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RESUMO

O Diabetes Mellitus € uma doenca cronica do metabolismo da energia e
uma de suas caracteristicas sdo as complicacdes cronicas. A neuropatia esta
como uma das complica¢des cronicas mais freqiientes do Diabetes Mellitus. A
sua fisiopatologia ainda persiste como um desafio a ser resolvido.

A neuropatia diabética apresenta diversos quadros clinicos. Em um
desses quadros se manifesta, também de uma forma heterogénea, como dor
crdnica neuropatica de dificil tratamento, provocando grande sofrimento em
seus portadores. Dentre os varios tipos de neuropatias diabéticas dolorosas, a
polineuropatia simétrica sensitivo-motora se destaca pela sua maior freqii€ncia.

A falta de modelos animais que representem fielmente essa condicfo
clinica de dor faz com que ainda se conheca muito pouco a neuropatia dolorosa
diabética em termos de sua fisiopatologia e tratamento.

Os dados da literatura sobre dor experimental em ratos diabéticos sdo
conflitantes ¢ em sua grande maioria quantificam somente comportamentos
evocados de dor. Além disso, a maior parte desses estudos foi realizada em
curtos periodos de duragdo da doenga.

Com o objetivo de estudar as alteragdes comportamentais espontineas,
que no nosso conhecimento até o momento ndo foram relatadas na literatura
sobre o tema, induzimos diabetes quimico em 32 animais através da injecdo de
estreptozotocina 75 mg/Kg via intraperitoneal. Os animais foram entdo,
acompanhados por até 27 semanas. Nesse estudo procuramos, através da
observagdo clinica, por alteraces similares ao diabetes humano e por
evidéncias de neuropatia motora e sensitiva, através da utilizagdo dos
pardmetros do indice funcional cidtico e do teste térmico com estimulos ndo
nocivo (40° C) e nocivo (46° C), respectivamente. Entretanto, o alvo do nosso
estudo foi caracterizar as alteragdes comportamentais espontdneas que
pudessem sugerir indicios de dor crénica, particularmente o comportamento de
cocar-se que tem sido proclamado como pardmetro de dor cronica nociceptiva
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em ratos artriticos, € neuropatica em ratos com mononeuropatia cidtica
compressiva.

Para comprovar esses possiveis resultados, tentamos reverter tais
alteragGes comportamentais utilizando um analgésico potente (morfina) e
antagonizar seus efeitos sobre os comportamentos através de um antagonista
especifico (naloxona).

Os nossos resultados evidenciaram uma sindrome clinica similar ao
diabetes humano (com politria, catarata, e perda de peso), neuropatia motora
de predominio distal, neuropatia sensitiva (hipoalgesia em alguns animais e
hiperalgesia em outros). A analise comportamental revelou um aumento do
comportamento de cogar-se e de descansar, uma redugdo dos comportamentos
motores, ¢ de alimentar-se, e limpar-se. Os testes farmacolégicos com morfina
mostraram um inibi¢cdo do comportamento de cocar-se com reciproco aumento
das atividades motora e alimentar, e diminuigdo do repouso. A naloxona
antagonizou os efeitos induzidos pela morfina.

Os resultados obtidos nos permitem concluir que os animais
diabéticos apresentaram ao longo de 27 semanas, alteracdes clinicas gerais e
neurologicas similares as encontradas em pacientes diabéticos, tais como
politiria, catarata, evidéncias de disautonomia, perda de peso, neuropatia
motora e sensitiva dolorosa. Isto confirma que o modelo representa bem o
estado clinico encontrado no Diabetes Mellitus humano. Além disso, os ratos
diabéticos apresentaram evidéncias comportamentais de dor cronica constatada
pela diminui¢do dos comportamentos de farejar, empinar-se, alimentar-se, e
limpar-se, ¢ um aumento dos comportamentos de cocar-se, € de descansar. A
morfina reduziu o tempo gasto com o comportamento de cogar-se em animais
diabéticos e essa agfo foi antagonizada pela naloxona, confirmando assim que
esse comportamento, possivelmente, também ¢ manifestacdo de dor nesse
modelo de neuropatia diabética dolorosa em ratos.
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ABSTRACT

Diabetes Mellitus is a chronic disease of energy metabolism and chronic
complications are one of its major caracteristics. Neuropathy is the most
prevalent chronic complication of Diabetes Mellitus. Its physiopathology still
remains as a challenge to be solved.

The diabetic neuropathy shows several clinical pictures. In one of these,
the diabetic neuropathy manifests itself as a chronic neuropathic pain of
difficult control, provoking a great anguish in its bearers. Among the several
types of painful diabetic neuropathies, the sensorimotor symmetric
polyneuropathy outstands for its greatest frequency.

Animal models that faithfully represent this painful clinical condition are
lacking, and this is one of the reasons why we know very little about the
physiopathology and treatment of the painful diabetic neuropathy.

The literature about experimental pain in diabetic rats is conflicting, and
in its majority concerns only painful evoked behaviors. Moreover, the majority
of these works was accomplished in short periods of disease.

With the purpose of studying not yet reported spontaneous behavioral
changes in diabetic rats, we induced diabetes in 32 rats with an intraperitoneal
injection of streptozotocin in a dose of 75 mg/Kg. The animals were then
followed during 27 weeks. In this study, we looked for changes similar to
human diabetes, and for sensorimotor neuropathy evidences, through the
utilization of clinical observations, sciatic functional index parameters, and
thermal tests with non-noxious (40° C) and noxious (46° C) stimulus,
respectively. Nevertheless, the aim of our study was to characterize the
spontaneous behavioral changes that could sugest signs of chronic pain,
particularly the scratching behavior, that has been proclaimed as a parameter of
nociceptive chronic pain in arthritic rats, and of neuropathic pain in rats with
compressed sciatic mononeuropathy.



With the aim of testing these possible results, we have tried to revert
such behavioral changes utilizing a potent analgesic (morphine), and to
antagonize the analgesic effects over the behaviors with a specific antagonist
(naloxone).

Our results evidenced a clinical syndrome similar to human diabetes
(with polyuria, cataract, and weight loss), motor neuropathy of distal
predominance, sensory neuropathy (hypoalgesia in some animals, and
hyperalgesia in others). The behavioral analysis revealed an increase of
scratching and resting behaviors, and a decrease of motor, eating, and
grooming behaviors. The pharmacological tests with morphine showed an
inhibition of scratching behavior with reciprocal increase in the motor and
eating activities, and decrease of resting behavior. Naloxone antagonized the
effects induced by morphine.

The results allowed us to conclude that the diabetic animals showed
during 27 weeks, general clinical changes and neurological changes similar to
the changes found in diabetic patients, such as polyuria, cataract, disautonomy,
weight loss, and painful sensorimotor neuropathy. This confirms the similarity
of the model with the clinical condition found in human Diabetes Mellitus.
Moreover, the diabetic rats showed behavioral signs of chronic pain, evidenced
by decrease in sniffing, rearing, eating, and grooming behaviors, and an
increase of scratching and resting behaviors. Morphine decreased the time
spent in scratching behavior by the diabetic animals and this was antagomzed
by naloxone, thereby confirming that this behavior, possibly, is also
manifestation of pain in this model of painful diabetic neuropathy in rats.



1- INTRODUCAQ

O Diabetes Mellitus ¢ uma doenga sistémica do metabolismo energético.
Atualmente ¢ considerada um problema de satde publica, pois possui
importante morbidade e mortalidade, além do qué estd entre as doengas ndo
transmissiveis mais prevalentes nos paises em diversos estagios de

desenvolvimento, juntamente com o trauma, as doengas cardiovasculares, € o
cancer (Foss, 1991).

A caracteristica central dessa doenca € a hiperglicemia secundaria a falta
de mgsulina ou a resisténcia celular ao efeito da insulina, ou a uma combinagéo
de ambas (Windebank & McEvoy, 1995).

Outra caracteristica importante do diabetes mellitus sdo as complicacdes
cronicas que aparecem durante a evolugdo da doenca. Destacam-se as
complicagdes que envolvem o sistema nervoso, € dentre estas sobressaem-se
as que afetam o sistema nervoso periférico, sendo uma delas, a neuropatia
dolorosa diabética um dos motivos de maior sofrimento dos pacientes
diabéticos.

1.1 - Classificacdio do Diabetes Mellitus

Os pacientes que apresentam os critérios laboratoriais e clinicos para o
diagnéstico da doenga podem ser subdivididos em varias sindromes conforme
a etiologia do diabetes (primaria ou secundaria), ou conforme a dependéncia de
insulina (Diabetes Mellitus Insulino-dependente- DMID, Tipo 1, ou Diabetes
Mellitus Nao Insulino-dependente- DMNID, Tipo 2).

No diabetes primario nenhuma causa especifica pode ser encontrada que
justifique o aparecimento da doenga, enquanto que doenga pancredtica,
anormalidades de outros hormoénios, uso de medicamentos, sindromes
genéticas, ¢ outras patologias podem ser encontradas como causa do diabetes
secundario.



Na classificacdo do diabetes em DMID ¢ DMNID, a dependéncia a
insulina mencionada nfo se refere ao tratamento, € sim ao risco que 0S
pacientes com DMID tém, de apresentar um quadro metabdlico grave
denominado de cetoacidose diabética.

A classificagfo do diabetes mellitus nfo € perfeita. Tem-se sugerido que
os termos insulino-dependente e ndo insulino dependente refiram-se somente a
tendéncia ou ndo de desenvolver cetoacidose, enquanto que os termos 7ipo [ e
Tipo2 poderiam se referir aos mecanismos patogenéticos da doenca (mediados

por mecanismo imunologico, e ndo-imunolégico respectivamente). (Foster,
1991).

1.2 - Complicactes Cronicas

Como foi referido anteriormente, uma das caracteristicas do diabetes
mellitus sdo as complicagdes cronicas da doenga envolvendo olhos, rins, vasos
sangiiineos, e sistema nervoso periférico. Tais complicagles sdo em geral
comuns a ambos os tipos de diabetes mellitus referidos acima.

A causa e a patogénese exatas das complicagdes acima sdo
desconhecidas até o momento, entretanto parece haver uma correlagfo entre a
incidéncia de complicagdes cronicas e o tempo de duragdo do diabetes,
associado também ao nivel de hiperglicemia.

Nem todos os pacientes desenvolverdo essas complicagdes mesmo
tendo apresentado hiperglicemia por muitos anos. Outros curiosamente
desenvolverdo tais complicagBes precocemente, embora em geral elas
aparecam entre 15 e 20 anos apos o diagndstico da doenga.

Talvez possa existir um mecanismo de lesio comum a todas as
complicagBes cronicas, ja que um paciente com retinopatia tera mais chances
de apresentar também nefropatia, ou neuropatia diabética (Wimndebank &
McEvoy, 1995).



1.3 - Neuropatia Diabética

A freqiiéncia com que o diabetes mellitus afeta o sistema nervoso € tdo
alta que se pensou no inicio que o diabetes mellitus era causado por uma
doenga neurologica. Somente em 1864, Marchal de Calvi reconheceu que o
contrario € que era verdadeiro (Thomas & Tomlinson, 1993).

O diabetes afeta o sistema nervoso principalmente comprometendo os
nervos periféricos, entretanto também afeta a retina e € responsavel pela maior
incidéncia de acidente vascular cerebral isquémico nos pacientes diabéticos.
Segundo Silveira & Silveira (1994) a neuropatia diabética ¢ a complicagédo
neurologica mais freqilente do diabetes mellitus. Essa complicagdo ¢ um
importante fator de invalidez temporaria ou permanente, mortalidade (na
neuropatia autonémica), e sofrimento intenso (nas neuropatias dolorosas).

A incidéncia de complicagdes neuropaticas nos pacientes diabéticos ndo
¢ totalmente conhecida, e a prevaléncia em estudos com mais de 100 pacientes
varia amplamente entre 50 e 100 por cento. Tal wvariagdo pode ser
conseqiiéncia dos diversificados critérios para definicdo de neuropatia
diabética, e/ou da realizacdo da pesquisa em grandes centros onde
provavelmente os pacientes teriam diabetes mais grave do que a populagio
geral de pacientes diabéticos.

Os fatores de risco para que os pacientes diabéticos desenvolvam
neuropatia sdo desconhecidos, entretanto parece haver uma correlacdo entre
risco de desenvolver neuropatia € os seguintes fatores: duracio do diabetes,
envelhecimento, sexo masculino, e alta estatura (Thomas & Tomlinson,
1993).

Os mecanismos de lesdio, como ja foi mencionado, ainda ndo sdo
totalmente conhecidos, porém sabe-se que anormalidades vasculares, ultra-
estruturais, e metabolicas podem estar implicadas.

As anormalidades wvasculares se apresentam principalmente por
espessamento da membrana basal do capilar, proliferagdo de células
endoteliais, e aumento no namero de capilares fechados nos nervos peritéricos.
O que suporta essa hipdtese sdo os achados de baixa tensfio de oxigénio e alta



resisténcia vascular no nervo ciatico em ratos, no entanto a relevancia desses
achados nio nos permite predizer que no nervo humano acontega a mesma
coisa. Embora tais evidéncias tenham sido aduzidas para dar suporte a teoria
da patogénese de causa vascular para a neuropatia diabética, nada ainda foi
muito conclusivo (Thomas & Tomlinson, 1993).

As anormalidades ultra-estruturais correspondem as alteragdes
encontradas a nivel de estruturas intracelulares, tais como a agregacdo de
tubulina e microtibulos causada pela glicosilagdo ndo enzimatica, ¢ o acumulo
anormal de glicogénio nas mitocondrias do nervo (Bays & Pfeifer, 1988). As
alteracdes nos microtibulos levariam a anormalidade do transporte axonal
fazendo com que ocorresse degeneracfo distal do ax6nio devido a falha na
entrega de macromoléculas a parte distal (Thomas & Tomlinson, 1993).
Entretanto, Weis et al (1995) relataram num estudo -eletrofisiologico e
morfologico, que pelo menos na fase inicial as anomalias do ax6nio ocorrem
simultaneamente nos segmentos proximais e distais do nervo periférico. Além
de tudo isso, existem sintese protéica e captacdo de aminodcidos diminuidas
nos nervos de animais diabéticos (Thomas & Tomlinson, 1993).

As anormalidades metabdlicas sdo relacionadas principalmente a via do
poliol, ja que a falta de insulina nfo parece ser causa direta na patogénese, pois
0 nervo periférico, assim como o sistema nervoso central, ndo depende de
insulina para a captacio de glicose. A maior atividade da via poliol, estimulada
pelo aumento da concentragdo de glicose intracelular, leva ao acumulo de
sorbitol. A isso, associa-se uma redugfo dos niveis de mio-inositol, os quais
sd0 necessarios para o metabolismo apropriado dos inositol-fosfolipides da
membrana plasmatica, que por sua vez sdo essenciais no mecanismo de
resposta celular a estimulagdo dos receptores de membrana (Bays &
Pfeifer,1988).

Provavelmente o mecanismo de lesdo € multifatorial devendo existir uma
combinagfo das hipdteses acima referidas (Bays & Pfeifer, 1988; Tomlinson &
Thomas, 1993; Wright & Nukada, 1994; Stevens et al, 1995). Ainda segundo
Stevens (1995), o oxido nitrico pode ser a ponte de ligacdo entre as hipoteses
isquémica e metabolica dos mecanismos de lesdo do diabetes mellitus.

1.4 - Classificagdo da Neuropatia Diabética




Nio existe até hoje uma classificacdo satisfatoria para a grande
variabilidade de manifestagtes clinicas das neuropatias diabéticas, embora
varias tentativas de classifica¢fio tenham sido realizadas.

Um grande problema que mmpede uma real utilizacdo das classificacdes
¢ que geralmente ha uma sobreposicdo das caracteristicas clinicas das
sindromes neuropaticas, assim raramente um paciente preenchera os critérios
para um determinado tipo isolado de sindrome neuropética.

Dentre as varias classificacdes apresentamos a de Asbury (1991),
(tab.1.1) que achamos melhor atingiu seus objetivos.

Tabela 1.1

CLASSIFICACAO DAS NEUROPATIAS DIABETICAS

SIMETRICA ASSIMETRICA
Polineuropatia distal primariamente Neuropatia motora proximal
sensitiva (comprometimento de gran- aguda ou subaguda *
des fibras, de pequenas fibras, ou
mista) *

Neuropatia autonOmica Mononeuropatia craniana *
Neuropatia motora proximal Neuropatia de tronco *

evoluindo cronicamente *

Neuropatia por aprisiona -
mento *

* Associadas a dor

Fonte: Asbury, A K, 1991



Segundo Asbury, a classificacdo das neuropatias diabéticas ndo nos diz
nada sobre a patogénese da lesdo neuropatica. Windenbank & McEvoy no
entanto, lembram que a classificacdo prové uma base para o diagnostico
diferencial com neuropatias de outras etiologias. Além disso nos da uma idéia
do prognostico para determinados tipos de neuropatia diabética.

A neuropatia motora proximal aguda ou subaguda caracteriza-se por dor
severa com ou sem atrofia da musculatura da coxa. Ela se desenvolve durante
semanas a meses e esta muitas vezes associada com perda de peso importante.
A fraqueza muscular proximal pode chegar a impedir a deambulagdo. Esse tipo
de neuropatia ocorre numa porcentagem de 5 % segundo Bays & Pfeifer, e
acomete pacientes de média idade ou acima. A recuperagdo geralmente ocorre
em seis a doze meses, com recuperacido da for¢ga muscular e melhora da dor,
porém muitos pacientes progridem para outro tipo de neuropatia.

As mononeuropatias cranianas afetam principalmente o VI, I1I, IV, ¢ VII
pares cranianos por ordem decrescente de freqiiéncia. O inicio da paralisia €
abrupto ¢ as vezes precedido de dor na regidio temporal ou supra-orbital. A
recuperagéo total € a regra, acontecendo em geral dentro de trés a seis meses.

As neuropatias de tronco manifestam-se principalmente por
radiculopatia dolorosa assimétrica, de micio subito, de localiza¢do intercostal
ou abdominal, em individuos diabéticos de média idade ou acima, com longo
tempo de diabetes. Geralmente a recuperagdo ocorre em cerca de trés meses.

