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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi diferenciar morfoquantitativamente os tipos de
fiboras nervosas tipo C, A Delta e A Beta do nervo sural de ratos Wistar
normoglicémicos e hiperglicémicos. Para isso, foi realizado um estudo experimental
com 60 ratos Wistar machos cedidos pelo Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal do Parana — UFPR, distribuidos em dois grupos
constituidos por 30 animais senescentes submetidos a diabetes tipo Il por meio da
administragdo via endovenosa de Streptozotocina e 30 animais senescentes
normais sem tratamento. Decorrido o tempo de vida, de 24, 30 e 36 meses, 0S
animais foram anestesiados com Xilazina e Cetamina, perfundidos via transcardiaca
com solucao salina e formalina a 10% para posterior remo¢do dos ramos terminais
do nervo sural. Foram montadas laminas com secc¢des transversais do nervo sural
com sete micrbmetros de espessura e, em seguida, submetidos a coloracdo em
Hematoxilina-Eosina. Para analise morfoquantitativa, as laminas foram
fotodocumentadas em fotomicroscépio binocular axiophoto (Zeiss, D-7082),
acompanhadas por uma escala métrica. Em seguida, as imagens foram calibradas e
analisadas por meio do programa Image J para obtencédo do diametro do axénio, e
da classificacdo e quantificagcdo das fibras nervosas tipo C, A Delta e A Beta.
Verificou-se a média de 5.5 + 0.6 fibras tipo C em animais nao diabéticos e média de
4.9 £ 0.2 para animais diabéticos. Para fibras A Delta, a média foi de 26.8 + 0.9 para
animais ndo diabéticos e média de 29.5 + 0.8 para animais diabéticos. Ja para as
fibras A Beta, o numero médio de fibras foi de 24.7 + 0.8 para animais néo diabéticos
e 28.0 = 0.7 para animais diabéticos. Com o numero total somente de fibras tipo C
significativamente menor no grupo de animais hiperglicémicos (p=0,0001), fica
evidente que para que um quadro de neuropatia diabética seja estabelecido, é
preciso estar associada a hipertensao.

Palavras-chave: Anatomia. Diabetes. Dor. Terminagédo Nervosa Livre. Nervo Sural.



ABSTRACT

The aim of this study was to morphologically differentiate the types of nerve
fibers type C, A Delta and A Beta from the sural nerve of normoglycemic and
hyperglycemic Wistar rats. For this, an experimental study was carried out with 60
male Wistar rats assigned by vivarium of Biological Sciences Sector of the Federal
University of Parana - UFPR, distributed into two groups consisting of 30 senescent
animals treated with type Il diabetes by intravenous administration of Streptozotocin
and 30 normal senescent animals without treatment. After 24, 30 and 36 months of
age, the animals were anesthetized with Xylazine and Ketamine, transcardially
perfused with 10% saline and formalin for later removal of the terminal branches of
the sural nerve. The slides with transverse sections of the sural nerve were mounted
seven micrometers thick and then stained with Hematoxylin-Eosin. For morpho-
guantitative analysis, the slides were photodocumented in a binocular axiophoto
photomicroscope (Zeiss, D-7082), accompanied by a metric scale. The images were
then calibrated and analyzed using the Image J program to obtain the axon diameter
and the classification and quantification of the type C, A Delta and A Beta nerve
fibers. A mean of 5.5 + 0.6 type C fibers was observed in non-diabetic animals and a
mean of 4.9 + 0.2 for diabetic animals. For Delta fibers, the mean was 26.8 + 0.9 for
non-diabetic animals and a mean of 29.5 + 0.8 for diabetic animals. For Beta-A
fibers, the mean number of fibers was 24.7 + 0.8 for non-diabetic animals and 28.0 +
0.7 for diabetic animals. With the total number of only type C fibers significantly lower
in the group of hyperglycemic animals (p = 0.0001), it is evident that for a diabetic
neuropathy to be established, the association with hypertension is needed.

Key-words: Anatomy. Diabetes. Pain. Free nerve ending. Sural nerve.
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1 INTRODUCAO

1.1 EVIDENCIAS DE INTERESSE

A dor, desde a pré-histéria, vem sendo documentada e apresenta-se como
uma das grandes preocupacdes da Humanidade. A dor € uma experiéncia sensorial
e emocional desagradavel, podendo apresentar-se como um alerta em resposta a
iminéncia de dano tecidual (IASP, 2016). Logo, é de suma importancia para
sobrevivéncia do organismo. A sensacao desconfortavel proporcionada pela dor € o
principal fator que leva os pacientes a procurar ajuda profissional. Uma vez que a
interpretacdo e a vivéncia da dor séo individuais, a forma como o paciente interpreta
a dor é unica, bem como a forma que a dor interfere ou até mesmo impede, na
realizacdo de atividades didrias que 0 paciente costumava realizar antes de
apresentar o quadro de dor. Por ter uma interpretacdo subjetiva, seu mecanismo
ainda nao foi totalmente elucidado. Logo, entender a dor € essencial para a
aplicacéo e elaboracéo de terapias e medidas interventivas efetivas e humanizadas,
de modo a proporcionar as pessoas idosas e diabéticas uma saude de melhor
qualidade (HALL et al., 2006).

O diabetes mellitus aflige 425 milhdes de pessoas mundialmente, com
previsdo para que este numero alcance quase 642 milhdes no ano de 2040
(FEDERACAO INTERNACIONAL DE DIABETES, 2016). Esta doenca pode provocar
muitos sintomas agudos como hiperglicemia, cetoacidose, sindrome hiper-osmolar.
Além disso, sintomas cronicos também séo evidenciados como neuropatias, que sédo
as principais causas de dor no quadro diabético. A dor neuropatica é amplamente
reconhecida como uma das sindromes mais dificeis de administrar e geralmente nao
sdo diagnosticadas corretamente. Contribui para a reducdo da sensibilidade
vibratéria e de temperatura, que no individuo diabético pode culminar em ulceracdo
no pé, levando a necessidade de amputacao (LLEWELYN et al., 2005).

