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RESUMO

Sabe-se que o sistema nervoso central € vulneravel a complica¢des originadas
pelo diabetes levando ao aumento do estresse oxidativo no cérebro, resultando em
lesdes no cortex cerebral dentre outras regifes. A insulina e hipoglicemiantes ainda
sdo os tratamentos mais utilizados, entretanto, pesquisas atuais com modelo
experimental do diabetes sugerem a utilizacdo de antioxidantes como, por exemplo, a
melatonina. Assim, testamos a hipotese de que a melatonina exdgena pode diminuir
ou prevenir os efeitos do diabetes no cortex frontal do cérebro de ratos. Foram
utilizados 50 ratos albinos, divididos em 5 grupos: GC: ratos sem indug&o ao diabetes;
GD: ratos induzidos ao diabetes pela estreptozotocina; GDM: ratos induzidos ao
diabetes pela estreptozotocina e tratados com melatonina; GDI: ratos induzidos ao
diabetes pela estreptozotocina e tratados com insulina; GDMI: ratos induzidos ao
diabetes pela estreptozotocina e tratados com melatonina e insulina simultaneamente.
O diabetes foi induzido pela administracdo intraperitoneal de estreptozotocina (60
mg/kg). A insulina (5 U/dia) foi administrada por via subcutanea e a melatonina (10
mg/kg) pela agua de beber. Ambos tratamentos foram realizados durante 30 dias apos
a inducao. Foram analisados o peso dos animais, do cerebro, as citocinas IL-6 e TNF-
a, apoptose, glicogénio, além da morfometria e histopatologia do cortex frontal. Os
resultados mostraram que o cértex cerebral dos animais diabéticos apresentaram
degeneracdo axonal, reducdo do numero de neurbnios no cortex, reducdo do
glicogénio, aumento da expresséo do IL-6 e TNF-a, elevagcédo do indice apoptotico,
além da reducédo do peso dos animais e do cérebro. O tratamento com melatonina
associada ou ndo a insulina preveniu tais efeitos. Assim, concluimos que a melatonina
associada ou ndo a insulina pode ser uma alternativa na prevencéo dos efeitos do

diabetes no cortex frontal do cérebro.

Palavras-chave: diabetes, cérebro, melatonina, citocinas, apoptose, morfometria,

ratos.



ABSTRACT

It is known that the central nervous system is vulnerable to complications
caused by diabetes. This complications leads to increased oxidative stress in the brain,
resulting in damage to the cerebral cortex among other regions. Insulin and
hypoglycemic agents are still the most widely used treatments, however, current
research with an experimental model of diabetes suggests the use of antioxidants,
such as melatonin. Thus, we tested the hypothesis that exogenous melatonin may
decrease or prevent the effects of diabetes in the frontal cortex of rat brain. Fifty albino
rats were divided into 5 groups: GC: rats without diabetes induction; GD: diabetic rats
induced by streptozotocin; GDM: streptozotocin-induced and melatonin-treated
diabetic rats; GDI: diabetic rats induced by streptozotocin and treated with insulin;
GDMI: diabetic rats induced by streptozotocin and treated with melatonin and insulin
simultaneously. Diabetes was induced by intraperitoneal administration of
streptozotocin (60 mg/kg). Insulin (5 U/day) was administered subcutaneously and
melatonin (10 mg/kg) by drinking water. Both treatments were performed for 30 days
after induction. The animals' weight, the cytokines IL-6 and TNF-a, apoptosis,
glycogen, and morphometry and histopathology of the frontal cortex were analyzed.
The results showed that the cerebral cortex of the diabetic animals presented axonal
degeneration, reduced number of neurons in the cortex, reduced glycogen, increased
IL-6 and TNF-a expression, elevated apoptotic index, and reduced animal weight and
the brain. Treatment with melatonin associated or not with insulin prevented such
effects. Thus, we conclude that melatonin associated or not with insulin may be an

alternative in preventing the effects of diabetes in the frontal cortex of the brain.

Key words: diabetes, brain, melatonin, cytokines, apoptosis, morphometry, rats.
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Figura 5. Imunohistoquimica para IL-6 no cérebro. Observar em A (GC), C (GDI), D
(GDM) e E (GDMI) fraca marcacéao, e em B (GD) forte marcacdo na camada cortical.
F - Quantificacdo em pixels. Notar aumento significativo no grupo GD. Médias
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Figura 6. Imunohistoquimica para TNF-a no cérebro. Observar em A (GC), C (GDI),
D (GDM) e E (GDMI) fraca marcacéo, e em B (GD) forte marcag&o na camada cortical.

F - Quantificacdo em pixels. Notar aumento significativo no grupo GD. Médias
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1. INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) é uma condicéo cronica caracterizada por um estado
de hiperglicemia resultante da destruicdo de células beta do pancreas ou pela
resisténcia a acdo da insulina e distirbios em sua secre¢do (TAVARES et al., 2011 ;
GOMES et al., 2016), causando danos em varios sistemas do organismo (LEAHY,
2005), além da perda de funcbes e faléncia de diversos orgaos (SUMITA ;
ANDRIOLLO, 2008) como olhos, rins, nervos, coracdo e vasos (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2014).

De acordo com a Federacéo Internacional de Diabetes (IDF), a predominancia
do diabetes atingiu 387 milhdes de pessoas no ano de 2014, e acredita-se que até o
ano de 2035 poderdo surgir aproximadamente 205 milhdes de novos casos
(CARDOSO et al., 2017). O aumento da urbanizagdo vem ocasionando em mudancgas
na dieta, reducdo da atividade fisica e mudancas no estilo de vida da populacéao.
Essas mudancas contribuem para um progresso nas taxas de obesidade e
consequentemente para um aumento na prevaléncia do diabetes mellitus em todo o
mundo (MENDES et al., 2017). Segundo a sociedade brasileira de diabetes,
atualmente ja séo registrados 12 milhdes de portadores desta doenga, e € importante
ressaltar que o diabetes mellitus € considerada uma das principais causas de
mortalidade (CORREA et al., 2017), além de contribuir para o aparecimento de
diversas complicacbes a longo prazo como neuropatia, nefropatia, retinopatia e
doencas coronarias (NASKAR et al., 2017).

A disfuncao neurolégica € comum em pacientes com o DM e é frequentemente
relacionada com um controle glicémico ineficaz (PINHEIRO et al., 2015). As
consequéncias do diabetes no cérebro a longo prazo se apresentam a nivel estrutural,
neurofisiolégico e neuropsicoldgico. Além disso, diversos fatores patogénicos
parecem estar relacionados a origem da disfuncdo cerebral causada pelo diabetes,
como momentos de hipoglicemia, alteracdes cerebrovasculares, a funcéo da insulina
no cérebro e mecanismos de danos estimulados pela hiperglicemia (MURIACH et al.,
2014). Foi comprovado também que o0s cérebros diabéticos apresentam
caracteristicas que sdo consideradas como responsaveis por um envelhecimento
precoce, como 0 aumento do estresse celular que podem resultar em danos

oxidativos, e em apoptose. A apoptose, morte programada das células, pode também
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ser induzida pelo estresse oxidativo, inibindo o processo da neurogénese durante a
fase embrionaria (BIESSELS et al., 2002 ; CUI et al., 2006).

O diabetes e doencas neurodegenerativas sdo exemplos de processos
patolégicos associados a alteragdes inflamatorias crbnicas que resultam em
modifica¢des significativas na funcdo dos tecidos e também na homeostase (PACHER
et al., 2007 ; OKIN; MEDZHITOV, 2012). Diversos estudos mostraram que citocinas
inflamatérias sédo fundamentais no progresso das complicacbes diabéticas
microvasculares, incluindo a neuropatia (NAVARRO ; MORA, 2005). A inflamagéo
cronica de baixo grau e ativacao do sistema imune inato sdo conhecidos por estarem
significativamente relacionados a patogénese do diabetes mellitus (NAVARRO-
GONZALEZ; MORA-FERNZANDEZ, 2008). As principais citocinas envolvidas nesse
processo séo IL-1, IL-6 e TNF- a (ALEXANDRAKI et al., 2006).

Para estabilizacdo e melhora das complicacdes cerebrais causadas pelo DM,
€ necessario um controle glicémico rigoroso, para que seja possivel manter o paciente
em um estado de normoglicemia (TESFAYE et al., 2010). Diversas evidéncias indicam
gue farmacos antioxidantes sejam uma excelente alternativa para o tratamento de
neuropatias (NASCIMENTO et al., 2016).

A melatonina, também conhecida como N-acetil-5-metoxitriptamina, € derivada
da serotonina que tem o aminoéacido triptofano como precursor, e é o principal
horménio produzido pela pineal, apresentando uma alta solubilidade e uma coloracéo
amarelo-claro. O seu transporte é realizado pelo plasma conectado a proteinas como
a albumina. (SUMAYA et al., 2005 ; MAGANHIN et al., 2008). Este hormoénio é
considerado um antioxidante terminal, com capacidade de detoxificacdo de radicais
livres em concentracdes fisiolégicas e farmacologicas, além de estimular enzimas
antioxidantes (SOUZA et al., 2016).

Os efeitos neuroprotetores da melatonina pode ser realizada por interacdes
com seus receptores. Esses receptores ativados no cérebro participam de processos
como a regulacéo dos niveis de fatores neurotréficos, nos quais estes fatores tem uma
importante funcdo na manutencao de células neuronais (KABADI; MAHER, 2010).

