diabético
+ salina; 5) diabético + NAC (20 mgikg); e 6) diabético + DFO (20 mg/kg).
Valores estdo expressos como médiaterro padrio da média (n = 15). * p <0,05
vs. ratos ndo diabéticos de acordo com o teste ANOVA de uma via, seguido
pelo teste post hoc de Tukey.

Fonte: etaborado pela autora.

4.3 TAREFAS COMPORTAMENTAIS
4.3.1 Teste do campo aberto

A Figura 6 representa a atividade locomotora espontinea no teste de
campo aberto. E como observa-se a Gnica alteragiio significativa foi uma
diminuigdo do cruzamento dos animais do grupo (diabéticos + DFO) em
relagdo com o controle (p < 0,05).
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Figura 6 - Avaliagiio da atividade locomotora espontinea.

Grupos: 1) nfo diabético + saling; 2) ndo diabético + NAC (20 mg/kg); 3) ndo
diabético + DFO (20 mg/kg); 4) diabético + salina; 5) diabético + NAC (20
mg/kg); e 6) diabético + DFO (20 mg/kg). Valores estio expressos como
médiaterro padriio da média (n = 15). * p <0,05 vs. ratos nfo diabéticos de
acordo com o teste ANOVA de uma via, seguido pelo teste post hoc de Tukey.
Fonte: elaborado pela autora.

4.3.2 Teste de Nado For¢ado

A Figura 7 representa o tempo de imobilidade do teste de nado
forcado, E como observa-se, houve alterag8es significativas em relagdo
aos grupos diabéticos e diabéticos + DFO em comparagio com o
controle (p <0,05), aumentando portanto o tempo de imobilidade desses
grupos. Também houve alteragdes significativas em relagio aos grupos
ndo-diabético + NAC, nio diabético + DFO e diabético + NAC,
diminuindo o tempo de imobilidade em relagdo ao grupo diabético (p <
0,001).
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Figura 7 - Avaliagio do tempe de imobilidade no teste de nado

forcado.

Grupos: 1} ndo diabético + salina; 2) ndo diabético + NAC (20 mg/kg); 3) ndo
diabético + DFO (20 mg/kg); 4) diabético + salina; 5) diabético + NAC (20
mg/kg); e 6) diabético + DFO (20 mg/kg). Valores estio expressos como
médiaterro padrao da média (n = 15). * p <0.05 vs. ratos nio diabéticos e # p
<0,05 versus ratos diabélicos de acordo com o teste ANOVA de uma via,
seguido pelo teste post hoc de Tukey.

Fonte: elaborado pela autora.

4.4 AVALIAGAO DOS PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO

Efeitos do modelo animal de diabetes ¢ o tratamento com os
antioxidantes NAC, DFO ou soro fisiologico sobre o estresse oxidativo
no tecido cerebral ¢ no péncreas de ratos adulios. Na figura 8, estio
representados os niveis da proteina carbonilada, que foram aumentados
no CPF de ratos diabéticos em comparagéio com ratos nio diabéticos. O
tratamento com NAC em ratos diabéticos e ndo diabéticos diminuin os
niveis desse parimetro em CPF em comparagiio com ratos diabéticos, ja
o tratamento com DFO diminuiu os niveis de proteina carbonilada
apenas no CPF de ratos diabéticos (p < 0,05). Os niveis de proteina
carbonilada em hipocampo foram elevadas em ratos diabéticos, bem
como, o tratamento com NAC e DFO reverteu os danos da oxidagiio de
proteinas carboniladas em hipocampo (p < 0,05). No niicleo accumbens,
o tratamento com DFO em ratos diabéticos reduziu os niveis de proteina
carbonilada, em comparagio com ratos diabéticos tratados com solugio
salina (p < 0,05). Na amigdala, ndo foram enconiradas alteragdes em
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qualquer um dos grupos {p < 0,05). No pancreas, foi observado um
aumento nos niveis de proteina carbonilada em ratos diabéticos, em
comparagio com ratos ndo diabéticos. Porém o tratamento com NAC ¢
DFQ provocou diminuigio dos niveis de proteina carbonila em ambos
os grupos (p < 0,05).

Na figura 9, os niveis de TBARS foram aumentados no CPF de ratos
diabéticos em comparagio com ratos ndo diabéticos, ¢ o tratamento com
NAC reduziu os niveis de TBARS da CPF de ratos ndo diabéticos,
comparativamente com os ratos diabéticos (p < 0,05). No hipecampo de
ratos diabéticos, houve um aumento nos niveis de TBARS, mas o
tratamento com NAC e DFO foi capaz de reverter esta alteracio (p <
0,05). A amigdala dos ratos diabéticos também apresentou vm aumento
nos niveis de TBARS, porém, o tratamento com NAC e DFO reduziu os
niveis de TBARS apenas em ratos ndo diabéticos (p < 0,05). Néo houve
alteragiio nos niveis de TBARS no niicleo accumbens (p < 0,05). E no
péncreas, os niveis de TBARS foram aumentados nos ratos diabéticos,
comparativamente com os ratos nfo diabéticos e o tratamento com NAC
e DFO reverteu essa alteragfio em ratos diabéticos e reduziu também os
niveis de TBARS em ratos nio diabéticos (p < 0,05).

