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RESUMO

A polineuropatia diabética distal € a complicagdo crénica mais comum do
diabetes mellitus, repercutindo na qualidade de vida dos pacientes. A metformina é
um farmaco amplamente utilizado para o tratamento de diabetes tipo 2 para controle
glicémico. No entanto, estudos demonstram que a metformina possui um potencial
terapéutico na dor neuropatica em modelos de lesdo mecéanica ou quimica do nervo
periférico. O objetivo deste estudo foi avaliar se a administracdo de metformina logo
apos confirmacdo do diabetes e sem administracdo de insulina exdgena, previne
danos ao tecido nervoso periférico exposto a hiperglicemia crénica em animais
induzidos ao diabetes mellitus tipo 1. Camundongos Swiss foram distribuidos
aleatoriamente em 4 grupos experimentais: animais néo diabéticos (Controle); animais
diabéticos (STZ), animais diabéticos tratados com 100 mg/kg/dia de metformina
(STZ+M100) e animais diabéticos tratados com 200 mg/kg/dia de metformina
(STZ+M200). O diabetes foi induzido via injecéo intraperitoneal de estreptozotocina
(STZ, 90 mg/kg/dia), em dois dias consecutivos, e confirmado por glicemia de jejum
no 4° dia apds a inducéo. Neste mesmo dia, o tratamento com metformina foi iniciado,
via gavagem, e durou 9 semanas. As doses em estudo foram fracionadas em duas
administracdes diarias, com intervalo de 7 horas entre elas. Os nervos isquiaticos do
grupo STZ apresentaram alteracdo em todos o0s parametros morfomeétricos
analisados. As duas doses de metformina foram eficazes em prevenir a atrofia axonal
e em reduzir a expressdo de mediadores pro-inflamatorios (interleucina-13, enzima
oxido nitrico sintase induzivel e oxido nitrico tecidual e sérico). No entanto, o
tratamento com 200 mg de metformina foi benéfico por aumentar a expresséao de
marcadores anti-inflamatorios (interleucina-10 e inibidor kappa B-alfa), angiogénico
(fator de crescimento endotelial vascular) e proteinas neuronais (fator de crescimento
neural e proteina basica da mielina). Assim, a metformina, especialmente na dose de
200 mg, gerou efeito anti-inflamatorio e neuroprotetor no nervo periférico exposto a
hiperglicemia crénica, reduzindo as alteracdes deletérias que predispbem a instalacéo

da polineuropatia diabética distal.

Palavras-chave: Nervo isquiatico. Neuropatias diabéticas. Estreptozotocina. Sistema

nervoso periférico. Histomorfometria.



ABSTRACT

Distal diabetic polyneuropathy is the most common chronic complication of
diabetes mellitus, affecting the quality of life of patients. Metformin is a widely used
drug for glycemic control of type 2 diabetes. However, studies have shown that
metformin has a therapeutic potential in neuropathic pain in models of mechanical or
chemical injury of the peripheral nerve. The aim of this study was to evaluate whether
the administration of metformin, shortly after confirmation of diabetes and without
administration of exogenous insulin, prevents damage to peripheral nervous tissue
exposed to chronic hyperglycemia in animals induced by type 1 diabetes mellitus.
Swiss mice were randomly assigned to 4 groups experimental: non-diabetic animals
(Control); diabetic animals (STZ), diabetic animals treated with metformin 100
mg/kg/day (STZ + M100) and diabetic animals treated with metformin 200 mg/kg/day
(STZ + M200). Diabetes was induced by intraperitoneal injection of streptozotocin
(STZ, 90 mg/kg/day) on two consecutive days, and confirmed by fasting glycemia on
the 4th day after induction. On the same day, treatment with metformin was started via
gavage and lasted for 9 weeks. The study doses were fractionated in two daily
administrations, with a 7-hour interval between them. The sciatic nerves of the STZ
group presented alterations in all the morphometric parameters analyzed. The two
doses of metformin were effective in preventing axonal atrophy and in reducing the
expression of proinflammatory mediators (interleukin-1B, inducible nitric oxide
synthase enzyme and tissue and nitric nitric oxide). However, treatment with 200 mg
of metformin was beneficial in increasing the expression of anti-inflammatory markers
(interleukin-10 and kappa B-alpha inhibitor), angiogenic (vascular endothelial growth
factor) and neural proteins (neural growth factor and protein myelin). Thus, metformin,
especially in the dose of 200 mg, generated an anti-inflammatory and neuroprotective
effect in the peripheral nerve exposed to chronic hyperglycemia, reducing the
deleterious alterations that predispose to the installation of diabetic distal

polyneuropathy.

Keywords: Sciatic nerve. Diabetic neuropathies. Streptozocin. Peripheral Nervous

System. Histomorphometry.



Figura 1 —
Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 1 —

Figura 2 —

Figura 3 —
Figura 4 —

Figura 5 —
Figura 6 —
Figura 7 —

Figura 1 —
Figura 2 —
Figura 3 —

Figura 4 —
Figura 5 —

Figura 6 —
Figura 7 —

LISTA DE ILUSTRACOES

Revisao de Literatura
Morfologia do Nervo perifériCo...........coccceeiieiiiiiiiiiie e
Ativacédo da via Poliol na hiperglicemia.............ccuviiiiiiniin e
Metodologia
Cronograma temporal do eXperimento...........ccoeeeeeereevevevivinenineneenn.
Artigo 1
Monitoramento semanal dos niveis glicémicos nos grupos
EXPEMNMENTAIS. ....cceieiiei i e e e e e e e es eeaeeaaeaaeeaeens
Efeito da metformina no peso corporal dos animais no inicio e no
final dO EXPErMENTO.......coi i
Efeito da metformina na histologia do tecido nervoso periférico.......
Andlise histomorfométrica do nervo isquiatico de camundongos
IADETICOS. ... —————
Efeitos da metformina na expresséo do NGF em nervo isquiatico....
Western blot para NGF, VEGF € MBP..........ccoovviiiiiiiiiiiiieiee e
Efeitos da metformina na expresséo da proteina basica da mielina
de NErvO ISQUIALICO. .......cceeviiiiiicce e a e
Artigo 2
Monitoramento semanal dos niveis de glicose sanguinea...............
Efeitos da metformina na expressao do TNFa no nervo isquiatico...
Efeitos da metformina na expressdao do IL-1B no nervo
550 [ 1= L4 o o R
Efeitos da metformina na expressdo do iNOS no nervo...................
Andlise da metformina nos niveis sérico e tecidual do nitrito em
camundongos diabétiCOS..........ccooiiiiiiiiicccee e
Efeitos da metformina na expressao do IkBa no nervo isquiatico.....
Efeitos da metformina na expressao do IL-10 no nervo isquiatico

de aniMaiS QiaDBLICOS. ... cen e

46

46
a7

48

49

50

51

67
68

69
70

71
72



AGEs

AMPK

AMPKK

AR

BSA
CETENE
DAB
DAG
EDTA
eNOS
GLUT4
GSH
HRP
fo[€}
Ik-Ba
IL-1B
INOS
LAPLAN
MBP
NAD™*

NADPH

NF-kB
NGF
NO
OMS
PAMPK

LISTA DE SIGLAS

Advanced Glycation End-products (produtos finais da glicacao
avancada)

5’ Adenosine Monophosphato-activated Protein Kinase (proteina
guinase ativada por adenosina monofosfato)

Adenosine Monophosphato-activated Protein Kinase Kinase
(quinase proteina quinase ativada por adenosina monofosfato)
Aldose Reductase (aldose redutase)

Bovine Serum Albumin (soroalbumina bovina)

Centro de Tecnologia Estratégicas do Nordeste
3,3’-diaminobenzidine (3,3’-diaminobenzidina)

Diacylglycerol (diacilglicerol)

Ethylenediaminetetraacetic Acid (acido etilenodiaminotetracético)
endothelial Nitric Oxide Synthase (6xido nitrico sintase endotelial)
Glucose Transporter type 4 (transportador de glicose tipo 4)
Glutathione (glutationa)

Horseradish peroxidase-conjugated (peroxidase conjugada)
Immunoglobulin G (imunoglobulina G)

| kappa B alpha (I kappa B alfa)

Interleukin-1f (interleucina 1B)

inducible Nitric Oxide Synthase (6xido nitrico sintase induzivel)
Laboratorio de Plasticidade Neuromuscular

Myelin Basic Protein (proteina basica da mielina)

Nicotinamide Adenine Dinucleotide (nicotinamida adenina
dinucleotideo)

Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate (nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato)

Nuclear Factor kappa B (fator nuclear kappa B

Nerve Growth Factor (fator de crescimento neural)

Nitric Oxide (6xido nitrico)

Organizagdo Mundial de Saude

phosphorylated AMPK (AMPK fosforilada)



PBS

PKC

PNDD
ROS

SDH

STZ
STZ+M100

STZ+M200

TNF-a

UFPE
VEGF

Phosphate Buffered Saline (salina tamponada de fosfato)
Protein Kinase C (proteina quinase C)

polineuropatia diabética distal

Reactive Oxygen Species (espécies reativas de oxigénio)
Sorbitol Dehydrogenase (sorbitol desidrogenase)

Streptozotocin (estreptozotocina)

Grupo diabético (estreptozotocina) e tratado com 100 mg/Kg/dia
de metformina

Grupo diabético (estreptozotocina) e tratado com 200 mg/Kg/dia
de metformina

Tumor Necrosis Factor-alpha (fator de necrose tumoral alfa)
Universidade Federal de Pernambuco

Vascular Endothelial Growth Factor A (Fator A de Crescimento

do Endotélio Vascular)



11
1.2
121
1.2.2

11
1.2
1.3
1.4

3.1
3.2
3.3
3.4

3.5
3.6
3.7
3.8

4.1
4.2

SUMARIO

INTRODUGAO .....ooiieiieeeee ettt eans 14
HIPOTESE ...ttt ettt eteete e eneeanees 15
OBJIETIVOS ...ttt ettt ean e, 15
ODJELIVO GEIaAl.....vuiiic i 15
ODbjetivos ESPECITICOS ..uuuiiiiiiiiii e 15
REFERENCIAL TEORICO ......ciiiiieieeeeeeeeeeeeeee et 16
MORFOLOGIA DO NERVO PERIFERICO.........cccoviiieieieeeeeeeeeees 16
ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DO DIABETES.......ccccveeeieeeeenannaes 18
FISIOPATOLOGIA DA POLINEUROPATIA DIABETICA........cccveevenee. 19
UTILIZACAO CONVENCIONAL DA METFORMINA E NOVA

POSSIBILIDADE DE SEGUNDO USO DESTE MEDICAMENTO ........... 22
MATERIAL E METODOS .....ooiviiiiiiecieeeeeeeeeeeee et 24
TIPO DE ESTUDO ......oiiieiieceecteeee ettt aann e e 24
TERMOS ETICOS ... .ottt 24
GRUPOS EXPERIMENTAIS ...ttt 24
COLETA DO FRAGMENTO NERVOSO E PROCESSAMENTO PARA

ANALISE HISTOMORFOMETRICA .....oooveeteceeeece e, 25
PROCESSAMENTO E ANALISE DA IMUNOHISTOQUIMICA................ 26
DOSAGEM INDIRETA DO OXIDO NITRICO .....ccoviviieieeeeeeeeeee 27
WESTERN BLOT ...ttt ettt ettt een e e 27
ANALISE ESTATISTICA ..ottt 28
RESULTADOS. ...ttt ettt ee et ste st ste e e e ene s 29
ARTIGO ORIGINAL L. ..ot 29
ARTIGO ORIGINAL 2.ttt 52
CONSIDERAGOES FINAIS ....oviveieeeeeeee et 74
REFERENCIAS .......ooiiteiteeeeeee ettt ta et sae e aeenas 75

ANEXO — APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIM AL ettt e e e 83



14

1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus € uma doenca metabdlica caracterizada por altas
concentracdes de glicose no sangue, seja devido a deficiéncia na producédo de insulina
decorrente da destruicdo das células 3 do pancreas (diabetes tipo 1) ou devido a
resisténcia a insulina por seus receptores (diabetes tipo 2) (HARATI, 2007).

Esta patologia continua sendo foco de investigacdo em diversos centros de
pesquisa no mundo devido ao niumero de pessoas acometidas e a grande demanda
financeira para o tratamento desta doenca e suas complicacbes (FARMER; LI;
DOBROWSKY, 2012; ZYCHOWSKA et al., 2013). A neuropatia periférica, que € uma
complicacdo comum do diabetes crbnico, esta presente em mais da metade dos
pacientes com diabetes tipo 1 ou 2 (ARAIZA-SALDANA et al., 2010), a neuropatia
diabética pode apresentar sintomatologia de dorméncia, perda de sensibilidade,
podendo evoluir com dor neuropatica, frequentemente relatada como um
formigamento, queimacao ou sensacao de choque elétrico (SCHREIBER, 2015).

A metformina é um dos farmaco hipoglicemiante mais usadas no tratamento do
diabetes mellitus tipo 2 (ANDUJAR-PLATAA; PI-SUNYERB; LAFERRERE, 2012),
sendo indutora da proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK)
(CHENG et al., 2015), uma enzima que se torna ativa quando 0s niveis energéticos
celulares estdo baixos, desempenhando um papel central na regulacdo da
homeostase energética e no estresse metabdlico.

