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RESUMO

O diabetes melito ¢ uma das complicagcdes mais prevalentes no mundo. Os modelos animais
de estudo do diabetes em nivel experimental s3o fundamentais para entender a patogénese do
diabetes e de suas complicagdes cronicas, como a neuropatia diabética. Para a indug¢dao do
diabetes em ratos, usualmente utilizam-se substidncias como a estreptozotocina ou aloxana,
que destroem as células B pancreaticas, produtoras de insulina. A estroptozotocina ¢ a
substancia mais utilizada nos estudos envolvendo diabetes e, em especial, em estudos
relacionados ao desenvolvimento de dor neuropatica diabética. Entretanto, hd evidéncias que
indicam que a estreptozotocina altera a sensibilidade dolorosa dos animais de maneira
independente do estado glicémico. Estes dados sugerem que o modelo de estreptozotocina
pode nao ser adequado para o estudo de neuropatia diabética. Por este motivo, em um estudo
prévio de nosso grupo, comparamos a sensibilidade nociceptiva em animais tratados com
estreptozotocina ou aloxana. Assim como nos estudos de outros autores, também foi
verificado que a estreptozotocina parece induzir aumento de sensibilidade dolorosa
independente do diabetes. Por outro lado, os animais tratados com aloxana tiveram uma
resposta que parece dependente do estado glicémico. O objetivo do presente trabalho foi
avaliar o efeito direto de esptreptozotocina e aloxana sobre os neur6nios nociceptivos
primarios, para testar se estas substancias podem ter efeitos que seriam independentes do
diabetes. Para tanto, foram utilizadas culturas primarias de ganglios da raiz dorsal de ratos
avaliando-se as concentragdes de célcio intracelular e o potencial de repouso da membrana
através de ensaios funcionais com indicadores fluorescentes. Em ambos os testes foram
avaliadas as respostas diretas as substancias diabetogénicas e a resposta a capsaicina,
substancia que ativa o receptor TRPV1 caracteristico de nociceptores. Foi observado que a
estreptozotocina causa uma diminui¢do nos niveis intracelulares de calcio e reduz o aumento
de calcio induzido por capsaicina, enquanto que a aloxana nao alterou nenhuma das respostas.
Nenhuma das substancias diabetogénicas parece alterar diretamente o potencial de membrana
neuronal, enquanto que novamente foi observada uma diminui¢ao da resposta a capsaicina na
presenca de estreptozotocina. Deste modo, estes resultados, em conjunto com os resultados in
vivo, obtidos anteriormente, sugerem que a estreptozotocina tem um efeito direto sobre os
neurdnios nociceptivos, provavelmente por atuar sobre o receptor TRPV1. A aloxana nao
parece atuar diretamente sobre os neurdnios nociceptivos de forma que esta substancia ¢ uma
alternativa melhor para estudos que visem analisar a dor neuropatica diabética através de
modelos experimentais.

Palavras-chave: Aloxana. Diabetes experimental. Estreptozotocina. Ganglio da raiz dorsal.
Neuropatia diabética.
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1 INTRODUCAO

Em 2017, a Federagdo Internacional de Diabetes (International Diabetes Federation, IDF)
estimou que 425 milhdes de pessoas no mundo viviam com diabetes, sendo que dessas, 327
milhdes eram pessoas entre 20 ¢ 64 anos. Estimou ainda que o nimero pode subir para 629
milhdes em 2045, onde grande parte dos casos sdo e serdo de paises em desenvolvimento. No
Brasil, em 2017, foram contabilizados mais de 12,5 milhdes de casos e estima-se que esse
numero possa ultrapassar 20 milhdes em 2045.

A Organizacdo Mundial da Saude (2013) define o diabetes melito como uma doenga
cronica que tem como inicio a deficiéncia na produgdo ou agdo deste hormonio, resultando em
um aumento na concentragcdo de glicose no sangue. De acordo com a Federacao Internacional
do Diabetes, podemos classificar de modo geral o diabetes em diabetes melito 1, onde ha
deficiéncia na producao de insulina, por destruicdo das células B-pancreaticas, que produzem
esse hormonio, destruicao essa provocada por resposta imune (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION - ADA, 2019; PALMER et al., 1983). H4 ainda possibilidade de destruicao
das células por fatores genéticos, como alelos dos locus DR3 e DR4 (VAN DER AUWERA,
1995), participag@o de radicais livres (RABINOVITCH et al., 1996), dentre outras; o diabetes
melito tipo 2, cuja caracterizacdo se da pela deficiéncia na acdo da insulina nas células-alvo,
dada a resisténcia a insulina, relacionado ao receptor correspondente nas células, levando a
uma deficiéncia na resposta dos tecidos e reducdo da captacdo de glicose; e o gestacional que
se caracteriza pelo desenvolvimento do tipo 2 durante a gestacdo, uma vez que os hormonios
produzidos pela placenta e o aumento de demanda energética influenciam na resisténcia a
insulina (BEM — HAROUSH, YOGEV; HOD, 2004). Sabe-se que o hormdnio lactogénico
placentario esta relacionado a resisténcia a insulina, mas hoje descreve-se outros hormonios

considerados hiperglicemiantes como progesterona, estrogeno e cortisol (SOCIEDADE



BRASILEIRA DE ENDOCRINOLOGIA E METABOLOGTIA, 2008). O desenvolvimento de
resisténcia a insulina através da demanda energética vem de uma adaptacao fisiologica, que é
realizada pelos hormonios placentarios anti-insulinicos, garantindo glicose ao feto. Mas
algumas mulheres podem engravidar com uma resisténcia prévia, ainda que minima ¢ com
essa imposi¢do fisioldogica, haverd incapacidade do pancreas para a produgdo de insulina,
provocando quadro de hiperglicemia (IDF, 2009)

As alteragdes causadas pela deficiéncia de insulina levam a complicagdes cronicas,
acarretando alteragdes bioquimicas (metabolismo) (FERREIRA et al, 2011). Podemos
caracterizar como distarbios macrovasculares (doenca coroniana, doenga cerebrovascular e
doenca arterial periférica) e microvasculares (retinopatia, nefropatia, neuropatia)
(MELENDEZ-RAMIREZ; RICHARDS; CEFALU, 2010).