Na figura 10 mostra a atividade da SOD. Fssa enzima foi diminuida
no CPF de ratos diabéticos tratados com DFO, em comparagiio com
ratos diabéticos tratados com salina (p < 0,05). No hipocampo, nio
houve alteragio da SOD em nenhum grupo (p > 0,05). No nicleo
accumbens, a atividade da SOD foi diminuida somente em ratos
diabéticos (p < 0,05). E no péncreas, houve uma diminui¢io da
atividade da SOD em ratos diabéticos em relago aos ndo diabéticos, no
entanto, o tratamento com NAC ou DFQ ndo foi capaz de reverter esta
alteragdo (p > 0,05). Entretanto, o tratamento com NAC aumentou a
atividade da SOD no pincreas em ratos nfio diabéticos, em comparacéo
com ratos diabéticos (p < 0,05).

Na figura 11 mostra a atividade enzimatica da CAT. Essa enzima foi
diminuida no CPF em todos os grupos de ratos diabéticos em
comparagio com os ratos ndo diabéticos tratados com salina e
aumentados em ratos ndo diabéticos tratados com NAC ou DFO
comparado com diabéticos tratados com salina (p < 0,05). No
hipocampo a atividade da CAT foi aumentada em ratos diabéticos em
comparagio com o controle nio diabético. Ja o tratamento com NAC ¢
DFEO nos ratos nio diabéticos e diabéticos tratados com DFO, diminuiu
a atividade da CAT quando comparado com os ratos diabéticos tratados
com salina (p < 0,05). Na amigdala houve uma diminui¢&o na atividade
da CAT em ratos diabéticos tratados com salina, porém o tratamento
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com NAC ou DFO nio alterou a atividade da CAT (p > 0,05). No
niicleo accumbens a atividade da CAT foi reduzida em ratos diabéticos,
bem como em ratos diabéticos tratados com DFQ, em comparagiio com
ratos nfo diabéticos tratados com salina (p < 0,05). E no péncreas, uma
redugio na atividade de CAT em ratos diabéticos em comparagiio com
ratos néo diabéticos foi observada. Em ratos niio diabéticos tratados com
NAC ou DFO, um aumento na atividade da CAT foi encontrado no
péncreas, em comparago com ratos diabéticos (p < 0,05).
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Figura 8 - Avaliagiio de niveis de proteinas carbonilas.

Em CPF, hipocampo, amigdala, nicleo accumbens (NAc) e péncreas, dos
grupos: 1) ndo diabético + salina; 2) ndo diabético + NAC (20 mg/kg); 3) ndo
diabético + DFO (20 mg/kg); 4) diabético + salina; 5) diabético + NAC (20
mg/kg); e 6} diabético + DFO (20 mg/kg). Valores estio expressos como
médiaterro padiio da média (n = 5). * p <0,05 vs. ratos néio diabéticos ¢ # p
<0,05 vs. ratos diabéticos de acordo com o teste ANOVA de uma via, seguido
pelo teste post hoc de Tukey.

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 9 - Avaliagfio de niveis de TBARS
Em CPF, hipocampo, amigdala, nicleo accumbens e péncreas, dos grupos: 1)
ndio diabético + salina; 2) n&o diabético + NAC (20 mg/kg); 3) ndo diabético +
DFO (20 mg/kg), 4) diabético + salina; 5) diabético + NAC (20 mg/kg); € 6)
diabético + DFO (20 mg/kg). Valores estfio expressos como médiaterro padrio
da média (n = 3). * p <0,05 vs. ratos ndo diabéticos ¢ # p <0,05 vs. ratos
diabéticos de acordo com o teste ANOVA de uma via, seguido pelo teste post
koc de Tukey.
Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 10 - Avaliagfio da atividade da superéxide dismutase (SOD)
Em CPF, hipocampo, amigdala, ndicleo accumbens e pancreas, dos grupos: 1)
néo diabético + salina; 2) ndo diabético + NAC (20 mg/kg); 3) ndo diabético +
DFO (20 mg/kg); 4) diabético + salina; 5) diabético + NAC (20 mg/kg); ¢ 6)
diabético + DFQ (20 mg/kg). Valores estio expressos como médiaterro padrio
da média (n = 5). * p <0,05 vs. ratos niio diabéticos e # p <0,05 vs. ratos
diabéticos de acordo com o teste ANOVA de uma via, seguido pelo teste post
hoc de Tukey.
Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 11 - Avaliagio da atividade da catalase (CAT)

Em CPF, hipocampo, amigdala, nicleo accumbens e pancreas, dos grupos: 1)
ndo diabético + salina; 2) ndo diabético + NAC (20 mg/kg); 3) ndo diabético +
DFO (20 mg/kg); 4) diabético + salina; 5) diabético + NAC (20 mg/kg); e 6)
diabético + DFOQ (20 mg/kg). Valores estdo expressos como médiaterro padrio
da média (n = 5). * p <0,05 vs. ratos ndo diabéticos ¢ # p <0,05 vs. ratos
diabéticos de acordo com o teste ANOVA de uma via, seguido pelo teste post
hoc de Tukey.

Fonte: elaborado pela autora.