O tema “dor” em individuos diabéticos e n&o diabéticos tem recebido
destaque nos aspectos fisioldgicos e patoldgicos, porém ha um escasso descritivo
do substrato anatdmico da dor, vias nervosas de conducdo de estimulos e os

mecanismos neuroldgicos de modulagdo da dor para possibilitar sua compreenséo,



possiveis causas e procedimentos para seu controle, reforcando assim a real
necessidade do estudo minucioso das estruturas anatomicas que compdem o
substrato anatdbmico da dor para a propagacdo do estimulo doloroso desde as
terminacdes nervosas livres, trato espinotalamico lateral, coroa radiada, area cortical
somestésica presente no giro pos-central do cértex cerebral, bem como o
envolvimento de outras vias nervosas subsididrias até a substancia cinzenta
periaquedutal.

Com o envelhecimento da populacdo espera-se que o numero de pacientes
com neuropatias aumente, enfatizando a importancia de compreender 0 mecanismo
da neuropatia no diabetes, bem como proporcionar o tratamento correto e uma

melhora na qualidade de vida do paciente (HALL et al., 2006).



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo desta pesquisa foi desenvolver um estudo morfoquantitativo dos
tipos de fibras nervosas, tipo C, A Delta e A Beta do nervo sural em ratos Wistar

idosos nao diabéticos e diabéticos.

1.2.2 JUSTIFICATIVA

O reconhecimento dos aspectos morfoquantitativos das fibras nervosas em
ratos Wistar idosos ndo diabéticos e diabéticos contribuira para o entendimento do
mecanismo do diabetes mellitus tipo Il isoladamente sobre fibras nervosas
periféricas, uma vez que ha um escasso descritivo sobre o assunto na literatura.
Além disso, o estudo foi conduzido em ratos idosos uma vez que o aumento da
expectativa de vida da populacdo mundial e a prevaléncia do diabetes em adultos
acima de 45 anos.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 NERVO SURAL

O nervo sural é muito estudado em modelo experimental de neuropatias por
ser o nervo mais distal (SANADA et al., 2012). Os nervos de membros sdo os mais
suscetiveis a traumas e danos quando comparados aos demais (FAZAN et al.,
2010). O nervo sural inerva a porcgéo lateral do tornozelo e do pé. Anatomicamente,
esté localizado lateralmente ao tendéo de calcaneo e adjacente a veia safena parva
(BELSACK et al., 2013). Os nervos tibial e o fibular comum, originados pelo nervo
ciatico, contribuem para a formacdo do nervo sural. Tipicamente, 0 nervo sural
cutaneo medial ramifica-se do nervo tibial e une-se ao nervo sural cutaneo lateral
originado pelo nervo fibular comum para formar o nervo sural (SEEMA, 2013).

Contudo, variacfes na formacao, percurso e morfometria, sdo descritas na literatura,



classificando as variagbes em 6 tipos diferentes. O nervo sural em ratos mede em
torno de 34.8 mm da sua origem no nervo ciatico até a parte posterior da articulagao
do tornozelo (ratos Sprague-Dawley machos com peso entre 223 e 430g) (FAZAN et
al., 2010). A Figura 1 compara o nervo sural com o nervo ciatico, ambos com 10 mm
de comprimento (KILIC et al., 2011).

FIGURA 1 — COMPARACAO DO NERVO SURAL COM O NERVO CIATICO EM RATOS

FONTE: KILIC et al., 2011.

2.2 RECEPTORES DE DOR

Os receptores de dor sédo terminacdes nervosas livres presentes na pele e em
outros tecidos. Estas terminacdes estdo distribuidas na camada superficial da pele e
em baixas quantidades nos tecidos profundos, com excecdo do peridsteo, das
paredes arteriais, das superficies articulares, da foice e do tentério da abdébada
craniana (GUYTON e HALL, 1997). A propagacao do estimulo doloroso € iniciada
por meio da ativacdo de receptores periféricos, também chamados de nociceptores,
geralmente especificos para apenas um estimulo como mecéanico, quimico ou
térmico (ALMEIDA et al., 2004). A informacao é transferida da periferia por meio de
sinais elétricos pelas longas fibras do neurdnio sensitivo para a medula espinhal
(STEEDS, 2016; WOOLF, 2000) e finalmente para o cérebro, onde a dor é
vivenciada. Os longos axdnios dos neurdnios sensitivos primarios fazem parte de
nervos periféricos e sdo extensdes dos corpos celulares localizados na raiz dos

ganglios dorsais (WOOLF, 2000). Diferentemente dos outros receptores do corpo, 0s



receptores para dor se adaptam muito pouco, para que o estimulo lesivo produza
informagdes enquanto persistir (GUYTON e HALL, 1997).

Mediadores inflamatdrios promovem a ativacdo e a sensibilizacdo dos
nociceptores. Bradicinina e prostaglanina sensibilizam nociceptores por estimulos de
baixa intensidade. Histamina e serotonina causam dor quando aplicadas diretamente
nas terminacées nervosas. ions hidrogénio e serotonina ligam-se a proteinas G
ativando segundos mensageiros ou, em baixa frequéncia, agem diretamente nos
canais idnicos na membrana celular (STEEDS, 2016).

As terminacdes nervosas livres correspondem a parte mais distal do neurénio
aferente de primeira ordem e podem ser classificadas de acordo com estrutura,
diametro e velocidade de conducado, em fibras A Delta, A Beta ou tipo C. A area
correspondente a esses receptores podem variar desde regides puntiformes até
mais de um sitio em territorios diferentes. Estes receptores possuem limiar mais alto
do que outros tipos de receptores, com diminuicéo do limiar apenas em situacdes de
sensibilizacdo do receptor ou de atividade espontanea (ALMEIDA et al., 2004).