As neuropatias por aprisionamento (entrapment neuropathies), que tém
como prototipo a Sindrome do Tunel do Carpo aparecem em uma percentagem
de 30 %, segundo Bays & Pfeifer (1988). Pode também ocorrer
comprometimento do nervo ulnar (Sindrome do Tinel Cubital), ou do nervo
peroneal. O comprometimento é progressivo sendo necessario a liberagéo
cirurgica do nervo.

A neuropatia motora proximal evoluindo cronicamente € apenas uma
variante simétrica da homénima subaguda. Ocorre raramente segundo Bays &
Pfeifer.

A neuropatia autondmica pode ser demonstrada em 20 a 40 % dos
pacientes diabéticos nfo selecionados (Mango et al, 1991). Além de estar



associada a alta morbidade, a neuropatia autondmica também implica em
aumento da mortalidade associada a doencga (Waltkins, 1990; Mango et al |
1991). As manifestacOes clinicas podem ser sintomas vagos, intolerdncia ao
exercicio, hipotensdo ortostatica, disfagia, pirose, anormalidades de
esvaziamento gastrico, constipagdo, diarréia, incontinéncia fecal e urindria,
disfungdo urinaria, impoténcia e outras disfungdes sexuais, e/ou sudorese
prejudicada.

A polineuropatia distal primariamente sensitiva € o tipo mais freqiiente
dentre as neuropatias diabéticas. Segundo Bays & Pfeifer acontece numa
percentagem de 70 % nos pacientes com neuropatia diabética. Os varios
subtipos desta neuropatia podem corresponder as varias gradag¢des de um
mesmo espectro. Tem sido observado que o comprometimento das fibras de
pequeno didmetro ocorre primariamente (Watkins 1990) e ndo foi estabelecido
ainda se ocorre comprometimento isolado das fibras de grande didmetro
(Barreira et al, 1991). A caracteristica basica desta neuropatia ¢ o disturbio
sensitivo, manifestando-se por perda sensitiva de wvarias modalidades e
aparecimento de dor espontinea debilitante (Bays & Pfeifer, 1988). O
comprometimento das fibras motoras ¢ limitado aos musculos intrinsecos das
mios e pés, e sempre esta associado ao distirbio sensitivo. Ao contrario dos
tipos de neuropatias diabéticas referidas anteriormente, a dor da polineuropatia
diabética pode persistir por muitos anos (Young et al, 1988) levando o
paciente a um sofrimento intenso e a depressio.

1.5 - A Dor e a Neuropatia diabética

1.5.1 - Defini¢do e Tipos de Dor

A dor representa um sinal precoce e fisiologico de morbidade, sendo a
principal experiéncia sensorial entre todas as outras pelas quais o individuo
julga a presenga de uma doenca nele mesmo. Sua natureza dual € responsavel
pela dificuldade até entdo encontrada no seu entendimento (Adams et al,
1997). Se por um lado se resume numa evocagdo de um nociceptor por um
estimulo definido, seguido de transmissio de impulsos nervosos por
determinadas vias até o cérebro (Machado 1988, Berne & Levy 1990, Moura
1994, Santos 1995) isto é: nocicepcdo, por outro envolve respostas afetivas e
comportamentais complexas (De Castro Costa, 1986).



Fundamentando-nos em varias caracteristicas das diversas apresentagdes
clinicas das sindromes dolorosas podemos classificar a dor em aguda ou
cronica, nociceptiva ou neuropatica.

A dor aguda, em geral breve, é uma conseqiiéncia normal da injlria
tissular. Apds tal injuria, a regido atingida torna-se dolorosa e sensivel. Estas
sensagdes diminuem gradualmente até a cicatrizagdo do processo. A dor aguda
tem a importante funcdo biologica de proteger o individuo contra lesGes
através da mmdugdo de respostas reflexas segmentares e supra-segmentares.
Essas respostas induzem a quebra de glicogénio hepatico e a liberagfo de
glicose na corrente sangiiinea, aumentam a freqiiéncia respiratoria, elevam a
pressdo arterial, aumentam o ténus ¢ a forga muscular, aumentam a perfusdo
sangiiinea de oOrgdos nobres e diminuem a mesma nos Orgdos menos
prioritarios.

A dor cronica pode durar meses ou anos. Pode ser desencadeada por
injria tissular, porém ndo cessa com a finalizagdo do processo de injuria,
portanto ndo tem func¢fo bioldgica imediata. Estd associada a distirbios do
sono, anorexia, diminui¢do da libido, irritabilidade, depressdo, afastamento
social, e incapacitacio profissional.

A dor nociceptiva é causada pela liberagdo induzida por lesdo tissular,
de substdncias tais como histamina, bradicinina, prostaglandinas, serotonina,
substancia P, as quais estimulam os nociceptores. A dor nociceptiva pode ser
aguda ou cronica, como por exemplo no trauma musculo-esquelético € na
artrite reumatoide, respectivamente.

A dor neuropatica acontece em individuos que sofreram lesdo no
sistema nervoso € persistem com dor durante meses, anos, décadas apds essa
lesdo ter se resolvido. Esses individuos tiveram trauma ou doencga afetando os
nervos periféricos, as raizes sensitivas dorsais, a medula espinhal, ou algumas
determinadas regides cerebrais (Bennett, 1994). Algumas vezes, como na
distrofia simpatica reflexa, ndo existe lesdo detectavel no sistema nervoso. A
dor neuropatica pode ser espontdnea, continua, ou paroxistica. Os sintomas da
dor neuropatica nfo sfo homogéneos. Analisando as diversas caracteristicas
dessa dor, vemos que existem diferentes tipos de sensacdes dolorosas
neuropaticas, ¢ dentre elas vamos caracterizar a hiperalgesia, a alodinia, ¢ a
hiperpatia. A hiperalgesia corresponde a intensa sensacdo dolorosa
desproporcional ao estimulo nocivo aplicado. Alodinia se refere a situagdo



onde um estimulo normalmente indécuo produz uma sensagdo de dor. A
hiperpatia € uma sindrome dolorosa caracterizada por uma reagdo anormal ao
estimulo nocivo ou nfo, especialmente um estimulo repetitivo, em uma area
onde existe perda sensitiva (Bogduk & Merskey, 1994). A hiperpatia portanto
seria uma situagio onde a alodinia e/ou hiperalgesia coexistem com uma perda
sensitiva (Bennett, 1994).

A dor neuropatica ¢ de dificil tratamento. Atualmente varias drogas tém
sido usadas para o tratamento dessa dor, porém todas possuem eficicia
limitada e a ocorréncia de efeitos colaterais € alta. Muitos pacientes nio obtém
alivio nenhum.

1.5.2 - Neuropatia Diabética Dolorosa

Como foi referido anteriormente varios subtipos de neuropatia diabética
estdo associados a dor. Restringiremo-nos a polineuropatia primariamente
sensitiva por ser a mais prevalente e por apresentar dor mais duradoura,
angustiante para o paciente, e de mais dificil controle clinico.

A dor presente na neuropatia diabética pode ser classificada como uma
dor cronica neuropatica. Pode iniciar-se em qualquer estagio na evolugdo do
diabetes, podendo inclusive ser seu primeiro sintoma. Paradoxalmente pode
aparecer apos melhora do controle glicémico (Llewelyn et al, 1988; Watkins,
1990; Thomas & Tomlinson, 1993; Windebank & McEvoy, 1995; Castellanos
et al, 1996).

Diversas gradagdes e caracteristicas de dor podem afligir os pacientes
diabéticos variando desde leve parestesia (sensac¢do de formigamento) até uma
dor incapacitante e continua que causa sofrimento intenso aos seus portadores
(Watkins, 1990). A dor dessa condigo clinica € excepcionalmente angustiante.
A sensacdo dolorosa em queimagio descrita as vezes “como sensa¢io de andar
sobre areia quente”, pode estar associada a parestesias, sensagio de edema no
local da dor, e desconforto e dor ao contato com objetos (tanto que os
pacientes nfo podem suportar o contato com a propria roupa do corpo, ou com
a roupa de cama, o que traduz alodinia) (Archer et al, 1983). As dores em
queimacgdo em geral ultrapassam os limites dos pés, podendo atingir as pernas,
coxas, € mios (Barreira et al, 1991). Geralmente sdo continuas, espontaneas,
acontecem no repouso. Por outro lado essas dores podem ndo ser continuas,
sendo somente desencadeadas pela deambulagcdo. Os sintomas geralmente



pioram a notte causando insénia e depressdo, € podem estar também
associados a perda de peso (Watkins, 1990).

Outro tipo de dor relatada pelos pacientes ¢ a dor profunda nos
membros inferiores, referida como muscular ou 6ssea em sensagdo de tor¢do
ou facada. E geralmente espontinea, mas pode ser desencadeada pela palpagiio
do examinador. Essa palpa¢do pode inclusive desencadear dores que o
paciente ndo havia percebido até o momento do exame (Barreira et al, 1991).

E interessante referir como alguns pacientes tentam um pouco de alivio
para suas dores. Alguns obtém alguma melhora mergulhando os pés em agua
gelada e relatam que a agua morna ou quente piora os sintomas, outros referem
exatamente o contrario, ou seja, a agua morna melhora a dor, enquanto a agua
gelada a piora.

O exame neurologico desses pacientes com neuropatia diabética
dolorosa € particularmente interessante. Alguns apresentam dor sem possuir
nenhuma alteracfo perceptivel ao exame fisico, outros apresentam déficit que
varia de leve hipostesia (diminui¢do da sensibilidade tatil) distalmente, até a
anestesia (auséncia de sensibilidade tatil), o qué traduz hiperpatia. Outros
ainda apresentam hipopalestesia (diminuicdo da sensibilidade vibratéria),
diminui¢do ou aboli¢io de reflexos miotaticos, diminuigcdo da forga muscular, e
atrofia muscular distalmente. Alguns pacientes também apresentam sinais de
neuropatia autonémica como auséncia de sudorese distal e simetricamente,
atrofia da pele, e fissuras plantares. A hiperalgesia ¢ a alodinia estio presentes,
e ¢ singularmente intrigante o fato de alguns pacientes apresentarem
diminui¢do ou auséncia de sensibilidade dolorosa ao exame fisico, € possuirem
dor crénica espontanea (anestesia dolorosa) (Castellanos et al, 1996).

A causa da dor na neuropatia diabética ainda ¢ desconhecida. Tem sido
sugerida a hipotese de que a regeneracdo e degeneracio de fibras nervosas seja
responsavel pela geragdo da dor (Young et al, 1988).

As dores e os fendmenos dolorosos constituem-se em disturbios
incapacitantes e angustiantes para o paciente diabético (Barreira et al, 1991) e
o alivio da dor € extremamente dificil de se conseguir (Watkins, 1990). Apesar
dos avangos substanciais no entendimento da nocicep¢do € aumento no
armamentario de drogas para op¢do terapéutica, os resultados atingidos no
tratamento desses pacientes ainda sfo frustrantes e insatisfatorios



(Rowbotham, 1995). E preciso, pois, aprofundar ainda mais o estudo ¢ a
pesquisa sobre a neuropatia diabética dolorosa.

As dificuldades que surgem da complexidade da dor humana,
juntamente com as limita¢des éticas para a pesquisa experimental em humanos
(de Castro Costa, 1986), impdem-nos a necessidade de desenvolver e utilizar
modelos animais de dor.

1.6- Modelos Animais de Dor

O desenvolvimento de modelos experimentais tem contribuido em muito
para o entendimento da fisiopatologia da dor, apesar das limitagdes éticas
dessa pesquisa e da extrapolacdo que tem que ser feita da expressdo
comportamental e clinica da dor nos animais para a dor humana.

Os modelos de dor aguda empregam estimulos mecénicos, fisicos, €
quimicos. Os métodos de estimulo mecdnico (pingamento da cauda, pressdo
sobre a pata) derivam dos experimentos de Von Frey que utilizava a pressio
mecénica quantificada sobre a pata posterior do animal. Os métodos fisicos
consistem em estimulos elétricos dos nervos periféricos, e uso de calor ou frio
(teste da imersdo da pata em agua gelada ou quente, imersdo da cauda em agua
quente, uso do calor radiante na cauda, teste da placa quente). Os métodos
quimicos consistem na indug¢io de dor administrando substincias irritantes via
intraperitoneal (teste do acido acético), intra-arterial, ou subcuténea (teste da
formalina, ¢ da PGEz). Todos os modelos de dor aguda objetivam observar ¢
quantificar nos animais, da forma mais precisa possivel, as respostas
comportamentais que sugerem dor, tais como vocalizacdo, reagdes motoras
reflexas, e alteragdes autondmicas.

Nos modelos de dor cronica ¢ extremamente dificil mterpretar as
manifestacdes de dor dos animais, principalmente por ndo sabermos totalmente
como um animal manifesta dor cronica. Tem-se sugerido como tentativa de
resolugdo do problema, uma abordagem comportamental. Assim, aparecimento
de comportamentos anormais, ou mudangas em determinados comportamentos
sdo interpretados como possiveis manifestagoes de dor cronica. Dentre esses
comportamentos, os chamados Comportamentos Autodirigidos, como limpar-
se, morder-se, e cocar-se tém sido relacionados a manifestagdo de dor crénica.
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Os modelos de dor cronica podem ser subdivididos em: Modelos de Dor
Crénica Nociceptiva e Modelos de Dor Cronica Neuropatica.

No estudo da dor crénica nociceptiva tem sido utilizado o modelo do
rato artritico. Uma emulsdo oleosa contendo Mycobacterium butyricum €
inoculada na derme dos animais, os quais desenvolvem uma poliartrite de
causa imunoldgica. A doenca se desenvolve somente em ratos e tem duragido
de cerca de 8 a 12 semanas (De Castro Costa, 1979). O rato artritico apresenta
o comportamento de cogar-se (scratching) anormalmente aumentado, sendo
esse comportamento considerado um pardmetro de dor cronica (De Castro
Costa, 1981, 1986, e 1987).

A dor crénica neuropatica tem sido provocada através de lesdes no
sistema nervoso central ou periférico dos animais tais como lesdo medular,
inducdo de neuroma, seccdo de raizes dorsais, compressdo do nervo ciatico
(Bennett & Xie, 1988), compressdo parcial do nervo ciatico (Seltzer et al
1990), ou lesfo metabdlica (modelo de neuropatia dolorosa diabética).

1.6.1- Modelo Animal de Neuropatia Diabética Dolorosa

Véarios animais {cachorro, coelho, rato, camundongo) tém sido utilizados
no desenvolvimento do diabetes experimental. Dentre esses, os roedores tém
sido escolhidos por seu baixo custo e relativa facilidade de utilizago (Thomas
& Tomlinson, 1993). Entre os roedores os trabalhos mostram uma
predominancia da utilizagdo de ratos.

O diabetes mellitus pode ser induzido quimicamente através de drogas
como aloxana ou estreptozotocina, tendo esta ultima suplantado a primeira nos
trabalhos mais recentes (Thomas & Tomlinson, 1993). O mecanismo de
mnducdo do diabetes através dessas drogas acontece pela destruigdo das células
beta produtoras de insulina nas ilhotas de Langerhans do pancreas, tornando os
animais insulino-dependentes.

Outros modelos utilizam animais espontaneamente diabéticos como o
rato BB (Lee et al, 1990), o camundongo C57 BL/Ks (db:db) (Thomas &
Tomlinson, 1993), o rato WBN/Kob (Narama & Kino, 1989), ou uma espécie
de rato, Psammomys obesus, que no seu ambiente natural € magro e
normoglicémico, porém no cativeiro torna-se obeso, hiperglicémico,
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hiperinsulinémico, e geralmente desenvolve catarata, tornando-se assim um
modelo de diabetes mellitus tipo 2 (Wuarin-Bierman et al, 1987).

Tem sido argumentado que o diabetes de origem genética apresentaria
modelos mais fidedignos do que os induzidos quimicamente, entretanto ndo se
reportou in vivo até o momento nenhum efeito neurotéxico de doses
diabetogénicas da estreptozotocina. Além disso o rato BB que ¢
espontaneamente diabético, também apresenta tireotoxicose, prejudicando as
concluses, pois haveria a presenga de duas doengas ( Thomas & Tomlinson,
1993).

Nenhum modelo € perfeito, e tendo em mente que o rato esta longe do
homem do ponto de vista filogenético, as extrapolagdes dos resultados para o
homem devem ser cuidadosas.

Varios testes de dor tém sido utilizados no modelo do rato diabético,
como o teste da placa quente, o da pressfo na pata, o da imersfo da pata em
agua quente ou gelada a varias temperaturas, o da imersdo da cauda em agua
quente, o do calor radiante na cauda, e o do estimulo nocivo quimico através
da formalina. Os resultados sio conflitantes, tendo alguns pesquisadores
encontrado hiperalgesia nos animais quando da aplicagdo desses testes,
enquanto outros ndo observaram tal achado, € ja outros relataram diminuicio
da sensibilidade a dor (Courteix et al, 1993).

O tempo de duracio do diabetes, quando esses testes foram realizados,
variou de trés dias a trinta semanas (Courteix et al, 1993), sendo que a maioria
dos trabalhos tem utilizado uma dura¢do de cerca de quatro semanas de
diabetes.

O modelo da dor em anmimais diabéticos tem sido estudado, porém os
dados da literatura sfo conflitantes € a analise comportamental do animal em
resposta- a dor tem  sido incompleta (Lee & McCarty, 1990; Courteix et
al,1993). Segundo Courteix, a razio para essa discrepancia sdo varias: a
utilizagfo tanto de ratos como camundongos, o uso do teste da placa quente, o
modo de indugio do diabetes (nfo existe diferenca entre as varias doses de
estreptozotocina, porém animais tratados com aloxana apresentaram menos
resultados esclarecedores), o nivel de hiperglicemia, o tempo de duragdo do
diabetes, e a falta de pré-selecdo dos animais respondedores (Courteix e al,
1993).
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Courteix sugeriu ainda as seguintes recomendacdes esquematicas no
estudo experimental da dor da neuropatia diabética: preferir ratos ao invés de
camundongos, usar testes com estimulos localizados (evitando o teste da placa
quente), usar estimulos nocivos € ndo nocivos, trabalhar apos pelo menos trés
ou quatro semanas de diabetes, previamente selecionar os animais
respondedores (Courteix et al, 1993).

