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RESUMO

O Diabetes € um problema epidemioldgico de abrangéncia mundial em ascensao nos
ultimos anos, com provavel interferéncia de mudancas sociais e culturais que refletem no
estilo e qualidade de vida das pessoas. O aumento da prevaléncia do Diabetes em individuos
idosos associado ao envelhecimento da populacdo mundial faz com que esta seja a faixa etaria
mais acometida por neuropatia periférica diabética. Esses danos nervosos podem ser de
natureza sensitiva, autonémica ou motora. Nesse sentido, o0 objetivo desta pesquisa foi
desenvolver uma analise morfoquantitativa das células de schwann e fibroblastos de nervo
sural de ratos Wistar idosos submetidos ao quadro diabético. Utilizaram-se 60 ratos Wistar
machos cedidos pelo Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do
Parand — UFPR, distribuidos em dois grupos constituidos por 30 animais senescentes
submetidos ao modelo experimental de Diabetes Mellitus tipo Il por meio da administragéo
via intraperitoneal de Estreptozotocina e 30 animais senescentes normais sem tratamento.
Decorrido o tempo de vida, os animais foram anestesiados com Xilasina e Cetamina,
perfundidos via transcardiaca com solucdo salina e formalina a 10% para posterior remog¢éo
dos ramos terminais do nervo sural. Foram montadas laminas com seccdes transversais do
nervo sural com sete micrometros de espessura e em seguida, coloracdo em Hematoxilina-
Eosina. Para analises quantitativas as laminas foram fotodocumentadas em fotomicroscopio
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 obtencio da
quantificacdo dos nucleos de células de schwann e nucleos de fibroblastos. A média obtida
nos individuos normoglicémicos foi de 4,58 células de schwann por quadrante e 0,56
fibroblastos, para individuos hiperglicémicos a média foi de 4,52 células de Schwann e de
0,54 fibroblastos. Os resultados obtidos permitiram concluir que ndo houve alteragédo
significativa entre o grupo controle e o grupo induzido ao quadro diabético. Essa analise
permite concluir que somente a hiperglicemia ndo é capaz de promover alteracdo na
guantidade de células de Schwann e fibroblastos no nervo. Esses resultados corroboram com

outros estudos dentro da literatura.

Palavras-chave: Diabetes. Envelhecimento. Neuropatia Periférica. Morfometria. Nervo

Sural.



ABSTRACT

Diabetes is an epidemiological problem that reaches entire world with visible increase
in the frequency of the disease in recent years by social and cultural changes that reflect the
lifestyle of people and quality of life. In addition, the aging of the world population is related
to the increasing prevalence of diabetes in the elderly, thus comprising the main age group
affected with diabetic peripheral neuropathy. In this sense, the objective of this research was
to develop a morpho-quantitative analysis of schwann cells and sural nerve fibroblasts of
elderly Wistar rats submitted to diabetic patients. For it will be used 60 male Wistar rats
conceded by Vivarium Sector of Biological Sciences, Federal University of Parand - UFPR,
divided into two groups consisting of 30 senescent animals treated with type Il diabetes by
administering intraperitoneal of streptozotocin and 30 senescent animals normal untreated.
Elapsed time of life, the animals will be anesthetized with xylazine and ketamine, perfused
via transcardially with saline and 10% formalin for later removal of the sural nerve terminal
branches. Slides are mounted with cross-sections of the sural nerve with seven microns thick
and then staining with hematoxylin-eosin. For morphoquantitative analysis the slides will be
photo documented in light microscope binocular axiophoto (Zeiss, D-7082), accompanied by
a metric scale. Then the images are calibrated and analyzed by the program Image J to obtain
the quantification of schwann cell nuclei and fibroblast nuclei. The mean values obtained in
the normoglycemic individuals were 4.58 schwann cells per quadrant and 0.56 fibroblasts.
For hyperglycemic individuals, the mean was 4.52 schwann cells and 0.54 fibroblasts. The
obtained results allowed to conclude that there was no significant change between the control
group and the group induced to the diabetic group. This analysis allows to conclude that only
hyperglycemia is not able to promote alteration in the amount of schwann cells and fibroblasts

in the nerve. These results corroborate with other studies within the literature.
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SUMARIO

1. INTRODUGAO ....ovoveeeeeeteeceeteteee ettt ettt et et et e st eas et st et eseesstesessasetesess st etesessasesesensssssesessasssesensssasas 5
1.1 EVIDENCIAS DE INTERESSE ....vvveceiececececceet e ettt ettt sesesessssssssssasssssasssasasasssssssssssnsasns 5
1.2 OBJETIVO GERAL ...ttt ettt e e e e e ettt e e e e e e e et e e e e e e s e annreneeeeeeesannnnne 6

2. JUSTIFICATIVA. ettt ettt e e e ettt e e e s e e bt e te e e e e e s s s abe et e eeesseaansreneeeaeeeeannnne 7

3. REVISAO DA LITERATURA ..ottt ettt ettt ee ettt e et et s s s sess s esesess s et esess s esesesessasesensasesesensanane 8
3L ETIMOLOGIA. .. s 8
3.2 DEFINIGAO DE DIABETES .....vveuieetetcteteteteeetetesees et teas et et tess s esetessssssesessasssesensesssssensesssesensssssessssns 8
3.3 EPIDEMIOLOGIA DO DIABETES NO BRASIL E NO MUNDO ......ccccuiiiiiieeiieiiieieeee et 9
3.4 QUESTOES SOCIOECONOMICAS DO DIABETES ......vvevevetetetetetceceeeeesessesesesesesesesssssssesesesesesssssesnans 9
3.5 FISIOPATOLOGIA DO DIABETES ... s 10
3.6 NEUROPATIA PERIFERICA DIABETICA. ..ottt seses s s s esesese st ssassssssesesesenenas 12
3.7 ALTERACOES DOS AXONIOS E DA BAINHA DE MIELINA NO QUADRO DIABETICO .......ccvvveeeeee 13
3.8 COMPOSICAO MORFOLOGICA DO NERVO.......coovevevevereeeeetetetetceeessssesesesesesesesssssssssssesesesessssanas 14