As fibras tipo C, A Delta e A Beta podem ser classificadas de acordo com o

didmetro do axonio e velocidade de condugéao (TABELA 1).

TABELA 1 — Classificacado das fibras aferentes

Aferentes sensoriais somaticos que conectam receptores ao Sistema Nervoso Central
Fun¢&o sensorial Tipo de receptor | Tipo de axbdnio aferente | Didmetro do axdnio |Velocidade de conducéo
Merkel, Meissner,
Toque Pacinian e células (C o 6a12pum 35a75m/s
de Ruffini =TT
Dor, temperatura Termmagao C——9 1a5um 5a 30 m/s
nervosa livre Ad
Dor, tempgratura, Termmagao . 02a15um 05a2ms
coceira nervosa livre c

FONTE: Adaptado de PURVES et al., 2008

2.2.1FIBRASTIPO C

As fibras tipo C séo fibras amielinizadas, com diametro variando de 0,2 a 1,5 ym

e velocidade de 0,5 a 2 m/s. Estas fibras propagam informagédo de modo lento,
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muitas vezes de maneira secundaria as fibras aferentes A Delta. Sdo mal
localizadas e responsaveis pela sensacdo de dor lenta e cronica. Seu potencial
prolongado ocorre devido a somatoéria de potenciais ao longo do tempo (TREEDE et
al., 1992; GUYTON e HALL, 1997; ALMEIDA et al., 2004; STEEDS, 2016).

As fibras tipo C possuem receptores sensiveis a estimulos térmicos e mecanicos
de limiar baixo, e receptores especificos para substancias halogénicas como ions
potassio, acetilcolina, enzimas proteoliticas, serotonina, prostaglandina, substancia
P e histamina. Muitas dessas fibras que possuem limiar alto sdo chamadas de
polimodais, uma vez que respondem igualmente a estimulos térmicos e mecéanicos.
Outro tipo especial desta fibra possui alto limiar a estimulos térmicos e associa-se a
fibras polimodais, sendo responsavel pela resposta ‘alongada’ apds dano tecidual.
Ha também as fibras mecanosensitivas, que conduzem o estimulo de maneira lenta,
envolvidas em caso de queimaduras com liberacdo de histamina. No entanto, nova
classe de receptores chamada de receptores silenciosos ndo respondem a
estimulos nocivos, mas a inflamacédo. No musculo, tanto a fibra tipo C como a A
Delta promovem a sensacdo de dor e sdo menos localizadas do que na pele. As
fibras tipo C possuem as mesmas caracteristicas polimodais do que as fibras A Delta
na regido muscular, porém numa proporcao 50% maior de fibras que respondem a
isquemia, hipdxia e pressado nociva (ALMEIDA et al., 2004).

A informacdo nociva ou in6cua é propagada nos 0Orgaos viscerais pelas fibras
tipo C e A Delta. Devido aos estimulos elétricos de baixa intensidade serem
propagados via vagal promovendo nauseas e enj6os, somente estimulos de alta
intensidade sdo capazes de provocar dor. Acredita-se que a percepcdo de dor
visceral seja dependente da intensidade e do somatério de estimulos, ja que estes
receptores estédo dispersos (ALMEIDA et al., 2004). As fibras tipo C fazem sinapse
na lamina Il do corno dorsal da medula espinhal (STEEDS, 2016) e liberam os
neurotransmissores glutamato e substancia P na medula espinhal. O glutamato
possui acdo muito rapida, ja a substancia P, por ser liberada lentamente, pode ter
sua concentragdo aumentada por um periodo de segundos ou mesmo minutos. Por
este motivo, acredita-se que a substancia P seja o principal neurotransmissor
envolvido com a dor lenta e cronica, ja o glutamato esta relacionado com a dor
rapida (GUYTON e HALL, 1997).
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2.2.2 FIBRAS A DELTA

As fibras A Delta sdo pouco mielinizadas, com diametro variando de 1 a 5 ym
e velocidade de 5 a 30 m/s. Elas propagam informacdo especifica de alta
intensidade e pequena laténcia. S&o as fibras A Delta responsaveis pela sensagéo
na dor aguda, rapida presentes na superficie corporal, dos musculos e articula¢des
promovendo os movimentos de retirada. As fibras A Delta sdo classificadas em dois
grupos: tipo | e tipo Il (TREEDE et al., 1992; GUYTON e HALL, 1997; ALMEIDA et
al., 2004; STEEDS, 2016).

As fibras A Delta tipo | s&o mecanorreceptores de alto limiar que respondem
primeiramente a estimulos mecanicos de alta intensidade e fracamente a estimulos
térmicos e quimicos. As fibras tipo Il possuem receptores mecanotermais para altas
temperaturas, variando de 45 a 53°C, e alguns receptores para frio intenso (-15°C)
(ALMEIDA et al., 2004).

No mdasculo, as fibras A Delta propagam estimulos mecéanicos inécuos,
quimicos, térmicos, estimulos nocivos tipicos de isquemia, hipoxia e pressao
dolorosa, sendo classificadas como fibras polimodais. Cerca de um terco dessas
fibras possui receptores especiais que sinalizam a quantidade de esforco realizada
por um grupo muscular, induzindo a alteragbes de fluxo sanguineo e no processo
respiratorio celular (ALMEIDA et al., 2004).

A fibra A Delta realiza sinapse no corno dorsal da medula espinhal nas
laminas | e V (STEEDS, 2016). Acredita-se que o neurotransmissor liberado pelas
fibras nervosas da dor do tipo A Delta na medula espinhal seja o glutamato. O
glutamato € um neurotransmissor excitatorio que possui agdo que dura apenas
alguns milissegundos (GUYTON e HALL, 1997).

