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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) ¢é das principais doengas que afetam o mundo inteiro e
aproximadamente mais de 463 milhdes de pessoas sofrem desta doenga. O DM apresenta
alteragdes no pancreas que causam deficiéncia na produgdo de insulina, e isso gera dois
tipos de DM, tipo 1 ou insulina-dependente e tipo 2 ou insulina-ndo dependente. Assim,
o DM tipo 1 pode desenvolver complicagdes como os danos aos nervos e alteragdes micro
¢ macrovasculares conhecidas como neuropatia diabética (ND). A ND pode desenvolver
comorbidades como ansiedade, depressdo ou distirbio do sono. O presente estudo teve
como objetivo avaliar o efeito da microinjecdo da poliamina sintética Migalina na
substancia cinzenta periaquedutal dorsomedial (SCPdm) sobre a dor neuropatica cronica
e ansiedade em ratos Wistar com DM induzida por estreptozotocina (STZ). Foi induzida
a DM tipo 1 nos ratos com STZ intraperitoneal, com dose Unica de 60 mg/kg, apds isso,
foram monitorados o peso e a glicemia dos animais, além de seu desenvolvimento de ND,
aplicando os testes de alodinia mecanica com von frey e ao frio com o teste de acetona.
Aos 28 dias de indugdo de DM foi realizada microinje¢do de migalina (0,002 pg/uL, 0,02
ug/ul e 0,2 pg/ul) na SCPdm. Foram avaliados os testes de labirinto em cruz elevado
(LCE) e o teste de campo aberto (open field). De tal modo, os animais tratados com STZ
apresentaram aumento da glicemia a partir das 48h ap6s inducdo e foi mantida durante o
tempo de estudo. A perda de peso foi observada no dia 7 e continuou até o dia 28. Os
animais tratados com STZ apresentaram respostas aversivas maiores do que o grupo
controle com o teste indcuo de von Frey, e quando tratados com migalina (0,002 pg/uL,
0,02 pg/uL e 0,2 ng/uL) a resposta diminuiu nos tempos 15, 30 e 45 minutos, sendo que
a dose mais alta 0,2 pg/uL foi prolongada até 90 minutos. No teste de acetona os grupos
neuropaticos apresentaram respostas alteradas, no entanto, quando os grupos tratados
foram administrados com migalina revelou melhora nos tempos 5, 15 ¢ 30 minutos e
apenas a dose maior 0,2 pg/pL atingiu aos 45 minutos. O teste de campo aberto e LCE
ndo apresentaram diferengas significativas entre os grupos e a administragdo da migalina
nas trés doses diferentes ndo teve incidéncia nos comportamentos. Os resultados sugerem
que a migalina aplicada na SCPdm tem potencial analgésico e pode ser util no tratamento
da ND, mas ndo interfere no comportamento dos animais.

Palavras-chaves: Substancia Cinzenta Periaquedutal Dorsomedial; Migalina;

Neuropatia Diabética; Estreptozotocina; Dor Cronica.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is one of the main diseases that affect the entire world and
approximately more than 463 million people suffer from this disease. DM presents
alterations in the pancreas that cause deficiency in insulin production, generating two
types of DM, type 1 or insulin-dependent and type 2 or non-insulin dependent. Thus, type
1 DM can develop complications such as nerve damage and micro/macrovascular
alterations known as diabetic neuropathy (DN). DN can develop comorbidities such as
anxiety, depression or sleep disturbance. The present study aimed to evaluate the effect
of microinjection of the synthetic polyamine Migalin in the dorsomedial periaqueductal
gray matter (PAGdm) on chronic neuropathic pain and anxiety in Wistar rats with
streptozotocin-induced DM (STZ). Type 1 DM was induced in rats with intraperitoneal
STZ, with a single dose of 60 mg/kg, after that, the animals' weight and blood glucose
were monitored, in addition to their development of DN, applying mechanical allodynia
tests with von frey and cold with the acetone test. At 28 days of DM induction,
microinjection of mygalin (0.002 pg/pL, 0.02 pg/uL and 0.2 pg/ul) in the PAGdm was
performed. Elevated plus maze (EPM) and open field tests were evaluated. Thus, animals
treated with STZ showed increased glycemia from 48h after induction and remaining
during the study period. Weight loss was observed on day 7 and continued until day 28.
Animals treated with STZ showed greater aversive responses than the control group with
the von Frey's innocuous test, and when treated with migalin (0, 002 pg/ul, 0.02 pg/ul
and 0.2 ug/uL) the response decreased at times 15, 30 and 45 minutes, and the highest
dose 0.2 pg/uL. was prolonged up to 90 minutes. In the acetone test, the neuropathic
groups showed altered responses, however, when the treated groups were administered
with migaline, it showed improvement at times 5, 15 and 30 minutes and only the highest
dose 0.2 ug/uL reached 45 minutes. The open field test and EPM did not show significant
differences between groups and the administration of mygalin at the three different doses
had no impact on behavior. The results suggest that mygalin applied to PAGdm has
analgesic potential and may be useful in the treatment of DN, but does not interfere with
the animals' behavior.

Keywords: Dorsomedial Periaqueductal Gray Substance; Mygalin; Diabetic

Neuropathy; Streptozotocin; Chronic Pain.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM), segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS,
2016), ¢ um distarbio metabolico de multipla etiologia, caracterizado por hiperglicemia
cronica ¢ alteragdes no metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas. Tem elevada
prevaléncia no mundo, e, se ndo tratada, pode levar a desfechos graves como doenga
cardiovascular e cerebrovascular, cegueira, dano renal e morte. Deficiéncia em produgao
e uso de insulina, hormoénio produzido pelo pancreas, € a causa principal da doenga, que
pode ocorrer por fatores genéticos e relacionados ao estilo de vida. Classifica-se em
diabetes tipo 1 ou insulino dependente e tipo 2 ou ndo dependente de insulina.

Dados da International Diabetes Federation (IDF, 2019) indicam que ha cerca
463 milhdes de pessoas adultas entre as idades de 20-79 anos com DM no mundo, e para
a regido de américa central e do Sul cerca de 31.6 milhdes, e no caso do Brasil o numero
ascende até 16.8 milhdes.

As neuropatias diabéticas (ND) sdo as complicagdes cronicas mais prevalentes
do DM. Esse grupo heterogéneo de condi¢des afeta diferentes partes do sistema nervoso
e apresenta diversas manifestagcdes clinicas (SBD, 2019). Dor ¢ definida como “uma
experiencia sensorial e emocional desagradavel associada a, ou semelhante aquela
associada a dano real ou potencial ao tecido” pela International Association for the Study
of Pain (IASP) (RAJA et al., 2020). A TASP (IASP, 2017) define a neuropatia como
“perturbacdo da funcdo ou alteragdo patoldégica em um nervo”. Por outro lado, Samper-
Bernal et al., (2010) define Neuropatia Diabética Dolorosa como: “Presenca de sintomas
e/ou sinais de disfungdo nervosa periférica nas pessoas com diabetes, apos exclusdo de
outras causas”.

Adicionalmente, a ND ¢ um fator que impacta negativamente a qualidade de vida
dos pacientes levando a desenvolver desequilibrio nos aspectos emocionais entre os mais
comuns a ansiedade, depressdo, e distirbios de sono (BOUHASSIRA et al., 2013;
ESPIN-PAREDES et al., 2010; TORRANCE et al., 2013). O principal sintoma que pode
afetar a qualidade de vida em pacientes com ND ¢ a dor, no entanto, em uma revisao
sistematica mostrou-se uma alta prevaléncia de ansiedade, depressdao e comorbidades do
sono entre pacientes com dor ND (Naranjo et al., 2019).

A substancia cinzenta periaquedutal (SCP) desempenha um papel importante na

modulagdo e percepc¢do da dor. Um dos primeiros estudos em humanos da SCP mostrou
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que a estimulagdo elétrica nesta area antes da cirurgia resultou na diminuicdo da
necessidade de anestésicos (ROIZEN, 1985).

Hoje em dia, os esforgos em combater as doengas cronicas e, principalmente, as
consequéncias do DM, como a ND, tém dificuldades para encontrar o modelo animal
certo, por isso, tem-se de selecionar e caracterizar um modelo animal que tenha a maior
aproximacao a nivel fisiopatologico para poder reproduzir e mimetizar as condi¢des de
um paciente doente cronico. Nesse contexto, um dos modelos mais utilizado para indugdo
do DM em ratos ¢ o modelo por inducdo de estreptozotocina (STZ, 2- (3-(metil-3
nitrosoureido)-D-glucopiranose), que ¢ sintetizada pela bactéria de Estreptomicetos
achromogenes ¢ ¢é utilizada para estudar a DM insulino-dependente ¢ ndo insulino-
dependente e suas complicagdes (SZKUDELSKI, 2001).

Poliaminas tém sido amplamente estudadas, uma vez que foi observado que estas
moléculas interagem com receptores de L-Glu, particularmente os dos tipos ionotropicos,
atuando como antagonistas ¢ moduladores destes receptores (STROMGAARD;
MELLOR, 2004; XIONG et al., 2014). Neste sentido, a migalina ¢ uma poliamina
sintética que tem sido estudada como possivel tratamento anticonvulsivante, pois parece
que tem efeito bloqueador em receptores ionotropicos de tipo NMDA conhecidos como
L-Glu, tendo sitios de ligacdo a esta molécula de receptor (GODOY ef al., 2013). Neste
presente estudo a migalina foi microinjetada, em trés diferentes doses, na SCP dorso
medial (SCPdm) para avaliar seus possiveis efeitos moduladores ne dor em animais com

ND induzida por STZ.