A neuropatia diabética ¢ uma das complicacdes mais prevalentes (BOULTON, 2005).
Ocorre por danos progressivos dos axdnios das fibras nervosas, podendo ser caracterizada por
sinais de disfun¢do dos nervos do sistema nervoso periférico. Nesta complicagdo, autores
descrevem algumas alteragcdes, como um fluxo aumentado de glicose para a via poliol,
levando ao actimulo de sorbitol (KUZUMOTO et al., 2006); aumento de radicais superdxidos
por diminuicdo de NADPH disponivel (KUZUMOTO et al., 2006) ou uma ativacdo da
fosfoquinase de proteina quinase C (PKC). Esta proteina esta relacionada a liberagdo de Ca*"
intracelular, sendo que este pode estar associado a sensibiliza¢do neuronal (KASSUYA et al,,
2007).

Alguns trabalhos ainda descrevem alteragdes da angiogénese, além de levar a ativagdo de
fatores transcricionais, geracdo de produtos de glicagdo avangada, liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, endotelinas, culminando em alteracOes de sinalizacdo celular e/ou morte
celular, explicando a condicdo de alteragdo da condugdo nervosa (CORNELL & DUCIC,

2008; EDWARDS et al., 2008). A neuropatia diabética pode resultar em uma diminuicdo ou



aumento de sensibilidade e, ainda induzir dor. Neste ultimo caso, a dor ¢ denominada de dor
neuropatica diabética, e os mecanismos envolvidos no desenvolvimento desta dor ainda nao
sdo bem conhecidos.

A dor neuropética diabética ¢ caracterizada pelo surgimento da hiperalgesia e alodinia
mecanica (PISERA, 2005; SCHAIBLE, 2006). Hiperalgesia ¢ uma resposta exagerada ao
estimulo doloroso (JENSEN & FINNERUP, 2014) e a alodinia ¢ a geragdo de dor por um

estimulo que geralmente ndo causa dor (WOOLF & MAX, 2001; WOOLF, 2004).

De acordo com a Associacao Internacional para o Estudo da Dor, dor ¢ definida como
uma “experiéncia sensorial e emocional de carater desagradavel provocada por lesdo tissular,
ou atribuida a tal”. Para o organismo funciona como um sinal de alerta, levando a defesa
(OLIVEIRA, 2001). Mas além de uma sensagdo, ¢ algo necessario essencial para
sobrevivéncia (PATEL, 2010), podendo ser classificada principalmente em nociceptiva e/ou
neuropatica. A dor nociceptiva estd associada a ativagdo de neurdnios aferente primarios, os
nociceptores, por estimulos intensos que podem ou nao estar causando uma lesdo no tecido
(BENNET et al., 2006; FEIN, 2011; OLIVEIRA, 2008). Estes nociceptores possuem 0s seus
corpos celulares localizados no ganglio da raiz dorsal (DRG) ou trigeminal (GT) e o axdnio
inerva a cabega e o corpo (BASBAUM et al., 2009; OLIVEIRA, 2008).

Os nociceptores respondem a diversos estimulos, sejam eles fisicos, quimicos ou
mecanicos. Nos ganglios temos entdo subdivisdes, que surgem a partir de critérios
fisiologicos. Assim, a classificagdo ocorre de acordo com o tipo de estimulo a que sdo
sensiveis, sendo os nociceptores entdo denominados fibras mielinizadas (Fibras A) e ndo
mielinizadas (Fibras C). As fibras A sao ainda classificadas, dentre outras, em fibras A9, e
possuem maior velocidade de condugado, estando ainda relacionadas a respostas nocivas e a

dor répida (BASBAUM et al., 2009; LIU & WOOD, 2011; OLIVEIRA, 2008). As fibras C



sdo sensiveis a estimulos térmicos, mecanicos e quimicos, sendo chamados de nociceptores
polimodais (OLIVEIRA, 2008). Estdo relacionadas a uma condugdo lenta, sendo entdo
responsaveis pela dor lenta, e ao contrario das fibras Ad, a dor ¢ mal localizada, e estd
relacionada a hiperalgesia mecanica, sendo também semelhante a dor cronica (OLIVEIRA,
2008).

Nas membranas desses nociceptores, encontramos canais € receptores que estdo
envolvidos na transduc¢do dos estimulos nervosos (OLIVEIRA, 2008). A exemplo temos o
TRPV1. O Receptor de Potencial Transitorio Vaniloéide Tipo 1 (TRPV1) € membro da familia
de receptores de potencial transitorio (TRP), que sdo canais de cations ndo seletivos, tendo
permeabilidade relativa principalmente ao Ca®>" (HOLZER, 2008; TOMINAGA et al., 1998).
O TRPVI1 ¢ o receptor ativado pela capsaicina, que compde a pimenta, e participa da dor
envolvida em exposi¢des a estimulos nocivos e relacionada a inflamagdo de tecidos
periféricos através da sua ativacdo relacionada a despolarizagdo dos nociceptores
(BASBAUM et al., 2009; CATERINA et al., 1997; JUNG et al., 2004; OLIVEIRA, 2008),
tendo papel na dor neuropatica (DUX; SANTHA; JANCSO, 2012; SZALLASI et al., 2007).
Sao receptores encontrados principalmente em fibras C (PURVES et al., 2010). Ha estudos
que indicam participacdo de receptores TRPV1 dos neurdnios sensoriais na hiperalgesia
térmica em modelos experimentais de dor (JI et al., 2002; KANAI et al., 2007).

Como condicao cronica, tem-se a dor neuropatica, que ¢ definida como uma dor vinda de
lesdes ou doengas que afetam o proprio sistema nervoso (BACKONIJA, 2003), ndo sendo
mais apenas um alerta (BASBAUM et al., 2009). Alguns autores recomendam termos para
diferencié-las ou especifica-las, por exemplo, utilizacdo do termo “dor predominantemente
neuropatica” (BENNET et al., 2006). E ainda mais especificamente, tem-se tipos de dor

neuropatica, onde se utiliza a classificagdo com relacdo ao local da gera¢do da dor, podendo



ser entdo de origem central ou periférica. Como exemplo da dor de origem periférica,
encontramos a neuropatia diabética (CRUCIANI & NIETO, 2006).