3.8.1 ENDONEURD ...ttt ettt ettt et e e ettt e e e e e e e b e et e e e e e e s mnereeeeeeeeesnnneneeeas 14
3.8.2 PERINEURO ... s 14
L83 EPINEURD ... s 15
3.9 CELULAS DE SCHWANN ..ottt ettt ettt et essssssasasas s s ssssssssssssssssssesesesesesesnnis 15
3.10 FIBROBLASTOS. ...ttt ettt e e e e e ettt e e e e e ettt e e e e e e e anebe et e e e e e e e nnnreeeeeeeeesansereeeeaeeann 16

A, MATERIAL E IMETODOS ....ouveieiiieeeeeeeeeteteee ettt sttt setessassssssssssesesesesssesssssssssesesssesesesesesessanas 17
A.1 ASPECLOS ELICOS.....vviveieieieiiesieietee et et et st ettt ettt ettt s et essssssas s asas sttt et et et etetetssstsssssessetesesesesenenis 17
A N o110 - PP PP OPTUPTRPR 17
4.3 Andlise MORFOQUANTITATIVA das células de schwann e fibroblastos........c.ccccccvevieevceiennenns 18
4.4 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL ESTATISTICO .....ocvcvevieeeeeceeeeeeeceeeeeeeseteeesesese ettt seseenanans 20

5. RESULTADOS E DISCUSSAD .....cucuiiaiiineieieietsieieiseseis sttt ettt sasienaes 21

6. CONCLUSODES........ooueviietetetiie ettt ettt ettt ettt eb et e b bt as et e b esaae et ebeseas et e s et sae et ebeseasasebesanseseseseanane 26

7. CRONOGRAMA ...ttt ettt e e s e s e b et e e e e s s s b e e te e e e s s e snbebeeeeessaannnne 27

8. REFERENCIAS ...ttt ettt et et et e e e e e e e e e e e e et et e et e et eaeeueeeeeeeeee e et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeas et eeeenes 28



1. INTRODUCAO

1.1 EVIDENCIAS DE INTERESSE

Segundo Tanqueiro et al. (2013) mais de um quarto da populagéo entre os 60-79 anos
tem Diabetes, demonstrando haver correlagdo direta entre 0 aumento da prevaléncia do
Diabetes com o envelhecimento.

As implicacbes econdmicas e sociais relacionadas ao tratamento do quadro, tendo em
vista que a patologia é cronica, refletem num problema de Saude Pudblica. Pace et al., (2002)
relata que a maior parte dos custos diretos do Diabetes relaciona-se com as suas
complicacdes, que muitas vezes podem ser reduzidas, retardadas ou, em certos casos,
evitadas. Dependendo do pais, as estimativas disponiveis indicam que o Diabetes pode gerar
de 5 a 14% das despesas de atencdo de salde para tratamento de complicacBes desencadeadas
pelo quadro diabético.

Dentre as complicacbes do Diabetes em idosos: retinopatia, infartos do miocéardio
silenciosos, nefropatias, e neuropatia periférica nas méos e, principalmente, nos pés.

Transtornos neuropaticos e isquémicos causam ulceracbes nos pés dos pacientes
diabéticos. As ulceras no pé, fato que precede a amputacdo, sdo grande causa de
morbimortalidade dos pacientes. A neuropatia diabética periférica é diagnosticada por
historico clinico do paciente e exame fisico do pé, mas exames como eletromiografia ou
biopsia também sdo importantes. Especialistas afirmam que € extremamente importante que
pacientes diabéticos facam a inspecdo rotineira de seus pés. Estudos anteriores ressaltam que
é necessaria uma avaliagdo minuciosa dos pés dos diabéticos por parte dos profissionais da
salde. Pace et al., (2002) explicam que essa investigacdo basica é por meio da avaliacdo
dermatologica, estrutural, circulatéria e da sensibilidade tatil pressérica, além das condicBes
higiénicas e caracteristicas dos calcados, sendo estes Ultimos fundamentais para manter a
salde dos pes, e que essa analise contribui para diminuir o risco de morbidades nos pés dos
diabéticos e consequentemente, suas complicacdes. As células de Schwann e os fibroblastos
sdo de extrema importancia para homeostase do nervo, pois estdo relacionadas com reparo e

cicatrizagao das fibras danificadas.



1.2 OBJETIVO GERAL

O objetivo dessa pesquisa é observar se o quadro diabético em ratos Wistar idosos
interfere no nimero de células de schwann e de fibroblastos, comparando o grupo de 30 ratos
normoglicémicos com o grupo de 30 ratos hiperglicémicos submetidos ao modelo

experimental de Diabetes Mellitus tipo II.



2. JUSTIFICATIVA

O diabetes ¢ um problema de saude publica mundial, especialmente em paises em
desenvolvimento. A prevaléncia do quadro vem aumentando no decorrer dos anos. Além
disso, Sartorelli & Franco (2003) ressaltam que as afec¢des muitas vezes sdo subnotificadas, e
essas sdo figuradas como causa do o6bito.