1.1 DIABETES MELLITUS

O DM ¢ uma condicdo relacionada a disponibilidade e eficacia da insulina no
corpo. O DM tipo 1 ¢ caracterizado por uma falta total de insulina. O DM tipo 2 envolve
a resisténcia dos tecidos periféricos do corpo aos efeitos da insulina. Ambas as formas
ndo tém o efeito de sinalizagdo da insulina quando o glucagon e outros sinais metabolicos
estdo presentes em niveis normais ou elevados. Um desequilibrio no metabolismo de
carboidratos e seus efeitos em outras vias metabolicas causam DM (MOINI, 2019).

A patogénese do DM comeca no pancreas, onde existem células alfa e beta. A
insulina ¢ produzida pelas células beta. Sua fungdo é fazer com que as células do corpo
sejam capazes de utilizar a glicose, uma forma de agucar, para obter energia. Muitos

processos corporais requerem glicose, sendo esta absorvida pelas células adiposas,
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hepaticas e musculares ¢ armazenado como glicogénio. Os baixos niveis de glicose no
sangue fazem com que as células alfa produzam glucagon, um horménio que tem efeitos
opostos aos da insulina. O glucagon provoca a degradacdo do glicogénio no figado. Isso
eventualmente aumenta a glicose presente na corrente sanguinea. Em individuos normais,
o glucagon e a insulina sdo equilibrados, mantendo os niveis de glicose no sangue
consistentes. Normalmente, a insulina ¢ produzida regularmente, evitando que a glicose
no sangue fique muito alto entre as refei¢des (MOINI, 2019).

O DM tipo I indica destruigdo das células beta que eventualmente leva ao estagio
de deficiéncia absoluta de insulina. Quando a insulina esta ausente, a gliconeogénese ¢é
descontrolada e os niveis de glicose no sangue tornam-se elevados. A insulina deve ser
injetada no corpo como o Unico tratamento disponivel. (MOINI, 2019).

A destruicdo das células beta ¢ geralmente causada por processo autoimune, que
pode ser detectado por auto-anticorpos circulantes como anti-descarboxilase do acido
glutamico (anti-GAD), anti-ilhotas e anti-insulina, e, algumas vezes, esta associado a
outras doenc¢as autoimunes como a tireoidite de Hashimoto, a doenga de Addison ¢ a
miastenia gravis. Em menor propor¢do, a causa da destruicdo das células beta é
desconhecida (MIISTERIO DA SAUDE, 2006).

O DM tipo II ¢ usada para designar uma deficiéncia relativa de insulina. A
administrag@o de insulina nesses casos, quando efetuada, ndo visa evitar cetoacidose, mas
alcangar controle do quadro hiperglicémico. (MISTERIO DA SAUDE, 2006).

A resisténcia a insulina faz com que o corpo reaja como se ele ndo tivesse insulina,
embora ela esteja presente em niveis elevados. Semelhante ao diabetes tipo 1 em muitos
aspectos, esta forma difere porque o figado ainda ¢ capaz de produzir glicogénio e a

lipolise ¢ controlada devido a presenca de insulina. (MOINI, 2019)

1.2 NEUROPATIA DIABETICA

A complicagdo mais comum do DM ¢ a ND, compreendendo um conjunto de
sindromes clinicos que afetam o sistema nervoso periférico sensitivo, motor e
autondmico, de forma isolada ou difusa, nos segmentos proximal ou distal, de instalacdo
aguda ou cronica, de carater reversivel ou irreversivel, manifestando-se silenciosamente
ou com quadros sintomaticos dramaticos. A forma mais comum é a ND simétrica
sensitivo motora distal. Pode se manifestar por sensagdo de queimagdo, choques,

agulhadas, formigamentos, dor a estimulos ndo-dolorosos, cdimbras, fraqueza ou
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alteracdo de percepcdo da temperatura, com exacerbacdo a noite e melhora com
movimentos. (MINISTERIO DA SAUDE, 2006)

Samper-Bernal et al., (2010) definiram o conceito de ND dolorosa como a
presenga de sintomas e/ou sinais de disfungdo nervosa periférica nas pessoas com
diabetes, apos exclusdo de outras causas. A ND dolorosa afeta aproximadamente 25%
dos pacientes diabéticos, que sdo tratados com insulina e/ou hipoglicemiantes orais.

O estudo de Galer et al., (2000) relata o efeito da dor na qualidade de vida em
uma coorte de 105 pacientes com ND dolorosa. A intensidade média da dor deste grupo
de pacientes foi moderada, aproximadamente 5,75/10 (em uma escala de 0-10). A dor
teve seu maior impacto no 'sono' (pontuagdo média 5,38), 'prazer de vida' (pontuacao
média 5,00) e 'atividades recreativas' (pontuacdo média 4,77), baseada na Pontuagdo do
Brief Pain Inventory, uma classificacdo de 0—10.

As principais lesdes anatomopatologicas da ND dolorosa segundo Samper-
Bernal ef al., (2010) sdo: uma lesdo mista, simétrica ¢ distal, de predominio sensitivo,
lesdo uniforme das fibras pequenas (A-6 e C), com o passar do tempo lesionam-se as
fibras grosas (A-P) e fibras vegetativas.

Também dentro da patologia da DM esta a hiperglicemia persistente que leva ao
acamulo de produtos da via dos polidis (como sorbitol e frutose) nos nervos
(GAGLIARDI, 2003; SAMPER-BERNAL et al., 2010) causando lesdes através de um
mecanismo ainda ndo muito bem conhecido. A diminuicdo da incorporagdo de
mioinositol ¢ inibicdo da bomba Na/K/ATPase resulta em retengdo de sodio, edema da
bainha de mielina, disjun¢do axoglial e degeneraciao nervosa. (GAGLIARDI, 2003).

A ND pode apresentar-se com diferentes sindromes de acordo com sua
distribui¢do e envolvimento neurologico (figura 1). Em alguns estudos, aproximadamente
50% dos pacientes com diabetes tinham polineuropatia distal simétrica, 14% eram
sintomaticos ¢ uma pequena porcentagem apresentou dificuldades na marcha. Outras
neuropatias incluiram neuropatia mediana (25%), neuropatia autonémica (7%) e outras
neuropatias, incluindo poliarradiculopatia toracica, lombar e mononeuropatias cranianas
(3%) (ALVAREZ et al., 2012).

Entre as sindromes de neuropatia diabética dolorosa temos: Neuropatia
hiperglicémica: em pacientes com diabetes recente, disestesias e dor distal que sdo
resolvidos com o controle da glicemia. (PEREZ; AYUGA, 2000). Um estudo mostrou

uma melhora répida e significativa do controle glicémico (neste caso, pela terapia
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intensiva com insulina) ao tratamento usual com antineuriticos puros, uma redugdo mais
precoce e significativa da dor em pacientes com ND é obtida. (BASTIAS et al., 2006).

Polineuropatia diabética: axonal, simétrica, mista, ¢ de predominio sensitivo
(PNPASS): transtorno sensitivo com topografia de luva e meia. Muitas vezes ¢ subclinica
durante longo tempo e finalmente se torna evidente quando aparecem os sintomas
positivos como parestesias, dorméncia e dor. (PEREZ; AYUGA, 2000). E geralmente
considerado predominantemente axonal, no entanto, varios graus de desmieliniza¢do
estdo frequentemente presentes pelo menos eletrofisiologicamente (UEHARA et al.,
/S.d.])

A Polineuropatia motora sensorial ¢ a forma mais comum de neuropatia
periférica diabética (BOULTON et al., 1998). Embora as estimativas variem, parece que
pelo menos uma manifestagdo de Polineuropatia esta presente em pelo menos 20% dos
pacientes diabéticos adultos (BOULTON, 2005).

Neuropatia de fibras de pequeno didmetro: € a representagdo mais genuina da
Polineuropatia diabética dolorosa. Geralmente aparece na evolugdo de alguns pacientes
com PNPASS. Com frequéncia, os pacientes referem frieza nos pés sem que eles estejam
frios, o que corresponde a hiperatividade anormal dos aferentes de este tipo de sensacao.
(PEREZ; AYUGA, 2000).

ND auténoma: pode aparecer com maior frequéncia em diabéticos tipo 1,
juntamente com PNPASS de carater subclinica ou ndo. Os sintomas podem ser irritantes,
como a hipotensdo ortostatica, diarreia, gastroparesia ou hipotonia da bexiga. Também
pode resultar em morbidade significativa e pode levar a mortalidade em alguns pacientes
com diabetes (BOULTON, 2005).

Também ha polirradiculopatias diabéticas e Mononeuropatias diabéticas
(PEREZ; AGUYA, 2000). Mononeuropatias sio causadas por vasculite e subsequente
isquemia e infarto do nervo. Ha regeneracdo espontanea usualmente num periodo de seis
a oito semanas. Os acometimentos mais frequentes sdo os nervos ulnar, mediano, radial,
femoral e cutineo lateral da coxa. Comumente, mononeuropatias envolvem os pares
cranianos 3, 4, 6 e 7 e os nervos periféricos peroneiro, sural, ciatico, femoral, ulnar e
mediano. O inicio ¢ agudo e doloroso, ¢ a resolucdo espontanea ocorre no mesmo periodo

de tempo. (GAGLIARDI, 2003).
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Figura 1 - Mecanismos da neuropatia diabética
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causam danos ao DNA, estresse do reticulo endoplasmatico, disfun¢do mitocondrial,
lesdo celular e danos irreversiveis. A importancia relativa dos mecanismos nessa rede
varia de acordo com o tipo de célula, o perfil da doenca e o tempo. ER, reticulo
endoplasmatico; FFA, acidos graxos livres; PI3-K, quinase fosfatidilinosi-tol-3; RNS,
espécies reativas de nitrogénio; ROS, espécies reativas de oxigénio.