Nos ultimos anos, foram demonstradas muitas evidéncias que a melatonina
pode ser um elemento fundamental na prevencéo de danos secundarios que podem
levar até a morte neuronal, aperfeicoando a fungdo de recuperacéo de lesGes nas
células neuronais (SCHIVEATO-DE-SOUZA et al., 2013). Também foi comprovado o
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papel importante da melatonina contra os efeitos destruidores das inflamacgfes por
diminuicdo da producéo de citocinas pro-inflamatérias, dessa forma protegendo os
neurdnios e evitando transtornos neuroldgicos (FANG et al., 2007). Assim, testou-se
a hipétese de que a melatonina exdgena possa ajudar a eliminar as complicacdes no
cérebro ocasionadas pelo diabetes mellitus.
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2. Revisao de Literatura

2.1 Diabetes Mellitus

O diabetes Mellitus (DM) € um complexo de distirbios metabdlicos
caracterizados por um estado de hiperglicemia resultante da destruicdo de células
beta do pancreas, e por falhas na acdo da insulina ou distlrbios em sua secrecéo
(TAVARES et al., 2011 ; GOMES et al., 2016). O diabetes esté relacionado com danos
causados ao organismo a longo prazo, e disfuncdo em diversos érgéos, como olhos,
rins, nervos, coracdo e vasos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014).
Considera-se que esta doenca vem avancando para se tornar uma epidemia global
do século 21, no qual, em 2013 foi observado que na populagdo mundial, 382 milhdes
de pessoas com idades entre 20 e 79 anos, foram afetadas com esta doenca, e
acredita-se que esse numero pode chegar a 592 milhdes até o ano de 2035, o que
reflete em um aumento de 55% no namero de casos (BALDONI et al., 2016).

O DM pode ter um impacto significativo na qualidade de vida de seus
portadores, ndo apenas pelos seus efeitos, mas nas complica¢gées causadas na saude
do individuo, fazendo com que seja necessarias medidas para controlar a doenca,
como dietas especificas e a automonitoracdo (CASTRO et al., 2008). O aumento da
prevaléncia da obesidade, estilo de vida sedentario, 0 aumento e envelhecimento da
populagdo, sdo alguns fatores que poderiam explicar o aumento da predominancia do
DM na populacdo mundial (BALDONI et al., 2016).

Em todo o mundo esta doenca representa um elevado impacto econémico. Nos
Estados Unidos, por exemplo, os custos com a doenca chegaram a aproximadamente
132 bilhdes de délares no ano de 2002 (LIRA et al., 2006), aumentando ainda mais
no ano de 2007, no qual foram registrados gastos de aproximadamente 174 bilhdes
de ddlares. Assim, estima-se que até o ano de 2020, este custo possa chegar a 192
bilhdes. Atualmente no Brasil, 2,2% do orcamento do ministério da saude representa
as despesas do DM no pais, e acredita-se que esse nimero possa se expandir com
0 aumento do numero de portadores (BAVARESCO et al., 2016).

Estudos americanos mostraram que menos de 50% dos individuos portadores

do diabetes mantém um controle da doenca, o que significa que apesar da inclusdo
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de novos tratamentos e de um melhor entendimento sobre o impacto do DM nos
ultimos anos, o controle dessa doenca ainda € considerado insuficiente em grande
parte da populacdo (KORO et al., 2004).

Diversos processos patogénicos estao ligados ao desenvolvimento do DM,
como a destruicdo autoimune das células beta do pancreas que resultara na
deficiéncia de insulina, até anormalidades na acdo da insulina que ocasionara uma
resisténcia da mesma. A base para estas anormalidades no metabolismo de
carboidratos, gorduras e proteinas, € a deficiéncia da acdo da insulina nos tecidos
alvo (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014). Produzida pelo péancreas, a
insulina € um horménio que proporciona a entrada da glicose para dentro das células
musculares, sendo esta glicose transformada em energia necessaria para o
funcionamento dos tecidos e musculos. Quando ndo absorvida adequadamente, a
glicose permanece na corrente sanguinea caracterizando um estado de hiperglicemia,
na qual afetara diversos tecidos gerando diferentes complicacdes (IDF, 2013).

O estresse oxidativo tem sido apontado nas principais complicacbes da
diabetes mellitus (DAVE; KALIA, 2007), uma vez que, a hiperglicemia induz a um
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e também a uma
diminuicdo das defesas antioxidantes (DALLAQUA; DAMASCENO, 2011). Estas
espécies reativas podem apresentar a funcdo de moduladoras da funcéo celular,
sinalizacdo celular, além de respostas imunitarias sob determinadas condi¢des
fisiologicas (GUPINAR et al., 2012).

De acordo com sua origem, o diabetes mellitus pode ser classificado em: DM
tipo 1, DM tipo 2, DM gestacional e outros tipos especificos de DM com causas
diferentes, como defeitos genéticos na fungao das células B do pancreas e na agao
da insulina, doencas do pancreas exocrino (fibrose cistica) e pela inducéo de drogas
ou quimicos, como por exemplo no tratamento de HIV/AIDS ou apoés transplante de
orgaos (BAVARESCO et al., 2016).

A diabetes mellitus tipo 1 (DM1) atinge entre 5 a 10% das pessoas
diagnosticadas com a doenca. Em algumas pessoas o0 sistema imunoldgico atua
erroneamente atacando as células beta do pancreas fazendo com que pouca ou
nenhuma insulina seja liberada para o corpo, e como consequéncia, a glicose fica na
corrente sanguinea e ndo é utilizada como energia (SOCIEDADE BRASILEIRA DE

DIABETES, 2017). Na maioria dos casos, a DM1 ocorre de maneira inesperada,
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sendo relacionada com sintomas como xerostomia (boca seca), cansaco, sensacao
de fome constante, polidipsia (sede excessiva), miccao frequente, perda de peso,
surgimento de feridas com cicatrizacdo demorada, infec¢des frequentes, viséo turva
e hiperglicemia (OND, 2014). Conhecida também como diabete juvenil, este tipo de
DM na maioria das vezes se manifesta antes dos 20 anos de idade, dependendo de
fatores genéticos ou ambientais. Apesar da grande ocorréncia desse tipo em criangas
e adolescentes, a DM1 pode apresentar diferentes sintomas em outras faixas etarias
maiores. Nesta categoria, 0 uso da insulina diariamente é indispenséavel, sendo esta
necessaria para o controle dos niveis de glicose no sangue (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2015).

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) atinge aproximadamente 90% dos
pacientes, sendo caracterizada pelo fato do organismo ndo conseguir usar de forma
adequada a insulina que produz, ou por nédo produzi-la em quantidade suficiente
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017). A resisténcia a insulina é
estabelecida com uma reducéo a acdo desse hormonio nos tecidos alvo. Durante o
periodo noturno, ocorre uma diminuicdo na absorcao de glicose no musculo e no
tecido adiposo, levando a um estado de hiperglicemia e consequentemente ao
aumento nos niveis de insulina. Essa condicdo resulta em complicacbes micro e
macrovasculares, incluindo retinopatia, nefropatia, neuropatia, aterosclerose e doenca
cardiaca (ZEPHY ; AHAMAD, 2014). Diversos fatores ndo modificaveis podem
contribuir para o desenvolvimento desta categoria de DM, como por exemplo, idade e
o historico familiar. Entretanto, fatores como obesidade, sedentarismo e tabagismo,
podem ser reversiveis caso ocorra uma intervencao prévia, diminuindo o impacto do
DM2 (LYRA et al., 2006).

O DM gestacional é identificado quando a paciente apresenta a primeira
intolerancia a glicose durante a gravidez. (BELLAMY et al, 2009). Essa categoria
origina-se do bloqueio da acdo da insulina normalmente gerada por horménios
produzidos na placenta. Quando ndo controlada, o DM gestacional pode acarretar em
complicacbes para mae e para o bebé&, como por exemplo, traumatismo de parto
(OND, 2014). Apos a gestacdo, a homeostasia da glicose é restaurada, entretanto as
mulheres diagnosticadas com o DM continuam apresentando risco de desenvolver
DM2, sendo necessaria a avaliacdo dos niveis de glicose apds seis semanas do fim
da gestacédo (BELLAMY et al, 2009).
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Diante da origem das complicacbes crbnicas do DM, a questdo mais
importante que vem desafiando pesquisadores e profissionais de saude é o controle
da glicemia (ARAUJO et al., 2010). Diversos tratamentos para o DM tém sido
sugeridos. Entre os tratamentos farmacoldgicos, a insulina e o hipoglicemiante oral
(Metformina e Sulfoniluréia) sédo os principais recomendados pelo Ministério da Saude
Brasileiro (BAVARESCO et al., 2016). Estudos mostraram que tanto a administracédo
de metformina como a mudanca dos habitos nos individuos (por exemplo dietas e
exercicios fisicos) reduziram a ocorréncia do DM2 (SANTOMAURO-JUNIOR et al.,
2008).

2.2 Cérebro e complicacdes cerebrais do diabetes mellitus

O cérebro adulto contém aproximadamente 10 trilhdes de neurdnios, e pelo
menos, o dobro de células da glia, como a micrdglia, astrocitos, e oligodendrdcitos
gue tem funcdo de suporte e protecdo. Os oligodendrocitos produzem e mantem a
bainha de mielina, na qual esta fornece isolamento aos axonios. Os astrocitos
fornecem aos neurbnios o suporte necessario para auxiliar no metabolismo e
protecdo, enquanto que a micrdglia, que é constituida por macréfagos, atua na defesa
imune do cérebro (BARBOSA et al., 2006).