O quadro diabético possui grande relevancia na saude, pois seu quadro acomete diversas
disfuncgdes, tais como, retinopatia, nefropatia, alteracdes cardiovasculares, e neuropatia. A
neuropatia € uma complicagdo muito frequente no diabetes. Esse distirbio pode afetar o
Sistema Nervoso Autdnomo, nervos das extremidades do corpo, nas regides das maos e pés,
sendo a forma mais comum, denominada neuropatia periférica, embora nervos proximais,
como o nervo femoral, também possam ser acometidos. Como Silveira & Silveira (1994)
explicaram, a forma mais comum de neuropatia diabética é a polineuropatia periférica
simétrica. Ela se caracteriza pela perda sensorial simétrica, afetando principalmente os
membros inferiores em suas porcdes distais. A perda motora e o envolvimento dos membros
superiores também ocorrem, mas sdo menos frequentes em relacdo aos membros inferiores.
Os sintomas, que frequentemente se iniciam insidiosos, consistem de insensibilidade,
sensacdo de queimacéo e dores em pontada.

A neuropatia diabética representa a complicagdo cronica mais prevalente, afetando 30 a 50
% dos pacientes com Diabetes, e 80% desses casos se manifestam como polineuropatia
sensorio-motora distal simétrica. Em torno de 15% dos pacientes com neuropatia diabética
desenvolvem Ulceras, configurando a principal causa de amputacdo ndo traumatica nos
membros inferiores Costenaro et al., (2015).

E indubitavel a relevancia do impacto do Diabetes dentro da sociedade atual e futura,
segundo levantamentos epidemiologicos. Estudos de quantificacdo celulares sdo
indispensaveis para o entendimento do quadro como um todo, apesar de suas fungdes bem
elucidadas em individuos normoglicémicos, as células de Schwann e fibroblastos dentro de
uma condicéo hiperglicémica podem sofrer alteragdes morfofuncionais, esse estudo tem como
objetivo contribuir para melhor entendimento do efeito de glicemia elevada sobre nervos de

pacientes diabéticos.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 ETIMOLOGIA

A origem do nome diabetes vem do grego “dia” significado “através de”, “baiten”
[13PR2]

quer dizer “ir” ou “passar”’ e “mellitus” ou “melito” estd relacionado ao latim “mellis”

significa mel. (DOS SANTOS et al., 2014)

3.2 DEFINICAO DE DIABETES

Diabetes Insipidus é uma doenca caracterizada pela eliminacao de grandes volumes de
urina muito diluida. Esta doenca € causada pela disfuncdo da parte posterior da glandula
pineal, que passa a secretar quantidades inadequadas de arginina-vasopressina, também
chamado de horménio antidiurético (diabetes insipida neurogénica ou central), levando a
incapacidade do rim em responder a arginina-vasopressina circulante (diabetes insipida
nefrogénica) Velasquez & Medeiros (2014).

De acordo com SPD (2015) apud Martins et al., (2015) o Diabetes Mellitus é a
designacdo usada para descrever uma desordem metabdlica com multiplas etiologias
caracterizada por uma hiperglicemia crénica resultante de distarbios no metabolismo dos
carboidratos, lipideos e proteinas, que sdo resultado de deficiéncias na secrecdo e/ou acdo da
insulina, ou de ambas. Ferreira et al., (2014) associaram a definicdo da doenca a qualidade de
vida. Afirmam que Diabetes Mellitus compreende um grupo de distarbios metabdlicos de
etiologia variada, resultante da secrecdo deficiente de insulina pelas células beta-pancreaticas,
da resisténcia periférica a insulina ou de ambas. E uma doenca muito associada ao
sedentarismo e maus habitos alimentares.

Guimardes (2015) define Diabetes Mellitus como um conjunto de doencas metabolicas
caracterizadas por hiperglicemia e est4 associada a complicagdes, disfuncdes e insuficiéncia

de multiplos 6rgéos, especialmente, rins, coracdo, cérebro, vasos sanguineos e olhos.



3.3 EPIDEMIOLOGIA DO DIABETES NO BRASIL E NO MUNDO

Segundo Pereira et al., (2014), o Diabetes Mellitus esta entre as principais causas de
morbimortalidade. Sua prevaléncia mundial tem aumentado rapidamente, especialmente entre
0s paises em desenvolvimento. No Brasil, em 2010, a prevaléncia geral estimada, incluindo os
tipos 1 e 2 entre adultos idosos, foi de 6,4% (aproximadamente 12 milhdes). Destaca-se, no
entanto, que o aumento da prevaléncia da doenca é verificado em todo o mundo. Havia 371
milhdes de diabéticos no mundo em 2012. Estima-se que, em 2030, cerca de 552 milhdes de
pessoas terdo diabetes. Isto equivale a um diabético a cada 10 adultos, significando que, para
se chegar a esse numero, surgirdo trés novos casos a cada 10 segundos. O tipo 1 apesar de ser
menos comum que o tipo 2 dentro da populacdo, também vem aumentando a cada ano, sendo
a prevaléncia mundial desse tipo de 0,1% a 0,3%, com cerca de 78.000 novos casos novos a
cada ano.

3.4 QUESTOES SOCIOECONOMICAS DO DIABETES

Segundo Picon (2011) o Diabetes esta entre as doencas mais estudadas da atualidade,
devido a morbidade a que expde os pacientes e ao significado contingente de gastos que
demanda seu tratamento. Apesar dos grandes esforcos cientificos em todos os campos da area
da satde no sentido de mitigar a doenca, ainda existem milhares de pessoas acometidas e
outras que, sabidamente, virdo a sofrer das importantes limitacdes decorrentes do avango do
Diabetes, quando da instalacdo de um quadro irreversivel de degeneracdo nervosa: a
neuropatia periférica diabética.