2.2.3 FIBRAS A BETA

As fibras A Beta sdo mielinizadas, com diametro que varia de 6 um a 12 ym e
velocidade rapida de 35 a 75 m/s. Estas fibras ndo propagam estimulo nocivo,
respondem ao togue mecanico leve e a vibracdo. Em situacbes normais, porém,
parecem ser essenciais ao circuito doloroso relacionado aos mecanismos de
supresséo segmental (TREEDE et al., 1992; ALMEIDA et al., 2004; STEEDS, 2016).
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2.3 CONCEITO DE DOR

A dor foi definida em 1986 pela “Associagao Internacional para o Estudo da Dor”
como uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada a danos
teciduais reais ou potenciais. A habilidade de detectar um estimulo nocivo é
essencial para o bem-estar e sobrevivéncia do organismo. A dor pode ser
fortemente modificada por experiéncias prévias ou por aspectos culturais,
emocionais e cognitivos. Portanto, a sensacdo da dor € subjetiva e sua significancia
€ Unica para cada individuo. Um exemplo disso é a resposta placebo na qual
tratamento sem medicamento pode promover grande analgesia. (BASBAUM et al.,
2009; BRIDGESTOCK E RAE, 2013; IASP, 2016; STEEDS, 2016).

Os servicos de saude deveriam levar em consideracdo os fatores psicolégicos
envolvidos na dor para efetuar um tratamento adequado ao paciente. Motivacdo e
atitudes positivas podem ser muito importantes para o controle e recuperacéo da dor
(COLVIN E POWER, 2005). A dor afeta também os cuidadores dos doentes
provocando estresses fisicos e emocionais. E uma das grandes preocupacées da
humanidade, jA que é documentada desde a pré-histdria, gerando a necessidade de
esclarecer possiveis causas e procedimentos para seu controle (SOCIEDADE
BRASILEIRA PARA ESTUDO DA DOR, 2016).

Um estimulo nocivo capaz de provocar dano nem sempre € acompanhado de
dor. E importante ressaltar que nocicepcéo e dor sdo conceitos distintos. Nocicepcéo
€ caracterizada por manifestacdes neurofisiologicas geradas por um estimulo
nocivo, ja a dor, envolve a percep¢do de um estimulo aversivo, no qual requer a
capacidade de abstracdo e a interpretacdo de um impulso sensitivo. A dor vai além
de sinais neuronais gerados por estimulos fisicos (ALMEIDA et al., 2004; STEEDS,
2016).

Segundo IASP (2016) a dor e a intensidade de dano nao estdo obrigatoriamente
relacionadas e ressalta, ainda, que a dor € um fator de alerta a iminéncia de dano
tecidual e ocorre somente durante a dor aguda. Ndo é adequado associar dor
somente com estimulo, a experiéncia da dor vai muito além de um sinal fisico

desencadeando sinais neurais (IASP, 2016). A dor € o resultado da interacédo
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complexa entre sistemas sinalizadores, modulacdo de centros superiores e a
percepcao Unica do individuo (STEEDS, 2016).

2.4 INTERPRETACOES DA DOR NO QUADRO DIABETICO

O diabetes s6 foi reconhecida em 1864 por Marchal de Calvi como um fator
gue possa alterar o funcionamento do sistema nervoso central e, a partir de entéo,
as caracteristicas clinicas como a neuropatia diabética foram salientadas
(LLEWELYN et al., 2005). Esta é a complicacdo mais comum, liderando a maior taxa
de morbidade e mortalidade no diabetes, o que gera um grande fardo econémico no
cuidado da doenca (HOLZER et al., 1998; VINIK et al., 2016). Dessa forma, acredita-
se gque a dor neuropética seja subdiagnosticada e que seja tratada de maneira
inadequada (HALL et al., 2006). Baseada numa avaliacdo sintoméatica, apenas 10%
dos pacientes diabéticos possuem neuropatias. Entretanto, numa analise mais
detalhada, levando em consideracdo um protocolo sensorial quantitativo, teste
autondmico e estudos de conducdo do nervo, ilustram um ndmero muito maior
representado por pouco menos da metade dos pacientes diabéticos (47,6%)
(LLEWELYN et al.,, 2005). A neuropatia diabética € uma progressiva perda da
sensibilidade distal, afetando inicialmente extremidades baixas (CELIK et al., 2016).
Cerca de 50% dos pacientes diabéticos apresentam neuropatia diabética, que vem
acompanhada de disfun¢des motores, autonémicas e sensitivas (LALLI et al., 2013).

Alguns autores (MORASCO et al, 2015; DORFMAN et al., 2016)
recomendam a aplicacdo de escores relacionados ao dano, como avaliacao
neuroldgica das pernas e os resultados de sete testes diferentes, ou a utilizacdo de
uma escala de classificacédo do estdgio da severidade da neuropatia. A hiperglicemia
€ apontada como o principal fator de risco para o desenvolvimento da neuropatia
diabética, ja que alguns experimentos revelaram que o controle da glicose pode
retardar a progressdo da neuropatia em pacientes com diabete tipo |, embora o
mesmo nao tenha ocorrido em pacientes com diabetes tipo Il. Além da hiperglicemia,
outros fatores de risco sdo importantes para o desenvolvimento de neuropatias,
como idade, tempo desde o inicio do diagnostico, hipertensédo, tabagismo. Na

neuropatia sintomatica, as areas afetadas costumam ser: pés (96%), planta dos pés
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(69%), dedos dos pés (67%), dorso do pé (54%), maos (39%), planta das maos
(37%), calcanhar (32%) (LLEWELYN et al., 2005).