A sensibilizagdo vinda de uma neuropatia, como a diabética, envolve alteracdes
bioquimicas e na expressdo ou fungdo de canais i6nicos (MARQUEZ, 2006). Ha estudos
demonstrando que alteracdes estruturais ou de atividade dos canais iOnicos muitas vezes sao
responsaveis por alteragdo da excitabilidade neuronal e/ou de desordens fisiopatologicas,
como degeneracdo axonal (DOBRETSOV; ROMANOVSKY; STIMERS, 2007; RAOUF;
QUICK; WOOD, 2010; ROZA et al., 2003), demonstrando a complexidade da neuropatia
diabética (LEITE; SALGADO; FONSECA, 2017).

Para avaliacdo e estudo da neuropatia diabética, se faz indugdo de diabetes experimental
em modelos animais, que pode ser feito por manipulagdo tanto genética quanto cirurgica, e
por farmacos, com inducdo por substdncias quimicas, como a estreptozotocina
(ALWATBAN; BERNARD; ANDRES, 2006) ¢ a aloxana (DALL-AGNOL et al., 2009).
Ambas as substancias sdo citotoxicas, tendo o mesmo modo de captagdo da glicose, através
do transportador GLUT 2, nas células B-pancreaticas (LENZEN, 2008). A maioria dos
experimentos ocorre com roedores, pois had alta disponibilidade de linhagens e questdes
genéticas como a modificacdo para superexpressdo (REES, 2005). Dentre as substancias
citotoxicas citadas anteriormente, a mais utilizada € a estreptozotocina. A quase totalidade de
estudos em dor neuropatica diabética utilizam estreptozotocina, sendo que nestes estudos os
autores verificam a indugdo de hiperalgesia e alodinia nos animais diabéticos (SUN et al.,
2012; YAMAMOTO et al., 2009).

A estreptozotocina ¢ um glicosideo isolado de Streptomyces achromogenes (ALI et al.,
2012; DELFINO et al., 2002; REUSSER, 1971) e sua utilizacdo depende de fatores como
concentragdo, dose e via de administragdo (NEGRI, 2005; SZKUDELSKI et al., 2001). Em

uma faixa de dose, tem efeito citotdxico, inibindo o ciclo de Krebs, diminuindo consumo de



oxigénio e ainda causando danos no DNA, esgotando NAD+ e assim, levando a morte das
células PB-pancreaticas por falta de energia (ALI et al, 2012; DELFINO et al., 2002;
GOYARY & SHARMA, 2010).

Diversos estudos tém mostrado o desenvolvimento de hiperalgesia térmica, mecanica e
quimica na pata de animais apos utilizacdo de estreptozotocina (BISHNOI et al., 2011;
CHRISTOPH; VRY; TZSCHENTKE, 2010; CUNHA et al.,, 2009; HASANEIN, 2011;
IKEDA et al., 2009; PABREJA et al., 2011). No entanto, alguns estudos sugerem que a
hiperalgesia induzida por tratamento com estreptozotocina ¢ independente do estado
glicémico, demonstrando que embora a estreptozotocina seja um bom indutor de diabetes,
possivelmente ndo seja um modelo ideal para estudo da dor neuropatica diabética.

Em uma avaliagdo, Cunha e colaboradores verificaram que a maior dose de
estreptozotocina do estudo (40 mg/Kg) induziu aumento significativo de glicose nos animais,
porém todos os que foram tratados com a substancia desenvolveram hiperalgesia mecanica,
que foi reduzida com morfina, porém ndo foi prevenida com insulina, sugerindo que a
hiperalgesia nao ¢ dependente da hiperglicemia (CUNHA et al.,, 2009). Bishnoi e
colaboradores reportaram que o desenvolvimento de hiperalgesia ocorreu independente do
estado glicémico apds indugdo por estreptozotocina e correlacionou com aumento da
expressdao do Receptor de Potencial Transitério Vaniloide Tipo 1 (TRPV1) (BISHNOI et al.,
2011). Ha ainda estudos que demonstraram que a estreptozotocina exerce efeito direto sobre
os neurdnios que alteram a expressdo e fungdo de TRPV1 através de espécies reativas de
oxigénio, observando ainda aumento na forma fosforilada da proteina quinase p38, sugerindo
uma expressao proteica aumentada de TRPV1 via p38 por espécies reativas de oxigénio, onde
todas essas mudangas foram independentes do estado glicémico dos animais analisados

(PABBIDI et al., 2008a).



Como alternativa ao modelo de estreptozotocina, hd a substancia citotoxica aloxana, que €
um derivado de pirimidina. No entanto, o mecanismo de citotoxicidade da aloxana ¢ diferente
daquele induzido por estreptozotocina. A aloxana age através da inibi¢do da glicoquinase,
levando a um bloqueio da secre¢dao de insulina mediada pela glicose. Aloxana reage com os
grupos -SH no local de ligagdo da glicoquinase, levando a inativacdo (LENZEN &
MUNDAY, 1991; SZKUDELSKI et al., 2001). Ha geragdo de espécies reativas de oxigénio,
levando a quebra do DNA das ilhotas pancreéticas e morte celular por necrose (LENZEN &
MUNDAY, 1991). De acordo com Kim et al. (1994), essa substancia provoca também um
aumento na concentragao de calcio citosolico, levando a um aumento da liberagdo de insulina
e juntamente com a acao das espécies reativas de oxigénio, gera danos rapidos as células -
pancreaticas (KIM et al., 1994; WEAVER et al., 1978).