Para os pacientes com diabetes tipo 1, que apresentam déficit na producéo de
insulina pelas células beta pancreaticas, a acao hipoglicemiante da metformina
apenas seria possivel com a administracdo conjunta de insulina exdgena. Contudo,
além dos efeitos sobre o metabolismo glicolitico, 0 AMPK também gera efeitos
moduladores sobre o estresse celular durante a inflamacéo (CHENG et al., 2015;
HATTORI et al., 2006). Ao ser ativado, o AMPK inibe o fator nuclear kappa B (NFkB),
gue possui papel fundamental nas reacdes inflamatérias, reduzindo os niveis de
expressdo dos seus alvos, como o TNF-a, e dessa forma, diminui a adesao
monocitaria as células endoteliais, além de aumentar a atividade do 6xido nitrico
sintase, que protege as células endoteliais contra estresses metabdlicos e
inflamatérios (CHENG et al., 2015; HATTORI et al., 2006; NEGI; SHARMA, 2015),

resultando na prevencdo e/ou reducdo da vasoconstricdo no complexo de vasa
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nervorum em organismo hiperglicémico, evitando danos as fibras nervosas por
isquemia (CHUNG; CHUNG, 2005).

Entretanto, embora o farmaco apresente o potencial anti-inflamatério, nao
existem estudos investigando o uso desse medicamento de forma precoce no
diabetes e antes da instalagdo da neuropatia periférica diabética como forma de

prevenir os danos ao tecido nervoso e suas complicagdes.

1.1 HIPOTESE

A metformina, ativando vias de sinalizacdo anti-inflamatérias, estimula a
producao de fatores neurotroficos e inibe a expressao excessiva de mediadores pro-
inflamatorios no tecido nervoso periférico, quando administrada imediatamente apos

a confirmacéo do diabetes mellitus tipo 1.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar se o tratamento com metformina iniciado imediatamente apos
confirmacao de hiperglicemia, previne danos ao tecido nervoso periférico em animais

induzidos ao diabetes tipo 1.

1.2.1 Objetivos Especificos

» Avaliar a integridade do tecido nervoso através da mensuracao dos didmetros
de fibras nervosas e de axbnios, da espessura da bainha de mielina e do
namero de fibras mielinicas.

» Analisar o efeito da metformina sobre a vasa nervorum por meio da expressao
do fator de crescimento endotelial vascular.

> Verificar o nivel de expressdo dos marcadores inflamatérios IL-18, TNF-q,
INOS e o oxido nitrico tecidual e sérico.

» Quantificar a expressdo das proteinas neurotréficas NGF e MBP produzidas
pelas células de Schwann e/ou expressas nos axonios.

» Analisar a expressédo do mediadores anti-inflamatoérios IkBa e IL-10.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O diabetes mellitus € uma doenca crénica, metabdlica e caracterizada por altas
concentracdes de glicose no sangue, seja por deficiéncia na producéo da insulina,
conseguinte a destruicdo de células B das ilhotas pancreaticas (diabetes tipo 1) ou
devido a resisténcia a acao insulinica em seus receptores (diabetes tipo 2) (HARATI,
2007).

A permanéncia do estado hiperglicémico pode gerar lesdes irreversiveis a
varios tipos celulares, podendo desencadear diferentes comorbidades, tais como,
nefropatia, doenca cardiovascular, retinopatia e polineuropatia distal (AGRAWAL,
KANT, 2014; IDF, 2017).

Diversos estudos estdo sendo realizados, objetivando entender melhor a
fisiopatologia do diabetes para proporcionar possibilidades terapéuticas mais efetivas,
visto que o numero de individuos com esta patologia vem crescendo anualmente,
gerando custos bilionarios no tratamento do diabetes e das suas complicacdes
(FARMER; LI; DOBROWSKY, 2012; ZYCHOWSKA et. al., 2013;IDF, 2017).

2.1 MORFOLOGIA DO NERVO PERIFERICO

O nervo periférico é constituido por prolongamentos axonais de neurdnios,
envoltos por bainha de mielina produzida pelas células de Schwann e circundados por
um componente de matriz extracelular altamente rico em coldgeno, nutridos por uma
complexa rede de pequenos vasos sanguineos anastomosados (CARRIEL et. al.,
2011). O nervo possui um arcabouco estrutural constituido de tecido conjuntivo, que
confere protegcdo e certa elasticidade ao tecido nervoso, sendo divido em trés
camadas: epineuro, perineuro e endoneuro (Figura 1) (MIZISIN; WEERASURIYA,
2011).

O epineuro é uma espessa camada de tecido conjuntivo denso mais externo
do nervo periférico e, normalmente, interioriza-se no nervo de forma a dividir os
fasciculos em unidades distintas (BOVE, 2008; YEGIYANTS et. al., 2010). Este
revestimento conjuntivo confere continuidade estrutural ao nervo, devido a orientagcéo
longitudinal das fibrilas de colageno que a constitui (YAO et. al., 2010). Além disso, 0
epineuro também abriga uma repleta rede vascular anastomaética, vasa nervorum, que

cursa internamente, através das camadas de ceélulas perineurais, para originar os
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microvasos endoneurais na camada mais interna do nervo (MIZISIN;
WEERASURIYA, 2011).

Figura 1 — Morfologia do nervo periférico.

fibra mielinica

P bainha de mielina

axonio

vaso sanguineo intrinseco (endoneural)

perineuro

endoneuro

vasos sanguineos extrinsecos
S (perineural)

S e \ .
G fasciculo nervoso

epineuro

Fonte: Imagem adaptada de NEAL et al., 2009.

O perineuro, por sua vez, corresponde a uma densa camada de tecido
conjuntivo, interposta por fibras colagenas e ocasionais fibras elasticas, que envolve
concentricamente os fasciculos nervosos, conferindo ao nervo certa resisténcia a
tensdo (BOVE, 2008; MIZISIN; WEERASURIYA, 2011; BROSSIER; CARROLL,
2012). Por fim, o endoneuro é a camada de revestimento situada, internamente, nos
fasciculos, circundando as fibras nervosas, na qual abriga células residentes:
colageno, fibroblastos, mastécitos, macréfagos teciduais e uma rede microvascular
endoneural (BROSSIER; CARROLL, 2012). As células do perineuro associadas ao
endotélio que compde os microvasos do endoneuro constituem a chamada “barreira
sangue-nervo” ou “interface sangue-nervo”, que atua na manutengao e regulacao da
homeostase endoneural (BOVE, 2008; RUITER et. al., 2009).



18

Por fim, a unidade funcional do nervo é a fibra nervosa. Situada nos fasciculos
nervosos e protegida pelo endoneuro, cada fibra nervosa é constituida por um
prolongamento axonal que se apresenta, em menor ou maior grau, envolvido por
camadas concéntricas de bainha de mielina, produzidas pelas células de Schwann ao
longo da extensdo axonal, envolvendo concentricamente uma Unica fibra nervosa
(YEGIYANTS et. al., 2010).

Biopsias de nervo sural de pacientes com PNDD demonstram alteracfes na
morfologia do nervo, tais como: atrofia axonal, desmielinizagdo fibras nervosas,
axbnios em fase de degeneracao e regeneracao, além de alteragcdes morfologica nas
redes microvasculares (BIESSELS et al., 2014). Assim, altos niveis glicémicos
comprometem varios tipos de fibras nervosas, iniciando pelas fibras nervosas finas
amielinicas do tipo C, evoluindo para as fibras pouco mielinizadas tipo Ad, até atingir
também as fibras grossas mielinicas do tipos Aa e AP, gerando um quadro
sintomatolégico de dor e hiperalgesia, que configura a polineuropatia diabética distal
dolorosa (PEDROSA, 2014).

2.2 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DO DIABETES

A quantidade de individuos com diabetes mellitus continua crescendo
progressivamente. Em 2015, cerca de 415 milhdes de pessoas em todo o mundo
foram diagnosticadas com esta doenca (GONCALVES et. al., 2017) e, em 2017, essa
prevaléncia aumentou para 424,9 milhdes, ndo cessando de crescer, pelo menos até
2045 onde, segundo a previsdo da Federacao Internacional de Diabetes, o diabetes
acometera cerca de 628,6 milhdes de pessoas (IDF, 2017). No Brasil, a prevaléncia
do diabetes é igualmente alarmante. Enquanto que, no mundo, 9 em cada 100
individuos com idade entre 20 e 79 anos possuem diabetes, no Brasil a proporcao é
de 8 diabético para cada 100 individuos adultos (WHO, 2016; IDF, 2017).

Em consonancia com o perfil epidemiologico, os gastos no ano de 2017 com
cuidados em saude nos setores publico e privado, ja atingem a cifra de US$ 727
bilhdes, através de acbBes preventivas ao diabetes, assisténcia médica e
farmacologica para o controle da patologia, bem como para o tratamento das
frequentes complicagdes decorrentes da hiperglicemia crénica, conforme assisténcia

preconizada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (IDF, 2017).
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Contudo, apesar desta intensa mobilizagdo de recursos financeiros e de
assisténcia médica, as taxas de mortalidade associadas a complicacdes do diabetes
ou de comorbidades séo ainda muito preocupantes, chegando a atingir a estimativa
global de 4 milhdes de 6bitos, todos os anos (IDF, 2017). A polineuropatia diabética
distal (PNDD) pode afetar qualquer nervo do sistema nervoso periférico sendo,
contudo, frequentemente negligenciada em seu tratamento e, principalmente, no que
diz respeito a sua prevencao e diagnostico precoce (ZYCHOWSKA et. al., 2013;
GONCALVES et. al., 2017).

Apesar do desenvolvimento de varias medidas de politicas publicas em saude
no Brasil, visando prover mais assisténcia primaria a populacdo e, mesmo com 0sS
constantes alertas advindos dos resultados dos diversos estudos cientificos, da OMS
e da propria Sociedade Brasileira de Diabetes sobre a importancia de diagnosticar
precocemente complicacbes como o pé diabético, alguns recursos diagnosticos
muitas vezes ndo estdo disponiveis para a populacdo diabética brasileira. Conforme
dados disponiveis no site da OMS, os servicos de assisténcia primaria no Brasil
carecem de instrumentos de diagndsticos, que vao de um simples diapaséo, utilizado
para detectar distUrbios sensoriais, ao ultrassom Doppler, Gtil para determinar o
estado vascular dos membros inferiores de pacientes diabéticos (WHO, 2016).

Dessa forma, contribui para retardar o diagndéstico da polineuropatia que muitas
vezes s0 € obtido quando esses pacientes ja apresentam um quadro clinico conhecido
como pé diabético, complicacdo caracterizada por infeccdes, ulceracdes e até necrose
dos membros inferiores, decorrentes de distirbios neurolégicos e vasculares
secundarios a hiperglicemia crbnica, que podem culminar com amputacdes nao
traumaticas dos segmentos acometidos (SKOPLJAK et. al.,, 2014; WHO, 2016).
Assim, a PNDD precisa ser considerada com mais atencéo, tendo em vista que mais
da metade dos pacientes com diabetes do tipo 1 ou do tipo 2 sdo acometidos por essa
comorbidade, tornando-se oneroso e grave problema de saude mundial (ARAIZA-
SALDANA et. al., 2010; IDF, 2017a).

2.3 FISIOPATOLOGIA DA POLINEUROPATIA DIABETICA
De acordo com a OMS, a polineuropatia é caracterizada pela destruicdo de

tecido especializado do sistema nervoso periférico e que, associado com as

alteracOes vasculares que frequentemente acompanham o diabetes, aumenta a
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chance de gerar infecgcOes e ulceragcdes nos membros inferiores, com risco de
amputacdo (WHO, 2017). A PNDD pode causar sintomatologia variada como
dorméncia, dor neuropatica, perda de sensibilidade, formigamento, queimagcao ou
sensacdo de choque elétrico (SCHREIBER, 2015), comprometendo a qualidade de
vida dos pacientes, pois além dos distlrbios sensoriais, a PNDD pode estar
relacionada a depressao e maior risco de quedas (PEDROSA, 2014).

A patogénese da PNDD esta relacionada com a incapacidade de
armazenamento de glicose pelo tecido nervoso periférico. Assim, no estado
hiperglicémico, os niveis de glicose intracelular elevam-se e saturam a principal via
glicolitica dos neurbnios, sendo o excesso de glicose clivado pela enzima aldose
redutase através da via poliol, conforme esquematizado na Figura 2 (CHUNG;
CHUNG, 2005; ZYCHOWSKA et. al., 2013; HYPERGLYCEMIA; INDEX; DISEASES,
2014).

Figura 2 — Ativacdo da via Poaliol na hiperglicemia. Proteina quinase C (PKC), glutationa dissulfeto
(GSSG), glutationa (GSH), nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH), nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato oxidada (NADP™); nicotinamida adenina dinucleotideo oxidada (NADY);

nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH).
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A via poliol, quando ativada e na presenca do cofator nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH), converte a glicose em sorbitol (CHUNG; CHUNG, 2005;
SCHREIBER, 2015; ZYCHOWSKA et al., 2013), que se acumula no citoplasma devido
a sua baixa permeabilidade a membrana plasmatica (TOMLINSON; GARDINER,
2008; DAM et. al., 2013). O sorbitol citoplasméatico é entdo reduzido a frutose, pela
acao da enzima sorbitol desidrogenase (SDH) na presenca da coenzima nicotinamida
adenina dinucleotideo (NAD*) (CHUNG; CHUNG, 2005; RAMASAMY; GOLDBERG,
2010). Altos niveis intracelulares de glicose e frutose geram ligacdes irreversiveis com
proteinas, formando os chamados produtos da glicagdo avancada (AGEs, do inglés,
advanced glycation end products), que causam alteracao funcional ao nervo periférico
guando as proteinas glicadas sao formadas em seus axénios (HARATI, 2007).

