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RESUMO

A Diabetes mellitus (DM) € uma das doencgas cronicas mais documentadas no mundo
e afeta mais de 100 milhdes de pessoas no planeta. Possui como caracteristica
principal a hiperglicemia crénica, resultante da auséncia da produgao de insulina ou
da resisténcia a mesma. A DM tipo 2 € o tipo mais prevalente, representando cerca
de 85-90% dos casos. O controle inadequado da DM compromete tecidos musculares
e nervosos, cujo metabolismo depende fundamentalmente do suprimento de glicose
e aumenta a probabilidade do surgimento de complicagbes microvasculares, como:
retinopatia diabética, nefropatia diabética, neuropatia autondmica e neuropatia
diabética periférica. As neuropatias diabéticas caracterizam-se pela presencga de
sintomas e/ou sinais de disfuncdo dos nervos do sistema nervoso periférico somatico
e/ou do autonédmico em individuos com diagnostico de DM. Atualmente, existe um
numero reduzido de tratamentos disponiveis para a dor neuropatica diabética, sendo
basicamente utilizados antidepressivos triciclicos e anticonvulsivantes, no entanto tais
farmacos ndo possuem grande eficacia no controle da dor, com apenas 30% dos
pacientes apresentando algum tipo de alivio. Neste contexto, a proposta deste estudo
foi avaliar se a via PI3Ky/AKT/NO/GMPc/canais para potassio sensiveis ao ATP,
participa do controle enddgeno na dor neuropatica diabética. A descoberta de vias que
participem de mecanismos modulatérios da dor podem trazer respostas importantes
para a escolha de farmacos mais eficazes ou a criagdo de drogas especificas que
garantam alivio satisfatério deste tipo de dor, com consequente melhoria da qualidade
de vida dos pacientes. A dor neuropatica diabética foi induzida por dieta hiperlipidica
(HFD 40%), os animais foram alimentados por 12 semanas até o surgimento da
hiperalgesia, este fenébmeno foi entdo acompanhado do diagnostico de obesidade,
resisténcia a insulina e intolerancia a glicose, representando assim um modelo
semelhante a DM tipo 2 em humanos. A hiperalgesia foi testada por meio do método
de compressao mecanica da pata e para confirmar que a dor frente ao estimulo
mecanico possui caracteristicas neuropaticas e ndo apenas inflamatorias, realizou-se
a histopatologia da pata e do nervo ciatico dos animais do grupo controle e
alimentados com a dieta diabetogénica. Os resultados encontrados foram satisfatorios
para a comprovacdo de que a dor evocada pela dieta possui caracteristicas
tipicamente neuropatica. Registros de desorganizagdo do tecido conjuntivo do
epineuro/perineuro, axénios retraidos e posicionados excentricamente, aumento do
espaco correspondente a mielina e perda axonal foram observados, mostrando assim
a eficacia do modelo na indugcdo da dor neuropatica diabética. Para as analises
estatisticas dos testes farmacologicos utilizaram-se o teste ftwo-way ANOVA, seguido
do pos-teste de Bonferroni e para a quantificacdo das alteragbes morfologicas por
analise histopatologica e imunohistoquimica, utilizou-se o teste T pareado. Todas as
drogas foram administradas pela via intraplantar. Para a avaliagdo da participacéo da
via P13k, foi utilizado AS-605240, inibidor seletivo de PI3Ky nas dosagens de 90 e 180
Mg/pata, observou-se que PI3Ky quando inibida ndo modulou a nocicepgao induzida



pela dieta hiperlipidica. Para a determinacao da expressao das proteinas p-AKT/total
AKT, utilizou-se a técnica de Western Blot e para isso foram coletados coxins
plantares dos animais do grupo controle e alimentados com a dieta diabetogénica.
Verificou-se diferenga estatistica significativa na expressédo da proteina p-AKT, que
representa a forma ativa desta proteina, a mesma, encontra-se expressa em menor
quantidade nos animais acometidos pela dor neuropatica diabética (DND), o que
reforga a ndo participagéo desta via na modulagdo endogena na dor investigada. Para
avaliagcdo da participacédo da via de sinalizagdo do oxido nitrico foram utilizadas as
drogas L-NOarg, inibidor ndo seletivo das enzimas oxido nitrico sintase, nas doses de
24 e 48 ug/pata e o ODQ, inibidor seletivo da enzima guanilato ciclase soluvel, nas
doses de 100 e 200 ug/pata, em nenhum dos casos, observou-se redug¢ao do limiar
nociceptivo caracterizando que nédo houve modulagdo enddégena na dor neuropatica
diabética quando utilizado, L-NOarg ou ODQ, estes achados demonstram que a via
do 6xido nitrico ndo participa da modulagdo endogena da dor investigada. Seguiu-se
para a analise da participacdo seletiva destes canais, desta forma, foi utilizada a
glibenclamida, bloqueador seletivo de canais para potassio sensiveis ao ATP, nas
doses 80 e 160 pg/pata, onde observou-se redugéo do limiar nociceptivo nos animais
com dor neuropatica diabética, o que significa que estes canais participam
endogenamente na tentativa de controle da dor neuropatica diabética. Apos esses
achados, investigou-se a expressao dos canais para potassio sensiveis ao ATP, com
intuito de observar se, em um cenario de DNP induzido exclusivamente por dieta rica
em gordura, estes apresentavam sua expresséo alterada, para isso, foi realizada a
imunohistoquimica dos coxins plantares, os quais foram marcados com Kir 6.2, um
marcador de canais para potassio sensiveis ao ATP e os resultados encontrados
apresentaram aumento da expressado destes canais, 0 que acredita-se ser uma
estratégia de alteragcéo funcional do sistema enddgeno, na tentativa de controle da
dor. Para determinagédo da atividade de canais para potassio sensiveis a voltagem
(Kv), foi utilizado o Tetraetilamonio, bloqueador seletivo de Kv na dose de 30 ug, onde
observou-se modulagdo do limiar nociceptivo dos animais acometidos pela dor
neuropatica diabética. A partir destes achados, investigou-se também a participagao
dos canais para potassio sensiveis ao calcio de baixa e alta condutancia. Para tais
analises utilizou-se respectivamente, Dequalineo (bloqueador seletivo de canais para
potassio sensiveis ao calcio de baixa condutancia), na dose de 50 ug/pata e Paxilina
(bloqueador seletivo de canais para potassio sensiveis ao calcio de alta conduténcia),
na dose de 20 pg/pata. O limiar nociceptivo dos animais com dor neuropatica diabética
nao sofreu alteragdo com a administragdo dos farmacos supracitados, descartando
assim a participacdo dos canais para potassio sensiveis ao calcio na modulagao
endogena da dor neuropatica diabética. Os resultados fornecem evidéncias de que a
dor evocada pelo modelo de indugdo exclusivamente por dieta hiperlipidica possui
caracteristica neuropatica. Além disso, observou-se que a via PISKy/AKT/NO/GMPc
nao participa endogenamente do controle da dor neuropatica diabética, no entanto, os
canais para potassio sensiveis ao ATP e a voltagem, modulam endogenamente a dor
supracitada, o bloqueio destes canais reduziu o limiar nociceptivo dos animais
acometidos pela dor, além disso, a expressdo de KATP encontra-se aumentada.
Nossa hipdtese é que o aumento da expresséo destes canais sejam uma adaptagao
fisiologica funcional do sistema enddgeno periférico, uma tentativa de controle da dor
neuropatica diabética e que farmacos que potencializem a abertura destes canais
podem contribuir com o controle da dor neuropatica diabética. APOIO FINANCEIRO:
CAPES. PROTOCOLO CEUA: 57/2017. APOIO FINANCEIRO: CAPES.
PROTOCOLO CEUA: 57/2017.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is one of the most documented chronic diseases in the world
and affects more than 100 million people on the planet. Its main characteristic is
chronic hyperglycemia, resulting from the absence of insulin production or its
resistance, type 2 DM is the most prevalent type, representing about 85-90% of cases.
Inadequate DM control compromises muscle and nerve tissues, the metabolism of
which depends fundamentally on the supply of glucose and increases the likelihood of
the appearance of microvascular complications, such as: diabetic retinopathy, diabetic
nephropathy, autonomic neuropathy and peripheral diabetic neuropathy. Diabetic
neuropathies are characterized by the presence of symptoms and / or signs of somatic
and / or autonomic nervous system nerve dysfunction in individuals diagnosed with
DM. Currently, there is a reduced number of treatments available for diabetic
neuropathic pain, and basically tricyclic antidepressants and anticonvulsants are used,
however, these drugs are not very effective in controlling pain, with only 30% of
patients showing some type of relief. In this context, the purpose of this study was to
evaluate whether the PI3Ky/ AKT/ NO/ cGMP/ channels for potassium sensitive to
ATP, participates in endogenous control in diabetic neuropathic pain. The discovery of
pathways that participate in modulatory mechanisms of pain can bring important
answers to the choice of more effective drugs or the creation of specific drugs that
guarantee satisfactory relief of this type of pain, with a consequent improvement in the
quality of life of patients. Diabetic neuropathic pain was induced by a high-fat diet (HFD
40%), the animals were fed for 12 weeks until the onset of hyperalgesia, this
phenomenon was then accompanied by the diagnosis of obesity, insulin resistance
and glucose intolerance, thus representing a model similar to type 2 DM in humans.
Hyperalgesia was tested using the mechanical paw compression method and to
confirm that the pain at the mechanical stimulus has neuropathic and not just
inflammatory characteristics, the histopathology of the paw and the sciatic nerve of the
animals in the control group and fed with diabetogenic diet. The results found were
satisfactory to prove that the pain evoked by the diet has typical neuropathic
characteristics, records of disorganization of the connective tissue of the epineurium /
perineurium, axons retracted and positioned eccentrically, an increase in the space
corresponding to myelin and axonal loss were observed, guaranteeing thus the
effectiveness of the model in the induction of diabetic neuropathic pain. For
pharmacological tests, statistical analyzes used two-way ANOVA, followed by the
Bonferroni post-test, for the quantification of morphological changes by
histopathological and immunohistochemical analysis, a paired T test was used. All
drugs were administered via the intraplantar route. To assess the participation of the
P13k pathway, AS-605240 was used, a selective inhibitor of PI3Ky in the dosages of
90 and 180 ug / paw, it was observed that PI3Ky when inhibited did not modulate the
nociception induced by the hyperlipidic diet. For the determination of the expression of



p-AKT / total AKT proteins, the Western blot technique was used and for this purpose
plantar cushions were collected from the animals of the control group and fed with the
diabetogenic diet. There was a statistically significant difference in the expression of
the p-AKT protein, which represents the active form of this protein, the same, it is
expressed in a smaller amount in animals affected by diabetic neuropathic pain (DNP),
which reinforces the non-participation of this via endogenous modulation in the
investigated pain. To evaluate the participation of the nitric oxide signaling pathway,
the drugs L-NOarg, a non-selective inhibitor of the enzymes nitric oxide synthase, were
used at doses of 24 and 48 ug / paw and ODQ, a selective inhibitor of the enzyme
soluble guanylate cyclase, in doses of 100 and 200 ug / paw, endogenous modulation
was not observed in diabetic neuropathic pain when used, L-NOarg or ODQ, meaning
that the nitric oxide pathway does not participate in the endogenous modulation of the
investigated pain. We proceeded to the analysis of the selective participation of these
channels, thus, we used glibenclamide, a selective blocker of potassium channels
sensitive to ATP, at doses 80 and 160 ug / paw, where a reduction in the nociceptive
threshold was observed in animals with neuropathic pain diabetic, which means that
these channels participate endogenously in the attempt to control diabetic neuropathic
pain. After these findings, he investigated the expression of ATP-sensitive potassium
channels, with the aim of observing whether, in a scenario of DNP induced exclusively
by a high-fat diet, they showed their altered expression, for this, immunohistochemistry
of the cushions was performed. plants, these were marked with Kir 6.2, a marker of
potassium channels sensitive to ATP and the results found, showed an increase in the
expression of these channels, which is believed to be a strategy of functional alteration
of the endogenous system, in an attempt to control the ache. To determine the activity
of voltage-sensitive potassium channels (Kv), Tetraethylammonium, a selective
blocker of channels for Kv, was used at a dose of 30 pg, where modulation of the
nociceptive threshold of animals affected by diabetic neuropathic pain was observed.
Based on these findings, the participation of low- and high-conductivity calcium
channels for potassium was also investigated. For such analyzes, Dequalineo
(selective blocker of potassium channels sensitive to calcium of low conductance) was
used, respectively, in the dose of 50 ug / paw and Paxilina (selective blocker of
channels for potassium sensitive to calcium of high conductance), in the dose 20 ug /
paw. The nociceptive threshold of animals with diabetic neuropathic pain did not
change when any of the aforementioned drugs were administered, thus ruling out the
participation of calcium-sensitive potassium channels in the endogenous modulation
of diabetic neuropathic pain. The results provide evidence that the pain evoked by the
induction model exclusively by high-fat diet has a neuropathic characteristic. In
addition, it was observed that the PI13Ky/ AKT/ NO/cGMP pathway does not participate
endogenously in the control of diabetic neuropathic pain, however, the ATP-sensitive
potassium channels and voltage, endogenously modulate the pain, blocking these
channels reduced the nociceptive threshold of animals affected by pain, in addition,
the expression of KATP is increased. Our hypothesis is that the increased expression
of these channels is a functional physiological adaptation of the peripheral endogenous
system, an attempt to control diabetic neuropathic pain and that drugs that enhance
the opening of these channels can contribute to the control of diabetic neuropathic
pain. FINANCIAL SUPPORT: CAPES. CEUA PROTOCOL: 57/2017.

Key words: Obesity, Metabolic syndrome, Diabetic Neuropathy, Potassium channels.
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1. INTRODUGAO

1.1 Obesidade e Diabetes

A obesidade é uma doenca crbénica n&o transmissivel (DCNT), definida como
um disturbio multifatorial que possui como caracteristica principal, o excesso de
gordura corporal que gera prejuizos a saude dos individuos, assume condigcéo
epidémica no mundo e afeta individuos de diversas faixas etarias, inclusive criangas.
Varios fatores podem contribuir para o desenvolvimento da obesidade, entre eles
estdo: dietas com balango caldrico positivo, sedentarismo, reducido da taxa metabdlica
basal, fatores genéticos e hereditarios (Sahoo et al., 2015).

O excesso de gordura visceral decorrentes dos fatores supracitados,
acarretam na liberagcdo de quantidade aumentada de adipocinas pro-inflamatorias e
suprimem a secrecao de adipocitocinas anti-inflamatérias, acarretando em inflamagao
sistémica conhecida como inflamagdo crénica de baixo grau, comprometimento o
sistema metabdlico e cardiovascular (Finkelstein et al., 2012).