Considerando que a estreptozotocina parece ndo ser um modelo ideal para estudo da dor
neuropatica diabética, nosso grupo buscou realizar um estudo in vivo comparando os efeitos
sobre a glicemia (Figura 1) e sobre a sensibilidade a estimulos mecanicos (Figura 2) em

animais tratados com estreptozotocina ou aloxana.
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Figura 1: Avaliacdo do estado glicémico dos animais apds administragdo de aloxana ou estreptozotocina.
Aferigdes realizadas antes, na primeira semana e depois a cada duas semanas durante cinco semanas (semana
0,1,3 e 5). O grafico mostra os dados dos grupos controle, aloxana (30 mg/kg) e estreptozotocina (35 mg/kg),
ambos divididos em normoglicémicos (ALX-NG e STZ-NG) e hiperglicémicos (ALX-HG e STZ-HG). Dados
como média e EPM de 9-20 animais por grupo experimental. *p<0,01 significativamente diferente do grupo
controle (ANOVA duas vias, Bonferroni) (RODRIGUES, 2018).

Apo6s a injecao de estreptozotocina ou aloxana, alguns animais desenvolvem o diabetes
(hiperglicemia) enquanto que outros sofrem uma pequena altera¢ao inicial, mas se mantém
normoglicémicos. Quando foi avaliada a sensibilidade mecanica na pata destes animais,
através do teste de von Frey eletronico, foi observado um aumento de sensibilidade mecénica
nos animais tratados com estreptozotocina, mesmo naqueles que ndo ficaram hiperglicémicos.
No caso dos animais tratados com aloxana, os animais normoglicémicos tiveram apenas um
pequeno aumento de sensibilidade, que ndo foi diferente do controle, enquanto que os animais

hiperglicémicos tiveram um aumento gradual na sensibilidade mecanica.
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Figura 2: Efeito da administracdo de aloxana ou estreptozotocina na sensibilidade mecénica. O grafico mostra o
limiar de sensibilidade mecanica, em gramas, dos grupos controle, aloxana e estreptozotocina, ambos divididos
em normoglicémicos e hiperglicémicos. Dados como média e EPM de 9-20 animais por grupo experimental.
*p<0,01 significativamente diferente do grupo controle. **p<0,01 significativamente diferente dos grupos
normoglicémicos e hiperglicémicos que receberam estreptozotocina (STZ-NG e STZ-HG) em relagdo ao grupo
controle. (ANOVA duas vias, Bonferroni) (RODRIGUES, 2018).

Além disso, foi realizado experimento onde foi feita inje¢ao intraganglionar de aloxana
ou estreptozotocina diretamente no ganglio da raiz dorsal (L5) direito. O limiar de
sensibilidade mecanica foi avaliado nas patas traseiras direitas, regides inervadas pelo ganglio
L5 (Figura 3). Resultados encontrados mostram que nos animais tratados com
estreptozotocina apresentam reducdo significativa do limiar em todos os tempos de estudo em
relagdo ao basal, ao contrario dos tratados com aloxana, que apresentaram apenas uma
pequena alteracdo no tempo de 15 minutos. Isso sugere que a estreptozotocina age

diretamente sobre os neurdnios nociceptivos, mas que a aloxana tem um efeito direto menor.
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Figura 3: da injegdo intraganglionar de aloxana ou estreptozotocina no limiar de sensibilidade mecéanica. O
grafico mostra o limiar de sensibilidade mecénica em patas dos animais antes e 15, 30 e 60 minutos ap6s injegao
de aloxana ou estreptozotocina ganglio da raiz dorsal (15) direito. Dados apresentados como médias = S.E.M. 6
animais por grupo experimental. *p<0,05 e **p<0,01 significativamente diferente entre os grupos de estudo
(ANOVA duas vias, Bonferroni). #p<0,05 significativamente diferente em relacdo a medida basal (ANOVA uma
via, Bonferroni) (RODRIGUES, 2018).

O presente estudo teve como finalidade complementar os resultados obtidos através do
estudo in vivo. Isto foi realizado através de ensaios in vitro, em culturas primarias de ganglios
da raiz dorsal (DRG) de ratos, para avaliagdo do efeito direto da administragao de

estreptozotocina ou aloxana em neurdnios nociceptivos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos diretos da aloxana e estreptozotocina sobre neurdnios nociceptivos

presentes em ganglios da raiz dorsal de ratos através de culturas primarias.

2.2 Objetivos Especificos

1) Avaliar os efeitos diretos de aloxana e estreptozotocina sobre os niveis intracelulares

de calcio e sobre o potencial de repouso neuronal.

2) Avaliar se aloxana e estreptozotocina interferem no influxo de calcio ou

despolarizagdo induzidos pela ativagao do receptor TRPV 1 por capsaicina.

3) Determinar qual substancia, aloxana ou estreptozotocina, ¢ mais adequada para

estudos envolvendo dor neuropatica diabética.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais

Para realizacdo dos testes foram utilizados 8 animais, sendo fémeas e machos Wistar
adquiridos no biotério Central da Rede de Biotérios de Roedores da Universidade Federal de
Uberlandia (REBIR-UFU), com idade de 4 semanas. Os mesmos foram mantidos em pares
em sala com temperatura (25 °C) e ciclo de luminosidade controlada (12/12h), com acesso
livre a 4gua filtrada e racdo a vontade em mini-isoladores Ventilife de dimensdes 48,3 cm x
33, 7cmx 21,4 cm.

Todos os experimentos seguiram as normas de ética estabelecidas, recomendadas pela
IASP (ZIMMERMANN, 1983), ¢ aprovadas pelo Comité de Etica em Experimentacio

Animal da Universidade Federal de Uberlandia segundo o Protocolo 077/18 (Anexo I).

3.2 Drogas

- Estreptozotocina (Streptozotocin, SIGMA-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA);
- Aloxana (Alloxan monohydrate, SIGMA-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA) ;

- Capsaicina (Sigma);

Para os experimentos todas as drogas foram diluidas em solugdo Hank’s/Hepes

(Solucao de Hanks’ Balanced Salts e Hepes) para obter as concentragdes usuais finais.