No nosso conhecimento ndo ha nenhum trabalho utilizando parametros
comportamentais espontdneos, tais como tempo gasto em alimentagdo, tempo
gasto em descansar, tempo gasto em comportamentos exploratorios, ou tempo
gasto em cogar-se na quantificacdo de dor em ratos diabéticos. Este Gltimo
comportamento tem sido utilizado como parametro de dor crOnica nociceptiva
em ratos artriticos (De Castro Costa, 1979; De Castro Costa, 1981; De Castro
Costa, 1986; De Castro Costa, 1987; Barbosa, 1990; ), e em ratos com
mononeuropatia ciatica compressiva (Kupers et al, 1992; Moura, 1994, Santos,
1995). Além disso, poucos estudos tém tentado demonstrar longitudinalmente
o perfil clinico-comportamental desses animais.

A falta na literatura de referéncias a quantificagdo da dor cronica no rato
diabético, através do tempo de cogar-se principalmente, motivou-nos a
determinar se esse comportamento estaria aumentado em ratos diabéticos com
sinais de neuropatia, e assim evidenciar de forma comportamental a dor
cronica.



2 - OBJETIVOS

2.1- Observar durante longo tempo de evolucdo, as alteracdes clinicas
apresentadas pelos ratos diabéticos.

2.2 - Quantificar a evolugdo do tempo gasto nos comportamentos de
farejar, alimentar-se, empinar-se, descansar/dormir, congelar-se, limpar-se, ¢
cogar-se em ratos diabéticos durante um longo tempo de evolugdo do diabetes.

2.3 - Determinar ¢ quantificar através das medidas do Indice Funcional
Ciatico se ha comprometimento motor nesses animais.

2.4- Determinar se ha evidéncias de alodinia, ou hiperalgesia nesses
animais, através do teste da imersfo das patas em dgua a 40 e 46° C.

2.5 - Correlacionar os resultados do teste térmico com as alteragdes
comportamentais porventura encontradas.

2.6 - Confirmar ou afastar a possibilidade do comportamento de cogar-
se ser manifestacdo de dor cronica em ratos diabéticos, submetendo tal
comportamento ao efeito da morfina e da naloxona.



IAL E METODO

3.1- Animais

Foram utilizados 85 ratos wistar com cerca de 6 a 7 semanas de idade,
pesando entre 100 ¢ 125 g, sendo que desse total 35 foram fémeas e 50 foram
machos. Vinte animais, dez ratos e dez ratas, foram separados para os grupos
controles. Os outros 65 animais (25 ratas e 40 ratos) foram utilizados para o
grupo experimental.

3.2 - Ambiente

Os ratos foram colocados, em mimero de aproximadamente 5 a 8
animais, em gaiolas de plastico medindo 40cm de comprimento, 3lcm de
largura, ¢ 17cm de altura.

O fundo destas gaiolas era coberto por raspas de madeira, € o teto
consistia em grade de metal com um espago para serem colocados comida e
agua.

Os animais eram deixados em ambiente com temperatura de 25°C, luz

natural durante o dia, e acesso a agua e comida ad libitum.

3.3 - Horario dos Experimentos

Todos os experimentos, observagdes clinicas, € comportamentais foram
realizadas entre 7 € 18 horas.
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3.4 - Dieta

Os amimais foram alimentados com a racgfo Fri-lab Ratos produzida
por DISPA - Ind. de ra¢gdes Fri-Ribe Ind. Brasil. Tal racdo era composta de
milho moido, farelo de arroz desengordurado, farelo de arroz integral, farelo de
girassol, fosfato monoamdnico. Cada 100 g de ragfo continha 23% de
proteina, 22% de agua, 4% de extrato etério, 8% de fibra, 11% de minerais
(ferro, cobalto, cobre, manganés, zinco, 10do), 1% de célcio, 0,45% de fosforo,
e vitaminas (A, B1, B2, B6, B12, Ac. Nicotinico, Ac. Pantoténico, C, D3, E,
K, e folato).

3.5~ Inducio do Diabetes Mellitus

O diabetes foi induzido com a droga Estreptozotocina (streptozotocin,
Sigma Co, St. Louis, MO), um agente alquilante do grupo das nitrosoureias
que tem uma especial afinidade pelas células beta das ilhotas de Langerhans
(Chabner et al, 1996).

A droga foi diluida numa solugfo de citrato de sédio 0,1 M em pH 4.5 ,
e logo ap6s administrada na dose de 75 mg/Kg via intraperitoneal.

3.6 - Dosagem da Glicemia

A glicemia foi medida através de fitas, quinzenalmente na fase inicial e
depois mensalmente, utilizando o aparelho Glucometer ENCORE- Blood
Glucose Meters produzido por Miles Inc.

Uma pequena amostra de sangue era obtida de cada animal através de
minimo corte na ponta da cauda, que era “ordenhada” para que o sangue
contido na mesma pingasse na fita. O corte era realizado com lamina de bisturi,
apos anti-sepsia da cauda com alcool a 75%, e sem anestesia. Em seguida era
realizada a leitura da fita conforme orientagdo do fabricante do aparelho.
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Os animais que apresentaram glicemia abaixo de 230 mg% foram
excluidos da pesquisa.

3.7 - Observacoes Clinicas Gerais

Diariamente eram realizados exames clinicos atentando para trofismo
muscular, coloragdo e aspecto do pélo, cor dos olhos, presenca de parasitas,
sinais de infec¢do local ou generalizada, vocalizacdo, marcha, e sinais de
autotomia.

Os animais foram pesados semanalmente até a 30° semana de diabetes.

3.8 - Avaliacio da Funcio Motora

Além das observagGes clinicas utilizamos uma escada de trés degraus
para avaliar forca muscular, ¢ destreza dos animais. Hssa escada tinha as
seguintes dimensdes: 16,5 cm de altura, 22 cm de largura, ¢ 8§ cm de
comprimento. As alturas dos degraus eram 4 ¢m para o primeiro, 5,5 cm entre
o primeiro e o segundo, ¢ 7 ¢cm entre o segundo e o terceiro, respectivamente.
A escada ficava num dos cantos do observatério, ¢ durante as observacdes
comportamentais era anotado quantos degraus cada animal subia.

Para confirmar o comprometimento motor foram utilizados os
pardmetros do Indice Funcional Ciatico (Medinaceli et al, 1982).

Esse indice consiste num escore encontrado por uma formula
matematica, onde se colocam wvalores obtidos de medigbes nas pegadas
impressas das patas posteriores durante a marcha do animal.

Utilizamos tais pardmetros isoladamente, visto que tal indice for
proposto para avaliar neuropatia assimétrica, € na grande maioria dos casos de
neuropatia motora causado pelo diabetes o comprometimento € bilateral.

Os parametros avaliados foram: distdncia ortogonal entre a mmpressdo
da pata posterior esquerda e direita, comprimento da impressdo plantar da



pata, distdncia entre o primeiro ¢ o quinto pododactilo, e distdncia entre o
segundo € o quarto pododactilo.

A primerra medida citada acima corresponde a projecio ortogonal da
distdncia entre a ponta dos dedos da impressdo de uma pata até a ponta dos
dedos da impressdo da pata contralateral (fig.3-1).

A segunda medida corresponde ao comprimento da impressdo plantar
(do calcaneo até a ponta dos dedos) com a precisdo de milimetros de cada pata
posterior (fig.3-1).

A terceira medida corresponde a distdncia linear entre o centro do
primeiro € o centro do quinto pododactilo da impressdo da pata de cada lado
(fig3-1).

A quarta medida corresponde a distdncia linear entre o centro do
segundo ¢ o centro do quarto pododactilo da impressdo da pata de cada lado
(fig.3-1).

Em cada pardmetro, foi valorizada a maior medida encontrada na pata
posterior direita ¢ na esquerda, e foi considerado para a expressdo dos dados, a
soma das medidas das duas patas.

Para se obter as medidas construimos um pequeno corredor de paredes
e chio de madeira, medindo 9 cm de largura, 45 cm de comprimento, € cujas
paredes tinham 12 cm de altura. No final do corredor era acoplado uma caixa
de madeira com tampa removivel. Era realizado com cada animal um
“treinamento” prévio antes de cada experimento, a partir dai entfo, uma vez
colocado no corredor, o animal sempre caminhava para o compartimento
escuro da caixa.

Na execugdo do experimento, colocavamos sobre o chio do corredor
uma folha de papel em branco com as proprias medidas do mesmo. Em seguida
as patas posteriores do animal eram pintadas com tinta guache atoxica (Acrilex
Tintas Especiais S.A- Ind. Brasileira) de cor azul utilizando um pincel n.° 12.
A seguir o animal era colocado no inicio do corredor e rapidamente caminhava
para o final do mesmo, entrando na caixa escura de onde era removido
posteriormente. A folha de papel era retirada para secar e apos isso faziamos
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as medidas nas impressGes das patas, utilizando régua transparente e
milimetrada.

Fig. 3.1

As quatro medidas do ind. funcional na mesma ordem em que séo citadas no texto.
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Esses experimentos foram realizados mensalmente apos a 107, e até a
30" semana para ratos e ratas separadamente, utilizando como grupos controles
animais do mesmo sexo respectivamente.

3.9 - Avaliacdo da Funcio Sensitiva

Na avaliacdo da sensibilidade foi utilizado o teste térmico da imersio
da pata em banho-maria em temperatura a 40°C (estimulo ndo nocivo) e 46° C
(estimulo nocivo).

O teste térmico foi realizado com intervalo de duas ou trés semanas,
entre a 12° e 27° semanas de diabetes.

Na execucdo deste teste o rato era envolvido por uma pequena toalha
de modo que somente as patas posteriores € a cabega ficavam descobertas.
Isso visava diminuir o estresse do animal. Em seguida uma das patas era
imersa em dgua num aparelho de banho-maria cuja temperatura era monitorada
através de termOmetro imerso no mesmo. No instante da imersdo era acionado
um crondmetro (Technos) que era desligado tdo logo o animal retirasse a pata.
O tempo de laténcia da retirada da pata era entdo anotado. O mesmo
procedimento era realizado para a outra pata posterior.

O teste era realizado primeiramente em temperatura a 40° C em todos
os animais. Apos isso, era iniciado o teste térmico a 46°C com o primeiro
amimal que comegou o teste a 40°C, seguindo-se a mesma ordenagdo.

Para o teste a 40 ¢ 46° C usou-se um cut-off de 15 segundos como
tempo maximo registrado. No caso de 46° C, pretendia-se evitar lesdo por
exposi¢do excessiva ao estimulo térmico nocivo.

Apoés analise dos dados, o grupo experimental (28 animais, sendo 22
ratos e 6 ratas) foi subdividido em: Subgrupo 1 e Subgrupo 2.

O Subgrupo 1 agrupou os animais cuja laténcia da retirada da pata ao
teste térmico a 46°C foi abaixo de 8 segundos (12 animais, sendo 9 ratos e 3
ratas).

i
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O Subgrupo 2 agrupou os animais cwa laténcia da retirada da pata ao
teste térmico a 46°C foi igual ou acima de 8 segundos (16 animais, sendo 13
ratos e 3 ratas).

Utilizamos esse cut-off de oito segundos para a separacio desses
subgrupos baseados nos resultados do grupo controle (17 animais, sendo nove
ratos e oito ratas), ¢ baseados em possiveis expressoes clinicas de hiperalgesia
¢ hipoalgesia respectivamente, nos animais experimentais.

Os resultados das observagdes comportamentais foram expressos
utilizando os subgrupos acima especificados.

Houve um intervalo de pelo menos dois dias entre os testes térmicos e
as observagfes comportamentais descritas a seguir.

3.10 - Observacdes Comportamentais

As observagdes comportamentais foram realizadas semanalmente, em
sala com pouca luz e o mais silenciosa possivel, no horario entre 7 e 18 horas.

Os animais eram colocados um por vez, em um observatério retangular
de tamanho 110cm x 50cm x 48cm construido em madeira, exceto por um de
seus lados que era de vidro, e iluminado por uma ldmpada de filamento de
40w.

O chio do observatorio era coberto com raspas de madeira.

Dentro do observatério foi colocada a escada de trés degraus com o
objetivo de avaliar a motricidade.

Havia também dentro do observatério, a racdo usualmente utilizada
pelos animais quando nas gaiolas.

Previamente a observagfio, o rato era deixado por cerca de cinco
minutos para adaptacio ao ambiente do observatorio. A partir dai entdo, cada
animal era observado durante trinta minutos, € 0s seus comportamentos eram
cronometrados através de um programa especifico desenvolvido pelo Prof.
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O Subgrupo 2 agrupou os animais cuja laténcia da retirada da pata ao
teste térmico a 46°C foi igual ou acima de 8 segundos (16 animais, sendo 13
ratos e 3 ratas).

Utilizamos esse cut-off de oito segundos para a separagdo desses
subgrupos baseados nos resultados do grupo controle (17 animais, sendo nove
ratos e oito ratas), e baseados em possiveis expressdes clinicas de hiperalgesia
¢ hipoalgesia respectivamente, nos animais experimentais.

Os resultados das observages comportamentais foram expressos
utilizando os subgrupos acima especificados.

Houve um intervalo de pelo menos dois dias entre os testes térmicos e
as observagdes comportamentais descritas a seguir.

3.10 - Observacdes Comportamentais

As observagdes comportamentais foram realizadas semanalmente, em
sala com pouca luz e o mais silenciosa possivel, no horario entre 7 € 18 horas.

Os animais eram colocados um por vez, em um observatério retangular
de tamanho 110cm x 50cm x 48cm construido em madeira, exceto por um de

seus lados que era de vidro, ¢ iluminado por uma ldmpada de filamento de
40w.

O chédo do observatério era coberto com raspas de madeira.

Dentro do observatério foi colocada a escada de trés degraus com o
objetivo de avaliar a motricidade.

Havia também dentro do observatério, a ragdo usualmente utilizada
pelos animais quando nas gatolas.

Previamente a observagfo, o rato era deixado por cerca de cinco
minutos para adaptagio ao ambiente do observatério. A partir daf entdo, cada
animal era observado durante trinta minutos, € 0s seus comportamentos eram
cronometrados através de um programa especifico desenvolvido pelo Prof.



Marcus Raimundo Vale, e executado por um computador IBM-PC 486 SX 33
MHz.

Esse programa associava cada comportamento estudado a uma tecla do
teclado, que ao ser acionada comecava a cronometrar um comportamento
especifico até que fosse acionada outra tecla. Ao final de trinta minutos, o
programa exibia o tempo gasto pelo animal em cada comportamento.

Os comportamentos estudados ¢ descritos a seguir foram: cocar-se
(scratching), limpar-se (groomming), empinar-se (rearing), farejar (sniffing),
descansar (resting e sleeping), alimentar-se (eating), € congelar-se (freezing).

‘Cogar-se’ foi definido como comportamento determinado por
movimentos ritmicos e rapidos das patas posteriores dirigidos a cabeca e ao
dorso (Santos,1995).

‘Limpar-se’ foi determinado como lamber partes do corpo e/ou
friccionar as orelhas, a cabeca, ou o focinho com as patas anteriores

geralmente de trds para frente em movimentos de vai-e-vem (Moura, 1994;
Santos, 1995).

‘Empinar-se’ foi definido como situagdo na qual o animal levanta o
corpo ficando apoiado nas patas posteriores ¢ comeca a farejar o ar. Nesse
momento, o animal pode ficar parado ou caminhar. As patas anteriores podem
ficar livres, ou apoiadas nas paredes do observatorio ou na escada colocada no
mesmo (Moura, 1994; Santos, 1995).

‘Farejar’ foi conceituado como o comportamento no qual o animal
fareja o chdo, as paredes, e os objetos do ambiente utilizando o focinho e
encostando suas vibrissas nos mesmos. Esses movimentos geralmente sdo
rapidos e ativos (Santos, 1995).

‘Descansar’ foi definido como o comportamento no qual o animal apés
explorar o ambiente, remove ou junta as raspas de madeira numa regido
escolhida, em seguida pode realizar alguns movimentos giratorios em torno de
si mesmo para apos isso deitar-se geralmente com a cabeca entre as patas. A
seguir ocorre relaxamento muscular e abaixamento das orelhas. O animal pode
a seguir dormir, o qué € geralmente precedido por movimento de fletir a cabega
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sobre o torax e abdome, fechamento dos olhos, ¢ aumento da freqii€ncia
respiratdria (Moura, 1994).

‘Alimentar-se’ ¢ um comportamento que dispensa caracterizagio
detalhada.

‘Congelar-se’ foi conceituado como o comportamento no qual o animal
repentinamente fica imével, estatico com os olhos abertos e fixos, e orelhas
levantadas. Durante esse tempo a cabega do rato pode ir baixando num
movimento leve, continuo, e suave, como se o animal estivesse em ‘transe’.
Além disso podem ocorrer discretos tremores no corpo como se o animal
estivesse com frio. Esse comportamento ocorre por curtos periodos de tempo,
e ¢ logo seguido por comportamentos exploratérios como ‘farejar’ e ‘empinar-

2

S€ .

As observac¢Bes comportamentais comegaram apos a 12* semana, indo
até a 27* semana de diabetes.

O tempo de inicio ideal das observacdes foi determinado através de um
estudo piloto do comportamento de cocar-se em ratas, de modo a definir os
sinais de inicio da sindrome.

Com os dados resultantes da quantificacdo do comportamento de
‘cogar-se’ no grupo experimental, criamos mais um subgrupo, denominado
Subgrupo 3.

O Subgrupo 3 (20 animais, sendo 14 ratos e seis ratas) agrupou oS
animais que apresentaram aumento persistente do comportamento de ‘cogar-
se’ acima de dez segundos ao longo das semanas de observagdo, por ser esse 0
comportamento “alvo” de expressdo da dor cronica.

Os comportamentos acima descritos foram quantificados em todos os
animais do grupo experimental (28 animais, sendo 22 ratos e seis ratas).

Os resultados foram expressos por subgrupo, exceto para o
comportamento de cogar-se, que além dos resultados por subgrupo, teve
também os dados expressos para todo o grupo experimental, pelo motivo de
ser ele o comportamento “alvo”.
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Para grupo controle destas observacdes utilizamos oito animais, sendo
sels ratos e duas ratas.

3.11 - Teste Farmacoldgico

Com o objetivo de avaliar o efeito de um analgésico potente sobre os
comportamentos apresentados pelos animais diabéticos, utilizamos morfina na
dose de 2 e 4 mg/kg, e o seu antagonista naloxona na dose de 1 mg /kg.