Assim, a manutencdo do estado hiperglicémico torna a célula nervosa
vulneravel ao dano celular por toxicidade (TOMLINSON; GARDINER, 2008),
promovendo um estresse oxidativo devido ao desequilibrio gerado pelo aumento de
radicais livres, as espécies reativas de oxigénio (ROS) (VINCENT; BROWNLEE;
RUSSELL, 2002), e a menor disponibilidade de agentes antioxidantes (MELLO;
QUINCOZES-SANTOS; FUNCHAL, 2012). Esse processo, quando crbnico, resulta
em degeneracdo de pequenas fibras sensoriais, como as fibras amielinicas
nociceptivas do tipo C, com possivel progndstico de desnervacgéo epidermal, onde o
paciente passa a apresentar hipoalgesia, tornando-o mais susceptivel a lesao tecidual
por baixa percepcao aos estimulos nocivos (FARMER; LI; DOBROWSKY, 2012;
PREMKUMAR; PABBIDI, 2013). Além da perturbacao direta as células do parénquima
nervoso, € importante considerar também na fisiopatologia da lesdo nervosa, as
disfuncdes microvasculares na vasa nervorum decorrente do diabetes. Vasa nervorum
constitui uma intrinseca rede vascular interconectada responsavel pela nutricdo do
nervo periférico (EMANUELI et. al., 2003).

No diabetes, ocorre um aumento da sintese de diacilglicerol (DAG) em células
endoteliais, que leva a ativacao indevida da proteina quinase C (PKC) (WILLIAMSON
et. al., 1993; CHUNG; CHUNG, 2005). Uma vez ativa, a PKC gera alteracdes como o
aumento da permeabilidade vascular e da espessura da membrana basal, além de
reducdo do fluxo sanguineo na vasa nervorum devido ao aumento na contratilidade
do musculo liso vascular (vasoconstricdo), comprometendo a nutricdo axonal e,
consequentemente, repercutindo na conducéo do impulso nervoso (CHUNG; CHUNG,

2005; SCHAAN, 2003). Essas alteracfes vasculares podem estar presentes ja mesmo
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em estagios iniciais da doenca e, apesar da possibilidade de tratamento
medicamentoso para controle dos niveis glicémicos, os pacientes diabéticos estédo

continuamente suscetiveis a desenvolverem polineuropatia (DAM et. al., 2013).

2.4 UTILIZACAO CONVENCIONAL DA METFORMINA E NOVA POSSIBILIDADE
DE SEGUNDO USO DESTE MEDICAMENTO

Derivada da guanidina, um composto ativo da Galega officinalis, a metformina
€ uma das drogas mais antigas e que continua sendo utilizada na atualidade para o
tratamento do diabetes mellitus tipo 2 (JUNIOR et. al., 2008; ANDUJAR-PLATAA; PI-
SUNYERB; LAFERRERE, 2012), devido a estimulacio da proteina quinase ativada
por adenosina monofosfato (AMPK) (CHENG et al., 2015).

Fisiologicamente, AMPK é uma enzima que é ativada quando 0s niveis
energéticos celulares estdo baixos, atuado como um sensor energético intracelular, o
gue representa um papel central na regulacdo da homeostasia energética
(SANTOMAURO JUNIOR et. al., 2008). Em situacbes de hipoxia, a menor
disponibilidade de glicose e exposicdo a toxinas, geram uma perturbacdo na
equilibrada relagédo ATP-ADP da célula. Assim, com a depleg&o energética, os niveis
intracelulares de AMP encontram-se aumentados, ligando-se ao AMPK para
intensificar o catabolismo e reduzir o anabolismo celular (KIM et. al., 2016). A ativacao
de AMPK se da através da fosforilagcdo do residuo treonina 172, que se encontra no
sitio de ativacdo da subunidade a, na presenga de quinases reguladoras, as AMPK
guinases (AMPKK). Com isso, AMPK promove fosforilagdo das enzimas
citoplasmaticas que atuam na translocacdo do transportador de glicose GLUT4 (do
inglés, Glucose Transporter 4), além de aumentar a sensibilidade a insulina (PEIXOTO
et. al., 2017).

Além dos efeitos sobre o metabolismo glicolitico, 0 AMPK também gera efeitos
moduladores sobre o estresse celular durante a inflamacao (HATTORI et. al., 2006;
CHENG et. al., 2015). Ao ser ativado, o AMPK inibe o fator nuclear kappa B (NF-kB),
gue possui papel fundamental nas reacdes inflamatorias, resultando em menor
transcricdo de alvos da via do NF-kB, dentre eles o TNF-a, e por conseguinte reduz a
adesao monocitaria as células endoteliais (CHENG et. al., 2015; HATTORI et. al.,
2006; NEGI; SHARMA, 2015). Além disso, a forma ativa do AMPK estimula a atividade

do 6xido nitrico sintase endotelial que protege as células endoteliais contra estresses
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metabdlicos e inflamatorios, resultando na prevencédo e/ou reducdo da vasoconstricdo
do complexo de vasa nervorum, em organismo exposto a hiperglicemia, reduzindo os
danos as fibras nervosas, secundarios a isquemia tecidual causada pelo diabetes
(CHUNG; CHUNG, 2005).

Sabe-se que a via de sinalizacdo da AMPK encontra-se reduzida em neurdnios
sensoriais de animais induzidos ao diabetes tipo 1 e que esta reducdo pode estar
relacionada com disfuncdo na cadeia respiratéria mitocondrial, contribuindo para o
desenvolvimento da polineuropatia diabética distal (ROY CHOWDHURY et. al., 2012;
WANG, S. et. al., 2018). Em estudo experimental, ratos induzidos ao diabetes tipo 1
desenvolveram polineuropatia com sintomatologia de hiperalgesia e alodinia apés 3
semanas. A partir dai, foi iniciado o tratamento com metformina, nas doses de 200
mg/kg e 500 mg/kg, durante 7 dias consecutivos, resultando em atenuagdo da
hiperalgesia mecéanica e térmica (MA et. al., 2015). O potencial benéfico do tratamento
com a metformina para lesdes no nervo periférico foi identificado previamente em
outros dois estudos, através da reducdo da sintomatologia de dor neuropatica
(MELEMEDJIAN et. al., 2011) e como fator neuroprotetor para inflamacédo em nervo
periférico secundéria a administragéo de quimioterapicos (MAO-YING et. al., 2014).

Entretanto, embora o farmaco apresente o potencial anti-inflamatério, nao
existem estudos investigando o uso desse medicamento, de forma precoce no
diabetes, atuando na prevencdo de danos estruturais e metabolicos ao nervo

periférico, frequentemente observada na patologia da polineuropatia diabética distal.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo experimental de carater quantitativo.

3.2 TERMOS ETICOS

Este estudo foi aprovado na Comissdo de Etica para o uso de animais do
Instituto Aggeu Magalhdes / Fundacdo Oswaldo Cruz (CEUA/IAM), (protocolo n°
81/2015) (ANEXO).

3.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 40 camundongos Swiss Webster, com 12 semanas de vida,
mantidos a temperatura de 23 + 2°C e com acesso a racao e agua ad libitum.

Os animais foram distribuidos em 4 grupos experimentais:

» Grupo Controle (Controle, n=10): composto por animais sadios.

» Grupo Diabético (STZ, n=10): animais induzidos ao diabetes tipo | por
administracao da droga estreptozotocina por via intraperitoneal.

» Grupo diabético tratado com metformina na dose de 100 mg/kg (STZ+M100,
n=10): animais induzidos ao diabetes tipo | e tratados com metformina via
gavagem.

» Grupo diabético tratado com metformina na dose de 200 mg/kg (STZ+MZ200,
n=10): animais induzidos ao diabetes tipo | e tratados com metfomrina via
gavagem.

A estreptozotocina foi administrada na dose de 90 mg/Kg em dois dias
consecutivos apos jejum de 12 horas (DE OLIVEIRA et. al., 2016). No quarto dia, apos
inducdo ao diabetes (Figura 3), foi realizada andlise glicémica do sangue retirado da
cauda de cada animal utilizando um glicosimetro digital (J&J’s Lifescan One Touch
Ultra glucometer). Foram considerados diabéticos os camundongos com glicose
sanguinea superior a 270 mg/dl (JOLIVALT et al., 2016).

Confirmado o diabetes, os animais foram tratados com cloridrato de

metformina, em dose fracionada e administrada em dois momentos intervalados por
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sete horas, para obter maior constancia dos niveis plasméaticos de metformina,
totalizando as doses de 100 ou 200 mg/kg/dia, para os respectivos grupos STZ+M100
e STZ+M200. O tratamento com metformina foi realizado ao longo de nove semanas
nos grupos citados, enquanto que 0s grupos Controle e STZ receberam agua para
injecdo via gavagem, simulando o estresse gerado pela administracdo das doses. A
avaliacao glicémica foi realizada semanalmente, conforme estabelecido previamente

no cronograma do experimento (Figura 3).

Figura 3 — Cronograma temporal do experimento.
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Fonte: Prépria do autor (2018).

3.4 COLETA DO FRAGMENTO NERVOSO E PROCESSAMENTO PARA ANALISE
HISTOMORFOMETRICA

Concluida as nove semanas do experimento, os animais foram anestesiados
com solucéo de xilazina (20 mg/Kg), cetamina (50 mg/Kg) e tramal (50 mg/kg), via
intraperitoneal na quantidade de 0,1ml desta solugao por animal.

Sob completa sedacédo, foram rebatidas a pele da regido do térax e as seis
costelas inferiores para exposi¢cao do coracdo do animal. O atrio direito foi seccionado
para dar vazdo ao sangue, enquanto que no ventriculo esquerdo foi injetado
lentamente 15mL de solugéo salina, seguindo a perfusdo com mais 30 ml de solugéo
de Karnowisky (glutaldeido 2,5%, paraformaldeido 4% e 0,1M tampéao cacodilato de
sédio, pH = 7,4) para fixacdo dos tecidos.

Ao término da perfuséo, foi realizada uma incisdo na regido da pata posterior
direita de cada animal e rebatimento da musculatura e exposi¢cao do nervo isquiatico,
onde um fragmento desse tecido foi coletado e mantido no mesmo fixador em que foi
perfundido inicialmente. Para o processamento das amostras, os fragmentos foram

pos-fixado em tetroxido de 6smio 1%, seguido de desidratado em concentracdes
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crescentes de acetona em agua destilada (50% até 100%), e de resina Epoxi em
acetona (1:3 até a resina pura), sendo emblocado e mantido na estufa por 48h.

Foram obtidos cortes histologicos semifinos de 0,5um de espessura, utilizando
navalha de vidro. O material foi corado com azul de toluidina para marcacao da bainha
de mielina e seguiu para andlise histomorfométrica. As imagens de todos 0os campos
histologicos do nervo foram capturadas utilizando um microscépio éptico (Olympus —
BX50, com aumento de 50x e de 1000x) conectado a uma video-camera e a um
computador.

A contagem de todas as fibras mielinicas e dos vasos endoneurais visualizados
em todo o didmetro do nervo foi realizada através do programa Mesurim Pro 08. Para
analise do diametro axonal, diametro da fibra mielinica e, consequentemente,
espessura da bainha de mielina e razdo G (BETINI, 2010), foram analisadas
previamente 100 fibras de cada nervo, para em seguida ser realizado um célculo
amostral por intervalo de confianca para obter o nimero representativo da populacdo
de fibras mielinicas, admitindo o erro amostral de 1% e o nivel de confianca de 95%.

As fotos dos campos histologicos foram selecionadas aleatoriamente através
de tabela randbmica confeccionada no software Excel 2010 e as fibras foram

mensuradas no programa ImageJ.

3.5 PROCESSAMENTO E ANALISE DA IMUNOHISTOQUIMICA

Os animais foram perfundidos com 15mL de solugao salina, seguido de
perfusdo com 30ml de paraformaldeido (4%) tamponado (tampéao fosfato 0,1 M, pH
7,4), para que os fragmentos de nervo fossem coletados conforme descrito na secao
anterior. Os fragmentos de nervo isquiatico foram imediatamente coletados e pos-
fixado na mesma solucgao fixadora por duas horas. Os fragmentos foram desidratados
em solucdes crescentes de alcool (70%, 80%, 90% e 100%), clareadas em xilol e
incluidos em parafina liquida (60°C). Por fim, os nervos foram emblocado
individualmente, com parafina especifica para este fim (56° - 58°C), de modo que a
extremidade do nervo foi direcionada para a area de corte.

Foram realizados cortes transversais de 4um de espessura dos fragmentos
nervosos. Em seguida, o material foi desparafinizado com banhos de xilol, hidratados
em solucdes de concentracdes decrescentes de alcool em agua destilada (100%,

95%, 80% e 70%) e aquecido em panela de vapor, submerso em tampao citrato 0,01M
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(pH 6,0), para realizar a recuperacdo antigénica. Os cortes foram ainda submetidos
ao bloqueio da peroxidade endogena com solucao de peréxido de hidrogénio (3%) e
alcool metilico, seguido do bloqueio dos sitios inespecificos (BSA 1% + Tween 20 em
PBS) antes de serem incubados overnight com anticorpo primario (anti-NGF, anti-IL-
18, anti-INOS, anti-TNF-a e anti-VEGF).

No segundo dia do processamento, os cortes foram incubados por 60 minutos,
com o anticorpo secundario IgG conjugado com biotina. A reacao imunohistoquimica
foi amplificada usando o Kit Dako LSAB+System-HRP e revelada com 3’-3-
diaminobenzidina (DAB).

3.6 DOSAGEM INDIRETA DO OXIDO NIiTRICO

Foi realizada puncdo sanguinea intracardiaca e a retirada do fragmento de
nervo isquiatico na auséncia de fixador e congelando imediatamente em nitrogénio
liguido. Na sequéncia, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. O
oxido nitrico foi mensurado utilizando a reagéo de Griess (1% de sulfanilamida e N-1-
naftil-etilenodiamina diluidos em 2,5% de HsPOgs), através da deteccdo de nitrito.
Amostras em duplicata foram adicionados a uma placa de ELISA, na proporgéo
volumétrica de 1:1 para a amostra e 0 Reagente de Griess, acrescido de uma curva
padréao (solucdo de nitrito de sodio na concentracéo inicial de 100 uM e diluida em
série em PBS). Através da leitura no espectrofotdmetro a 490 nm, a absorbéancia, das

diferentes amostras, foi comparada com a curva padrao e os resultados foram obtidos.