Os neurbnios sao constituidos por um corpo celular, dendritos que sao
pequenas ramificagcbes deste corpo celular, e pelo axbnio que apresenta um
alongamento e terminais nervosos formando uma parte da sinapse. A sinapse é
definida como comunicacao entre neurdnios, mediada por neurotransmissores, COmo
por exemplo dopamina, noradrenalina, acetilcolina, serotonina, glicina e o glutamato,
sendo este o principal neurotransmissor em mamiferos, responsavel por um terco de
todas as sinapses realizadas no sistema nervoso central (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2002).

O cérebro contém a segunda maior quantidade de lipideos do corpo com 36-
60% de lipideos, ficando atras apenas do tecido adiposo. Os lipideos no cérebro sao
considerados complexos, e esse grupo inclui glicerofosfolipideos, esfingolipideos,
gangliésideos e colesterol (SINCLAIR et al.,, 2007). Este 6rgdo é considerado
diferenciado pois apresenta uma taxa metabdlica elevada. Isso se deve ao fato deste

orgao consumir aproximadamente 20% do oxigénio inspirado durante o repouso. Essa
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alta necessidade metabdlica se deve por que os neurbnios precisam de quantidades
significativas de adenosina trifosfato (ATP) para a manutencdo de gradientes ibnicos
através da membrana das células e para neurotransmissao. (SHULMAN et al., 2004).

O Diabetes Mellitus provoca diversas alteragdes funcionais e estruturais no
sistema nervoso. Essas alteragbes tém aumentado o interesse por estudos que sejam
capazes de elucidar os efeitos dessa patologia no cérebro devido a sua relacdo com
déficits cognitivos, assim como mudancas estruturais na substancia branca e cinzenta
(CERMENATI et al., 2017).

Ainda néo sabe os mecanismos exatos pelos quais o diabetes mellitus afeta o
cérebro, acredita-se que alteragdes na vasculatura cerebral, distirbios da sinalizacao
da insulina cerebral, resisténcia a insulina, a toxicidade da glicose, o0 estresse
oxidativo, a acumulacéo de produtos resultantes da glicacdo avancada, momentos de
hipoglicemia e alteracdes no metabolismo amiloide, s&o fatores que podem estar
envolvidos (BORNSTEIN et al., 2014).

A producéo intracelular de espécies reativas € muito elevada em diversas
doencas neurodegenerativas, juntamente com a inflamacéo e disfuncdo mitocondrial
(SAYRE et al., 2008 ; JOMOVA et al., 2010). A vulnerabilidade do cérebro em relagéo
ao estresse oxidativo é resultado do seu alto consumo de oxigénio, pela numerosa
guantidade de cadeias lipidicas insaturadas, abundancia de ions metélicos e uma
relativa falta de antioxidantes em associacdo a outros oOrgédos (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007). Isso faz com que o cérebro seja considerado o tecido mais
vulneravel ao dano oxidativo causado por radicais livres (HAIDER et al., 2014).

Portadores de diabetes mellitus, em particular agueles que apresentam controle
glicémico falho, constantemente experimentam complicacbes cerebrais (VAN-
HARTEN et al., 2006 ; HUANG et al., 2012). Sabe-se que o DM de longa data aumenta
as chances de atrofia cerebral, infartos lacunares e lesdes na substancia branca. Entre
as complicacdes cerebrais diabéticas funcionais e comportamentais se podem incluir
a disfuncéo cognitiva e disturbios do movimento (SHAN et al., 1998; VAN-HARTEN et
al., 2006; VAN-ELDEREN et al., 2010).

Modelos experimentais de diabetes induzidos pela injecdo de estreptozotocina
em ratos também afetaram a func&o mitocondrial no cortex cerebral. Além disso,
outros estudos mostraram haver uma ligacdo entre o diabetes e alteracées na

homeostase do colesterol ndo apenas no sistema nervoso central, como também no
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cortex cerebral (CERMENATI et al., 2012; ROMANOA et al., 2017; CERMENATI et
al., 2017).

Uma das principais complicacbes cerebrais ocasionadas pelo DM esta a
neuropatia diabética, que foi reconhecida pela primeira vez por Marchal de Calvi em
1864 (NASCIMENTO et al., 2016). A neuropatia diabética (ND) pode ser definida
como um dano neuroldgico em pacientes que apresentam o diabetes mellitus (DM),
na qual esta desordem pode ser demostrada de forma clinica ou subclinicamente,
decorrente do aparecimento do diabetes mellitus sem outros fatores para neuropatia.
Esta complicacdo afeta neurdnios sensoriais periféricos, sendo comum tanto no tipo
1 como no tipo 2 (FENG et al., 2016). As manifestacdes no sistema nervoso somatico
e autébnomico incluem-se nas modificacBes neuropaticas do diabetes (SCHIMID,
2007).

A ND inclui um grupo de alteragdes que estdo relacionadas com o envolvimento
estrutural e funcional das fibras nervosas sensitivas, motoras e autonémicas, na qual
estas podem sofrer alteragcdes reversiveis ou inalteraveis, clinicamente se
manifestando de formas variaveis desde sindromes dolorosas graves até formas
assintomaticas (TSCHIEDEL, 2014).

Diversos fatores contribuem para que o desenvolvimento da neuropatia
diabética, como: hipdxia endoneural, isquemia, e aumento do estresse oxidativo
(SOLMAZ et al., 2017). Entretanto a causa exata para desencadear a neuropatia
diabética é desconhecida. Sabe-se que esta patologia € resultado de diversas
alteracdes quimicas de diferentes origens, porém se acredita que a hiperglicemia
crbnica seja a maior responsavel para o desenvolvimento de mudancas realizadas
pelo metabolismo (SETH; TATA, 2012 ; TESFAYE; SELVARAJAH 2012).

Para estabilizacdo e melhora das complicacdes cerebrais, assim como para a
neuropatia diabética € necessario um controle glicémico rigoroso, para que seja
possivel manter o paciente em um estado de normoglicemia (TESFAYE et al., 2010).
Diversas evidéncias indicam que o0 estresse oxidativo estd envolvido nas
complicacbes causadas pelo diabetes no cérebro, fazendo com que farmacos
antioxidantes sejam uma excelente alternativa de tratamento (NASCIMENTO et al.,
2016).
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2.3 Melatonina

A melatonina ou N-acetil-5-metoxitriptamina, € o principal hormoénio produzido
pela glandula pinel (PYTKA et al., 2017). Sintetizado a partir do aminoécido essencial
triptofano, esse hormonio tem sua producao regulada pelo nucleo supraquiasmatico
(SCN) localizado no hipotalamo, sob a influéncia do periodo noturno. A melatonina
possui um papel importante na regulacéo do ritmo circadiano e do sono, apresentando
também funcéo na regulacao de partes do sistema imunolégico, na expressao génica,
na regulacdo da temperatura corporal, além de propriedades antioxidantes
(SCHOLTENS et al., 2016). A producédo deste horménio pode ocorrer também em
diversos tecidos como retina, corpo ciliar da iris, glandulas harderianas e lacrimais,
linfocitos, e intestino grosso (MAGANHIN et al., 2008).

A secrecdo da melatonina € acarretada pela liberacdo de noradrenalina (NE)
por fibras nervosas intraparenquimentosas, no qual essa liberacédo e a atividade da
glandula pineal sdo ativadas em ambiente escuro e inibidas pela luz (MAGANHIN et
al., 2009). A biossintese deste hormbnio comeca pela estimulacdo de receptores
adrenérgicos B-1 pela ativacdo noradrenérgica na glandula pineal. Este processo é
iniciado a partir da retina, um érgdo sensivel a luz, que envia mensagem através dos
ndcleos supraquiasmaticos e paraventricular do hipotalamo para o ganglio cervical
superior e em seguida para a glandula pineal (SIMONNEAUX; RIBELAYGA, 2003).

A melatonina possui duas vias principais de metabolizacdo que ocorrem no
figado e no cérebro. No figado a hidroxilagdo da melatonina ocorre formando 6-
hidroximelatonina, acompanhada de uma conjugacdo com sulfato de glucoronato
sendo em seguida liberada na urina sob a forma de 6-sulfatoximelatonina. Todavia no
cérebro, a melatonina é convertida em N-acetil-2-formilmetoxiquinurenamia que sofre
degradacédo imediata para N-acetil-5-metoxiurenamina (MAGANHIN et al., 2009;
MACCHI; BRUCE, 2004; CLAUSTRAT et al., 2005).

Acredita-se que a melatonina desempenha um importante papel durante o ciclo
de vida, atuando no processo de crescimento, desenvolvimento, amadurecimento e
envelhecimento. Isso se deve ao fato de que a producdo da melatonina apresenta
uma variagdo ao longo do desenvolvimento ontogenético. De acordo com a espécie,
este horménio é produzido em maior quantidade e tem papel mais significativo no

controle das fungdes circadianas, por exemplo na espécie humana, em que a
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melatonina tem sua maior concentracdo durante infancia, uma diminuicdo desta
concentracdo antes da puberdade, e uma nova diminuicdo acentuada durante a fase
de senectude (LANGER et el., 1997).