Foram utilizados como grupo experimental, nove animais (sendo sete
ratos e duas ratas) diabéticos do Subgrupo 3. O grupo controle desses
experimentos foram os proprios animais acima descritos antes do tratamento
com as drogas.

Morfina na dose de 2 mg/kg foi injetada por via intraperitoneal 15
minutos antes das observagdes comportamentais.

Morfina na dose de 4 mg/kg foi injetada por via intraperitoneal também
15 minutos antes do inicio das observa¢des comportamentais.

Morfina na dose de 2 mgkg foi injetada 15 minutos antes das
observagdes comportamentais, a seguir naloxona na dose de 1 mg/kg era
injetada 15 minutos apds a morfina, logo antes das observaces. Ambas as
drogas tiveram via de administragio intraperitoneal.

Néo utilizamos naloxona quando foi utilizada morfina na dose de 4

mg/kg.
Houve um intervalo de no minimo 48 horas entre cada experimento.
As doses das drogas utilizadas foram baseadas nas referidas pela

literatura internacional (Kupers et al.,1992; Courteix et al., 1993; Labrecque &
Vanier, 1995).

3.12 - Analise Estatistica
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Realizamos a andlise estatistica dos dados através do programa

SigmaStat for Windows wversion 1.0 - Copyright 1992-1994 - Jandel
Corporation.
Utilizamos o Teste “t” de Student quando havia distribuigdo normal e
mesma varincia das populacdes de onde as amostras analisadas vieram, caso
contrario o programa sugeria um teste ndo paramétrico, que for o Mann-
Whitney Rank Sum Test. Desta forma foi realizada a andlise estatistica da
glicemia, peso, parimetros do indice funcional, testes térmicos, e observagdes
comportamentais.

Para a analise estatistica dos testes farmacologicos foi usado o Teste de
Wilcoxon, visto que querfamos comparar amostras relacionadas (ratos
diabéticos antes e ap6s o tratamento farmacologico).

Os dados foram considerados estatisticamente significativos, quando a

possibilidade de ocorréncia da hipétese nula foi igual ou inferior a 5 %.

3.13 - Aspectos Eticos

Seguimos as orientagdes da Associagio Internacional para o Estudo da
Dor (International Association for The Study of Pain - IASP) relativas aos
aspectos éticos do uso de animais conscientes em dor experimental
(Zimmermann, 1983).
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RESULTADOS

4.1- Desenvolvimento do Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus desenvolveu-se em 39 animais (13 ratas e 26
ratos) na primeira semana apos a injecdo de estreptozotocina, destes, 32
estavam vivos na segunda semana. Dez animais apresentaram niveis
glicémicos, por duas vezes consecutivas, abaixo de 230 mg% e foram
excluidos deste estudo. Dezesseis animais (10 ratas e seis ratos) morreram no
segundo dia ap6s a administragdo da estreptozotocina (tab.4-1).

As glicemias realizadas na segunda semana em diante revelaram
valores estatisticamente significativos em relagdo ao grupo controle até a
ultima dosagem glicémica na 37° semana apds a inje¢do da droga. (figs.4.1 e
4.2).

Tabela 4-1
Animais do Grupo Experim. quanto ao sexo, mortalidade, e diabetes

Sexo Pré-Estreptoz. Mortos(1%sem.) Mortos(2%em.) Diabét.(2%em.)  Nio Diabét.

M © 40 6 5 21 8

F 25 10 2 11 2

TOTAL 65 16 7 32 10
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Fig.4.1- Evolugdo da glicemia média de ratos ndo diabéticos (gru-
po controle, n=10) e diabéticos (grupo experim., n=21) apoés trés
semanas, e até a 262 semana de diabetes. Os numeros entre pa-
rénteses aparecem quando o "'n" muda. * P < 0,0001 . Mann-

Whitney Rank Sum Test. Valores correspondem a média e erro
padréao da média.
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Fig.4.2 - Evolugdo da glicemia média de ratas ndo diabéticas (grupo
controle, n=9) e diabéticas (grupo experimental, n=11) apds a primeira
semana, e até a 372 semana de diabetes. Os numeros entre parén-
teses aparecem quando muda o "n". * P < 0,0001; + P < 0,001;

# P < 0,01. Teste "t" e Mann-Whitney Runk Sum Test. Valores no gra-
fico correspondem a media e erro padrao da media.
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4.2 - Observactes Clinicas Gerais

Os amimais diabéticos sempre se apresentaram mais doceis ao
manuseio do que os animais do grupo controle.

A partir da quarta semana da doenca notamos uma coloragdo mais
amarelada da pelagem dos animais diabéticos em relagdo aos nfo diabéticos.
Esta mudanca de cor aumentou lenta, mas progressivamente até o final da
pesquisa, deixando o animal diabético com aparéncia mais “suja” em relagdo
20S animais normais.

Os ammais diabéticos também apresentaram um débito urinario
elevado. Esta observagfio nfo foi quantificada objetivamente, porém tornou-se
evidente durante as observagles comportamentais, e também pelo fato de
termos que trocar com muito mais freqli€ncia as raspas de madeira das gaiolas
dos animais diabéticos devido a grande umidade.

Durante as observagles constatamos que varios animais diabéticos
apresentaram aumento do volume abdominal. Esse aumento era variavel de um
dia para o outro, € ndo parecia influenciar nas atividades do animal. O abdome
aumentado era flacido e ndo aparentava ser doloroso.

Houve também um embranquecimento progressivo dos olhos dos
animais diabéticos, de grau variavel de animal para animal, que atribuimos a
opacificagdo do cristalino.

O grupo experimental mostrou-se bastante sensivel, tendo uma
mortalidade elevada em rela¢dio ao grupo controle. Dos 39 animais com uma
semana de diabetes, 24 (61,5%) estavam vivos ao final da 36" semana. Dos 20
animais iniciais do grupo controle, 17 (85%) estavam vivos ao final da 36°
semana.

Em relagfo aos quinze animais mortos ao longo das 37 semanas de
diabetes, 6 tiveram septicemia como causa da morte, 2 apresentaram vArios
tumores abdominais, 2 apresentaram granuloma sangrante no olho, ¢ 5
provavelmente morreram de desequilibrio hidro-eletrolitico ou acido-basico. A
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septicemia fo1 evidenciada clinicamente por aumento da freqiiéncia respiratoria
e cardiaca, cianose, e calafrios. Os miltiplos tumores abdominais, a necropsia,
revelaram ser volumosos abscessos organizados (tab.4-2).

Tabela 4-2
Causas de mortalidade dos animais diabéticos
Grupo Controle Grupo Experim.
Vivos (1% sem.) 20 39
Vivos (37%sem.) 17 24
Mortalidade 15% 38,5%
Mortos-sépsis 0 6
Mortos-granuloma 0 2
Mortos-tumores 0 2
Mortos-deseq. ac-basico 7 0 5
Mortos-indeterminado 3 0

O peso dos animais diabéticos evoluiu diferentemente em relagdo aos
controles (fig.4.3 e 4.4). Exceto no dia do tratamento com a estreptozotocina,
todas as medidas seguintes sdo estatisticamente diferentes do grupo controle,
tanto para as fémeas como para os machos.

Nao foi observada vocalizagdo espontinea durante todo o tempo de
evolugdo da doenca.

Também ndo observamos em nenhum animal o comportamento de
agitar (shaking) a pata num movimento tremulante, nem o comportamento de
elevar alguma pata como se tivesse evitando o contato com o chio do
observatorio com o objetivo de ndo sentir dor.

Nenhum animal apresentou autotomia, nem paresia localizada de algum
membro, ou grupo muscular isolado. Um animal macho apresentou ataxia de
marcha, sabita, bem como comportamento de “circling” (rodar em circulo
sobre si mesmo) que persistiu até a sua morte devida a tumores intrabdominais.
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EFEITO LONGITUDINAL DO DIABETES SOBRE O PESO

Grupo Controle X Grupo Experim.- Ratos
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Fig.4.3 - Evolugdo do peso médio de ratos nao diabéticos (grupo
controle,n=10) e diabéticos (grupo experimental, n=23) a partir do
inicio do diabetes até a 292 semana. Numeros entre parénteses
aparecem quando o "n" muda. * P <0,0001. Teste "t" e Mann-
Whitney Rank Sum Test. Valores correspondem a média e erro
padrao da média.
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EFEITO LONGITUDINAL DO DIABETES SOBRE O PESO

Grupo Controle X Grupo Experim.- Ratas
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Fig.4.4 - Evolucdo do peso médio de ratas nédo diabéticas (gru-
controle, n=10) e diabéticas (grupo experimental, n=13) a partir
do inicio do diabetes até a 302 semana. Os numeros entre pa-

rénteses aparecem quando o "n" muda. * P < 0,0001; + P < 0,001;

#P <0,01; °P <0,05. Teste "t" e Mann-Whitney Rank Sum Test.

Valores correspondem a media e erro padrao da media.
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Todas essas alteracdes que observamos, aconteceram independentes do
sexo do animal.

43 - Evidéncias Motoras de Neuropatia Diabética: Resultados das Medidas
do Indice Funcional Ciatico

Os animais diabéticos apresentaram atrofia muscular proximal e distal
preponderantemente nas patas posteriores. Enquanto alguns animais
apresentaram atrofia muscular mais proximal, outros a apresentaram mais
distalmente, sendo estes tltimos a maioria.

Ndo obstante a atrofia muscular observada, nenhum ammal ficou
impossibilitado de subir os trés degraus da escada colocada dentro do
observatério. Todos os trés degraus da escada, porém, ndo eram escalados em
todas as observacdes. Havia ocasides em que o animal chegava somente até o
segundo degrau, entretanto em outro dia subsequente de observagdo, o mesmo
animal atingia os trés degraus da escada.

A atrofia muscular, embora nfo tenha sido quantificada objetivamente
foi bem evidenciada pela andlise da evolugdo das quatro medidas que
compdem o Indice Funcional Cidtico: 1- Distdncia ortogonal até a pata
posterior oposta, 2- Comprimento da impressdo plantar, 3- Distancia entre o 1°
e 5° pododactilo, 4- Distancia entre o 2° ¢ o 3° pododactilo (figs.4.5 a 4.8 -
ratos, € figs.4.9 a 4.12 - ratas).

Observa-se que para as duas primeiras medidas (distdncia ortogonal
até a pata posterior oposta e comprimento da impressdo plantar) que
correspondem a avaliacdo de for¢a mais proximal, a evolucdo do grupo
experimental embora seja diferente do grupo controle, muito poucas vezes
atinge valores estatisticamente significativos.

J4 nas medidas das distncias entre o 1° ¢ 5° , ¢ entre 0 2° ¢ 4°
pododactilos, as quais analisam forga distal, ha diferenca estatistica em quase
todos os pontos da curva ao longo de pelo menos 30 semanas de diabetes.

Nio existiram diferencas em relagdo ao sexo dos animais € as
altera¢des acima descritas.
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EVIDENCIAS MOTORAS DE NEUROPATIA DIABETICA
Evolugao da Distancia Ortogonal até a Pata Post. Oposta
Grupo Controle X Grupo Experim.- Ratos
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Fig.4.5- Evolugao da distancia ortogonal em cm até a pata posterior
oposta de ratos nao diabéticos (grupo controle, n=9) e diabéticos
(grupo experim., n=23) , apds 14 semanas e até a 302 semana de

diabetes. Valores correspondem a média das medidas das duas pa-
tas posteriores,e erro padréo da média. Os numeros entre parénteses

aparecem quando 0 "n" muda. * P < 0,01. Teste"t".
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EVIDENCIAS MOTORAS DE NEUROPATIA DIABETICA

Evolugao do Comprimento da Impressao Plantar
Grupo Controle X Grupo Experim. - Ratos
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Fig.4.6- Evolugdo do comprimento da impressé&o plantar em cm de ra-
tos n&o diabéticos (grupo controle, n=9) e diabéticos (grupo experim.
n=23) apds 12 semanas e até a 30 semana de diabetes. Valores cor-
respondem a média da soma das medidas das duas patas posteriores,
e erro padrao da média. Os numeros entre parénteses aparecem quan-
do o "n" muda. N&o houve significancia estatistica.
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EVIDENCIAS MOTORAS DE NEUROPATIA DIABETICA
Evolugdo da Distancia entre o 1° e 5° pododactilo

Grupo Controle X Grupo Experim. - Ratos
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Fig.4.7- Evolucéo da distancia em cm entre o 1° e o 5° pododactilo
de ratos nao diabéticos (grupo controle, n=9) e diabéticos (grupo
experim., n=23) ap6s 12 semanas e até a 30% semana de diabetes.
Valores correspondem a média das somas das medidas na pata pos-
terior esquerda e direita, e erro padrao da média. Os numeros entre
parénteses aparecem quando o "n" muda. *P <0,001. Teste "t" e

Mann-Whitney Rank Sum Test.
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EVIDENCIAS MOTORAS DE NEUROPATIA DIABETICA

Evolugao da Distancia entre o 2° e 0 4° pododactilo
G/rupo Controle X Grupo Experim. - Ratos
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Fig.4.8- Evolucao da distancia em cm entre o 2° e 0 4° pododactilo
de ratos nao diabéticos ( grupo controle, n=9 ) e diabéticos ( grupo
experim., n=23) ap6s 12 semanas e até a 302 semana de diabetes.
Valores correspondem a meédia das somas das medidas na pata
posterior esquerda e direita, e erro padrao da média. Os numeros
entre parénteses aparecem quando o "n" muda. * P <0,001. Teste
"t" e Mann-Whitney Rank Sum Test.
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EVIDENCIAS MOTORAS DE NEUROPATIA DIABETICA

Evolucado da Distancia Ortogonal até a Pata Post. Oposta
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Fig.4.9 - Evolucéo da disténcia ortogonal em centimetros até a pa-
ta posterior oposta de ratas n&o diabéticas (grupo controle, n=8) e
diabéticas (grupo experimental, n=6) a partir da 10?, e até a 372 se-
mana de diabetes. Valores correspondem a média das medidas e er-
ro padréao da média. Os numeros entre parénteses aparecem quando
o0"n"muda. *P <0,05. Teste "t".
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EVIDENCIAS MOTORAS DE NEUROPATIA DIABETICA

Evolucao do Comprimento da Impressao Plantar

Grupo Controle X Grupo Experim.- Ratas
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Fig.4.10- Evolu¢do do comprimento da impresséo plantar de ratas
nao diabéticas (grupo controle, n=8) e diabéticas (grupo experim.,
n=6) apds 10 semanas e até a 372 semana de diabetes. Valores
correspondem as médias das medidas e erro padrao da média. Os

nameros entre parénteses aparecem quando o "n" muda. * P< 0,001;
+ P <0,01. Teste "t" e Mann-Whitney Rank Sum Test.
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EVIDENCIAS MOTORAS DE NEUROPATIA DIABETICA
Evolucdo da Distancia entre o 1° e o 5° pododactilo

Grupo Controle X Grupo Experim. - Ratas

£4
Vi

5 @@ Grupo controle
'\ B—8 Grupo Experim.
[3)
S
@
0o
‘o (7)
* +
+| 4
* | (5)
*
31 =%
Y 7
0 7777 I | | 1 1
0 10 15 20 25 30 39 40
semanas

Fig.4.11- Evolugéo da distancia em cm entre o 1° e o 5° pododactilo
de ratas ndo diabéticas (grupo controle , n = 8) e diabéticas (grupo
experim., n = 6) apbs 10 semanas e até a 372 semana de diabetes.
Valores correspondem a média das somas das medidas na pata pos-
terior esquerda e direita, e as barras ao erro padrédo da média. Os nu-
meros entre parénteses aparecem quando muda o "n". *P<0.01, e
+ P <0,05. Teste "t" e Mann-Whitney Rank Sum Test.
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EVIDENCIAS MOTORAS DE NEUROPATIA DIABETICA

Evolucgdo da distancia entre o 2° e 0 4° pododactilo
Grupo Controle X Grupo Experim. - Ratas
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Fig.4.12- Evolucéo da distancia em cm entre o 2° e o0 4° pododactilo de
ratas nao diabéticas (grupo controle, n=8) e diabéticas (grupo experim.
n=6) ap6s 10 semanas e até a 372 semana de diabetes. Valores cor-
respondem a média das somas das medidas na pata posterior esquerda
e direita, e as barras ao erro padrao da média. Os numeros entre parén-
teses aparecem quando mudao"n". *P<0,01e +P <0,05. Mann-
Whitney Rank Sum Test.
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4 .4 - Resultados do Teste Térmico

O teste térmico a 40° C ndo evidenciou resultados diferentes entre os

animais diabéticos e os normais ao longo de 26 semanas de acompanhamento
(fig. 4.13 e 4.14).

Analisando previamente os dados resultantes do teste térmico a 46° C
em ratos e ratas indistintamente, pudemos observar dois subgrupos diferentes:
1- animais que apresentaram uma laténcia de retirada da pata menor que oito
segundos (que chamaremos de Subgrupo 1), e 2- animais que apresentaram
uma laténcia de retirada da pata maior ou igual a oito segundos (que
chamaremos de Subgrupo 2).

O escore de oito segundos foi escolhido baseado nos wvalores
apresentados pelos grupos controles seguintes: de machos (n=9, fig. 4.15), de
fémeas (n=8, fig. 4.16), e de machos ¢ fémeas (n=17, fig. 4.17).

O Subgrupo 1, formado por 12 animais (sendo 9 machos e 3 fémeas)
apresentou valores médios de laténcia de retirada da pata inferiores aos do
grupo controle de machos e fémeas (n=17, 9 machos e 8 f€meas), sendo de
significAncia estatistica em wvarios momentos ao longo da pesquisa, ¢

demonstrando desse modo que os animais apresentaram hiperalgesia (fig.
4.18).

O Subgrupo 2, formado por 16 animais (sendo 13 machos e 3 fémeas)
apresentou valores médios de laténcia de retirada da pata superiores aos do
grupo controle de machos ¢ fémeas, sendo de significAncia estatistica em
varios momentos ao longo da pesquisa, e evidenciando desse modo hipoalgesia
(fig. 4.19).

Cuidados foram tomados para evitar a lesdo por exposi¢do ao estimulo
nocivo da temperatura a 46° C, utilizando um cut-off de 15 segundos. Nenhum
animal apresentou sinais de lesbes nas patas utilizadas para a realizagéo do
teste térmico.