A inflamagéao sistémica, proveniente do tecido adiposo visceral inflamado,
resulta em niveis elevados de necrose do tecido adiposo, devido em parte a hipoxia
persistida nos depositos de gordura e ao recrutamento de macrofagos, com fendtipo
inflamatorio (macrofagos M1), que sdo recrutados e migram em diregdo das células
necrosadas ou que sofreram apoptose (Gonzalez-Muniesa et al., 2017). A infiltragcao
das células supracitadas, relacionadas a obesidade, processo inflamatério e aumento
do estresse oxidativo, acarretam deficiéncias metabdlicas nos tecidos sensiveis a
insulina, culminando na resisténcia a insulina, faléncia de 6rgaos e envelhecimento
prematuro (Daryabor et al., 2020).

A inflamagéo sistémica de baixo grau do tecido adiposo em individuos
obesos, € caracterizada pelo aumento da capacidade de sintese de moléculas com
acéo pro-inflamatoria, como a enzima oxido nitrico sintase induzivel (NOSi), a proteina
C reativa, o fator de transformagdo do crescimento-beta (TGF-B), a proteina
quimiotatica para monocitos (MCP-1), a molécula de adesédo intracelular soluvel
(sICAM), o angiotensinogénio, inibidor-1 do ativador do plasminogénio (PAI-1), TNF-
a, interleucina-6 (IL-6) e leptina (Ouchi et al., 2011).
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O cenario pro-inflamatério observado na obesidade acarreta danos
estruturais e funcionais no corpo humano e ¢é responsavel por desordens
fisiopatoldgicas que acarretam o surgimento de diversas doengas crOnicas nao
transmissiveis (Cardoso et al., 2020). A hipertensdo, a resisténcia a insulina e a
hiperglicemia em jejum sao sinais caracteristicos da sindrome metabdlica (SM), um
transtorno complexo usualmente associado as doengas cardiovasculares e Diabetes
mellitus (DM) (Eckel et al., 2010; Emanuela et al., 2012).

Figura 1 - Mecanismos de ligagdo entre obesidade abdominal e sindrome

metabdlica.

Hipertrofia e hiperplasia
do tecido adiposo
* Hipéxia/necrose
Infiltragdo de macréfagos

Ativagdo de JNK, IKK, PKR
Ativagdo  de Toll-Like
Receptors

Macréfagos
Adipocinas

Alteragdes lipidicas e no

metabolismo da glicose X
Estado Pré-Inflamatério

Estado pré-inflamatério TTNF-a, T IL6, - Adiponectina

Aterosclerose 7 M

Resisténcia a insulina v
Disfuncdo endotelial/microvascular

Hipertensdo 1 NOS, P ROS

» Sindrome Metabélica

Fonte: Adaptado de Emanuela e colaboradores, 2012.

A DM é uma das doencas crénicas mais documentadas no mundo e afeta
mais de 463 milhdes de pessoas (Pereira Valadares et al, 2017). Em 2017, a
International Diabetes Federation (IDF) estimou que 8,8% da populagédo mundial com
idade entre 20 e 79 anos apresenta DM. A expectativa de aumento é superior a 628,6
milhdes em 2045. Cerca de 79% dos casos vivem em paises em desenvolvimento,
nos quais devera ocorrer significativo aumento de diagnésticos durante as proximas
décadas (Cho et al., 2018).
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Figura 2 — Estimativa de incidéncia de diabetes no mundo por regiao em 2015 e
2040
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Fonte: Adaptado do Google Imagens

A DM é uma alteragéo fisiopatolégica da SM (de Luca e Olefsky, 2006) e é
definida como uma doenga crénica nao transmissivel, que possui como caracteristica
principal a hiperglicemia crénica devido a auséncia de insulina ou a resisténcia a esta.
Entre os principais tipos de diabetes, a diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é a mais
prevalente, representando cerca de 85-90% dos casos (SBD, 2020; Taylor, 1999; Wu
e Huan, 2007).

A DM1 é uma doenga autoimune que causa faléncia das células beta
pancreaticas, fazendo com o que pancreas pare de produzir insulina definitivamente.
A DM2 ocorre devido a faléncia das células 8 pancreaticas, associado a resisténcia a
insulina (Care e Suppl, 2018). A resisténcia insulinica ndo pode ser superada pela
hipersecregao de insulina inicial (hiperinsulinemia) acarretando a hiperglicemia em
jejum (Taylor, 1999; Eckel et al., 2005; Elias et al., 2012).

Os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da resisténcia insulinica, ainda
sao discutidos e precisam ser plenamente elucidados; no entanto, a expansdo do
tecido adiposo pode ter importancia central neste cenario. Humanos possuem

capacidade fisiolégica maxima de expansdo do tecido adiposo, sendo essa,
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determinada por fatores genéticos e ambientais. Ao atingir o limite de expanséao, o
tecido adiposo perde sua capacidade de armazenar energia de forma eficiente e os
lipidios acumulam-se em tecidos ndo adiposos, como o figado, musculo e outros
orgaos. O excesso de acidos graxos livres e intermediarios lipidicos como o
diacilglicerol (DAG) e ceramidas, possuem efeitos lipotéxicos que prejudicam a agéo
da insulina no musculo. Além disso, aumentam a produgédo de glicose hepatica e
posteriormente, acarretam a faléncia das células Beta pancreaticas (provavelmente,
devido a toxicidade da glicose e lipidios acima dos valores de referéncia). Como
resultado, ha um severo prejuizo no metabolismo da glicose (Brgns e Grunnet, 2017,
Petersen e Shulman, 2018).

Figura 3 — Hipotese proposta para expansibilidade limitada do tecido adiposo

/ Diminuigdo

Expansibilidade e ---> | dacaptacio
expansdo = de glicose
normal e Aumento do
fluxo de FFA
\ para células
—— musculares, Doencas
Aumento da ¢
he;;é;::s e ---> produgdo de —> met‘abohcas
pancreéticas glicose D;?betzes
Balango 2, deposicfio ipo
energético de gordura
positivo ectopica . Diminuiggo
¥, “_--> daprodugdo
de insulina

Fonte: Adaptado de Brans and Grunnet, 2017.

Acreditava-se, que resisténcia a insulina poderia ser explicada apenas por
falhas na ligagdo entre este horménio e seu receptor (Insulin-sensitive receptor:
INSR), no entanto, apds o avancar da ciéncia, observou-se que tal fenbmeno envolve
também defeitos na transdugao de sinal pds-receptor, ou seja, falhas diversas nos
eventos de sinalizagdo da insulina proximal, prejudicam sua capacidade de estimular
a translocacdo de transportador de Glicose 4 (GLUT4) e a sintese de glicogénio
(Petersen e Shulman, 2018).
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Como apresentado anteriormente na figura 3, a fisiopatologia da
resisténcia a insulina afeta pincipalmente trés 6rgaos; sao eles: musculo esquelético,
figado e o pancreas (Bregns e Grunnet, 2017).

Alteracdo na captagdo da glicose pelo musculo esquelético, pode ser
considerada o fator central da resisténcia a insulina, pois este & responsavel por até
80% de utilizagdo da glicose estimulada por insulina, durante um clamp euglicémico
hiperinsulinémico. Prejuizos na captagao celular de glicose (mecanismo controlado
pelo recrutamento e translocagdo de GLUT-4), geram graves prejuizos a saude. A
resisténcia insulinica no musculo esquelético, apresenta deficiéncia na atividade de
INSR, IRS1, PI3K e AKT, prejudicando a entrada da glicose celular e a sintese de

glicogénio (figura 4) (Petersen e Shulman, 2018).

Figura 4 - Consequéncias funcionais da resisténcia a insulina no musculo

esquelético
A . N B . N
Sensivel a insulina Resistente a insulina
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Fonte: Adaptado de Petersen e Shulman, 2018.

Como representado na figura acima, a regulagéo da fosforilagdo em tirosina
induzida pela insulina (IRS1) e a atividade da PI3K e da AKT fosforilada, séo
moduladas devido a resisténcia insulinica, e como consequéncia, ocorre uma menor
translocacdo de GLUT-4 e sintese de glicogénio muscular (Brgns e Grunnet, 2017;
Petersen e Shulman, 2018).
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Além da alteragdo na captagéo da glicose pelo tecido muscular, a resisténcia
a insulina, a lipdlise aumentada e inflamacédo, sado responsaveis por alteracoes
hepaticas importantes, como esteatose (doenga hepatica gordurosa nao alcodlica) e
até cirrose (Figura 5), acometendo até 80% de pacientes obesos ou com diagnostico
de DM2 (Kitade et al., 2017).

Figura 5 - Hipétese da progressao da doenca hepatica gordurosa nao alcodlica

e sua relagao com a resisténcia a insulina
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Fonte: Adaptado de Kitade et al., 2017.

Como observado na figura 5, a resisténcia insulinica e a lipogénese, levam
a maior ativagdo de macrofagos M1, que secretam citocinas pro-inflamatérias (TNF-
a, IL-6) inibindo a agdo de macrofagos M2 que sustentam a sensibilidade a insulina
por meio da secregao de citocinas anti-inflamatorias (IL-4 e IL-13), acarretando as
disfungdes hepaticas que culminam nas fisiopatologias representadas na figura 5
(Kitade et al., 2017).

Além dos musculos e figado, o pancreas encontra-se entre os 06rgaos
afetados pela resisténcia a insulina, lipogénese e inflamagédo, com consequente
alteracao no metabolismo da glicose. O pancreas gorduroso, como mostrado na figura

3, pode contribuir para a disfungao das células 3 pancreaticas (Elhady et al., 2019).
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Matsuda e colaboradores, demonstraram que o pancreas gorduroso estava
associado ao aumento da resisténcia a insulina, de expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias e reducdo da massa de células [} pancreaticas, sendo este ultimo, fator
determinante para a diminuicdo da producado de insulina observada em individuos
acometidos pela fisiopatologia da resisténcia a insulina (Matsuda et al, 2014),
fendmeno este, observado apos a tentativa do organismo de compensar a resisténcia
adquirida com a hiperinsulinemia (SBD, 2020).

Pacientes que manifestam os sintomas do DM2 sdo geralmente
sedentarios e possuem maus habitos alimentares, com uma dieta rica em lipideos e
acucares (Kahn e Flier, 2000).

O controle inadequado da diabetes aumenta a probabilidade do surgimento
de complicagbes microvasculares, sendo as mais comuns: retinopatia diabética,
nefropatia diabética, neuropatia autonémica e neuropatia periférica (SBD, 2020).

O DM2 representa um fator comprometedor para tecidos musculares e
nervosos, cujo metabolismo depende fundamentalmente do suprimento de glicose.
Além desses tecidos, os vasos sanguineos também sofrem diversas alteragdes devido
ao comprometimento metabdlico sistémico (Liu et al., 2012) decorrentes de aumento
no estresse oxidativo (Bandeira et al., 2013) e do perfil proé-inflamatério (Sytze Van
Dam et al., 2013).

A medida que a sindrome metabdlica e a inflamagao persistem, o estresse
oxidativo, a hipdxia e os produtos finais de glicagdo avangada (AGEs) / receptor de
AGE (RAGE) desencadeiam uma progressdo de cascata inflamatorialevando ao
surgimento de complicagdes crénicas da diabetes devido as lesdes de estruturas
microvasculares (Nguyen, Shaw e Grant, 2012).

Figura 6 - Via geral de progressdo das complicagbes microvasculares
diabéticas.
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Fonte: Adaptado de Nguyen e colaboradores, 2012.

Observa-se, portanto, que a obesidade, a diabetes e a hiperglicemia, criam
um microambiente pro-inflamatorio que progride para complicagdes microvasculares
e inibem a funcdo e o reparo dos tecidos afetados (Emanuela et al., 2012; Nguyen,
Shaw e Grant, 2012).

Modelos experimentais em animais tém desempenhado um papel
fundamental na caracterizagao de fisiopatologias semelhantes a de seres humanos,
permitindo assim a identificacdo de alvos terapéuticos e desenvolvimento de novas
drogas. Dentre os modelos animais para indugdo de diabetes em ratos ou
camundongos, os mais utilizados s&o: ratos Zucker Diabetic Fatty (ZDF), ratos BB,
Goto-Kakizaki Rats e modelos por indugédo quimica da diabetes (Calcutt, 2004).

Modelos de ratos Zucker foi descoberto em 1961 apds um cruzamento de
ratos Merck e ratos Sherman. Eles sao caracterizados por um receptor de leptina

mutado que induz hiperfagia, os animais tonaram-se obesos com 4 semanas de idade,
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além de hiperinsulinémicos, hiperlipidémicos, hipertensos e apresentam tolerancia a
glicose diminuida. Além deste cruzamento, muitos estudos adicionam dietas com alto
valor energético ou ricas em gordura associadas a este modelo, alcangando assim um
modelo de DM2 (Tokuyama et al., 1995).

O modelo de indugao por ratos BB foi descoberto em 1974 por meio do
cruzamento de ratos Wistar consanguineos, os mesmos apresentam diabetes
autoimune e usualmente sdo utilizados como modelo de diabetes tipo 1 (DM1).

O modelo de diabetes utilizando ratos Goto-Kakizaki, apresenta como
caracteristica uma hiperglicemia leve nas semanas iniciais de vida dos animais e n&o
apresenta a obesidade como caracteristica marcante, apesar disto, este modelo é
considerado um modelo animal de DM2 e é consequéncia de heranga poligénica
estabelecido por endogamia repetida com ratos Wistar (Al-Awar et al., 2016). 3

Modelos por indugdo quimica representam frequentemente similaridades a
fisiopatologia da DM1, a administragdo de drogas como streptozotocina (STZ) e
aloxana, s&o consideradas diabetogénicas que atuam como citotoxicos da glicose que
e se acumulam nas ceélulas [} pancreaticas por meio do transportador de glicose 2
(GLUT2) (Lenzen, 2008).

Figura 7. Modelos animais de inducao de diabetes mellitus

Modelos animais de diabetes mellitus
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Fonte: Adaptado de Calcutt (2004)
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1.2 Neuropatia diabética e Dor neuropatica

Um estudo recente demonstrou que, apesar das neuropatias periféricas
estarem comumente relacionada a individuos com DM, individuos com intoleréncia a
glicose e normoglicémicos, também podem ser afetados, além disso os achados deste
mesmo estudo, sugerem que além dos riscos aumentados de quedas, amputagdes e
incapacidade para o trabalho, a diminuicdo da sensibilidade nos pés, que ocorre
devido a degeneragdo de neurbnios sensitivos periféricos, também pode estar
associada a doencgas cardiacas e ser um fator de risco subestimado de morte
cardiovascular na populagao em geral (Hicks et al., 2020).