3.3 Cultura de ganglios da raiz dorsal (DRG)

Os ratos foram eutanasiados apds anestesia em isofurano 4%, administrado através de

vaporizador especifico para uso veterindrio, garantindo anestesia durante o tempo necessario.
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As culturas foram realizadas conforme protocolo descrito por Linhart et al. (2003). Os
ganglios da raiz dorsal da regido lombar e toracica foram removidos (cerca de 15 ganglios por
animal), dissecados e colocados em solucdo salina de Hank’s estéril com 10 mM de tampao
HEPES. As células foram dissociadas por incubacdo a 37 °C por 75 minutos em solug¢do
salina de Hank’s contendo 0,28 U/mL de colagenase (tipo 2, Sigma) e depois por 12 minutos
em solucdo contendo 0,25 mg/mL de tripsina. Os ganglios foram lavados em meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado, 2 mM de glutamina, 50 U/mL de
penicilina, 50 mg/mL de estreptomicina. As células foram entdo cultivadas em placas cobertas
com Matrigel e mantidas em atmosfera de 5% CO> (37°C) com o mesmo meio de cultura ja

descrito e utilizadas apos 48 horas.

3.4 Avaliacido da dinamica de calcio intracelular através da microscopia confocal

As culturas foram utilizadas apos 48 horas, lavadas 2x em solu¢cdo Hank’s/Hepes e os
neurdnios foram incubados com o indicador fluorescente intracelular de Ca** Fluo-3AM (5
uM) durante 40 minutos no escuro ¢ depois lavadas 3X em solucdo Hank’s, sendo mantidas
nesta solucao (90 pL).

Fluo-3 ¢ uma molécula que ao se ligar ao Ca?’, proporciona um aumento na
fluorescéncia, mas os sais de Fluo-3 ndo sdo capazes de penetrar a membrana celular, sendo
necessario uso do éster acetoximetilico (AM), que no meio intracelular ¢ clivado por
esterases, impossibilitando que o Fluo-3 saia para o meio extracelular.

As placas ja preparadas, foram levadas para microscopio confocal (Zeiss) e separadas em
placas controles e tratadas com estreptozotocina ou aloxana. Nas placas controle foi
administrado Hank’s e nas tratadas foi administrado aloxana (10 pM) ou estreptozotocina (10

uM) no volume de 10 pL, adicionadas aos 90 puL de solugdo, resultando em concentragdes
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final de 1 uM. Entre as administragdes ndo foi feita a lavagem das placas. Realizou-se uma
sequéncia de fotos, obtidas durante 03 minutos. Apds administracdo das drogas, ainda na
presenca das substancias diabetogénicas, foi realizada administragdo de capsaicina
(concentracdo final de 100 nM) e as imagens foram adquiridas por 02 minutos.
Posteriormente as imagens foram analisadas através do software ImagelJ (NIH) onde
quantificou-se a fluorescéncia emitida de cada neurdnio em cada momento, isoladamente. A
variagio da fluorescéncia correspondeu as alteragdes nos niveis de Ca?’. Os dados sdo
mostrados como (AF/F0), ou seja, a variagdo de intensidade de fluorescéncia (AF=F-F0)
dividida pela fluorescéncia basal (FO) de forma a normalizar as variagdes de concentragdo do

indicador fluorescente nas células.

3.5 Avaliacao do potencial de repouso através do uso de DiBAC4(3) em microscopia
confocal

Lavou-se as placas em tampao Hanks, sendo incubadas com 5 uM do indicador de
potencial de repouso DiBAC4(3) (Molecular Probes) por 20 minutos no escuro em
temperatura ambiente. O indicador € uma molécula apolar, embora anidnica, e a difusdo deste
pela membrana celular, de acordo com o gradiente eletroquimico, determina a fluorescéncia
emitida. Este indicador penetra pela membrana em células despolarizadas, onde a ligagdo com
proteinas intracelulares induz aumento de fluorescéncia desta molécula. Desta forma, um
aumento de fluorescéncia indica despolarizagdo, enquanto que uma diminui¢do indica

hiperpolariza¢do da membrana celular.

Da mesma forma do procedimento anterior, as placas ja preparadas, foram levadas para
microscopio confocal (Zeiss) e separadas em placas controles e tratadas com aloxana ou

estreptozotocina. Nas placas controle foi administrado Hank’s e nas tratadas foi administrado
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aloxana (1uM) ou estreptozotocina (1uM). Entre as administracdes ndo foi feita a lavagem
das placas. Realizou-se uma sequéncia de fotos, obtidas durante 05 minutos. Apds
administracdo das drogas, ainda na presenca das substancias diabetogénicas, foi realizada
administracdo de capsaicina e as imagens foram adquiridas por 03 minutos. A fluorescéncia
emitida pelas células foi avaliada através de séries temporais de imagens obtidas através de
microscopia confocal (Zeiss LSM 510 Meta). Para avaliagdo de alteragcdes do potencial de
repouso dos neurdnios, considerou-se a fluorescéncia emitida por cada neurdénio apos 5
minutos da administragdo de aloxana e estreptozotocina, nas concentragdes propostas no

estudo. Os dados sao mostrados como (AF/F0).

3.6 Analise Estatistica

As médias obtidas foram comparadas do méximo de variagdo de fluorescéncia
considerando como n amostral cada neurénio mensurado. A andlise dos resultados foi feita
pelo programa GraphPad Prisma 5, pelo teste de variancia ANOV A uma via, seguido de pds-
teste de Bonferroni para comparagdes multiplas. O nivel de significancia adotado foi de

p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao do efeito de aloxana e estreptozotocina sobre a ativacido do receptor
TRPV1 e da dindmica de Ca2+ intracelular

Por meio da microscopia confocal e utilizagdo do indicador de célcio intracelular Fluo-3-
AM, avaliou-se as alteracdes nos niveis intracelulares de calcio nos neurdnios em culturas
primarias de DRG. As drogas de estudo foram administradas diretamente nas culturas na
concentracdo final de 1 uM apos obtencdo das imagens basais (Figura 4: 1, 2, 3A) e uma
sequéncia de imagens foi obtida durante 03 minutos (Figura 4: 1,2,3B). Apos isso, sem
lavagens, foi realizada administragdo de capsaicina, que ativa receptores TRPV1 (Figura 4:

1,2,3C).
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Figura 4: Efeitos da aloxana e estreptozotocina em resposta da capsaicina em cultura primaria de neurdnios
sensoriais primarios do ganglio da raiz dorsal. Imagens representativas obtidas por microscopia confocal (Zeiss)
utilizando o indicador fluorescente Fluo-3-AM). A: fluorescéncia basal. B: Aos 3 minutos apds a administragao
de Hank’s, aloxana ou estreptozotocina. C: Aos 2 minutos apos a administragdo de capsaicina. As setas
indicam neuronios representativos do aumento de fluorescéncia. Imagens obtidas usando ampliacdo de 400x.

