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*““0 musculo e o nervo constituem
uma espécie de condensador de
uma propria e peculiar eletricidade

que existe em todos animais vivos”

Luigi Galvani

‘nos musculos se reune o fluido elétrico,

que logo se difunde pelo corpo
mediante a rede de nervos,

0S quais séo condutores naturais
do fluido elétrico e que

se insinuam com suas extremidades

dentro dos musculos”

Luigi Galvani
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Alberti, S. Introducéo 1

1. INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus se constitui em um problema de saude publica mundial, com altos
indices de morbidade e mortalidade prematura, que afeta milhdes de pessoas em paises de
todos os niveis de desenvolvimento (NATIONAL DIABETES DATA GROUP, 1985;
SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2001; NATHAN, 2002). Nos Estados Unidos,
a doenca atinge cerca de 16 milhdes de americanos, aproximadamente 2 a 4% da populagao,
com mais de 700.000 novos casos diagnosticados todos os anos (MORRIS et al., 2000;
VERNILLO, 2001; NATHAN, 2002). Neste pais, o diabetes ¢ a terceira causa de mortalidade
e morbidade, com uma média de 40.000 mortes e de 20.000 amputagdes por ano
(VERNILLO, 2001). Estima-se que mais de 100 bilhdes de dolares sdo gastos, anualmente,
pelo governo americano no tratamento do diabetes e de suas complicacdes (NATHAN, 2002).

O Brasil apresenta uma prevaléncia de individuos diabéticos semelhante aos paises
mais desenvolvidos, com o agravante de que 46% dos enfermos ndo sdo diagnosticados
precocemente e 22% ndo possuem qualquer tipo de tratamento (MALERBI & FRANCO,
1992; ASSUNCAO et al., 2001). Dados do Ministério da Satde do Brasil (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 1988), de levantamentos regionais (SILVESTRE, 1997) e de
registros de associacdes de pacientes diabéticos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2001) revelam que o diabetes ¢ a sexta causa de internacdo hospitalar,
contribuindo de forma significativa para outras causas de interna¢do como: cardiopatia
isquémica, insuficiéncia cardiaca, colecistopatia, acidente vascular cerebral e hipertensdo
arterial. Desta forma, 30% dos pacientes internados em Unidades Coronarianas e 26% dos
individuos que ingressam em programas de didlise sdo diabéticos. A retinopatia diabética,
descrita por Duke-Elder (apud GRAZIANO et al., 1992), como “uma das maiores tragédias
da Oftalmologia da nossa geragdo”, figura, hoje, entre as principais causas de cegueira em
adultos (GRAZIANO et al., 1992).

O Diabetes Mellitus também ¢ responsavel por uma das mais freqiientes altera¢des dos
nervos periféricos, a neuropatia diabética, que se acompanha de uma alta morbidade,
associada a ulcera¢des dos membros inferiores, incapacitagdo fisica para o trabalho, e uma
relagdo custo/produtividade desproporcionalmente favoravel aos gastos necessarios para o seu

controle (KROLEWSKI & WARRAM, 1985; DICK et al., 1987).



Alberti, S. Introducéo 2

Virios processos patogénicos estdo envolvidos no desenvolvimento do diabetes e suas
complica¢cdes (DEFRONZO & FERRANNINI, 1991; NERUP et al., 1994; McGARRY &
DOBBINS, 1999; REIS & VELHO, 2002). A base das anormalidades no metabolismo de
carboidratos, lipidios e proteinas ¢ a a¢do inadequada da insulina nos tecidos alvos, como
resultado de uma secrecdo deficiente de insulina e/ou uma resposta tecidual diminuida a
insulina, em um ou mais pontos dos complexos sitios de sua acdo hormonal (LeROITH, 2002;
THE EXPERT COMMITTEE ON THE DIAGNOSIS AND CLASSIFICATION OF
DIABETES MELLITUS, 2002). Normalmente, estas duas alteracdes estdo presentes em
individuos diabéticos, porém, ndo estd comprovado se ¢ a resisténcia a insulina ou sua
secrecdo deficiente, ou ambas, a causa primaria da hiperglicemia (PRATLEY & WEYER,
2001; LeROITH, 2002; THE EXPERT COMMITTEE ON THE DIAGNOSIS AND
CLASSIFICATION OF DIABETES MELLITUS, 2002).