Atualmente o Diabetes Mellitus € um problema comum e grave para a salde global. O
quadro de Diabetes cresceu em conjunto com rapidas mudangas sociais e culturais, tais como
o envelhecimento das populac6es, urbanizacdo, mudancas na dieta, pouca atividade fisica e
outros comportamentos que ndo sdo saudaveis, e esta associado a varias complicacdes que
diminuem a qualidade de vida e a sobrevivéncia de individuos afetados, segundo Shikata et
al., (2013).

Cortez et al., (2015) dizem que no Brasil, o Ministério da Saude criou varios
programas que impactam a maioria da populacdo para controlar doencas cronicas, como € o
caso do Diabetes Mellitus, o Programa Nacional de Hipertensdo e Diabetes Mellitus -

Hiperdia foi criado em 2002, em uma tentativa de reorientar a assisténcia farmacéutica para o
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fornecimento continuo de medicamentos, bem como monitorar as condic¢des clinicas dos

pacientes de servicos de saude.

North America and
an
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Figura 1. NUmero de pessoas estimadas com diabetes no mundo e por regides em 2015 e 2040
(20-79 anos). Fonte: Atlas IDF International Diabetes Federation 72 edi¢do (2015).

3.5 FISIOPATOLOGIA DO DIABETES

Na fisiopatologia do Diabetes Mellitus, 0 mesmo é classificado em varios subtipos,
dos quais sdo os principais, tipo | e tipo Il. O tipo | é autoimune, o pancreas enddcrino é
atacado por anticorpos do préprio organismo, causando faléncia nas células beta, que séo as
celulas produtoras de insulina. De acordo com Ferreira et al., (2011) no tipo Il, o principal
fendmeno fisiopatoldgico € a resisténcia a acdo da insulina, diminuindo a captagéo de glicose
em tecidos insulina dependentes. No inicio da doenga, em resposta a esta resisténcia, ocorre
hiperinsulinemia compensatdria, continuando por meses ou anos. Com o avango do Diabetes
Mellitus 11, por causa da disfuncdo e reducdo das celulas beta pancreaticas, a sintese e a
secrecédo de insulina ficam comprometidas e, em alguns casos, a insulinoterapia passa a ser

essencial.
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Dentre as principais consequéncias causadas pelos distirbios metabolicos diabéticos
estdo as alteragOes visuais, neuropatias, nefropatias, alteracfes cardiovasculares, entéricas e
glandulares. Espirito Santo et al., (2013)

A nefropatia diabética afeta a capacidade de filtragem dos rins. O rim € um &rgéo par,
localiza-se na regido retroperitonal apoiado sobre o musculo psoas maior. Pemper et al.,
(2015) dizem que, o sangue que sera filtrado chega no rim por meio da artéria renal por uma
fissura denominada hilo. O sangue a ser filtrado entra na capsula de Bowmann por meio da
arteriola aferente, chegando no glomérulo, que tera a funcdo de reter elementos como
proteinas grandes e eritrocitos. Esses elementos, depois de retidos, saem da cépsula pela
arteriola eferente retornando a circulacdo por meio da veia renal. O restante segue na cdpsula
onde acontece um processo de reabsorcdo ativa de glicose, carboidratos, acidos graxos
esséncias, vitaminas e minerais sendo que em condi¢des normais ndo entram no tubulo
contorcido proximal. Havera reabsorcédo passiva de dgua e sais minerais.

Quando ha nefropatia diabética, os altos indices glicémicos acabam gerando les6es nos
glomérulos, comprometendo assim o processo de filtragem sanguinea, gerando insuficiéncia
renal. As destruicdes desses glomérulos podem ser identificadas precocemente por um exame
chamado microalbumindria, onde se identifica a proteina albumina na urina.

A retinopatia diabética € a complicacdo nos olhos causada pelo Diabetes Mellitus. A
retina € uma camada de tecido nervoso no olho, sensivel ao estimulo luminoso, capaz de
captar a luz, transforméa-la em estimulo nervoso que entdo é conduzido até o cérebro. Em
pacientes diabéticos a glicemia elevada faz com que os vasos sanguineos fiquem mais
permeéaveis, fazendo com que haja edema, ou seja, extravasamento de fluido e sangue.
Inicialmente a visdo fica embacada, e progressivamente pode haver perda parcial e até mesmo
total da visdo. Segundo Boelter et al., (2003) escreveram que a retinopatia diabética é uma
complicacdo crénica do Diabete Mellitus que ocorre em 99% dos pacientes com Diabetes tipo
I e em 60% dos pacientes com Diabetes tipo 2, ap6s 20 anos de evolugdo da doenca, sendo a
principal causa de cegueira em adultos. Niveis de glicose e pressdo arterial elevados, junto
com longo tempo de duracdo do Diabetes Mellitus, sdo os principais fatores de risco.