3.7 WESTERN BLOT

Os fragmentos de nervo isquiatico de todos os grupos foram coletados e
colocados em um eppendorf, na auséncia de solugéo fixadora, e instantaneamente
congelado em nitrogénio liquido (temperatura de -160°C). O material foi armazenado
em freezer a temperatura de -80°C.

Para o processamento, quatro fragmentos de nervo de animais diferentes do
mesmo grupo foram colocados juntos em um tubo contendo coquetel de extracao
(10mM de EDTA, 2mM de fluoreto de sulfonil fenilmetano, 100mm de pirofosfato de

sodio, 100mm de fluoreto de sédio, 10mm de ortovanadato de s6dio, 100mm de trisma
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base — pH 7.4 e 0,1 mg de aprotinina/ml). Foi utilizado um macerador manual para
liberar as proteinas intracelulares, a partir do rompimento tecidual e lise celular.

A solucéo obtida foi centrifugada e extraido o sobrenadante (pool), sendo repetindo
todo o processo para cada grupo experimental.

As proteinas foram separadas pelo peso molecular através da técnica de
eletroforese, sendo aplicada 30ug de proteinas totais para cada grupo experimental,
em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio, nas concentracdes de 12% (para os
marcadores para VEGF e [3-actina) e 14% (marcadores para NGF e MBP).

Concluida a separacdo por eletroforese, as proteinas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose (BioRad, CA, USA), que foram colocadas em solucdo de
leite desnatado (5%) em solucdo basal por 1 hora para bloqueio dos sitios
inespecificos. Foram utilizados os seguintes anticorpos primarios: anti-NGF (Santa
Cruz Biotechnology, cod.: sc-548, diluicdo: 1:1000), anti-MBP (Abcam, cod.: ab7349,
diluicdo: 1:1000), anti-VEGF (Abcam, cod.: ab1316, diluicdo: 1:1000) e anti-IL-10
(Abcam, cod.: ab33471); e o anticorpo secundario IgG conjugado com peroxidase anti-
mouse (Sigma-Aldrich, cod.: A0168, diluicdo 1:80.000) ou anti-rabbit (Sigma-Aldrich,
cod.: A9169, diluicdo 1:80.000), conforme especifica¢cdes do anticorpo primario.

Para a revelacdo das bandas de proteinas foi utilizado um reagente
guimioluminescente (Fisher Scientific Super Signal West Pico Chemiluminescent
Substrate, cod.: 34080), um scanner para detectar imagem quimioluminescente (C-
DiGit Chemiluminescence Western Blot Scanner; LI-COR bioscience) e um software
de imagens (Image Studio Software, LI-COR Biosciences, v. 5.0). As imagens obtidas

foram quantificadas em pixels utilizando o software ImageJ 1.38.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram estruturados em um banco de dados e inicialmente
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk para escolha do teste estatistico
mais adequado. Para os dados das variaveis que seguiram a distribuicdo normal, foi
realizada a Andlise de Variancia — ANOVA (one-way), seguida do teste de Tukey. As
varidveis com distribuicdo assimétrica foram aplicados o teste de Kruskal-Wallis,
seguido do post hoc de Dunn. A analise estatistica foi realizada pelo software
GraphPad PRISMA (verséo 6). Foi adotado o nivel de confiabilidade de 95%.
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4 RESULTADOS

De acordo com as normas do Programa de Pos-graduagdo em Biotecnologia
(Rede Nordeste de Biotecnologia — RENORBIO), os resultados obtidos seréo

apresentados sob a forma de dois artigos originais.
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RESUMO

Introducéo: a polineuropatia diabética distal (PNDD) é a complicagdo mais comum
em pacientes diabéticos, acarretando alteracbes na funcionalidade do nervo. A
metformina € um dos principais farmacos utilizados para o controle glicémico no
diabetes em decorréncia da ativacdo da proteina quinase ativada por adenosina
monofosfato (AMPK). A ativacdo da via do AMPK, por outro lado, tem sido relacionada
a uma menor liberacdo de citocinas inflamatérias e auxilia no processo de
regeneracdo de nervo periférico lesionado. O presente estudo teve como objetivo
avaliar se a administracdo precoce de metformina previne mudancas estruturais
desencadeadas pela neuropatia periférica diabética em camundongos Swiss Webster.
Métodos: o diabetes foi induzido por injecdo de estreptozotocina (90 mg/kg) em dois
dias consecutivos. Animais com niveis de glicose no sangue = 270 mg/dl foram
considerados diabéticos e receberam cloridrato de metformina (100 mg/kg e 200
mg/kg) por gavagem oral duas vezes por dia durante 9 semanas.

Resultados: Os animais diabéticos apresentaram reducdo nos parametros de
didametros axonal, diametro de fibra, quantidade de fibras mielinicas e espessura da
bainha de mielina. Em contrapartida, os animais diabéticos que receberam tratamento
com metformina demonstraram menor perda e atrofia axonal além de promover
aumento na expressdo de proteinas que tém acéo trofica (fator de crescimento
nervoso), angiogénica (fator de crescimento endotelial vascular) e estrutural para a
bainha de mielina (proteina basica da mielina). Apenas para 0S parametros
histomorfométricos de diametro da fibra mielina e espessura da bainha de mielina, o
grupo tratado com a dose de 200 mg/kg de metformina apresentou melhores
resultados para estas variaveis em relacdo ao grupo STZ, contudo, assim como o
tratamento com a dose de 100 mg/kg nao foi suficiente para estabelecer os valores
dessas variaveis para valores encontrados no grupo controle.

Conclusao: O tratamento preventivo com metformina reduziu o comprometimento ao
nervo isquiatico decorrente do diabetes, aléem de estimular a producéo de substancias

estruturais e angiogénicas.

Palavras-chave: polineuropatia diabética distal, bainha de mielina, proteina quinase

ativada por adenosina monofosfato, angiogénese, histomorfometria.
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INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) é uma doenca metabdlica caracterizada por niveis
glicémicos superiores a 126 mg/dl e/ou niveis de glicose plasmatica = 200 mg/dl duas
horas apdés uma carga de glicose oral de 75g (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2017). A manutencao do estado hiperglicémico afeta érgaos, como
coracao, olhos, rins e nervos devido a complicacbes microvasculares (HUANG et al.,
2017; INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017).

Assim, os distarbios em nervos periféricos integram a lista de comorbidades
mais frequentes em pacientes diabéticos, que decorre da reduc¢éo do fluxo sanguineo
endoneural e gera alteracbes estruturais no nervo, com reducdo da sintese de
proteinas constituintes da bainha de mielina (proteina basica de mielina e proteina
mielina zero) e hipotrofia axonal associada a menor producéo de fatores neurotréficos
(HAO et al., 2017).

Tais mudancas estruturais tém repercussées na funcionalidade do nervo,
gerando sintomas como dor, alodinia, parestesia ou mesmo anestesia em membros
inferiores, reduzindo a qualidade de vida desses pacientes e aumentando o risco de
ulceracdes e amputacdes de membros (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION,
2017; NGUYEN; SHAW; GRANT, 2012; SINGH; KISHORE; KAUR, 2014)

Em condicbes fisioldgicas, o sistema nervoso periférico € dotado de uma
barreira de protecdo contra toxinas e metabdlitos circulantes que podem prejudicar 0s
neurdnios, além de fornecer produtos essenciais a favor da manutencdo da
homeostase do parénquima nervoso, a barreira do sangue-nervo (WEERASURIYA;
MIZISIN, 2011). Esta, consiste em uma interface entre os microvasos endoneurais ou
perineurais, onde as células endoteliais, ndo fenestradas, estdo conectadas por
juncdes apertadas (GAUDET; POPOVICH; RAMER, 2011; KANDA, 2013).

O estado hiperglicémico perturba o microambiente endoneural causando
alteracbes na barreira sangue-nervo, como: perda de junc¢des gaps de células
endoteliais, degeneracdo microvascular de pericitos, além de hipertrofia e hiperplasia
da membrana basal dos vasos endoneurais (SHIMIZU et al., 2011), tornando o
parénquima nervoso mais propenso a entrada de substancias toxicas, além de gerar
um quadro de hipdxia tecidual por insuficiéncia vascular.

Além da barreira sangue-nervo, as células de Schwann desempenham um
papel importante no embainhamento axonal e também nas respostas contra danos ao

tecido nervoso, devido a sua relagéo intima com o axénio (DEY et al., 2013).
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Sabe-se que as células de Schwann possuem transportadores de glicose nao
dependentes de insulina, o GLUT1, proporcionando glicose para a demanda
metabolica do neurénio. Assim, o excesso de glicose das células de Schwann pode
mover-se diretamente para o axonio (MAGNANI et al., 1998), ativando a via de poliol
e reduzindo a disponibilidade de fatores antioxidantes, o que leva a um estado de
estresse oxidativo decorrente da hiperglicemia (SCHREIBER, 2015).

A metformina é o principal farmaco utilizado no tratamento do diabetes tipo 2,
devido a sua acao celular em promover o aumento da sensibilizagdo dos receptores
a insulina, atuando sobre o metabolismo da glicose e dos lipidios e diminuindo os
niveis de glicose plasmatica através da ativacdo da proteina quinase ativada por
monofosfato de adenosina (AMPK) (ZHOU et al., 2001).

Além disso, estudos in vivo demonstraram que a metformina possui um
potencial neuroprotetor em modelo de neuropatia periférica induzida por quimioterapia
(MAO-YING et al., 2014), além de reduzir a sintomatologia de alodinia neuropatica em
modelo de lesdo mecanica do nervo (MELEMEDJIAN et al., 2011) e por atenuar a
hiperalgesia em modelo de neuropatia periférica diabética dolorosa induzida por
estreptozotocina (MA et al., 2015).

No entanto, até o0 momento, nenhum estudo avaliou se a metformina é capaz
de prevenir ou retardar os danos no tecido nervoso periférico, secundarios a
hiperglicemia cronica. Assim, este estudo teve como objetivo verificar o efeito
neuroprotetor da metformina contra alteracdes estruturais no nervo isquiatico de
camundongos induzidos ao diabetes tipo 1 e sem administracdo exdgena de insulina,
a fim de propor mais uma possibilidade terapéutica para o tratamento do diabetes e

de suas complicacgdes.

MATERIAL E METODOS

Inducao ao diabetes e tratamento com metformina

Foram utilizados 44 camundongos Swiss Webster com 12 semanas de vida e
peso corporal de 40 + 4 g, mantidos em biotério com ciclo de 12h/12h de luz e
escuriddo, na temperatura de 23 £ 2°C e com acesso a racao e agua ad libitum. Este
estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no uso de animais do Centro de Pesquisa
Aggeu Magalh&es / Fundacéao Oswaldo Cruz (81/2015 - CEUA / FIOCRUZ).
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Os animais foram separados aleatoriamente em quatro grupos experimentais:
Grupo controle (Control), constituido de animais sadios; Grupo diabético (STZ),
animais induzidos ao diabetes e que néo receberam tratamento com metformina;
Grupo diabético e tratado com 100 mg/kg/dia de metformina (STZ+M100); Grupo
diabético e tratado com 200 mg/kg/dia de metformina (STZ+M200).

Para inducéo ao diabetes tipo 1 foi realizado o protocolo descrito por Oliveira
et al. (2016) que consistiu em injecao intraperitoneal de 90 mg/kg de estreptozotocina
(ARIZA et al., 2014) diluida em tampao citrato (pH 4,5), em dois dias consecutivos,
estando os animais em um jejum prévio de 12 horas. Aos animais do grupo controle,
foi administrada injecao intraperitoneal contendo apenas tampao citrato.

No quarto dia apés a inducéo ao diabetes, amostra de sangue foi coletada da
veia caudal de todos os animais para mensurar os niveis de glicose, utilizando um
glicometro digital (One Touch Ultra Lifescan). Animais com glicemia 2 270 mg/dl foram
incluidos no estudo (JOLIVALT et al., 2016) e a glicemia foi mensurada semanalmente
para confirmar a manutencdo do estado hiperglicémico nos animais induzidos ao
diabetes e, assim, assegurar que 0 nervo isquiatico estivesse submetido aos efeitos
do diabetes. Os animais nao receberam insulina para controle da hiperglicemia.

O tratamento foi iniciado no mesmo dia da confirmacéo do diabetes e consistiu
na administracdo de metformina diluida em agua para injecdo na dose de 100
mg/kg/dia e 200 mg/kg/dia para os animais dos grupos STZ+M100 e STZ+M200,
respectivamente, via gavagem, fracionada em duas doses diarias (OLIVEIRA et al.,
2016), durante nove semanas. Aos grupos controle e STZ foi administrada apenas

agua para injecdo nos mesmos horérios e forma de administracao.

Processamento e andlise histoldgica

Completadas 9 semanas, contadas a partir do inicio do tratamento, os animais
foram profundamente anestesiados e receberam perfuséo intracardiaca com solucéo
salina fisiologica e fixada em solucdo de Karnowisky (2,5% de glutaldeido, 4% de
paraformaldeido e tampao de cacodilato de sédio 0,1 M, pH = 7,4).

Na sequéncia, foi realizada uma incisdo na pele da pata posterior do animal e
rebatimento da musculatura para visualizacdo do nervo isquiatico, que foi dissecado
e removido um fragmento que foi mantido em solucdo de Karnowisky por 24 horas,

seguido de pos-fixacdo com tetroxido de 6smio a 1% em tampao cacodilato de sédio
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0,1 M (pH 7,4) por duas horas. Ap6s esse tempo, os fragmentos foram imersos em
uranila a 5% durante 24 horas e depois foram desidratados em concentracao
crescente de acetona diluida em agua e emblocado em resina Epoxy.