Como esperando, a administragao de Hank’s (veiculo) ndo levou a nenhuma alteragao nos
niveis de Ca*" nos neurdnios avaliados. O mesmo ocorre com a administracdo de aloxana.
Porém, administracdo de estreptozotocina causou uma diminui¢do significativa nos niveis de

Ca?" das células analisadas (Figura 5).
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Figura 5:Efeito da aloxana e estreptozotocina no influxo de cilcio em neurdnios nociceptivos em cultura. E
mostrada a variac@o das intensidades de fluorescéncia emitidas por Fluo-3/AM apos 03 minutos de aquisi¢do de
imagens de culturas de ganglios da raiz dorsal em solugdo de Hank’s (veiculo) ou ap6s administragéo de aloxana
ou estreptozotocina. Dados apresentados como média + E.P.M de 20 a 25 neurdnios. *p<0,05 significativamente
diferente com o grupo controle (Dados avaliados por teste t).

Apds os 3 minutos de avaliagdo dos efeitos diretos de aloxana e estreptozotocina, ainda

na presenga destas, foi realizada a administra¢ao de capsaicina (100 nM) (Figura 6).
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Figura 6:Influxo de célcio induzido por capsaicina em cultura de neurdnios nociceptivos em cultura tratados com
aloxana ou estreptozotocina. E mostrada a variagdo das intensidades de fluorescéncia emitidas por Fluo-3 ap6s 2
minutos de aquisi¢do de imagens de culturas de ganglios da raiz dorsal ap6s a administragdo de capsaicina (100
nM) em placas contendo solug¢do de Hank’s (veiculo) ou aloxana ou estreptozotocina. Dados apresentados como
média £ E.P.M. de 20 a 25 neurdnios. # p<0,05 significativamente diferente do grupo STZ 1 uM em relagdo ao
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grupo ALX 1 uM. *p<0,05 significativamente diferente do grupo STZ 1 uM em relagdo ao grupo controle.
(Dados avaliados por ANOVA seguido de pos-teste de Bonferroni).

A capsaicina induziu um aumento de fluorescéncia, indicando influxo de célcio, em
neurdnios presentes nas placas controle e nas placas tratadas com aloxana, enquanto que o

influxo de calcio foi significativamente reduzido nas placas tratadas com estreptozotocina.

4.2 Avaliacdo do efeito da aloxana e estreptozotocina sobre o potencial de repouso
neuronal através do indicador fluorescente DiBAC4(3)

As alteracoes relativas ao potencial de repouso da membrana nos neurdnios em culturas
primarias foram avaliadas através de microscopia confocal com o indicador DiBAC4(3). As
drogas de estudo foram administradas de modo direto sobre as culturas selecionadas em
concentracdo de 1 uM apds obtencdo das imagens correspondentes a florescéncia basal
(Figura 7: 1,2,3A) e uma sequéncia de imagens foi obtida ap6s 05 minutos (Figura 7: 1,2,3B).
Posteriormente, uma terceira sequéncia de imagens (Figura 7: 1,2,3C) foi obtida apds

administracao de capsaicina apds 03 minutos.
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Figura 7:Efeitos da aloxana e estreptozotocina em resposta da capsaicina em cultura primaria de neurénios
sensoriais primarios do ganglio da raiz dorsal. Imagens representativas obtidas por microscopia confocal (Zeiss)
utilizando o indicador fluorescente DiBAC4(3). A: fluorescéncia basal. B: Aos 05 minutos apo6s a administragido
de Hank’s, aloxana ou estreptozotocina. C: Aos 03 minutos apos a administracdo de capsaicina. As setas
indicam neuronios representativos do aumento de fluorescéncia. Imagens obtidas usando ampliacdo de 400x.

Foram avaliadas as alteragdes referentes ao potencial de repouso da membrana nos
neurdnios tratados com Hank’s (veiculo), aloxana e estreptozotocina (Figura 8). A
administracdo de estreptozotocina, assim como a de aloxana, ndo alterou o potencial de

repouso da membrana.



21

0.4

0.2

AF/F,

00 1 =

Veiculo STZ ALX

Figura 8: Efeito da aloxana e estreptozotocina no potencial de repouso da membrana em neurdnios nociceptivos
em cultura E mostrada a variagio das intensidades de fluorescéncia emitidas por DIBAC4(3) apds 5 minutos de
aquisicdo de imagens de culturas de ganglios da raiz dorsal apds a administragdo de capsaicina (100 nM) em
placas contendo solug¢@o de Hank’s (veiculo) ou aloxana ou estreptozotocina. Dados apresentados como média +
E.P.M. de 20 a 25 neur6nios. (Dados avaliados por ANOVA seguido de pos-teste de Bonferroni).

Apo6s 05 minutos de aquisi¢do de imagens depois da administracdo das drogas de estudo,
cada placa recebeu 100 nM de capsaicina e foi feita aquisicdo de imagens por mais 03
minutos. Analisando a variagcdo de fluorescéncia nas células (Figura 9), observa-se células que
tratadas com estreptozotocina apresentaram variacdo menor na fluorescéncia, resposta essa
significativa se comparada as células que foram tratadas com aloxana. Deste modo, infere-se
que o tratamento com estreptozotocina inibiu a despolarizacdo induzida por capsaicina,

enquanto que a aloxana nao apresentou efeito.
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Figura 9: Alteracdo do potencial de repouso da membrana induzido por capsaicina em cultura de neurénios
nociceptivos em cultura tratados com aloxana ou estreptozotocina. E mostrada a variacio das intensidades de
fluorescéncia emitidas por DiBAC4(3) ap6s 3 minutos de aquisi¢do de imagens de culturas de ganglios da raiz
dorsal apds a administragdo de capsaicina (100 nM) em placas contendo solugdo de Hank’s (veiculo) ou aloxana
ou estreptozotocina. Dados apresentados como média + E.P.M. de 20 a 25 neur6nios. *p<0,05 significativamente
diferente do grupo STZ em relagdo ao grupo ALX. (Dados avaliados por ANOVA seguido de pds-teste de
Bonferroni).
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5 DISCUSSAO

Diante da grande prevaléncia do diabetes mellitus e dos impactos que as complicagdes
relativas a essa doenga causam nos individuos diagnosticados, faz-se necessario que se
conhegam os mecanismos envolvidos para que seja possivel a estes individuos um tratamento
adequado e uma melhora na qualidade de vida.

