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APRESENTAÇÃO

O VOLUME 3 da coletânea intitulada: “As Ciências da Saúde desafiando o status 
quo: construir habilidades para vencer barreiras” apresenta aos leitores resultados 
de estudos atualizados sobre a contextualização da Pandemia decorrente  da infecção 
causada pelo vírus SARS-COV-2 (Covid-19), como por exemplo: 1. O Projeto “FisioArte” 
enfocando o aspecto da empatia tão necessária durante o período da pandemia, 2. A 
Homeopatia como terapia alternativa e complementar para a Covid-19; 3. A atuação da 
Odontologia hospitalar e uso da laserterapia na atenção aos pacientes com Covid-19 em 
Unidade de Terapia Intensiva (UTI); 4. Comunicação científica e acessível sobre a Covid-19 
em Teresópolis (Rio de Janeiro); 5. Efeitos da posição prona em pacientes com Covid-19; 
6. Perfil epidemiológico e clínico dos casos de síndrome gripal diagnosticado como
infecção pelo vírus Sars-cov-2 no município de Santarém (Pará); 7. Práticas extensionistas
na pequena África e suas reestruturações no território: assistências possíveis frente à
pandemia.

Esse volume apresenta também uma ampla contextualização de várias patologias,  
medidas de prevenção, tratamentos, como por exemplo: - Medidas de prevenção da 
pneumonia associada à ventilação mecânica como indicador de qualidade na assistência à 
saúde; - A aplicação do Método do Arco De Manganez na Assistência ao deficiente auditivo; 
- A visita ao estabelecimento de venda de açaí como estratégia de aprendizado sobre
a prevenção da Doença de Chagas; - CUTIA (Dasyprocta Prymnolopha) como modelo
potencial para estudos em Dermatologia humana e veterinária; - Desbridamento biológico:
o uso da terapia larval em feridas complexas; - Efeito do Tadalafil sobre o comportamento
e a neuroinflamação em modelo de Encefalopatia Diabética experimental; - Interação entre
Ozonioterapia e campos eletromagnéticos pulsados no controle do crescimento do tumor e
no gerenciamento de sintomas e dor; - Investigação da expressão diferencial de ADAMTS-13 
em câncer de cólon como biomarcador diagnóstico; - Necrose tecidual como complicação
do preenchimento com ácido hialurônico; - Neoplasia prostática e PET-CT PSMA-68ga:
um novo método de rastreio; - O deslocamento da Febre Amarela e a sua crescente nas
regiões sul e sudeste do Brasil; - O risco da radiação ultravioleta no desenvolvimento do
melanoma cutâneo; - Partes vegetais focadas em estudos anticâncer sobre espécies mais
indicadas no sudoeste de mato grosso (Brasil); - Qualidade de vida de pacientes com
doenças crônicas não transmissíveis; - Queimaduras: abordagem sistêmica sobre o manejo
em cirurgia plástica; - Reação imunológica na cirrose alcoólica; - Repercussões nutricionais
no pós-operatório de Cirurgia Bariátrica; - Síndrome de Guillain-Barré: sintomas, tratamento
e cuidados farmacêuticos; - Terapia biológica nas doenças inflamatórias intestinais; - Uso
inadequado de antibióticos: modificação da microbiota residente e a seleção de bactérias
resistentes.



Diante da importância dos temas citados, a Atena Editora proporciona através 
desse volume a oportunidade de uma leitura rica de conhecimentos resultantes de estudos 
inovadores. 