1.3 COMORBIDADE ENTRE DOR NEUROPATICO DIABETICO E ANSIEDADE.

Existem muitos estudos que associam a DM com ansiedade, em estudos de meta-
analises onde examinaram a associagdo entre ansiedade e diabetes em adultos de 16 anos
o mais, demostraram que a DM ¢ um fator de risco para sintomas de ansiedade (SMITH
et al.,2013; AMIRIL; BENNEZHAD, 2019) e vice-versa, a ansiedade ¢ um fator de risco
para desenvolver DM (ENGUM, 2007; SMITH et al., 2018). Numa revisdo sistematica
de estudos que determinaram a prevaléncia de ansiedade em DM a partir de escores de
limiar em medidas de autorrelato ou entrevistas de diagndstico, apresentando que o
transtorno de ansiedade generalizada (TAG) estava presente em 14% dos pacientes com
DM, a apresentag¢ao subsindromica de transtorno de ansiedade sem outra especificagdo e
de sintomas de ansiedade elevados foram encontrados em 27% e 40%, respectivamente
dos pacientes com DM, a prevaléncia de sintomas elevados foi semelhante em pacientes
com DM tipo 1 vs. tipo 2 (41,3% vs. 42,2%, P = 0,80) (GRIGSBY et al., 2002).

Um estudo de 2006, nos Estados Unidos, mostrou que pessoas com DM tinham
uma prevaléncia 20% maior de diagndstico de ansiedade ao longo da vida do que aqueles

que ndo tinham DM. O DM foi significativamente associado a ansiedade, especialmente
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em hispanicos e adultos jovens. (LI et al., 2008) ¢ em outro estudo mostrou-se que os
pacientes com transtornos de ansiedade revelaram uma maior incidéncia de DM em todas
as faixas etarias, tanto em mulheres quanto em homens. (CHIEN; LIN, 2016).

Estudos transversais de pessoas com DM dos tipos 1 e 2, com base na avaliagdo
do nivel de ansiedade e depressdo (HAD), mostrou evidéncia de sintomas de ansiedade e
depressdo em pacientes com DM, (KHUWAIJA et al., 2010) além disso o sexo feminino
e baixo controle glicémico foram fatores de risco associados apenas a maiores escores de
ansiedade. (COLLINS et al., 2009). Alguns fatores socioldgicos como idade, sexo,
trabalho e escolaridade também estdo relacionados a esses transtornos psicologicos em
pacientes diabéticos (PALIZGIR et al.,2013).

O monitoramento de parametros bioquimicos como HbAlc e niveis de glicose
no sangue pos-prandial e Indice de Massa Corporal pode ser um guia para o
desenvolvimento de ansiedade em pacientes com DM. Além disso, o exercicio fisico
parece ter um efeito protetor sobre a ansiedade em pessoas com DM tipo 2 (BALHARA;
SAGAR, 2011). Em outro estidio com Pacientes consecutivos ndo selecionados, tratados
com insulina preencheram um questionario com um escore de ansiedade de inje¢do (IAS)
e um escore de ansiedade geral (GAS) apresentando que os sintomas relacionados a
ansiedade ¢ fobia a injecdo de insulina tém uma alta prevaléncia em um grupo de
pacientes diabéticos que requerem injegdes de insulina e estdo associados a niveis mais
elevados de ansiedade geral. (ZAMBANINI et al., 1999).

O DM possui outros aspectos patologicos além dos transtornos emocionais,
sendo a Neuropatia Diabética (ND) um componente muito comum desenvolvido a partir
desta. ND ¢ um fator que impacta negativamente a qualidade de vida dos pacientes
levando a desenvolver desiquilibrio nos aspectos emocionais entre 0s mais comuns a
ansiedade, depressdo, ¢ disturbios de sono (BOUHASSIRA et al., 2013; ESPIN-
PAREDES et al., 2010; TORRANCE et al., 2013) constituindo o aparecimento ou agravo
destas condigdes, pois pode ser um agregado aos transtornos psicologicos preexistentes.

O principal sintoma que pode afetar a qualidade de vida em pacientes com ND
¢ a dor, portanto, uma revisdo sistematica mostrou uma alta prevaléncia de ansiedade,
depressdo ¢ comorbidades do sono entre pacientes com dor neuropatico diabético
(Naranjo et al., 2019; SOUZA et al., 2010). Geelen e colaboradores em 2017 mostraram
que os niveis de intensidade e duracdo da dor ¢ medo de cair foram associados

negativamente com a qualidade de vida em pacientes com Neuropatia Diabética
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Dolorosa. A intensidade da dor, o sexo masculino ¢ o medo de cair associaram-se
positivamente a incapacidade (GEELEN e al., 2017). Um estudo em pacientes com DM
tipo 2, mostrou que os individuos que tinha maior intensidade da dor foram também
aqueles que apresentaram maior grau de ansiedade e eram casos possiveis de depressao.
(NERI, 2015).

Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) em 2020, o DM ¢ a causa
mais comum da neuropatia periférica e este tipo de neuropatia apresenta quadros de dor
cronico. Um estudo sistematico usando o banco de dados PubMed para pesquisar artigos
sobre Qualidade de Vida (QV) em Neuropatia Periférica dolorosa, mostrou que a QV é
prejudicada na NP dolorosa (GIRACH et al., 2019). Outro estudo de corte transversal
demonstrou uma elevada frequéncia de sintomas ansiosos (sendo esta com mais
prevaléncia) e depressivos em pacientes com neuropatia periférica, havendo uma
correlacdo positiva com a gravidade da dor. (BRASIL; PONDE, 2009).

Os sintomas depressivos/ansiedade e dor, em conjunto, apresentaram piores
desfechos clinicos de cada estado sozinho (CASTRO et al., 2011). Em pacientes com
dor crénica, existe prevaléncia de sintomas ansiosos e depressivos, ¢ a ansiedade mostrou-
se em um nivel mais alto do que a depressdo (PINHEIRO et al., 2014), pacientes com dor
intensa/extrema apresentaram maior frequéncia de ansiedade do que aqueles com dor
selvagem/moderada. No entanto, a frequéncia de depressdo ndo atingiu significancia
estatistica quando ambos os grupos foram comparados. (CASTRO ef al., 2011). Em um
estudo transversal por médio da escala HAD e Entrevista Neuropsiquiatrica Internacional
Versdo Brasileira 5.0.0 (M.I.N.I. PLUS) também foi corroborado que pacientes com dor
apresentaram ansiedade e depressdo, sendo a ansiedade a que tem maior prevaléncia
(CASTRO et al., 2006).

Em contraste, existem poucos estudos em animais que demonstrem a relagdo
entre dor neuropatico diabético e comorbidades tipo ansioso e depressivo. Um estudo com
camundongos neuropaticos machos e fémeas foram submetidos a condi¢des de vida de
controle ou estresse continuo, a longo prazo, ambos os sexos exibiram um comportamento
pronunciado de ansiedade, independentemente da exposicdo ao estresse. Esses
comportamentos continuos de ansiedade foram corroborados com os niveis de
corticosterona plasmatica em grupos distintos de animais. Esses dados demonstram uma

forte ligacdo entre dor neuropatica cronica e ansiedade cronica, sendo o impulsionador



20

dessa comorbidade ¢ a dor neuropatica em oposicao ao estresse continuo. (SIEBERG et
al.,2018).

Num estudo comparativo entre ratos diabéticos induzidos por STZ e um modelo
de neuropatia por lesdo de constricdo cronica (CCI) do nervo ciatico, observou-se que a
hipersensibilidade nociceptiva diabética apareceu gradativamente, atingindo seu maximo
na quarta semana. Em contraste, o CCI apresentou uma diminui¢do acentuada em seu
limiar sensorial no sétimo dia. Em ambos os modelos, o fendtipo semelhante a ansiedade
era evidente apOs quatro semanas, mas ndo antes, coincidindo com as alteragdes do locus
coeruleus (LC). Este estudo demonstrou que o comportamento do tipo ansiedade induzida
pelo DM com prejuizo do LC em longo prazo. No entanto, o curso de tempo da
sensibilidade nociceptiva, assim como as fun¢des LC, mostraram caracteristicas distintas
em comparagdo com o modelo CCI, indicando que mecanismos neuroplasticos

especificos estdo em agdo em todos os modelos. (ALBA- DELGADO et al., 2016).

1.4 DOR

A dor é uma sinalizagdo diante de uma situagdo ou perigo iminente, sendo uma
resposta adaptativa. E definida como “uma experiencia sensorial e emocional
desagradavel associada a, ou semelhante aquela associada a dano real ou potencial ao
tecido” pela International Association for the Study of Pain (RAJA et al., 2020). O
prolongamento desta dor indica lesdo tecidual e leva ao processamento anormal de
informagdo sensorial pelo sistema nervoso (BOYCE-RUSTAY; JARVIS; J. M., 2009),
caracterizando assim, a génese da dor cronica.

A dor cronica pode prejudicar a qualidade de vida e capacidade funcional do
individuo, tendo consequéncias no ambito social ¢ economico (ELLIOTT et al., 1999;
VARTIAINEN et al., 2017). Associado a isso, os medicamentos atuais sdo restritos por
problemas tais como efeitos secundarios que limitam a dose, a tolerancia, ¢ o potencial
de dependéncia (KING; VETTER, 2014). O dano celular caracteristico no quadro de dor
esta associado a variagdes na temperatura ou a¢do mecanica, que liberam compostos
como 4cidos e capsaicinas, além da prostaglandina e bradicinina, que sdo captados por
receptores morfologicamente diferenciados, denominados nociceptores presentes em
fibras do tipo AS (mielinizada) e fibras C (ndo mielinizada) (BRANDAO, 2008).