A hiperglicemia cronica do diabetes, por sua vez, leva a alteracdes estruturais, falhas
funcionais e/ou faléncia de varios oOrgdos, especialmente os olhos, os rins, os nervos, o
coracdo e os vasos sangiiineos (GRAZIANO et al., 1992; LANGER et al., 1992;
PESTALOZZI et al., 1992; SARAIVA, 1992; ROTH et al., 1996, MEALEY, 1998). Nos
nervos periféricos, os quais ndo dependem de insulina para a captacdo da glicose (KAHN,
1996; SHEPHERD & KAHN, 1999), o excesso deste substrato é convertido em sorbitol, pela
acdo da aldose redutase, gerando mudangas bioquimicas significativas (KENNEDY et al.,
1990; HIRATA & OKADA, 1990; SARAIVA, 1992). O aumento da concentracdo de frutose
e sorbitol nas células do tecido nervoso tem sido correlacionado ao movimento anormal de
liquidos e ao desequilibrio das concentragdes celulares de Na" ¢ K™ (HIRATA & OKADA,
1990; SARAIVA, 1992). A base das anormalidades eletroliticas teciduais parece ser uma
enzima de membrana, a sddio, potassio- adenosina trifosfatase (Na, K- ATPase), responsavel
pelo controle e manutengéo dos niveis celulares de Na” e K" (COPPEY et al., 2001; HIRATA
& OKADA, 1990). A atividade da Na, K- ATPase ¢ regulada, em parte, pelo metabolismo do
mioinositol, cujo concentragdo esta reduzida em pacientes diabéticos (GREENE et al., 1975;
FUKUMA et al., 1978; CLEMENTS & STOCKARD., 1980; BELL & HYE, 1983).

Estas alteragdes metabdlicas presentes no estado hiperglicémico comprometem
diretamente os axonios e o complexo célula de Schwann-mielina, podendo envolver tanto os

axonios mielinizados quanto os ndo mielinizados (BROWN et al., 1976; YAGIHASHI et al.,
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1979; SAID et al.,1983; THOMAS & TOMLINSON, 1993). O efeito da doenca na fungdo
das células de Schwann sdo as desmielinizagdes segmentares e paranodais, encontradas mais
distalmente no sistema nervoso periférico (BROWN et al., 1980; BESTETTI et al., 1981;
THOMAS & TOMLINSON, 1993). O comprometimento do processo de mielinizagdo nos
nervos periféricos parece ter como causa primaria as degeneracdes axonais (JAKOBSEN,
1976; THOMAS & TOMLINSON, 1993), uma vez que sd3o 0s axonios os responsaveis pelos
estimulos para produgdo de mielina, além de terem influéncia determinante sobre o numero de
lamelas mielinicas produzidas (THOMAS et al., 1993).

No processo de desmielinizagdo segmentar ou durante a remielinizag@o parcial, a fina
camada de mielina aumenta a capacitancia e a condutancia internodal, gerando uma perda ou
diminuic¢do da corrente local (FUKUMA et al., 1978; KIMURA, 1984). A condugdo através
dos segmentos desmielinizados se torna possivel apos o inicio da remielinizacdo, embora, em
média, apenas 60% da velocidade de conducgdo nervosa seja recuperada (KIMURA, 1984;
BOSTOCK, 1993). Uma conducdo microsaltatéria pode ser obervada apds a remielinizagio
de focos internodais de corrente interna, considerados precursores de novos nddulos de
Ranvier (BOSTOCK, 1993).

Em individuos diabéticos, sem tratamento e sem sintomas de neuropatia, t€m sido
observado uma maior freqiiéncia de desmielinizagdes e remielinizagdes segmentares; ao passo
que, nos pacientes sem tratamento, porém, com neuropatia sintomatica, tém sido demonstrado
tanto uma desmieliniza¢do e remielizagdo segmentar quanto uma degeneracdo axonal. Nos
pacientes tratados, porém, com longo tempo de doenca, a degeneracdo axonal das fibras
nervosas ¢ a anormalidade mais comumente relatada (THOMAS & TOMLINSON, 1993).
Portanto, se consideradas as anormalidades na condu¢do neural, mesmo nos pacientes com
auséncia dos sinais e sintomas, a prevaléncia da neuropatia diabética seria igual a 100%
(THOMAS & TOMLINSON, 1993; GREENE et al., 1975).