Foram realizados cortes semifinos, transversalmente ao comprimento do nervo,
corados com solucdo de azul de toluidina (1%), para serem realizadas
fotomicrografias de todo o diametro do nervo, em magnificacdo de 1000 vezes, para
analise histomorfométrica.

Foi utilizado o software Mesurim Pro 0.8 para quantificar o nGmero absoluto de
fibras mielinicas em cada secc¢éo de nervo. Através do programa ImageJ 1.50i foram
mensurados os diametros axonal e da fibra de pelo menos 200 fibras mielinicas por
animal (WANG, L. et al., 2015). A partir destes dados, foi calculada espessura da
bainha de mielina (diametro da fibra — didametro axonal / 2) (IKEDA; OKA, 2012;
UGRENOVIC et al., 2016).

Processamento para Imunohistoquimica e Imunofluorescéncia

Seguindo 0 mesmo protocolo descrito acima, os animais foram perfundidos
com solugéo salina e solucdo fixadora com paraformaldeido a 4% (Sigma-Aldrich)
diluida em fosfato 0,1 M (solucdo fosfatada de soédio fosfato monobésico e
heptahidratado dibasico - Sigma-Aldrich), pH 7,4. Apés a coleta, cada fragmento de
nervo foi mantido overnight na mesma solugéo fixadora.

As amostras foram desidratadas em concentragcfes de etanol diluido em agua
destilada, clareadas em xilol e emblocadas em parafina. Sec¢des transversais de 4
Mm de espessura foram realizadas e aderidas a laminas tratadas com 3-amino-propil-
trietoxisilano (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Os cortes foram reidratados e
tratados com tampéao citrato 20mM (pH 6,0) a 100°C, durante 30 minutos, para
recuperacao antigénica.

Em seguida, foi realizado bloqueio da peroxidase enddgena através utilizando
solucdo de 3% de peroxido de hidrogénio H20: diluido em alcool metilico. Na
sequéncia, os sitios inespecificos foram bloqueados em solucao contendo albumina
de soro bovino a 1%, Tween 20 a 0,2% e PBS.

Os cortes foram incubados em anticorpo primario, overnight, a 4°C em camara
umida. Foram utilizados os anticorpos anti-NGF (SC-548; Santa Cruz Biotechnology,
1:100) e anti-MBP (ab7349; Abcam, 1:200).
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Apoés a lavagem, as laminas marcadas com o anti-NGF foram incubadas com
0 anticorpo secundario IgG conjugado com biotina, amplificado usando o Kit
DakoCytomation (Biotinylated Link Universal HRP; KO690; USA) e reveladas com o
cromogeno 3'-3-diaminobenzidina (DAB), a temperatura ambiente e sob protecéo de
luz. As laminas foram montadas em Entellan (1079610100; Merck, EUA) e foram
realizadas cinco fotomicrografias do nervo isquiatico de dois animais diferentes por
grupo, utilizando a magnificacdo de 1000 vezes. As imagens foram quantificadas
utilizando o software GIMP 2.6.11 (software GNU Image Manipulation Program,
Australia).

As laminas para a analise da MBP, através da imunofluorescéncia, foram
incubadas com o anticorpo secundario conjugada ao fluor6foro Alexa 488 goat anti-
mouse (A11008, Invitrogen, 1:500) e sequéncia os cortes foram incubados com DAPI
(Vector laboratories, USA, 1:500), para marcac¢éao nuclear. As laminas foram montadas
com um meio preparado com gelatina e analisado em microscépio de fluorescéncia
(DM2500, Leica Microsystems, Alemanha) acoplado com camera digital (Leica

DFC345 FX) para obtencéo das imagens para analise qualitativa.

Western Blot

Para a técnica de western blot, nenhum fixador foi utilizado. Assim, os animais
foram profundamente anestesiados para retirada do fragmento de nervo isquiatico,
gue foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido, em seguida, os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical.

Para cada grupo experimental, foram unidos um fragmento de nervo de quatro
animais e colocados em um tubo contendo coquetel de extracdo (10 mM/L de EDTA,
2mmol/L de fenilmetano fluoreto de sulfonilo, fluoreto de sédio 100 mmol/L, pirofosfato
de sodio a 10 mmol/L, ortovanadato de sédio a 10 mmol/L, aprotinina a 10 m e 100
mmol/L Tris aminometano - ph7.4), para serem homogeneizados utilizando um
macerador manual para a quebra dos tecidos e liberacdo das proteinas. Em seguida,
o material foi centrifugado e extraido apenas o sobrenadante, obtendo-se um pool de
amostras para cada grupo.

Em um gel de eletroforese foram aplicados 20ug de proteina total para cada

grupo. Apos a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membranas de
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nitrocelulose (BioRad 162-0115), bloqueadas por 1 hora com solu¢do contendo 5%
de leite desnatado diluido em PBS e incubada overnight a 4°C em anticorpo primario.
Neste estudo foram utlizados os anticorpos: anti-MBP (ab62631;
Abcam,1:1000 - gel de 14%), anti-VEGF (ab1316; Abcam,1:1000 - gel de 12%) e anti-
NGF (ab6199; Abcam, 1:1000 - gel de 14%). Para cada anticorpo, a técnica de
western blot foi realizada duas vezes, para confirmagao do resultado e o marcador [3-
actina (A2228, Sigma-Aldrich, 1:3000 - gel de 12%) foi utilizado como normalizador.
Para revelagdo, as membranas foram molhadas com solugdo de
guimioluminescéncia (Super Signal, 34080) e visualizadas através do C-DiGit Blot
Scanner (LI-COR Biosciences, USA) e do software Image Studio Digits (LI-COR
Biosciences versao 5.0, USA). O software ImageJ versdo 1.50i foi utilizado para

guantificacdo dos pixels.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados no programa Prisma 6.0. Inicialmente, foi utilizado
o teste de normalidade Shapiro-Wilk. Para os dados que apresentaram distribuicdo
normal, foi utilizado o teste ANOVA one-way e pés-teste de Tukey. Para as variaveis
gue nao tiveram distribuicdo normal, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e pds-teste
de Dunn. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao (SD), com nivel
de confiabilidade de 95%.

RESULTADOS

Niveis de glicose plasmatica e peso corporal

O monitoramento da glicemia, realizado semanalmente para todos 0s grupos
experimentais, confirmou a validade do modelo utilizado neste estudo. No inicio do
experimento, todos os animais apresentaram valores glicémicos inferiores a 150 mg/d|
(Figura 1) e, ap6s inducdo ao diabetes, os animais dos grupos STZ, STZ+M100 e
STZ+M200 iniciaram um quadro de hiperglicemia (424 = 90 mg/dl, 420 £ 102 mg/dl e
484 + 121 mg/dl, respectivamente), que se manteve durante todo o experimento e

diferindo do nivel glicémico do grupo controle (125 + 17 mg/dl, p<0,05).
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Apesar do estado hiperglicEmico verificado em todos os animais diabéticos,
apenas o grupo STZ apresentou uma reducao significativa no peso corporal ao final
do experimento em comparacao ao peso inicial do proprio grupo antes da inducdo ao
diabetes (STZ peso inicial: 39 + 2.8 g; STZ peso final: 32 £ 5.4 g), enquanto que n&o
foi observado diferenca significativa no peso dos dois grupos diabéticos e tratados

com metformina entre o inicio e o final do experimento (Figura 2).

Analise histomorfométrica do nervo isquiatico

Através da quantificacdo absoluta das fibras mielinicas, foi possivel verificar
gue o grupo STZ apresentou menor quantidade de fibras mielinicas em relacédo ao
grupo controle (Controle: 3454 + 208 vs STZ: 2426 + 472, p=0.0422). O tratamento
com metformina preveniu a perda axonal relacionada ao diabetes, para as duas doses
utilizadas nos estudo apresentando valores médios de fibras semelhantes ao grupo
controle (Controle: 3454 + 208 vs STZ+M100: 3706 + 402, p=0,8427 e Controle: 3454
+ 208 vs STZ+M200: 4266 + 578, p=0,0901) e superiores ao encontrado no grupo STZ
(STZ: 2426 = 472 vs STZ+M100: 3706 + 402, p=0.0118; STZ: 2426 + 472 vs
STZ+M200: 4266 + 578, p=0.0008) (Figura 4).

A estrutura dos axoénios, avaliada através da mensuracdo dos diametros
axonais revelaram a presenca de axoOnios atrofiados nos nervos isquiaticos dos
animais diabéticos em comparacdo aos nervos do grupo controle (Controle: 2,68 *
0,97 ym vs STZ: 2,44 = 0,97 um, p<0,0001), estando preservados nos animais
diabéticos que foram tratados com metformina (Controle vs STZ+M100: 2,64 + 0,93
pum, p>0,9999; Controle vs STZ+M200: 2,56 + 0,89 um, p=0,1886), principalmente na
menor dose em estudo, que demonstrou axénios estatisticamente maiores que os do
grupo STZ (p=0,0001) (Figura 4).

Para confirmar se a reducdo observada nos diametros axonais do grupo STZ
estava associada a expressao de fatores neurotréficos, foi avaliado neste estudo os
niveis proteicos de NGF expressos pelas células de Schwann e axénios. Os achados
reforcam os resultados descritos acima, onde o0s niveis basais encontrados no grupo
STZ (Figura 5 e 6) parece nao ser suficiente para manter o trofismo axonal diante das
alteracdes metabolicas causadas pela hiperglicemia. Por outro lado, a metformina

potencializou a expressdo de NGF, acima dos niveis fisioldégicos, promovendo
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melhores condi¢cdes para a manutencdo do trofismo axonal, apesar da exposi¢cao
tecidual ao excesso de glicose (Figura 5 e 6).

Morfologicamente, o excesso de glicose gerou uma reducao da espessura da
bainha de mielina nas fibras mielinicas dos animais diabéticos (Controle: 0,84 + 0,28
vs STZ: 0,74 £ 0,29 ym, p<0,0001) e que néo pbde ser prevenida pelo tratamento com
metformina (Controle vs STZ+M100: 0,65 * 0,25 pm, p<0,0001; Controle vs
STZ+M200: 0,78 £ 0,26 um, p=0,0003), no entanto, a dose de 200 mg/dl possibilitou
gue as fibras mielinicas apresentassem a mielina mais preservada em comparacao
aos animais diabéticos sem tratamento (STZ vs M200, p=0,0164) (Figura 4-D).

Por outro lado, através da analise molecular de um dos componentes da bainha
de mielina, foi possivel identificar que o tecido nervoso apresentou uma concentracao
maior da proteina basica da mielina (MBP) nos grupos tratados em relacdo ao
controle, indicando que o mecanismo de reparacéo da bainha de mielina estava ativo
e produzindo de forma ativa componentes constituintes da bainha, mesmo que ainda
nao fosse possivel verificar por analise histomorfométrica da espessura da mielina
(Figura 6 e 7).

Para verificar a expressdo da proteina responsavel pelo estimulo a
angiogénese e manutencao da integridade vascular, foi realizado a técnica de western
blot para o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e foi evidenciado que o
tecido nervo nos animais diabéticos apresentou aumento na expressdo dessa
proteina, em relacdo ao grupo controle (controle: 24384 + 579 vs STZ: 31309 + 2958,
p=0,0341). Porém os animais tratados com metformina apresentaram expressao
aumentada deste fator, o que poderia indicar um maior empenho tecidual para
aumentar a rede vascular e atender a demanda metabdlica em resposta ao estresse

causado pela hiperglicemia (Figura 6).

DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliado, através da histomorfometria e da expressao
de importantes proteinas estrutural, neurotréfica e angiogénica, os efeitos da
administragao precoce da metformina, nas doses de 100 e 200 mg/kg/dia, no nervo

isquiatico de camundongos induzidos experimentalmente ao diabetes tipo 1.
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Os resultados apresentados apontam que a administracédo oral da metformina
iniciada no mesmo dia da confirmacéo do quadro hiperglicémico em animais induzidos
ao diabetes e estendida por nove semanas, preservou o0 nervo periférico de danos
estruturais decorrentes da hiperglicemia crénica.

A metformina apesar de ser um farmaco amplamente utilizado para controlar
0s niveis glicémicos em individuos diabéticos (SMIESZEK et al., 2017) apenas
apresenta esse efeito hipoglicemiante quando na auséncia de déficits na producéao de
insulina pelo pancreas (diabetes tipo 2) ou quando a deficiéncia desse hormonio,
decorrente da destruicdo de células pancreéticas (diabetes tipo 1), € suprida por
terapia insulinica (BEYSEL et al., 2018).

O modelo experimental utilizado neste estudo, promove destruicdo das células
beta das ilhotas pancreaticas, comprometendo a producado e liberacdo de insulina
(LENZEN, 2008; ARIZA et al., 2014). Assim, como ndo houve administragdo de
insulina e considerando que a hiperglicemia persistiu durante todo o experimento nos
animais induzidos ao diabetes, os achados deste estudo foram relacionados apenas
com o potencial anti-inflamatorio e neuroprotetor da metformina sobre o tecido
nervoso periférico.

Estudos apontam evidéncias acerca do potencial farmacolégico da metformina
no tratamento da neuropatia periférica (MAO-YING et al., 2014; MA et al., 2015)
porém, como carater inovador, este estudo teve um enfoque preventivo em relagcao
ao inicio da patologia neuropética, afim de evitar ou retardar o comprometimento
nervoso decorrente da hiperglicemia cronica.