Os estimulos nocivos que causam dor sdo reconhecidos por tais terminais de

fibras nervosas aferentes especializadas. Esses neurOnios aferentes primarios sao
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pseudounipolares e apresentam um unico axdnio com um ramo periférico que termina na
pele ou visceras e um ramo central que termina na medula espinhal. Os terminais
periféricos destes neurdnios sdo enriquecidos com canais especializados e receptores que
transduzem estimulos mecénicos, ou produtos quimicos endogenos e exdgenos em
estimulos elétricos, por meio da geragdo de um potencial de agdo. Desta forma, os
terminais periféricos sdo responsaveis pela conversao do estimulo ambiental em atividade
neural, ou seja, transdugdo mecéanica. Esta transduc¢do ¢ mediada por canais de ions e
receptores especializados presentes nestes nociceptores, que ndo apenas os traduzem, mas
também os transmitem a neurdnios presentes no corno dorsal da medula espinhal. Estes
estimulos geram um potencial de a¢do, que percorre todo o axonio e promove a aberturas
de canais de céalcio (do tipo N), levando ao seu influxo e consequentemente a liberagdo
de neurotransmissores na fenda sinaptica e condugdo do impulso nervoso. O principal
neurotransmissor liberado por fibras C ¢ o glutamato (L-Glu), assim como na maioria de
neurdnios excitatorios (JULIUS; BASBAUM, 2001).

Os receptores de L-Glu podem ser do tipo metabotropicos, quando estdo
acoplados a proteina G e mensageiros secundarios, ou ainda receptores ionotropicos, que
sd0 mais comuns, neste caso sdo dependentes da ligacdo de ions para seu funcionamento.
Estes ultimos sdo do tipo NMDA (N-metil D-Aspartato) e AMPA (alfa-amino-3-hidroxi-
metil-5-4-isoxazolpropionico), ou ainda, do tipo cainato (PURVES et al., 2010). A lesdao
tecidual citada acima resulta na liberagdo de mediadores pro-nociceptivos que
sensibilizam terminagdes nervosas periféricas, caracterizando a sensibiliza¢do periférica,
mas também ocasionam alteragdes neuroquimicas ¢ fenotipicas de neurénios sensoriais
além de aumento na excitabilidade do corno dorsal da medula espinal de neurénios,
configurando a sensibilizagdo central (JULIUS; BASBAUM, 2001). Esta tltima pode ser
produzida pela atividade em fibras sensoriais primarias nao-nociceptiva (BOYCE-
RUSTAY; JARVIS; J.M., 2009).

Considerando aspectos de modulagdo da dor, neurénios do cortex
somatossensorial primdrio se projetam para o hipotdlamo, e entdo, para as estruturas da
via descendente inibitoria da dor, como a substincia cinzenta periaquedutal (SCP) e
nucleos da rafe. Desta forma, fibras serotoninérgicas se conectam com o corno dorsal da
medula espinal, ativam interneurdnios encefalinérgicos, inibindo o contato sindptico entre
o primeiro neurdnio e segundo neurdnio da via ascendente (MILLAN, 2002), modulando

a informag@o nociceptiva.
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DN ¢ associada a uma les@o ou doenca no sistema nervoso (MANN ez al., 2012).
Estd associada a outras disfungdes como DM, neuralgia pds-herpética, neuralgia
trigeminal, dor regional complexa, acidente vascular encefalico, esclerose multipla, lesdo
medular, entre outras (Schestatsky, 2008)

A DN ¢ caracterizada por uma reorganizacdo de fibras e receptores, responsaveis
pelo aumento da excitabilidade central e consequente persisténcia da sensagdo de dor. Ha
um aumento no numero de receptores do tipo NMDA, os quais sdo amplamente
encontrados em areas corticais (METZ et al., 2009).

De fato, a DN se manifesta através de alteragcdes neuroquimicas no sistema
nervoso central e periférico, afetando o nervo periférico, estruturas espinhais e corticais
(YAN et al., 2012). Na periferia, a DN esta associada a alteragdes na excitabilidade dos
nociceptores e, em nivel de medula espinal, a potenciagdo excitatoria de longo prazo
(LTP) (YAN et al., 2012). Este aumento da excitabilidade ¢ a causa de caracteristicas
importantes da DN como a resposta aos estimulos normalmente indcuos, caracterizando
a alodinia, ¢ 0 aumento da resposta evocada por estimulos nocivos, caracterizando a
hiperalgesia (LENG ef al., 2012). Tais parametros sdo comumente observados em seres
humanos e por tal motivos serdo testados e observados em um modelo animal.

Na periferia, as lesdes neuropaticas desencadeiam a sensibilizagdo periférica que
induzem uma atividade neural anormal de LTP ao longo das vias aferentes primarias
(BASBAUM et al., 2010). Na medula espinhal, os neur6nios do corno dorsal exibem
respostas excitatorias potenciadas ¢ diminui¢do do limiar de disparo em resposta a dor
(SANDKUHLER, 2007; YAMAMOTO et al., 2015).

A DN cronica pode ainda interferir em areas cerebrais especificas envolvidas em
processos neuropsicoldgicos dependentes de glutamato, como cognigdo, memoria e

tomada de decisdo (WALKER et al., 2014).

1.5 SUBSTANCIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL (SCP)

A SCP ¢ continua com a substancia cinzenta periventricular e circunda o
aqueduto do mesencéfalo, exceto a parte ventral, que contém nucleos relacionados ao
oculomotor rostralmente e o nicleo dorsal da rafe caudalmente. A SCP foi subdividida
em 4 colunas: dorsomedial, dorsolateral, lateral e ventrolateral. (BENARROCH, 2012)

A SCP contém diferentes tipos de neurdnios que utilizam L-glutamato, acido -

aminobutirico (GABA), opioides (particularmente encefalina), substincia P,
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neurotensina e outros neurotransmissores. A SCP dorsolateral também contém neurdnios
que expressam NADPH-diaforase e sintetizam nitrico 6xido (NO) (BENARROCH, 2012;
ONSTOTT, 1993). Também na SCP ha expressdao abundante de NMDA (SIEGFRIED,
1989).

A SCP desempenha um papel importante na modulacdo e percepcdo da dor. Um
dos primeiros estudos em humanos da SCP mostrou que a estimulagdo elétrica nesta area
antes da cirurgia resultou na diminui¢do da necessidade de anestésicos. (ROIZEN, 1985)
outro estudo confirma o papel de SCP na dor em humanos saudaveis que foram
submetidos a investigacdo tomografica por emissdo de positrons (PET) do fluxo
sanguineo cerebral regional (rCBF), mostrou que a dor nociceptiva traumatica aguda
ativou proeminentemente o hipotdlamo e a SCP (HSIEH, 1996). Muitos estudos
experimentais em diferentes modelos animais também afirmam a atividade de esta area
na modulagdo da dor. (BEHBEHANI et al., 1990; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2018;
DE OLIVEIRA et al., 2017; MCGARAUGHTY 8. et al., 2004).

Figura 2 - Areas da Substancia Cinzenta Periaquedutal (SCP)
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Legenda: Aq.: Aqueduto cerebral; N.EW: nucleo de Edinger-Westphal; N.III: ntcleo
oculomotor; NDR: nuacleo dorsal da rafe; SCPdm: coluna dorsomedial; SCPdI:
coluna dorsolateral; SCPI: coluna lateral ¢ SCPvI: coluna ventrolateral.

1.5 MODELO EXPERIMENTAL DE NEUROPATIA DIABETICA

Estreptozotocina (STZ, 2- (3-(metil-3 nitrosoureido)-D-glucopiranose) (figura

3), que ¢ sintetizada de Estreptomicetos achromogenes ¢ ¢ utilizada para estudar os
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modelos de DM, insulina-dependente ¢ ndo insulina-dependente. A agdo da
estreptozotocina nas células B é acompanhada por alteracdes caracteristicas nas
concentra¢des sanguineas de insulina e glicose (SZKUDELSKI, 2001). Existem diversos
tipos de modelos experimentais para os estudos das complicagdes de DM como ¢ a ND,
entre os modelos quimicos mais utilizados sdo a STZ e aloxana, (RODRIGUES, 2018)
que sdo utilizados comumente em ratas de linhagem Wistar. Porém, o modelo da STZ ¢
a mais utilizada, as doses em ratos variam entre 40 e 75 mg/kg, sendo uma dose Unica via
intraperitoneal que induz DM tipo 1 em ratos adultos (AL-MALKI; EL RABEY, 2015;
ROCHA, 2017; DELFINO et al., 2002; TACUAMAN, 2015;). A dose de 60 mg/kg de
STZ, tem sido utilizada amplamente em estudos experimentais com ratos para induzir
neuropatia diabética, sendo que no dia 14 apdés a administragdo de STZ pode-se
comprovar a inducdo através de testes nociceptivos demonstrando uma alta efetividade
para o estabelecimento prolongado da patologia, além de baixa taxa de mortalidade
(BIANCHI et al., 2004, 2007; DELFINO et al., 2002; EL-AKABAWY; EL-KHOLY,
2014; FERREIRA, 2017; SILVIA et al., 2011).

Figura 3 - Estrutura molecular de STZ
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Atualmente, assume-se que a acdo diabetogénica da STZ (figura 3) ¢ dependente
dos seguintes mecanismos: 1) alquilacdo do DNA; 2) glicosilagdo e metilacdo de
proteinas — fatores adicionais que contribuem para acdo diabetogénica da STZ, mas que
ndo desempenham um papel essencial; 3) geragdo de EROS, levando ao dano celular ao
interagir com macromoléculas celulares; ¢ 4) doagdo de 6xido nitrico a partir do grupo

nitrosureia de sua por¢do N-metil-N-nitrosureia (FERREIRA, 2017).
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Figura 4 - Mecanismos de acdo diabetogénicos da STZ
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1.6 MIGALINA

A Migalina ¢ uma poliamina sintetizada a partir da hemolinfa da aranha
Acanthoscurria gomesiana, foi identificada como bis-acilpoliamina N1, N8-bis (2,5
dihidroxibenzoil) espermidina, na qual os grupos amino primarios da espermidina sdo
acilados com o grupo carboxila do 4cido 2,5 dihidroxibenzoico. (PEREIRA et al., 2007).
As Poliaminas sdo moléculas cujo grupamento amino ¢ separado por cadeias metilenicas
hidrofobicas que participam de processos como a reparacao da matriz extracelular, adesao
celular e alguns processos de sinalizagdo. S3o encontradas no espago intracelular em
razdo de milimolar (CASERO; MARTON, 2007) e¢ sdo obtidas por processos de
biossintese celular ou por captagdo do meio extracelular. As poliaminas naturais sdo a
putrecina, espermina e espermidina. Sdo encontradas em pegonhas de animais como
aranhas ¢ a primeira observagdo foi a interacdo destas com receptores na jungio
neuromuscular (ESTRADA; VILLEGAS; CORZO, 2007). Estudos posteriores
mostraram que receptores glutamatérgicos, por exemplo, apresentam sitios de ligacdo de
poliamina, as quais podem atuar como moduladores de tais receptores (BERGER et al.,
2013). A maioria dos agentes anestésicos atualmente utilizados ¢ derivada ou associada
a produtos naturais, especialmente de plantas como a cocaina, que foi isolada de
Erythroxylum coca (Erythroxylaceae) e se tornou um prototipo de anestesia local; o timol
e o eugenol, que foram isolados do tomilho (Thymus vulgaris, Lamiaceae) e cravo

(Syzygium aromaticum, Myrtaceae), respectivamente. Ambos sdo estrutural e
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mecanicamente semelhantes aos anestésicos fenolicos intravenosos atuais (TSUCHIY A
etal., 2017).