4,5 IMUNOQOCONTEUDO DE PROTEINAS

A Figura 12 e 13 ilustra os efeitos do tratamento com NAC ou DFG
em modelo animal de diabetes induzido por aloxano no imunoconteido
das proteinas JNK e p38MAPK. no cérebro de ratos. O imunoconteiido
de INK foi diminuido no CPF de ratos ndo diabéticos com a
administragdo da DFO quando comparados com ratos diabéticos, ¢ este
mesmo imunoconteddo foi aumentado em CPF dos ratos diabéticos
quando comparado com o controle (p <0,001). No hipocampo nZo
houve alteragdes significativas do imunoconteido de INK (7 < 0,05).
Na amigdala dos ratos diabéticos, o imunoconteiido de JNK foi
aumentado quando comparada com o controle, € o tratamento com NAC
reduziu o imunocontetido, quando comparado com 05 ratos diabéticos (p
< (,05). O imunocontetido de JNK no niicleo accumbens foi diminuido
em ratos nio diabéticos tratados com DFO quando comparados com o
controle. E aumentado em ratos diabéticos tratados com DFQ, quando
comparados com o controle e com os ratos diabéticos (p <0,001).
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O imunocontetido de p38MAPK foi demonstrada na figura 13.
Quando comparado com o grupo controle no CPF o imunocontetdo de
P38MAPK foi diminuido nos grupos de ratos diabéticos e nfio diabéticos
que tiveram a administragio de NAC. O imunocontetido de p38MAPK
foi diminuido também em ratos diabéticos e niio diabéticos tratados com
DFO em comparagio com o controle. E quando comparados com os
ratos diabéticos, os ratos diabéticos tratados com DFQO tiveram um
imunocontelido diminuido de p38MAPK (p <0,001). Ndo foi visto
alteragBes significativas no imunoconteiido de p38MAPK no hipocampo
{p < 0,05) e na amigdala (p < 0,05). J4, no niicleo accumbens dos ratos
diabéticos e ndo-diabéticos tratados com DFO e NAC, quando
comparados com o grupo controle, houve uma diminuicio do
imunocontetido de p38MAPK em todos esses grupos (p <0,001).

Nas Figuras 14 ¢ 15 estio ilustrados os efcitos do tratamento com
NAC ou DFO em modelo animal de diabetes induzido por aloxano no
imunocontetide das proteinas PKA e PKC em tecido cerebral. Na figura
13, observou-se uma diminuicio do imunoconteiido da PKA em CPF
dos ratos nfio diabéticos tratados com DFOQ, quando comparados com os
grupos controle e diabéticos (p = 0,001). Nio houve alteracdes
significativas no imunoconteddo de PKA no hipocampo (p < 0,05). O
imunocontetido da PKA na amigdala dos ratos diabéticos e diabéticos
tratados com NAC aumentou quando comparado com o grupo controle;
ja, os ratos nfio diabéticos tratados com NAC ou DFOQ tiveram uma
diminui¢io desse imunoconteiido, quando comparados com os grupos
diabéticos (p <0,001). Quando avaliado o imunocontendo da PKA no
nucleo accumbens, houve apenas aumento do imunoconteido da PKA
de ratos diabéticos tratados com NAC (p = 0,001).

Na figura 15 estd demonstrado o imunoconteido da PKC. O
imunoconteido da PKC no CPF, aumentou apenas em ratos ndo
diabéticos tratados com NAC, quando comparado com o grupo
diabético (p < 0,05). Em estruturas cerebrais como o hipocampo e
nicleo accumbens niio houve diferencas significativas entre os grupos (p
< 0,05 e p < 0,05). E na amigdala, o imunoconteiido da PKC dimintiu
apenas em ratos ndo diabéticos tratados com DFO em comparagio com
ratos diabéticos (p < 0,05). ,

A Figura 16 ilustra os efeitos do tratamemto com NAC ou DFQ emum
modelo animal de diabetes induzido por aloxano ne imunocontendo de
BDNF em tecido cerebral de ratos. No CPF, houve uma diminuigdo do
imunocontetido do BDNF no grupo ndo diabético tratado com DFO,
quando comparado com o controle (p < 0,05). No hipocampo, houve
reducio do imunoconteido de BDNF nos grupos diabéticos e nio
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diabéticos tratados com NAC em comparaciio ao grupo controle. E em
comparagio ao grupo diabético, o grupo de ndo diabéticos tratados com
NAC ou DFO aumentou este imunoconteiido (P <0,001), assim como o
grupo diabético tratado com DFQO. Na avaliagdio do imunocontetido do
BDNF na amigdala, houve aumento significativo apenas em ratos nfio
diabéticos tratados com DFO, em comparagio com os diabéticos (p <
0,05). No nuacleo accumbens, o imunocontetdo do BDNF foi aumentado
unicamente em ratos diabéticos tratados com DFO, quando comparados
aos diabéticos (p < 0,05).
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Figura 12 - Niveis do imunoconteiido da proteina JNK.

Em CPF, hipocampo, amigdala e niicleo accumbens, dos grupos: 1) ndo

diabético + salina; 2)nfo diabético + NAC (20 mg/kg); 3) ndio diabético + DFO

(20 mg/kg); 4)diabético + salina; 5) diabético + NAC (20 mg/kg); ¢ 6) diabético

+ DFO (20 mg/kg). Valores estiio expressos como médiaterro padrio da média

(n=4). * p <0,05 vs. ratos ndo diabéticos ¢ # p <0,05 vs. ratos diabéticos de

acordo com o teste ANOVA de uma via, seguido pelo teste post hoc de Tukey.

Fonte: elaborado pela autora.

CPF Hipocampo Amigdala
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Figura 13 - Niveis do imunoconteido da proteina p38 MAPK.