E possivel inferir a fibra envolvida pelo tipo de dor sentida pelo paciente. Ao
sentir uma dor de entorpecimento, formigamento, agulhadas, certamente as fibras
densamente mielinizadas A Beta foram danificadas. Enquanto que queimacao ou
sensacao de frio sugerem que as fibras pouco mielinizadas A Delta ou as fibras ndo
mielinizadas do tipo C foram danificadas. Dentre as sensacdes descritas pelos
pacientes estdo: 1) torpor ou sensacao de estar andando sobre um floco de algodao
ou vestindo uma meia grossa; 2) dores que podem ser magantes ou constantes; 3)
dor de agulhada; 4) sensacdes de calor ou frio; 5) alodinia (estimulo que antes nao
era doloroso, torna-se doloroso), essa sensacdo torna-se pior ainda durante o
periodo da noite, pois até o cobertor pode causar grande dor ao paciente; 6)
caimbras nas panturrilhas ou nos musculos dos pés (LLEWELYN et al., 2005). Estas
caracteristicas da neuropatia podem prejudicar a realizacado das atividades diérias.
Porém, para metade dos pacientes diabéticos, a neuropatia é assintomatica (VINIK
et al., 2016).

2.5 INTERPRETACOES DA DOR NO QUADRO NAO DIABETICO

A experiéncia dolorosa € o produto final de uma complexa rede de
processamento de informacdo. Apds a ocorréncia do estimulo doloroso ocorre uma
série de eventos quimicos e elétricos. O primeiro estagio € a transducdo na qual a
energia do estimulo externo sera convertida em atividade eletrofisiolégica. No
segundo estagio, transmissao, a informacéo é codificada e retransmitida via medula
espinhal ao tdlamo ou tronco encefalico. Finalmente, as conexdes entre o talamo e
0S centros corticais superiores controlam a percepcao e integram a resposta afetiva
a dor (MOFATT e RAE, 2010).

Individuos normoglicémicos possuem percepcdo inalterada de estimulos
térmicos, mecanicos e quimicos. Quando intensos estes estimulos geram uma dor
aguda. Na persisténcia do dano, ambos 0s componentes dos sistemas nervosos
centrais e periféricos transmitem a dor com grande plasticidade, intensificando os

sinais dolorosos e promovendo hipersensibilidade (BASBAUM et al., 2009).
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2.6 COMPARACOES DOS ASPECTOS DAS FIBRAS NERVOSAS DOS
ANIMAIS NAO DIABETICOS E DIABETICOS

Em humanos, sédo reportadas nas neuropatias diabéticas: degeneracao
axonal, desmielinizacdo primaria resultante da disfuncdo da célula de Schwann,
desmielinizacdo segmental secundéria relacionada ao controle da mielinizacédo
axonal e hipertrofia da lamina basal (KUNDALIC, 2014). O modelo animal mais
comum de neuropatia diabética é por meio da administracdo de Streptozotocina que
€ toxica as células Beta pancreaticas (ALEY E LEVINE, 2001). Nervos de ratos
diabéticos possuem menor area de mielina, o que reflete na reducdo do tamanho
total da fibra e, ainda, ocorre uma mudanca na velocidade de conducdo nervosa
relacionada a alteragéo das fibras mielinizadas grandes (SANADA et al., 2015).

Sugere-se que a hiperglicemia atue como um fator que aumente o estresse
metabdlico das células de Schwann. Ja foi demonstrado que ratos com diabetes
induzida por Streptozotocina possuem alteragbes mitocondriais nas ceélulas de
Schwann. Além da hiperglicemia, estresse metabdlico causado pelo diabetes pode
levar a um metabolismo anormal de acidos graxos, hipOxia isquémica e estresse
oxidativo (STEVENS et al., 2000).

Como as células de Schwann sdo células mielinizantes, existe uma raz&o ou
relacdo ideal (g ratio) esperada entre as células de Schwann, o tamanho do axdénio e
a espessura de mielina. Alteracdo nesta razdo, como a diminuicdo do numero de
células de Schwann, certamente ira promover uma alteracdo na morfologia de
mielina (GREGORY et al., 2012).

O espessamento da membrana basal das células de Schwann é uma das
alteracbes do diabetes (FIGURA 2) (SANADA et al.,, 2015). Além disso, fibras
amielinizadas sao visiveis facilmente em animais hiperglicémicos quando
comparados aos normoglicémicos. Em ratos diabéticos, a reducdo do tamanho da
fibra nervosa mielinizada é bem caracteristica. Esta reducdo ocorre devido a
diminuicdo do tamanho do axénio causado por alteragbes metabodlicas nos axénios,
taxa de crescimento retardado, ou hiperosmolaridade. Mais recentemente,
alteracdes da microvasculatura endoneural também sdo apontadas como fator de
reducdo do tamanho do axénio (OLIVEIRA et al., 2003).
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FIGURA 2 - Seccéo transversal de corte semifino de nervo sural

Seccao transversal de corte semifino de nervo sural de rato Wistar normotenso induzido a diabetes
cronica. E possivel observar o espessamento da membrana basal das células de Schwann e vaso

endoneural normal. V — vaso endoneural; M — fibra mielinizada grande. FONTE: SANADA et al., 2015