Segundo Espirito Santo et al., (2013) ha uma série de problemas crénicos relacionados
ao Diabetes Mellitus. Com a glicemia desregulada, varias complicagdes micro e
macrovasculares podem ocorrer, como a retinopatia diabética, alteracdes cardiovasculares,
alteracOes circulatorias e neurologicas. Em relacdo a retinopatia diabética, esta pode ir desde
uma turvacdo da visdo até a presenca de catarata, descolamento da retina, hemorragia vitrea e

cegueira. Os problemas cardiovasculares, muitas vezes, estdo associados a obesidade e
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tabagismo, que pode precipitar o infarto agudo do miocérdio, a insuficiéncia cardiaca
congestiva e as arritmias. As alteracbes microvasculares podem ocasionar lesdes no membro
inferior, acarretando o problema denominado “pé diabético”. Além disso, pode ocorrer a
neuropatia diabética, com diminuicdo da sensacdo tatil e térmica, dentre outras complicaces.

Em relacdo ao comprometimento dos nervos periféricos, segundo Porcidncula et al.,
(2007) o comprometimento dos nervos motores dos membros inferiores no individuo
diabético determina hipotrofia muscular, deformidades e pontos de pressdao anormais; 0
comprometimento dos nervos sensitivos manifesta-se por disturbios da sensibilidade nas
extremidades podendo chegar a anestesia. Cerca da metade dos individuos com neuropatia
diabética sensorio-motora simétrica distal € assintoméatica, mas mantém risco de lesdo
insensivel nos pés. A neuropatia diabética autonébmica nas extremidades determina
diminuicdo da funcdo sudomotora, tornando o pé ressecado e vulneravel a ulceracdo. A
complicacdo neuropatica € preocupante, pois, particularmente nos membros inferiores, pode
causar Ulceras plantares que, sem tratamento adequado, culminam com amputacdes.

Por meio desse comprometimento sensitivo, 0s nervos mais longos sdo afetados
primeiro e 0s sintomas aparecem inicialmente, e com mais severidade nos pés. A perda de
sensibilidade ¢ maior na por¢ao periférica e mais distal, caracterizando a sindrome “bota-

luva”, segundo Doi et al., (1981).

3.6 NEUROPATIA PERIFERICA DIABETICA

Segundo Sales et al., (2012) a neuropatia diabética periférica é a complicacdo mais
prevalente dessa doenca, € progressiva e irreversivel, atingindo até 80% dos diabéticos. Além
disso, relatam que por meio de estudos anteriores, pode-se concluir que a neuropatia periférica
leva a perda das informacGes sensoriais cutaneas nos pés, podendo ocasionar transtornos da
estrutura osteoarticular dessa regido, além de contribuir para modificar a marcha, o equilibrio
estatico e dindmico.

A neuropatia diabética predomina nos membros inferiores, apresentando-se
bilateralmente. Da lesdo nervosa periférica, derivam dois quadros: a neuropatia somatica e a
neuropatia autbnoma. A primeira resulta da perda da funcdo somatica sensitiva e motora.
Caracteriza-se por atrofia muscular (por perda da inervacdo dos pequenos masculos do pé),

deformidade do pé (denominada dedos em garra), hipertensdes plantares, profunda
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insensibilidade dolorosa e proprioceptiva. A perda da sensibilidade termo-algica e a sua
consequente vulnerabilidade a traumas fisicos e térmicos aumenta o risco ulcerativo em 7
vezes Reiber et al., (2005) apud Marques (2010). A neuropatia autbnoma reflete a abertura
dos shunts arteriovenosos por perda da funcdo simpatica: o pé é gquente, turgido, com pele
seca e associa-se a isquemia cutanea por desvio definitivo do fluxo para a profundidade da
pele, agravando os efeitos da doenca vascular periférica quando coexistentes Pataky et al.,
(2007) apud Marques (2010).
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Figura 2. Manifestagdes clinicas da neuroparia diabética. (A) Polineuropatia sensério-motora.

(B) Radiculopatia/plexopatia. (C) Mononeuropatia focal/mononeurite  mdaltipla. (D)
Neuropatia autondmica. Fonte: adaptada COSTENARO et al., (2015)

3.7 ALTERACOES DOS AXONIOS E DA BAINHA DE MIELINA NO QUADRO
DIABETICO

Yagihashi & Sima (1985;1986) apud Filho (2008) demonstraram em seus estudos
alteracdes nervosas provocadas por Diabetes. Dentre essas alteragdes constataram a reducao
do calibre axonal, sugerindo uma axonopatia, em nervos simpaticos de ratos diabéticos
espontaneos biobreeding (BB). Medori & Cols (1988) apud Filho (2008) constataram uma
diminuicdo do tamanho das fibras mielinicas e amielinicas no nervo vago em ratos. Anélise
Morfométrica de seccles transversais de nervos isquidticos de ratos diabéticos espontaneos
BB, relataram que, nos segmentos proximais, houve um aumento da area dos axonios,
enquanto que nos segmentos distais, essa area se mostrou diminuida. Estas diferencas estéo

relacionadas nas alteragdes do transporte axonal, concluiram Medori & Cols (1988).
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Huang & Walsh (1973) apud Filho (2008) observaram em seu estudo que houve
reducdo na densidade de fibras mielinicas do nervo esplancnico maior e Migliaccio (2003) e
Sato (2005) que houve reducdo de fibras mielinicas finas nos nervos vagos e simpatico-renais

de ratos Wistar diabéticos cronicos induzidos por estreptozotocina (STZ).

3.8 COMPOSICAO MORFOLOGICA DO NERVO

Anatomicamente 0s nervos sdo estruturas do Sistema Nervoso Periférico constituidas
pelo conjunto de axonios de neurdnios envolvidos por trés camadas de tecidos conjuntivos
que conferem nutricdo e integridade a fibra nervosa. Welch, (1996); Evans (2001) apud De
Oliveira (2008).