Um caso significativo para o potencial uso do veneno de Conoidean foi feito
com o primeiro medicamento disponivel no mercado conhecido como Ziconotide
(Prialt®), um analgésico derivado do veneno de Conus magus, que € usado para tratar a
dor cronica em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida e cancer (SOUSA
etal., 2017).

Os peptideos de peconhas de aranhas também tém sido utilizados como modelo
para drogas, para o desenvolvimento de terapias contra uma ampla gama de condigdes
fisiopatoldgicas, incluindo disturbios cardiovasculares, dor cronica, inflamagdo e
disfungdo erétil (SAEZ et al., 2010). Um exemplo de peptideo de aranha é o Cdla, isolado
da peconha de Ceratogyrus darlingi, inativa alguns canais de s6dio (Nav) e calcio (Cav)
expressos nos musculos esqueléticos e cardiacos e nodulos de Ranvier. Aparentemente,
em sua concentragao eficaz ndo apresenta efeitos colaterais, sugerindo potencial efeito no
tratamento de dor periférica.

Poliaminas tém sido amplamente estudadas uma vez que foi observado que estas
moléculas interagem com receptores de L-Glu, particularmente os dos tipos ionotropicos,
atuando como antagonistas e¢ moduladores destes receptores (STROMGAARD;
MELLOR, 2004; XIONG et al., 2014). Diversas disfungdes neurologicas estdo
associadas a receptores de L-Glu do tipo NMDA, este por sua vez apresenta sitios de
ligacdo de poliaminas, que por sua vez atuam como moduladores de tais receptores
(BERGER et al., 2013).

Em um estudo onde a atividade biolégica da poliamina sintética Migalina foi
testada como anticonvulsivante em Ratos Wistar machos, apresentou protecdo contra
convulsdes induzidas por ambas as injecdes de NMDA e administracdo de
pentilenetetrazol em 83,3% e 16,6%, respectivamente. Além disso, foi testado em
cronograma neuroetologico avaliando possiveis efeitos colaterais e apresentou alteragdes
leves nos testes Open Field, Rotarod e Morris Water Maze quando comparado aos

anticonvulsivantes disponiveis. (GODOY et al., 2013).
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Figura 5 - Estrutura da Migalina N1, N8-bis (2,5 dihidroxibenzoil) espermidina

Fonte: PEREIRA et al., (2007)
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da microinjegdo de migalina, na

SCPdm sobre a DN cronica e ansiedade em ratos wistar com DM induzida por STZ.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Verificar a eficacia da administracdo de 60mg/kg de STZ na indugdo de DM tipo
I em ratos Wistar adultos;

b) Avaliar a inducdo de ND através dos testes de alodinia mecénica e alodinia ao
frio;

c) Avaliar trés concentragoes da migalina como efeito analgésico na ND cronica
sobre a resposta de alodinia mecanica e alodinia ao frio;

d) Determinar o efeito da migalina na SCPdm em relacdo de comorbidade entre DN
cronica e ansiedade utilizando os testes de campo aberto e labirinto em cruz

elevado.
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3 MATERIAIS E METODO

3.1 ANIMAIS

Para o modelo experimental foram utilizados ratos (Rattus novergicus, var.
albinus) machos, adultos jovens (8 semanas) da linhagem “Wistar”, com pesos entre 200-
300g. Todos os animais tiveram acesso a agua e comida ad libitum. Além disso, os animas
foram mantidos na temperatura média de 20°C e um ciclo de claro/escuro de 12/12 horas
e aclimatados no laboratério pelo menos 24 horas antes dos procedimentos e testes. Todos
os procedimentos de manipulacdo e experimentacdo foram feitos considerando os
principios determinados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal-
CONCEA e em base ao Manual de normas e procedimentos da Universidade Federal de

Alfenas (UNIFAL, CEUA N ©07/2019).

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os grupos experimentais foram divididos em cinco grupos, cada grupo foi de 8
animais discriminados da seguinte maneira:

1. Grupo Tampao + Salina: Ratos Controle administrado com tampao citrato ip. e
salina intra-SCPdm

2. Grupo STZ + Salina: Ratos Controle Neuropatico diabético induzido com STZ
ip. e tratado com salina intra-SCPdm.

3. Grupo STZ + migalina dose 0,002 pg/uL: Ratos neuropaticos diabéticos
induzidos com STZ ip. e tratadas com dose 0,002 pg/uL de migalina intra-
SCPdm.

4. Grupo STZ + migalina dose 0,02 ug/uL: Ratos neuropaticos diabéticos
induzidas com STZ ip. e tratadas com dose 0,02 pg/uL de migalina intra-
SCPdm.

5. Grupo STZ + migalina dose 0,2 ug/uL: Ratos neuropaticos diabéticos induzidos

com STZ ip. e tratadas com dose 0,2 pg/uL de migalina intra-SCPdm.
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Figura 6 - Grupos experimentais

Provas bioquimicas (Glucose); Provas nociceptivas; Provas comportamentais

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

3.3 INDUCAO DA DIABETES MELLITUS TIPO I

A DM tipo I experimental foi induzida com STZ (Sigma, St. Louis, EE.UU.),
com uma dose unica de 60 mg/kg de peso corporal, diluida em buffer citrato sodico 0.1M,
pH 4.5 aplicado imediatamente, por via intraperitoneal (BIANCHI et al., 2004, 2007;
DELFINO et al., 2002; EL-AKABAWY; EL-KHOLY, 2014; FERREIRA, 2017;
SILVIA et al., 2011) apds jejum de 12 horas, e imediatamente foram fornecidos de ragdo
e glicose ao 20% por 24h (MORA et al., 2009). Decorridas as 24h, os animais foram

mantidos com alimentagdo normal de racdo e agua ad libitum.

3.4 DETERMINACAO DA GLICOSE

Todos os ratos foram submetidos para a mostra de sangue, com prévio jejum de
12 horas, (todos os ratos submetidos a coleta de sangue, ficaram com prévio jejum de 12
horas). Semanalmente foram pesados e aplicados os testes de glicose como um controle
de progressao da hiperglicemia, indicando o estabelecimento da DM.

Foram determinados os valores de glicose no sangue (glicose oxidase) com o
aparelho de avaliagdo de glicose sanguinea onde a amostra de sangue foi retirada da cauda
do animal (BEQUER et al., 2016). Depois de 48 horas da administragdo da STZ
(RODRIGUES, 2018), a glicose foi determinada para confirmar se estavam
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normoglicémicos ou ndo, € os animais cujos valores glicémicos foram menores que
120mg/dl, ou que apresentavam glicemias intermediarias entre 120 e 200 mg/dl, com ou

sem sinais clinicos de DM, foram desprezados (LERCO et al., 2003).

3.5 IMPLANTACAO DA CANULA GUIA NA SCP E ADMINISTRACAO DE
MIGALINA

Foi realizada a cirurgia estereotaxica para implantagdo de uma canula-guia no
hemisfério esquerdo do animal. Através da canula-guia, o farmaco ¢ microinjetado na
SCP com doses de Migalina de 0,002, 0,02 ¢ 0,2 pg/uL, assim como a salina fisiologica
(GODQY et al., 2013). A Migalina (CHEBI:64901) foi fornecida pelo professor Dr.
Pedro Ismael da Silva do Instituto de Butantan.

Os animais foram anestesiados através da administrag@o por via peritoneal (IP)
de uma solug@o na proporg¢ao de 0,2 ml de cetamina (92mg/kg) (Ketamina®) para 0,1ml
de xilasina (9,2mg/kg) (Dopaser®). Apds tricotomia na cabega, os animais foram
adaptados em um estereotéaxico (Stoelting, USA) e a calota craniana foi exposta por uma
incisdo na pele, de aproximadamente 1,5 cm de didmetro. A limpeza da regido for feita
utilizando-se solucdo salina e dgua oxigenada 10%. Todas as coordenadas tém como
referéncia os parametros do atlas de Paxinos; Watson (1986), ajustados ao peso do animal.
Na torre do estereotaxico foi posicionada uma cénula-guia, confeccionada a partir de
agulhas de injecdo hipodérmica (didmetro externo= 0,6mm; didmetro interno= 0,4mm),
que foi implantada na substancia cinzenta periaquedutal dorsomedial segundo as
coordenadas AP=-7,68 mm, ML= +0,2 mm, DV= -2,6 mm, e¢ tomando-se o bregma como
referéncia, estando a sutura lambdoide e bregmatica em um mesmo plano horizontal, e de
acordo com o atlas de Paxinos; Watson (1986).