Para entender a patogénese desta doenga e as suas complicagdes, os modelos animais de
diabetes experimental tém sido de grande valia (AL-AWAR et al., 2016). Um dos modos
mais utilizados para a inducdo de diabetes experimental ¢ pela utilizacdo de drogas
diabetogénicas, sendo as mais conhecidas a aloxana e estreptozotocina, sendo que os estudos
em sua quase totalidade, utilizam estreptozotocina. Mas como visto anteriormente, diversos
estudos tem questionado o uso desta substancia para avaliacdo dos mecanismos envolvidos na
neuropatia diabética, uma vez que resultados demonstram que a estreptozotocina parece
alterar o limiar nociceptivo independente do estado glicémico do animal (BISHNOI et al.,
2011; CUNHA et al., 2009). A aloxana pode ser uma alternativa para o estudo de neuropatia
diabética. O presente estudo objetivou verificar e comparar os efeitos diretos de aloxana e
estreptozotocina sobre neurdnios nociceptivos primarios em cultura. Foram avaliados os
niveis intracelulares de célcio e o potencial de repouso da membrana em neuronios
nociceptivos em resposta aos tratamentos com aloxana ou estreptozotocina e ainda foram
avaliadas as respostas ao agonista TRPVI1, capsaicina, na presenga das substancias
diabetogénicas. Os resultados obtidos sugerem que apenas a estreptozotocina tem efeito direto
nos neurdnios nociceptivos.

Conforme descrito anteriormente, este estudo teve por objetivo complementar resultados
anteriores em que foram comparados os efeitos do tratamento com estreptozotocina com

aqueles do tratamento com aloxana em ratos (RODRIGUES, 2018). Os resultados obtidos in
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vivo mostraram que a estreptozotocina causa uma alteracdo na sensibilidade nociceptiva
mecanica em animais que ndo desenvolveram hiperglicemia, corroborando com o resultado
obtido por outros autores (BISHNOI et al., 2011; ROMANOVSKY et al., 2004). Por outro
lado, o efeito induzido por aloxana parece ser dependente do desenvolvimento do diabetes.
Além disso, verificamos que a injecdo de estreptozotocina diretamente no ganglio da raiz
dorsal de ratos induziu um aumento de sensibilidade mecancia, enquanto que a inje¢do de
aloxana nao induziu efeito significativo. Estes resultados sugerem que a estreptozotocina, mas
nao a aloxana pode ter um efeito direto sobre o sistema nociceptivo. Para testar esta hipotese
avaliamos inicialmente o efeito do tratamento com estreptozotocina ou aloxana sobre os
niveis de célcio intracelular em culturas primarias de ganglio da raiz dorsal de ratos.

Assim, foram realizados experimentos em culturas primarias sendo considerado para isso
a emissao de fluorescéncia pelas células apos incubagdo com indicador Fluo-3AM.
Inicialmente foram avaliados os efeitos diretos da administracdo das substancias
diabetogénicas de estudo e posteriormente, o efeito da administracdo do agonista capsaicina.
Observamos uma redu¢ao nos niveis de calcio intracelular tanto apos utilizagdo da
estreptozotocina quanto do influxo de cdlcio induzido por capsaicina. Estes resultados
indicam um efeito direto da estreptozotocina, possivelmente por atuar no receptor TRPVI1. A
capsaicina ¢ um agonista seletivo que ativa receptores TRPV1, caracteristicos de fibras C
nociceptivas (CATERINA & JULIUS, 2001; HONG & WILEY, 2004). Uma redugdo na
ativacdo de receptores TRPV1 poderia explicar a diminui¢do do influxo de calcio induzido
por capsaicina nas células tratadas com estreptozotocina e talvez também explique a
diminui¢do dos niveis intracelulares de calcio induzida por estreptozotocina na auséncia de
estimulo. Isto porque no sistema nervoso central ja foi verificada uma atividade basal tonica
de receptores TRPV1 em temperatura ambiente (SHOUDAI et al., 2010). Estudos em

humanos e em animais sugerem que alteragdes na expressdo e funcdo do receptor TRPV1
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podem estar envolvidas no desenvolvimento da neuropatia dolorosa diabética (CATERINA
& JULIUS, 2001; HONG & WILEY, 2004; KAMEI et al.,, 2003). No entanto, estudos
realizados em animais (ANDERSSON et al., 2015; BISHNOI et al., 2011) verificaram que o
tratamento com estreptozotocina induz um aumento na expressdo do receptor TRPV1 de
maneira independente do desenvolvimento de hiperglicemia. Deste modo, nosso estudo
corrobora com a hipdtese de que a estreptozotocina possui efeito direto sobre os neurdnios
nociceptivos por atuar em receptores TRPV1. Embora os resultados de nossos experimentos
possam parecer contrdrios a parte da literatura, podemos considerar que uma diminui¢ao na
ativacdo de receptores pode induzir um aumento na expressao destes, explicando a aparente
discrepancia. Além disso, as concentracdes de estreptozotocina utilizadas nos outros estudos
foram superiores aquela testada nos experimentos encontrados na literatura. De qualquer
maneira, considerando que o interesse no uso de estreptozotocina ¢ o desenvolvimento de
modelos experimentais para estudo do diabetes, o efeito direto desta substancia em neurénios
nociceptivos ¢ indesejado, independente do mecanismo envolvido. Considerando ainda a
importante participagdo do receptor TRPV1 em processos dolorosos (DA, 2016), um efeito
sobre este receptor pode explicar as alteracdes de sensibilidade verificadas nos testes in vivo
nos animais tratados com estreptozotocina.