Conforme observado neste estudo, animais induzidos ao diabetes via
administracdo de estreptozotocina apresentam alteracdo nos parametros
murinométricos, como a perda do peso corporal (NUKADA et al., 2011; MA et al.,
2015). No diabetes tipo 1, com o déficit na producgédo de insulina, ocorre a deplecao da
reserva energética, somado ao aumento do catabolismo proteico, gerando uma
reducdo no peso corporal do organismo diabético, conforme foi verificado nos animais
do grupo STZ deste estudo (HEBERT; NAIR, 2010).

Em contrapartida, a metformina preveniu a redugcdo de peso nos animais
diabéticos (grupos STZ+M100 e STZ+MZ200), possivelmente decorrente do efeito
adipogénico da metformina, verificado em um estudo in vitro, através de via de
sinalizacdo ndo mediada pelo AMPK (CHEN, D. et al., 2018).
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As alteracdes estruturais encontradas no nervo isquiético do grupo diabético
deste estudo evidenciaram que em 9 semanas de inducdo, estes animais
apresentavam alteracdes morfomeétricas, compativeis com aquelas descritas em
outros estudos com nervos periféricos acometidos pela polineuropatia diabética distal
(ARIZA et al., 2014; WANG, L. et al., 2015).

Como o nosso objetivo ndo foi tratar a neuropatia e sim preveni-la, os achados
positivos foram acerca dos parametros em que O nervo isquiatico dos animais
diabéticos tratados com metformina apresentou similaridade aos dos animais sadios.
Assim, foi possivel verificar que o tratamento com metformina foi capaz de prevenir
atrofia e degeneracao axonal identificada no grupo STZ.

Em um estudo prévio foi verificado que o tratamento com 200 mg de metformina
foi capaz de reduzir os niveis de malondialdeido e produtos finais da glicacdo
avancada (AGEs), dois importantes marcadores do estresse oxidativo, em nervo
isquiatico de ratos (MA et al., 2015).

Assim, além de reduzir o acumulo de substancias toxicas a célula, a metformina
pode ter acdo neuroprotetora através do estimulo a producéo e liberacdo de fatores
neurotréficos, conforme os dados verificados nos grupos tratados deste estudo, onde
houve aumento expressivo na produgéo de NGF.

O NGF, assim como outros fatores neurotréficos, possui importancia para a
sobrevivéncia neuronal, além de desempenhar papel neuroprotetor e regenerativo no
sistema nervoso periférico (QIN et al., 2016). Além disso, foi demonstrado que a
metformina € capaz de estimular a liberacédo de outro fator neurotréfico, o BDNF, por
células gliais de nervo olfatério (SMIESZEK et al., 2017).

Outra estrutura que deve ser considerada e que sofre diretamente com 0s
efeitos da hiperglicemia é a bainha de mielina. Na patogénese da neuropatia diabética,
as AGEs ligam-se irreversivelmente com componentes da bainha de mielina,
alterando a arquitetura de proteinas estruturais da mielina e que, em decorréncia
disso, passam a ser alvo da acdo fagocitaria de macrofagos e precisam ser
substituidas por novas proteinas (SUGIMOTO; YASUJIMA; YAGIHASHI, 2008).

Dependendo da velocidade e da capacidade de reposicdo destas proteinas
modificadas pelas AGEs, pode haver comprometimento da integridade da camada
mielinica, reduzindo a velocidade de conducédo das fibras nervosas (FAZAN et al.,
2010).
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Os dados do presente estudo revelaram que as 9 semanas apos inducao ao
diabetes foi suficiente para evidenciar uma reducdo na espessura da bainha de
mielina e que o tratamento com metformina na dose de 200 mg/kg apesar de nao
evitar, pbde atenuar a intensidade de adelgacamento da bainha, além de claramente
estimular a producao de MBP pelas células de Schwann.

E esperado que o processo de neuropatia no nervo isquiatico leve a reducao
da espessura da bainha de mielina, independentemente do tamanho da fibra mielinica
(NOWICKI et al.,, 2012), inclusive camundongos recém-nascidos e induzidos ao
diabetes (ARIZA et al., 2014).

A nivel estrutural o grupo diabético tratado com 100 mg de metformina apesar
de estruturalmente apresentar uma bainha de mielina mais delgada, demonstrou um
conteudo proteico preservado, indicando um possivel esfor¢co por parte das células de
Schwann em restaurar a mielina aos seus parametros fisiolégicos.

Em contrapartida, o grupo diabético mesmo com a espessura de mielina
comprometida, sua expressdo de MBP foi semelhante a niveis fisiolégicos, 0 que
sugere uma incapacidade por parte das células de Schwann em reparar a mielina
degradada e que, na permanéncia desse quadro, pode gerar um processo mais
severo de desmielinizacéo.

Considerando as alteracdes microvasculares comuns no curso da patologia da
neuropatia diabética (SHIMIZU et al., 2011), a expresséao do fator angiogénico VEGF
foi avaliada neste estudo. Os resultados mostram que, apesar das alteracbes
esperadas nas células endoteliais, pericitos e membrana basal dos vasos endoneurais
do nervo periférico (KANDA, 2013), foi identificado no grupo STZ uma expressao
significativa do VEGF em ralacdo ao grupo controle.

Essa resposta tecidual configura o estado inflamatério que o nervo se encontra,
considerando as anormalidades vasculares caracteristicas do comprometimento que
o diabetes gera sob os vasos endoneurais (KANDA, 2013), necessitando aumentar o
aporte vascular na tentativa de restaurar a homeostasia no nervo.

Enquanto isso, nos grupos tratados com metformina, este efeito foi
potencializado. Assim como foi verificado que a inibicdo da atividade do AMPK pode
comprometer a secre¢cdo de VEGF em situagfes de hipoxia (LEE et al., 2003), nosso
estudo revelou que a administracdo de metformina é capaz de aumentar a expressao
do VEGF.
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O VEGF é um importante fator que promove a angiogénese através de estimulo
a proliferacao de células endoteliais e através de um estudo prévio, foi identificado
gue o AMPK é capaz de modulacdo indiretamente a expressdo do VEGF como
mecanismo de resposta a hipoxia tecidual (LEE et al., 2003; FISSLTHALER;
FLEMING, 2009), decorrente do espessamento da membrana basal dos vasos
endoneurais do nervo periférico (SHIMIZU et al., 2011).

Assim, acreditamos que a metformina promoveu o0 aumento da expressao do
VEGF, melhorando o aporte nutricional do nervo isquiatico exposto a hiperglicemia,
além de prevenir a atrofia e degeneracdo axonal através do estimulo a producéo de

substancia neurotroficas.
CONCLUSAO
O tratamento preventivo com metformina reduziu o comprometimento ao nervo

isquiatico decorrente do diabetes tipo 1, mesmo na auséncia de reposicao de insulina,

além de estimular a producdo de substancias neurotroficas e angiogénicas.
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Figura 1: Monitoramento semanal dos niveis glicémicos nos grupos experimentais. Valores expressos
em média + desvio padrdo (n=7 animais por grupo). STZ: animais diabéticos; STZ+M100: animais
diabéticos tratados com 100 mg de metformina; STZ+M200: animais diabéticos tratados com 200 mg
de metformina.

#STZ, STZ+M100 e STZ+M200 diferem do controle, p<0,05. ANOVA one-way, pés-teste de Tukey.
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Figura 2: Efeito da metformina no peso corporal dos animais noinicio e no final do experimento. Valores
expressos em meédia = desvio padrdo (n=7 animais por grupo). STZ: animais diabéticos; STZ+M100:
animais diabéticos tratados com 100 mg de metformina; STZ+M200: animais diabéticos tratados com
200 mg de metformina. **Diferenca no peso corporal do grupo STZ entre o inicio e o final do

experimento, p<0,01. ANOVA one-way, pos-teste de Tukey.
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Figura 3: Efeito da metformina na histologia do tecido nervoso periférico. STZ: animais diabéticos;
STZ+M100: animais diabéticos tratados com 100 mg de metformina; STZ+M200: animais diabéticos
tratados com 200 mg de metformina. Cortes semifinos (0,5 ym) corados com azul de toluidina. Barra

de escala: 10 ym.
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Figura 4: Analise histomorfométrica do nervo isquiatico de camundongos diabéticos. (A) Quantificacao
de fibras mielinicas utilizando o programa Mesurim Pro 3.3, teste ANOVA one-way, post-hoc Tukey e
resultados expressos como média + desvio padrdo. (B) Quantificacdo do diametro axonal, (C) do
didmetro da fibra mielinica e (D) da espessura da bainha de mielina utilizando o software ImageJ 1.50i,
teste de Kruskal-Wallis, post-hoc Dunn e resultados expressos como média e intervalo de confianca de
95%. *p<0,05, **p<0,001 e ***p<0,0001 vs grupo controle; ¥p<0,05, #p <0,01, #p <0,001 e ##p
<0,0001 vs grupo STZ; #££p<0,0001 vs STZ+M100.
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Figura 5: Efeitos da metformina na expressdo do NGF em nervo isquiatico. Grupo controle (A), grupo
diabético (B), grupo diabético tratado com 100 mg/kg de metformina (C) e grupo diabético tratado com
200 mg/kg de metformina (D). A quantificacdo da imunohistoguimica (cinco areas aleatérias, n=2
animais por grupo) foi realizada no aumento de 1000x, utilizando o software GIMP 2.8.22 (E). Os
resultados foram expressos como média + desvio padrdo. *p<0,05 e **** p <0,0001 vs grupo controle;
### p <0,001 vs grupo STZ. ANOVA one-way, post-hoc Tukey.
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Figura 6: Western blot para NGF, VEGF e MBP (A). Analise densiométrica de NGF (B), VEGF (C) e
MBP (D), com n=4 animais por grupo, foi realizada com o software ImageJ 1.50i (F).

*p<0,05, *p<0,01 e *** p <0,001 vs grupo controle;

#p <0,05 e # p <0,01 vs grupo STZ.
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Figura 7: Efeitos da metformina na expressao da proteina basica da mielina de nervo isquiatico.
Aumento de 400x nos grupos controle (A), diabético (B), diabético tratado com 100 mg/kg de

metformina (C) e diabético tratado com 200 mg/kg de metformina (D).
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Introducédo: A hiperglicemia crénica desencadeia disturbio metabdlico nas células do
tecido nervoso periférico, promovendo agressao tecidual mediada por varias citocinas
inflamatérias, liberadas em resposta ao estresse metabdlico. Estudos recentes tém
indicado que a metformina, além de ser um farmaco hipogliceminante, pode exercer
efeito anti-inflamatério em nervos periféricos lesionados. O objetivo deste estudo foi
investigar se a metformina € capaz de atenuar a resposta inflamatéria no nervo
isquiatico de camundongos diabéticos insulino-dependentes, sem administracao
suplementar de insulina.

Métodos: Camundongos Swiss Weber foram induzidos ao diabetes através de injecédo
intraperitoneal de estreptozotocina (90 mg/kg) em dois dias consecutivos. Os animais
com glicemia = 270 mg/dl foram alocados aleatoriamente em 3 grupos diabéticos. Dois
destes grupos receberam tratamento diario com metformina de 100 mg/kg e 200
mg/kg, respectivamente, via gavagem, durante 9 semanas.

Resultados: O tratamento preventivo com metformina, sobretudo na dose de 200
mg/kg/dia, foi capaz de reduzir a inflamacédo por inibicdo da expressédo de citocinas
inflamatérias (IL-18 e INOS) e pelo Oxido nitrico, aléem de apresentar papel anti-
inflamatorio por induzir a liberagéo de IL-10 e IkBa.

Concluséo: A metformina reduz a inflamac¢&o em nervo periférico, mesmo diante de
exposicao cronica das fibras nervosas a altos indices glicémicos, impedindo resposta

inflamatoria excessiva.

Keywords: Polineuropatia distal, AMPK, Diabetes tipo 1, Nervo isquiético, Células de

Schwann.
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INTRODUCAO

A polineuropatia diabética distal € uma comorbidade frequente em pacientes
diabéticos (IDF, 2017). A manutencdo do estado hiperglicémico compromete a
homeostasia do nervo periférico, podendo resultar em distdrbios sensoriais diversos,
gue cursa desde uma sintomatologia dolorosa, até anestesia cutanea nas
extremidades dos membros, comprometendo a qualidade de vida desses pacientes e
aumentando o risco de formacgao de feridas ulcerativas e amputacées de membros
(NGUYEN; SHAW; GRANT, 2012; SINGH; KISHORE; KAUR, 2014; FELDMAN et al.,
2017).

A patogénese da polineuropatia diabética distal € multifatorial, uma vez que a
hiperglicemia gera acumulo de metabdlitos toxicos em todas as células do tecido
nervoso periférico. O efeito da hiperglicemia nas células endoteliais compromete o
mecanismo de vasodilatagcdo da vasa nervorum, repercutindo com reducao de fluxo
sanguineo no tecido nervoso (OLVER et al., 2014).

Além disso, 0 excesso de glicose que é captado, principalmente pelas células
de Schwann, provoca distlrbio metabdlico nestas células e, devido a sua funcéo de
oferecer suporte metabdlico ao axbnio, acaba transferindo o para o axénio o
excedente de glicose e até mesmo residuos do estresse metabdlico (FREEMAN et al.,
2016).

Niveis elevados de glicose no meio intracelular satura a principal via glicolitica
no neurdnio, ativando secundariamente a via poliol, iniciando assim o
comprometimento estrutural e funcional do nervo, uma vez que a ativacéo frequente
desta via glicolitica promove o acumulo de produtos finais da glicacdo avancada
(AGEs), sorbitol e frutose, além de reduzir a disponibilidade do fosfato de
dinucleotideo de adenina (NADPH), um importante antioxidante intracelular
(VINCENT; BROWNLEE; RUSSELL, 2002; MELLO; QUINCOZES-SANTOS;
FUNCHAL, 2012).