Sanada e colaboradores (2015) realizaram um estudo comparando
morfometricamente o nervo sural de 4 grupos diferentes de ratos: WR
(normoglicémicos e normotensos = Wistar rat control group) WR+STZ ( ratos
normotensos com diabetes induzido por Streptozotocina), grupo espontaneamente
hipertenso e grupo hipertenso com diabetes induzida. Foram discutidos dados
obtidos pelos dois primeiro grupos. Alguns fatores ndo apresentaram diferenca
significativa entre os grupos normoglicémicos e hiperglicémicos, como: area e 0
didmetro do fasciculo, o nimero e a densidade de fibras mielinizadas, o nimero e a
densidade das células de Schwann, a ocupacdo capilar (TABELA 2), area e
didmetro da area mielinizada, g ratio (TABELA 3). Ja& o diametro e a area da fibra
mielinizada e a area da bainha de mielina, foram significativamente reduzidas no
grupo hiperglicémico quando comparadas ao grupo normoglicémico (TABELA 3)
(SANADA et al., 2015).
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TABELA 2 - Dados morfométricos dos fasciculos dos nervos surais de ratos normoglicémicos (wr) e
hiperglicémicos (WR+STZ)

WR WR +5TZ
Fascicular arsa {urn'-".- JEG63+ 4361 64739+ 3737
Fascicular diameter (pm) 202124 16917
Myelinated fiber numbser 1079 £ 82 1039+ 50
MWyelinated fiber density (number of [ltJHrh;'urn'x.- 13994 + 601 16894+ 1113
Schwann call nucleus number G0+5 Ght4
Schwann cell nucleus density (number of rm:.lt—ru.&’urTf‘.- JEQ+ 60 1094 + 103
Capillary occupancy (%) 090+0.18 091 017

Os parametros didmetro fascicular, nimero e densidade de fibras mielinizadas, nimero e densidade
de nucleos de celulas de Schwann, e ocupéncia capilar, ndo apresentaram diferenca significativa
entre os grupos de animais normoglicémicos e hiperglicémicos. WR — Wistar Rat, ratos
normoglicémicos; WR+STZ — ratos Wistar submetidos ao tratamento com Streptozotocina,
hiperglicémicos. FONTE: SANADA et al., 2015.

TABELA 3 - Dados morfométricos dos fasciculos dos nervos surais de ratos normoglicémicos (wr) e
hiperglicémicos (WR+STZ)

WR WR +5TZ
hyelinated fiber area {urTﬁ- 3346+074 2900 + 080
hyelinated fiber diarmeter (pm) 548 £007 510+ 008*
hyelin sheath area [urn?‘.- 2560 +055 21 56 +080F
Myelinated axon area (pm?) B19+£025 FIB+ 026
Myelinated axon diameter (pm) 267 +£005 265+ 005
g ratio 049 +0M 053+ 00

Os parametros éarea e diametro da fibra mielinizada, e area da bainha de mielina
apresentaram uma reducdo significativa quando comparada aos demais fatores (p<0,001). * indica
diferenca significativa entre os grupos. Foi considerado significativo valor de p menor ou igual a 0,05.
WR — Wistar Rat, ratos normoglicémicos; WR+STZ — ratos Wistar submetidos ao tratamento com
Streptozotocina, hiperglicémicos. FONTE: SANADA, et. al, 2015.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi submetido para andlise técnico-cientifica e ética, e foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana (CEUABIO - UFPR).

Foi respeitado o principio dos 3 Rs: reducao, reposicéo e refinamento lancado
no livro “Principios das Técnicas Experimentais Humanas” por Russel e Burch em
1959, e a Lei 11.794/2008 que regulamenta o uso de animais na experimentacao
cientifica. Além disso, foram aplicadas as diretrizes da pratica de eutanasia do
CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal) que
preconiza o respeito ao animal e determina o método de eutanasia mais adequado.

N&o ha conflitos de interesse quanto a escolha do tema, desenvolvimento do

projeto e execucao da pesquisa.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados 60 ratos Wistar machos criados e mantidos no Biotério do
Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana - UFPR.

Quanto ao delineamento experimental, os animais foram divididos em dois
grupos:

Grupo 1: 30 animais senescentes (10 animais com idade de vinte e quatro
meses, 10 animais com trinta meses e 10 animais trinta e seis meses) submetidos a
diabetes tipo Il por meio da administragéo via intraperitoneal de Streptozotocina na
dose de 60mg/kg.

Grupo Controle: 30 animais senescentes normais (10 animais com idade de

vinte e quatro meses, 10 animais com trinta meses e 10 animais trinta e seis meses)
com alimentacéo e agua ad libitum, 12 horas de luz e 12 de escuro e com exaustao

de ar, isto €, sem nenhum tipo de alterac&o induzida experimentalmente.
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A idade dos animais foi escolhida de acordo com a relacdo da idade do rato e
humanos (TABELA 4), para que o estudo equivalesse a investigacdo da populacéo
idosa humana.

Apés o tratamento e decorrido o tempo de vida, os animais foram
anestesiados por meio da administracédo intraperitoneal de Xilazina (5mg/kg) e
Cetamina (100mg/kg), perfundidos via transcardiaca com solucdo salina e formalina
a 10% para posterior remoc¢ao dos ramos terminais do nervo sural. Foram montadas
laminas com seccdes transversais do nervo sural com sete micrémetros de
espessura e em seguida, submetidos ao processo de coloracdo em Hematoxilina-
Eosina.

TABELA 4 — Correlacéo da faixa etaria de ratos Wistar com a espécie humana
IDADE DO RATO EM MESES IDADE DO SER HUMANO EM ANOS

6 MESES 18 ANOS
12 MESES 30 ANOS
18 MESES 45 ANOS
24 MESES 60 ANOS
30 MESES 75 ANOS
36 MESES 90 ANOS
42 MESES 105 ANOS
45 MESES 113 ANOS
48 MESES 120 ANOS