Isabelle Cerqueira Sousa 
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RESUMO: O diabetes é caracterizado por 
hiperglicemia resultante de defeitos na secreção 
e ação da insulina e o SNC é suscetível aos 
seus efeitos deletérios em longo prazo. Tadalafil 
é um inibidor de PDE5 e seu uso reduz déficits 
neurológicos. O objetivo do atual estudo foi 
analisar os efeitos do tadalafil frente aos 
processos cognitivos e a neuroinflamação em 
modelo de encefalopatia diabética experimental. 
A experimentação foi feita em 8 semanas de 
tratamento, onde 20 camundongos foram 
distribuídos em 4 grupos: Controle (CTL), 
Estreptozotocina (STZ), Tadalafil 15mg/kg 
(TAD 15) e Tadalafil 25mg/kg (TAD 25). O 
TAD foi administrado via oral diariamente. Na 
1ª e 8ª semana foi verificada a glicemia dos 
camundongos, e a média de peso de cada grupo 
foi calculada semanalmente. Na 7ª semana foi 
realizado o teste comportamental Labirinto de 
Barnes, a fim de verificar a memória e aprendizado 
dos animais. Na 8ª semana, os animais foram 
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eutanasiados e fragmentos do cérebro foram processados para western blot (WB). Todos os 
dados foram analisados estatisticamente no GraphPad Prism v.8.0. Com base nos dados, 
foi observado que o tadalafil não possui efeitos sobre o peso dos animais e na glicemia. 
Dados do teste de barnes mostrou resultado positivo na fase de memória espacial, não sendo 
significativo na fase de aprendizado. Na análise dos dados de WB, foi visto que o eNOS e 
COX2, ambos marcadores neuroinflamatórios, resultou em aumento significativo no grupo 
STZ e reduziu após tratamento, porém o eNOS não observou dados significativos. Com base 
nesses achados, a conclusão preliminar obtida é de que o tadalafil tem resposta positiva 
frente à inflamação, principalmente no grupo TAD15 que melhor respondeu em todos os 
dados. Sendo assim faz-se necessário aprofundar as análises, a fim de elucidar o potencial 
efeito do tadalafil. 
PALAVRAS-CHAVE: Encefalopatia, Diabetes, Neuroinflamação, comportamento.

EFFECTS OF TADALAFIL ON BEHAVIOR AND NEUROINFLAMMATION ON A 
DIABETIC ENCEPHALOPATHY EXPERIMENTAL MODEL

ABSTRACT: Diabetes is characterized by hyperglycemia resulting from defects in insulin 
secretion and action, and CNS is susceptible to its long-term deleterious effects. Tadalafil is 
a PDE5 inhibitor that can reduce neurological deficits. The goal of this study is to analyze the 
effects of the tadalafil upon cognitive processes and the neuroinflammation in a experimental 
model of diabetic encephalopathy. The experiment lasted 8 weeks of treatment, where 20 
mice were distributed in 4 groups: control (CTL), streptozotocin (STZ), tadalafil 15mg/kg (TAD 
15) and tadalafil 25mg/kg (TAD 25). TAD was administered orally daily. Mice glycemia was 
collected at the 1st and 8th week and the average weight of each group was calculated weekly. 
At the 7th week, Barnes’s labyrinth behavioral test was held in order to verify memory and 
learning. At the 8th week, the animals were euthanized and brain fragments were processed 
to Western Blot (WB). All data was statistically analyzed in GraphPad Prism v.8.0. It was 
observed that tadalafil has no effects on the weight and glycemia of the animals. Barnes test 
data showed a positive result in the spatial memory phase, not being significant in the learning 
phase. In the analysis of WB data, it was seen that ENOs and COX2, both neuroinflammatory 
markers, resulted in a significant increase in the STZ group and reduced after treatment, but 
Enos did not observe significant data. Based on these findings, the preliminary conclusion 
obtained is that tadalafil has a positive response to inflammation, especially in the TAD15 
group which had the best response. Thus, it is necessary to deepen the analyzes in order to 
elucidate the potential effect of the tadalafil. 
KEYWORDS: Encephalopathy, Diabetes, Neuroinflammation, behavior.