Em CPF, hipocampo, amigdala ¢ niicleo accumbens , dos grupos: 1) ndo
diabético + salina; 2)ndio diabético + NAC (20 mg/kg); 3) ndo diabético + DFO
(20 mg/kg); 4)diabético + salina; 5) diabético + NAC (20 mg/kg); ¢ 6) diabético
+ DFO (20 mg/kg). Valores estiio expressos como médiaterro padrio da média
(n = 4). * p <0,05 vs. ratos ndo diabéticos e # p <0,05 vs. ratos diabéticos de
acordo com o teste ANOVA de uma via, seguido pelo teste post hoc de Tukey,
Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 14 - Niveis do imunoconteido da proteina PKA.
Em CPF, hipocampo, amigdala ¢ nacleo accumbens, dos grupos: 1) ndo
diabético + salina; 2)nfio diabético + NAC (20 mg/kg); 3) ndo diabético + DFQ
(20 mg/kg); 4)diabético + salina; 5) diabético + NAC (20 mg/kg); ¢ 6) diabético
+ DFO (20 mg/kg). Valores estfio expressos como médiaterro padrio da média
(n=4). * p <0,05 vs. ratos n#io diabéticos e # p <0,05 vs. ratos diabéticos de

acordo com o teste ANOVA de uma via, seguido pelo teste post hoc de Tukey.
Fonte: elaborado pela autora,
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Figura 15 - Niveis do imunoconteddo da proteina PKC.

Em CPF, hipocampe, amigdala e nicleo accumbens, dos grupos: 1) ndo
diabetico + salina; 2)ndo diabético + NAC (20 mg/kg); 3) ndo diabético + DFO
(20 mg/kg); 4)diabético + salina; 5) diabético + NAC (20 mg/kg): e 6) diabético
+ DFO (20 mg/kg). Valores estdo expressos como médiaterro padrio da média
(n=4). * p <0,05 vs. ratos niio diabéticos e # p <0,05 vs. ratos diabéticos de
acordo com o teste ANOVA de uina via, seguido pelo teste post hoc de Tukey.

Fonte: claborado pela autora.
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Figura 16 - Niveis do imunoconteiido de BDNF.

Em CPF, hipocampo, amigdala e micleo accumbens, dos grupos: 1) ndo
diabético + salina; 2)nio diabético + NAC (20 mg/kg); 3) ndo diabético + DFO
(20 mg/kg); 4)diabético + salina; 5) diabético + NAC (20 mg/kg); e 6) diabético
+ DFO (20 mg/kg). Valores estiio expressos como médiaterro padrio da média
(n = 4), * p <0,05 vs. ratos ndo diabéticos e # p <0,05 vs. ratos diabéticos de
acordo com o teste ANOVA de uma via, seguido pelo teste post hoc de Tukey.
Fonte: elaborado pela autora.

CPF Hipocampo

Os resultados obtidos nos testes comportamentais e nos parimetros de
estresse oxidativo foram publicados na revista Diabetes/Metabolism
Research and Reviews (DOI: 10.1002/dmrr.2732). Os resultados da
expressio de proteinas foram submetidos a revista Acta Daibetologica.
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5 DISCUSSAO

O TDM e ¢ DM séo enfermidades extremamente prevalentes em todo
o mundo (Wild et al., 2004; Dhavale et al., 2013), quando atuam
separadamente causam dificuldades para os individuos acometidos pelas
mesmas, porém os problemas aumemntam quando ambos incidem o
mesmo individuo, Pois, em fungio do TDM existe maior risco de um
tratamento inadequado ou o paciente pode apresentar maior resisténcia
ao tratamento, como também, existe maior afastamento do trabalho, a
vida social fica empobrecida, outras doengas graves podem surgir ¢
prejudicar significativamente a qualidade de vida do individuo ¢ em
casos mais graves lava-lo a morte precoce (Egede et al., 2005; Collins et
al., 2009; Schram et al., 2009). Por isso, torna-se relevante o estudo do
modelo animal de DM induzido pelo aloxano que representa o quadro
diabético dependente de insulina, bem consolidado na literatura
(Szkudelki, 2001; Lenzen, 2008). Bem como a avaliagio de um
posterior desenvolvimento do TDM apés a induciio do DM e também a
agfio de novos alvos terapéuticos capazes de serem correlacionados com
a insulina que podem melhorar a qualidade de vida do paciente diabético
com ou sem TDM.

No referido estudo, foi constatado o diabetes nos animais tanto no 3°
dia, quanto no 15° dia, apis a administragiio de aloxano, constatou-se
ainda que a NAC ¢ a DFO nio reduziram os niveis de glicose sanguinea
dos animais diabéticos. O peso dos animais diabéticos também sofreu
alteragiio. No 7° e no 15° dia de experimento, os animais tiveram seus
pesos reduzidos significativamente. Além disso, os ratos diabéticos
demonstraram um comportamento tipo depressivo, sem alteragdes
significativas na atividade locomotora. Friguas et al. (2008) citam que
um dos sintomas de depressdo mais comuns relacionados ao diabetes & a
perda de peso.

A depressio induzida pelo DM tem sido constatada em diversos
trabalhos com animais & humanos (Goméz et al., 2003; Ceretta 2012a;
Dhavale et al., 2013). Wayhs et al. (2010) induziram o diabetes em
ratos ¢ também constataram um maior tempo de imobilidade dos
animais diabéticos em ralagio aos controles. Outro estedo, com
pacientes diabéticos dependentes de insulina, demonstrou uma maior
prevaléncia de transtomos depressivos e ideagio suicida (Ceretta,
2012a).