O estresse metabolico decorrente da ativacéo da via poliol causa o aumento da
expressao de varios fatores pré-inflamatérios, como o fator de necrose tumoral alfa
(TNFa) e a interleucina-1 (IL-1). Estas citocinas, estédo intimamente relacionadas com
0 mecanismo de dor neuropatica em nervos periféricos lesionados e com o
recrutamento de neutrdéfilos e macrofagos M1 para o local da lesdo, aumentando ainda
mais a inflamacéao tecidual (NADEAU et al., 2011).
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As células de Schwann contribuem ativamente para o inicio do processo
inflamatério do nervo, por apresentar em seu citoplasma tanto RNAm para TNFa,
guanto a prépria citocina expressa e pronta para ser liberada na ocorréncia de uma
agressdo a célula de Schwann ou ao axénio, dado a intima relagédo desta célula glial
com o axonio (SHAMASH; REICHERT; ROTSHENKER, 2002).

Na ocorréncia de uma lesdo mecanica no nervo periférico, a rapida liberacao
de TNFa e IL-1 sé@o imprescindiveis para a recuperacéao funcional do nervo (NADEAU
et al., 2011) contudo, na hiperglicemia crénica, os altos niveis de TNFa liberados no
tecido nervoso parecem estar relacionados com alteragbes na eletrofisiologia e
morfologia do nervo periférico em animais com polineuropatia diabética (SHI et al.,
2013; ZHU et al., 2015).

A liberacdo de TNF-a e IL-1B, a formagédo dos produtos finais da glicagao
avancada (AGEs) e o produto do estresse oxidativo ativam a via do fator nuclear kappa
B (NF-kB), um regulador chave da imunidade inata e da inflamacao (ZHANG et al.,
2015).

O NF-kB quando inativo encontra-se no citoplasma ligado a proteinas inibitorias
da familia IkB, como o IkB-a, contudo quando o IkB é fosforilado pela proteina quinase
IkB (IKK), é iniciada sua degradagao através da via ubiquitina-proteassoma, liberando
0 NF-kB (KONDYLIS et al., 2017), que por sua vez é translocado para o nucleo das
células de Schwann e passa a regular a expressao de varios genes relacionados com
a via da inflamacao, tais como TNFa, IL-1, ciclooxigenase-2 e a enzima oxido nitrico
sintase induzivel (iINOS), retroalimentando a inflamacao através da ativacao de mais
NF-kB (CHEN, X. et al., 2018; NEGI; SHARMA, 2015; ZHANG et al., 2015).

Recentes estudos apontam que a metformina apresenta um grande potencial
farmacoldgico, além do tradicional efeito hipoglicemiante amplamente utilizado na
pratica clinica. No sistema nervoso periférico a metformina se mostrou eficaz em
controlar a resposta inflamatéria em nervos de ratos com polineuropatia diabética
(HASANVAND et al., 2016), em reduzir a sintomatologia de hiperalgesia e alodinia
(MA et al., 2015) e em promover neuroprotecdo de nervo periférico em animais
tratados com quimioterapicos (MAO-YING et al., 2014).

A metformina é um agonista da proteina quinase ativada por adenosina
monofosfato (AMPK), que tem papel fundamental na regulacao da energia intracelular.
Além disso, 0 AMPK em sua forma ativa pode atuar como inibidor indireto da via do

NF-kB, através da ativagcdo de mediadores subsequentes na via do AMPK, como o
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SIRT1, FOXO, P53 e PGC1a, que atuam suprimindo a expresséo de fatores pro-
inflamatorios (SALMINEN; HYTTINEN; KAARNIRANTA, 2011; PEIXOTO etal., 2017).

Assim, 0 objetivo deste estudo foi investigar se a metformina é capaz de
atenuar a resposta inflamatoria mediada por citocinas, no nervo isquiatico de
camundongos diabéticos insulino-dependentes, sem administracdo suplementar de

insulina.

METODOLOGIA

Desenho do estudo, inducéo ao diabetes e tratamento com metformina

Foram utilizados 28 camundongos Swiss Webster com 12 semanas de vida e
peso corporal de 40 + 4 g, mantidos a uma temperatura de 23 + 2°C e com acesso a
racdo e agua ad libitum. Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no uso de
animais do Instituto Aggeu Magalhdes / Fundacédo Oswaldo Cruz (81/2015 - CEUA /
FIOCRUZ).

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais:
Grupo controle (Controle), constituido de animais sadios; Grupo diabético (STZ),
animais induzidos ao diabetes e que ndo receberam tratamento com metformina;
Grupo diabético e tratado com 100 mg/kg/dia de metformina (STZ+M100); Grupo
diabético e tratado com 200 mg/kg/dia de metformina (STZ+M200).

Para indugcdo ao diabetes tipo 1 (DM1) foi realizado o protocolo descrito por
Oliveira et al.,, 2016, que consistiu em injecdo intraperitoneal de 90 mg/kg de
estreptozotocina (ARIZA et al., 2014) diluida em tampao citrato (pH 4,5), em dois dias
consecutivos, estando os animais em um jejum prévio de 12 horas. Aos animais do
grupo controle, foi administrada injecao intraperitoneal contendo apenas tampao
citrato.

No quarto dia apOs a inducéo ao diabetes, amostra de sangue foi coletada da
veia caudal de cada animal para mensurar os niveis de glicose, utilizando um
glicometro digital (One Touch Ultra Lifescan). Animais com glicemia = 270 mg/dl foram
aceitos em seus respectivos grupos diabéticos (JOLIVALT et al., 2016) e a glicemia
foi mensurada semanalmente para confirmar a manutengéo do estado hiperglicémico
e, assim, assegurar que O nhervo isquiatico estivesse submetido aos efeitos do

diabetes. Os animais ndo receberam insulina para controle da hiperglicemia.
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O tratamento foi iniciado no mesmo dia da confirmacé&o do diabetes e consistiu
na administracdo de metformina diluida em agua para injecdo na dose de 100
mg/kg/dia e 200 mg/kg/dia para os animais dos grupos STZ+M100 e STZ+M200,
respectivamente, via gavagem, fracionada em duas doses diérias (OLIVEIRA et al.,
2016), ao longo de 9 semanas. Aos grupos controle e STZ foi administrada apenas

agua para injecdo nos mesmos horarios dos grupos tratados.

Processamento para Imunohistoquimica

Completadas 9 semanas, contadas a partir da confirmacédo do diabetes, os
animais foram profundamente anestesiados e receberam perfusao intracardiaca com
solugédo salina e solucao fixadora com paraformaldeido a 4% (Sigma-Aldrich) diluida
em fosfato 0,1 M (solucéo fosfatada de sédio fosfato monobésico e hepta-hidratado
dibasico - Sigma-Aldrich), pH 7,4. Através de uma incisdo na pele da pata posterior
do animal e rebatimento da musculatura, o nervo isquiético foi visualizado, dissecado
e coletado um fragmento que foi mantido overnight na mesma solugéo fixadora.

As amostras foram desidratadas em concentracdes de etanol diluido em agua
destilada, clareadas em xilol e emblocadas em parafina. Secc¢des transversais de 4
Mm de espessura foram realizadas e aderidas a laminas tratadas com 3-amino-propil-
trietoxisilano (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Os cortes foram reidratados e
tratados com tampéao citrato 20mM (pH 6,0) a 100°C, durante 30 minutos, para
recuperacao antigénica. Em seguida, foi realizado bloqueio da peroxidase enddégena
através utilizando solucao de 3% de peréxido de hidrogénio (H202) diluido em alcool
metilico. Na sequéncia, os sitios inespecificos foram bloqueados em soluc&o contendo
albumina de soro bovino a 1%, Tween 20 a 0,2% e PBS.

Os cortes foram incubados em anticorpo primario, overnight, a 4°C em camara
umida. Foram utilizados os anticorpos anti-IkBa (sc-371; Santa Cruz Biotechnology,
1:100), anti-IL-1B (sc-7884; Santa Cruz Biotecnology, 1:100), anti-TNFa (500-P64;
Prepotech, 1:50) e anti-iINOS (ab3523; Abcam, 1:50). Apés a lavagem, as laminas de
imunohistoquimica foram incubadas com o anticorpo IgG secundario conjugado com
biotina, amplificado usando o kit DakoCytomation (Biotinylated Link Universal HRP;
K0690; USA) e visualizado através do cromdgeno 3'-3-diaminobenzidina (DAB), a
temperatura ambiente e protegido da luz. As laminas foram montadas em Entellan

(1079610100; Merck, EUA) para serem obtidas cinco fotomicrografias do nervo
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isquiético de dois animais diferentes por grupo, utilizando a magnificacdo de 1000
vezes. As imagens foram quantificadas usando o software GIMP 2.6.11 (software

GNU Image Manipulation Program, Australia).

Western Blot

Para esta técnica, os animais foram profundamente anestesiados para retirada
do fragmento de nervo isquiatico e na sequencia foram eutanasiados por
deslocamento cervical. O fragmento foi imediatamente congelado em nitrogénio
liqguido, na auséncia de fixadores.

Para cada grupo experimental, foram unidos um fragmento de nervo de quatro
animais e colocados em um tubo contendo coquetel de extracdo (10mmol/L de EDTA,
2mmol/L de fenilmetano fluoreto de sulfonilo, fluoreto de sdédio 100 mmol/L, pirofosfato
de sbédio a 10 mmol/L, ortovanadato de sédio a 10 mmol/L, aprotinina a 10 e
100mmol/L Tris aminometano - ph7,4), para serem homogeneizados utilizando um
macerador manual para a quebra dos tecidos e liberacdo das proteinas. Em seguida,
o material foi centrifugado e extraido apenas o sobrenadante, obtendo-se um pool de
amostras para cada grupo.

Em um gel de eletroforese foram aplicados 20ug de proteina total para cada
grupo. Apos a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose (BioRad 162-0115), bloqueadas por 1 hora com solucdo contendo 5%
de leite desnatado diluido em PBS e incubada overnight a 4°C com o anticorpo
primario para IL-10 (ab33471; Abcam, 1:1000). A técnica foi realizada em duplicata,
para confirmacao do resultado e o marcador B-actina (A2228, Sigma-Aldrich, 1:3000)
foi utilizado como controle.

Para revelacdo, as membranas foram molhadas com solugédo de
guimioluminescéncia (Super Signal, 34080) e visualizadas através do C-DiGit Blot
Scanner (LI-COR Biosciences, USA) e do software Image Studio Digits (LI-COR
Biosciences versao 5.0, USA). O software ImageJ versdao 1.50i foi utilizado para

guantificacao dos pixels.

Mensuracdo do Oxido Nitrico
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Com os animais profundamente anestesiados, foi realizada a puncéo
sanguinea intracardiaca e a retirada do fragmento de nervo isquiatico na auséncia de
fixador e congelando imediatamente em nitrogénio liquido. Na sequéncia, 0os animais
foram eutanasiados por deslocamento cervical.

O oxido nitrico foi mensurado utilizando a reacdo de Griess (1% de
sulfanilamida e N-1-naftil-etilenodiamina diluidos em 2,5% de HsPOs), através da
deteccao de nitrito. Amostras em duplicata foram adicionados a uma placa de ELISA,
na proporgdo volumétrica de 1:1 para a amostra e 0 Reagente de Griess, acrescido
de uma curva padrao (solucdo de nitrito de sddio na concentracao inicial de 100 uM e
diluida em série em PBS). Através da leitura no espectrofotometro a 490 nm, a
absorbéancia, das diferentes amostras, foi comparada com a curva padrdo e 0s

resultados foram obtidos.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados no programa Prisma 6.0. Inicialmente, foi utilizado
o teste de normalidade Shapiro-Wilk. Para os dados que apresentaram distribuicéo
normal, foi utilizado o teste ANOVA one-way e pés-teste de Tukey. Para as variaveis
gue nao tiveram distribuicdo normal, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e pds-teste
de Dunn. Os resultados foram expressos como média + desvio padréao (SD), com nivel
de confiabilidade de 95%.

RESULTADOS

Tratamento com metformina sem administracdo conjunta de insulina ndo reduziu a

hiperglicemia

O monitoramento da glicemia, realizado semanalmente em todos 0s grupos
experimentais, confirmou a validade do modelo utilizado neste estudo, onde os
animais, que apresentavam valores glicémicos equivalentes entre si no inicio do
experimento, iniciaram um quadro de hiperglicemia apds inducdo ao diabetes e
mantiveram os altos indices glicémicos durante todo o experimento, mesmo nos
grupos tratados com metformina. Os animais néo induzidos ao diabetes, por sua vez,

mantiveram-se normoglicémico ao longo do experimento (Figura 1).
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Metformina atenua a inflamacao do tecido nervo exposto a hiperglicemia crénica

A andlise do nervo isquidtico para a citocina TNFa através da imuno-
histoguimica evidencia a marcagcao em varios axdnios nos grupos STZ, STZ+M100 e
STZ+M200, diferindo do grupo controle (Figura 2). Apesar da marcacdo no grupo
STZ+M200 ter sido ligeiramente mais fraca (Figura 2-D), este grupo ainda apresenta
expressao significativa deste marcador inflamatério em relagéo ao grupo sadio (Figura
2-A).

Por outro lado, a citocina pro-inflamatoria IL-13, apresentou-se superexpressa
apenas no grupo STZ, onde células de Schwann e varios axdnios encontram-se
marcados com grande intensidade (Figura 3-B) e diferindo estatisticamente com o
grupo controle (Figura 3-E). Os grupos tratados com metformina apresentaram
pequena expressado desta proteina, sobretudo nas células de Schwann, porém em
niveis basais, similar ao evidenciado no grupo controle (Figura 3).