A procura por outras fungdes fisiologicas para a melatonina tem sido estimulada
pela identificagcdo de receptores para esse hormonio em uma variedade de tecidos
(CAMPINO et al., 2008). Esta por sua vez, atua através de receptores especificos
denominados MT1, MT2 e MT3, no qual ainda ndo se sabe se este terceiro receptor
existe, ou se trataria de uma enzima denominada redutase quinona 2. Acredita-se
também na existéncia de receptores nucleares em que seja possivel a melatonina
interagir modificando a atividade de enzimas do citoplasma (MAGANHIN et al., 2008).
Acoplados a proteina G, a ativacéo dos receptores de melatonina € frequentemente
relacionada ndo apenas ao ciclo claro e escuro, mas também a respostas imune,
vasodilatagdo ou vasoconstricdo, assim como a proliferagéo celular (DUBOCOVICH,;
MARKOWSKA 2005).

Vérios estudos relataram os efeitos da melatonina em diversos casos de
doencas em nivel clinico, entretanto, ainda ndo se sabe de forma exata o0 seu
mecanismo de ac¢éo, aumentando os estudos sobre esse mecanismo. Considera-se
gue um dos mecanismos da melatonina poderia ser sua agdo na membrana (AKKAS
et al., 2007), por ser um composto parcialmente lipofilico, a melatonina consegue
passar pelas membranas celulares facilmente e penetrar rapidamente na barreira
hemato-encefalica e na placenta (GEORGE; BUBENIK, 2002).

Na apoptose, processo definido pela morte programada das células, a
melatonina apresenta acdo na via extrinseca modulando os receptores de morte,
assim como também na via intrinseca quando elimina radicais oxidantes do
citoplasma que podem ser originados pela mitocondria. A melatonina pode interagir
com receptores nucleares exercendo agcdo gendmica direta, modificando a expresséo
dos genes do apoptose, e dessa maneira inibindo a morte celular (FERREIRA et al.,
2010).

2.4 Melatonina e Diabetes

A melatonina possui funcdes importantes na regulacdo do metabolismo

energético, e em respostas imunoldgicas e inflamatérias. Pesquisas com individuos
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portadores de diabetes mellitus, que apresentaram niveis reduzidos de melatonina,
foram observados uma contribuicdo para uma piora acentuada em parametros do
sono e do controle glicémico, um possivel progresso na resisténcia a insulina e a
leptina, além de um crescimento na oxidacao de tecidos, na qual ir4 originar diversas
complicagbes cronicas (RADZIUK; PYE, 2006; JAUCH-CHARA et al., 2008;
ESTRADA et al., 2011).

O estresse oxidativo € considerado um mecanismo patogenético para as
complica¢Bes do diabetes mellitus, no qual este é resultante de um estado prolongado
de hiperglicemia (JOHAR; BERNSTEIN, 2017). Nos portadores de DM, o estresse
oxidativo € induzido pela presenca de espécies reativas de oxigénio, acarretando em
danos aos tecidos que ird originar complicacbes como neuropatia, retinopatia,
nefropatia, e doenca isquémica do coracdo (MARRAZO et al.,, 2014). Essas
complicagbes se tornaram um desafio, fazendo com que sejam desenvolvidas
pesquisas para encontrar formas de diminuir o estresse oxidativo, e
consequentemente as complicacdes do diabetes mellitus. Estudos mostraram que 0s
antioxidantes podem desempenhar um papel significativo na melhoria do DM (SEKKIN
et al., 2015).

Diversos estudos apontaram a capacidade antioxidante da melatonina, e
indicaram que este hormonio também é capaz de atuar junto com as vitaminas C e E.
O papel de antioxidante é atribuido a esse horménio por ele ser capaz de doar elétrons
em processos nao enzimaticos (MAGANHIN et al., 2008), e estimular enzimas
antioxidantes como superoxido dismutase, a glutianona peroxidase e glutianona
dismutase (REITER et al., 2000; SOUZA et al., 2016).

A diminuicdo do nivel de melatonina de modo irregular tem sido relacionada
com o diabetes mellitus (PESCHKE et al., 2006), sugerindo que este hormoénio seja
um sinal um critico para o regulamento da glicose no sangue e na homeostase
(CLAUSTRAT et al., 2005). A reducdo nos niveis de melatonina e uma correlacédo
entre a melatonina e a insulina foram observadas em pacientes diabéticos, sugerindo
gue a melatonina pode ser afetada por processos que originam o diabetes (PESCHKE
et al., 2006). Outros estudos mostraram que em humanos, a administracdo de
melatonina reduziu a tolerancia a glicose, especialmente no periodo da manha onde
houve uma diminui¢cdo da liberagdo de insulina, enquanto que durante a noite houve
um declinio na sensibilidade a este hormoénio (RUBIO-SASTRE et al., 2014).
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Com isso, cada vez mais tém sido estudado os efeitos da melatonina exégena
no controle do diabetes mellitus, apresentando resultados significativos (WINIARSKA
et al., 2005), como a melhora da glicemia pré e pos-pandrial, da hemoglobina glicada,
além de um desenvolvimento da resposta tecidual a um hipoglicemiante oral, como a
metformina (HUSSAIN et al., 2006; KADHIM et al., 2006).

2.5 Melatonina no cérebro

Sabe-se que pelo menos 110 estruturas cerebrais apresentam receptores de
melatonina (SIMONNEAUX; RIBELAYGA, 2003), como em areas do nucleo
supraquiasmatico, varios nucleos hipotalamicos e talamicos, hipocampo, neurdnios
dopaminérgicos, cértex cerebelar, cortex pré-frontal, ganglios de base e substancia
cinzenta (PANDI-PERUMAL, 2008; ZALWISKA, 2009).

O sistema nervoso é um dos sistemas mais complexos, no qual, qualquer
doenca ou ataque traumatico pode levar a sua degeneracao, incluindo a perda da
homeostase (SAMANTARAY et al., 2010). Estudos mostraram que a melatonina
possui propriedade de neuroprotecdo contra varias patologias neuroldgicas por
diminuir o estresse oxidativo cerebral, onde espécies reativas de oxigénio (ROS)
desempenham um papel importante na patogénese de diversas doencas, incluindo
doencas que afetam o sistema nervoso central. A geracdo excessiva de ROS levam
a inflamacéao e apoptose celular (PASCHEN, 2000; MAGHOLL et al., 2013) .

Observou-se que a melatonina pode exercer funcéo antiapoptotica por ela inibir
a atividade de vias intrinsecas da apoptose e ativacdo de vias de sinalizacdo que
podem originar doencgas cerebrais como o acidente vascular cerebral (AVC), a doenga
de Alzheimer, doenca de Parkison (PD) e esclerose lateral amiotréfica (WANG, 2009).
Nos efeitos neuroprotetores deste horménio também podem ser consideradas as
interacdes especificas da sua inducdo com seus receptores. Os receptores de
melatonina ativados no cérebro participam na regulacdo dos niveis de fatores
neurotréficos, que apresentam um papel significativo na manutencdo das células
neuronais, além de ser amplamente distribuidos no sistema nervoso central (KABADI;
MAHER, 2010).

Varios trabalhos tem mostrado que a melatonina pode ser um significativo

modulador de fungdes do sistema nervoso central, no qual El-Sherif et al. (2003)
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mostrou que o0s neurdnios expostos a melatonina mudaram sua excitabilidade em
resposta a estimulacbes constantes, considerando esse horménio como uma
molécula enddégena com niveis de oscilagdo capazes de modular fenbmenos de
plasticidade neural ligados a processos de aprendizado e memoria.

A melatonina apresenta implicacdes fisiolégicas em diferentes tipos de
cefaleias através de seus efeitos anti-inflamatorios e anti-radicais livres, de sua
regulacdo neurovascular (PERES, 2005), como também modula a presséo sanguinea
e protege o sistema vascular (PAULIS; SMIKO, 2007), além de possuir efeitos anti-
carcinogénicos (STEVENS, 2007).

2.6 Citocinas inflamatérias e diabetes

O diabetes mellitus (DM) é uma patologia inflamatoria crénica (PRADHAN-
NABZDYK et al., 2013), na qual essa inflamacdo induz a um aumento nos niveis
séricos dos marcadores de inflamacdo alterando a sintese e liberacdo de
neurotransmissores e neuropeptidios, resultando na remodelacdo e disfuncéo
neuronal nociceptiva (CHANDRASEKHARAN et al., 2013; KISPELYI et al., 2014).
Estas mudancas adaptativas ocasionam em uma perda neuronal e modificagbes na
estrutura do sistema nervoso que leva a dor neuropatica (NONES et al., 2013;
BARABAS et al., 2014).

Evidéncias substanciais indicam um mecanismo imunopéatico no
desenvolvimento de complica¢des cerebrais, assim como da neuropatia diabética. Foi
provado a presenca de agentes pro-inflamatérios em portadores de DM que
apresentavam a complicagcdes cerebrais, ocasionando no recrutamento de células
inflamatodrias, a producéo de citocinas e diminuicdo no fluxo sanguineo (GRUDEN et
al., 2008). Estes mecanismos aumentam a hipdxia e isquemia no nervo periférico, o
gue impossibilita a sua regeneragcdo (McDONALD et al., 2007). As citocinas s&o um
grupo de proteinas que apresentam um peso molecular baixo, atuando na
intercomunicacao celular. Estas séo liberadas pelo aparecimento de diferentes
estimulos, e interagem com seus receptores controlando a fungéo celular (VITALLE;
RIBEIRO, 2007).