Para o tratamento no presente estudo, foram utilizados dois
antioxidantes, a NAC ¢ DFO, ¢ foi constatado, que quando avaliado o
tempo de imobilidade, que a NAC reverteu o comportamento do tipo
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depressivo em ratos diabéticos, porém o mesmo nZo ocomeu com a
DFO. Até o presente momento, este € o segundo estudo que mostra uma
reversiio do comportamento do tipo depressivo somente pelo NAC,
quando os dois antioxidantes estdo sendo avaliados. Ferreira et al.
(2008) utilizaram a NAC em diferentes doses (15, 50 e 150 mg) ¢
também mostraram uma reversdo de comportamento do tipo depressivo
no teste de nado forgado. Qutro estudo que avaliou o comportamento
aneddnico (um dos comportamentos depressivos) em ratos submetidos
ao protocolo de estresse e tratados com NAC e DFQ revelou que esses
dois antioxidantes utilizados em conjunto reverteram o comportamento
depressivo (Arent et al., 2012). A utilizagio do NAC isoladamente,
também reverteu o comportamento tipo depressivo, porém de forma
mais leve se comparada a associagfo dos dois antioxidantes. Quando
testado em pacientes com TDM, o tratamento com NAC mostrou
eficacia superior ao placebo apo6s 16 semanas (Berk et al., 2014).

O modelo experimental de diabetes induzido por aloxano ¢ um
método muito simples e conveniente para se obter um modelo animal de
DM (Szkudelski, 2001). O mecanismo de agfio do aloxano baseia-se
principalmente na destruigio das células-3 pancreaticas (Malaisse et al.,
1982) o que leva a hiperglicemia. No presente estudo, demonstrou-se
que ratos com diabetes induzido por aloxano, apresentaram indugfo de
estresse oxidativo, como evidenciado pelo aumento do dano oxidativo a
lipideos e a proteinas, além da diminuigéio da atividade das enzimas
antioxidantes em tecido cerebral e péncreas. Este estudo corrobora
dados publicados anteriormente, os quais mostraram que ratos
diabéticos apresentam um aumento de dano oxidativo ¢ um
desequilibrio entre enzimas antioxidantes em CPF, hipocampo, estriado
¢ amigdala (Ceretta et al., 2012b). Além disso, outro estudo revelou um
aurmnento de danos lipidicos e uma redugfio na atividade de enzimas
antioxidantes SOD, CAT, glutationa peroxidase, glutationa redutase ¢
glicose-6-fosfato desidrogenase em figado e pancreas de ratos diabéticos
induzidos por aloxano (Oloyede et al., 2015).

O estresse oxidativo no diabetes tem sido associado a hiperglicenia e,
consequentemente, a complicagGes cardiovasculares e também prejuizos
a0 SNC (Mangarifios et al., 2000; Jung et al., 2010; Pitocco et al., 2010).
Além disso, a resisiéncia a insulina ¢ a disfungio das células-p
pancredticas parecem desempenhar um papel importante no estado de
desequilibric redox (Pitocco et al, 2010). O estresse oxidativo no
diabetes pode estar relacionado a uma disfungio do metabolismo
energético mitocondrial, visto que, foi observado no cérebro de ratos
diabéticos induzidos por aloxano, alteragfes nas atividades de
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complexos mitocondriais 1, IL, II-01 e IV e das enzimas citrato sintase ¢
creatina cinase (Ceretta et al., 2010). O TDM também estd associado i
indugéo do estresse oxidativo em pacientes (Black et al., 2015). Estudos
clinicos mostraram que individuos com TDM t&m niveis elevados de
peroxidagio lipidica (Maes et al., 2010). Foi observado também que
mulheres t&m niveis maiores de peroxidagdo lipidica no plasma do que
0s homens (Katalinic et al., 2005). Os autores Talarowska et al. (201 1)
encontraram correlagio entre os niveis de concentragio plasmatica de
malondialdeido (MDA) com alteragSes da meméria de trabalho e
declarativa em pacientes com TDM, visto que a quantificagio de MDA
¢ amplamente utilizada como um marcador do dano oxidativo em
moléculas lipidicas. Em modelos animais de depressio induzido por
estresse c¢romico moderado ou privagiio materna, foram observados
aumento de lipideos ¢ danos & proteinas, como também urn desequilibrio
da atividade das enzimas antioxidantes SOD ¢ CAT (Lucca et al., 2009
a; Lucca et al 2009b; Réus et al., 2015a; Réus et al 2015b) sugerindo
que o dano oxidativo pode desempenhar um papel importante na relagiio
entre 0 DM € o TDM.