As alteragBes observadas acima foram encontradas indistintamente em
machos e fémeas.
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TESTE TERMICO 40°C
GRUPO CONTROLE x GRUPO EXPERIMENTAL - RATOS
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Fig.4.13- Evolucéo do tempo de laténcia de retirada da pata no teste
térmieo a-40°C do grupo controle (ratos néo diabéticos, n=9) e grupo
experimental (ratos diabéticos,n=23), apés 10, e até a 26 semana de
diabetes.Os valores correspondem a média das somas das laténcias,e
erro padrao da média.Os nimeros entre parénteses aparecem quando
muda o "n".Valores nao significativos. Teste "t", e Mann-Whitney Rank
Sum Test.
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TESTE TERMICO 40°C

GRUPO CONTROLE x GRUPO EXPERIMENTAL - RATAS
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Fig.4.14- Evolugéo do tempo de laténcia de retirada da pata no teste
térmico a 40°C do grupo controle (ratas nao diabéticas, n=9) e grupo
experimental (ratas diabéticas, n=11), apés 7, e até a 282 semana de
diabetes. Os valores correspondem a média das laténcias, e erro pa-
drao da média. Os nimeros entre parénteses aparecem quando muda
o "n". Valores nao significativos. Teste "t" e Mann-Whitney Rank Sum
Test.
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Fig.4.15- Regressao linear das médias dos escores (segundos) ob-

tidos no teste térmico a 46°C, de ratos néo diabéticos (grupo con-
trole, n=9) durante 27 semanas.

46



Tempo de retiv. da pats - segundos

Teste Térmico 46° - Grupo Controle - Ratas

4
5

10

4 i i !

5 10 15 20

!
25

!
30

semana

35

47

Fig.4.16- Regresséo linear das médias dos escores obtidos (se-
gundos) no teste térmico a 46°C, em ratas néo diabéticas (grupo

controle, n=8) durante 34 semanas.



Tempo de Retiv. da pata - segundos

@

Teste Térmico 46° - Grupo Controle - Ratos

0 l 1 I 1 1 | s
0 12 14 16 18 20 22 24 26 28
semanas

Fég.aiﬁ?? Regressao linear dos escores (segundos) obtidos no tes-
te térmico a 46°C, de ratos e ratas ndo diabéticos (n=17), durante
26 semanas.
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Evidéncia de Dor em Ratos Diabéticos - Hiperalgesia

Tempo de Retir. da pata - segundos
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Fig.4.18- Evolugdo do tempo de laténcia de retirada da pata no teste
térmico a 46°C do grupo controle (ratos e ratas nao diabéticos, n=17)

e subgrupo 1 (ratos e ratas diabéticos com tempo de retirada da pata

< 8 segundos, n=12) ap6s 12, e até a 262 semana de diabetes. Os va-
lores correspondem a média das laténcias nas patas posteriores, e ao
erro padrao da média. Os nimeros entre parénteses aparecem quando
muda o "n". * P< 0,05. Mann-Whitney Rank Sum Test.
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Evidéncia Sensitiva de Neuropatia Diabética - Hipoalgesia
Teste Térmico a 46°C - Grupo Controle X Subgrupo 2
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Fig.4.19-Evolucdo do tempo de laténcia de retirada da pata no teste
térmico a 46°C do grupo controle (ratos e ratas nao diabéticos, n=17)
e Subgrupo 2 (ratos e ratas diabéticos com tempo de laténcia da re-
tirada da pata > ou = 8 segundos, n=16) ap6s 12, e até a 262 sema-

na de diabetes. Valores correspondem ao tempo médio das laténcias
das patas posteriores, e ao o0 erro padrao da média. Os numeros entre
parénteses aparecem quando o "n" muda. * P< 0,01. Teste "t" e Mann-
Whitney Rank Sum Test .
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4.5 - Resultados do Estudo Comportamental

4.5.1 - Comportamento de Cogar-se

O estudo piloto do comportamento de cogar-se, que foi acompanhado
em ratas durante 12 semanas, mostrou que o tempo gasto com esse com-
portamento comeca a aumentar apés a 2° semana, atingindo valores
estatisticamente significativos na 12° semana (fig.4.20).

O Subgrupo 1 apresentou médias de tempo gasto no comportamento de
cogar-se superiores ao grupo controle (n=8 animais, sendo 6 machos e 2
fémeas) com wvalores significativos em quase toda a duracdo do estudo
(fig.4.21).

O Subgrupo 2 também apresentou valores médios de tempo gasto no
comportamento de cocgar-se superiores ao grupo controle, sendo que neste
subgrupo somente alguns valores foram estatisticamente significativos quando
comparados com os do grupo controle.(fig.4.22).

Numa analise prévia dos dados, percebemos que dentre os ratos do
grupo experimental (n=28, fémeas=6 e¢ machos=22) alguns apresentavam o
tempo de comportamento de cogar-se persistentemente elevado, enquanto em
outros esse tempo era muito variavel.

Os ratos que apresentaram tempo de cogar-se maior que 12 segundos
ao longo das observagdes foram agrupados no Subgrupo 3 (n=20, fémeas=6 ¢
machos=14). Os valores do tempo de comportamento de cogar-se deste
subgrupo sfo quase todos estatisticamente diferentes dos valores do grupo
controle ao longo de 27 semanas de observagdo (fig.4.23).

A compara¢io da evolugdo do tempo médio do comportamento de
cogar-se de todo o grupo experimental com o grupo controle esta representada
na fig.4.24. Apenas alguns valores so estatisticamente diferentes entre os dois

grupos.
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Evidéncia Comportamental de Neuropatia
Diabética Dolorosa

Evolugao Inicial do Comportamento de Cocgar-se
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Fig.4.20-Evolugéo do tempo médio do comportamento de cogar-se
de ratas nao diabéticas (grupo controle, n=6) e diabéticas (grupo
experim.,n=6) durante as primeiras semanas de diabetes. Os nu-
meros entre parénteses aparecem quando o0 "n" muda. Os valores
correspondem as medias, e erro padrao da média.* P< 0,05. Mann-
Whitney Rank Sum Test.
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Fig.4.21-Evolucéo do tempo médio do comportamento de cocar-
se de ratos e ratas ndo diabéticos (grupo controle, n=8) e diabéti-
cos (subgrupo 1, n=12) ap6s 12 semanas e até a 272 semana de
diabetes. Os nlimeros entre parénteses aparecem quando muda o
"n". Os valores correspondem as médias, e erro padréao da média.

+ P <0,001; #P <0,01; *P <0,05. Teste "t" e Mann-Whitney
Rank Sum Test.
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Evidéncia Comportamental Crénica de
Neuropatia Diabética Dolorosa

Comportamento de Cocar-se
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Fig.4.22-Evolugdo do tempo médio do comportam. de cogar-se
de ratos e ratas nao diabéticos (grupo controle, n=8) e diabéticos
(subgrupo 2, n=16) apds 12 semanas e até a 272 semana de dia-
betes.Os numeros entre parénteses aparecem quando o "n" muda.
Os Valores correspondem as médias, e ao erro padrao da média
*P< 0,05; + P<0,001. Teste "t" e Mann-Whitney Rank Sum Test.
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Evidéncia Comportamental Cronica de
Neuropatia Diabética Dolorosa
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Fig.4.23 - Evolucéo do tempo médio do comportam. de cogar-se
de ratos e ratas n&ao diabéticos (grupo controle, n=8) e diabéticos

(subgrupo 3, n=20) apds 12 semanas e até a 272 semana de dia-

betes.Os numeros entre parénteses aparecem quando o "n" muda.

Os valores correspondem as médias, e ao erro padrao da média.
+ P <0,0001; #P <0,01; * P <0,05. Teste "t' e Mann-Whitney
Rank Sum Test.
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Evidéncia Comportamental Crénica de
Neuropatia Diabética Dolorosa

Comportamento de Cogar-se
Grupo Controle X Grupo Experim.
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Fig.4.24 - Evolucado do tempo médio do comportam. de cocar-se
de ratos e ratas nao diabéticos (grupo controle, n=8) e diabéticos
(total do grupo experim.,n=28) apds 12 semanas e até a 272 sema-
na de diabetes.Os nimeros entre parénteses aparecem quando mu-

da o "n".Os valores correspondem a média, e erro padrao da média.
+P =0,05; *P <0,05; #P <0,0001. Teste "t' e Mann-Whitney Rank

Whitney Rank Sum Test.
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4.5.2 - Comportamento de Limpar-se

No comportamento de limpar-se obtivemos resultados semelhantes
para os trés subgrupos. Os ratos diabéticos em geral apresentaram menos
comportamento de limpar-se que os ratos controles. Essa diferenca foi pequena
e muitas vezes nio estatisticamente significativa (fig. 4.25).

O subgrupo 1 apresentou somente discreta diferenca em relagfo ao
grupo controle. Esta diferenca nio foi estatisticamente significativa, apenas ¢
visivel no grafico da fig.4.26.

O subgrupo 2 apresentou tempo médio do comportamento de limpar-
se menor que o controle, atingindo valores estatisticamente diferentes somente
na 20° e na 24" semana (fig. 4.27).

O subgrupo 3 apresentou resultados semelhantes aos do subgrupo 1,
embora ainda tenha atingido valores estatisticamente significativos na 24* ¢ 26°
semanas (fig. 4.28).

4.5.3 - Comportamento de Empinar-se

Os ratos diabéticos de uma forma geral apresentaram menos tempo de
comportamento de empinar-se (ficar ereto) do que os animais controles.

Os anmmais do subgrupo 1 apresentaram pequena diferenga em relagio
aos valores do grupo controle. Esta diferenga embora ndo seja estatisticamente

significativa em todas as semanas de observagdo ¢ bem visivel graficamente
(fig.4.29).

Os animais do subgrupo 2 apresentaram mais valores significativos em
relacdo ao controle,-que os animais do subgrupo 1. Os valores comecam a ficar
estatisticamente diferentes a partir da 21° semana de diabetes (fig.4.30).

Os animais do subgrupo 3 também apresentaram um tempo médio do
comportamento de empinar-se menor do que o controle. Apenas alguns desses
valores foram estatisticamente significativos. Isso ocorreu principalmente nas
altimas sete semanas de observacao (fig.4.31).



Tempo de limpar-se - segundos

Evolugao do Comportamento de Limpar-se
Grupo Controle X Grupo Experimental
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Fig.4.25- Evolucéo do tempo médio do comportam. de limpar-se
de ratos e ratas nao diabéticos (grupo controle, n=8) e diabéticos
(grupo Experim.,n=28) ap6s 12 semanas, e até a 272 semana de
diabetes. Os numeros entre parénteses aparecem quando o " n"
muda. Valores correspondem a média, e ao erro padrao da média.
*P < 0,05. Teste "' e Mann-Whitney Rank Sum Test.
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Tempo de limpar-se - segundos

Evolucdao do Comportamento de Limpar-se
Grupo Controle X Subgrupo 1
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Fig.4.26- Evolugao do tempo médio do comportam. de limpar-se
de ratos e ratas nao diabéticos (grupo controle, n=8) e diabéticos
(subgrupo 1, n=12) apds 12 semanas, e até a 272 semana de dia-

betes.Os nimeros entre parénteses aparecem quando muda o "n".

Os Valores correspondem as médias, e ao erro padrao da média.
Nao houve significancia estatistica. Teste "t" e Mann-Whitney
Rank SumTest.
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Evolugao do Comportamento de Limpar-se
Grupo Controle X Subgrupo 2
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Fig.4.27- Evolugao do tempo médio do comportam. de limpar-se
de ratos e ratas néo diabéticos (grupo controle, n=8) e diabéticos
(subgrupo 2, n=16) apds 12 semanas, e até a 27%semana de dia-
betes. Os numeros entre parénteses aparecem quando o "n" mu-
da. Os valores correpondem a média, e ao erro padrao da média.

* P < 0,05. Teste "t' e Mann-Whitney Rank Sum Test.
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Evolugdo do Comportamento de Limpar-se
Grupo Controle X Subgrupo 3
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Fig.4.28- Evolugdo do tempo médio do comportam.de limpar-se
de ratos e ratas ndo diabéticos (grupo controle, n=8) e diabéticos
(subgrupo 3, n=20) ap6s 12 semanas, e até a 272 semana de dia-
betes. Os nimeros entre parénteses aparecem quando o "n" mu-
da.Os valores correspondem a média,e ao erro padrao da média.
*P < 0,05. Teste"t" e Mann-Whitney Rank Sum test.
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Evidéncia motora de Neuropatia Diabética
Comportamento de Empinar-se
Grupo Controle X Subgrupo 1
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Fig.4.29- Evolugao do tempo médio em segundos do comportam.
de empinar-se de ratos e ratas n&o diabéticos (grupo controle,n=8)

e diabéticos (subgrupo 1, n=12). Numeros entre parénteses apare-
cem quando muda o "n". Os valores correspondem a média e erro
padrdo da média. *P<0,01; +P<0,05. Teste "t' e Mann-Whitney
Rank Sum Test.
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Evidéncia Motora de Neuropatia Diabética
Grupo Controle X Subgrupo 2
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Fig.4:30--Evolugéo do tempo médio do comportam.de empinar-se
de ratos e ratas ndo diabéticos (grupo controle, n=8) e diabéticos
(subgrupo 2, n=16). Os numeros entre parénteses aparecem quan-
do o0 "n" muda.Os valores correspondem a média e erro padréo da
média. + P < 0,01; *P < 0,05. Teste "t" e Mann-Whitney Rank Sum
Test.



Tempo de empinar-se - segundos

Evidéncia Motora de Neuropatia Diabética
Comportamento de Empinar-se
Grupo Controle X Subgrupo 3
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Fig.4.31-Evolucéo do tempo médio do comportam. de empinar-se
de ratos e ratas nao diabéticos (grupo controle, n=8) e diabéticos
(subgrupo 3, n=20) apds 12 e até a 272 semana de diabetes. Nu -
meros entre parénteses aparecem quando o0 "n" muda. Os valores
correspondem a média, e ao erro padréao da meédia. * P <0,01;

+ P < 0,05. Teste "t" e Mann-Whitney Runk Sum Test.
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4.5.4 - Comportamento de Farejar

Houve uma diminui¢do do comportamento de farejar a partir da 20°
semana de diabetes. Os resultados para os trés subgrupos sdo semelhantes,
entretanto o subgrupo 1 apresentou valores estatisticamente diferentes na 20° ¢
21? semanas, o subgrupo 2 na 21% ¢ 23" semanas, ¢ o subgrupo 3 apenas na 21°
semana. (figs.4.32 a 4.34).

4.5.5 - Comportamento de Descansar

Houve um aumento do comportamento de descansar para todos os
subgrupos, tendo os animais do subgrupo 1 apresentado esse aumento a partir
da 17* semana, com alguns valores estatisticamente diferentes (fig. 4.35).

Os anmimais do subgrupo 2 também comegaram a apresentar esse
aumento a partir da 17% semana, porém apresentaram mais valores
significativos que o subgrupo 1 (fig.4.36).

Os animais do subgrupo 3 iniciaram também, o aumento do tempo
gasto no comportamento de descansar na 17 semana, € apresentaram mais
valores signtficativos que o subgrupo 2 (fig.4.37).

4.5.6 - Comportamento de Alimentar-se

O tempo gasto no comportamento de alimentar-se diminuiu em todos
os subgrupos, porém nio atingiu valores estatisticamente diferentes em todas
as semanas.

O subgrupo 1 comegou a apresentar diminuigdo deste comportamento a
partir da 18" semana, alcangando valores significativos na 26° e 27° semanas
(fig.4.38).

O subgrupo 2 iniciou a diminuigdo do tempo gasto no comportamento
de alimentar-se a partir da 21° semana, atingindo valor estatisticamente
significativo na 27° semana (fig.4.39).

No subgrupo 3, o tempo gasto com este comportamento diminuiu a

partir da 22° semana, alcangando valores significativos na 26" e 27* semanas
(fig.4.40).
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Evolugao do Comportamento de Farejar

Grupo Controle X Subgrupo 1
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Fig.4.32- Evolugao do tempo médio do comportam. de farejar em
ratos e ratas nao diabéticos (grupo controle,n=8) e diabéticos (sub-
grupo 1, n=12) apés 12, e até a 272 semana de diabetes. Os nime-
ros entre parénteses aparecem quando muda o "n". Os valores cor-
respondem a média e erro padrao da média. *P < 0,001; +P < 0,05.
Teste "t".