Outro fator determinante das mudangas biofisicas no sistema nervoso periférico ¢ a
insuficiéncia da vasa vasorum (LANGER et al., 1992), demonstrada por meio de exames
anatomopatoldgicos, e descrita pelas mudangas microvasculares, como a formacdo de
trombos e a hiperplasia das células endoteliais, suficientes para causar uma oclusdo luminal
(THOMAS & TOMLINSON, 1993). Este quadro de alteragcdes vasculares tem sido

demonstrado em bidpsias de nervos de pacientes com fraqueza difusa em membros inferiores
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e, acompanhado por evidéncias eletromiograficas de denervagdo (THOMAS &
TOMLINSON, 1993).

A terapia convencional do Diabetes Mellitus, realizada com aplicagdes repetidas de
insulina, dieta e o freqiiente monitoramento dos niveis de glicose no sangue e na urina,
restaura consideravelmente o controle metabolico, porém ndo impede a progressdo da
neuropatia diabética em longo prazo (ORLOFF et al., 1990). Conseqiientemente, ha grande
interesse no estudo do transplante pancreatico e de outras terapias de substituicdo do pancreas
enddcrino (SIMA et al., 1988; ORLOFF et al., 1990; ALLEN et al., 1997), uma vez que
parecem restaurar a funcdo das células B danificadas e destruidas, e o controle metabdlico
“fisiologico”, prevenindo, estabilizando e, o mais importante, revertendo as lesdes cronicas do
diabetes (SCHMIDT et al., 1983; KENNEDY et al., 1990; SPADELLA et al., 1998).

Neste contexto, este estudo tem como objetivo a avaliagdo da conducdo nervosa
(laténcias, amplitudes e velocidades) nos nervos ciatico e caudal de ratos com diabetes
induzido pela aloxana, como predmbulo de uma investigagdo funcional da neuropatia
diabética. Ao final do experimento, espera-se obter dados importantes, que forne¢cam os
subsidios para a realiza¢do de avaliagdes terapéuticas das outras terapias convencionais e
alternativas do diabetes, incluindo o transplante de pancreas e de ilhotas de Langerhans, ¢ a

suplementagdo de substratos enzimaticos envolvidos no metabolismo do mioinositol.



Alberti, S. Introdugdo 5

2. NEUROPATIA DIABETICA

2.1. Revisao

A neuropatia diabética compreende um grupo heterogéneo e complexo de alteragdes que
envolvem diferentes partes do sistema nervoso somatico e autonomo, podendo ser focal ou
difusa, proximal ou distal. A patogénese também & heterogénea, com diferentes fatores
causais, incluindo: a hiperglicemia persistente, a insuficiéncia microvascular, o estresse
oxidativo, o estresse nitrosativo, o neurotropismo deficiente e a destruicdo dos nervos
mediada por processos autoimunes (BOULTON et al., 2005; CASELLINI & VINIK, 2006).

Diversos estudos tém demonstrado uma estreita relagdo entre a hiperglicemia e o
desenvolvimento e/ou o agravamento da neuropatia diabética (THE DIABETES CONTROL
AND COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH GROUP, 1993; UK PROSPECTIVE
DIABETES STUDY (UKPDS) GROUP, 1998; THE DIABETES CONTROL AND
COMPLICATIONS TRIAL EPIDEMIOLOGY OF DIABETES INTERVENTIONS AND
COMPLICATIONS RESEARCH GROUP, 2002; LeROITH et al., 2005; TESFAYE et al.,
2005). Segundo os grupos de pesquisa The Diabetes Control and Complications Trial
Research Group (DCCT) (1993) e UK Prospective Diabetes Study (UKPDS) Group (1998), o
controle glicémico rigoroso estd associado com uma redugdo de 40 a 60% no
desenvolvimento e/ou progressdo da neuropatia.