1 |  INTRODUÇÃO
A disfunção cognitiva e a demência foram recentemente comprovadas como 

complicações comuns (e sub-reconhecidas) do diabetes mellitus (DM). De fato, vários 
estudos evidenciaram que os fenótipos associados à obesidade e/ou alterações na 
homeostase da insulina apresentam riscos aumentados de desenvolvimento de declínio 
cognitivo e demência, incluindo não apenas a demência vascular, mas também a 
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doença de Alzheimer (DA). Esses fenótipos incluem pré-diabetes, diabetes e a síndrome 
metabólica. Ambos os tipos de diabetes 1 e 2 também são importantes fatores de risco para 
a diminuição do desempenho em várias funções neuropsicológicas (RORIZ FILHO, 2009). 
O DM2 causa atrofia cerebral com resistência à insulina, estresse oxidativo e degradação 
do citoesqueleto (MOROZ, 2008).

Globalmente, estima-se que 387 milhões de pessoas sofram de diabetes (prevalência 
de 8,3%); no Brasil, a estimativa é de 11.934 milhões. O diabetes é uma doença de elevada 
morbidade, pois a sua progressão ocasiona várias complicações que podem afetar órgãos 
como rins, olhos, coração, vasos sanguíneos e nervos (LOUZADA e VARGAS, 2015).

Sabe-se que o sistema nervoso central (SNC) é suscetível às complicações 
decorrentes do diabetes, provocadas pela hiperglicemia crônica. A encefalopatia diabética 
é uma dessas complicações, na qual os danos no cérebro são caracterizados por alterações 
do funcionamento cognitivo, modificações estruturais e neurofisiológicas, podendo se 
manifestar em pessoas com diabetes tipo 1 e tipo 2 (LOUZADA e VARGAS, 2015).

Alguns pesquisadores sugerem que a excessiva produção de espécies reativas 
de oxigênio (ERO) e o comprometimento das defesas antioxidantes mediadas pela 
hiperglicemia podem estar envolvidos com o dano tecidual no cérebro de pacientes 
diabéticos (REIS, VELOSO, MATOS et al., 2008). O desequilíbrio entre a produção celular 
de ERO e os mecanismos antioxidantes que neutralizam essas espécies é denominado 
estresse oxidativo. Essa alteração do estado redox parece estar associada com o 
desenvolvimento e a progressão da encefalopatia diabética (LOUZADA; VARGAS, 2015).

A hiperglicemia sobre o SNC apresenta características em comum com a doença 
de Alzheimer tais como distúrbios cognitivos associados à hiperfosforilação da Tau, 
inflamação e ativação das células gliais (DIAS IH, GRIFFITHS HR, 2014). Tais alterações 
têm sido pouco exploradas, portanto, faz-se necessário investigar a neurodegeneração 
provocada por hiperglicemia. Tem sido demonstrado que o uso de inibidores de PDE5 
em modelo de Alzheimer modula o aprendizado e memória via acúmulo de GMPc, reduz 
déficits neurológicos, aumenta a recuperação funcional e neurogênese (GARTHWAITE et 
al. 2015, WANG L, 2017).

Para a avaliação completa do diagnóstico são feitos alguns testes com foco na 
parte neurológica. Um deles é o labirinto de Barnes que é uma tarefa de memória espacial 
que requer que os participantes aprendam a posição de um buraco que pode ser usado 
para escapar da superfície aberta e bem iluminada do labirinto (HARRISON; REISERER; 
TOMARKEN et al., 2006). O método do labirinto de Barnes consiste em uma mesa circular 
com orifícios ao redor da circunferência, colocada em uma sala com sinais visuais na 
periferia. A maioria desses buracos leva a uma queda aberta no chão, mas um único furo 
leva a uma caixa de coleta, na qual o animal pode se esconder. Investigadores podem medir 
a quantidade de tempo para encontrar a entrada correta, o número de entradas incorretas 
explorados e a extensão do caminho exploratório. O labirinto Barnes é considerado menos 
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estressante do que o labirinto aquático de Morris (CARTER; SHIEH, 2015).
Uma vez que o diabetes possui características inflamatórias, sendo considerado um 

fator de risco para a doença de Alzheimer (DA) e danos à memória de aprendizado, como 
justificativa faz-se necessário elucidar se o tratamento com inibidor de PDE5 (tadalafil) 
reverte os prejuízos cognitivos e inflamação no SNC causado pelo diabetes e, assim ser um 
fármaco potencial para inibição ou diminuição do desenvolvimento da DA.