As neuropatias diabéticas (NDs) sdo as complicagdes cronicas mais
prevalentes na DM, estudos mostram que mais da metade dos pacientes com DM
apresentam essa neurodegeneragao, que afeta diversas regides do sistema nervoso
e apresenta diversas manifestagdes clinicas (Boulton et al., 2005; Pop-Busui et al.,
2017; Benzing, Chang e Schmidt, 2018). As NDs caracterizam-se pela presenca de
sintomas e/ou sinais de disfuncdo dos nervos do sistema nervoso periférico somatico
e/ou do autonémico em individuos com diagnostico de DM.

Recebem diagndstico de NDs os pacientes diabéticos que, apos investigagéao,
exclui-se outras possiveis causas de neuropatias, tais como as polineuropatias
(PNPs) resultantes de doencas metabdlicas, sistémicas, infecciosas, inflamatorias e
nutricionais, a intoxicagdo por agentes industriais, drogas e metais, além das
neuropatias hereditarias (SBD, 2020, Pop-Busui et al., 2017).

Quadro 1. Causas nao diabéticas que devem ser excluidas para o manejo da dor.

Metabdlicas: doengas tireoidiana e renal; sistémicas: vasculite sistémica, vasculite nao sistémica,
disproteinemias e amiloidose; infecciosas: HIV, hepatite B, doenga de Lyme e hanseniase; inflamatorias:
polirradiculoneuropatia inflamatoria desmielinizante cronica.

Doengas metabodlicas, sistémicas,
infecciosas e inflamatérias

Aspectos nutricionais Deficiéncia de vitamina B12, pds-gastroplastia e deficiéncia de piridoxina, tiamina e tocoferol.

Intoxicagao por agentes industriais (acrilamida, organofosforados etc.), por drogas (alcool, amiodarona,

Intoxicagao . . ) . . P L
¢ colchicina, dapsona, alcaloides da vinca, platina, taxol etc.) e por metais (arsénico e mercurio).

Hereditariedade Causas hereditarias motora, sensitiva e autondmica.

Fonte: Adaptado de Pop-Busui et al., (2017)
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A medida que progridem, as NDs tornam-se fatores de risco para ulceragdes
nos pes, amputacdes e desequilibrio ao andar, determinando, ainda, manifestagbes
clinicas relacionadas aos disturbios cardiovasculares, sudorese e aos sistemas
geniturinario e gastrintestinal (Pop-Busui et al., 2017).

Dentre as neuropatias diabéticas, a mais comum € a polineuropatia (PNP)
difusa simétrica, que possui inicio insidioso, podendo comprometer apenas fibras
finas, apenas fibras grossas ou ser mista (mais comum). A maioria dos pacientes com
PNP somatica crénica apresenta-se assintomatico, mas cerca de 10% dos pacientes
podem ter sintomas sensitivos incapacitantes, requerendo tratamento especifico.

A dor é percebida pelos nociceptores que sédo terminagdes nervosas livres, a
porcao distal de fibras nervosas especializadas que tém ampla distribuicdo pelo corpo,
tecidos diversos, como pele, mucosas, musculos e outros. Estes nociceptores sao
capazes de transduzir e codificar estimulos nocivos e dolorosos. Estimulos como a
presséo intensa, calor ou quimicos sdo capazes de ativar os nociceptores (Julius e
Basbaum, 2001).

O estimulo nocivo percebido é transformado em potencial de agdo, em um
processo chamado de transducéo. Apos a transdugado, ocorre 0 processo transmissao
do estimulo, que consiste na passagem de potenciais de agao do terminal periférico
ao longo dos axonios, chegando até o sistema nervoso central, pelas fibras nervosas
Ad e C. Tais fibras sao responsivas a estimulos nocivos térmicos e/ou mecanicos,
gerando sensacdo dolorosa localizada e especifica, as fibras do tipo C s&o
responsivas a estimulos térmicos, mecanicos e quimicos (Julius e Basbaum, 2001,
Woolf, 2004).

A transmissdo segue pelos neurdnios aferentes de primeira ordem até
substancia gelatinosa do corno dorsal da medula espinhal, onde realizam sinapses
com neurdnios aferentes de segunda ordem, que ascendem pela medula contralateral
até o talamo. Nessa regido ocorre sinapses com os neurdnios aferentes de terceira
ordem, que se projetam para o cortex somatossensorial, local onde os estimulos
nociceptivos sdo traduzidos ao nivel da consciéncia (Vanderah, 2007).

Pacientes com PNP podem apresentar dores neuropaticas, como parestesias
ou hiperestesias e alodinia. A alodinia e a hiperalgesia sdo sintomas frequentes e

incbmodos observados em pacientes que apresentam dor devido a uma doenca ou
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lesdes no sistema nervoso. Entende-se por alodinia como ador causada por um
estimulo que normalmente ndo provoca dor e por hiperalgesia o aumento da
sensibilidade a dor causada por um estimulo que normalmente provoca dor
(Schestatsky, 2008).

Figura 8. Possiveis mecanismos envolvidos no surgimento da neuropatia

diabética periférica.
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Fonte: Adaptado de RGR publicagdes, 2012.

Segundo a IASP (International Association for the Study of Pain) a dor pode ser
definida como “uma experiéncia sensorial e/ou emocional desagradavel associada a

dano real ou potencial dos tecidos ou descrita em termos de tal dano”. O componente
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sensorial da dor € denominado nocicepgao, que pode ser definida como a resposta
fisiolégica a uma lesao tecidual (Barke, 2019).

Existem varias formas de manifestagao da dor o que faz com que a mesma
possa ser classificada de acordo com varios critérios, tais como: rapida ou lenta,
aguda ou crbnica e alguns autores ainda a classificam como nociceptiva, inflamatoéria
ou patologica (Fox., Hershberger, e Bouchard, 1996, Loeser e Melzack, 1999, Woolf,
1994, Schestatsky, 2008). A PNP é responsavel por uma manifestagédo de dor crénica
e patoldgica, a dor crénica é definida como dor que dura ou se repete por mais de trés
meses, e pode ser divida em dor crénica primaria, onde a dor crénica € considerada
a doenga em si, e dor cronica secundaria, onde a dor &€ um sintoma de uma condi¢&o
subjacente (Barke, 2019, SBD, 2020). A dor crénica secundaria, esta relacionada a
hiperalgesia e a alodinia, além de sensibilizagao central (Loeser e Melzack, 1999).

A dor crénica possui grande proximidade com a dor patoldgica, esta perde
seu carater protetor, pois manifesta-se com perfil mal-adaptativo, resultante do
funcionamento anormal do sistema nervoso. Pode ocorrer apos lesdes no sistema
nervoso (dor neuropatica), mas também em condigbes em que ndo ha tal dano ou
inflamagé&o (dor disfuncional) (Patil et al., 2015).

Acredita-se que a diabetes induza a dor neuropatica por meio da ativagao
dos neurénios sensoriais do corno dorsal na medula espinhal (Ved et al., 2018). Os
sintomas manifestos na dor neuropatica diabética decorrente da PNP s&o descritos
como superficiais e semelhantes a uma queimadura, ou como ésseas, profundas e de
rasgamento (SBD, 2020).

Figura 9. Tipos de dor
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Dor
Nociceptiva Neuropatica
Fisiologica Patologica Fisiologica Patologica
Colica. Artrite, Compressio Destruigio
Ciaibra muscular Injuria tecidual do nervo do nervo

Fonte: Adaptado de Schestatsky (2008)

O exame clinico geralmente revela déficit sensitivo com distribuicdo
originando-se nas regides plantares dos pés e direcionando-se para as pernas
(distribuigdo em meias). Por vezes, os sinais de disfungdo motora estao presentes,
com fraqueza dos musculos menores e reflexos ausentes no tornozelo (Oliveira,
Junior e Vencio, 2018, Kapur, 2001).

Quadro 2. Diferenga entre dor nociceptiva e dor neuropatica.

Tipo Nociceptiva Neuropatica

Definigao oficial |Dor causada por ativagdao de noci- | Dor causada por lesdo ou disfungdo do

ceptores periféricos sistema nervoso
Mecanismo Transdugao fisiolégica natural Geragéo ectépica de impulsos entre outros
Localizagao dos | Dor local + referida Territério da inervagdo da via nervosa
Sintomas afetada

Qualidade dos Sensagao dolorosa comum da vida | Novas sensagdes, desconhecidas, aber-

Sintomas diaria (bons descritores verbais) rantes (maus descritores verbais)
Tratamento Eficaz, analgesia convencional Parcialmente eficaz (anticonvulsivantes,
antidepressivos)

Fonte: Adaptado de Schestatsky (2008).
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Existe um numero reduzido de tratamentos disponiveis para a dor
neuropatica diabética. Basicamente sao utilizados antidepressivos triciclicos (Sindrup
e Jensen, 2000) e anticonvulsivantes, no entanto tais farmacos ndo possuem grande
eficacia no controle da dor, além de apresentarem diversos efeitos colaterais,
reduzindo assim a adesao dos pacientes ao tratamento (Duby et al., 2004; Edwards
et al., 2008).

A terapia orientada para o controle da dor neuropatica diabética segundo as
Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) baseiam-se em farmacos
inespecificos e que muitas vezes ndo conseguem modular a dor de forma satisfatoria,
portanto, além de tratamentos farmacoldgicos a SBD recomenda que estes sejam
acompanhados de cuidados gerais como: suporte psicoldgico, evitar contato direto
com roupas que possuam costuras diretamente sobre a pele, optar por roupas de
tecido fino como o cetim, meias sem costuras grossas, entre outros (SBD, 2020).

Quanto aos tratamentos farmacoldgicos atualmente recomendados pela
SBD, encontram-se, ligantes de subunidade a2-d dos canais para calcio, inibidores de
receptacdo de serotonina e de noreprinefrina, antidepressivos ftriciclicos, além de
outros farmacos como tramadol, oxicodona de liberagédo controlada e acido tioctico.

Quadro 3. Farmacos recomendados pela Sociedade Brasileira de Diabetes para
o controle da DNP.

Familia ou farmaco Droga Mecanismo de agao ” Efeitos adversos

Ligantes da de subunidade

a2-3 os de canais para calcio

Pregabalina

Liga-se a canais de calcio e inif
liberagao

de neurotransmissores excitatorios.

Sonoléncia, tonturas e ganho de

peso.

Gabapentina

Modula a sintese e a liberagéo de
acido y- aminobutirico
(gamma-aminobutyric acid, GABA),
além de alterar a secregao de
neurotransmissores e 0s niveis

plasmaticos de serotonina

Sonoléncia, tonturas, ganho de

peso e edema periférico.

Inibidores de Duloxetina Inibe a receptagao balanceada de Nauseas, sonoléncia, cefaleia e

receptacdo de serotonina e serotonina e noradrenalina. tontura. Ha risco de

norepinefrina sindrome serotorinérgica com o
uso de inibidores de
monoaminoxidade (MAO).

Venlafaxina Inibe a receptagao balanceada de Nauseas, sonoléncia, cefaleia.
serotonina e noradrenalina Ha risco de sindrome serotorinérgica

com o uso de MAO.

Antidepressivos triciclicos Amitripitilina Inibe a receptagdo de serotonina e df Efeitos anticolinérgicos,
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noradrenalina. sedacgao e alteragbes da conducgéo
cardiaca. Ha risco de

sindrome serotorinérgica com o
uso de MAO.

Tramadol Analgésico de agado central Sonoléncia, tonturas e cefaleia.
Outros farmacos mecanismo Risco de sindrome de

de agdo monoaminérgico e opioide. || abstinéncia se interrompido

abruptamente.

Fonte: Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 2020)

Existem varios modelos de experimentag&o animal (ratos ou camundongos) de
indugdo de neuropatia diabética em modelos de, dentre eles destacam-se: utilizagao
de estreptozotocina, modelos induzidos por dieta/nutricdo (dietas ricas em gordura
e/ou carboidratos), modelos quimicos com utilizacdo de dieta e ainda, modelos
geneticamente alterados (ob/ob, knockout para o gene da leptina ou db/db, knockout
para o gene do receptor de leptina), entre outros.

Trabalhos do grupo de Comelli feitos em camundongos mostraram que a
indugao do diabetes com estreptozotocina levou a redugdes nos niveis de glutationa
reduzida (GHS) e a aumentos nos niveis de lipoperoxido em nervos ciaticos,
acompanhados por redugdes nos niveis de fatores de crescimento neuronal (NGF).
Esses dados indicam marcantes alteracdes relacionadas com estresse oxidativo e
com a viabilidade do nervo ciatico (Comelli et al., 2010).

Além disso, em um modelo de obesidade induzida por dieta hiperlipidica,
Obrosova et al., (2010) demonstraram alteragdes nas velocidades de condugao no
ramo sensitivo e no ramo motor dos nervos ciaticos de camundongos diabéticos
associadas com elevagdes na expressdo de 12/15-lipoxigenase e acumulo de
nitrotirosina (NT) e hidroxinoneal (HNE) em neurdnios do ganglio da raiz dorsal.

Acredita-se que devido a um aumento no estresse oxidativo causado por
acumulo de produtos finais de glicagao e por uma alta atividade de PKC, tem-se inicio
alteragdes marcantes que culminam na degeneragao nervosa periférica, dificultando
o0 aporte sanguineo para os nervos (Morales-Vidal et al., 2012). E importante lembrar
que individuos obesos desenvolvem um perfil inflamatoério com altos niveis de TNF-q,
IL-1B8, IL-6 e outras citocinas pro-inflamatorias que também podem estar envolvidas
com a patologia da neuropatia diabética e com a lesdo no nervo (Pop-Busui et al.,
2016).
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Acredita-se também que a dor neuropatica diabética esta associada a uma
excitabilidade sustentada dos neurdnios sensoriais presentes nas vias modulatorias
da dor (Latremoliere e Woolf, 2010). A prevaléncia de dor neuropatica na
polineuropatia diabética simétrica distal € de aproximadamente 1-10%, dependendo
do grau de envolvimento das fibras pequenas. Raramente ocorre dor na auséncia de
sinais e sintomas tipicos de disfungdo das fibras grossas, uma vez que as fibras
pequenas s&o acometidas mais precocemente na neuropatia diabética (Schestatsky,
2008).