Tempo de farejar - segundos

Evolugao do Comportamento de Farejar
Grupo Controle X Subgrupo 2
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Fig.4.33- Evolucédo do tempo médio do comportam.de farejar em
ratos e ratas néo diabeticos (grupo controle,n=8) e diabéticos (sub-
grupo 2, n=16) apds 12, e até a 272 semana de diabetes. Os nume-
ros entre parénteses aparecem quando o "n" muda. Os valores cor-
respondem a média e erro padréo da média. * P < 0,05. Teste "t" e
Mann-Whitney Rank Sum Test.
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Evolugdo do Comportamento de Farejar

Grupo Controle X Subgrupo 3
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Fig.4.34- Evolucéo do tempo médio do comportam. de farejar em
ratos e ratas nao diabéticos (grupo controle,n=8) e diabéticos (sub-
grupo 3, n=20) apés 12, e até a 272 semana de diabetes. Os nlime-
ros entre parénteses aparecem quando muda o "n".Os valores cor-
respondem a média e erro padréo da média. * P <0,05. Teste "t" e
Mann-Whitney Rank Sum Test.
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Evidéncia Comportamental Subclinica de Dor em

Neuropatia Diabética: Comportamento de descansar
Grupo Controle X Subgrupo 1

///
1000 1 @@ Grupo Controle
B8 Subgrupo 1
800 —
+ B
600 = i
e .
T 1 (10)
400 o | -7
200 - B % 1
0 -
7 | | | | | 1 |
0 12 14 16 18 20 22 24 26 28
. - semanas

Fig.4.35- Evolucéo do tempo médio do comportam. de descansar
em ratos e ratas ndo diabéticos (grupo controle, n=8) e diabéticos
(subgrupo 1, n=12) apés 12, e até a 272 semana de diabetes. Os
ndmeros entre parénteses aparecem quando o "n" muda. Os valo-
res correspondem a média e erro padrao da média. + P < 0,001 ;
* P< 0,05. Teste "t" e Mann-Whitney Rank Sum Test.
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Evidéncia Comportamental Subclinica de Dor em
Neuropatia Diabética: Comportamento de Descansar
Grupo Controle X Subgrupo 2
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Fig.4.36- Evolugao do tempo médio do comportam. de descansar

em ratos e ratas nao diabéticos (grupo controle, n=8) e diabéticos

(subgrupo 2, n=16) apds 12, e até a 272 semana de diabetes. Os
numeros entre parénteses aparecem quando o "n" muda. Os valo-
res correspondem a média e erro padrdo da média. + P <0,01 ;

* P < 0,05. Mann-Whitney Rank Sum Test.
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Evidéncia Comportamental Subclinica de Dor em

Neuropatia Diabética: Comportamento de Descansar
Grupo Controle X Subgrupo 3
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Fig.3.37- Evolugéo do tempo médio de comportam. de descansar
em ratos e ratas ndo diabéticos (grupo controle, n=8) e diabéticos
(subgrupo 3, n=20) ap6és 12, e até a 272 semana de diabetes. Os
nimeros entre parénteses aparecem quando o "n" muda. Os valo-
res correspondem a média e erro padrédo da média. # P < 0,0001 ;
+P <0,01; *P<0,05; °P=0,0588. Teste "t" e Mann-Whitney
Rank Sum Test.
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Evidéncia Comportamental Subclinica de Dor em

Neuropatia Diabética: Comportamento de Alimentar-se

Tempo de alimentar-se - segundos
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Fig.4.38- Evolugdo do tempo médio do comportam. de alimentar-se
em ratos e ratas nao diabéticos ( grupo controle, n=8 ) e diabéticos
(subgrupo 1, n=12) apds 12, e até a 272 semana de diabetes. Os nu-
meros entre parénteses aparecem quando o "n" muda. Os valores
correspondem a média e erro padrao da média.* P < 0,01; + P <0,05.
Teste "t" e Mann-Whitney Rank Sum Test.
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Evidéncia Comportamental Subclinica de Dor em
Neuropatia Diabética: Comportamento de Alimentar-se
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Fig.4.39-Evolucéo do tempo médio do comportam.de alimentar-se
em ratos e ratas ndo diabéticos (grupo controle, n=8) e diabéticos
(subgrupo 2, n=16) apés 12, e até a 272 semana de diabetes. Os

numeros entre parénteses aparecem quando o "n" muda. Os valo-
res correspondem a8 média e erro pardrdo da média. * P < 0,01.

Teste "t" e Mann-Whitney Rank Sum Test.
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em Neuropatia Diabética

Grupo Controle X Subgrupo 3

®-@® G.Controle
1 E—8 G Experim.

80 —
60 —
40
20 -

y
0 7/ I | | I | | |

0 12 14 16 18 20 22 24 26 28

semanas
Fig.4.40-Evolucéo do tempo médio do comportam.de alimentar-se
em ratos e ratas nao diabéticos (grupo controle, n=8) e diabéticos
(Subgrupo 3, n=20) ap6s 12, e até a 272 semana de diabetes. Os
numeros entre parénteses aparecem quando 0"n" muda. Os valo-
res correspondem a média e erro padrao da média. + P < 0,05 ;

*P <0,01. Teste "t" e Mann-Whitney Rank Sum Test.
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4.6 - Teste Farmacologico

4.6.1 - Efeito da Morfina, e Naloxona sobre o Comportamenio de Cocar-se

O tempo gasto com o comportamento de cogar-se diminuiu
significativamente apds o tratamento com morfina na dose de 2 mg/kg, quando
comparado aos mesmos animais ndo tratados com a droga.

Os mesmos amimais também apresentaram uma diminuigfo
estatisticamente significativa do comportamento de cocar-se, apds tratamento
com uma dose de morfina de 4 mgkg, quando comparado com uma
quantificacio prévia deste comportamento sem o uso da droga.

Quando se usou simultanecamente morfina na dose de 2 mgkg ¢
naloxona na dose de 1 mgkg ndo houve diminuicdo estatisticamente
significativa do comportamento de cogar-se em relagdo aos mesmos animais
ndo tratados com estas drogas (fig. 4.41).

4.6.2 - Efeito da Morfina, e Naloxona sobre o Comportamento de Limpar-se

Morfina na dose de 2 mg/kg diminuiu significativamente o tempo gasto
com o comportamento de limpar-se em relagdo aos mesmos animais nfo
tratados.

Nédo houve diferenga estatistica no tempo gasto com este mesmo
comportamento entre 0s animais nfo tratados e tratados com morfina na dose
de 4 mg/kg, embora tenha havido aumento desse tempo.

Morfina e naloxona na dose de 2 mg/kg e 1 mg/kg, respectivamente,
aumentaram significativamente o tempo gasto com o comportamento de
limpar-se em relagdo aos animais nfo tratados (fig.4.42).



Tempo de cogar-se - segundos

Comportamento de Cocar-se - Morfina e Naloxona
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Fig.4.41- Comportamento de cocar-se antes e ap6s morfina 2 e 4
mg/Kg, e morfina 2 mg/Kg + naloxona 1mg/Kg em ratos e ratas di-
abéticos (n=9) na 272 semana.Valores correspondem a média, e er-
ro padrao da média. * P <0,01. Wilcoxon Sign Rank Test.
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Fig.4.42- Comportamento de limpar-se antes e ap6s morfina 2 e
4mg/Kg, e morfina 2mg/Kg + naloxona 1mg/Kg, em ratos e ratas
diabéticos (n=9) na 272 semana. Os valores correspondem a me-
dia e erro padrao da média. * P<0,01. Wilcoxon Sign Rank Test.

77



78

4.6 - Teste Farmacoldgico

4.6.1 - Efeito da Morfina, e Naloxona sobre o Comportamento de Cocar-se

O tempo gasto com o comportamento de cocar-se diminuiu
significativamente apos o tratamento com morfina na dose de 2 mg/kg, quando
comparado aos mesmos animais nfo tratados com a droga.

Os mesmos animais também apresentaram wuma diminuigdo
estatisticamente significativa do comportamento de cogar-se, apos tratamento
com uma dose de morfina de 4 mg/kg, quando comparado com uma
quantificacdo prévia deste comportamento sem o uso da droga.

Quando se usou simultaneamente morfina na dose de 2 mgkg e
naloxona na dose de 1 mgkg ndo houve dimmuicdo estatisticamente
significativa do comportamento de cocar-se em relacdo aos mesmos animais
ndo tratados com estas drogas (fig. 4.41).

4.6.2 - Efeito da Morfina, e Naloxona sobre o Comportamenio de Limpar-se

Morfina na dose de 2 mg/kg dimmuiu significativamente o tempo gasto
com o comportamento de limpar-se em relagdo aos mesmos animais nfo
tratados.

Nio houve diferenca estatistica no tempo gasto com este mesmo
comportamento entre os animais ndo tratados e tratados com morfina na dose
de 4 mg/kg, embora tenha havido aumento desse tempo.

Morfina e naloxona na dose de 2 mg/kg ¢ 1 mg/kg, respectivamente,
aumentaram significativamente o tempo gasto com o comportamento de
limpar-se em relagdio aos animais ndo tratados (fig.4.42).



Tempo de empinar-se - segundos
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Fig.4.43-Comportamento de empinar-se antes e apés morfina 2
e 4mg/Kg, e morfina 2mg/Kg + naloxona 1 mg/Kg,em ratos e ratas
diabéticos (n=9) na 272 semana. Os valores correspondem a me-

dia e erro padréo da média. Nao houve significancia estatistica.
Wilcoxon Sign Rank Test.
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Comportamento de Farejar - Morfina e Naloxona
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Fig.4.44-Comportamento de farejar antes e ap6és morfina 2 e 4
mg/Kg e morfina 2 mg/Kg + naloxona 1 mg/Kg, em ratos e ratas
diabéticos (n=9) na 272 semana. Os valores correspondem a mé-

dia e erro padréo da média. N&o houve significancia estatistica.
Wilcoxon Sign Rank Test.



Comportamento de Descansar - Morfina e Naloxona
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Fig.4.cf5—Cbmportamento de descansar antes e apés morfina 2 e
4 mg/Kg, e morfina 2mgKg + naloxona 1 mg/Kg, em ratos e ratas
diabéticos (n=9) na 272 semana. Os valores correspondem a mé -

dia e erro padrao da média. * P< 0,01. Wilcoxon Sign Rank Test.
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4.6.6- Efeito da Morfina, e Naloxona sobre o Comportamento de Alimentar-se

Morfina na dose de 2 mgkg aumentou significativamente o
comportamento de alimentar-se dos animais tratados, em relacdo ao tempo
gasto em ‘alimentar-se’ por estes mesmos animais quando nfo tratados com
esta droga.

Morfina na dose de 4 mg/kg também aumentou bastante o tempo gasto
neste comportamento pelos animais tratados, porém esse aumento ndo €
estatisticamente significativo.

O tratamento dos animais com morfina ¢ naloxona na dose de 2 mg/kg,
e 1 mg/kg, respectivamente, diminuiu significativamente o tempo gasto em
‘alimentar-se” (fig. 4.46).

4.6.7- Efeito da Morfina, e da Naloxona sobre o Comportamento de Congelar

Morfina na dose de 2 mgkg aumentou o tempo gasto 1o
comportamento de congelar dos animais tratados, porém este aumento ndo €
estatisticamente significativo.

Morfina na dose de 4 mg/kg aumentou bastante, e significativamente, o
tempo gasto no comportamento de congelar pelos animais tratados em relagfo
a estes mesmos animais quando ndo tratados.

Morfina e naloxona, na dose de 2 mg/kg e 1 mg/kg respectivamente,
ndo alteraram significativamente o comportamento de congelar dos animais

tratados com estas drogas, em relagdo a estes mesmos animais quando nfo
tratados (fig. 4.47).

4.7 - Resumo

Em resumo, nos animais diabéticos os pardmetros do indice funcional
ciatico revelaram comprometimento motor distal (fig.4.7, 4.8, 4.11, e 4.12); os
resultados dos testes térmicos revelaram que existiam animais com hiperalgesia
(fig.4.18) e animais com hipoalgesia (fig.4.19); a andlise comportamental
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Fig. 4.46- Comportamento de alimentar-se antes e apos morfina 2
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*

e 4 mg/Kg, e morfina 2 mg/Kg + naloxona 1 mg/Kg,em ratos e ratas
diabéticos (n=9) na 272 semana. Os valores correspondem a média

e erro padrao da média. * P < 0,01. Wilcoxon Sign Rank Test.
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dem a média e erro padrao da média.* P< 0,05. Wilcoxon Sign
Rank Test.
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revelou um aumento dos comportamentos de cogar-se (fig.4.20 a 4.24) ¢
descansar (fig.4.35 a 4.37), ¢ uma diminui¢do dos comportamentos motores
(fig.4.29 a 4.34), de alimentar-se (fig.4.38 a 4.40), ¢ limpar-se (fig.4.25 a
4.28); os testes farmacologicos com morfina mostraram um inibigdo do
comportamento de cogar-se, com reciproco aumento das atividades motora e
alimentar, e diminui¢do do repouso; e a naloxona antagonizou os efeitos
produzidos pela morfina (figs.4.41 a 4.47).
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5 - DISCUSSAO

5.1 - Inducdo do Diabetes Mellitus

A estreptozotocina na dose de 75 mg/Kg mostrou certa toxicidade, a
julgar pelos amimais mortos no segundo dia apds a injecdo da droga. Nio
encontramos na literatura, referéncias da sua toxicidade na inducdo do diabetes
experimental quando sdo utilizadas doses que variam de 50 a 75 mg/Kg.
Thomas & Tomlinson (1993) afirmam que nas doses diabetogénicas a
estreptozotocina ndo € neurotdxica. A estreptozotocina também € menos
toxica, e mais especifica em relagdo a agfo sobre as células beta do pancreas,
do que a aloxana (Bitar et al, 1986). Lackovic & Salkovic (1990) relataram um
aumento nos niveis cerebrais de serotonina, noradrenalina, ¢ dopamina, apos
injecdo intraventricular de estreptozotocina em doses ndo diabetogénicas
durante um estudo de longa duragfo. Estes pesquisadores nfo conseguiram
explicar e nem ao menos fazer hipéteses em relagdo ao achado.

O seu efeito em destruir as células beta das ilhotas de Langerhans nédo
parece ser igual para todos os animais, visto que alguns animais ndo
desenvolveram diabetes e outros apresentaram por duas vezes consecutivas
nivel hiperglicémico abaixo de 230 mg %, valor previamente escolhido para o
animal poder fazer parte do grupo experimental. Entretanto, a estreptozotocina
tem boa eficacia em induzir diabetes mellitus, pois excetuando-se os animais
mortos, a maioria dos restantes desenvolveu diabetes. Outra vantagem da
estreptozotocina é.0 facil manuseio e as varias opc¢les de wvias para a
administragdo da droga: intraperitoneal, intramuscular, subcutinea, ou
mtravenosa.

Uma vez induzido o diabetes, os niveis hiperglicémicos permaneceram
altos por 37 semanas. Isso permitiu a observacdo do modelo por longo tempo,
0 que ¢ muito interessante, tendo em vista que o diabetes mellitus ¢ uma
doenga cronica no homem.
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5.2 - Alteractes Clinicas

As nossas observacdes de maior docilidade por parte dos animais
diabéticos também foram relatadas por Courteix et al (1993) que ndo sugeriram
nenhuma hipotese para explicar tal fato. Achamos que essa maior cooperagdo
por parte dos animais diabéticos pode ser fruto da lassiddo causada pela
doenca. Além disso, pode ser um comportamento decorrente das alteragdes
bioquimicas cerebrais encontradas em ratos diabéticos. Chu et al (1986)
encontraram nivels diminuidos de serotonina no hipotdlamo e no tronco
cerebral de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina. Esses mesmos
animais apresentavam baixo contetido de catecolaminas no hipotdlamo ¢ alto
contendo, especialmente de dopamina, no corpo estriado. Por outro lado, Bitar
et al (1986) encontraram uma elevagdo nos niveis de noradrenalina no
hipotalamo ¢ tronco cerebral, contrastando com auséncia de alteracdes
significativas dos niveis de dopamina e serotonina nessas mesmas regioes.

Os animais diabéticos apresentaram alteragdes clinicas similares as
humanas, ou seja, poliaria, catarata progressiva e variavel de amimal para
animal, e aumento ocasional e variavel do volume abdominal. Esta dltima
alteragdo pode ser devida a neuropatia autondémica correspondente 2
gastroparesia diabética vista no homem. Neste estudo ndo correlacionamos dor
com aumento do volume abdominal, porém Lanting et al (1989) concluiram
que disfungdo autondmica e neuropatia diabética dolorosa € uma associa¢do
freqiiente.

Achamos que a mudanca de coloragdo da pelagem dos animais
diabéticos para um tom mais amarelado deveu-se a diminui¢do relativa na
quantidade do comportamento de limpar-se.

Os animais diabéticos também mostraram-se mais sensiveis a doengas.
Isso pode ser decorrente das condigdes gerais de acomodagfo desses animais
no nosso biotério, e / ou do estado deprimido do sistema imunolégico causado
pela doenga cronica. Os abscessos intrabdominais encontrados em alguns ratos
diabéticos podem ter sido causados por bactérias inoculadas durante a injegédo
da estreptozotocina, apesar de cuidadosa técnica de anti-sepsia utilizada. Nao
sabemos explicar a razdo da sindrome atdxica apresentada por um animal
diabético. Afastamos a possibilidade de que tenha sido causada por
intoxicacdo pela estreptozotocina, pois a ataxia desenvolveu-se cerca de trinta
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dias apos a mjecdo da droga e permaneceu até a morte do animal, o qual tinha
na €época 40 semanas de diabetes. O exame do encéfalo desse amimal a
microscopia optica revelou calcificagBes cerebelares inespecificas.

As alteracdes encontradas na evolugdo do peso concordam com as
observacdes de Wuarin-Bierman et al (1987), Lee & McCarty (1992), ¢
Courteix et al (1993), que encontraram diferengas estatisticas em relagdo aos
controles a partir de uma semana, 72 horas, e duas semanas respectivamente.
Essa diminuigdo do peso pode decorrer da presenca de uma doenga cronica,
como também pode ter sido causada por diminui¢do da ingesta alimentar
devido a dor crbnica.

O fato de ndo termos observado vocalizagdo espontinea, pode significar
que os animais ndo estdo submetidos a dor intensa. Isso faz com que este
modelo siga um dos critérios sugeridos pela IASP: “os animais devem ser
submetidos a um nivel de dor minimo que satisfaga os objetivos do
experimento” (Zimmermann, 1983).

Também nio houve sinais de autotomia nos ratos diabéticos. Hsse
comportamento ¢ relatado em alguns modelos de dor neuropatica (Santos,
1995), e é controverso se significa manifestacdo de dor. Santos (1995) ndo
encontrou correlagdo entre autotomia e maior presenga de alodimia, ou do
comportamento de cogar-se, fendmenos relacionados com dor.

E importante salientar que os achados acima ocorreram sem predilecdo

de sexo, pois animais de ambos os sexos apresentaram altera¢Ses com
intensidade e caracteristicas similares.

5.3 - Evidéncias de Neuropatia Motora

Os ratos diabéticos apresentaram de forma wvisivel, atrofia discreta a
moderada que ocorreu principalmente nas patas posteriores. Este fato também
foi descrito por Courteix et al (1993). Tal atrofia fo1 varidvel de animal para
animal, havendo inclusive trés animais diabéticos que ndo a apresentaram. [sso
denota a variabilidade mdividual na sindrome desenvolvida neste modelo. Fato

similar ocorre nas manifestacdes do diabetes no homem ( Bays & Pfeifer,
1988; Watkins, 1990; Thomas & Tomlinson, 1993).
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Em alguns animais a atrofia fo1 mais importante nas porg¢des proximais,
em outros, que representaram a maioria, a atrofia muscular foi mais marcante
nas partes distais das patas posteriores. Seria interessante que em experimentos
futuros se estudasse separadamente os animais com atrofia de predomindncia
proximal e os que a tivessem com predomindncia distal. Pode ser que, como
acontece no diabetes mellitus humano, essa variagdo tenha diferentes
manifestagSes clinicas dolorosas.