A canula de aco inoxidavel, de 11 mm de comprimento ¢ 0,55 mm de diametro
externo, foi introduzida e direcionada na regido dorsomedial da SCP esquerdo do animal
por meio de um orificio, feitos com uma broca odontoldgica. A canula foi fixada ao cranio
com resina acrilica autopolimerisavel, juntamente com um parafuso. Um mandril de 0,2
mm de didmetro foi introduzido na canula para evitar a obstrugdo da mesma durante o

periodo de recuperagédo do animal.
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3.6 DETERMINACAO DOS SITIOS DE MICROINJECAO DA DROGA NA SCPDM

Ao final de cada experimento, os animais foram anestesiados (uretana 1,2 g/kg,
i.p.) e 100 nL do corante azul de Evans (1%) foi microinjetado bilateralmente para
determinacdo do sitio de inje¢do. Em seguida, os encéfalos foram removidos, pos-fixados
e posteriormente seccionados em cortes frontais de 50 um de espessura com auxilio de

um criostato (CM1900, Leica, Alemanha) para andlise dos sitios de inje¢do.

Figura 7-Sitios de microinjec¢do da droga migalina na SCPdm

el SCPam

Legenda

© Tamp&o citrato + salina

© Esfreptozotocina + salina 744
@ Estreptozotocina + Migalina 0,002 pg/fuL

A Estreptazotocina + Migalina 0,02 ug/iL

O Estreptozotocina + Migalina 0,2 pg/uL

-732

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

3.7 TESTES NOCICEPTIVOS

Os testes nociceptivos foram aplicados aos ratos em cada semana para
comprovar a inducdo de neuropatia diabética e registrar as alteragdes na percepgao
nociceptiva, para isso, foram usados os testes de alodinia mecanica com os filamentos

von frey, ¢ o teste de alodinia ao frio com acetona.

Figura 8-Figura representativa do procedimento experimental empregado no projeto,

referente ao estudo do efeito da Migalina na dor neuropatica cronica.
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Indugdo Estereotdxica Tratamento Von Frey
de diabetes acetona

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

3.7.1 Teste de alodinia mecanica

Todos os ratos foram submetidos ao teste de alodinia tatil, que foi determinada
por a quantificacdo da retirada da pata, em uma resposta aos filamentos chamados de von
frey. Os ratos foram colocados em camaras individuais suspensas em um assoalho de
malha e deixados para aclimatar por 30 minutos. O procedimento comegou com o
filamento de grau menor sendo aplicado com pressdo suficiente na pata traseira do rato
para causar retirada. A retirada rapida ou a contracdo da pata foi considerada como uma
resposta positiva. Na auséncia de uma resposta, o filamento da proxima for¢a maior foi
aplicado, e no caso da presenca de uma resposta, o filamento da for¢a mais baixa seguinte
foi aplicado. Cada teste com os filamentos foi repetido duas a trés vezes em intervalos de
aproximadamente 2 min, ¢ o valor médio foi usado (CHAPLAN er al.,1994; CHEN et al.,
2001).

3.7.2 Teste de alodinia ao frio

Para o teste de acetona os ratos foram posicionados sobre uma plataforma na
qual se tem acesso a superficie inferior da pata do animal e entdo 0,5 mL de acetona a
100% foi administrada na superficie plantar da pata traseira do rato, a partir de baixo da
grelha. O tempo gasto pelo animal lambendo ou mordendo a pata foi cronometrado
durante 1 minuto e considerado indicativo de hipernocicepgdo (ELIAV et al., 1999;

PASZCUK et al., 2007).
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3.8 TESTES COMPORTAMENTAIS

Figura 9- Figura representativa do procedimento experimental referente ao estudo do

efeito da Migalina na comorbidade entre dor neuropatica cronica e ansiedade.

S minutos

LB1: Indugio Cirurgia LB2 Testes Histologia
de diabetes Estereotéxica Tratamento comportamentales

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

3.8.1 Teste de labirinto em cruz elevado

O aparelho ¢ feito de madeira (assoalho de madeira e paredes transparentes de
vidro nos bragos fechados) e consiste de dois bragos abertos (30 x 5 x 0,25 cm) e dois
bragos fechados (30 x 5 x 15 cm), unidos por uma plataforma central comum (5 x 5 cm)
e elevado 38,5 ¢cm do solo por um suporte de madeira.

Cada animal submetido ao LCE foi colocado sobre a plataforma central, com a
cabega voltada para um dos bragos abertos e pdde explorar o aparelho por um periodo de
5 minutos.

Os comportamentos foram avaliados pela andlise das sessdes gravadas através
de uma filmadora digital, usando o programa X-plorat 3.0. Os comportamentos
registrados foram os parametros convencionais: frequéncia de entradas nos bragos abertos
e fechados (definida pelo cruzamento com todas as quatro patas para dentro do brago) e
tempo gasto nestes compartimentos.

Também como forma de analise complementar foram registradas o tempo de

permanéncia do animal nas extremidades dos bragos abertos e dos bragos fechados.
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3.8.2 Teste de campo aberto

O Teste de Campo Aberto ou Open Field (OF) ¢ um teste validado para avaliagao
comportamental da ansiedade em modelos experimentais utilizando animais, o aparelho
¢ um involucro circular (97 cm de didmetro, paredes de 32,5 cm de altura, tampo aberto,
piso dividido em 19 partes similares) de cristal acrilico.

Cada animal foi gentilmente colocado no centro do recinto, € 0 comportamento
foi filmado por 5 min. O teste avalia a nova exploracdo do ambiente e a atividade
locomotora geral e fornece uma triagem inicial para o comportamento relacionado a
ansiedade em roedores.

O animal foi colocado no centro, e a distancia total percorrida da superficie foi
registrada por médio de filmagem com cadmara por 5 min, além de também ser analisado

o comportamento de tempo de imobilidade do animal (WALSH; CUMMINS, 1976).

3.9. METODOS ESTATISTICOS

Primeiramente foi feito uma analise de normalidade da variavel glicemia através
do teste de Kolgomorov-Smirnov, para conhecer a distribui¢do normal da variavel e
trabalhar com a média e desvio padrdo ou mediana e quartis. Posteriormente os dados
foram analisados com a prova paramétrica andlise de variancia (ANOVA) de duas vias e
o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, além das provas post hoc de Bonferroni e o
programa estatistico para o processamento dos dados foi GraphPad Prism 5. Foi
considerada uma significincia de p<0,05. O teste de homogeneidade de variancia foi
realizado com a estatistica de Levene (p<0,05) para comprovar se as varidncias sdo ou

ndo homogéneas.
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4 RESULTADOS

Foram analisados 40 ratos machos Wistar, com idade média de 8 semanas, peso
entre 200 a 300gr, os animais foram distribuidos em 5 grupos contendo 8 animais por
grupo. Os animais avaliados eram pertencentes ao grupo controle denominado Tampao
Citrato + Salina, grupo controle neuropatico diabético STZ + Salina, Grupo STZ +
Migalina dose 0,002 pg/ul, Grupo STZ + Migalina dose 0,02 ug/ul, Grupo STZ +
Migalina dose 0,2 pg/pL. Os dados obtidos foram dispostos em forma de graficos.

Na andlise do grafico 1 foi observado que ndo foram encontradas diferengas
significativas na linha de base 1 entre os grupos, que corresponde ao tempo 0. Desde os
tempos 48hr, 7d, 14d, 21d e 28d houve diferencas significativas com o grupo controle,
apresentando assim, altos niveis de glicose apds a administracdo de STZ, o que indica a
confiabilidade e eficacia do modelo para estabelecer condi¢des em animais com DM 1.

Os dados foram diferentes em relagdo ao tempo Fsi75= 1337, p<0,001; em
relagdo aos tratamentos Fai75= 1093, p<0,001 e na intera¢cdo tempo X tratamento

F20,175=87,73, p<0,001.

Grafico 1 - Medidas de Glicose no sangue durante 4 semanas de estudo.
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3 STZ + Salina B STZ + Migalina 0,02 pg/pL
B STZ + Migalina 0,2 pg/uL
Fonte: Elaborado pelo autor (2021)
Legenda: Avaliacdo de glicose em mg/dl, em seis diferentes momentos (dia 0, 48hr, 7d,

14d, 21d e 28d). Tampdo Citrato + Salina, grupo controle negativo, STZ +
Salina, grupo controle positivo neuropatico diabético induzido por STZ
(STZ), STZ + Migalina, grupos neuropaticos diabéticos induzido com STZ e
administrados com trés doses de Migalina 0,002pg/puL 0,02pg/pL ou 0,2pg/pl. *
Denota uma diferenga significativa em relagdo ao grupo Tampao Citrato + Salina. A
analise estatistica foi realizada utilizando-se o teste two way ANOV A seguido de teste
Bonferroni post hoc com uma significancia de p<0,05.
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No grafico 2 podemos observar que ndo houve diferengas significativas nos
pesos corporais iniciais entre os grupos (p> 0,05). Apds a indugdo do DM, foram
observadas diferencas no peso corporal entre ratos do grupo controle e os grupos tratados
(p <0,05) a partir do momento 7d. A queda do peso dos animais foi mantida durante a
duragdo do estudo, indicando um sintoma tipico de DM causado pela hiperglicemia
induzida por STZ.

Os dados foram diferentes em relagdo ao tempo Fsi75= 62,15, p<0,001; em
relagdo aos tratamentos F4175=38,71, p<0,001 e na interagdo tempo X tratamento

Fa0.175=38,71, p<0,001.

Grafico 2 - Medidas de Peso durante 4 semanas de estudo.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021)
Legenda: Avaliacao do peso em gr, em seis diferentes momentos (dia 0, 48hr, 7d, 14d, 21d e

28d). Tampao Citrato + Salina, grupo controle negativo; STZ + Salina, grupo controle
positivo neuropético diabético induzido por STZ; STZ + Migalina, grupos
neuropaticos diabéticos induzido com STZ e administrado com Migalina em trés
diferentes doses 0,002 ng/uL 0,02 pg/uL ou 0,2 pg/pL. * Denota uma diferenga
significativa em relagdo ao grupo controle Tampdo Citrato + Salina. A andlise
estatistica foi realizada utilizando-se o teste two way ANOVA seguido de teste
Bonferroni post hoc com uma significancia de p<0,05.