Os axoénios longos sédo os primeiros a serem afetados pela diabetes, e os
pacientes descrevem a dor neuropatica usando termos como queimacéo,
formigamento, dor aguda e com a sensagao de agulhas (Yoo et al., 2012).

Além disso, sabe-se que apds a lesdo de um nervo periférico, uma cascata de
eventos aumenta a expressao de canais ibnicos nas membranas dos neurbénios
nociceptivos do ganglio da raiz dorsal, principalmente canais para sodio e calcio
(Finnerup e Jensen, 2006, J R Mendell e Sahenk, 2003).

O aumento da excitabilidade desses neurdnios nociceptivos causa um aumento
na ativagdo dos neurdnios de segunda ordem no corno dorsal da medula, tanto por
meio dos receptores AMPA quanto por meio dos receptores NMDA, fazendo com que
mais estimulos nociceptivos sejam levados para centros superiores, exacerbando a

sensacao dolorosa (Mendell e Sahenk, 2003).

Figura 10. Alteracao de canais i6nicos modulando a excitabilidade de neurénios

nociceptivos
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Fonte: Mendell e colaboradores (2003).

Na pratica clinica, os farmacos utilizados para o controle da dor neuropatica
sao potenciais bloqueadores dos canais para sédio, inibidor de enzimas e Antagonista
de receptor, incluindo antidepressivos triciclicos, carbamazepina, oxcarbazepina,
fenitoina, topiramato, lamotrigina, mexiletina, e lidocaina, e inibidores potenciais do
canal para calcio, como gabapentina e a lamotrigina, no entanto, além de n&o gerar
alivio satisfatorio da dor, podem apresentar efeitos adversos indesejaveis (McQuay et
al., 1996).

1.3 Vias Intracelulares

Em 1965 Melzack e Wall propuseram a “Teoria do portdo da dor”, de acordo
com essa teoria, as fibras de maior didmetro e as fibras de menor didmetro se projetam
para o corno dorsal da medula espinal e interferem na transmissao dos impulsos
nervosos/dolorosos. As fibras tateis, quando estimuladas, ativam interneurdnios

inibitorios na regido que inibem a transmissao nociceptiva, impedindo a passagem do
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impulso nervoso. Em contrapartida, o estimulo das fibras nociceptivas inibiria estes
interneurdnios inibitorios, abrindo o portdo para a passagem do impulso. Na mesma
década, Reynolds demonstrou experimentalmente a existéncia do controle endégeno
da dor (também chamada de via descendente). Ao estimular a substancia cinzenta
periaqueductal de ratos, induziu processos enddgenos analgésicos nos animais
durante a cirurgia, estes ndo haviam sido anestesiados (Millan, 2002).

Modulagdes nos mecanismos de controle da dor, como alteragdes tanto no
sistema nervoso central quanto no sistema nervoso periférico podem resultar em dor
neuropatica, incluindo alteracdo na expressao e funcido dos canais para sodio e
potassio, aumento do influxo celular de calcio, alteragao das resposta ao glutamato e
substancia P, reestruturacdo organizacional celular, aumento da excitabilidade
neuronal, brotamento de fibras do sistema nervoso periférico, diminuicdo da atividade
ou perda dos neurdnios inibitorios, ativagcao da via facilitatéria descendente e inibigao
da via inibitoria descendente da transmissdo dolorosa, entre outros (Sousa, 2009;
Basbaum et al., 2009; Austin e Moalem-Taylor, 2010).

Tais alteragcdes desencadeiam variagcdes na sintese de neurotransmissores,
na expressao e ativacdo de receptores e canais ibnicos, levando a sensibilizacao
periférica e central, gerando descargas ectopicas, que se amplificam e ativam células
vizinhas caracterizando a dor crénica (Stein e Machelska, 2011), e normalmente se
manifestam como dor intensa e persistente, podendo ser espontanea, associada a
sensagao de queimacao e alfinetadas, hiperalgesia e/ou alodinia (Jensen et al., 2011).

Além dos neurénios diretamente envolvidos na dor neuropatica, as células
da glia, como microglia e astrocitos, também participam da geragdo e manutencéo dos
sintomas da dor neuropatica. Estes grupos celulares liberam uma variedade de
citocinas pro-inflamatérias, que sdo um dos principais componentes de mediagao ou
na manutengéo de hiperalgesia e alodinia (Chacur et al., 2001).

Diversas vias intracelulares estdo envolvidas com 0s mecanismos
modulatérios da dor, segundo Zhuang (2004) a inibicdo de PI3K induz
hipersensibilidade ao calor no teste de retirada de pata mediante estimulo térmico, e
a inibicdo de mTOR por meio de injecéo intratecal de rapamicina em ratos Sprague-
Dawley induz uma diminui¢ado de forma dose dependente da hiperalgesia térmica em

modelo de dor inflamatdria induzida pela carragenina (Gregory et al., 2011).
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Sabe-se que a via PIBK/AKT/mTOR é uma via envolvida com plasticidade
neuronal, autores demonstraram que a inflamacdo local na pata de animais
submetidos ao teste da formalina induz aumento nos niveis de fosforilagao de AKT e
de mTOR no corno dorsal da medula e que o tratamento com inibidores de PI3K e
AKT atenuou a resposta de contor¢ao na segunda fase do teste de formalina (Xu et
al., 2011).

Figura 11. Diagrama esquematico dos mecanismos potenciais da via PI3K / Akt

no processamento da dor inflamatoéria

Fonte: Chen et al. (2017)

Paralelamente, pesquisadores demonstraram a participacado da via do NO na
modulagao da dor inflamatéria (Reis et al., 2009); (Costa et al., 2014), o papel da
sinalizagao do NO na neurobiologia da dor nociceptiva e patolégica tem demonstrado
que o NO pode ter efeitos pré e antinociceptivos no processamento da dor,
dependendo de fatores como o local de agao e a concentragéo de NO (Change, 2003).

Trabalhos do nosso grupo demostraram a participagdo do 6xido nitrico nas
respostas nociceptivas em modelos de dor inflamatéria. Observou-se que o efeito
antinociceptivo periférico da morfina foi perdido em camundongos geneticamente
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modificados que ndo expressavam 6xido nitrico sintase neuronal (NOSn) e a morfina
induziu a produgao de oxido nitrico em neurdnios nociceptivos primarios. A ativagao
da via do éxido nitrico pela morfina foi dependente de uma estimulagao inicial da
proteina PI3Ky/AKT (AKT) e culminou no aumento da ativagao dos canais KATP.

Tang et al. (2007) mostraram redugé&o nas contorgdes no teste da formalina
mediante injeg&o intratecal de 1400W, um inibidor seletivo da enzima NOSi. Outros
autores demonstraram que a sinalizagdo da via do oxido nitrico periférico causou
analgesia periférica na dor inflamatoria. Gomes e Cunha (2020) em um modelo animal
de dor neuropatica pos cirurgica, observaram que a incis&o cirurgica resultou em
alodinia mecanica e em niveis elevados de 6xido nitrico na medula espinhal. Saad et
al. (2016), demonstaram também que o tratamento com L-NAME, inibidor da enzima
oxido nitrico sintase (NOS) por via intraperitoneal antes da cirurgia induziu uma
reducdo na alodinia mecanica observada.

Sabe-se que a via do NO e seu maquinario intracelular participa do processo
fisiopatoldgico da neuropatia diabética processo esse envolvido com a cascada
inflamataria ja apresentada ao longo da introdug¢ao, podendo alcangar antinocicepgao
por meio do controle da diabetes e de farmacos inibidores desta via (Jang et al., 2008).
No entanto, a participagdo desta via na analgesia endogena da dor neuropatica

diabética é algo que precisa ser esclarecido.

Figura 12. Diagrama esquematico que descreve a via de sinalizagdao de NO
analgésico periférico



35

Nociceptor
-

Cannabinoid receptor 1
Adenosine receptor 1 O ‘

K+ channel opening

Opioid Adenosine
receptors

Cannabinoids

oo
.
.....
*e
*e

Hyperpolarization

AKT

/
- | nNOS I ~ T[Nol ~ - 1Nouronal firing
Primary Sensory Neuron " Dipyrone

Fonte: Gomes e Cunha (2020)

A literatura relata que o influxo de ibns pelos canais podem estar envolvidos
no desenvolvimento na sensibilidade periférica da dor inflamatéria, como por exemplo,
os ions K* e H*, além de outros agentes como serotonina, histamina, bradicinina, ja
citados anteriormente (Woolf, 1994). No entanto, a literatura discute a participacéo dos
canais para potassio como um canal envolvido em processos antinociceptivo. Sabe-
se que estes canais podem ser encontrados em varios tipos de célula, como por
exemplo células b pancreaticas, miocitos cardiacos, musculo vascular e outro musculo
liso e neurénios. A diabetes afeta os sistemas vasculares de canais Katp, aorta e vasos
cerebrais de ratos diabéticos, estes demostraram relaxamento prejudicado aos
abridores de canais Karp (Hohman, Cotter e Cameron, 2000).

Portanto, os canais para potassio parecem sofrer modulagdes devido ao
microclima inflamatério ofertado pela diabetes e sua contribuicdo na analgesia
endogena na dor neuropatica diabética deve ser investigada.

Ambas as vias de PISK/AKT/mTOR e de NO/GMPc/Katp sdo importantes
em eventos de controle dos estimulos nociceptivos e alteragées nos niveis desses
segundos mensageiros foram reportadas tanto em neurénios de primeira ordem no

génglio da raiz dorsal quanto em neurbénios de segunda ordem no corno dorsal da
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medula. Grande parte dos trabalhos mostra a participacdo dessas vias em modelos
de dor inflamatéria, porém ainda € necessario avaliar o papel dessas vias na
modulac¢do da dor neuropatica diabética em camundongos com obesidade induzida
por dieta hiperlipidica.
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2. JUSTIFICATIVA

A sindrome metabdlica é caracterizada como um conjunto de alteragdes
metabdlicas que tem como principal componente a hiperglicemia em jejum. Como
consequéncia dos altos niveis plasmaticos de glicose, diversas complicagdes
cardiovasculares sdo observadas, bem como alteragdes em outros tecidos do corpo,
COmO 0S nervos e 6rgaos.

Entre as consequéncias da hiperglicemia crénica esta a neuropatia periférica,
uma condicdo altamente debilitante que pode se iniciar com uma hiperalgesia
patolégica devido a hipersensibilidade sustentada dos neurdnios nociceptivos,
passando para uma fase de auséncia de sensagao dolorosa devido a degeneragao
das fibras nervosas ascendentes nociceptivas, podendo culminar em lesbes nos
membros superiores e inferiores, e consequente amputacdo, devido a auséncia de
sinal doloroso percebido pelos pacientes acometidos.

O Tratamento da DNP de primeira e segunda linha para neuropatia diabética
dolorosa, envolvem classes de medicamentos, como: anticonvulsivantes, inibidores
da recaptacao de serotonina e noradrenalina e antidepressivos triciclicos, no entanto,
tais farmacos possuem dificuldade no controle pleno da neuropatia dolorosa diabética
Aproximadamente 30% dos pacientes acometidos por essa dor, alcangam alivio
satisfatério dos sintomas dolorosos, demonstrando a necessidade de terapias mais
avangadas (Feldman et al., 2019).

Diversas pesquisas investigam o papel da PI3K (Pritchard et al., 2016), da
via do NO/GMPc (Alves et al., 2013) e de canais ibnicos como canais para K+
sensiveis ao ATP (Du e Gamper, 2013) na modulag&o da dor inflamatdria, o que abre
a possibilidade de uma possivel participagao destes, também na modulacdo da dor
neuropatica diabética.

Diante do exposto, o estudo das vias intracelulares responsaveis pelos
eventos de modulagcdo endoégena dos estimulos dolorosos ascendentes da DNP
diabética € importante para que se possa desenvolver ferramentas farmacologicas
direcionadas a essas vias sinalizadoras, no intuito de controlar alguns dos sintomas

relacionados a neuropatia diabética.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a participacédo da via PI3Ky/AKT/NO/GMPc/KATP nos substratos
periféricos envolvidos com a modulagdo endoégena da dor neuropatica induzida por

dieta hiperlipidica em camundongos.

3.1 Objetivos Especificos

- Avaliar os efeitos da dieta hiperlipidica sobre o estado nutricional (ingestao
caldrica, eficiéncia alimentar, peso e gordura corporal, indice de adiposidade e
glicemia);

- Avaliar a resposta tecidual a insulina e o perfil de utilizagdo da glicose de
camundongos submetidos a dieta hiperlipidica;

- Caracterizagdo anatdmica da neuropatia na pata e nervo ciatico de
camundongos submetidos a dieta hiperlipidica;

- Investigar o papel da via PI3BKy/AKT/NO/GMPc e canais para potassio em
camundongos submetidos a dieta hiperlipidica;

- Investigar a expressao proteica de AKT em tecidos do coxim plantar em

camundongos submetidos a dieta hiperlipidica.
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4. MATERIAIS E METODO

4.1 Animais de experimentacao

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss machos, pesando entre
30 e 35 gramas, provenientes do Centro de Bioterismo da UFMG (Cebio/lUFMG). Os
animais foram divididos em 2 grupos de animais e acomodados em caixas plasticas
de dimensdes 30x16x12 centimetros com cama de forragem, tendo livre acesso a
ragdo e agua. Dois dias antes da realizagdo dos experimentos, os animais foram
mantidos em sala controlada termicamente (22 a 24°C) e com ciclo claro-escuro de
12 em 12 horas, para ambientalizagao.

Todos os experimentos foram realizados entre 8:00h e 17:00 h. Apds os
procedimentos experimentais os animais foram eutanasiados com solucdo de
Cloridrato de Ketamina 10% (Dopalen, Vetbrands, Brasil) na dose de 50 mg/Kg e
Cloridrato de Xilazina 2% (Dopaser, Calier, Brasil) com a dose de 5 mg/Kg, injetados
por via intraperitoneal. Todos os procedimentos realizados foram aprovados pela
comissao de experimentacdo e uso de animais (CEUA) sob o protocolo numero:
57/2017.

4.2 Dietas

A obesidade foi induzida em camundongos Swiss machos por meio de dieta
hiperlipidica (HFD) por 14 semanas. A dieta HFD foi preparada de acordo com os
padroes da Associacdo Oficial de Analises Quimicas, como descrito por (Oliveira
Andrade et al., 2014). Os macronutrientes da dieta foram pesados e homogeneizados
para formar uma massa macia. As dietas foram guardadas separadamente num
refrigerador em embalagens plasticas. Dieta padrao (Purina - Labina®) que foi usada
para manutengdo regular nos nossos camundongos é composta por 66,0%
carboidratos, 23% proteinas e 11% de gordura, apresentando um total de 2,18 kcal
por grama de dieta. A dieta hiperlipidica € composta por 39% de carboidratos, 17% de

proteinas e 44% de gordura apresentando um total de 5,28 kcal por grama de dieta.
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Todos os componentes da dieta hiperlipidica foram obtidos da Rhoster® LTDA (Sao

Paulo, Brasil).