Visto que o objetivo principal de nosso estudo ¢ avaliar se a aloxana pode ser um modelo
mais adequado para estudo da dor neuropatica diabética, o efeito da administragdo de aloxana
foi testado utilizando-se o mesmo protocolo para avaliacdo dos niveis de calcio intracelular
nas culturas primarias de neuroénios nociceptivos. Observamos que a aloxana, na concetragao
testada, nao alterou o nivel intracelular de calcio e também ndo afetou o influxo de calcio
induzido por capsaicina. Desta forma, estes experimentos estdo de acordo com nossos
resultados anteriores obtidos in vivo, que sugerem que aloxana ndo tem efeito direto sobre o

sistema nociceptivo.
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Nas cé¢lulas B-pancredticas, estreptozotocina e aloxana, ao acessarem o meio intracelular
promovem alteracdes no potencial de membrana, uma vez que tem o mesmo modo de
captacdo da glicose (LENZEN, 2008). O metabolismo de glicose leva a geracdo de
adenosinatrifosfato (ATP) e ocorre um aumento de adenosinadifosfato (ATP/ADP) no
citoplasma (MATSCHINSKY, 1996). Esse ultimo produto gera uma despolarizacdo da
membrana, abrindo canais de célcio sensiveis a voltagem (PRENTKI & CORKEY, 1996).
Como forma de tentar verificar se a estreptozotocina e a aloxana podem entrar em neurdnios
nociceptivos, foram realizados experimentos para avaliar o efeito destas substancias sobre o
potencial de repouso neuronal. Em células B-pancredticas ja foi relatado que a aloxana levou a
uma hiperpolarizagdo de membrana ap6s reducao da producao de ATP que causou abertura de
canais de potéassio (DREWS et al., 2000). Do mesmo modo, Carroll et al. (1994), em uma
concentracdo fixa de 75 uM de aloxana, também em células B, verificou que a substancia
sempre induzia uma rapida hiperpolarizagdo da membrana, indicando um aumento de
conducao de ions potéssio, sendo acompanhada por diminui¢ao de células. Ao contrario disso,
um estudo verificou uma despolarizagao rapida das células das ilhotas a uma concentracao de
5 mM (DEAN & MATTHEWS, 1972).

Considerando os dados expostos acima, que mostram que ao entrar nas células
pancreaticas, os agentes diabetogénicos causam alteracdes no potencial de repouso celular,
decidimos por avaliar os efeitos de estreptozotocina e aloxana sobre o potencial de repouso
neuronal como uma forma de avaliar um possivel efeito intracelular. Deste modo, possiveis
alteragdes no potencial de repouso poderiam ser indicativos de que as substincias indutoras
de diabetes podem entrar e afetar o meio intracelular dos neurdnios. Utilizando o indicador
fluorescente, DiIBAC4(3), foi possivel avaliar alteragdes no potencial de repouso da
membrana em culturas primdrias de neuronios através de variagcdes de fluorescéncia. Foram

avaliadas, primeiramente, as respostas a administra¢do de aloxana e estreptozotocina per se e
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posteriormente, o efeito sobre a administracdo de capsaicina. Observou-se que as drogas
diabetogénicas por si s6 ndo causam alteracdo significativa do potencial de repouso da
membrana neuronal, uma vez que ndo houve variacdo significativa de fluorescéncia. Os
neurdnios sensitivos primarios captam glicose de maneira independente de insulina (PATEL
et al., 1994), provavelmente através do transportador neuronal GLUT3, ou ainda GLUT]I,
visto que estes sdo os transportadores encontrados no sistema nervoso em geral. Embora nao
tenhamos encontrado estudo que descreva quais transportadores para glicose sdo expressos
nos neuronios periféricos, estes nao possuem o transportador GLUT2, que ¢ responsavel pela
captacdo de glicose em células  pancreaticas. Considerando que estreptozotocina e aloxana
tem a capacidade de acessar o interior das células  pancreaticas, e outras, através de GLUT2,
o resultado de efeito de estreptozotocina e aloxana sobre o potencial de repouso neuronal nao
indica que estas substancias estejam sendo captadas pelos neurdnios nociceptivos primarios.
Por outro lado, assim como no experimento realizado para avaliagao do calcio intracelular, a
estreptozotocina induziu uma diminuicdo da resposta de despolarizagdo induzida por
capsaicina, sugerindo um efeito sobre a atividade do receptor TRPV 1. Embora ndo possamos
afirmar com seguranga, os resultados obtidos sdo indicativos de que estreptozotocina
apresenta um efeito inibitdrio sobre o receptor TRPV1 através de um mecanismo extracelular.
Em resumo, os experimentos para avaliagdo dos efeitos de aloxona e estreptozotocina sobre o
potencial de repouso neuronal novamente sugerem que a estreptozotocina tem efeito direto
nos neurdnios nociceptivos, enquanto que a aloxana parece ndo afetar estes neuronios.

Os dados encontrados no nosso estudo corroborando com a literatura fortalecem a ideia de
que a estreptozotocina exerce um efeito direto em neurdnios nociceptivos, provavelmente por
afetar a ativacdo do receptor TRPV1. Ainda que a administragdo de estreptozotocina ¢ um
bom modelo para indugdo de diabetes experimental, estes resultados indicam que este modelo

nao ¢ adequado para estudos que avaliam dor neuropatica diabética. Por outro lado, a aloxana
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parece ndo causar efeitos independentes de hiperglicemia e ndo afeta diretamente os
neurdnios nociceptivos primarios de forma que parece ser uma alternativa mais adequada para

estudos que visem avaliagdo de dor neuropatica diabética.
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6 CONCLUSAO

e Aloxana pode ser mais adequada para estudos envolvendo dor neuropatica
diabética, uma vez que foi visto que a administracdo de estreptozotocina altera os
niveis de cdlcio intracelular e reduz o efeito da capsaicina, demonstrando ter efeito

direto sobre neurdnios nociceptivos.
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