Estratégias de tratamento com antioxidantes poderiam fornecer novas
abordagens terapéuticas para reverter o estresse oxidativo presente em
ambas as comorbidades estndadas neste trabalho. Um antioxidante
muito utilizado em pesquisas € a NAC, que tem demonstrado efeito
antidepressivo em estudos clinicos e pré-clinicos (Arent et al, 2012;
Berk et al., 2008; Magalhdes et al., 2011). Atua principalmente por meio
do aumento da sintese de glutationa, mas também exibe propriedades
anti-inflamatérias, antioxidantes € neuroprotetoras (Arent et al., 2012;
Chen et al, 2008; Dean et al, 2011). A DFO também atua como
antioxidante ¢ demonstrou uma diminuigdo de FRO e danos oxidativos
em animais com comportamento do tipo depressivo e mania (Arent et
al, 2012; Hailiwell, 1989; Valvassori et al., 2008). Em ratos
submetidos ao protocolo de estresse crénico moderado, o tratamento
apenas com DFO ndo demonstrou efeitos antidepressivos. No entanto,
em combinagio com a NAC, o tratamento com DFO potencializou o
efeito antidepressivo da NAC (Arent ct al., 2012). Da mesma forma, no
presentc estudo foram encontrados efeitos antidepressivos em ratos
diabéticos tratados com NAC. Por outro lado, tanto a NAC quanto a
DFO reduziram o dano oxidativo aos lipideos e as proteinas em cérebro
¢ pancreas dos animais diabéticos com comportamento do tipo
depressivo. Os efeitos da NAC sobre o estresse oxidativo em diabetes
foram documentados anteriormente. Kamboj e Sandhir (2011) também
demonstraram que a suplementagio com NAC bloqueou o estresse
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oxidativo e a disfungio mitocondrial induzida por hiperglicemia em
cortex cerebral de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina. Nesta
mesma estrutura, o tratamento com NAC também diminuiu a
peroxidagfio lipidica induzida por hiperglicemia, melhorando assim a
composigio, a fluidez da membrana e a atividade de enzimas ligadas
membrana (Kamboj et al., 2009). Além disso, em filhotes de ratas
diabéticas, o tratamento com NAC reduziu os niveis de ERO e
aumentou os niveis de glutationa no coragio do feto, impedindo o
desenvolvimento de problemas cardiacos congénitos (Moazzen et al.,
2014). Juntos, esses dados reforgam a importincia que o NAC pode
desempenhar para diminuir o estresse oxidativo no cérebro € em outros
orgios afetados pela hiperglicemia.

O presente estudo foi o primeiro a mostrar os efeitos antioxidantes do
NAC em péncreas, CPF, hipocampo, amigdala e niicleo accumbens de
ratos diabéticos induzidos por aloxano que apresentavam
comportamento do tipo depressivo. Estas 4reas do cérebro estdo
interligadas e associadas com alteragles e regulagio da memoria, além
de estarem envolvidas com transtomos do humor, incluindo o TDM
(Pittenger ¢ Duman, 2008; Réus et al., 2014). As disfungdes cercbrais
também tém sido associadas a alteragbes cognitivas no DM (Bomstein
et al., 2014). Neste estudo, foi demonstrado que os ratos diabéticos
apresentavam menores atividades das enzimas antioxidantes SOD e
CAT tanto no cérebro quanto no pancreas. Porém, a atividade de CAT
foi aumentada em hipocampo de ratos diabéticos. Esse aumento também
foi constatado em uma pesquisa anterior {Ceretta et al., 2012b). Lucca et
al. (2009a) ainda demonstrou um aumento na atividade de CAT em
cerebelo, hipocampo, estriado e cortex cerebral, mas também uma
diminui¢io da atividade de SOD em CPF, hipocampo, estriado e cortex
cercbral de ratos submetidos ao modelo de estresse crénico moderado,
corroborando a referida pesquisa. Um desequilibrio da relagio entre
CAT e SOD pode ser um indicador de niveis elevados de ERO oun
estresse oxidativo (Michel et al, 2004), como demonstrado neste
trabalbo. Embora o tratamento com NAC e DFO tenha diminuido os
danos aos lipideos e as proteinas, os efeitos nfio foram suficientes para
melhorar a capacidade antioxidante em ratos diabéticos com
comportamento do tipo depressivo. No cérebro de ratos submetidos ao
estresse cronico, a combinagdo entre NAC e DFO melhorou os efeitos
induzidos pelo estresse nas atividades da CAT ¢ da SOD (Arent et al.,
2012). Assim, sugere-s¢ que a combinagiio entre NAC e DFO deve ser
investigada em estudos futuros avaliando o estresse oxidativo em ratos
diabéticos com comportamento do tipo depressivo.
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Virios estudos revelam que o estresse oxidative secundirio a
hiperglicemia ocorre antes das complicagdes mais tardias do DM se
manifestarem clinicamente, incluindo os transtornos mentais. Por isso,
acredita-se que ele desempenhe um papel particularmente relevante na
patogénese desta doenga (Rocha et al., 2006; Hamilton et al., 2007).
Pesquisas revelam que o estresse oxidativo provoca alteragBes também
nas vias de sinalizagio, o que poderia auxiliar no posterior
desenvolvimento do TDM em pacientes diabéticos (Saltiel ¢ Kahn,
2001; Taylor et al., 2005). Uma 4rea muito explorada tem sido a
regulagdo de vias celulares sensiveis ao estresse, que incluem a
p3BMAPK e a JNK (Ceriello € Motz, 2004),

Tanto a via p38MAPK quanto a via JNK sdo ativadas pelo estresse
celular. A estimulagiio da cascata da via p3SMAPK influencia um
grande numero de processos celulares envolvidos na inflamacdo,
imunidade, crescimento celular e apoptose, entre outros (Lopes et al.,
2008). Porém, no presente estudo, niio houve um aumento significativo
do imunocenteitdo dessa proteina em estruturas cerebrais, mesmo no
grupo diabético que apresentou um comportamento tipo depressivo.
Nesse sentido, outras pesquisas demonstraram resultados parecidos. Em
um estudo com animais submetidos a condigdes de estresse, foi
demonstrado que ndo houve alteragSes nessa mesma via (Liu et al.,
2004}. Outro estudo que avaliou o estresse com ratos submetidos ao
teste de nado forgado mostron que somente em hipocampo houve um
pequeno aumento da via p3SMAPK (Shen et al., 2004). Diferentemente
dos dados acima, uma pesquisa que avaliou o imunoconteido da
referida via em ratos submetidos ao modelo animal de diabetes
encontrou alteragdes significativas em hipocampo, estriado e hipotilamo
(Ramakrishnan et al., 2005).