Figura 13. Dieta padrao (Purina - Labina®) E dieta hiperlipidica (HFD 40%)
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Fonte: foto elaborada pelo autor

4.3 Testes de tolerancia intraperitoneal a glicose e resisténcia a insulina

O teste de tolerancia intraperitoneal a glicose foi adaptado de Schreyer et al
(Pereira Valadares et al., 2017). Apés 8 semanas de dieta (grupo controle e grupos
de animais que receberam dieta hiperlipidica), os animais foram submetidos a um
jejum de 12h (overnight). Pela manha, foi injetada uma solugao de 25% de glicose em
salina 0,9% estéril, a uma dose de 2 g de glicose/lkg de peso corporal, via
intraperitoneal. O sangue foi coletado para quantificagao de glicose nos intervalos de
0, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos apds pequeno corte na ponta da cauda do animal.

O teste de sensibilidade insulinica foi realizado pela manha, com os animais
no estado alimentado, através da aplicagao intraperitoneal de 0,75U de insulina/kg de
peso corporal. O sangue foi coletado para quantificagado de glicose nos intervalos de
0, 30, 60, 90 e 120 minutos apos pequeno corte na ponta da causa do animal
decorridos da aplicagao. Ambos os testes foram realizados utilizando um glicosimetro
(Accu-Check® Active) com tiras de medigcéo retiradas da embalagem no dia do

experimento.
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4.4 Medidas do peso corporal, ingestao alimentar e extragao dos tecidos

A ingestdo alimentar foi mensurada duas vezes por semana durante o
tratamento com as dietas para obter a eficiéncia alimentar (ingestdo alimentar/peso
corporal). Animais submetidos ao jejum overnight foram eutanasiados para a coleta
do sangue, coxim plantar, ganglios da raiz dorsal, corno dorsal da medula e
mesenceéfalo. Tecidos foram pesados e imediatamente congelados em nitrogénio

liquido e armazenados a -80°C para analise subsequente.

4.5 Teste algesimétrico de mensuracao de hiperalgesia na pata dos

camundongos

Para realizar a medida da hiperalgesia, foi utilizado o método de retirada de
pata submetida a compressao, descrito originalmente para ratos por Randall e Sellito
(1957) e adaptado para camundongos por Kawabata et al (1992). No teste, o animal
€ cuidadosamente mantido em posicao horizontal sobre a bancada, por uma das maos
do experimentador, enquanto a pata sob teste € colocada com sua superficie plantar
na parte compressora do aparelho.

A parte compressora consiste em duas superficies, sendo uma plana, sobre
a qual se coloca a pata do animal, e outra cénica, com uma area de 1,75 mm2 na
extremidade, por meio da qual é aplicada uma pressédo na superficie da pata do
animal. A intensidade da pressédo aplicada aumenta a uma taxa constante de 10
g/centimetro marcado na régua numerada do aparelho, para camundongos, mediante
o acionamento de um pedal pelo experimentador, necessaria para induzir uma reagao
de fuga do animal (reflexo de retirada de pata).

Ao observar a retirada da pata do animal, o experimentador desacionara o
pedal, interrompendo assim 0 aumento da pressao imposta a pata, sendo que o ultimo
valor, que corresponde ao limiar nociceptivo, fica indicado na escala do aparelho e
expresso em gramas (g). E importante ressaltar que o animal é ambientalizado
(mesmas condi¢des do dia de testes) ao aparelho no dia que antecede o teste.
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Figura 14. (Ugo Basile, Italia) Utilizado para medir o limiar de resposta ao

estimulo mecéanico

Fonte: Foto elaborada pelo autor.

Figura 15. Parte compressora do aparelho (Ugo Basile, Italia) utilizado para
medir o limiar de resposta ao estimulo mecanico aplicado na pata de

camundongos.

Fonte: Foto elaborada pelo autor.
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4.6 Drogas utilizadas
As drogas foram administradas por via intraplantar nas patas posteriores

direita em um volume final de solugao de 20 pl/pata.

Figura 16. Vias de administracdao das drogas (lado esquerda via intraplantar e

direito intraperitoneal)

Fonte: Adaptado Google images

Para avaliagdo da via PI3Ky, foi utilizada a droga AS-605240, inibidor
seletivo de PI3Ky. Para avaliacdo da participagao da via de sinalizagc&o do 6xido nitrico
foram utilizadas as drogas L-NOarg, inibidor ndo seletivo das enzimas oxido nitrico
sintase e o ODQ, inibidor seletivo da enzima guanilato ciclase soluvel; para
determinagao da atividade de canais para K+, foi utilizada a glibenclamida, bloqueador

seletivo de canais para potassio sensiveis ao ATP.

Figura 17. Diagrama esquematico do mecanismo de agao dos farmacos que
agem na via PI3Ky/AKT/NO/GMPc/KATP
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Fonte: Esquema elaborado pelo autor.

4.7 Procedimento Experimental

O limiar nociceptivo de cada animal foi determinado antes e apos a
administracdo de cada droga. O limiar € sempre medido trés vezes, sendo o resultado
a meédia dessas medidas. As doses e os tempos de administragdo das drogas
utilizadas foram baseados em dados da literatura e experiéncia de estudos prévios de
nosso grupo (Romero e Duarte, 2012; Alves et al., 2013; De Carvalho Veloso et al.,
2015; Nerry e Cunha, 2020).

O inibidor seletivo das enzimas PI3Ky (AS-605240), o inibidor ndo seletivo
das isoformas da enzima NO-sintase (L-NOArg), foram administrados 30 minutos
antes da segunda medida, o inibidor da enzima guanilil ciclase soluvel (ODQ) foi
administrado 10 minutos depois da segunda medida. O bloqueador seletivo dos canais
para potassio sensiveis ao ATP (glibenclamida) foi administrado 5 minutos antes da
segunda medida.

O bloqueador seletivo dos canais para potassio sensiveis a voltagem
(Tetraetilamonio) foi administrado 30 minutos antes da segunda medida, o bloqueador
seletivo de canais para calcio de baixa conduténcia (Dequalineo) e o bloqueador dos
canais para calcio alta conduténcia (Paxilina), foram administrados 5 minutos antes

da segunda medida.
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4.8 Quantificagao das proteinas AKT pela técnica de Western Blot

Para a determinacdo da expressao das proteinas p-AKT/total AKT pela
técnica de Western blot foram coletados coxins plantares e estes foram
homogeneizados com um homogenizador de tecidos tipo turrax (Marconi®, Brasil) em
presenca de tampdo RIPA (0.05M Tris-HCI, pH 7.4, 0.15 M NaCl, 0.25%
deoxycholicacid, 1% NP-40, 10mM EDTA, 0,3 % de Triton X-100, 0,5% de SDS)
acrescido de 1TmM Fluoreto de Fenilmetanosulfonila (PMSF), 1mM Ortovanadato de
sédio, 1mM fluoreto de sédio, e de coquetel de inibidores de proteases (SigmaFast®,
Sigma).

Apos o processamento, as amostras foram centrifugadas a 10.000 RPM por
10 minutos e o sobrenadante foi coletado para dosagem de proteinas. A quantidade
de proteinas das amostras foi mensurada de acordo com o método de Bradford. As
amostras foram diluidas em tampao da amostra (4X tris HCI/SDS pH=6,8, 3% Glicerol,
1% SDS, 0,6% B-mercaptoetanol, 0,1% Azul de Bromofenol) e aquecidas a 95 °C por
10 minutos. Para separagdo, foram aplicados 50 pg de proteina em gel
depoliacrilamida 10% SDS-PAGE.

ApoOs serem separadas no gel, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de PVDF (GE Healthcare®, USA) com poro de 0,45um. Apos o bloqueio
(2h em TBS-Tween 0,1% mais 5% de albumina bovina), a membrana foi incubada
“overnight” em camara fria (6-8 °C), com o anticorpo primario especifico diluido em
3% de albumina em TBS-Tween 0,1%. Os seguintes anticorpos primarios foram
utilizados: anti-AKT (policlonalfeito em coelho; diluicdo de 1:1000), anti-phosphoAKT
(policlonal feito em coelho; diluigao de 1:1000).

Em seguida, a membrana foi lavada com TBS contendo 0,1% de Tween
20 (TBS-T) por 5 minutos (por trés vezes) e incubada por duas horas com o anticorpo
secundario conjugado a peroxidase (HRP), anti-lgG de camundongo (diluicdo de
1:10.000 em TBS-Tween com 3% de albumina), ou anti-lgG de coelho (diluicdo de
1:10.000 em TBS-Tween com 3% de albumina).

Apos o periodo de incubagdo, a membrana foi novamente lavada em TBS-

T (5 minutos por trés vezes). As bandas proteicas foram detectadas por uma reagéo
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de quimiluminescéncia (Luminata — Merk do Brasil Ltda) e a intensidade das mesmas

foi avaliada por analise densitométrica atraves do software Image J.

4.9 Analise por imagem de cortes cervicais pelas técnicas de histopatolégicas

A caracterizagdao morfologica foi realizada por meio da histopatologia do
coxim plantar e do nervo ciatico de camundongos alimentados por dieta padrao e
hiperlipidica. Foram realizados cortes cervicais e fotomicografias dos tecidos
supracitados. Os cortados foram processados para coloragdo com hematoxilina e
eosina.

As alteragdes fisiopatologicas e gravidade das degeneragdes nos coxins e
fibras do nervo ciatico, bem como: degeneragédo hidrépica no epitélio, exocitose
epitelial ou leucécitos na derme, Desorganizagdo do tecido conjuntivo do
epineuro/perineuro, axonopatia e mielinopatia foram classificados nos seguintes
graus: grau (0): sem alteracgao; grau (1): leve; grau (2): moderado; grau (3): grave,
como sugerido por (Tawfik et al., 2018).

Foi quantificada a expressao dos canais para potassio sensiveis ao ATP, pela
técnica de Imunohistoquimica em coxim plantar com marcacdo de Anti-Potassium
Channel Kir6.2 Antibody (Sigma-Aldrich), as diluicdes foram feitas com BSA (1-3%) e
analise quantitativa da area para imunocoloragédo do coxim plantar. Os cortes cervicais
dos coxins plantar foram dissecados e incluidos em parafina.

Em seguida foram cortados sobre uma lamina de vidro e submetidos a
recuperacdo do antigeno. Os cortes de tecido foram incubados com os anticorpos
primarios em uma cadmara umida de acordo com as instru¢gdées do fabricante. Foram
usados anticorpos policlonais de coelho, os métodos foram aplicados de acordo com
as instrugcdes do fabricante.

Por seguinte, as laminas foram examinadas e fotografadas em microscopio
de luz e a porcentagem de areas imunopositivas foram determinadas usando um
sistema de analise de imagem [Imaged 1.45 F], como sugerido por (Tawfik et al.,
2018).
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4 .10 Analises estatisticas

Os dados estao representados como a média + erro padrao da média (SEM).
Para o calculo estatistico da area sob a curva dos testes de toleréncia a glicose e
sensibilidade a insulina, bem como para o calculo da adiposidade, foi usado o teste t
pareado. Para o calculo estatistico das curvas de tolerancia a glicose e resisténcia a
insulina foi usado o Two-Way ANOVA com os pos teste de Bonferroni. Para os testes
farmacologicos, as analises estatisticas utilizaram one-way ANOVA, seguido do pés-
teste de Bonferroni, para a quantificacdo das alteragdes morfoldgicas por analise
histopatoldgica e imunohistoquimica, utilizou-se o teste t pareado. Os resultados
foram apresentados como a média + EPM das medidas e a analise de variancia
(ANOVA), seguida pelo pés-teste de Bonferroni que foi utilizado para verificar a
significancia das diferengcas entre as médias (comparagdes multiplas), sendo
consideradas significantes quando os valores de p foram menores que 0,05.
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5. RESULTADOS

O gréfico 1a apresenta a evolugdo do peso ao longo de 13 semanas, e
demonstra diferenga significativa entre grupos HFD e controle em relagdo ao peso
corporal. Tal diferenga pode ser observada também na area sob a curva do ganho de
peso entre os grupos (grafico 1b) e na medida de adiposidade (grafico 1c), que

apresentou aumento significativo nos animais HFD.
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Grafico 1- Avaliagéo temporal do peso corporal total ao longo de 13 semanas e adiposidade. (a) Peso
corporal de camundongos tratados com dieta HFD 40% e alimentados com dieta padréo, grupo
controle. (b) Area sob a curva do ganho de peso relativo. (c) Adiposidade representada pelo peso dos
depdsitos de tecido adiposo em relagdo ao peso corporal. Valores representam + E.P.M e * Indicam
diferenga estatistica significativa em relagao ao grupo HFD 40% e Controle. N=10. (P < 0,05, two way
ANOVA + pés-teste Bonferroni).

O perfil glicémico dos animais tratados com a dieta hiperlipidica foi
avaliado apds 10 semanas pelos testes de sensibilidade a insulina e tolerancia a
glicose. O grafico 2 demonstra que os animais tratados com a dieta hiperlipidica
apresentaram resisténcia a insulina, diferentemente do grupo controle, antes e apos
a administracao intraperitoneal de insulina.

Foi observada queda nos niveis glicémicos em ambos 0s grupos, porém,

0s animais alimentados por dieta hiperglicémica, apresentaram diferenca estatistica
significativa nos niveis de glicose plasmatica ao longo de todo o teste, este resultado
foi comprovado no grafico de area sob a curva (grafico 2b).
00 grafico 2c apresenta o resultado do teste de tolerancia a glicose, demonstrando
diferencga estatistica significativa entre os grupos HFD40% e Controle, confirmando o
estado de intolerancia a glicose. Este resultado foi comprovado no grafico de area sob
a curva (grafico 2d).
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Grafico 2. Teste de sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose. (a) Teste de resisténcia a insulina:
Niveis plasmaticos de glicose 0, 30, 60 e 90 minutos apds dministragéo intraperitoneal de insulina. (b)
area sob a curva do teste de resisténcia a insulina. (c) Teste de tolerancia a glicose: Niveis plasmaticos
de glicose 0, 15, 30, 60 e 90 minutos apds a administragao intraperitoneal de glicose. (d) area sob a
curva do teste de tolerancia a glicose. Valores representam média + E.P.M e * indicam diferenca
estatistica significativa em relagéo ao grupo HDF40% e controle, n=10. (P < 0,05, (a;c) Teste t pareado;
(b;d) two way ANOVA + pos-teste Bonferroni.