2 |  OBJETIVO
O objetivo do atual estudo foi analisar os efeitos do tadalafil frente aos processos 

cognitivos e a neuroinflamação em modelo de encefalopatia diabética experimental.

2.1 Objetivo específico

• Avaliar semanalmente os pesos dos camundongos;

• Verificar a Glicose na 1ª e na 8ª semana de experimento;

• Avaliar os efeitos do tadalafil no aprendizado e na memória espacial por meio 
do Labirinto de Barnes;

• Analisar os efeitos do tadalafil na modulação da inflamação através de marca-
dores imunomoduladores: IL-1β e COX-2.

3 |  METODOLOGIA

3.1 Parcela experimental
Foram utilizados camundongos Swiss webster adultos jovens (10-12 semanas) 

obtidos do Biotério de Experimentação Animal do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, 
Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) mantidos em condições S.P.F. (specific-pathogen free) 
com água e ração autoclavados ad libitum, tendo a temperatura e o fotoperíodo em ciclos 
de 12 horas controlados durante todo o experimento. Os animais foram separados em 
grupos experimentais distintos, sendo cada grupo constituído por 5 camundongos (n=5). 
Os protocolos envolvendo animais de laboratório serão executados de acordo com as 
normas da Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório (SBCAL/COBEA). 
Foram distribuídos nos seguintes grupos: 

1- Controle - sem estreptozotocina (CTL);

2- Diabético - receberão STZ (STZ);

3- STZ + Tadalafil   – receberam STZ e Tadalafil na dose de 15 mg/Kg. (STZ+TAD);

4- STZ + Tadalafil - receberam STZ e Tadalafil na dose de 25 mg/kg (STZ+TAD).

Todos os grupos receberam água e ração ad libitum. A STZ foi administrada via 
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intraperitoneal (90 mg/Kg), dois dias consecutivos após jejum overnight. No quarto dia, após 
a confirmação do diabetes, o tratamento com tadalafil (gavagem) foi iniciado diariamente, 
durante 8 semanas. (OLIVEIRA et al., 2016).

O acompanhamento do peso dos animais foi realizado semanalmente. Após oito 
semanas de tratamento, os animais foram eutanasiados e fragmentos cerebrais foram 
recolhidos para processamentos.

3.2 Labirinto Circular de Barnes
Para avaliar o aprendizado e memória, na última semana de experimento os animais 

foram submetidos ao labirinto Barnes, que consiste numa plataforma circular iluminada 
com 20 entradas. Uma delas tem uma caixa escura alvo e os demais são fechados. Na fase 
de aprendizado, os animais foram treinados para achar a saída durante cinco dias, sendo 
ensinados a achar a entrada-alvo inicialmente e posteriormente deixados para explorar e 
encontrar a caixa durante 5 minutos, no máximo. Passaram três dias sem treino e no 9º 
dia foi realizada a fase de memória, que consistiu em deixar os camundongos na mesa 
até encontrar a caixa ou por 2 minutos e 30 segundos, que foi o tempo limite estabelecido 
(JOLIVALT et al., 2008).

3.3 Western Blot
As proteínas (40 µg) foram separadas em géis de eletroforese e transferidas para 

uma membrana de nitrocelulose (BioRad, CA, USA). Após bloqueio (5% de leite desnatado), 
as membranas foram incubadas e usados os anticorpos contra: IL-10, eNOs/iNOS, IFN-γ 
e COX-2 e, posteriormente incubados com anticorpo secundário IgG conjugado com 
HRP (1:800 ou 1:1600, Sigma). As bandas proteicas foram visualizadas por scanner de 
western blot (LI-COR) mediante reação com agente quimioluminescente. A quantificação 
da densidade de pixels foi determinada usando o programa Gimp2.6.