A utilizagdo dos pardmetros do {ndice Funcional Ciatico, desenvolvido
por Medinaceli et al (1982), confirma as observagdes de atrofia muscular. Esse
indice foi desenvolvido para avaliar comparativamente as condigdes de um
nervo ciatico sdo com o nervo doente da pata contralateral. Como no diabetes
o comprometimento € bilateral, ndo seria possivel utilizar as medidas obtidas
nos animais diabéticos para se chegar ao indice. Por isso utilizamos de forma
isolada, as medidas que lhe dio origem.

A distancia ortogonal entre as patas posteriores mede o alcance das
passadas das patas posteriores do animal durante a marcha. A nosso ver, a
for¢a responsavel por essas agGes provém da musculatura da bacia e coxas,
isto €, musculos proximais. Os resultados mostram que embora haja uma
diferenca visivel graficamente, ndo ha significancia estatistica.

O comprimento da impressdo plantar ¢ pequeno em animais normais
que, como o rato, utilizam o ante-p¢ como apoio durante a marcha. A for¢a
para essa ac¢do € proveniente da musculatura posterior das patas traseiras,
portanto, da musculatura mais proximal. Ndo ha diferencga estatistica entre os
animais diabéticos e os controles em relacdo a essa medida, embora como na
medida anterior, a diferenca seja visivel graficamente, particularmente nas
ratas.

As duas altimas medidas, distancia entre o 1° e 5° e entre 0 2° ¢ 0 4°
pododactilos, refletem a a¢do dos musculos mais distais inervados por ramos
peroneais (Medinaceli et al, 1982). Essas duas medidas estdo alteradas nos
ratos diabéticos, alcancando significincia estatistica (P<0,05). Dessa forma
comprova-se que nesse modelo existe comprometimento de musculos distais.
Tal comprometimento € provavelmente secundario a lesdo de fibras nervosas
motoras causada pelo diabetes, como as alteraces descritas por Narama &
Kino (1989) & microscopia Optica ¢ eletrnica nos nervos motores de ratos
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WBN/Kob, uma variedade da espécie que inicia espontaneamente diabetes
mellitus aos 12 meses de idade.

Os animais diabéticos nfo ficaram impossibilitados de subir os trés
degraus da escada que havia durante as observagdes, apesar das alteragOes
motoras acima descritas. As alteragdes motoras secundarias a neuropatia
diabética desse modelo, portanto, sdo discretas a moderadas. Isso tem varias
vantagens: 1-permite uma observagdo dos comportamentos espontaneos, pois o
amimal nfo fica incapacitado para a vida didria; 2- permite quantificacio de dor
pelas respostas motoras evocadas; 3- permite ao animal cuidar de si proprio,
diminuindo de certa forma a morbidade da doenga e aumentando a sobrevida.

Com o objetivo de afastar a influéncia das diferengas constitucionais
entre macho e fémea nos resultados da avaliacdo da fungdo motora, fizemos as
medigOes dos pardmetros acima separadamente em ratos e ratas. Ndo existiram
diferencas substanciais entre os resultados apresentados por machos e fémeas.
Constata-se assim que ambos os sexos sdo afetados igualmente.

5.4 - Evidéncias de Neuropatia Sensitiva

Os animais diabéticos ndo apresentaram dor no teste térmico a 40° C
que € um estimulo nfo nocivo. Esse resultado ndo exclui a possibilidade de que
o rato diabético apresente alodinia, pois ndo utilizamos outros estimulos ndo
nocivos como teste. Courteix et al (1993) também ndo encontraram
manifestacio de alodinia no teste térmico da retirada da cauda a 40° C, em
ratos com diabetes de quatro semanas, mas constataram alodinia a temperatura
de 42° C. Esses pesquisadores também demonstraram alodinia com estimulo
térmico (frio) e mecénico. Seria interessante, em experimentos futuros, utilizar
42° C como estimulo nfo nocivo e/ou testar um estimulo ndo nocivo de origem
mecanica. -

A demonstracdo de hiperalgesia em ratos diabéticos relatada em varios
trabalhos (Wuarin-Bierman, 1987; Lee & McCarty, 1990; Ahlgren & Levine,
1993; Nakamura-Craig & Follenfant, 1995), junta-se a constatagio de
hipoalgesia encontrada por alguns autores (Chu et al, 1986). J4 Kamei et al
(1991) relataram em camundongos com duas e oito semanas de diabetes,
hiperalgesia ao estimulo mecénico nocivo, mas ndo ao térmico. Achamos que
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essa discrepancia de resultados da literatura, deve-se em parte a forma como
essa manifestacio de dor € pesquisada.

Em nosso estudo conseguimos visualizar claramente dois tipos de
respostas dos animais diabéticos ao estimulo nocivo de 46° C. Um subgrupo de
animais apresentou laténcia de retirada da pata menor que oito segundos,
gvidenciando desse modo hiperalgesia em relagdo aos anmmais normais. O
outro subgrupo apresentou um tempo de laténcia maior ou igual a oito
segundos, denotando hipoalgesia relativamente aos animais normais. Baseamo-
nos no “cut off ” de oito segundos por que esse fo1 o tempo médio de retirada
da pata observado nos animais normais deste estudo e de outros realizados no
nosso laboratério.

E possivel que a controvérsia existente na literatura, em relagdo a
hiperalgesia de ratos diabéticos, seja devida a ndo separacdo dos animais
nesses dois subgrupos antes de realizar os testes algicos.

Courteix et al (1993) aconselham separar os ratos “respondedores”
(animais que apresentamn variacdo maior que 10 % nos escores dos testes
algicos em relagdo aos escores desses mesmos testes realizados antes do
diabetes) dos “nfo respondedores”. Entretanto, ndo se pode afastar a
possibilidade desses animais “ndo respondedores” sentirem dor somente pelo
fato de eles ndo apresentam um comportamento evocado de dor. Tais animais
podem estar apresentando o fenomeno de anestesia dolorosa, visto também em
humanos (Ziegler et al, 1988), quando perde-se a sensagdo tatil ou dolorosa
mas existe a dor espontinea. Isso pode fazer com que alguns animais nfo
reajam a uma temperatura de 46° C, ou a outro estimulo nocivo, induzindo os
pesquisadores a resultados heterogéneos.

Nos nossos animais normais, nota-se uma tendé€ncia progressiva com a
idade do animal, de diminui¢do do limiar de sensibilidade ao estimulo térmico
a 46° C. Isso pode ser causado por dois fatores: 1- o amadurecimento do
sistermna nervoso permitindo detecgdo mais precoce do estimulo nocivo, e/ou 2-
o fator aprendizagem, conseqilente as repeticdes do teste ao longo de varias
semanas. Kim et al (1995) relataram que a alodima ¢ manifestada mais
fortemente em ratos velhos num modelo animal de neuropatia periférica, porém
ndo fizeram comentarios sobre hiperalgesia.



5.5 - Evidéncias Comportamentais de Dor.

5.5.1 - O Comportamento de Cocar-se

A avaliacdo motora e os testes térmicos foram realizados apds a oitava
semana, pois j4 ha na literatura dados suficientes sobre a evolugio desses
parametros até a oitava semana.

Entretanto, o estudo do comportamento de cocar-se foi acompanhado
desde a segunda semana de diabetes por ser nossa inten¢do cronometrar o seu
inicio, wvisto que ndo ha estudos anteriores sobre a evolugdo desse
comportamento no modelo do rato diabético.

Fizemos um estudo piloto com ratas diabéticas e vimos que o tempo
gasto com o comportamento de cogar-se ja estd aumentado na segunda semana
de diabetes, porém sé atinge valores estatisticamente sigmificativos na 12°
semana de doenga. A partir dos dados desse estudo piloto realizamos as
observac¢Qes comportamentais apos a 12° semana de diabetes.

Além de analisar os dados comportamentais separadamente nos dois
subgrupo criados durante o teste térmico a 46°C, criamos mais um subgrupo
(subgrupo 3) ao analisar os dados do comportamento de cogar-se. Observamos
que alguns animais ( 20 animais, dos 28 do grupo experimental, portanto a
maioria dos animais) apresentavam esse comportamento persistentemente
elevado, enquanto outros ndo.

O subgrupo 1 ( animais com tempo de laténcia ao teste térmico menor
que 8 segundos) formado por 12 animais (43% do grupo experimental)
apresentou aumento do comportamento de cocar-se estatisticamente
significativo (P<0,05) durante quase toda a duracdo do estudo. Isto se
correlaciona com os-valores do teste térmico sugestivos de hiperalgesia.

O subgrupo 2 ( animais com tempo de laténcia ao teste térmico maior ou
igual a 8 segundos) formado por 16 animais (57% do grupo experimental)
também apresentou aumento do comportamento de cocar-se, que € visivel
graficamente, porém os resultados ndo sdo tdo significativos como o subgrupo
1. Existe, portanto, indicio de comportamento sugestivo de dor nesse
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subgrupo, apesar da hipoalgesia evidenciada ao teste térmico, e que
provavelmente estd relacionada a neuropatia sensitiva.

O subgrupo 3 ( ammais com tempo de comportamento de cogar-se
elevado em mais de 10 segundos, em mais de quatro ocasides consecutivas ou
ndo) formado por 20 animais (71,5% do grupo experimental) mostrou aumento
desse comportamento que foi estatisticamente significativo (P<0,05) em
relagdo ao controle. Esse resultado confirma o significado nociceptivo do
comportamento de cogar-se.

O aumento desse comportamento em todo o grupo experimental também
pode ser visivel graficamente, mas apresenta apenas alguns valores com
diferenca estatistica em relagido ao grupo controle.

Esses resultados podem ser explicados da seguinte forma. Poderia haver
animais do subgrupo 2 que ndo tinham dor espontanea, diminuindo assim a
significincia do comportamento de cogar-se nesse subgrupo e no total do
grupo experimental.

Yoon et al (1996) propdem separar a dor neuropatica num componente
de dor espontdnea ¢ de dor evocada tanto nas pesquisas bésicas quanto nos
estudos clinicos. Courteix et al (1993) sugeriram selecionar previamente 0s
ratos “respondedores”. Se selecionassemos os animais apenas pelo fator
hiperalgesia, estariamos deixando de incluir nesse grupo, animais que sentem
dor espontinea e apresentam hipoalgesia. Se ndo selecionassemos os animais
por nenhum critério, teriamos um grupo experimental com uns animais
apresentando hiperalgesia, outros apresentando hipoalgesia sem dor
espontidnea, e ainda outros apresentando hipoalgesia e dor esponténea.
Acreditamos que esse fato é um dos fatores responsaveis pelos resultados
contraditorios encontrados na literatura.

No homem tal variabilidade na expressdo clinica da neuropatia diabética
também ¢ encontrado (Bays & Pfeifer, 1988; Atkins,1990; Thomas &
Tomlinson, 1993; Benbow et al, 1994; Baron & Maier, 1995).

O aumento do comportamento de cogar-se foi persistente por 27
semanas, quando entdo encerramos as observagdes.
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O comportamento de cogar-se presente nos ratos diabéticos ndo € tdo
intenso como o descrito nos ratos artriticos {De Castro Costa, 1979; De Castro
Costa, 1981; De Castro Costa, 1986; De Castro Costa, 1987; Barbosa, 1990)
ou nos ratos com mononeuropatia ciatica compressiva (Kupers et al, 1992;
Moura, 1994; Santos, 1995), porém tem duracdo ¢ magnitude o suficiente para
ser distinguido e quantificado como alteracdo comportamental.

5.5.2 - O Comportamento de Limpar-se

Esse comportamento estd aumentado no modelo de dor do animal
artritico (De Castro Costa, 1986), porém, embora aumentado, ndo se
apresentou estatisticamente diferente entre ratos normais € ratos com
compressdo ciatica (Kupers et al, 1992; Moura, 1994).

Em geral os ratos diabéticos apresentaram pequena diferenca em relacio
ao comportamento de limpar-se, quando comparados ao grupo controle. Néo
existiram diferencgas importantes entre os subgrupos. Houve uma tendéncia a
redugido desse comportamento de forma ndo estatisticamente significativa em
relacdo aos animais ndo diabéticos.

Courteix et al (1993) relataram diminuicdo do tempo de lamber em ratos
diabéticos que sofreram inje¢do de formalina na pata, em relagdo aos animais
ndo diabéticos. Os mesmos pesquisadores sugerem que tal fato poderia ser
explicado pelo aparecimento de alodinia, fazendo os animais diabéticos
evitarem o estimulo doloroso decorrente da agdo de limpar-se.

A observagido da mudanga na cor da pelagem dos animais diabéticos,
tornando-os com uma aparéncia mais “swja”, poderia ser decorrente da
reducfo do comportamento de limpar-se, como ja foi referido.

5.5.3 -~ Os Comportamentos Motores

Houve uma diminui¢do do comportamento de empinar-se em todos os
subgrupos. O subgrupo 2 apresentou valores mais significativos que o
subgrupos 1 e 3. Essa diminuicdc relativa mais intensa no subgrupo 2 ¢
coerente com as alteracBes encontradas no teste térmico. Os animais desse
subgrupo também devem ter comprometimento importante de fibras de grande
didmetro, (dai terem apresentado anestesia dolorosa) atingindo também fibras
motoras.
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Os resultados em relagdio ao comportamento de farejar também
mostraram diminui¢do em relagdo aos controles. Os achados sdo semelhantes
para os trés subgrupos, entretanto nota-se uma diferenca em relagdo ao
comportamento de empinar-se. Nos animais diabéticos a diminuigdo do
comportamento de farejar aparece incontestavelmente apés a 19° semana de
diabetes, enquanto no comportamento de empinar-se essa diminuigdo € notada
desde a 13" semana. Uma explicagdo para esse fato seria que o comportamento
de empinar-se exige mais for¢a ¢ destreza por parte do ammal, sendo o
primeiro a ser comprometido em conseqiiéncia do acometimento de fibras
motoras.

Os comportamentos motores de empinar-se e farejar sdo considerados
atividades exploratérias e geralmente sdo apresentados nos primeiros 15 a 20
minutos apés o amimal ser colocado no observatério. A diminui¢do da
atividade exploratéria poderia ser um indicativo indireto de dor crénica, pois o
animal perderia o interesse na exploragdo de um novo ambiente devido ao
estado persistente de dor. Essa hipotese ¢ muito dificil de ser provada, no
entanto, alguns pacientes com neuropatia diabética dolorosa apresentam
afastamento social e das atividades profissionais, bem como depressio, em
conseqiiéncia do sofrimento intenso causado pela dor cronica.

Além da hipotese acima, as evidéncias motoras se coadunam com oS
déficits motores decorrentes da neuropatia diabética, estando portanto, a
atividade exploratéria comprometida pelo diabetes.

5.5.4- O Comportamento de Descansar

Houve um aumento no tempo gasto neste comportamento nos trés
subgrupos, sendo relativamente mais significativos no subgrupo 3, 2, ¢ 1 por
ordem decrescente de intensidade, respectivamente.

Essa aumento no tempo gasto em “descansar” pode ser conseqiiente ao
comprometimento motor apresentado pelos animais diabéticos. Por outro lado,
a dor crénica também induziria os animais a aumentar o seu tempo de repouso,
como o faz com pacientes com neuropatia diabética dolorosa.

5.5.5- O Comportamento de Alimentar-se
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Assim como no homem existe anorexia acompanhando os estados
de dor crénica, poderia-se esperar que os animais diabéticos com dor,
apresentassem diminuicdo do tempo gasto com o comportamento de alimentar-
s€.

O tempo gasto com esse comportamento diminuiu em todos os
subgrupos. Nos Subgrupos 2, e 3, acontece um discreto aumento apenas vistvel
graficamente até a 20" semana, a partir dai ocorre dimmuigdo. No subgrupo 1,
a reducio ja € notada apos a 12" semana.

Em geral nota-se que esse comportamento diminw de forma progressiva
em todos os subgrupos apresentando valores estatisticamente significativos na
27" semana.

O comportamento de alimentar-se esta portanto comprometido em ratos

diabéticos, provavelmente devido ao estado de dor cronica que esses animais
apresentam.

5.6 - Evidéncias Farmacologicas de Dor

Segundo Kupers et al (1992), induzir mudancas comportamentais que
possam ser quantificadas nos animais ¢ além disso, que essas mudangas sejam
afetadas por um analgésico, ¢ um pré-requisito necessario para um modelo
animal ser adequado ao estudo de dor. Além disso seria importante que as
alteragBes provocadas pelo analgésico, fossem revertidas por um antagonista
especifico (De Castro Costa, 1986).

No intuito de confirmar as evidéncias comportamentais de dor,
submetemos nove animais diabéticos que apresentaram aumento persistente do
comportamento de cogar-se, a analgesia com doses de morfina de 2 ¢ 4 mg/Kg.
Tentamos também reverter a agio analgésica da morfina na dose de 2 mg/Kg,
utilizando seu antagonista especifico, naloxona.

5.6.1- Efeito Analgésico da Morfina
O comportamento de cogar-se diminuiu significativamente com o uso de

morfina na dose de 2 e 4 mg/Kg. Esses resultados sugerem um efeito
analgésico da morfina sobre os animais com neuropatia diabética dolorosa.
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O tratamento dos animais com morfina 2 mg/Kg e naloxona 1 mg/Kg
ndo alterou significativamente o comportamento de cogar-se, mostrando desse
modo que a naloxona antagonizou a a¢do analgésica da morfina.

A escolha das doses de morfina foram baseadas nas relatadas pela
literatura acerca de experimentos com ratos (De Castro Costa, 1979; De
Castro Costa, 1986; Kupers et al, 1992; Moura, 1994; Courteix et al 1994;
Labrecque & Vanier, 1995), e no relato de alguns pesquisadores a respeito do
efeito depressor da morfina, em doses acima de 5 mg/Kg, sobre os
comportamentos espontaneos dos animais (De Castro Costa, 1986, Kupers et
al, 1992; Moura, 1995).

O uso de opidides na dor neuropética € motivo de controvérsia (Arér &
Meyerson, 1988b; Fields, 1988), e estudos experimentais ¢ clinicos reportam
resultados contraditorios (Ammér & Meyrson, 1988a; Portenoy et al, 1990;
Kupers et al 1992; Kupers & Gybels, 1995).