O gréfico 3 foi analisado denotando que todos os grupos na primeira medi¢ao
correspondente a linha de base 1 ou LBl (antes da administragdo de STZ), ndo
demonstraram diferengas entre eles, conservando os limiares similares ante o estimulo
dos filamentos de von Frey. No caso da linha de base 2 ou LB2 que corresponde a um

tempo de 28 dias apds administracdo da STZ via intraperitoneal, corroboraram uma
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diminuigdo consideravel dos limiares nociceptivos dos grupos tratados com STZ ante o
teste de von Frey em comparacdo com o grupo controle, confirmando assim, o
estabelecimento de neuropatia diabética cronica nos animais pela administragdo de STZ.

O teste de von Frey foi executado novamente apds administragdo de Migalina
com doses de 0,002 pg/uL 0,02 pg/uL ou 0,2 pg/ul. na SCPdm, correspondente aos trés
grupos diferentes tratados. No tempo 5m, as doses de 0,02 ug/uL e 0,2 pg/uL tiveram
diferenga em relacdo ao grupo controle neuropatico diabético STZ + salina e a dose maior
de 0,2 pg/ul apresentou diferenca significativa com os grupos tratados com Migalina.
Nos tempos 15, 30 e 45m, todos os grupos tratados apresentaram diferenca estatistica
significativa em relagdo ao grupo STZ + salina. A dose maior de 0,2 ug/uL foi a tnica
que manteve uma prevaléncia nos tempos de 60 e 90m apresentando diferenca
significativa entre os grupos tratados e o grupo controle neuropatico.

O grupo controle (Tampdo Citrato + salina) conservou uma prevaléncia
significativa sobre os demais grupos, ja que os grupo com tratamento de Migalina ndo
conseguiram reverter as respostas neuropaticas, porém, todos eles apresentam indice de
melhora o que pode ser um indicativo de ajustar e testar novas doses.

Os dados foram diferentes em relagdo ao tempo Fgoso= 123,2, p<0,001; em
relagdo aos tratamentos Fa280=150,9, p<0,001 e na interagdo tempo x tratamento

F32,280=13,72, p<0,001.
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Grafico 3 - Limiar nociceptivo avaliado pelo teste von Frey.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021)
Legenda: LBI1 (antes da indugdo da DM com STZ 60mg/Kg), LB2 para confirmar dor

neuropatico diabético cronico (dia 28 antes da administragdo de Migalina) e avaliagao
nos tempos 5,15,30,45,60,90 e 120 minutos ap6s administragao de 0,002 pg/uL 0,02
pg/ul ou 0,2 pg/ul de Migalina na SCPdm. * Denota uma diferenca significativa em
relagdo ao grupo controle STZ + Salina, # denota uma diferenca entre grupos tratados
com Migalina. A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o teste two way
ANOVA seguido de teste Bonferroni post hoc com uma significancia de p<0,05.

Foram analisados os grupos submetidos a estimulacdo térmica de frio ou “cold”
com aplicacdo de acetona na pata traseira, representados no grafico 4, apresentando
limiares sem alteracdo para o grupo controle Tampdo Citrato + salina em todos os
momentos avaliados, LB1, LB2 e nos tempos 5, 15, 30, 45, 60, 90 ¢ 120 minutos,
mantendo sua prevaléncia estatistica sobre os demais grupos.

Foram encontradas diferencas significativas entre os grupos tratados com trés
diferentes doses 0,002 pg/ulL 0,02 pg/ul ou 0,2 pg/ul em relagdo ao grupo controle
neuropatico STZ + salina, onde os grupos com tratamento de Migalina apresentaram
menor resposta ao estimulo térmico de frio, indicando uma melhoria do seu limiar
nociceptivo, mas sem diferenca alguma entre eles. As diferengas entre o grupo STZ +
salina foram encontradas apenas nos primeiros momentos Sm, 15m e 30m, no entanto a
dose maior de 0,2 ug/ul. conseguiu atingir resultados similares até o momento 45m,
manifestando uma diferenca significativa entre grupos tratados e grupo controle
neuropatico, o STZ+ salina. Posteriormente houve uma queda nos limiares seguintes até

atingir niveis similares do que STZ + salina.
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Os dados foram diferentes em relagdo ao tempo Fg2g0=127,1, p<0,001; em
relagdo aos tratamentos Fa230=460, p<0,001 e na interagdo tempo X tratamento

F32,280=14,16, p<0,001.

Grafico 4 - Avaliagdo térmica de dor pelo teste Cold
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

Legenda: LBl (antes da indugdo da DM com STZ 60mg/Kg), LB2 para confirmar dor
neuropatico diabético cronico (no dia 28 antes da administragdo de Migalina) e nos
tempos 5,15,30,45,60,90 e 120 minutos ap6s administracio de 0,002pg/uL, 0,02
pg/pL ou 0,2pg/uL de Migalina na SCPdm. *Denota uma diferenca significativa em
relagdo ao grupo controle STZ +Salina, #denota uma diferenca entre grupos tratados
com Migalina. A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o teste two way
ANOVA seguido de teste Bonferroni post hoc com uma significancia de p<0,05.

No grafico 5 foram analisados dados para determinar atividade locomotora dos
animais, utilizando o teste de campo aberto ou “open field” apds injecdo de trés doses de
Migalina 0,002 ug/uL 0,02 pg/ul ou 0,2 ug/ul.

Foram avaliados a distancia total percorrida e o tempo de imobilidade, e os
grupos ndo apresentaram nenhuma diferenca significativa entre eles, o que indica que ndo
foi possivel identificar diferencias entre as atividades locomotoras dos animais e a droga
administrada também ndo teve algum envolvimento no comportamento locomotriz.

A andlise de variancia (Kruskal-Wallis) ndo verificou diferencas significativas

sobre a distancia percorrida no campo aberto, p>0,05.
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Grafico 5 - Avaliagdo de comportamento tipo ansioso por atividade locomotora no teste

de campo aberto “open field”
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

Legenda: Avaliacao locomotora ap6s administragao de 0,002 pg/uL 0,02 pg/uL ou 0,2pg/pL
de Migalina na SCPdm e gravado por 5 minutos. A andlise estatistica foi realizada
utilizando-se o teste one way ANOVA (kruskal-wallis) com uma significancia de
p<0,05.

No grafico 6 foram submetidos os grupos com o teste de labirinto em cruz
elevado (LCE), para determinar comportamento tipo ansioso, avaliando-se os parametros
de: nimero de entradas no brago aberto, nimero de entradas no brago fechado, tempo de
permanéncia no braco aberto e tempo de permanéncia no brago fechado.

O comportamento dos animais foi homogéneo, ndo apresentando diferengas
significativas nos seus comportamentos tipo ansioso para todos os grupos, indicando
também, que a Migalina administrada na SCPdm nao teve efeito sobre estes.

A andlise de variancia (Kruskal-Wallis) ndo verificou diferencas significativas
sobre o nimero de entradas no brago aberto, e no brago fechado no teste de labirinto em
cruz elevado, p>0,05"

A andlise de variancia (Kruskal-Wallis) ndo verificou diferencas significativas
sobre o tempo de permanéncia no brago aberto ¢ no braco fechado no teste de labirinto

em cruz elevado, p>0,05.



42

Grafico 6 - Avaliagdo de comportamento tipo ansioso por atividade de exploragdo nos

bragos abertos e fechados do labirinto em cruz elevado

4+ 40-
g 3
8 8 '|'
< _ «@Q -
e 1T L Tl
w o =g =1
23 2] & T 201
°oF S
g m 14 g_m 10-
3 £
=z (7
[
0 T T 0 r r
B ... D
o 300+
] S
LR T 2
EE 101 T g3
° 5 3 O
o 8 o w
R 5+ o O
Em 'g ‘-E?‘ 100
2 g
04l . P
0 T T
[ Tampéo Citrato + Salina (3 STZ + Migalina 0,002 ug/uL
1 STZ + Salina Ea STZ + Migalina 0,02 ug/uL
Bl STZ + Migalina 0,2 pg/plL
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Legenda: Avaliagdo do comportamento tipo ansioso apds administragdo de 0,002 pg/uL,
0,02 pg/uL ou 0,2 pg/pL de Migalina na SCPdm e gravado por 5 minutos. A analise
estatistica foi realizada utilizando-se o teste one way ANOVA com uma significancia
de p<0,05.
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5 DISCUSSAQO

Os resultados encontrados evidenciaram que a administracdo da STZ como um
modelo de indugdo de ND foi efetiva e conservada durante todo o processo de
experimentagdo, apresentando niveis altos de hiperglicemia, diminui¢do do peso corporal
¢ diminuindo o limiar doloroso ante os estimulos nociceptivos mecanico de von Frey ¢
térmico “cold”. Por outro lado, as doses de Migalina administrada na SCPdm, mostraram
indicios de melhora ao incrementar os limiares da dor neuropatico diabético frente aos
testes neuropaticos.

A estreptozocina (2-desoxi-2 (3-metil-3-nitro shureido)-D-glucopiranose) ¢
sintetizado por Streptomycetes achromogenes e ¢ um agente antineoplasico, clinicamente
classificado como antibidtico e quimicamente analogo aos quimioterapicos nitrosoureias,
este quimico ¢ bem conhecido por causar danos as células B pancreaticas.
(SZKUDELSKI, 2001; SOUSA et al., 2016; ADEGHATE; PONERY, 2002; WILSON,
1984). Um estudo sistematico mostrou que um dos farmacos mais utilizados para inducéo
de DM tipo I em roedores, ¢ a STZ (RODRIGUES et al., 2009), revelando quadro
caracterizado por reducdo na velocidade da condug@o nervosa e do limiar da dor
(WALKER ef al.,1999). A dose utilizada no estudo foi de 60 mg/Kg de STZ, essa dose
causou DM severo, ¢ de longa duragao em ratos Wistar, da mesma forma que descrito em
outros estudos. (DELFINO et al., 2002; AKBARZABETH et al., 2007; FERREIRA,
2017; SZKUDELSKI, 2012).