FONTE: SANTOS et. al, 2012,

3.3 ANALISE MORFOLOGICA E MORFOMETRICA DOS NERVOS
CORADOS POR HEMATOXILINA & EOSINA (HE)

Para coloragdo em HE foi utilizado o protocolo classico com algumas
adaptacdes. As laminas foram colocadas, por um minuto, em solu¢cado Hematoxilina
de Harris. Em seguida, foram lavadas em &gua corrente por 10 minutos.
Posteriormente, as laminas foram lavadas em agua destilada duas vezes
consecutivas. Posteriormente, foram impregnadas com Eosina-Floxina por 45
segundos. Esse material foi imediatamente lavado com agua destilada para em

seguida ser desidratado e montado.
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Para analise morfoquantitativa, as laminas foram fotodocumentadas pelo
fotomicroscopio binocular axiophoto (Zeiss, D-7082), no aumento de 100x
acompanhadas por uma escala métrica. Em seguida, as imagens foram calibradas e
analisadas por meio do programa Image J para obtencdo do diametro do axénio e
quantificacao das fibras. Foram analisadas cinco regides do nervo de cada animal,
sendo trés regides localizadas na parte inferior e duas regifes na parte superior da
imagem obtida por microscopia de cada animal. Cada regido foi delimitada por um
quadrado de 4cm por 4cm fornecido pelo proprio programa, numa ampliagcdo da
imagem de 100%. As fibras foram classificadas de acordo com seu diametro e para
quantificar foi utilizado o contador do Image J (FIGURA 3).

FIGURA 3 - Morfoquantificagdo pelo programa Image J

4 L71 01 SUP ESQ.tif
1035x7.74 (2070x1548)RGB; 12MB

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
EIO_IQIUI4IAE\|A|O\I@IDI DegStkvflélﬁI l |>>
|| x=5.47, y=6.82, value=000,000,042 (#00002a)

Analise de uma regido inferior do nervo sural de fibras de animais normoglicémicos. A area analisada
foi delimitada por um quadrado de 4cm por 4cm e foi utilizado uma ferramenta do programa para

quantificar os axénios. FONTE: O autor.

3.4 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL ESTATISTICO

Para analise estatistica os resultados foram submetidos ao tratamento
estatistico por teste t ndo pareado. A andlise e os graficos foram gerados pelo
software de estatistica GraphPad Prism 6. Foi considerado significativo o indice de
significancia menor ou igual a 0,05 (p<0,05).
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4 RESULTADOS

Ratos Wistar induzidos a diabetes mellitus tipo Il por Streptozotocina
apresentaram numero total de fibras tipo C significativamente menor do que o grupo

de animais normoglicémicos (p=0,0001), como ilustrado no GRAFICO 1.

GRAFICO 1 - Namero total de fibras tipo C

Fibras tipo C

*

. 1

NUimero total de fibras

T
N&do diabético Diabético

As barras representam as médias + Erro Padrdo da média (E.P.M.). Os dados foram analisados por

meio de teste t ndo-pareado. *p=0,0001 (n&o diabético n=30, diabético n=30).

Entretanto, fiboras A Delta e A Beta nado retrataram diferenca significativa no
namero total de fibras, ambas possuem diametro maior do que a fibra tipo C, estdo
representadas pelo GRAFICO 2 e GRAFICO 3 respectivamente.
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GRAFICO 2 - Namero total de fibras A Delta

Fibras AD

40 A

1

NUumero total de fibras

1
Nao diabético Diabético

As barras representam as médias + Erro Padrdo da média (E.P.M.). Os dados foram analisados por

meio teste t ndo-pareado. p=0,3245 (ndo diabético n=30, diabético n=30).

GRAFICO 3 - Numero total de fibras A Beta

Fibras B

407

NUumero total de fibras

L]
Nao diabético Diabético

As barras representam as médias * Erro Padrdo da média (E.P.M.). Os dados foram analisados por

meio de teste t ndo-pareado. p=0,3660 (nao diabetico n=30, diabetico n=30).

Verificou-se a média de 5.5 fibras tipo C para animais néo diabéticos e media
de 4.9 para animais diabéticos. Para fibras A Delta, a média foi de 26.8 para animais
nao diabeticos e média de 29.5 para animais diabéticos. J& para as fibras A Beta, 0
namero médio de fibras foi de 24.7 para animais ndo diabéticos e 28.0 para animais
diabéticos (TABELA 5).
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TABELA 5 — Média do nimero total de cada fibra por grupo experimental

Fibras tipo C Fibras A Delta Fibras A Beta

Nao diabético 5.533 £ 0.604 | 26.83 + 0.9804 24.7 + 0.8946

Diabético 4933 +0.2834 | 29.50 £ 0.8147 | 28.07 £ 0.7550

Média do nimero total de fibras tipo C, A Delta e A Beta de animais ndo diabéticos (n=30) e animais
diabéticos (n=30). Fibras tipo C p=0,0001, Fibras A Delta p=0,3245, Fibras A Beta p=0,3660. Foi
considerado signiticativo p<0,05 Média + E.P.M. (E.P.M. = erro padrdo da média). FONTE: O autor.

5 DISCUSSAO

E muito comum o estudo de neuropatias com a associacdo entre diabetes
mellitus e hipertensdo, devido a relacdo clinica entre as doencas. Fazan e outros
pesquisadores da escola de medicina de Ribeirdo Preto fazem esta abordagem e
afirmam que a contribuicdo de cada fator isoladamente para o desenvolvimento de
neuropatias ainda ndo estd bem estabelecido e que necessita de maiores
investigacdes. Este grupo de pesquisa demonstrou em um estudo que ratos
induzidos a diabetes por Streptozotocina possuia uma reducdo do tamanho das
fibras mielinizadas do nervo sural. Ressalta, ainda, que modelos animais para
investigacdo do diabetes néo reproduz todas as alterac6es morfolégicas presentes
em nervos humanos, mas oferece a possibilidade de estudo com fatores ambientais
controlados e associacdo com outros fatores de risco da doenca (SANADA et al.,
2015).