3.4 Análise Estatística
Os dados foram analisados através do ANOVA one-way, seguido do teste de Kruskal-

Wallis usando o GraphPad Prism v 8.0.

4 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Tadalafil não apresenta efeitos no peso corpóreo e na glicemia
As pesagens foram feitas sempre no início de cada semana, por 8 semanas. As 

médias obtidas de cada grupo foram 40,6g/ 37,52g/ 33,86g/ 34,73g dos grupos Controle, 
STZ, STZ+TAD 15mg/kg e STZ+TAD 25mg/kg respectivamente. O peso corporal não variou 
significativamente entre os três grupos diabéticos em comparação com o grupo Controle, 
nos dois momentos testados durante o período de observação de 8 semanas, ou seja, o 
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tadalafil não apresentou interferência neste parâmetro (Figura 1). Este resultado está de 
acordo com os achados do trabalho de MYINT, K.-M. et al, 2016. 

Figura 1: Média dos pesos semanais dos grupos experimentais, utilizando a análise de variância 
(ANOVA), sendo estatisticamente significativo quando p<0,05. 

A aferição da glicose foi realizada na 1ª semana, após a indução da doença, e na 
8ª semana, antes da eutanásia. Os camundongos foram considerados diabéticos quando 
os níveis de glicose no sangue se encontravam ≥ 200 dl/mL. Nota-se que no grupo STZ, 
houve uma reação significativa pelo próprio organismo dos camundongos. A hipótese mais 
provável é de que houve uma destruição parcial das células Beta (MARASCHIN J.F. et 
al, 2010), onde as células remanescentes continuaram liberando em menor quantidade a 
insulina, diminuindo os níveis da glicose neste grupo, devido ao intervalo de tempo sem 
nenhuma renovação de injuria a essas células. Nos grupos que receberam tratamento, 
houve redução da glicemia, porém em menor grau, o que nos mostra que o tadalafil tem 
uma interferência negativa nesse parâmetro (Figura 2). Diante deste achado é necessário 
maiores avaliações para elucidar este resultado e ter uma maior clareza dos processos 
envolvendo as células betas do pâncreas.
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Figura 2: Aferição da glicose, utilizando a análise de variância (ANOVA), sendo estatisticamente 
significativo quando p<0,05. 

4.2 Tadalafil não possui ação na fase de aprendizado, se mostrando melhor 
na fase de memória espacial

Com o labirinto (Figura 3), num primeiro momento, podemos observar a fase de 
aprendizado (Figura 4), onde é ensinado aos camundongos a achar a entrada alvo. Nesta 
fase observamos o grupo CTL em linha azul, e comparar com o grupo doente, em linha 
vermelha (Figura 4). Nota-se que o tempo deste último se manteve elevado durante todo 
a semana, tendo o pior resultado. Entre eles ficaram os grupos que receberam tratamento, 
variando entre si. O terceiro dia foi o que apresentou o melhor resultado do grupo 
STZ+TAD15 em relação ao grupo CTL. Isso significa que o processo de aprendizagem 
estava em progresso, porém a partir deste dia os números aumentaram, até o 5º e último 
dia da fase de aprendizado. Portanto, o tadalafil não se mostrou efetivo nesta fase.  
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Figura 3:  Labirinto de Barnes. 

Fonte: Dr. Paulson’s Lab.

 

Figura 4: Gráfico da fase de aprendizado, com durabilidade de 5 dias. No gráfico há a representação 
da fase de memória, ocorrido no 9º dia de teste. O tempo foi contabilizado em segundos.

No segundo momento, após 3 dias da finalização da fase de aprendizado, foi 
verificado a fase de memória (Figura 5), onde o camundongo tem 2 min e 30 seg para 
encontrar a entrada alvo sem nenhum ensinamento prévio. Notamos que nesta fase, o 
grupo STZ não diferiu significativamente do grupo CTL. Já o STZ+TAD15 se destacou em 
relação ao mesmo grupo. O grupo STZ+TAD25 foi o que teve o pior resultado nesse dia em 
relação ao CTL. Sendo, portanto, que a melhor dosagem para este parâmetro é 15 mg/kg 
já que, de forma geral foi o resultado com um melhor desenvolvimento.
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Figura 5: Gráfico da fase de memória a longo prazo, procedido no 9º dia de teste. Tempo contabilizado 
em segundos.