QOutro achado do presente estudo com relagiio 4 via p38MAPK foi a
diminui¢io do seu imunoconteiido em CPF e niicleo accumbens de ratos
diabéticos ¢ ndo diabéticos tratados com NAC e DFO, em comparagiio
ao controle. Esse resultado pode ser explicado em fungiio de que os
antioxidantes atuam diretamente sobre o estresse oxidative, diminuem
ERO ¢ a inflamagio, que sio comuns tanto no DM quanto no TDM e,
consequentemente, diminuem o imunocontetdo da via p3SMAPK (Ho
etal,, 1999; Francés et al., 2011; Gibson et al., 2011).

A via JNK funciona essencialmente como mediadora de estresse
celular, tais como inflamagiio e apoptose (Shen et al., 2004). Um estudo
sugere que a ativagiio constante dessa via pode ser um dos causadores da
resisténcia a insulina, DM e obesidade (Benett et al., 2003). Porém, em
condigBes diabéticas, a via da INK também & ativada em virios tecidos,
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provocando morte celular (Kaneto, 2005). No referido estudo, o grupo
diabético teve o imunoconteido dessa via aumentado somente na
amigdala, confimnando o que o estudo anterior ja relator, também foi
visto que o grupo diabético tratado com NAC conseguiu reverier este
efeito, sugerindo que este antioxidante blogueou a via JNK, como ja
ocorreu em outro estudo utilizando um diferente antioxidante, o
ascorbato (vitamina C) (Ho et al., 2000; Evans et al., 2002).

No caso dos animais ndo diabéticos tratados com DFO, foi
demonstrada uma diminui¢io do imunoconteddo de JNK em nicleo
accumbens ¢ CPF, mostrando que ¢ antioxidante teve agfio eficaz em
animais saudaveis. Porém, mostrou-se diferente em sua agio no caso de
animais diabéticos, pois aumentou significativamente o imunoconteiido
dessa via nas mesmas estruturas cerebrais. Tanto em estudos com DM
quanto com TDM, a DFO mostrou-se¢ menos eficaz se administrado
individualmenie. Em uma pesquisa que submeteu ratos aoc estresse
cronico leve, foi visto que somente quando 0 DFO era associado 4 NAC
o comportamento do tipo depressivo conscguia ser revertido (Arent et
al., 2012). Em um estudo com ratos diabéticos, foi visto que a DFO teve
uma agdo inferior & NAC em relagiio a protecio nos parimetros de
estresse oxidativo em estruturas cerebrais (Réus et al., 2015).

Qutras vias de sinalizacfio diretamente envolvidas com o DM e o
TDM siio a PKA e a PKC. A expressiio da PKA quando diminuida traz
prejuizos para os pacientes diabéticos, pois interfere no transporte de
glicose para dentro das células (Costes et al., 2006) e aumenta a geracio
de ERO (Oliveira et al, 2010). Estudos recentes sugerem que a
diminui¢do da expressdo da PKA esta envolvida em vérios transtornos
mentais, incluindo o TDM (Shelton, 2007; Shelton ¢t al., 2009a; Shelton
et al 2009b). Foi visto em um estudo com cérebros post-mortem que
pacientes depressivos vitimas de suicidio apresentavam uma diminuic8o
da atividade da PKA no CPF (Dwivedi et al., 2002). No presente
estudo, ratos diabéticos tratados com NAC tiveram um aumento do
imunocontendo de PKA no nicleo accumbens em relagdo ao controle,
demonstrado que o antioxidante conseguiu auxiliar nesse aumento. A
NAC reverteu o comportamento tipo depressivo em ratos dizbéticos
neste estudo, o que poderia explicar o aumento do imunoconteiido de
PKA nessa estrutura cerebral que esti envolvida diretamente com a
depressio. Outro estudo com ratos submetidos a2 um modelo animal de
depressfio ¢ também tratados com um antioxidante, o acido fdlico,
mostrou que a PKA estda dirctamente envolvida com a agio
antidepressiva desse antioxidante (Brocardo, 2008). Houve também um
aumento do imunoconteido de PKA na amigdala dos grupos de animais
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diabéticos e diabéticos tratados com NAC, pois o funcionamento da
amigdala apresenta-se aumentado em casos de ansiedade ou TDM
(Turek, 2007), diferente das outras estruturas cerebrais, por cla estar
ligada a0 medo ¢ a amsiedade (Paton et al, 2006) caracteristicas
presentes também no TDM. Uma pesquisa realizada com ratos
submetidos a0 nado forgado mostrou diminuigio do imunocontetdo da
amigdala em animais tratados com antidepressivos (Abelaira et al.,
2011), demonstrando, assim, que no presente estudo a NAC nifo
reverteu o imunocontelido da PKA na amigdala.