A caracterizacdo morfolégica foi realizada através da histopatologia do
coxim plantar e do nervo ciatico de camundongos alimentados por dieta padr&o (grupo
controle) e alimentados por dieta hiperlipidica (grupo HFD 40%).

Como pode ser observado na figura 18, ndo houve diferenga morfologica
no tecido do coxim plantar dos animais, quando comparado os grupos supracitados.
Ambos o0s grupos apresentaram alteragcbes degenerativas leves (degeneragao
hidropica no epitélio). Alteragdes como exocitose epitelial ou leucdcitos na derme nao

foram frequentes.
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Figura 18. Anadlise histopatoléogica do coxim plantar de camundongos

alimentados com dieta padrao e hiperlipidica
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Figura 18. Imagens histopatoldgicas de cortes cervicais do coxim plantar de camundongos alimentados
com dieta padrao (grupo controle) e com dieta hiperlipidica (HFD 40%), corados com hematoxilina e
eosina. a) Fotomicrografias de segbes cervicais da pata de camundongos ndo diabéticos. b)
Fotomicrografias de segles cervicais da pata de camundongos diabéticos alimentados com dieta
hiperlipidica. Ambas as imagens (a; b), apresentaram leve degeneragéo hidrépica no epitélio (#). Nao
houve diferenga morfolégica na pele da pata de camundongos do grupo controle e alimentados por
dieta hiperlipidica. Alteragdes morfolégicas como exocitose epitelial ou leucécitos na derme néo foram

frequentes, n=5. Aumento 200X.

A figura 19 (a; b), demonstra que houve alteracdo morfolégica no tecido do
nervo ciatico de animais dos grupos controle e alimentados por dieta hiperlipidica. Os
animais do grupo controle (17a) apresentam morfologia padréao, caracterizada por:
tecido conjuntivo do epineuro/perineuro fisiologicos (*) e fibras nervosas com a
presenca de axdnios centralizados e envolvidos por areas clara (mielina). Ja os
animais do grupo alimentado por dieta hiperlipidica (17b), apresentaram a seguinte
morfologia: desorganizagao do tecido conjuntivo do epineuro/perineuro fisiolégicos (*),
axbnios retraidos e posicionados excentricamente (#),aumento do espago
correspondente a mielina, alteragdo sugestiva de alteragdo degenerativa e perda
axonal (&), confirmando assim a degeneragao neuropatica.
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Figura 19. Anadlise histopatolégica do nervo ciatico de camundongos

alimentados com dieta padrao e hiperlipidica
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Fig. 19: Imagens Histopatoldgicas de cortes cervicais de feixes de fibras nervosas do nervo ciatico de
camundongos alimentados com dieta padrao (grupo controle) e com dieta hiperlipidica (HFD40%). A)
Fotomicrografias de segbes cervicais de feixes de fibras nervosas do nervo ciatico de camundongos
ndo diabéticos (grupo controle): Apresentou morfologia padrdao como: Tecido conjuntivo do
epineuro/perineuro conservados (*), fibras nervosas caracterizadas pela presenga de axdnios
centralizados e envolvidos por area clara correspondente a mielina (#), nacleo de célula Schwann (&).
B) Fotomicrografias de segdes cervicais de feixes de fibras nervosas do nervo ciatico de camundongos
diabéticos alimentados com dieta hiperlipidica (grupo HFD 40%): Apresentou alteragbes morfolégicas
sugestivas de neurodegeneragdo como: Desorganizagdo do tecido conjuntivo do epineuro/perineuro
(*), axbnios retraidos e posicionados excentricamente e com aumento do espago correspondente a

mielina (#), perda axonal (&), n=5. Aumento 200X.

O grafico 3 apresenta a quantificagao das alteragdes morfolégicas por
analise histopatoldgica entre os grupos controle de HFD 40%. Observou-se diferenga
significativa entre alteragoes degenerativas e perda axonal do nervo ciatico entre os

grupos.
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Grafico 3. Dados da Pontuagéo das alteragbes morfoldgicas dos feixes de fibras nervosas do nervo
ciatico. Quantificacdo das alteragbes degenerativas e perda axonal do nervo ciatico. Valores
representam média + E.P.M e * indicam diferencga estatistica significativa em relagéo ao grupo HDF40%

e controle, n=5. (*P < 0,05, teste t pareado).

O grafico 4 apresenta o teste algesimétrico de mensuragao de hiperalgesia
na pata que demonstrou diferenga significativa de limiar nociceptivo entre os grupos
alimentados por dieta hiperlipidica HFD 40% e os grupos alimentados por dieta padréo

apos a décima primeira semana de dieta, confirmando o estado de hiperalgesia.
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Grafico 4. Limiar nociceptivo no teste de retirada da pata medido da 10a a 13a semana de
camundongos sem diabetes (alimentados por dieta padréo) e camundongos com diabetes (alimentados
por dieta hiperlipidica). Avaliado pelo método de compressao de pata, os valores representam média +
E.P.M e * indicam diferencga estatistica significativa em relagéo ao grupo HDF40% e controle, n=10. (*P

< 0,05, Two-way ANOVA + Bonferroni post test).

Para a avaliacado da participagao da via PI3Ky/AKT foi utilizado o inibidor
de PI3Ky, AS 605240 (90 e 180 ug), e realizada a quantificagdo de niveis proteicos de
p-AKT/AKT total no coxim plantar. Os resultados apresentados no grafico 5,
demonstram que n&o houve redugao do limiar nociceptivo do grupo HFD 40% quando
a enzima PI3KYy foi inibida com AS 605240 (90 e 180ug) em relagdo ao grupo controle,
sugerindo que esta enzima nao participa do processo analgésico na modulagéo

enddgena da dor neuropatica diabética.
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Grafico 5. Teste farmacologico para analise da participagdo da via PI3K, andlise realizada apés
administragdo de AS 605240 por via intraplantar. A AS 605240 foi administrada 30 minutos antes da
segunda mensuragdo (5 pg/pata). Cada coluna representa a média + E.P.M. * indicam diferenca
estatistica significativa no limiar nociceptivo basal entre o grupo controle e o grupo alimentado por dieta

hiperlipidica. No entanto, ndo houve diferenga estatistica significativa no limiar nociceptivo entre os
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grupos, quando admininstrada a AS 605240 ou quando admininstrada salina, n=5. (P < 0,05 para grupo
controle e HFD 40% basal, P > 0,05 para HFD 40% salina e AS 605240 apds administragdo, Two-way
ANOVA + Bonferroni post test).

O grafico 6 representa o resultado da avaliagdo da atividade de AKT pela
técnica de Western Blot e demonstrou que houve alteracdo significativa nos niveis de
AKT fosforilado (p-AKT) em relagdo ao AKT total entre o grupo controle e o grupo de
camundongos tratados com dieta HFD 40%.

Este resultado, sugere que a nivel periférico, a AKT fosforilada encontra-se
expressa em menor quantidade e pode ter sua participagao prejudicada na modulagéo
endoégena da dor neuropatica diabética em camundongos induzidos por dieta
hiperlipidica HFD 40%.
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Grafico 6. Western blot representativo de coxim plantar de camundongos alimentados com dieta
padrao e dieta hiperlipidica e Densitometria de AKT fosforilada e AKT total (area sob a curva). a) Bandas
de proteinas representativas de experimento com a técnica de Western Blot, niveis proteicos de p-
AKT/Total AKT e AKT fosforilada em animais do grupo controle e do grupo tratados com dieta HFD
40%, com anticorpo primario: anti-AKT (policlonalfeito feito em coelho; diluigdo de 1:1000) e anti-
phosphoAKT (policlonal feito em coelho; diluigdo de 1:1000), foi observado diferenga estatistica
significativa. b) Analise quantitativa densitométrica de Akt fosforilada e AKT total. Os Valores

representam média +SEM. (a,b) n=8. (P > 0,05, teste t ndo pareado com corregdo de Welch).
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Para a avaliacdo da participagcdo da via NO/GMPc foi utilizado um inibidor
nao seletivo da enzima Oxido Nitrico Sintase, L-NOarg (24 e 48ug), e o inibidor
seletivo da guanilato ciclase, ODQ (100 e 200 pg). O grafico 7 demonstra que a
inibicdo de NOS com L-NOarg (24 e 48 ug) nao intensificou a hiperalgesia no grupo
HFD, pois ndo apresentou redugédo do limiar nociceptivo entre os grupos L-NOarg
veiculo e L-NOarg HFD.
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Grafico 7. Teste farmacolégico para analise da participagdo da via de NO, analise realizada apos
administragdo de L-NOARG por via intraplantar. O L-NOARG foi admininstrado 30 minutos antes da
segunda mensuragdo (5 pg/pata). Cada coluna representa a média + E.P.M. * indicam diferenga
estatistica significativa no limiar nociceptivo basal entre o grupo controle e o grupo alimentado por dieta
hiperlipidica. No entanto, ndo houve diferenga estatistica significativa no limiar nociceptivo entre os
grupos, quando admininstrado o L-NOARG ou quando admininstrada salina, n=5. (P < 0,05 para grupo
controle e HFD 40% basal, P > 0,05 para HFD 40% salina e L-NOARG apds administragdo, Two-way
ANOVA + Bonferroni post test).

O Grafico 8 demonstra que a inibicdo da enzima guanilato ciclase com ODQ
(100 e 200 pg), também n&o intensificou a hiperalgesia no grupo alimentado por dieta
hiperlipidica HFD 40%, pois o limiar nociceptivo se manteve inalterado entre os grupos
ODQ salina e ODQ HFD 40%.
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Grafico 8. Teste farmacoldgico para analise da participacdo do GMPc, analise realizada apés a
administragdo de ODQ por via intraplantar. O ODQ foi administrado 10 minutos antes da segunda
mensuragéo (5 ug/pata). Cada coluna representa a média + E.P.M. * indicam diferenga estatistica
significativa no limiar nociceptivo basal entre o grupo controle e o grupo alimentado por dieta
hiperlipidica. No entanto, ndo houve diferenga estatistica significativa no limiar nociceptivo entre os
grupos, quando administrado o ODQ ou quando admininstrada salina, n=5. (P < 0,05 para grupo
controle e HFD 40% basal, P > 0,05 para HFD 40% salina e ODQ apds administragdo, Two-way ANOVA
+ Bonferroni post test).

Apos analise realizada com ODQ, concentrou-se a atencéo para a avaliagao
seletiva dos canais para potassio, sendo assim, foi utilizado um bloqueador seletivo
de canais para potassio sensiveis ao ATP (Glibenclamida 80 e 160 ug). O grafico 9
demonstra que a glibenclamida intensificou a hiperalgesia no grupo HFD 40% (80 e
160 ug), apresentando diferenga estatistica significativa no limiar nociceptivo entre os
grupos Glibenclamida e salina, para o de animais acometidos pela dor neuropatica
diabética (HFD 40%).
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Grafico 9. Teste farmacolégico para avaliagdo da participagao dos canais para potassio sensiveis ao
ATP (Katp), analise realizada ap6s a administragdo de Glibenclamida por via intraplantar. A
Glibenclamida foi admininstrada 5 minutos antes da segunda mensuragao (5 pg/pata). Cada coluna
representa a média + E.P.M. * indicam diferenga estatistica significativa no limiar nociceptivo basal
entre o grupo controle e o grupo alimentado por dieta hiperlipidica e # indicam diferenga estatistica
significativa no limiar nociceptivo apds a administragdo de Glibenclamida, quando comparado o grupo
salina HFD40% e o grupo Glibenclamida HFD 40%, n=5. (P < 0,05 para grupo controle e HFD 40%
basal, P < 0,05 para HFD 40% salina e Glibenclamida apds administragdo, Two-way ANOVA +

Bonferroni post test).

A figura 20 A, demonstra diferenga estatistica significativa na expressao
de KATP no coxim plantar quando comparado o grupo controle e o grupo HFD 40%.
As imagens representam a derme das patas dos animais do grupo controle e HFD
40% com e sem marcacao de Kir 6.2. um marcador de canais para potassio sensiveis
ao ATP e sua marcagédo pode ser vista nas imagens b e d, onde as areas foram
demarcadas por uma tonalidade escura e marrom. Observou-se nas imagens que,
quando comparados os grupos controle e alimentados com a dieta HFD 40%, os
animais alimentados por dieta hiperlipidica, apresentaram diferenca estatistica
significativa de aumento da expressao de canais para potassio sensiveis ao ATP.

Na figura 20B B, observa-se a analise quantitativa da area para

imunocoloragdo do coxim plantar do grupo alimentado com dieta hiperlipidica e
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alimentado com dieta padrao, representada como meédia + E.P.M. para canais para
potassio sensiveis ao ATP.

Figura 20. Anadlise imunohistoquimica do coxim plantar de camundongos
alimentados com dieta padrao e hiperlipidica.
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Figura 20. Imagens de cortes cervicais do coxim plantar de camundongos alimentados com dieta
padrdo e hiperlipidica para quantificagdo da expressao dos canais para potassio sensiveis ao ATP,
pela técnica de Imunohistoquimica em coxim plantar com marcacao de Kir 6.2 e analise quantitativa da
area para imunocoloragdo do coxim plantar, comparagéo entre os grupos. A) Fotomicrograficas de
segoOes cervicais de coxim plantar de camundongos: a) nao diabéticos (grupo controle) sem marcagao
para Kir 6.2; b) ndo diabéticos (grupo controle) com marcagéo para kir 6.2; c) diabéticos (grupo
HDF40%) sem marcacgao para Kir 6.2; d) diabéticos (grupo HDF40%), com marcagéo para Kir 6.2. B)
Area para imunocoloragéo para Kir 6.2, os valores representam média + SEM e * indica diferenga
estatistica significativa em relagdo ao grupo controle. n=5, aumento de 200X. (*P<0,05, Two-way
ANOVA + Bonferroni post test).