As citocinas proé-inflamatérias sao produzidas em maior quantidade pelos

macrofagos ativados e participam da regulacédo de reacOes inflamatorias. Pacientes
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portadores de diabetes apresentam niveis maiores de concentragdo plasmatica de
citocinas proinflamatorias como IL-6 e TNF-a, onde estes podem potencializar
guadros de inflamacao (SAMUEL et al., 2012).

2.6.1 Interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral (TNF- a)

A IL-6 é uma citocina sintetizada por mondcitos, células endoteliais, fibroblastos
e outras células em resposta a microorganismos e estimulacdo de outras citocinas
como o TNF-a atuando na resposta imune inata e adaptativa (SOUZA et al, 2007).
Esta citocina pleitrofica esta envolvida em uma grande quantidade de diferentes
funcdes dentro do corpo, como a modulacdo da proliferacdo e diferenciacao,
maturacdo de células progenitoras (LEE, 1992), controle das atividades metabdlicas
celulares (GAULDI et al., 1987), cascata do sistema imunoldgico e modulacdo do
sistema nervoso. O aumento no nimero de evidéncias mostram o papel da IL-6 no
desenvolvimento neuronal, diferenciacdo (MARZ et al., 1997; NAKAFUKU, 1992),
sobrevivéncia (HAMA et al.,, 1991) e regeneracdo e degeneracdo nos sistemas
nervoso periférico e central (ARRUDA et al.,, 2000). A hiperglicemia, uma
caracteristica da intolerancia a glicose, é associada com a sintese imediata de
marcadores como o IL-6, variando 0s niveis séricos positivamente relacionados e com
relevantes acréscimos na hiperglicemia em pulsos, sendo esta uma situagcdo comum
em diabéticos (SOUZA et al., 2007).

O fator de necrose tumoral (TNF-a) pode ser produzido por macréfagos
ativados, linfocitos e monécitos (BINGHAM, 2002), e tem a presenca de
lipopolissacarideos como estimulo para sua producédo (VITALLE; RIBEIRO, 2007).
Ap6s sua producdo e liberacdo, o TNF-aira se ligar a receptores especificos
chamados de TNF- R | e Il, para que possa realizar seu efeito biolégico. Além disso,
estes receptores podem estimular o inicio do processo de apoptose (ABBAS et al.,
1998).

Desta forma, acredita-se que o efeito fisiolégico mais importante deste fator é
promover uma resposta imune e inflamatéria por meio de uma juncéo de neutrofilos e
mondocitos, ativando-os e levando para o lugar da infeccdo, e consequentemente

provocando uma série de efeitos no organismo (VITALLE; RIBEIRO, 2007).
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2.7 Insulina no cérebro

Em resposta aos elevados niveis de glicose, as células 3 do pancreas secretam
a insulina, um hormdnio anabdlico, essencial para a manutencdo da homeostase da
glicose e também para o crescimento e diferenciacdo celular. A regulacdo da
homeostase por esse hormdnio ocorre em diversos niveis, reduzindo a producéao
hepatica da glicose, sendo esta captada em maior propor¢ao nos tecidos muscular e
adiposo (CARVALHEIRA et al., 2002). Apesar da glicose ser o principal determinante
fisioldégico para estimular a secre¢do de insulina, agentes farmacoldgicos como as
sulfonilureias também demonstraram exercer efeitos estimulantes (JOSHI et al.,
2007).

A acdo da insulina na célula se inicia através da sua ligacdo ao receptor
presente na membrana plasmatica, e assim a absorcao da glicose por células é feita
através do transportador de glicose conhecido como GLUT 2 (JOSHI et al., 2007). Em
guase todos os tecidos dos mamiferos € possivel encontrar o receptor deste
hormonio, entretanto sua concentracao apresenta uma variacéo, desde 40 receptores
nos eritrocitos até mais de 200.000 em células adiposas e hepéticas (HABER et al.,
2001).

Os primeiros estudos realizados para elucidar os efeitos da insulina no sistema
nervoso central foram conduzidos, sendo estes predominantemente associados ao
metabolismo da glicose. Até meados da década de 50, acreditava-se que este
hormdnio ndo apresentava efeitos sobre utilizacéo e absorgéo da glicose pelo cérebro.
Entretanto, ao final desta mesma década, estudos iniciais realizados in vitro
demonstraram que a insulina aumenta a absorcdo da glicose pelo tecido nervoso
(CHOWERS et al., 1961; GHASEMI et al., 2013).

Ainda nao se sabe ao certo a origem da insulina a nivel cerebral. Atualmente
séo descritas diversas hipoteses: a sua producdo no sistema nervoso central ocorre
pela existéncia do peptideo C, do &cido ribonucleico mensageiro (MRNA) de pré-pro-
insulina; uma origem periférica no qual € capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica por um sistema de transporte saturavel; ou a associa¢do de ambas
hip6teses (BRAZ, 2015)

Com o tempo, foi observado que a insulina desempenha diversas fungdes no

sistema nervoso central (SNC), no qual sdo encontrados receptores deste horménio

26



529
530
531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550
551
552
553
554
555
556
557
558
559

560

561

por todo o cérebro (BANCOS, 2004). Estudos mostraram que locais como o bulbo
olfativo, cortex cerebral, hipocampo, cerebelo e plexo coroide apresentam uma maior
presenca desses receptores (GHASEMI et al., 2013).

A descoberta destes receptores levaram a estudos que reconheceram a
importancia da sinalizacdo da insulina em processos importantes como a
sobrevivéncia neuronal e a plasticidade sinaptica (BANKS et al., 2012). Além disso,
estdo descritas diversas fungdes para a insulina a nivel de metabolismo energético,
ingestdo alimentar, controle de peso, processos cognitivos como aprendizagem e
memoria, modelando a concentragdo de neurotransmissores como acetilcolina e
noradrenalina e também em processos de neuromodelacédo e neuroprotecdo (REGER
et al., 2006 ; GASHEMI et al., 2013).

A acgdo da insulina no crescimento e desenvolvimento celular mediados por
seus receptores tem sido mencionados ndo sé em neurdnios como em células da glia.
Em pesquisas realizadas em roedores (VELAZQUEZ et al.,, 2009) e também em
células humanas (HENI et al., 2011), foi demonstrado que a insulina estimula a
proliferacdo de astrocitos, sendo estas células modeladoras de fungdes neuronais,
podendo assim contribuir para acdes centrais da insulina, incluindo o crescimento
celular (BLAZQUEZ et al., 2014).

Este hormdnio tem sua func&o neuroprotetora bem documentada, sendo capaz
de inibir a apoptose e proporcionar protecdo ao cérebro em situacdes de estresse
oxidativo, isquemia e toxicidade do peptideo B-amiléide (GHASEMI et al., 2013; BRAZ
2015). Também foi demonstrado que baixo nivel de insulina durante longos periodos,
como ocorre em casos de diabetes mellitus tipo 1, induzem a apoptose de células da
regido do hipocampo, podendo assim acarretar em uma perda neuronal e disfuncéo
cognitiva (LI et al., 2002).

Disturbios na secrecdo de insulina pode ser um fator determinante para o
desenvolvimento de patologias. A disfungéo na sinalizagdo deste horménio acarreta
em uma diminuicdo na sua capacidade neuroprotetora, com um acumulo de B-
amiloide, e deterioracdo sinaptica, o que pode aumentar as chances do surgimento
de patologias, como a doenca de Alzheimer (GHASEMI et al., 2013; BLAZQUEZ et al.
2014; BRAZ, 2015).
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RESUMO

Sabe-se que o sistema nervoso central é vulneravel a complicacBes originadas pelo
diabetes levando ao aumento do estresse oxidativo no cérebro, resultando em lesdes no cortex
cerebral dentre outras regides. A insulina e hipoglicemiantes ainda sdo os tratamentos mais
utilizados, entretanto, pesquisas atuais com modelo experimental do diabetes sugerem a
utilizacdo de antioxidantes como, por exemplo, a melatonina. Assim, testamos a hipdtese de
que a melatonina exégena pode diminuir ou prevenir os efeitos do diabetes no cértex frontal do
cérebro de ratos. Foram utilizados 50 ratos albinos, divididos em 5 grupos: GC: ratos sem
inducdo ao diabetes; GD: ratos induzidos ao diabetes pela estreptozotocina; GDM: ratos
induzidos ao diabetes pela estreptozotocina e tratados com melatonina; GDI: ratos induzidos
ao diabetes pela estreptozotocina e tratados com insulina; GDMI: ratos induzidos ao diabetes
pela estreptozotocina e tratados com melatonina e insulina simultaneamente. O diabetes foi
induzido pela administracdo intraperitoneal de estreptozotocina (60 mg/kg). A insulina (5
U/dia) foi administrada por via subcutanea e a melatonina (10 mg/kg) pela agua de beber.
Ambos tratamentos foram realizados durante 30 dias ap0s a inducdo. Foram analisados o peso
dos animais, do cerebro, as citocinas IL-6 e TNF-a, apoptose, glicogénio, além da morfometria
e histopatologia do cértex frontal. Os resultados mostraram que o cortex cerebral dos animais
diabéticos apresentaram degeneracdo axonal, reducdo do numero de neurbnios no cortex,
reducdo do glicogénio, aumento da expressdo do IL-6 e TNF-a, elevagdo do indice apoptotico,
além da reducdo do peso dos animais e do cérebro. O tratamento com melatonina associada ou
ndo a insulina preveniu tais efeitos. Assim, concluimos que a melatonina associada ou ndo a
insulina pode ser uma alternativa na prevencdo dos efeitos do diabetes no cortex frontal do
cerebro.