Tesfaye et al. (2005) em um estudo multicéntrico na Europa [para o grupo de pesquisa
European Diabetes (EURODIAB) Prospective Complications Study Group], incluindo 3250
pacientes, constataram que a incidéncia de neuropatia estd, também, associada com fatores de
risco cardiovasculares potencialmente modificaveis, como os niveis de triglicérides e o indice
de massa corporal aumentados, o fumo e a hipertensdo. Muitos dos fatores de risco
encontrados neste estudo sdo componentes da sindrome metabdlica.

Assim, o tratamento da neuropatia diabética deve incluir medidas para uma redu¢do dos
fatores de risco macrovasculares (Figura 1), como o controle da hiperglicemia, pressdo
sangiiinea e lipidemia, e modifica¢des no estilo de vida, incluindo a pratica de atividade fisica,
a reduc@o da massa corporal; a eliminagdo do fumo e do alcool; e o incremento a adogdo de

uma dieta rica em acidos graxos Omega-3 (CASELLINI & VINIK, 2006).
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Complicacdes microvaculares
e Retinopatia
e Nefropatia
e Neuropatia

Complica¢Ges macrovasculares
e Doenga cerebrovascular

e Doenca isquémica do coragdo
e Doenga arterial periférica

Figura 1. Complicagdes vasculares do diabetes

A hiperglicemia cronica também ¢ fator causal do estresse oxidativo e nitrosativo em
tecidos que sdo suscetiveis as complicacdes do Diabetes Mellitus. O estresse oxidativo no
diabetes ¢ gerado por um aumento na producdo de espécies reativas do oxigénio (ROS) e por
uma reducdo das enzimas antioxidantes, conseqiientes aos processos de auto-oxidagdo da
glicose, glicosilagdo ndo enzimdtica de proteinas e produ¢do mitocondrial de superdxidos
(JACHEC et al., 2002; ANJANEYULU & CHOPRA, 2004; VINCENT et al., 2004).

A producdo aumentada de ROS no diabetes pode afetar os lipidios presentes nas
estruturas mielinizadas dos nervos. A hiperglicemia acarreta um aumento de ions superoxido
e peroxinitrito, ¢ uma redugdo da defesa antioxidante. Assim, os nitratos, produzidos em
excesso, reagem com ROS, resultando na formagdo de peroxinitrato, que sdo altamente
lesivos para o sistema nervoso periférico (VINCENT et al., 2004; ZIEGLER et al., POP-
BUSUI et al., 2006).

Diversas terapias sdo estudadas com o objetivo de reduzir o estresse oxidativo e
nitrosativo no diabetes. Os principais agentes terapéuticos incluem: inibidores da aldose
redutase (ARIs), acido a-lipdico, acido y-linolénico, benfotiamina e proteina quinase C

(PKC). Novos ARIs estdo sendo testados, mas os resultados, embora promissores, mostram
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que estes agentes per Si ndo sdo suficientes, necessitando da combinagdo de tratamentos para
se obter melhores resultados (VINCENT et al., 2004; CASELLINI & VINIK, 2006).

Os produtos finais da glicosilagdo (AGEs) resultam no desenvolvimento da neuropatia
diabética, por se ligarem a receptores especificos, iniciando uma cascata de eventos que
culminam em danos ao sistema nervoso. A benfotiamina, um analogo da vitamina BI, e
inibidor da formacdo de AGEs, mostrou bons resultados em testes com animais de
experimentacdo. J4, os testes com os inibidores da PKC, precisam de novos delineamentos,
uma vez que a ativacdo da PKC estd correlacionada as complica¢des microvasculares (Figura
1) em pacientes diabéticos (CAMERON et al., 2005; VINIK & KLES, 2005).

Outro fator causal da neuropatia diabética ¢ a deficiéncia de fatores de crescimento. No
diabetes, a caréncia do fator de crescimento neural (NGF), bem como da substancia P e da
calcitonina, esta relacionada a alteracdo funcional de fibras nervosas menores. Trabalhos
experimentais realizados em animais diabéticos mostram que uma reducdo do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), um potente estimulador da angiogénese, resulta na
falha de neovasculariza¢do em tecidos dos membros inferiores, ap6s hipoxia. Novos trabalhos
com o NGF e a neurotropina trés guardam melhores perspectivas para a neuropatia sensorial e
autonomica. Ja, a inje¢@o intramuscular de um vetor adenoviral codificante para VEGF
mostrou bons resultados ao induzir uma neovascularizagdo normal em membros inferiores.
(RIVARD et al., 1999; VEVES & KING, 2001; VINIK et al., 2001).