Para a avaliagdo dos canais para potassio sensiveis a voltagem, utilizou-se
o tetraetilamonio (TEA), um bloqueador seletivo de canais KV, na dosagem de 30 ug.
O Grafico 10 representa o resultado do efeito deste bloqueador no teste de limiar
nociceptivo em animais com DNP. Apds seu bloqueio, observou-se reducao do limiar
nociceptivo dos animais acometidos pela dor neuropatica diabética, comprovando
assim a participagdo dos canais supracitados, na modulagdo endogena de controle

da dor neuropatica diabética.
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Grafico 10. Teste farmacolodgico para avaliagéo da participagdo dos canais para potassio sensiveis a
voltagem (KV), analise realizada apds a administragdo de Tetraetilamonio por via intraplantar. O
Tetraetilamonio foi administrado 30 minutos antes da segunda mensuragédo (5 pg/pata). Cada coluna
representa a média + E.P.M. * indica diferenga estatistica significativa no limiar nociceptivo basal entre
o grupo controle e o grupo alimentado por dieta hiperlipidica e # indica diferenca estatistica significativa
no limiar nociceptivo apds a administragcao de Tetraetilamonio, quando comparado o grupo salina HFD
40% e o grupo TEA HFD 40%, n=5 (P < 0,05 para grupo controle e HFD 40% basal, P < 0,05 para HFD
40% salina e TEA apos administragao, Two-way ANOVA + Bonferroni post test).

A seguir, investigou-se a participagao dos canais para potassio sensiveis
ao calcio de baixa e alta conduténcia, utilizou-se os bloqueadores seletivos
Dequalineo (DQ), na dosagem de 50 ug (baixa condutancia), grafico 11 e Paxilina
(PAX), na dosagem de 20 ug (alta condutancia), grafico 12. Observou-se que os
canais para potassio sensiveis ao calcio de alta e baixa condutancia ndo modulam a

dor neuropatica diabética, pois nao foi observada diferenga estatistica significativa.
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Grafico 11. Teste farmacolégico para avaliagéo da participagdo dos canais para potassio sensiveis ao
célcio de baixa condutancia, andlise realizada apés a administracdo de Dequalineo por via intraplantar.
O DQ foi administrado 5 minutos antes da segunda mensuragao (5 pg/pata). Cada coluna representa
a média + E.P.M. * indicam diferenga estatistica significativa no limiar nociceptivo basal entre o grupo
controle e o grupo alimentado por dieta hiperlipidica. No entanto, ndo houve diferenga estatistica
significativa no limiar nociceptivo entre os grupos, quando administrado o DQ ou quando admininstrada
salina, n=5. (P < 0,05 para grupo controle e HFD 40% basal, P > 0,05 para HFD 40% salina e DQ apos

administragdo, Two-way ANOVA + Bonferroni post test).
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Grafico 12. Teste farmacolégico para avaliagéo da participagdo dos canais para potassio sensiveis ao
célcio de alta condutancia, andlise realizada apds a administracdo de Paxilina por via intraplantar. A
Paxilina foi administrada 5 minutos antes da segunda mensuragéo (5 pg/pata). Cada coluna representa

a média + E.P.M. * indicam diferenga estatistica significativa no limiar nociceptivo basal entre o grupo
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controle e o grupo alimentado por dieta hiperlipidica. No entanto, ndo houve diferenga estatistica
significativa no limiar nociceptivo entre os grupos, quando administrado a PAX ou quando
admininstrada salina, n=5. (P < 0,05 para grupo controle e HFD 40% basal, P > 0,05 para HFD 40%

salina e PAX apos administragdo, Two-way ANOVA + Bonferroni post test).
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho foi utilizado o modelo de dieta hiperlipidica (high fat diet 40%),
para inducio da neuropatia diabética associada a obesidade, semelhante a sindrome
observada em humanos (Gao e Zheng, 2014). Os efeitos da dieta hiperlipidica foram
avaliados em camundongos Swiss através da mensuragdo da evolugédo do peso e
adiposidade entre os grupos controle (dieta padrao) e High Fat 40% (HFD 40%), onde
essa demonstrou-se efetiva na indugao da obesidade

Resultados semelhantes foram encontrados em camundongos C57Bl/6J,
onde o peso e a mensuragao da adiposidade apresentaram diferengas significativas
(Wideman, Zautra e Edwards, 2014), confirmando a eficacia da dieta hiperlipidica
como método de induzir obesidade No entanto vale ressaltar que a linhagem utilizada
neste experimento normalmente € de maior acesso nos varios biotérios disponiveis e
tem o preco mais baixo para aquisicdo, podendo ser uma alternativa mais barata para
futuras pesquisas.

Além do ganho de peso, investigou-se a capacidade da dieta induzir
diabetes, e observou-se diferengas estatisticas significativas, quando testada a
resisténcia a insulina e tolerancia a glicose Resultados semelhantes foram
apresentados por outro grupo de pesquisadores que analisaram a eficacia desta dieta,
nao s6 como um modelo de inducdo de obesidade e diabetes, mas também uma forma
de induzir déficits cognitivos e neuropatia no plexo mioentérico do duodeno (Wideman,
Zautra e Edwards, 2014; Zuloaga et al., 2016).

Apods a confirmagéo do estado de diabetes na oitava semana, avaliou-se,
apos a décima segunda semana, possiveis alteragdes fisiopatologicas que pudessem
confirmar degeneragbes neuronais e a neuropatia diabética. Apos a analise
histopatoldgica dos coxins plantar e de nervos ciaticos (figura 18; 19), foi observado
alteragdes conclusivas de danos neurodegenerativos do nervo ciatico dos animais
alimentados pela dieta hiperlipidica, como: desorganizagdo do tecido conjuntivo do
epineuro/perineuro, axdnios retraidos, posicionados excentricamente e com aumento
do espaco correspondente a mielina, além de perda axonal.

Alteragbes morfologicas semelhantes, foram encontradas no nervo ciatico

em modelos que utilizaram a administragao intraperitoneal de estreptozotocina em
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ratos (Wistar e Albinos). Estes estudos apresentaram resultados como: edema,
degeneragao e retragdo axonal, separagao de axbénio-mielina e espessamento do
epineuro bem como edema subepineural (Farshid e Tamaddonfard, 2015; Mohamed
,Mostafa, Abdullah H. Altemani e Ashraf M. F. Kamel, 2018).

Os modelos animais sdo ferramentas essenciais na descoberta cientifica,
sobretudo para entender os mecanismos celulares de progressao da diabetes e novas
estratégias farmacologicas envolvidas nesse cenario, seja relacionado ao controle
glicémico, seja relacionado ao controle das complicacbes macrovasculares e
microvasculares, assim como no manejo e controle da dor neuropatica diabética.

Torna-se necessario ressaltar que, além do estudo de DM2 e suas
complicacdes em modelo animal, induzido exclusivamente por dieta ser uma opgao
pouco frequente pelos pesquisadores, devido ao tempo de indugao, a pesquisa atual
demonstrou que essa indugéo é efetiva em uma linhagem roedores mais acessivel,
nao encontrada em outras pesquisas. Em uma revisao recentemente publicada, que
investigou diversos tipos de indugao de diabetes e suas complicagdes crénicas, como:
neuropatia periférica diabética, retinopatia e nefropatia, o tempo de inducdo de
neuropatia diabética e DNP em camundongos Swiss (utilizados nessa pesquisa) foi
semelhante ao tempo de indugcdo de neuropatia periférica diabética e outras
comorbidades induzidas apenas por dieta HFD, quando utilizadas linhagens como a
C57BL/6J, inclusive no surgimento da alodinia mecanica quando adicionadas baixas
doses de STZ a administracao de dieta HFD (Preguica et al., 2020). Noo entanto, n&o
foram encontradas pesquisas anteriores que utilizassem o modelo de dieta optado
nessa pesquisa, na linhagem de camundongos Swiss, podendo ser uma alternativa
mais viavel aos pesquisadores.

Tendo em vista que a dieta hiperlipidica demonstrou-se eficaz em promover
alteragdes morfoldgicas importantes, que comprovam o estado neuropatico, a préxima
etapa foi mensurar se este quadro histopatologico era seguido pelo fenbmeno de
hiperalgesia.

Os resultados obtidos no teste de compressédo da pata , sugerem que o
achado de hiperalgesia encontrado no teste, sdo consequentes de alteragdes
morfolégicas de natureza neuronal, podendo finalmente ser caracterizando como uma

dor neuropatica diabética. A hiperalgesia em consonéncia com os resultados dos
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experimentos histologicos realizados, nos permite descrever este método, como
possivel de mimetizar o quadro de dor neuropatica diabética em humanos acometidos
por DM2.

A hiperexcitabilidade neuronal foi descrita como uma atividade espontanea
de neurdnios sensoriais primarios, refletindo os sintomas tipicos da dor neuropatica,
como hiperalgesia e alodinia (Jerry R. Mendell e Sahenk, 2003). Pesquisas do nosso
grupo, realizadas por Almeida (2016), constataram que os sistemas opioide e
canabinoide sdo importantes para o controle da dor neuropatica diabética, tendo em
vista que, o antagonismo dos receptores envolvidos nestes sistemas pioram a dor
observada.

Optou-se pela utilizagcdo de um modelo de intervengao exclusiva por dieta,
na tentativa de buscar o maximo de similaridade ao cenario sindrébmico humano para
DM2, uma vez que a utilizagdo de drogas como Aloxana e estreptozotocina, apesar
de anteciparem o surgimento da dor, poderiam levar a sintomas mais agudos, tipicos
de individuos com DM1.

Tais drogas possuem alta toxicicidade as células 3 do pancreas, em
especial, a estreptozotocina age através de um transportador de glicose (GLUT2) e
causa destruicdo do DNA e induz a ativagao da poli-ADP-ribosilagao, processo mais
importante para o surgimento da Diabetes do que o proprio dano ao DNA (Lenzen,
2008).

O aprimoramento da desfosforilacgdo do ATP apds o tratamento com
estreptozotocina fornece um substrato para a xantina oxidase, resultando na formagao
de radicais superoxido e consequentemente, peréxido de hidrogénio e radicais
hidroxila, induzindo a um modelo de DM1 semelhante ao de humanos (Lenzen, 2008).

Figura 21. Mecanismos Diabetogénicos envolvidos na administragao de
estreptozotocina.
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Fonte: Adaptado de Lenzen e colaboradores, 2008. (Lenzen, 2008)

Além disso, a estreptozotocina libera quantidades toxicas de NO que inibe a
atividade da aconitase e participa de danos no DNA. Como resultado da ag¢ao da
estreptozotocina, as células B sofrem destruicdo por necrose (Szkudelski, 2001).
Apesar de tais drogas estarem envolvidas em modelos animais de DM1, a maioria das
pesquisas sobre o assunto, opta por utiliza-las, isoladas ou adicionadas as dietas ricas
em gordura ou carboidratos (Calcutt, 2004).

Os mecanismos de controle enddégeno da dor, poderiam sofrer modulagdes
devido ao alto padrédo toxico e inflamatorio destas drogas, por exemplo, poderia
estimular a participagdo de vias como a do NO na modulagdo enddgena na dor
neuropatica diabética, via que se verificou ndo participar no auxilio endégeno do
controle da DNP, obtida com o modelo aqui investigado A literatura reconhece
a participacao de diferentes isoformas de PI3K na modulagdo da dor inflamatéria
induzida por carragenina (Pritchard et al., 2016) e ainda que a ativagdo da via
PI3Ky/AKT/NOSn/NO/KATP desempenha um papel chave no mecanismo de
analgesia periférica induzido pela morfina na dor inflamatoéria (Cunha et al., 2010).

Na pesquisa em discussdo, avaliou-se a participacdo da via PI3Ky/AKT
através da inibigao de PI3Ky, como a administrag&o intraplantar de AS 605240 (grafico
5) e através da quantificagdo da expressao proteica de p-AKT pela técnica de Western

blot (grafico 6). Alem de AS 605240 ndo reduzir o limiar nociceptivo dos animais
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acometidos pela DNP, observou-se ainda redug¢ao na forma ativa da proteina, p-AKT,
no grupo acometido por ela.

Apesar da via PI3Ky/AKT, ser considerada por alguns autores, um alvo
terapéutico no tratamento de dores cronicas, devido a sua participagado na analgesia
(Ye et al., 2017; Li et al., 2018), aparentemente, a neuropatia provinda de um cenario
de obesidade e diabetes gera uma sinalizacdo anormal desta via (Huang et al., 2018).

Dados semelhantes aos obtidos aqui, foram observados por um grupo de
pesquisadores que induziram a dor neuropatica diabética em ratos, através da
administracao de estreptozotocina, estes observaram diminuicao da atividade de PI3K
e Akt no nervo vago de ratos, bem como a redugéo na expressao da p-AKT de ratos
acometidos pela DNP (Cai e Helke, 2003).

A avaliagao da atividade de AKT pela técnica de Western Blot, sugere que
os niveis de AKT fosforilado (p-AKT) em relacdo ao AKT total nos camundongos
tratados com dieta HFD encontram-se reduzidos. Estes dados, juntamente com os
obtidos com a administracdo de AS 605240, sugerem que a nivel periférico,
PI3KYy/AKT nédo esta envolvida ativamente na modulagcdo endoégena da dor
neuropatica diabética em camundongos obesos, diabéticos e acometidos pela dor
neuropatica.

Descarta-se, portanto, a hipétese inicial de que a ativacdo da via do Oxido
nitrico, caso estivesse participando na modulagao endoégena da dor, ocorresse pela
ativagao da cascata PI3K/Akt, como apresentada na dor inflamatéria.

A literatura apresenta agdes distintas do NO em diferentes modelos de dor:
em modelos de dor inflamatéria pode induzir antinocicepgéo (Alves et al., 2013); ja em
modelos de dor neuropatica pode induzir a hipernocicepg¢ao devido a capacidade de
induzir o neurdnio pré-sinaptico a aumentar a liberacido de substancia P e outros
neuropeptideos excitatorios (Mergia et al., 2018).

Essa agao dubia, parece estar relacionada a isoforma da guanilatociclase
(NO-GC1 ou NO-GC2) que esta sendo ativada. Aparentemente, o GMPc derivado da
NO-GC1 presente em interneurdnios inibitorios do corno dorsal da medula apresenta
efeito hiperalgésico na dor neuropatica, enquanto o GMPc derivado da NO-GC2
presente em células satélites do ganglio da raiz dorsal apresenta efeito analgésico em
modelos de dor inflamatéria (Mergia et al., 2018).
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Niveis elevados de NO, produzidos pela NOSi exercem papel importante
em doengas humanas neurodegenerativas. As elevadas expressdes de NOSI
apresentam caracteristicas neurotéxicas devido a formagao de peroxinitrito no tecido
neuronal local, acarretando minimizagao da circulagao local e inibicdo das fungdes
mitocondriais axoniais (modificagdes oxidativas de proteinas mitocondriais). Além
disso, a exposicdo prolongada de axdnios ao NO promove bloqueio da condugéo
neuronal aguda e desencadeia degeneracao (Ahlawat e Sharma, 2018).