Palavras-chave: diabetes, cérebro, melatonina, citocinas, apoptose, morfometria, ratos.
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ABSTRACT

It is known that the central nervous system is vulnerable to complications caused by
diabetes. This complications leads to increased oxidative stress in the brain, resulting in damage
to the cerebral cortex among other regions. Insulin and hypoglycemic agents are still the most
widely used treatments, however, current research with an experimental model of diabetes
suggests the use of antioxidants, such as melatonin. Thus, we tested the hypothesis that
exogenous melatonin may decrease or prevent the effects of diabetes in the frontal cortex of rat
brain. Fifty albino rats were divided into 5 groups: GC: rats without diabetes induction; GD:
diabetic rats induced by streptozotocin; GDM: streptozotocin-induced and melatonin-treated
diabetic rats; GDI: diabetic rats induced by streptozotocin and treated with insulin; GDMI.:
diabetic rats induced by streptozotocin and treated with melatonin and insulin simultaneously.
Diabetes was induced by intraperitoneal administration of streptozotocin (60 mg/kg). Insulin (5
U/day) was administered subcutaneously and melatonin (10 mg/kg) by drinking water. Both
treatments were performed for 30 days after induction. The animals' weight, the cytokines IL-
6 and TNF-a, apoptosis, glycogen, and morphometry and histopathology of the frontal cortex
were analyzed. The results showed that the cerebral cortex of the diabetic animals presented
axonal degeneration, reduced number of neurons in the cortex, reduced glycogen, increased IL-
6 and TNF-a expression, elevated apoptotic index, and reduced animal weight and the brain.
Treatment with melatonin associated or not with insulin prevented such effects. Thus, we
conclude that melatonin associated or not with insulin may be an alternative in preventing the

effects of diabetes in the frontal cortex of the brain.

Key words: diabetes, brain, melatonin, cytokines, apoptosis, morphometry, rats.
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1. Introducéo

Ha véarios anos, o interesse pelos efeitos do diabetes no cérebro tem aumentado
significativamente. Sabe-se que o sistema nervoso central é vulneravel a complicacGes
originadas pelo diabetes causadas pela hiperglicemia cronica (BIELSSELS et al., 2002; van
HARTEN et al., 2006; FRANCIS et al., 2008; KODL et al., 2008; YAU et al., 2009; YANG et
al., 2011; HUANG et al., 2012; YOON et al., 2017). Diversos estudos demonstraram que as
modificacBes vasculares e metabdlicas ocasionadas por essa patologia podem acarretar em
danos ao cerebro, atrofia cerebral, alteracdes estruturais e eletrofisioldgicas, como também a
prejuizos a funcao cognitiva (van ELDEREN et al., 2010; FRANC et al., 2011; LOUZADA,
VARGAS 2015).

Embora, varios estudos relatem efeitos adversos do diabetes mellitus no hipocampo,
hipotalamo e cerebelo (JACKSON-GUILFORD et al., 2000; PIOTROWSKI et al., 2001; LI et
al., 2002; BEAUQUIS et al., 2006; KHAKSAR et al., 2010; AHMADPOUR; HAGHIR 2011;),
pesquisas tem demonstrado que pacientes diabéticos apresentam lesdes na substancia branca do
cortex frontal do cérebro (HSU et al. 2012).

O diabetes estimula danos ao neurdnio, aumentando o nimero de células apoptéticas e
uma disfuncdo cognitiva seguida de um aumento acentuado do estresse oxidativo no cerebro
(WANG et al., 2010). Além disso, pacientes portadores de diabetes apresentam niveis maiores
da concentracdo plasmatica de citocinas pro-inflamatérias como IL-6 e TNF-o, onde estes
podem potencializar quadros de inflamacdo (SAMUEL et al., 2012).

Com avancos significativos realizados para que seja possivel compreender 0s
mecanismos envolvidos na origem das complicacBes cerebrais, novas modalidades de
tratamento vem sendo exploradas (EDWARDS et al., 2008). Desta forma, recentes estratégias
para a prevencdo e tratamento das complicacGes resultantes do diabetes tem sido estudadas. A

insulina e hipoglicemiantes ainda sdo os tratamentos mais utilizados, entretanto, pesquisas
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atuais com modelo experimental do diabetes apontam novos antioxidantes como uma
abordagem terapéutica para a prevencdo e tratamento para os danos neurolégicos (LOUZADA
; VARGAS 2015).

Diversos estudos apontam a melatonina como um antioxidante e um eliminador de
radicais, por estimular a atividade de enzimas antioxidantes como a superéxido dismutase e
glutationa redutase (EL-SOKKARY et al., 2003). Este horm6nio também desempenha um
importante papel na neuroprotecdo de diversos distlrbios neurodegenerativos cuja patogénese
envolve especies reativas de oxigénio (BAYDAS et al., 2001), além de possuir efeitos anti-
inflamatorio e modular o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina 6 (IL-6)
(HERNANDEZ-VELAZQUEZ et al., 2016). Assim, testamos a hipotese de que a melatonina

exogena pode diminuir ou prevenir os efeitos do diabetes no cortex frontal do cérebro de ratos.

2. MATERIAL E METODOS:

O experimento foi realizado no Laboratério de Histologia do Departamento de
Morfologia e Fisiologia animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Foram
utilizados 50 ratos albinos (Rattus norvegicus albinus), com 60 dias de idade, virgens, pesando
aproximadamente + 250 g, da linhagem Wistar, procedentes do Biotério do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Os
animais foram mantidos em gaiolas com alimentacdo e agua ad libitum, permanecendo em
condicBes padrdes de £ 22 °C com periodo de luz entre 06:00 - 18:00 horas, divididos nos

seguintes grupos:

Grupo GC: Ratos sem a inducdo ao diabetes;

Grupo GD: Ratos induzidos ao diabetes pela estreptozotocina;

44



1015

1016

1017

1018

1019

1020

1021

1022

1023

1024

1025

1026

1027

1028

1029

1030

1031

1032

1033

1034

1035

1036

1037

1038

Grupo GDI: Ratos induzidos ao diabetes pela estreptozotocina e tratados com insulina;

Grupo GDM: Ratos induzidos ao diabetes pela estreptozotocina e tratados com melatonina;

Grupo GDMI: Ratos induzidos ao diabetes pela estreptozotocina e tratados com melatonina e
insulina simultaneamente.

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica institucional, de n°. 36/2017.

2.1. Inducéao do diabetes

O diabetes foi induzido pela administracao intraperitoneal de solugéo de estreptozotocina
(Sigma Chemical Co., USA) ap06s jejum alimentar de 14 horas. A estreptozotocina foi diluida
em tampdo citrato de sédio a 10 mM e pH 4,5, na dose Unica de 60 mg/kg de peso do animal.
Os animais ndo diabéticos (grupo controle) receberam da mesma forma, doses equivalentes de
solucdo salina e decorridos 30 minutos do tratamento todos os animais foram alimentados
normalmente (DALL’AGO et al., 2002). A confirmacdo do diabetes foi feita apds 7 dias da
administracdo da estreptozotocina. Foram incluidos no estudo apenas animais que apresentaram
glicose sanguinea acima de 200 mg/dL (Glicosimetro Kit Accu-Chek Activ) (SPADELLA et
al., 2005). A glicemia de jejum dos animais foi monitorada durante o periodo experimental,
sendo nos dias: 0 (antes da inducdo), 7 (confirmacdo do diabetes), 15 e 30 dias ap0os

administracdes de melatonina ou insulina.

2.2. Tratamento com melatonina

O tratamento com melatonina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi realizado durante 30 dias

na agua de beber. Para isso, a melatonina (10 mg/kg) foi dissolvida em etanol e diluida em

solucdo salina, e adicionada na 4gua de beber. As garrafas de 700 mL eram cobertas com papel
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aluminio e colocadas nas gaiolas sempre no inicio da noite (18:00h) e retiradas na manha

seguinte (6:00h). Durante o dia era feita restricdo de 4gua aos animais.

2.3. Tratamento com insulina

A insulina foi administrada por via subcutanea durante 30 dias, na dose de 5 U/dia, sendo

duas unidades de insulina as 10h, e trés unidades restantes as 19h (PINHEIRO et al., 2011).

2.4. Peso dos animais e dos cérebros

Os animais dos grupos experimentais foram pesados diariamente durante o experimento.
Apos 30 dias de tratamento os animais foram eutanasiados com hidrocloridrato de cetamina (80
mg/kg) e xilazina (6 mg/kg), por via intramuscular, associado a 100 mg/kg de tiopental
intraperitoneal. Apds o processo de eutanasia, os cérebros foram retirados, pesados em balancga
analitica. Posteriormente fragmentos do cortex frontal foram fixados em formaldeido a 10%

tamponado, e processados para inclusdo em parafina.