A analise da expressédo iNOS revelou que o grupo STZ apresentou células de
Schwann marcadas para esta enzima em relagdo ao controle e que apenas o
tratamento com metformina na maior dose foi efetivo em prevenir a sintese desse
marcador inflamatério, apresentando valores basais semelhante ao encontrado no

grupo controle (Figura 4).

Tratamento com Metformina preveniu o aumento dos niveis de NO

A dosagem do oxido nitrico no soro dos animais do grupo STZ revelou um
aumento significativo na producéo desse gas em relagdo ao grupo controle (Figura 5-
A). O mesmo aumento foi identificado para o NO tecidual no grupo diabético (Figura
5-B).

Em contrapartida, ambos os grupos tratados com metformina, mesmo nao
apresentando niveis de NO similar ao encontrado no grupo controle, estiveram

igualmente inferiores aos niveis do grupo STZ.

Metformina aumenta a expressao de marcadores anti-inflamatérios
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Através da imuno-histoquimica, foi analisado a expressao do IkBa nos axénios
e no citoplasma das células de Schwann. O grupo STZ nao apresentou diferenca
significativa ao grupo controle, contudo o grupo STZ+M100 teve uma expressao
aumentada desta proteina em relacao ao grupo STZ. Porém, o destaque foi maior no
grupo STZ+M200, que apresentou uma superexpressao do IkBa, na sua forma inativa,
em comparacao a todos os demais grupos (Figura 6).

Por fim, foi realizada a técnica de Western blot para a citocina anti-inflamatoria
IL-10 e foi identificado que o grupo um aumento significativo nos grupos STZ+M100 e
STZ+M200, tanto em relagdo ao grupo controle, quanto em relagcdo ao grupo STZ
(Figura 7).

DISCUSSAO

A metformina é um farmaco oral amplamente utilizado para o tratamento do
diabetes tipo 2. Por outro lado, os achados deste estudo reforcaram o potencial anti-
inflamatério da metformina no tecido nervoso periférico, atenuando a expressao de
citocinas inflamatorias, mas também estimulando a liberagdo de citocinas anti-
inflamatorias.

No presente estudo foi utilizado o modelo experimental de inducdo ao DM1,
através de injecdo de estreptozotocina e na auséncia de insulinoterapia, a fim de
verificar se o tratamento com metformina, iniciado antes da instalacdo da
polineuropatia diabética distal, seria capaz de atenuar a resposta inflamatéria a
hiperglicemia, prevenindo o dano tecidual mediado pelo excesso da expressao de
citocinas inflamatérias. Assim, a manutencao da hiperglicemia nos grupos diabéticos,
mesmo naqueles que receberam tratamento diario de metformina, reforca a
incapacidade deste farmaco de normalizar os niveis glicémicos na DM1, sem
administragao complementar de insulina (MENG et al., 2018).

Por ser um agonista do AMPK, a metformina possui um potencial que vai além
do aumento na captacao da glicose pelos tecidos. A ativacdo do AMPK pode atenuar
ou inibir a producdo de ROS nas mitocdndrias e também a ativacdo da via do NF-kB
em situacdes de estresse celular (CHEN, X. et al., 2018). Os niveis aumentados dos
mediadores inflamatorios IL-1B e TNFa no grupo STZ deste estudo esta de acordo
com o encontrado na literatura, onde a hiperglicemia crénica provoca um aumento na

expressao e liberacdo desses marcadores (KUMAR; SHARMA, 2010).
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Apesar de nao ter ocorrido reducdo na expresséao da citocina inflamatéria TNFa
nos grupos tratados com metformina, ela foi capaz de atenuar a inflamacéo mediada
pelo IL-1B, cuja producéo, juntamente com o TNFa nas células de Schwann, recruta
macréfagos para iniciar o processo de degeneracdo walleriana (SHAMASH,;
REICHERT; ROTSHENKER, 2002).

Estes achados estdo de acordo com os resultados de um ensaio in vitro, no
gual a metformina controlou a inflamacgéo induzida por lipopolisacarideo (LPS) em
macroéfagos, através da inibicdo do complexo | mitocondrial (KELLY et al., 2015).
Somado a isto, a metformina atuou de forma benéfica ao tecido nervoso através do
aumento na expressao da citocina anti-inflamatoria IL-10, atuando de forma inibitoria
na via de degeneracdo walleriana das fibras nervosas (BE'ERI et al.,, 1998),
controlando assim o dano funcional e estrutural do nervo.

Inevitavelmente, a manutencdo de altos indices glicémicos gera, no nervo
periférico, a ativacdo da via poliol que promove, no primeiro momento, a conversao
da glicose excedente em sorbitol pela acdo da aldose redutase degradando nessa
reagdo o cofator NADPH (FELDMAN et al., 2017). A deplegéo do estoque intracelular
do NADPH compromete a producgédo fisiologica de NO nas fibras nervosas e a
restauracao da glutationa, importante antioxidante intracelular (FELDMAN et al., 2017,
MOUSTAFA et al., 2018).

O oxido nitrico (NO) é uma molécula sinalizadora de varios processos
fisiologicos porém, na inflamagéo, ela é produzida pela isoforma induzivel da enzima
NO sintase (iINOS) em macrofagos e varios outros tipos celulares, que ao ser
produzido em excesso pode ser citotoxico e levar ao estresse nitrosativo (SOSKIC et
al., 2011). O aumento na liberac&o de citocinas inflamatoérias exerce influéncia sobre
0 aumento da expressao de iINOS em macréfagos ou células da glia, resultando na
grande producdo de NO (FORSTERMANN; SESSA, 2012). Os niveis de NO tecidual
€ no soro sanguineo neste estudo, apresentaram-se aumentados no grupo STZ em
relacdo ao grupo controle, o que ja era esperado devido ao carater inflamatoério que o
diabetes mellitus gera nos tecidos, mediado por citocinas inflamatérias, como TNFa e
IL-1B, somado ao estresse oxidativo que aumentam a expressao de iINOS e, por sua
vez, libera mais NO (KUMAR; SHARMA, 2010; SOSKIC et al., 2011).

Assim, a produgdo de oxido nitrico fica alterada na polineuropatia diabética,
sendo menos produzido fisiologicamente pelas células endoteliais, através da acao

enzima eNOS, porém, excessivamente produzido mediante aumento na producéo de
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iINOS (SOSKIC et al., 2011; OSINA et al., 2017). O tratamento com metformina,
reduziu os niveis INOS no nervo isquiatico, sobretudo na dose de 200 mg/Kg,
consequentemente, 0s grupos tratados apresentaram niveis mais baixos de NO em
relacdo ao grupo STZ. Do mesmo modo como ocorre com o0 TNFa e o IL-183, 0 INOS
apresenta sua expressao aumentada no diabetes em decorréncia da ativagao da via
do NF-kB que, ao ser translocado para o ndcleo, atua no aumento da transcricao
destas e de outras citocinas inflamatérias (SANDIREDDY et al., 2014).

Em estudo prévio, foi confirmado o aumento nos niveis de p-AMPK decorrente
da administracdo de doses idénticas de metformina as utilizadas no presentes estudo
(OLIVEIRA et al., 2016). Essa ativacdo do AMPK promove aumento intracelular do
IkBa (PEIXOTO et al., 2017), que foi verificado em nosso estudo, inclusive com
relacdo positiva para a relagcao dose-resposta na producao do IkBa.

O aumento da forma inativa do IkBa esté relacionado com a inibi¢cdo da via do
NFkB. Quando ativo, o NFkB inicia a cascata inflamatoria intracelular presente no
curso da fisiopatologia da polineuropatia diabética (KUMAR; NEGI; SHARMA, 2012).
Dessa forma, o tratamento com metformina também reduziu a inflamag¢éo no nervo
periférico, por inibicdo da via (SALMINEN; HYTTINEN; KAARNIRANTA, 2011;
KONDYLIS et al., 2017)

CONCLUSAO

Os achados deste estudo mostram que o tratamento com metformina no
periodo de nove semanas, iniciado imediatamente apos confirmacéo do diabetes tipo
1, parece proteger o nervo periférico das alteracbes metabdlicas decorrente da
hiperglicemia cronica, através da inibicdo da expresséo de citocinas inflamatorias,
além da estimulacdo a producdo de mediadores anti-inflamatérios em axénios e

células de Schwann.
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Figura 1: Monitoramento semanal dos niveis de glicose sanguinea. Os dados foram expressos como

média + desvio padrdo, n=7 animais por grupo.
#p<0,05 grupos STZ, STZ+M100 e STZ+M200 vs grupo controle.
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Figura 2: Efeitos da metformina na expressao do TNFa no nervo isquiatico. Grupo controle (A), grupo
diabético (B), grupo diabético tratado com 100 mg/kg de metformina (C) e grupo diabético tratado com
200 mg/kg de metformina (D). A quantificacdo da imunohistoquimica (cinco areas aleatorias, n=2
animais por grupo) foi realizada no aumento de 1000x, utilizando o software GIMP 2.8.22. Os resultados
foram expressos como média + desvio padrao.

*p <0,05 e ***p <0,001 vs grupo controle.
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Figura 3: Efeitos da metformina na expressao do IL-1 no nervo isquiatico. Grupo controle (A), grupo
diabético (B), grupo diabético tratado com 100 mg/kg de metformina (C) e grupo diabético tratado com
200 mg/kg de metformina (D). A quantificacdo da imunohistoquimica (cinco areas aleatérias, n=2

animais por grupo) foi realizada no aumento de 1000x, utilizando o software GIMP 2.8.22. Os resultados
foram expressos como média + desvio padréo.

**** n <0,0001 vs grupo controle; ¥ p <0,0001 vs grupo STZ.



70

E
iINOS
3 400000 £
§ *k*%k%k
~ 300000- HH#
o
=
S 200000
© HHAH
(=]
"o
@ 100000-
2
Q.
w 0-
& S Q
&L S8
@ é(\' 66'

Figura 4: Efeitos da metformina na expresséo do iNOS no nervo. Grupo controle (A), grupo diabético
(B), grupo diabético tratado com 100 mg/kg de metformina (C) e grupo diabético tratado com 200 mg/kg
de metformina (D). A quantificacdo da imunohistoquimica (cinco areas aleatdrias, n=2 animais por
grupo) foi realizada no aumento de 1000x, utilizando o software GIMP 2.8.22. Os resultados foram
expressos como média + desvio padrao.

**p<0,01 ****p <0,0001 vs grupo controle; *##p<0,001 e ##p<0,0001 vs grupo STZ.

£p<0,0001 vs grupo STZ+M100.



71

Nivel Sérico Nervo Isquiatico
A B
## HEHRE
i I
100- s _ 150- HEH#H
£ ek gk
804 2
. %% % °
= - .
2 ol S 100
o E
= o
£ 40- £
e = 504
204 @
=
|
0- < 5l
@ 1 o 3
& & & ¢ &
C}F A N o
L& ¢

Figura 5: Andlise da metformina nos niveis sérico e tecidual do nitrito em camundongos diabéticos. Os
resultados foram expressos como média + desvio padréo.

*p<0,05; *p<0,01; **p<0,001 e ****p <0,0001 vs grupo controle.

#p<0,05; #p<0,01 e ##p<0,0001 vs grupo STZ.
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Figura 6: Efeitos da metformina na expressao do IkBa no nervo isquiatico. Grupo controle (A), grupo
diabético (B), grupo diabético tratado com 100 mg/kg de metformina (C) e grupo diabético tratado com
200 mg/kg de metformina (D). A quantificacdo da imunohistoquimica (cinco areas aleatorias, n=2
animais por grupo) foi realizada no aumento de 1000x, utilizando o software GIMP 2.8.22. Os resultados
foram expressos como média + desvio padréo.
****n<0,0001 vs grupo controle.
#p < 0,05 e ¥ < 0,0001 vs grupo STZ.
££££y < 0,0001 vs grupo STZ+M100.



73

5 50000 M I
-3 I *ok Kk
= 4000 4 *hE
-
= 3o000-
&
=
2 20000
e
m
E 10000 -
I
1. £
& & ¢ &
v & &
o S

Figura 7: Efeitos da metformina na expressdo do IL-10 no nervo isquiatico de animais diabéticos. A
guantificacao dos resultados do western blot (n=4 animais por grupo) foi realizada através do software
Imaged 1.50i. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao.

***p < 0,001 e ****p < 0,0001 vs grupo controle.

#p < 0,01 vs grupo STZ.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A metformina € um farmaco que atua na linha de frente para o controle do
diabetes do tipo 2, onde ndo h& deficiéncia na produc¢éo de insulina. Os achados desse
estudo experimental, por outro lado, apontam uma nova possibilidade terapéutica para
0 uso da metformina, agindo de forma profilatica a polineuropatia diabética distal,
mesmo na presenca de hiperglicemia crénica e sem a administracdo conjunta de
insulina.

Assim, 0 presente estudo evidenciou que o tratamento com metformina,
sobretudo na dose de 200 mg/kg, preveniu a instalacdo alteracdes estruturais
compativeis com aquelas encontradas em nervos acometidos pela polineuropatia
diabética distal (adelgacamento da bainha de mielina, reducéo e atrofia de fibras
mielinicas). Para isso, a metformina atuou através da inibicdo de moléculas pro-
inflamatérias relacionadas a via do NF-kB, como o IL-1[3, iNOS e o oxido nitrico, além
de aumentar a liberacdo de fatores anti-inflamatérios (IL-10, Ik-Ba), angiogénico
(VEGF) e neurotréficos (MBP e NGF).

Desse modo, o0 uso terapéutico da metformina proposto neste estudo precisa
ser investigado de forma mais especifica, sobretudo através de ensaios clinicos, para

validar a aplicabilidade deste tratamento em humanos.
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