3.8.1 ENDONEURO

O endoneuro é uma camada de tecido conjuntivo que reveste cada fibra nervosa,
composta de fibroblastos, capilares e fibras coladgenas, sendo a maioria dessas fibras disposta
longitudinalmente. Apesar de apresentar elasticidade e resisténcia, a fibra nervosa é muito
suscetivel a compressdo e ao estiramento. O endoneuro necessita da protecdo do perineuro e
do epineuro. Sunderland (1965); Welch, (1996) apud Sobral (2008).

3.8.2 PERINEURO

De acordo com Welch (1996); Lundy-Ekman, (2004) apud De Oliveira (2008), o
perineuro ¢ uma fina bainha de tecido fibroso, que envolve numerosas fibras nervosas
formando fasciculos e apresenta células pavimentosas fortemente unidas por zbnulas de
oclusdo que sdo dispostas em camadas concéntricas em relacdo as fibras nervosas. Entre as
camadas de células sdo encontradas fibras colagenas tipo | e tipo Il e fibras elésticas. O
perineuro é importante na manutencdo da homeostase do nervo, pois atua como barreira de
difuséo, auxiliando a preservacdo do microambiente intrafascicular especializado, além de ter

papel de protecdo mecanica, fornecendo ao nervo elasticidade e forca ténsil.
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3.8.3 EPINEURO

O epineuro é a camada mais externa, € constituido de uma densa bainha de tecido
conjuntivo que envolve todo o nervo. Essa camada contém fibras colagenas e elasticas,
mastdcitos, macrdfagos e fibroblastos. O tecido adiposo raramente é observado, mas pode se
constituir em elemento importante para protecdo do nervo contra forgcas deformadoras,
segundo Sunderland (1965) apud Sobral et al., (2008).

3.9 CELULAS DE SCHWANN

As células de Schwann, descritos desde 1839 por Theodor Schwann, constituem a glia do
sistema nervoso periférico (SNP). em torno de todos ax6nios, em alguns casos envolvendo-os
com o seu citoplasma e em outros casos por meio de bainha de mielina em torno do didmetro
maior. Estas células possuem multiplas fungdes relacionadas protecdo e suporte metabolico
axonal, também contribuem no processo e mecanismos de condu¢do do nervo e regeneracao
de axo6nios lesionados. LOMBANA (1993)

As células de Schwann (lemdcito) formam uma bainha envolvendo cada ax6nio, que ndo é
continua sendo interrompida a cada 1 a 2 mm por nodos de Ranvier (regides néo
mielinizadas). As células de Schwann se originam do ectoderma e, durante o crescimento,
envolvem varias vezes o axbnio para formar a bainha de mielina, sendo que cada uma
apresenta-se revestida por membrana basal conforme relatado por Todd & Bowman, 1975;
Kefalides et al., (1979) apud Teodori (1996).

Segundo Carneiro (2004) a bainha de mielina € um envoltério lipoprotéico formado
pela rotacdo do oligodentrécito em torno do axénio no Sistema Nervoso Central e é formada
pela célula de Schwann no Sistema Nervoso Periférico. A célula de Schwann envolve apenas
um axo6nio. A bainha funciona como um isolante elétrico do axénio em relacdo ao meio
extracelular, devido a este isolamento o impulso nervoso é regenerado a cada n6 de Ranvier,
fazendo com que o impulso ocorra mais rapidamente, denominando esse impulso de

saltatorio.
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3.10 FIBROBLASTOS

Sdo as células mais comuns no tecido conjuntivo propriamente dito. Os fibroblastos
sdo alongados ou estrelados, com longos prolongamentos, ndcleo eucromatico e um ou dois
nucléolos proeminentes. O reticulo endoplasmatico rugoso e o complexo de Golgi séo
bem desenvolvidos, pois sintetizam os componentes da matriz extracelular: as fibras
colagenas, as fibras reticulares, as fibras elasticas e a substancia fundamental. Produzem
também fatores de crescimento que controlam a proliferacdo e a diferenciacao celular.
Apés uma lesdo, estimulados pelo  fator  de crescimento dos fibroblastos (FGF),
produzido  pelos  macréfagos, os  fibroblastos proliferam. Eles secretam a matriz

extracelular, contribuindo para a cicatrizagdo. Junqueira (2013)
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

A pesquisa ocorreu de acordo com o principio dos 3 Rs. Os 3 Rs sdo principios éticos
para a experimentacdo animal. Russel & Burch, et al. apud Dany et al. (2010) propde a
reducdo do numero de animais utilizados em cada experimento, o refinamento das técnicas
objetivando evitar a dor e o sofrimento desnecessarios, e a substituicdo, do inglés
replacement, por métodos alternativos deve ser imperativo. Ainda, o refinamento tecnoldgico
na geracdo de modelos experimentais tem também levado a reducdo do numero de
animais/grupo experimental, por reduzir de maneira importante a variabilidade observada em
cada experimento.

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUABIO - UFPR) para andlise técnico-cientifica.

Este projeto da continuidade a outros projetos com equipes multidisciplinares
distintas.

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

projeto e execucdo da pesquisa.

4.2 ANIMAIS

Foram utilizados 60 ratos Wistar machos cedidos pelo Biotério do Setor de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal do Parana - UFPR.