4.3 Tadalafil melhora a vasoconstrição através da fosforilação da eNOS
O marcador eNOS (sintase endotelial do óxido nítrico) é um vasodilatador dependente 

do Ca2+ livre intracelular (BUSSE; FLEMING, 1995), é expressa constitutivamente nas 
células endoteliais e está envolvida em processos homeostáticos como neurotransmissão, 
peristaltismo e controle imediato da pressão arterial (FLORA FILHO E ZILBERSTEIN, 
2015). 

Na figura 6 é possível notar que há uma alta expressão deste marcador no grupo 
STZ, em relação ao grupo CTL, significando que foi necessário a ativação de um processo 
homeostático na região. Observamos que tanto o grupo STZ+TAD 15, quando o grupo 
STZ+TAD 25 apresentou uma diminuição na expressão do marcador, o que significa uma 
redução na necessidade de um processor vasodilatador na região. Estatisticamente, esse 
processo não foi significativo, sendo necessário mais análises para este parâmetro, afim de 
elucidar o resultado (Figura 7).

Figura 6: Efeito do tadalafil no processo homeostático. Análise da expressão da proteína eNOS (130 
KDa) para Western Blot.
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Figura 7:  Média dos pixels por grupo experimental, utilizando o teste Kruskal-Wallis, sendo 

estatisticamente significativo quando P <0.05.

4.4 Tadalafil reduz expressão de citocinas pró-inflamatória em tecido 
neuroinflamado

O marcador COX-2 (enzima ciclooxigenase 2), é responsável pela síntese de 
prostaglandinas a partir do ácido araquidônico e encontra-se envolvida no processo de 
inflamação e angiogênese. Ademais, atua na inibição do apoptose, invasão, metástases, 
e modulação da diferenciação celular (WANG et al, 2014). Nesta análise nota-se que em 
relação ao grupo CTL, o grupo STZ+TAD15 possui um aumento significativo da expressão 
desse marcador (Figura 8), significando, portanto, que há uma alta expressão nos processos 
relacionados a ele. Isso se deve ao fato de que ainda há um processo inflamatório acontecendo 
nos grupos tratados, significando que o tadalafil, neste intervalo de tempo, não foi capaz de 
cessar ao nível do grupo Controle, porém percebesse que o grupo TAD25 melhor respondeu 
a este parâmetro, se mostrando então a melhor dosagem (Figura 9). Observando essa 
divergência de resultados, em relação os anteriores, se faz necessário uma maior análise 
deste parâmetro com outros marcadores para elucidar este efeito.

Figura 8: Efeito do tadalafil no processo homeostático. Análise da expressão da proteína COX-2 (74 
KDa) para Western Blot.
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Figura 9:  Média dos pixels por grupo experimental, utilizando o teste one-way ANOVA, sendo 
estatisticamente significativo quando P <0.05.

5 |  CONCLUSÃO
Os efeitos dessa droga em pacientes com doenças neurodegenerativas são poucos 

explorados. A partir das análises feitas neste estudo pode-se inferir que o Tadalafil é 
um medicamento promissor para enfermos com encefalopatia diabética, pois foi capaz 
de reduzir a neuroinflamação no tecido, isso significa uma regulação na fisiologia do 
hipocampo em animais diabéticos, diminuindo a perda neuronal, que consequentemente 
pode promover melhoria na memória espacial. 

Por ser um medicamento acessível e pouco custoso, é necessário e importante 
a continuação dos estudos acerca do Tadalafil, afim de elucidar estes e mais resultados 
relevantes com uma maior variedade de técnicas para, futuramente, prosseguir com testes 
em humanos. 
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