Existem varias hipoteses sugeridas na tentativa de explicar a relativa
pouca eficacia de opidides na dor neuropatica. Um delas seria que os
diferentes mecanismos subjacentes responsaveis pela fisiopatologia da dor
neuropatica fariam com que uns modelos experimentais respondessem 2
morfina e outros ndo. Outra possibilidade seria que os ritmos biologicos da dor
influenciariam os efeitos dos opidides (Labrecque & Vanier, 1995). Mao et al
(1995) sugerem que a tolerdncia a morfina e a hiperalgesia poderiam ter o
mesmo mecanismo: ativagdo de receptores NMDA (N-Metil-D-Aspartato) ¢ a
subsequente ativagfo de proteina quinase C e formagdo de oxido nitrico. Nos
estudos clinicos, Portenoy et al (1990) afirmam que os fatores itrinsecos
relacionados ao paciente (predisposi¢do aos efeitos colaterais dos opidides, 0
grau de sofrimento psicologico, exposi¢do prévia aos opidides), e relacionados
a dor (caracteristicas temporais, influéncia da fisiopatologia) podem determinar
a resposta aos opidides.

Em relagdo ao diabetes mellitus, existem varias referéncias na literatura
a respeito do efeito antinociceptivo reduzido da morfina (Simon & Dewey,
1981; Simon et al, 1981). Foi demonstrado que a hiperglicemia aguda ou
crénica, simplesmente, reduz o efeito analgésico da morfina. Assim sugeriu-se
que a glicose poderia interferir na ligacdo da morfina com os receptores
opidides u, pois animais diabéticos foram normalmente responsivos a
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estimulagéo de receptores opidides & e k por outras drogas. Além disso, Kameti
et al (1995) demonstraram que no efeito nociceptivo da mexiletina em
camundongos diabéticos ou ndo, havia o envolvimento de receptores opioides
o1,

Os nossos resultados estdo em acordo com os obtidos por Courteix et al
(1994), os quais confirmaram que a morfina € eficaz em ratos diabéticos,
porém a dose tem que ser o dobro das utilizadas em ratos normais. Esses
pesquisadores utilizaram morfina em doses que variaram de 0,5 a 4 mg/Kg, e
constataram que a menor dose efetiva de morfina foi 2 mg/Kg. Baseando-nos
inclusive nesse dado, planejamos utilizar doses de 2 ¢ 4 mg/Kg de morfina,
porém a dose de 2 mg/Kg ja apresentou diferenga estatisticamente significativa
em relagdo ao grupo controle. Achamos entdo, suficiente usar a naloxona para
antagonizar apenas essa dose, visto que a simples constatacdo de analgesia nos

bastava. A naloxona foi utilizada da mesma forma como relatado por Kupers et
al (1992).

Apesar da controvérsia sobre o uso de opidides em dor neuropatica
parece existir um consenso de que ndo se deveria falar que a dor neuropatica
ndo ¢ responsiva aos opidides e sim que algumas subcategorias de dor
neuropatica sdo menos sensiveis aos opidides ((Portenoy et al, 1990; Kupers et
al, 1992; Courteix et al, 1994).

5.6.2 - Efeito da Morfina, e Naloxona sobre o Comportamento de Limpar-se

A diminuigdo significativa do comportamento de limpar-se quando
utilizamos morfina na dose de 2 mg/Kg merece um comentario. E possivel que
nessa dose a morfina nfo tenha tido nenhum efeito sobre esse comportamento,
e estariamos vendo entfo, a resposta comportamental ndo alterada o suficiente
pela droga. Ja relatamos que houve por parte dos animais diabéticos uma
tendéncia a diminuigdo ndo significativa desse comportamento. O fato de
termos selecionado os animais com maior tempo de comportamento de cogar-
se (supostamente os que sentiam mais dor) pode ter causado significancia
estatistica em tal diminui¢do. Achamos que essa redugdo, como ja referimos
anteriormente, pode ter sido causada pela presenca de alodinia, fazendo com
que os animais evitassem o ato de limpar-se.

A morfina na dose de 4 mg/Kg aumentou, porém de forma ndo
estatisticamente significativa, o tempo gasto no comportamento de limpar-se
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em relagdo aos mesmos animais antes da droga. Se estivermos certos no que
afirmamos no pardgrafo anterior, o dobro da dose de morfina portanto, mostrou
indicio indireto de analgesia nesse modelo de dor.

Kupers et al (1992) também encontraram um aumento desse
comportamento, causado pela morfina, em ratos com mononeuropatia ciatica
compressiva. Entretanto as doses de morfina que produziram tal resultado
foram 1 e 2 mg/Kg. Entretanto Moura (1994), utilizando o mesmo modelo,
encontrou resultado semelhante ao nosso para morfina na dose de 2 mg/Kg.

Em relagdo ao efeito morfina 2 mg/Kg + naloxona 1 mg/Kg, parece ter
havido somagdo de efeito analgésico. Barbosa (1990) relatou um efeito
analgésico da naloxona em dose baixa, sobre ratos artriticos. Moura (1994)
também encontrou um efeito analgésico, baseado na reducdo do
comportamento de cogar-se, em ratos com mononeuropatia ciatica
compressiva, quando utilizou doses de morfina 1 mg/Kg ¢ naloxona 0,5
mg/Kg. Além disso, também obteve aumento do comportamento de limpar-se
nos mesmos animais, quando utilizou morfina 2 mg/Kg e naloxone 1 mg/Kg.

5.6.3 - Efeito da Morfina, e Naloxona sobre os Comportamentos Motores

A morfina 2 e 4 mg/Kg, e a morfina 2mg/Kg antagonizada por naloxona
1 mg/Kg, nio alteraram de forma estatisticamente significativa os
comportamentos motores dos animais. Comprovamos assim, que a redugdo do
comportamento de cocgar-se, referido anteriormente, ndo € produzida por efeito
sedativo da morfina. Isso esta de acordo com os resultados de De Castro Costa
(1986), Kupers et al (1992), e Moura (1994).

5.6.4 - Efeito da Morfina, e Naloxona sobre o Comportamento de Descansar

A morfina diminuiu o tempo gasto com o comportamento de descansar
de forma dose dependente, alcangando significancia estatistica (P<0,01) para a
dose de 4 mg/Kg. Essa redugfo foi antagonizada, para morfina na dose de 2
mg/Kg, pela naloxona.

Esses resultados sdo indicios indiretos de que os animais estavam
sentindo dor, ¢ sob a acfo analgésica da morfina puderam realizar outras
atividades que antes estavam diminuidas pelo estado persistente de dor. Além
disso, esses achados confirmam ainda mais que ndo houve efeito sedativo da
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morfina.
5.6.5- Efeito da Morfina, e Naloxona sobre o Comportamento de Alimeniar-se

O aumento do tempo gasto no comportamento de alimentar-se, que foi
induzido pela morfina 2 mg/Kg de forma significativa (P<0,01), ¢ 4 mg/Kg de
forma nfo significativa, demonstra que com a diminui¢do da dor os animais
aumentaram o interesse em alimentar-se. Hssa alteracfo induzida pela morfina
na dose de 2 mg/Kg foi antagonizada pela naloxona.

Nio se pode afirmar com certeza se a perda ponderal observada nos
animais diabéticos deve-se apenas a redugdo da alimentagdo causada pelo
estado de dor cronica. No homem com neuropatia dolorosa diabética, a perda
de peso e anorexia acompanham o sofrimento intenso causado pela dor. Em
alguns casos, essa perda ponderal € tdo importante que desvia a atengdo do

médico assistente para a inutil e exaustiva procura de doengas malignas
(Watkins, 1990).

5.6.6- Efeito da Morfina, e Naloxona sobre o Comportamento de Congelar-se

Decidimos introduzir a observagdo do comportamento de congelar-se na
fase de teste farmacologico com morfina porque existe informacdo de que esse
comportamento esta aumentado pelo uso da morfina (De Castro Costa, 1986;
Moura, 1995).

Os nossos resultados confirmam os dados acima. Houve aumento do
tempo gasto no comportamento de congelar-se de forma dose dependente com
o uso da morfina. O estado de hiperglicemia ou outras alteragdes causadas pelo
diabetes mellitus, nfo 1influenciaram o efeito da morfina sobre esse
comportamento. A naloxona antagonizou o efeito da morfina utilizada na dose
de 2 mg/Kg.

5.7 - O Modelo Experimental de Neuropatia Diabética Dolorosa

A dor neuropatica persiste como um desafio para pesquisa basica €
clinica, ndo somente para o delineamento de sua fisiopatologia, mas também
do seu tratamento.



Uma possibiidade que talvez explique essa dificuldade dos
pesquisadores na obtencdo de resultados coerentes, seria a existéncia de
varios subtipos de dor neuropatica, cada subtipo apresentando algum detalhe
diferente na sua fisiopatologia. Além disso, outro fator que complica mais
ainda a investigacdo ¢ o entendimento da dor neuropatica, é a sua natureza
dindmica ao longo do tempo. Se essa carateristica € conseqiiéncia das
alteragGes que ocorrem em neurdnios da medula espinhal € de outras areas do
sistema nervoso central ainda ¢ motivo de especulacdo. Existe uma enorme
quantidade de informagao sobre a morfologia de centrais terminais de aferéncia
primaria, neurdnios dorsais e sistemas descendentes, sua neuroanatomia,
neurobioquimica, a disposi¢do das suas sinapses, entretanto nfo ha ainda total
compreensdo dos principios de organizagdo ¢ funcionamento do corno dorsal
da medula espinhal. Imagina-se, no entanto, que o circuito neuronal do como
dorsal pode ser permanentemente alterado ou reorganizado apoés lesdo do
sistema nervoso central ou periférico (McMahon & Koltzenburg, 1990; Woolf,
1994; Dubner & Basbaum, 1994).

A neuropatia diabética ainda ¢ de fisiopatologia desconhecida. Vérias
tentativas tém sido feitas no sentido de reverter ou prevenir 0 aparecimento
dessa complicagiio tdo comum do diabetes mellitus, partindo da hipotese
metabolica, (como o aumento da via poliol causando redugdo da atividade da
ATPase de sodio-potassio), da hipétese vascular, € dos achados estruturais e
neurobioquimicos no nervo (Tomlinson et al, 1986; Greene et al, 1987;
MacLean, 1987; Cameron et al, 1994; Ido et al, 1994; Suzuki et al, 1994; Ress
et al, 1994; Wright & Nukada, 1994; Donadoni et al, 1995; Stevens, 1995;
Stevens et al, 1995; Thurston et al, 1995; Weis et al, 1995).

A dor da neuropatia diabética também tem seus mecanismos subjacentes
desconhecidos. Tem-se sugerido que a regeneracdo de fibras nociceptivas
amielinicas pudesse ser a origem da dor, porém estudos clinicopatologicos
mostram que degeneracdo e regeneragio axonal ocorrem em pacientes com oul
sem neuropatia dolorosa. Outra possibilidade seria a eletrogénese ectopica que
acontece em axdénios que sofreram desmielinizagdo segmentar, mas
mantiveram sua continuidade (Devor, 1994). Achamos que esses mecanismos
podem participar em conjunto ou isoladamente duma forma aleatoria na
iniciagdo das alteracBes neuroplasticas que provavelmente acontecem no
sistema nervoso central desses pacientes.



Outras hipoteses implicadas seriam a diminuigdo de beta-endorfinas
causado pelo diabetes (Forman et al, 1986) ¢ a alteragdo da sensibilidade a dor
causada pela hiperglicemia (Lee & McCarty, 1992). Talvez a heterogeneidade
de sindromes dolorosas vista no paciente diabético seja devido a esses

multiplos mecanismos fisiopatoldgicos.

Varios estudos clinicos tém sido realizados com o intuito de encontrar
uma melhor terapia para a dor da neuropatia diabética, que em muitos
pacientes ¢ de dificil controle (Kastrup et al, 1986; Dejgard ¢ al, 1988; Kastrup
et al, 1989; Bach et al, 1990; Boulton et al, 1990; Ackerman I et al, 1991;
Basha et al, 1991; Max et al, 1991; Quatraro et al, 1992; Stracke et al, 1992;
Horrobin, 1993; Anghinah et al, 1994; Byas-Smith et al, 1995; Goto et al,
1995; McQuay et al, 1995; Wieman & Patel, 1995).

Diante da necessidade de se encontrar tratamentos mais eficazes para a
dor da neuropatia diabética, € necessario utilizar modelos animais. Achamos
repreensivel que o tratamento medicamentoso para a dor dessa condi¢do
clinica geralmente seja feita de uma forma tentativa - erro (Takeshita et al,
1995), pois como ja referimos anteriormente as limitagSes éticas nos impdem o
desenvolvimento de modelos animais de dor.

Ratos com diabetes mellitus induzido por estreptozotocina ou aloxana
tém sido usados para estudo da dor da neuropatia diabética, como também
para outras complicagdes do diabetes (Nakamura-Craig & Follenfant, 1995).

O modelo do rato diabético tem apresentado resultados contraditorios e
somente tem avaliado respostas comportamentais evocadas a dor. Yoon et al
(1996) propuseram separar a dor neuropatica em dois componentes: dor
espontdnea e dor evocada. A distingfio entre esses dois componentes poderia
ajudar a elucidar melhor os mecanismos de dor neuropatica.

As alteragGes encontradas no modelo do rato diabético pareceram ser
persistentes e progressivas por pelo menos 37 semanas. A evidéncia de
alodinia (Courteix et al, 1993) e hiperalgesia, dois sintomas encontrados em
pacientes diabéticos, mostram que esse modelo se assemelha a condigdo
clinica para a qual é proposto. Outras alteragdes como poliuria, hiperglicemia
persistente, catarata, evidéncias de disautonomia, perda de peso, algum grau de
amiotrofia, e hipoalgesia fazem com que esse modelo represente bem a
sindrome diabética. Outra vantagem apresentada por esse modelo ¢ o fato de
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ndo haver mutila¢des por parte dos animais diabéticos. Um fato que deveria ser
observado nos proximos experimentos € se a indugdo do diabetes mellitus no
animal adulto produz diferengas clinicas importantes em relagdo a indugdo da
doenca no animal de quatro semanas de idade (Malone et al, 1996).

Courteix et al (1993) ndo encontraram “desordens tréficas 6bvias” nem
nenhuma clara mudanga no comportamento que pudessem sugerir dor
espontanea no rato diabético, mas apenas dor evocada. Os nossos resultados,
utilizando alteragdes comportamentais evocadas como pardmetro de dor,
mostraram alguns aspectos que concordam com os achados de Courteix e al
(1993). Entretanto, no nosso estudo pudemos utilizar a quantificagdo do
comportamento de cogar-se como pardmetro de dor, com a vantagem de
quantificar dor sem a interferéncia direta do pesquisador.

O comportamento de cocar-se, parametro principal das nossas
observagdes, tem sido utilizado em varios modelos de dor cronica nociceptiva
€ neuropatica.

Esse comportamento tem sido encontrado em ratos que receberam uma
inje¢do intratecal de agonistas da substincia P (Papir-Kricheli et al, 1987),
como também em ratos que receberam substancia P via intracerebroventricular
(Greidanus & Maigret, 1988). Além dessas evidéncias relacionadas a
substancia P, um ja bem definido mediador de dor, o comportamento de cogar-
se também ¢é evocado pela injecdo intratecal de substancias excitatorias (Frenk
et al, 1988), e pela administragdo de antagonistas de receptores GABA (4cido
gama-aminobutirico). Por outro lado, a administragdo intratecal de glicina e
agonistas dos receptores GABA, atenua ou bloqueia o comportamento de
cogar-se induzido por substincia P em ratos (Beyer et al, 1989).

Segundo Kupers et al (1992) o comportamento de cogar-se € 0 primeiro
parAmetro de dor descrito até o momento que ocorre em muitos modelos
experimentais presumiveis de dor. Além disso, esse comportamento € facil de
quantificar, ¢ uma medida muito objetiva, e permite o uso de analise estatistica
convencional.

Assim como Courteix et al (1993), achamos que o modelo do rato
diabético merece maior e mais aprofundado estudo. E possivel que os animais
diabéticos também apresentem uma heterogeneidade de sindromes como as
encontradas no diabetes mellitus humano. Acrescentariamos 2s suas
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recomendacdes para o planejamento de estudos de dor em ratos diabéticos
citadas na introdugdo deste trabalho, a utilizagdo também do comportamento
de cogar-se como pardmetro de dor. Aconselhariamos a restrigdo das pesquisas
com modelos de dor aos ratos da variedade Wistar, ¢ a realizacdo de estudos
sempre de forma longitudinal com no minimo oito semanas de diabetes, visto
que o diabetes ¢ uma doenga cronica no homem, e a sindrome dolorosa que o
modelo representa aparece no homem depois de varios anos de doenga.

Achamos portanto, pelos resultados do nosso estudo e pelas evidéncias
de estudos anteriores, que o comportamento de cogar-se esta aumentado em
ratos diabéticos com neuropatia dolorosa e que o mesmo pode ser utilizado
como possivel parametro de dor desse modelo animal.



6 - CONCLUSOES

6.1 - Os ratos diabéticos apresentaram ao longo de 27 semanas de
observacgdes, alteragdes clinicas similares as vistas em pacientes diabéticos,
tais como politria, catarata, evidéncias de disautonomia, e perda de peso. Isto
confirma que o modelo representa bem o estado clinico encontrado no
Diabetes Mellitus humano.

6.2 - Os ratos diabéticos apresentaram evidéncias comportamentais de
dor cronica constatada pela diminui¢do do tempo gasto nos comportamentos de
farejar, empinar-se, alimentar-se, e limpar-se, € um aumento no tempo gasto
com os comportamentos de cogar-se, e descansar.

6.3 - Houve desenvolvimento de neuropatia motora, por parte dos
animais diabéticos, confirmada pelos pardmetros do Indice Funcional Ciatico.

6.4 - Houve também desenvolvimento de neuropatia sensitiva, com 43%
dos animais apresentando hiperalgesia, € 57% dos animais apresentando
hipoalgesia ao teste térmico a 46°C. Ndo encontramos presenca de Alodinia ao
teste térmico a 40°C.

6.5 - A morfina reduziu o tempo gasto com o comportamento de cogar-
se em amimais diabéticos, e essa agdo foi antagonizada pela naloxona,
confirmando assim que esse comportamento, possivelmente, também ¢
manifesta¢io de dor nesse modelo de neuropatia dolorosa diabética em ratos.
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