2.5. Histopatologia e histoquimica

Cortes contendo sec¢Oes transversais do cortex frontral foram submetidos a técnica de
coloracdo pela Hematoxilina - Eosina (H.E.) para analise histopatolégica e pelo Acido
Periodico de Schiff (PAS) para o glicogénio. Foi realizada a quantificacdo do teor de glicogénio
através de imagens capturadas por meio de cAmera de Video Sony®, acoplada ao microscépio
Olympus® Bx50, as quais foram submetidas ao aplicativo Gimp 2.0 para elaboracdo de

histograma RGB (Red-Green-Blue) (OBERHOLZER et al., 1996; LEE et al., 2001).
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2.6. Morfometria

Trés I&minas por animal/grupo foram avaliadas. O volume [V (ref)] do cortex frontal foi
obtido pelo método de Cavalieri (GUNDERSEN; JENSEN 1987). A estimativa da densidade
numeérica dos neurdnios (Nv) no cértex foi calculada usando o método descrito por Gundersen
(1986) e Villeda-Hernandez et al. (2006). O total do numero de neurdnios (N) foi calculado por
meio da seguinte formula: N = V (ref) - Nv (Korbo et al., 1990; West 1993). Na substancia
branca realizou-se uma avaliacdo morfometrica do percentual de fibras nervosas utilizando-se
uma ocular de 10x (contendo internamente um reticulo de WAIBEL com 25 pontos) (WEIBEL
et al., 1966) e objetiva de 40x, onde foram contados seis campos, todos aleatdrios e em sentido
horéario, levando-se em consideracao apenas 0s pontos que incidiram sobre as fibras. No total

foram contados 150 pontos por animal totalizando 450 pontos por grupo.

2.7 Imunohistoquimica (IL6, TNF-a« e apoptose)

A expressdo de citocinas inflamatdrias foi determinada utilizando os anticorpos para
IL-6 ¢ TNFa (Santa Cruz Biotechnology) na diluicdo 1:30. As laminas foram desparafinizadas
e reidratadas em xilol e alcodis. A recuperacdo antigénica foi realizada através de uma solucédo
de tampdo citrato (pH 8.0) em alta temperatura no microondas por 5 minutos. A peroxidase
enddgena foi inibida através de uma solucdo de perdxido de hidrogénio (3%) em metanol. A
reacdo antigeno-anticorpo inespecifica foi bloqueada através da incubacao das laminas em PBS
e albumina sérica bovina (BSA) 5% durante uma hora. Todos os anticorpos (Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA) foram diluidos em PBS/BSA 1% por uma hora.
Subsequentemente, as laminas foram tratadas com o anticorpo secundario por trinta minutos.
A reacgdo antigeno-anticorpo foi observada através de um precipitado marrom ap6s aplicacdo

de 3,3 diaminobenzidina por quatro minutos e contracorados com hematoxilina. As imagens
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foram capturadas por meio de camera de Video Sony®, acoplada ao microscépio Olympus® Bx
50, as quais foram submetidas ao aplicativo Gimp 2.0 para a quantificacdo por meio de
Histograma RGB (Red-Green-Blue) (Oberholzer et al., 1996; Lee et al., 2001).

Para apoptose foi utilizado o método TUNEL (Kit Apoptag — Millipore). Os cortes foram
inicialmente desparafinados e hidratados e, logo em seguida, incubados em PBS (pH 7,4) por
5 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, a proteinase K foi aplicada sobre as laminas
por 15 minutos. As laminas foram lavadas em agua destilada e incubadas em per6xido de
hidrogénio por 5 minutos em temperatura ambiente. Os cortes foram lavados em PBS e
incubados em tampao equilibrio por 60 minutos a 4°C. Depois, os cortes foram incubados em
TdT a 37 °C por 1 hora em camara Umida. Foi aplicada a solugdo stop por 10 minutos em
temperatura ambiente, em seguida, as laminas foram lavadas em PBS e incubadas em anti-
digoxigenina. As laminas foram enxaguadas em PBS e os cortes revelados com substrato
cromogénico diaminobenzidina (DAB, DakoCytomation™) (¥20 minutos), sendo
contracorados com hematoxilina por 20 a 30 segundos. Em seguida, as laminas foram lavadas
em agua corrente, desidratadas em concentracdes crescentes de alcool e colocadas em xilol para
serem montadas e observadas em microscopio de luz. O indice apoptotico foi determinado pela
contagem da porcentagem de células positivas a partir de, pelo menos 500 nucleos subdivididos

em 10 campos escolhidos aleatoriamente utilizando-se a objetiva de 40X (WU et al., 2013).

2.8. Analise estatistica

Para analise estatistica da quantificacdo do glicogénio, morfometria, peso dos animais,
peso do cérebro, indice apoptotico, e da expressdo do TNFa e IL-6 foi utilizado o método nao

paramétrico de Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn (P<0,05).
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3. RESULTADOS:

3.1 Niveis glicémicos

Antes do processo de inducdo ao diabetes, todos os animais dos grupos experimentais
apresentaram niveis de glicose sanguinea abaixo de 120 mg/dL, ndo apresentando diferencas
significativas. Aos 7 dias todos os grupos, com excecao do controle, apresentaram glicemia
acima de 300 mg/dL. Apos 15 e 30 dias do tratamento, apenas 0s animais do grupo diabético
(GD) continuaram a apresentar a média de glicose bastante elevada (474 mg/dL), enquanto que
0s grupos tratados com insulina (GDI), melatonina (GDM) e melatonina/insulina (GDMI)

exibiram valores de glicose estatisticamente semelhante ao grupo controle (GC) (Tabela 1).

3.2 Peso dos animais e dos cérebros

Houve perda progressiva de peso nos animais do grupo GD em relagédo ao controle e aos
demais grupos. Os grupos tratados (GDI, GDM e GDMI) também apresentaram reducéo de
peso quando comparados ao controle, porém sem apresentarem diferencas significativas entre
eles (Tabela 2). Na analise do peso dos cérebros dos grupos experimentais, o grupo GD
apresentou diferenca significativa em relacdo aos demais grupos, evidenciando um menor valor.
Os grupos tratados com insulina (GDI), melatonina (GDM) e com melatonina/insulina (GDMI)

ndo apresentaram diferencas relevantes em relacdo ao grupo GC (Fig. 1).

3.3. Histopatologia e histoquimica
Na regido cortical ndo foram observados alteragdes histopatoldgicas como degeneracéo

ou atrofia ou vacuolizagdo neuronal. Entretanto, na substancia branca verificou-se um nimero
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significativo de regides apresentando varias fibras nervosas desprovidas de axénio nos animais
do grupo GD (Fig. 2). A andlise histoquimica pelo PAS revelou reducdo significativa do
glicogénio no cortex dos animais do grupo GD em relacdo aos demais grupos. Os animais dos
grupos tratados com melatonina associado ou ndo a insulina apresentaram caracteristicas

semelhantes as observadas nos animais do controle (Fig. 3).

3.4. Morfometria

A quantificacdo de neurdnios no coértex frontal do cérebro dos animais dos grupos
experimentais revelou reducdo significativa nos animais do grupo GD em relacdo aos demais
grupos. Nao houve diferencas significativas entre o grupo GC e os tratados com melatonina

associada ou ndo a insulina (Fig. 4).

3.5 Imunohistoquimica (IL-6, TN-a e apoptose)

A imunohistoquimica para IL-6 revelou que os animais do grupo diabético (GD)
apresentaram uma forte marcacéo no cortex cerebral (Fig. 5B) Entretanto, no grupo controle
(GC) (Fig. 5A), tratado com insulina (GDI) (Fig. 5C), melatonina (GDM) (Fig. 5D) e com
melatonina/insulina (GDMI) (Fig. 5E) evidenciou-se uma marcacdo similar, ndo apresentando
diferenca significativa entre esses grupos (Fig. 5F). Para 0 TFN-a o grupo controle (GC) (Fig.
6A), tratado com insulina (GDI) (Fig. 6C), com melatonina (GDM) (Fig. 6D), e com
melatonina/insulina (GDMI) (Fig. 6E) tiveram uma marcac¢do equivalente, ndo apresentando
diferenca significativa. Por outro lado, o grupo diabético (GD) (Fig. 6B) apresentou uma forte

marcacgédo na regido cortical, diferindo significativamente dos demais grupos (Fig. 6F).
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O teste TUNEL revelou um alto indice de apoptose do cértex cerebral dos animais do

grupo GD quando comparados aos animais dos demais grupos (Fig. 6).

4. DISCUSSAO

Em relagéo aos valores glicémicos, estudos indicam que a melatonina néo reduz valores
hiperglicémicos em estado de diabetes (CAM et al., 2003). Entretanto, pesquisas realizadas em
modelos experimentais sugerem que exista uma relagcdo positiva entre a melatonina e a insulina.
Sartori et al. (2009) mostraram que a melatonina aumentou a sensibilidade a insulina, além de
estimular a secrec¢ao deste horménio. Isto corrobora com nossos achados em que os animais do
grupo tratado com melatonina e insulina apresentaram valores de glicose semelhantes aos do
grupo controle.