O DM apresenta diversas mudangas em fung@o de suas alteragdes patologicas,
algumas das alteragoes observadas foram fisicas como o peso dos animais, apresentando
uma queda na média do peso no decorrer do estudo apos a administracdo de STZ, do
mesmo jeito, alteragdes no fator bioquimico da glicemia apresentou niveis altos, todas
essas complicagcdes foram contrastadas com o grupo controle Tampao Citrato + salina,
assim, esses achados sdo similares e complementarios do que foi relatado em outros
estudos. (FERREIRA, 2017; VIERA, 2010; AKBARZADEH et al., 2007).

A DN diabética ¢ uma complicagdo comum do DM e a forma mais comum de
dor neuropatica (SCHREIBER et al., 2015), e umas das caracteristicas apresentadas no
presente trabalho foi a diminui¢cdo do limiar a sensibilidade com os filamentos de von
Frey, o que confirma a presenca das alteragdes neuropaticas, o que corrobora e concorda
com os achados em outros estudos como de Fox e colaboradores em 1999, onde ratos

sprague dawley induzidos com STZ apresentaram uma redugdo significativa no limiar
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nociceptivo mecanico 8 dias ap6s indugdo, e se tornou mais pronunciado com o tempo,
atingindo um méaximo em 3 semanas com uma reducao de 37% no limite de retirada da
pata. Estudos recentes em ratos Wistar machos e fémeas foi observada uma diminuigao
do limiar de sensibilidade mecanica nos grupos de animais tratados com STZ na primeira
semana apoés o tratamento, quando comparado ao grupo controle (RODRIGUES, 2018;
ROCHA, 2017)

Além do estimulo mecanico, foi avaliada a resposta ao estimulo térmico “cold”
com aplicagdo da acetona na pata traseira, mostrando resposta e eventos nociceptivos
frente ao estimulo, o que significa uma clara alteracdo nas respostas causadas por
mudangas nos limiares dolorosos dos nervos periféricos, sinais que indicam manifestacao
de neuropatia diabética dolorosa, de igual forma, um estudo de 4 semanas em ratos wistar
com DM induzido com STZ mostraram diferenga significativa quanto ao niimero de
eventos nociceptivos desencadeados apos a instilagdo de acetona quando comparado ao
grupo normoglicémico (ALVES, 2015).

A SCP ¢ a principal estrutura encarregada da modulagdo da dor, enviando
projegdes até o corno dorsal da medula espinhal, constituindo assim, uma das principais
vias descendentes no controle da dor (STAMFORD 1995, OSSIPOV et al., 2010). Os
achados em este estudo, corroboram a participa¢cdo da SCPdm quando microinjetado com
Migalina em concentragdes de 0,002 pg/ulL 0,02 pg/ul e 0,2 pg/ul, melhorando as
respostas ante os estimulos térmicos e mecanicos, nessa sequéncia, um estudo em
humanos, mostrou que a conectividade funcional SCP ventrolateral é alterada em
pacientes que sofrem de polineuropatia diabética dolorosa; cuja magnitude esta
correlacionada a sua dor espontanea e alodinica. Os autores postulam que a disfungdo do
sistema modulador da dor descendente mediada por SCP ventrolateral pode refletir um
mecanismo de facilitagdo da dor baseado no cérebro, contribuindo para a polineuropatia
diabética dolorosa. (SEGERDAHL et al., 2018). Um estudo em ratos Wistar diabéticos
induzidos por STZ, e tratados 4 semanas despois com Gabapentina, mostrou que os
efeitos da droga na reversdo dos sinais comportamentais de neuropatia diabética e
hiperatividade neuronal na medula espinhal e SCP, reforcam as causas centrais da
neuropatia diabética e apontam para os alvos centrais da droga (MORGADO et al., 2010).

A Migalina ¢ uma poliamina sintetizada a partir da molécula natural presente na

hemolinfa de aranha Acanthoscurria gomesiana (Pereira et al., 2007) assim, as
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poliaminas interagem com receptores L-Glu preferentemente com aqueles do tipo
ionotropicos (XIONG et al., 2014).

Por outro lado, os receptores L-Glu do tipo NMDA, apresentam sitios de ligagdo
de poliaminas, atuando como moduladores de tais receptores. Um estudo com Migalina,
concluiu que tem efeito anticonvulsivante em animais induzidos por pentilenotetrazol
(PTZ) e NMDA, mostrando maior efeito sobre este ultimo (GODOY et al., 2013).

Neste sentido, pode-se sugerir que a partir da intera¢do das poliaminas e também
da Migalina especificamente, sobre os receptores tipo NMDA, ¢ possivel sua participagdo
na modulacdo da dor e agir como um possivel terapéutico. O presente estudo apresenta
que a aplicagdo de Migalina na SCPdm, contribuiu para reduzir as respostas nociceptivas
frente aso estimulos térmico “cold” e mecanico von Frey, aumentando os limiares de dor
apenas nos primeiros momentos com as doses de 0,002 pg/uL e 0,02 ug/uL, e a dose de
0,2 pg/puL apresentou um efeito mais prolongado, atingindo até o tempo 90m no teste de
von Frey e no caso do teste de acetona chegando os 45 minutos.

Podemos dizer que a droga tem potencial analgésico quando microinjetada na
SCPdm, tendo possivel efeito bloqueador nos receptores de tipo NMDA em ratos com
dor neuropdtica diabética, visando para estudos posteriores o esclarecimento dos
mecanismos de interagdo neuro-farmacologica e procura de doses mais efetivas para o
controle de dor neuropatico de origem diabético.

A Diabetes ¢ uma patologia associada a multiplas complica¢des sistémicas, que
esta fortemente vinculada ao aparecimento de transtornos psiquiatricos como ansiedade
e depressdo. Diversos estudos em humanos corroboram e identificam transtornos de
ansiedade em pacientes com DM tipo I e tipo I (AMIRI]; BENNEZHAD, 2019; SMITH
et al., 2013; SMITH et al., 2018). A DM também apresenta complicagdes frequentes
como Neuropatia diabética dolorosa, sendo um agravante para as complicagdes de
transtornos de ansiedade e depressdo, identificando assim um eixo de DM, Neuropatia e
Ansiedade/Depressdo (GIRACH et al., 2019; BRASIL; PONDE, 2009).

Por outro lado, os estudos animais ainda suportam o vinculo estreito entre as
patologias de DM e ansiedade, manifestando que existe uma alta prevaléncia por esse
transtorno de comportamento tipo ansioso, portanto, estudos experimentais com ratos
machos e fémeas com DM induzida por STZ, apresentaram apari¢do de comportamento
tipo ansioso no teste de campo aberto de areia (open field sand) ao mostrar-se menos

tempo no centro do campo, do mesmo modo, quando avaliados com o teste de labirinto
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em cruz elevado (LCE) revelaram maior tempo de permanecia no braco fechado,
denotando da mesma forma do que o campo aberto um comportamento tipo ansioso
(AKSU et al.,2012; ATES etal., 2013). Outro estudo em camundongos machos e fémeas
com neuropatia induzido por SNI (spread nerve injury) demonstrou um forte vinculo
entre dor neuropatico ¢ ansiedade. Um outro estudo com ratos sprague dawley com dor
neuropatico diabético induzidas com STZ, revelou que a DM induziu comportamento tipo
ansioso evidenciado no teste de open field, reduzindo a porcentagem do tempo na area
central assim também como o niamero de entradas, além de uma diminuicdo na atividade
locomotora. No teste de labirinto permaneceram menos tempo no brago aberto, assim
como o mimero de entrada (ALBA-DELGADO et al., 2016).

De tal modo, os achados do presente estudo contradizem o que foi relatado nos
estudos anteriormente citados, ja que ndo foi possivel identificar diferencias entre os
comportamentos tipo ansioso entre os grupos de estudos, relatando-se sem diferencias
estatisticamente significativas para todos os parametros considerados entre todos os
grupos.

Neste estudo ndo foram analisados todos os parametros padrdes para determinar
comportamento tipo ansioso em animais utilizando o teste de capo aberto, de tal modo, ¢
recomendavel para estudos futuros, realizar analises dos fatores de comportamento tipo
ansioso no teste de campo aberto para obter uma melhor descricdo da interacdo entre

comorbidades.
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6 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos se conclui o seguinte:

A administragdo de STZ induz e estabelece com eficiéncia o DM tipo I em ratos
Wistar, apresentando altos niveis de hiperglicemia e emagrecimento.

O estabelecimento da ND em ratos Wistar utilizando STZ foi confirmado como
um modelo para o estudo desta patologia, apresentando alteracdo na avaliagdo de
alodinia mecanica por von Frey e hipernocicep¢ao de ao frio com teste de acetona.
As doses de 0,002 pg/uL, 0,02 pg/ul e 0,2 ug/ul. de Migalina aplicada na
SCPdm, promoveu um aumento do limiar nociceptivo significativo quando
comparados com o grupo neuropatico diabético, porém, ndo reverte a alteragdo
neuropatica para atingir os niveis normais do grupo controle, mas deixa-nos
indicios de possivel efeito na redugdo da percepg¢ao dolorosa utilizando e testando
doses mais adequadas.

Nao houve relagdo entre a dor neuropatico e ansiedade, pois nao foi identificado
comportamento tipo ansioso nos animais quando submetidos aos testes de campo
aberto (open field) e labirinto em cruz elevado (LCE), além disso, a administragido

da migalina na SCPdm ndo alterou os comportamentos dos animais.
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