Os animais foram utilizados em dois grupos constituidos por:
Grupo 1: 30 animais senescentes (10 animais com idade de vinte e quatro meses, 10 animais
com trinta meses e 10 animais com trinta e seis meses) com alimentag&o e agua ad libitum, 12
horas de luz e 12 de escuro e com exaustdo de ar. Os animais do grupo | foram submetidos a
diabetes tipo Il por meio da administracdo em dose Unica via intraperitoneal de
Estreptozotocina (60mg/kg). Os niveis de glicose dos animais foram monitorados para

constatar a hiperglicemia.
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Grupo Controle: 30 animais senescentes normais (10 animais com idade de vinte e quatro

meses, 10 animais com trinta meses e 10 animais com trinta e seis meses) com alimentacéo e
agua ad libitum, 12 horas de luz e 12 de escuro e com exaustdo de ar, isto €, sem nenhum tipo
de alteragéo induzida experimentalmente.

Apbs o tratamento e decorrido o tempo de vida, de acordo com 0s meses dos
subgrupos, os animais foram anestesiados com Xilazina e Cetamina, perfundidos via
transcardiaca com solucdo salina e formalina a 10% para posterior remocdo dos ramos
terminais do nervo sural. Foram montadas laminas com sec¢Oes transversais do nervo sural

com sete microOmetros de espessura e em seguida, coloracdo em Hematoxilina-Eosina.

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

Tabela 1: Correlacdo da idade do rato Wistar com a espécie humana. Fonte: Andreollo Santos,
Arauljo, Lopes (2012).

43 ANALISE MORFOQUANTITATIVA DAS CELULAS DE SCHWANN E
FIBROBLASTOS

Para analise morfoquantitativa de células de schwann e fibroblastos do nervo sural foi
feita a coloracdo em HE utilizando-se o protocolo classico com algumas adaptacdes. As
laminas foram colocadas, por um minuto, em solucdo Hematoxilina de Harris. Em seguida,
foram lavadas em agua corrente por 10 minutos. Posteriormente, as ldminas foram lavadas em

agua destilada duas vezes consecutivas. Logo apo6s, impregnadas com Eosina-Floxina por 45
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segundos. Esse material foi imediatamente lavado com &gua destilada e em seguida foi
desidratado e preparado.

Para analise quantitativa 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® numa ampliagdo da imagem de 100%, para obtencdo da quantificacdo dos nicleos de
células de schwann e nucleos de fibroblastos. A contagem foi feita na imagem fotografica por
meio da sobreposi¢do de um quadrado de 4cm2 em cinco areas distintas do nervo, sendo 2
areas na parte superior e 3 areas na parte inferior de cada corte. Os dados foram registrados
para posterior analise estatistica.

Foram contados os nucleos de células de schwann e fibroblastos contidos dentro de
cada um dos cinco quadrados sobrepostos ao fasciculo nervoso, com cuidado para ndo haver
sobreposicao das areas estudadas. Para essa contagem, os cinco campos por cada fasciculo

nervoso foram estudados ao acaso.
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Figura 3: Fotomicroscopia do corte transversal de nervo sural de rato Wistar em analise feita
por meio do programa Image J®, foram escolhidos 5 quadrantes em cada corte para a

contagem dos nucleos celulares..
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4.4 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL ESTATISTICO

O teste estatistico utilizado para comparacédo entre os grupos foi o teste t ndo pareado.
A andlise e os gréaficos foram gerados pelo software de estatistica GraphPad Prism 6. O indice

de significancia considerado foi de valor menor ou igual a 0,05 (p<0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste t Student ndo revelou diferencas significativas na quantidade de nucleos de
celulas de schwann e fibroblastos entre individuos diabéticos e ndo diabéticos. Para valores
significativos foi considerado P < 0.05. Para as células de schwann o valor de P foi de 0.8167.
Para fibroblastos a valor de P foi 0.8106. Para a soma dos nucleos, ou seja, células de
schwann mais fibroblastos, a variagdo entre os grupos também néo foi significativa, resultado

no valor de P igual a 0.7562.

Gréafico 1: Comparacdo entre a média das células de schwann nos quadrantes.

Celulas de Schwann
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B N:io diabético

g - Diabético

|
N&ao diabético Diabético

No eixo x estdo representados todos 0s 60 animais, no eixo y o nimero de ndcleo de células.

Existe controvérsia quanto as alteracbes morfoquantitativas na neuropatia diabética
experimental, pois os achados dependem principalmente do modelo experimental, da idade
dos animais utilizados nos modelos induzidos, do periodo de tempo investigado, do estado
nutricional dos animais e outras FAZAN et al. (2010)

O resultado da anélise dentro de suas limitacdes ocorreu como o esperado, com base

em estudos presentes na literatura, as alteracfes na quantificacdo ndo séo expressivas. O
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diabetes Mellitus é um quadro clinico que estd associado a diversas patologias, como
hipertensdo, além da glicemia elevada, danos isquémicos acentuam a lesdo nervosa provocada
pelo diabetes.

Em um trabalho recente, Sanada et al., (2015) fazem associacdo entre diabetes e
hipertensdo e constataram que em ratos hipertensos houve diminui¢cdo no nimero de células
de schwann, além de alteragdes no calibre das fibras associadas a atrofia axonal. Desse modo
uma associacdo entre diabetes e hipertensdo pode apresentar alteracfes mais expressivas se
comparados a aqueles que séo apenas hiperglicémicos induzidos por STZ. Em outro trabalho
anterior, os autores Oliveira et al. (2014) sugeriram que a hiperglicemia é um fator que causa
aumento do estresse nas células de schwann. Essas alteracdes foram demonstradas na

mitocondria das células em ratos hiperglicémicos por meio de STZ.