O resultado obtido neste trabalho da reducéo significativa do numero de fibras
tipo C, pode ser relacionado a um estudo desenvolvido por Parry e Brown (1982)
gue investigou o tamanho da fibra com a vulnerabilidade a isquemia no nervo tibial
proximal posterior com injecdo de acido araquidonico na artéria femoral ipsilateral.
Esta pesquisa revelou que fibras de pequeno diametro (<6um de diametro) tiveram
uma deplec¢éo significativa quando comparada a fibras maiores. Além disso, fibras
ndo mielinizadas diminuiram em maior propor¢cdo do que as fibras mielinizadas.
Estes resultados corroboram com estudo realizado por Newrick e colaboradores
(1986) que relacionam a neuropatia diabética com o quadro de hipoxia no nervo.

Além disso, em 1999 medidas espectrofotométricas da fluorescéncia do nervo foram
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realizadas apés a injecdo intravenosa de fluoresceina de sddio como um indicador
de fluxo sanguineo. A menor saturacdo de oxigénio no nervo do grupo de pacientes
diabéticos quando comparado ao grupo controle e fluxo sanguineo comprometido,
ilustraram mais uma vez o papel central da microcirculacdo na neuropatia diabética
(IBRAHIM et al., 1999).

A influéncia das doencas vasculares na patogénese do dano neuroldgico do
diabetes, ja € reconhecida por mais de 100 anos (PRYCE, 1893). Esta estabelecido
gue alteracBes vasculares, como reducdo da perfusdo endoneural, sdo fortemente
correlacionadas com a patologia do nervo. O diabetes promove alteracéo do balanco
da vasoconstricdo e vasodilatacdo, ha deficiéncia dos principais vasodilatadores
endoteliais como Oxido nitrico, prostaciclina e fator hiperpolarizante derivado do
endotélio, e ainda, a hiperglicemia e a dislipidemia levam ao estresse oxidativo,
apontado como um dos principais fatores, pois levam ao aumento da formacao do
produto final da glicacdo e ativacdo da via poliol. Inclusive, ja foi observado que
tratamento com vasodilatadores de pacientes e animais melhorou a funcéo do nervo
(CAMERON et al., 2001). Neuropatias periféricas podem desenvolver em individuos
nao diabéticos com hipdxia crbénica, como por exemplo, obstrucdo pulmonar crénica.
Apresentando alteracdes neuropatoldgicas similares a neuropatia diabética. Isto
sugere que somente a hipéxia, mesmo sem as alteracdes metabdlicas decorrentes
de um quadro diabético, e capaz de causar disfuncao neuronal (MALIK et al., 1990).

A funcao da fibra tipo C é o principal determinante da resposta neurovascular,
podendo ser avaliada por meio da avaliacdo da sensacdo térmica e da funcéo
autonomica dos pacientes (CASELLI et al., 2006).

A técnica utilizada de contagem com auxilio de software ja esta estabelecida na
literatura. Uma pesquisa apontou que a analise morfométrica demanda muito tempo,
especialmente quando nervos grandes sao estudados. Enquanto a utilizacédo de uma
ferramenta de software para contagem e analise morfométrica leva apenas alguns
minutos (de 10 a 20 minutos), andlise chamada de semi-automatizada com a
intervencdo do observador, a analise manual é realizada em torno de 40 minutos,
podendo este numero ser maior para nervos maiores. A microscopia de luz e
amplamente utilizada para analise morfométrica de fibras mielinizadas quando
comparada a microscopia eletrénica por ser uma técnica mais demorada e mais
cara. Estudos revelaram que ambas as técnicas sdo confiaveis para estudos
morfoquantitativos (DA SILVA et al., 2007).
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Ewart et al. (1989) desenvolveu trés protocolos diferentes para avaliar o diametro
do axbnio uma fibra nervosa: o didmetro do axénio é considerado a menor medida
sendo o maior diametro relacionado a fibra, no outro protocolo o diametro € a média
dos dois diametros ortogonais e por fim, os diametros sédo calculados por um
software geométrico por meio de uma circunferéncia digitalizada. Foi observado que
o segundo protocolo (diametro é a média dos dois didametros ortogonais) € o que
oferece menor variabilidade. No presente trabalho, o diametro do axbnio foi
calculado pelo software Image J para que fosse classificado em um dos trés tipos de
fibras, tipo C, A Delta e A Beta.

Este estudo ndo teve como objetivo estabelecer um quadro de neuropatia
diabética, uma vez que Sanada e colaboradores (2015) ja comprovaram que
alteracdes no diametro do axénio e na bainha de mielina ocorrem em grupos
induzidos a hiperglicemia e hipertensdo concomitantemente, ndo ocorrendo
diferenca significativa quando estes fatores apresentam-se isolados. Como no
presente estudo foi induzido o diabetes sem associacdo a nenhum outro fator,
ocorreu apenas a diminuicdo na quantidade de fibras tipo C em animais diabéticos.
De acordo com Caselli et al. (2006) este prejuizo da funcdo do nervo tem como
marcador precoce a perda da resposta neurovascular. O que pode estar relacionado
a inabilidade das células do musculo liso de responder aos vasomoduladores

liberados pelas fibras tipo C.

6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram concluir que a média do numero de fibras C
foi significativamente menor em animais diabéticos do que em animais nao
diabéticos (p=0,0001), ndo havendo diferenca significativa entre os dois grupos
experimentais nos tipos de fibra A Delta e A Beta. Estes dados sugerem que para
gue uma neuropatia periférica no diabetes mellitus tipo Il seja estabelecida € preciso

estar associada a um quadro hipertensivo.
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7 CRONOGRAMA

O esquema abaixo apresenta as etapas da realizacdo do estudo.

‘| Ftapal | | FEtapa2 | |
| |

Etapas Concluidas
Proximas Etapas

Confeccdo do Artigo
Cientifico
(Submissdo e
Publicacdo)
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