Como dito anteriormente, a maioria dos modelos de neuropatia
apresentado na literatura, utiliza a estreptozotocina. A administracdo de
estreptozotocina tem como caracteristica grande perfil toxico, inflamatorio (Szkudelski,
2001) e acredita-se ser capaz de estimular a participagéo da via nitrérgica. Cogitamos
a hipotese de que o modelo de inducao de diabetes utilizado aqui, aparenta ser um
modelo mais semelhante com o cenario sindrémico de humanos com DM2, podendo
justificar resultados divergentes com os obtidos em outros modelos de indugéo,
inclusive a ndo participag¢ao da via NO/GMPc.

No presente estudo, apds a administragcdo de L-NOARG e ODQ, nao foi
observado redugao do limiar nociceptivo, sugerindo assim que a via nitrérgica n&o
participa ativamente na tentativa de controle endogeno da DNP.

Hamza et al. (2010), demonstraram que, na dor inflamatéria, em especial
no momento da lesdo, sdo encontrados niveis baixos de NO, no entanto, apds a dor
evocada, concentragdes mais altas de NO s&o observados, sugerindo que estes
apresentam efeitos pro-nociceptivos, em decorréncia da regulagcdo aumentada da
isoforma da NOS..

Apesar da via nitrérgica participar ativamente durante a regeneragéo em
alguns modelos de dor que envolvem danos neuronais, em especial a NOSi, que
parece ter influéncia com a capacidade de remodelamento de neurdnios (Levy, Kubes
e Zochodne, 2001), no modelo aqui estudado, ndo foi observado participagado desta
via na tentativa de controle endégeno da DNP.

Pesquisas realizadas em humanos e em camundongos C57BI/6J (animais
monogénicos) demonstraram, utilizando técnicas de imagem, que a neuropatia
diabética apresenta niveis reduzidos de NOSe. Estes achados sugerem que a via

nitrérgica realmente ndo auxilia na modulagdo endogena da neuropatia diabética
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dolorosa Resultados semelhantes foram obtidos por outros pesquisadores, os quais
demonstraram niveis reduzidos de NO em modelos animais acometidos pela DNP (Li
et al., 2005; Walton, Minton e Cook, 2018), corroborando assim os resultados desta
pesquisa.

No entanto, os resultados do envolvimento de NO na modulag&o endoégena
da DNP aqui apresentados, contrapde o entendimento do envolvimento de NOSn,
hiperexcitabilidade neuronal e morte neuronal. Ahlawat et al. (2014) sugerem que o
aumento da expressao de NOSnh esta envolvida a vias distintas que modulariam tipos
diversos de dor, incluindo a neuropatica.

A excitabilidade elétrica neuronal periférica desregulada dos nervos
sensoriais, esta envolvida em estados patolégicos de dor aguda e crbénica e podem
ter como causa alteragdes de canais idnicos (Du e Gamper, 2013).

Estudos investigaram a participagéao das familias de canais para potassio e sua
abertura, na antinocicep¢gdo em diversos modelos de dor. Ao longo das ultimas
décadas, observou-se que a abertura de algum destes canais nos neurdnios,
possuem importancia fisiolégica na modulagédo da dor, em especial na antinocicepg¢ao
(Ocana et al., 2004; De Carvalho Veloso et al., 2015).

A abertura destes canais foi mediada muitas vezes por agonistas de
receptores acoplados a proteina G, como: receptores canabinoides, opidides, GABA,
muscarinico M2, adenosina A1 e alguns produtos naturais como por exemplo o
resveratrol. Este fenbmeno pode ser regulado por diversos estimulos, como: alteragao
de voltagem de membrana, niveis iGnicos intracelulares, organelas, proteinas ou
mesmo pequenas moléculas (Granados-Soto, Arguelles e Ortiz, 2002; Ocaia et al.,
2004).

Portanto, sugere-se que bloqueadores especificos de canais para
potassio, possam ser uma estratégia para avaliar a participacdo desses canais na
modulagdo da dor em diversos modelos de inducdo. Apds a utilizacido de
bloqueadores especificos de canais para potassio, possiveis respostas podem ser
observadas, como por exemplo: a reducao do limiar nociceptivo, demonstrando assim
que os canais bloqueados participam ativamente na tentativa de controle endégeno
da dor, ou a ndo alteragdo deste limiar, o que sugere a n&o participagédo ativa, ou

mesmo o0 aumento do limiar, o que significaria que os canais estariam participando de
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forma ativa da hiperalgesia. Além disso, o bloqueio seletivo de canais, pode ser alvo
para possiveis tratamentos para controle da dor.

Os resultados obtidos nesta pesquisa, sugerem que KATP e Kv, estédo
envolvidos no controle endogeno da dor neuropatica diabética,

Os KATP sao inibidos pelo ATP intracelular, servindo assim como
identificadores metabdlicos celulares, sendo sugerido que estes possuem agao
protetora neuronal (Du e Gamper, 2013). Além da participagdo ativa dos KATP
observada no modelo testado, investigamos se houve alguma tentativa fisiologica de
aumento dessa participagdo, como por exemplo, modulacdo na expressao desta
familia de canais, em neurdnios periféricos, especificamente nos coxins plantares.

Para concluir essa investigagéo aplicou-se a técnica de imunohistoquimica
com marcador para a subunidade a Kir 6.2, este e outros produtos da familia de Katp,
como por exemplo: Kir 6.1, SUR1 e SUR2 RNAm, foram encontrados em lisados de
DRG, e a expressao destas proteinas foram anteriormente confirmadas pelas técnicas

de Western Blot e imunohistoquimica em ratos, com excegéo de Kir 6.1.

Quadro 4. Subunidades a da familia de canais para potassio sensiveis ao ATP e

ensaios possiveis em ratos

Familia de canal Subunidade a Espécie Ensaio Comentario

KATP Kir6.1, Kir6.2, SUR1, SUR2 Rato RT-PCR, Himunohistoquimica, Kir 6.1, Kir6.2, SUR1 e SUR2 mRNA sdo
Western Blot produtos encontrados em lisados de
DRG; a expressdo de proteinas foram
confirmadas pela técnica de Western
Blot e Himunohistoquimica em

subpopulag¢des de neurdnios de varios

tamanhos (Kir6.2, SUR1 e SUR2 mRNA).

Fonte: Adaptado de Du e Gamper, 2013. (Du and Gamper, 2013)

A analise imunohistologica mostrou aumento da expressdo de canais
KATP, sugerindo que além da participagédo ativa anteriormente comprovada, estes
canais encontram-se expressos em maior numero. Esse aumento pode ser por
tentativa do sistema somatossensorial periférico de tentar controlar a dor neuropatica
diabética, no entanto, precisa ser melhor investigado.

Resultados divergentes quanto a expressdo de canais KATP, foram

observados por Wu et al., (2011), que verificaram redugédo na expressao da proteina
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para as subunidades SUR1, SUR2 e Kir6.1 do canal KATP, quando associadas com
hiperalgesia térmica e alodinia mecénica, no entanto, este estudo ndo avaliou a
expressao de Kir 6.2.

Apesar de resultados aparentemente divergentes, ndo € possivel
extrapolar tais resultados para a presente pesquisa, pois trata-se de modelos de
indugao de diabetes diferentes. Wu et al. (2011) usaram um modelo de indugéo de
DM1 a partir da utilizagdo de estreptozotocina em ratos.

Semelhantemente ao presente estudo, Cunha e Ferreira (2010)
demonstraram a participagdo dos KATP no controle endégeno da dor, porém em
modelos de indug&o aguda de dor inflamataria.

Patelunas-Hoffman et al. (1994) avaliaram o efeito de ativadores de KATP,
em modelo de ratos diabéticos e perceberam que a celikalim, agente anti-hipertensivo,
que atua por meio da abertura de canais para potassio e possui capacidade
antitrombotica (), foi capaz de recuperar o fluxo sanguineo e a velocidade de condugao
nervosa do nervo ciatico, destes animais apds duas semanas de tratamento.

Estudo mostrou que a celikalim apresenta efeitos benéficos na fungao
nervosa na neuropatia diabética experimental induzida por estreptocotocina,
(Hohman, Cotter e Cameron, 2000). Ndo encontrou-se estudos, que avaliaram a
modulagdo do limiar nociceptivo, na dor neuropatica diabética induzida por dieta
hiperlipidica HFD 40% e a participacédo de canais KATP.

Figura 22. Estrutura quimica da substancia Celikalim.
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Fonte: Patelunas-Hoffman et al., 1994. (Patelunas-Hoffman et al., 1994)

Entretanto, Kv sdo canais transmembranares que possuem sensibilidade
a mudanca de voltagem ocorrida no potencial de membrana de neurénio.

Durante a variagdo de voltagem, estes canais ficam encarregados de
restabelecer a célula despolarizada para seu estado de repouso. Estes canais séo
muito numerosos, catalogadas 12 familias diferentes, denominadas Kv1 a Kv12,
algumas com mais de um canal, como é o exemplo a familia Kv1 que compreende
oito canais diferentes (Kv1.1 a Kv1.8) (Ocafia et al., 2004; Kubo et al., 2005).

Toda a familia de canais para potassio sensiveis a tensédo possui estrutura
semelhante, formando tetrameros de uma subunidade, sao caracterizadas por
proteinas transmembranas de seis dominios e terminais intracelulares N e C, sendo
que o quinto e sexto dominio formam a regido porosa do canal, regido P (Ocafia et al.,
2004).

Vale ressaltar que o carregamento do quarto dominio, permite a abertura do
canal, quando a célula é depolarizada, no esquema abaixo, este carregamento foi
esquematizado com o sinal positivo (++++) (Figura 22). No meio intracelular, o dominio
T1 esta incumbido na montagem das subunidades e na interagdo da sensibilidade do

canal com elas.



74

Figura 23. Representacao esquematica da estrutura de canais para potassio

sensiveis a voltagem (Kv)
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Fonte: Adaptado de Ocana et al., (2004) (Ocafa et al., 2004)

Diversas drogas séo utilizadas para investigar a participagao destes canais
na antinocicepgdo, normalmente, drogas sintéticas, bloqueadores destes canais.
Toxinas de aranha e escorpides, sdo descritas como bloqueadores mais seletivos
destes canais, sdo exemplos dessas toxinas: hanatoxinas (bloqueador preferencial de
canal Kv2) (Shiau et al.,, 2003), heteropodatoxinas (bloqueador seletivo de canais
Kv4.2) (Sanguinetti et al., 1997), caliotoxina, margatoxina ou agitoxina (bloqueadores
de canais Kv1) (Kaczorowskie Garcia, 1999), no entanto, drogas sintéticas também
sao comumente utilizadas para esse tipo de pesquisa, como por exemplo a 4-
aminopiridina e o tetraetilamonio (TEA), bloqueadores n&o seletivos de Kv.

No presente estudo, utilizou-se o TEA para analise do envolvimento dos
canais Kv na modulacéo da dor neuropatica diabética e observou-se redugao do limiar
nociceptivo dos animais diabéticos acometidos pala dor neuropatica. Bloqueadores
de canais Kv tem sido foco de investigacédo para o desenvolvimento ou envolvimento
de farmacos que auxiliem no controle da dor neuropatica diabética.

Estudos demonstraram redugdes significativas na expressdo de
subunidades e correntes de K* dependentes de voltagem em modelos animais de dor

neuropatica (Rasband et al., 2001).
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Assim como os ativadores de KATP, os Kv também s&o alvo de pesquisa.
Um grupo de pesquisadores, avaliou a agao da retigabina, um anticonvulsivante usado
como tratamento adjuvante para epilepsias e tratamento de outras condigdes
neuroldgicas, como enxaqueca e dor neuropatica (Rundfeldt, 1997).

Figura 24. Estrutura quimica da substéncia retigabina.
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Fonte: Rundfelt et al. 1997. (Rundfeldt, 1997)

Recentemente, observou-se que a etigabina € capaz de reduzir a
excitabilidade neuronal por aumentar a estabilidade potencial de estado aberto em
repouso dos canais KV7.2 / KV7 (Corbin-Leftwich et al., 2016). Um estudo recente
demonstrou, que a retigabina foi capaz de atenuar significativamente a
hipersensibilidade mecanica em ratos com dor neuropatica diabética, induzida por
estreptozotocina. Esse efeito foi completamente revertido quando os canais KV7
foram bloqueados. O efeito da retigabina foi semelhante ao da gabapentina(Djouhri
et al., 2019). A gabapentina é um farmaco utilizado na clinica médica, indicada para o
tratamento de varias formas de epilepsia e alivio da dor prolongada causada por
lesdes nos nervos emcasos, por exemplo, de diabetes, herpes zdster ou esclerose
lateral amiotrofica.

No presente estudo observou-se, que os KATP e Kv possuem grande
importancia na modulagdo enddégena da dor neuropatica diabética induzida por dieta

hiperlipidica, abrindo prespectivas para investigagdes futurasOs KATP e Kv, podem
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ser alvos para uma farmacoterapia mais efetiva no controle da DNP e melhora da

qualidade de vida dos pacientes acometidos.
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7. CONCLUSAO

Os resultados apresentados demonstram que o modelo de indugao de DM 2
por dieta hiperlipidica (HFD 40%) em camundongos swiss foi capaz de gerar
alteragdes fisiopatoldgicas no nervo ciatico, que induziram a hiperalgesia mecéanica,
sendo um modelo eficaz para a indugéo de DNP.

Nossos resultados também demonstram n&o haver participagdo da via
PI3Ky/Akt/NO/GMPc no controle endégeno deste modelo de dor, demonstrando
inclusive a reducdo na expressédo da p-AKT, o que aparentemente € decorrente do
cenario sindrébmico de obesidade e diabetes. Por outro lado, os KATP e Kv parecem
ter importante papel fisioldgico na tentativa de controle enddégeno da dor neuropatica
diabética,sendo observado inclusive o aumento da expressdo de KATP no coxim
plantar, o que acredita-se ser uma reacao fisioldgica de potencializagdo destes canais,
durante a tentativa de controle da dor.

Acredita-se que drogas que atuem como ativadores dos canais ibnicos
supracitados ou mesmo que ativem responsaveis fisiologicos pelo aumento da
quantidade destes canais, podem representar alvos terapéuticos promissores e quem
sabe, atuar no alivio efetivo dos sintomas doloroso de pacientes diabéticos
acometidos pela DNP.

Mais investigagdes sdo necessarias para que possam-se desvendar os
componentes de vias analgésicas que auxiliardo de forma efetiva os sintomas

dolorosos dos pacientes com dor neuropatica diabética.
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