Sabe-se que a perda de massa muscular € uma caracteristica do estado diabético. Acredita-
se que esta seja resultante de uma alteracdo no metabolismo de proteinas no estado de
hiperglicemia, no qual este pode ser caracterizado por um aumento no catabolismo de proteinas
e gorduras, levando a uma diminuicdo da massa corporal dos animais (LUCIANO ; MELLO,
1999; MOURA et al., 2012), o que pode justificar os resultados observados nos animais do
grupo diabético. Por outro lado, os animais dos grupos tratados com insulina associada ou ndo
a melatonina também demonstraram perda de peso em relacdo aos animais do grupo controle,
porém com menor intensidade que os do grupo diabético. Isso demostra que tanto a insulina
como a melatonina podem regular o peso corpéreo através do balango energético, no qual toda
energia captada pela alimentacdo € utilizada e armazenada como estoque energético (SBEM,
2017).

Sabe-se que o cérebro é extremamente dependente da glicose, e pode ser danificado por

anormalidades induzidas pela hiperglicemia (BLURTON-JONESA et al., 2009, YAMADA et
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al, 2002). Isso ocorre porque os disturbios do transporte neuronal de glicose e do metabolismo
na hiperglicemia podem induzir a produgdo de uma quantidade aumentada de radicais livres em
condicdo diabética e subsequentemente afetar negativamente a producao do fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF). O BDNF desempenha um papel importante na sobrevivéncia dos
neurdnios, no seu crescimento (ax6nios e dendritos), e na formacdo e fungdo das sinapses
(YAMADA et al, 2002; BLURTON-JONESA et al, 2009). Isso poderia explicar a degeneracao
do ax6nio na substancia branca e redugdo dos teores de glicogénio no cortex dos animais
diabéticos, o que foi prevenido nos animais tratados com melatonina independente da
associacdo com a insulina, provavelmente pela capacidade dessa idolamina promover a
expressdo do BDNF (LUO et al., 2017). Com relacédo a insulina, Ghasemi et al. (2013) relataram
a presenca de maior quantidades de receptores desse horménio em varios locais como o bulbo
olfativo, cortex cerebral, hipocampo, cerebelo e plexo coroide, sugerindo sua importancia na
sobrevivéncia neuronal, na plasticidade sinéptica e na absor¢éo da glicose (BANKS, 2004).

A anélise morfometria revelou reducdo do nimero de neurdnios no cortex frontal dos
animais do grupo diabético sem tratamento. Isso sem duvida esta relacionado ao alto indice
apoptético observado nesses animais, justificando também a reducdo do peso do cérebro em
relacdo aos animais dos demais grupos. A apoptose é uma série de processos programados para
a execucdo da morte celular, e desempenha um papel significativo na manutencdo da
homeostase dos tecidos. Quando desregulado, este processo é associado a diversos estados
patoldgicos como doencas neurodegenerativas e diabetes mellitus (LEE; PERVAIZ, 2007;
DOSERMANS et al., 2017).

Em estudos relacionados com o sistema nervoso central, a administracdo de melatonina
exogena resultou em uma diminuicdo de células TUNEL-positivas, indicando o efeito neuro-
protetor deste hormonio e sugerindo que a melatonina poderia atuar na prevencédo de doencas

neurodegenerativas através da inibicdo da via intrinseca da apoptose (LIMA et al., 2005;
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TUZCU; BAYDAS, 2006; FERREIRA et al., 2010; BRAZ, 2015 ). No que se refere a insulina,
esta é capaz de inibir a apoptose em situacdes de estresse oxidativo, isquemia e toxicidade do
peptideo B-amildide (GHASEMI et al., 2013; BRAZ 2015).

As citocinas proé-inflamatérias desempenham um papel fundamental na patogénese do
diabetes (GOSH et al., 2015). Nossos resultados mostraram que houve uma forte marcacao da
IL-6 e do TNF-a na area cortical do cérebro dos animais do grupo diabético em relagdo aos
animais dos demais grupos. Isso estabelece a presenca de um processo de neurodegeneracao o
que pode levar a complicacdes cerebrais (WAJANT et al., 2003; NEGI et al., (2010);
CUTANDO et al., 2015). No entanto, esses efeitos foram prevenidos pela melatonina associada
ou ndo a insulina, certamente pelo fato desse horménio ser um potente inibido de interleucinas
inflamatorias (KUMAR; SHARMA, 2010; SERAPHIM et al., 2010). Além disso, estudos
comprovam a ligacéo da insulina com a regulacdo da resposta inflamatoria, uma vez que este
hormdnio participa de processos que inibem a producdo de citocinas inflamatérias como IL-6
e TNF-o (BRAZ et al., 2015).

Diante dos resultados, pode-se concluir que o tratamento com melatonina associada ou
ndo a insulina se mostrou benéfico para prevenir os efeitos do diabetes no cértex frontral do
cerebro de ratos. Entretanto, a importancia clinica e fisiologica dessa administracdo exige mais
esclarecimentos para melhor compreensdo dos mecanismos pelo qual a melatonina exerce esses

efeitos benéficos.
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1389 Tabela 1: Niveis séricos de glicose (mg/dL) nos animais dos grupos experimentais.

0 dia 7 dias 15 dias 30 dias
Grupos inducéo confirmacéo da inducéo da inducéo

GC 96,75 +£5,17a 99,17 +£2,14b 102,30 £ 3,47b 110,80 = 7,46b
GD 95,00 + 3,36a 349,06 + 12,02a 348,80 + 11,43a 474,00 +9,87a
GDI 92,25 + 4,38a 338,77 £9,43a 110,30 +7,59b 128,30 + 10,23b
GDM 92,00 + 3,55a 343,91 +7,88a 117,50 + 9,80b 120,30 + 8,16b
GDMI 91,64 + 3,09 335,48 + 11,22a 108,44 +8,12b 119,58 +7,39%b

P 0,0763 0,0223 0,0066 0,0132

1390 Meédias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem significativamente pelo teste de

1391  Dunn (p<0,05).

1392
1393
1394
1395

1396 Tabela 2: Peso dos animais dos grupos experimentais.

0 dia 7 dias 15 dias 30 dias
Grupos inducéo confirmacéo da inducéo da inducéo

GC 245,30 = 7,54a 273,80 £ 2,50a 284,50 = 19,82a 305,50 * 6,85a
GD 247,80 £ 9,28a 202,50 £ 7,72¢c 144,30 £ 7,18c 118,00 £ 3,55¢c
GDI 246,30 + 6,39 241,30 £ 11,59 242,00 £10,03b 264,30 + 3,40b
GDM 240,00 £+ 7,07a 237,30 £ 8,84b 235,00 + 10,98b 255,30 £ 9,81b
GDMI 239,80 % 5,56a 243,00 + 3,74b 238,50 + 17,82b 259,30 + 3,20b

P 0,4242 0,00101 0,0323 0,0004

1397 Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem significativamente pelo teste de Dunn (p<0,05).
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Figura 1. Peso dos cérebros dos animais dos grupos experimentais. GC - grupo controle; GD
- grupo diabético; GDI - grupo diabético tratado com insulina; GDM - grupo diabético tratado
com melatonina; GDMI - grupo diabético tratado com melatonina/insulina. Médias seguidas

pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste Dunn (p<0,05).
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Figura 2. Fotomicrografia da substdncia branca do cérebro dos animais dos grupos
experimentais. A (GC); B (GD); C (GDI); D (GDM) e E (GDMI). F — Percentual de fibras
nervosas sem axénio. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre

si pelo teste de Dunn (p<0,05). H.E. Setas - fibras nervosas sem axonio.

63



1450

1451

1452

1453

1454

1455

1456

1457

1458

1459

1460

1461

1462

1463

1464

1465

1466

1467

1468

1469

1470

1471
1472
1473
1474

Quantificagiio do glicogénio (pixels)

<
-
-

Figura 3. Fotomicrografia do cortex cerebral dos animais dos grupos experimentais. A (GC);
B (GD); C (GDI); D (GDM) e E (GDMI). F — Quantificagdo em pixels do teor de glicogénio.
Notar reducdo significativa no grupo GD. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Dunn (p<0,05). PAS.
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1492 Figura 4. Estimativa do nimero de neurénios do cortex cerebral dos animais dos grupos
1493 experimentais. GC - grupo controle; GD - grupo diabético; GDI - grupo diabético tratado
1494 com insulina; GDM - grupo diabético tratado com melatonina; GDMI - grupo diabético
1495 tratado com melatonina/insulina. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

1496 significativamente entre si pelo teste Dunn (p<0,05).
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Figura 5. Imunohistoquimica para IL-6 no cérebro. Observar em A (GC), C (GDI), D (GDM)
e E (GDMI) fraca marcacéo, e em B (GD) forte marcagdo na camada cortical. F - Quantificagdo
em pixels. Notar aumento significativo no grupo GD. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente entre si pelo teste de Dunn (p<0,05).
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Figura 6. Imunohistoquimica para TNF-o no cérebro. Observar em A (GC), C (GDI), D (GDM)
e E (GDMI) fraca marcacéo, e em B (GD) forte marcacdo na camada cortical. F - Quantificagdo
em pixels. Notar aumento significativo no grupo GD. Médias seguidas pela mesma letra ndo

diferem significativamente entre si pelo teste de Dunn (p<0,05).
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Figura 7. Imunohistoquimica para apoptose no cérebro. Observar em A (GC), C (GDI), D
(GDM) e E (GDMI) fraca marcagéo, e em B (GD) forte marcacdo na camada cortical. F - Indice
apoptético. Notar aumento significativo no grupo GD. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente entre si pelo teste de Dunrtn (p<0,05).
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