A terapia imune ¢ outra alternativa terapéutica que esta despertando grande interesse. Os
anticorpos antineurais circulantes em pacientes diabéticos podem representar neurotoxinas.
Nos testes com imunoeletroforese do soro, onde hé a presenga de anticorpos para neuronios
ou gamopatia monoclonal de significancia desconhecida (MGUS), a aplicagdo de uma terapia
imune tem provido bons resultados (KRENDEL et al., 1995; MILICEVIC et al., 1997).

Em pacientes com neuropatia diabética, a degeneragdo e a regeneracdo de fibras
nervosas, principalmente as de menor calibre, estdo presentes simultaneamente, sugerindo um
processo altamente dindmico. Ao longo do tempo, o balango entre a degeneracdo e a
regeneragdo ¢ alterado, pendendo mais para o processo degenerativo. Os diversos regimes
terap€uticos acima apresentados objetivam restaurar o equilibrio, dando maior destaque para o

processo regenerativo. A habilidade regenerativa de fibras nervosas estd relacionada ao grau
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da neuropatia, sugerindo que as diversas terapias fornecerdo melhores resultados se

implementadas nos estagios iniciais da doenga (APFEL, 1999; POLYDEFKIS et al.,2003).

2.2. Conceito

Neuropatia diabética é a presenga de sintomas e/ou sinais da disfungdo nervosa
periférica em individuos diabéticos, depois de excluidas outras causas. A confirmagdo
diagnostica poderd incluir anormalidades nos estudos de conducdo nervosa, nos testes
quantitativos da funcdo sensorial ou autonomica, ou igualmente na histologia de nervos
intraepidermais em biopsias da pele (CASELLINI & VINIK,2006).

A neuropatia periférica ¢ uma freqiiente complicagdo do Diabetes Mellitus. A
polineuropatia diabética ¢ comumente uma mistura de anormalidade sensorial, motora e
autondmica. Atualmente, os estudos mostram dados surpreendentes do envolvimento de fibras
nervosas menores nos estagios iniciais do diabetes ou nos casos de intolerancia a glicose. Em
pacientes diabéticos adultos, a prevaléncia de neuropatia € freqlientemente alta, dentro de uma
faixa de 0-93%. A incidéncia ¢ ainda maior quando critérios neurofisioldgicos sdo utilizados
(KARSIDAG et al., 2005).

Um recente estudo da American Diabetes Association, com 8.119 individuos, mostrou
que somente um de cada quatro individuos com neuropatia diabética discutiu a doenca com
seus médicos, revelando um indicio pavoroso de falha do sistema de saude e/ou da relacdo
médico-paciente. Os exames clinicos mais simples, como o reflexo patelar, sdo usados menos
de 10% das vezes por médicos. Estes dados estatisticos demonstram uma enorme falha na
formagdo de clinicos com relacdo ao diagndstico e tratamento da neuropatia diabética

(BOULTON et al., 2005; CASELLINI & VINIK, 2006).

2.3. Aspectos Historicos

A elevada freqiiéncia com o qual o sistema nervoso ¢é afetado no Diabetes Mellitus foi a
responsavel, no passado, pela idéia de que a doenga do sistema nervoso era a causa do
diabetes. Esse pensamento foi alterado, em 1864, por Marchal de Calvi, ao reconhecer a
veracidade do inverso, ou seja, ser o diabetes a causa do comprometimento do sistema

nervoso (apud THOMAS & TOMLINSON, 1993).
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Nas décadas subseqiientes, outros pesquisadores foram contribuindo para o
delineamento dos padrdes clinicos da neuropatia diabética. Assim, em 1884, Bouchard
descreveu a perda dos reflexos de tenddo nas pernas de pacientes diabéticos. No ano seguinte,
Althaus fez uma correlagdo de alguns casos de tabes dorsalis em diabéticos, ¢ no ano de
1904, Pavy salientou a ocorréncia da dor espontanea, particularmente no periodo noturno, e
da hiperestesia no diabetes.