A via da PKC estd envolvida em eventos de transdugiic de sinais,
respondendo a estimulos especificos hormonais, neuronais e de fatores
de crescimento (Idris et al., 2001). A familia PKC inclui 12 isoformas
que sdo distribuidas em varios tecidos do corpo, inclusive o cerebral
(Newton, 1995). Seu principal ativador fisiolégico é 0 DAG (Brownlee,
2001). No caso do DM, a hiperglicemia ativa a via DAG-PKC que esti
envolvida na transdugdio de sinais, regulagio da permeabilidade
vascular, proliferagio celular, angiogénese, aglio de citocinas,
diminuigdo do fluxo sanguineo aos nervos, problemas renais,
cardiopatias e retinopatia diabética {Schaan, 2003; Reis et al., 2008). No
presente trabaiho, foi observado um aumento do imunoconteudo de
PKC na amigdala de ratos diabéticos tratades com NAC, demonstrando
que o antioxidante ndo reverteu essa alteragfo. O aumento da PKC pode
causar alteragdes na amigdala, pois estd ligado a danos celulares
causados pela hiperglicemia e também correlacionados ao TDM, bem
como, a atividade da amigdala aumentada também esta relacionada com
este transtomo (Turek, 2007). Estudos relatam que o aumento da
atividade da via PKC, pode estar relacionado com TDM. Pandey et al.
(1998) mostraram aumento da atividade da via PKC em plaquetas de
pacientes deprimidos. Entretanto, existem estudos que divergem sobre a
informagio acima, pois demonstraram que a expressio de PKC esta
diminuida em pacientes depressivos, porém n#o em individuos
sauddveis (Pandey et al., 2003; Pandey et al., 2004). Isso pode explicar o
aumento do imunocontetido de PKC no CPF do grupe nfio diabético
tratado com NAC.

Virias pesquisas estio correlacionando a via de sinzlizacio do BDNF
com o DM ¢ o possivel desenvolvimento do TDM (Fujinami et al.,
2008; Castillo-Quan et al., 2010; Marosi ¢ Mattson, 2014). O BDNF ¢
importante para o processo de sobrevivéncia celular, maturagio e
plasticidade sindptica (Brunoni et al., 2008). Em fun¢io disso, a sua
diminuigio ¢ prejudicial para o correto funcionamento cerebral
(Belmaker e Agan, 2008). Nesse sentido, estudos demonstraram que o



74

BDNEF esta ligado diretamente com a patogenia do TDM (Groves, 2007;
Cammncho e Rivera-Baltanas, 2010). Relacionando o DM com o BDNF,
foi visto que este 1ltimo, ao agir no cérebro e na periferia, diminui a
resisténcia 4 insulina em pacientes diabéticos (Marosi e Mattson, 2014)
¢ protege as células pancredticas de ratos induzidos ao DM (Yamanaka
et al., 2006). No presente estudo, mostrou-se uma diminuigiio
significativa do BDNF em hipocampo de ratos diabéticos em relagfio ao
controle € somente o tratamento com DFO reverteu esse declinio. No
nicleo Accumbens, o grupo diabético tratado com DFO igualmente
apresentou um aumento do imunoconteido de BDNF em relagio ao
grupo diabético, demonstrado que esse antioxidante também € capaz de
aumentar esse imunoconteido, de forma semelhante aos
antidepressivos. Ceretta et al. (2012¢) relataram um aumento de BDNF
em CPF de ratos diabéticos que apresentavam comportamento tipo
depressivo e foram tratados com o antidepressivo imipramina. Em outra
pesquisa realizada com ratos que desenvolveram resisténcia a insulina,
observou-se que 08 animais também tiveram niveis reduzidos de BDNF
em hipocampe (Gomez-Pinilla, 2008). Um estudo desenvolvido por
Krabbe et al. (2006) que buscou identificar a relagio entre BDNF e
DM2 demonstrou uma diminuigio de BDNF em condigBes
hiperglicemiantes nos pacientes estudados. Com relagiio ainda ao
imunocontetido de BDNF na amigdala, houve um aumento em ratos nio
diabéticos tratados com DFO, resultado encontrado em outro estudo,
que comparcu animais saudaveis com os submetidos ao protocolo de
privagio materna, ¢ foi visto que esses animais saudiveis niio tiveram
diminui¢do de BDNF na amigdala (Abelaira et al., 2012), sugerindo que
em bom estado de sadde o BDNF néo sofre grandes alteragdes.

Resultados do presente trabalho sugerem que o DM pode desencadear
o TDM, pois em fungo da hiperglicemia e da hipoinsulinemia presente
constantemente no DMI1, hi indugfio de estresse oxidativo e
desregulagio em cascatas de sinalizagio celular. Também foi
demonstrado que os antioxidantes atuaram desfazendo as alteragées
comportamentais e o estresse oxidativo, mas pouco auxiliaram nos
danos &s cascatas de sinalizagfio celular. No entanto, mais estudos
experimentais e clinicos sdo necessérios para gue se possa sugerir este
tratamento adjuvante para a terapéutica do DM ou do TDM.
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6 CONCLUSOES

sFoi demonstrado por meio do teste de nado forgado, que os animais
submetidos ao modelo animal de DM desenvolveram comportamento do
tipo depressivo ¢ o tratamentc com a NAC reverteu esse
comportamento,

*Os antioxidantes NAC ¢ DFO utilizados nesta pesquisa agiram
diretamente sobre o estresse oxidativo, diminuindo os niveis de dano
oxidativo a proteinas e lipideos. Porém, essc tratamento teve pouco
efeito sobre a atividade de enzimas antioxidantes.

*A NAC e a DFO reverteram alteragBes significativas no
imunocontetido das vias do BDNF e da INK e isso demonstra uma nova
direcdo para evitar neurodegeneragdes refacionadas com o DM.
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