Entretanto, estudos que quantificam as células sdo escassos, sendo mais facilmente
encontrado na literatura, estudos que analisam as alteracbes morfoldgicas e metabdlicas das
células. Com base na producdo de mielina, Lombana e Giraldo (1993) relataram estudos em
que as células de Schwann dentro do quadro diabético possuem acumulo excessivo de corpos
lipidicos no seu citoplasma. Esta acumulacdo provavelmente reflete uma alteracdo no

metabolismo de lipidos e se produz uma desmielinizagdo segmentar paranodal.

Estudos que relacionam a morfometria do axénio podem ser mais facilmente
encontrados na literatura, hd um vasto acervo de artigos que mensuraram a bainha de mielina,
mas alguns autores relacionam que essas alteracGes no calibre das fibras estdo intimamente
ligadas com alteracdes na producdo de mielina pelas células de schwann. Machado et al
(2000), notificaram que houve um retardo no crescimento da fibra nervosa, traduzida por uma
frequéncia aumentada de fibras nervosas de calibres menores, em relacdo as fibras maiores,
também foi verificada nos animais diabéticos. Eles sugerem que a alteracdo nas fibras,
provavelmente secundéria se relaciona com a diminuicdo da sintese da mielina pelas células
de Schwann, do que propriamente por um aumento do catabolismo ou destruicdo da mielina,
parece anteceder os desarranjos intraaxonais observados no rato diabético. Estes mesmos
autores também ndo encontraram diferencas significativas do ponto de vista ultraestrutural,
ndo observaram diferencas significativas entre os dois grupos em relacdo ao aspecto dos vasos
endoneurais, das células de Schwann e dos ax6nios. Concluiram, portanto, que ndo foram

observadas alteracBes degenerativas das organelas intracitoplasmaticas, depositos de
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corpusculos lipidicos, incluses citoplasméaticas an6malas, proliferacdo endotelial ou

espessamento da membrana basal dos capilares endoneurais, durante a avaliag&o.

Essas alteracGes no calibre tém apresentados resultados controversos, dependendo da
regido do nervo analisado. Chokroverty (1980), Medori (1985) apud Machado (2000) estudos
tém relatado tanto aumento como diminui¢do do diametro axonal, em fungdo do segmento
nervoso analisado; parecendo haver um aumento do tamanho axonal nas por¢des mais distais
dos nervos e, contrariamente, uma diminui¢cdo nas por¢des mais proximais, em funcéo,
respectivamente, da menor ou maior espessura da bainha de mielina>. Isto vem demonstrar
que as alteracdes nervosas observadas em ratos diabéticos podem se expressar de diferentes

formas em mesmo nervo, sendo o comprometimento mais acentuado na porcao mais distal.

Gréafico 2: Comparacdo entre a média dos fibroblastos nos quadrantes.
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No eixo x estdo representados todos os 60 animais, no eixo y o nimero de nucleo de células.

Os resultados referentes a quantificacdo de fibroblastos, mostrou que ndo houve
alteracdo significativa entre o grupo controle e o grupo induzido ao quadro diabético. Os

fibroblastos estdo relacionados com o processo de cicatrizagdo. Medeiros (2004) explica que
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os fatores de crescimento sdo substancias moduladoras do processo de cicatrizagdo. O fator de
crescimento de fibroblastos basico (FCFB) liberado pelas plaquetas, macréfagos e pelos
proprios fibroblastos, estimulam a proliferacdo celular, a producdo de coladgeno e de outros
elementos da matriz celular, favorecendo o processo da cicatrizagdo, mesmo em situagoes
adversas, como diabetes e uso de corticosteroides. De fato, como ndo houve diferenca na
quantidade de fibroblastos no presente estudo, sugere-se que 0s danos nos axénios ndo foram
suficientes para provocar esse aumento. A quantificacdo de fibroblastos intraneural é algo
que ainda precisa ser aprofundado, pois ndo foram encontrados estudos dentro da literatura
que fazem a analise para a quantificacdo dessas células especificamente, no entanto estudos
relacionando os fibroblastos e diabetes em seu comprometimento cutaneo, sdo mais
elucidados. Como estudos que indicam que h& aumento expressivo de fibroblastos na area
cutdnea em pacientes diabéticos. Sibbald (2008) apud De Ladeira (2011) Parte do
metabolismo anormal da Ulcera € verificado com aumento da atividade de macréfagos,
fibroblastos e outros leucécitos nas margens de feridas cronicas de diabéticos, sugeriu-se que
incompatibilidade entre aumento do metabolismo celular e entrega insuficiente de nutrientes

pode contribuir substancialmente para a deficiéncia na cicatrizacéo.

Gréfico 3: Comparagdo entre a soma das células de schwann e fibroblastos em cada individuo.
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No eixo x estdo representados todos 0s 60 animais, no eixo y o nimero de ndcleo de células.
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Um terceiro grafico foi construido, nele foram somados os nucleos das células de
schwann e de fibroblastos totais de cada individuo, e depois os resultados comparados entre o
grupo diabético e o grupo controle. O valor de P foi igual a 0.7562, de modo que ndo houve
significancia. A média obtida nos individuos normoglicémicos foi de 4,58 células de schwann
por quadrante e 0,56 fibroblastos, para individuos hiperglicémicos a média foi de 4,52 células

de schwann e de 0,54 fibroblastos.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram concluir que ndo houve diferenca significativa entre
0 numero de células de schwann e fibroblastos dos grupos, normoglicémicos e
hiperglicémicos. A média obtida nos individuos normoglicémicos foi de 4,58 células de
schwann por quadrante e 0,56 fibroblastos, para individuos hiperglicémicos a média foi de

4,52 células de schwann e de 0,54 fibroblastos.
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