As manifestagdes do comprometimento motor nas pernas de diabéticos foram
documentadas por Buzzard, Bruns e Charcot, no ano de 1890. O envolvimento dos nervos
cranianos em pacientes diabéticos foi estudado por Ogle, um pouco antes, na década de 60.
Porém, somente em 1893, Leyden e Pryce, baseados na gama de manifestagdes neuropaticas
no diabetes, propuseram uma classificagdo para a neuropatia diabética.

As divisdes e subdivisdes propostas por Leyden e Pryce serviram, posteriormente, de
alicerce para novas classificagcdes, por tentar agrupar as diferentes patologias neurais do
Diabetes Mellitus. Na seqiiéncia, Williamson conduziu uma extensa investigagdo da
neuropatia diabética entre os anos de 1894 e 1924. Porém, somente anos depois, a freqiiéncia

com a qual a fun¢@o autondmica esta alterada no diabetes ficou conhecida.

2.4. Classificacéo

O Diabetes Mellitus ¢ responsavel por uma das mais freqiientes altera¢des dos nervos
periféricos, a neuropatia diabética (KROLEWSKI & WARRAM, 1985; POWELL et al.,
1985; DICK et al., 1987). Esta pode se manifestar desde sintomas e/ou sinais isolados, como
parestesias e/ou dores, arreflexia profunda nos membros superiores e inferiores, ou alteragdes
da sensibilidade palestésica até comprometimento sensitivo, motor e trofico graves, que
podem levar a invalidez (SARAIVA, 1992; KRIZ & PADIJEN, 2003). Thomas, 1973 (apud
THOMAS & TOMLINSON, 1993) classificou a neuropatia diabética em trés categorias: as
polineuropatias simétricas, as neuropatias focal e multifocal, e as formas mistas (Tabela 1). A
primeira categoria envolve manifestacdes do tipo sensitivo, motor e autondmico, enquanto o
segundo grupo inclui as lesdes isoladas dos nervos cranianos e, as neuropatias que afetam os
nervos do tronco e dos membros. A polineuropatia simétrica e distal ¢ uma das formas mais

comum de manifestacdo da neuropatia diabética (GREENE et al., 1975; SARAIVA, 1992).
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Tabela 1. Classificagdo da neuropatia diabética

Polineuropatias simétricas

Polineuropatia sensorial ou sensomotor

Neuropatia autondmica

Neuropatia motora de membro inferior proximal simétrica
Neuropatias focal e multifocal

Neuropatia cranial

Mononeuropatia de tronco e membro

Neuropatia motora de membro inferior assimétrica

Formas mistas
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3. 0 ESTUDO DA CONDUCAO NERVOSA

Em 1791, Luigi Galvani, um anatomista italiano, ao fixar as patas de uma ra recém-
morta em um gancho, cujo suporte foi posteriormente pendurado sobre uma grade de ferro,
observou que as patas do animal se contraiam. Ao descrever um relato de suas observagoes,
Galvani, efetivamente, foi o responsdvel pelo primeiro estudo de condug¢do nervosa
(HILBURN, 1996).

A partir deste momento, os médicos da época foram motivados a encontrar aplicagdes
clinicas para a descoberta de Galvani. Em 1795, Humboldt aplicou corrente elétrica nos
musculos de seu ombro, e concluiu que o nervo deve estar intacto para alcangar a contragdo
muscular. Nobili, em 1827, registrou os potenciais elétricos dos musculos com um
galvandmetro de agulha (HILBURN, 1996).

No inicio da década de 50, Hermann von Helmholz fez as primeiras mensuragdes da
velocidade de condugdo nervosa motora. Hermann utilizou-se da resposta mecanica do
musculo para realizar as mensuragdes e, em 1867, chegou a conclusdo que a velocidade de
conduc¢do motora do nervo mediano do antebraco era de 61,0 £ 5,1 m/s. O surpreendente é
que a média e o desvio padrio encontrados por este pesquisador, hd mais de um século, ndo
diferem dos padroes de referéncia atuais (FALCK & STALBERG, 1995).

Durante experimentos adicionais, Von Helmholz e seu assitente Baxt concluiram que
velocidade de conducdo nervosa era exatamente 31,5289 m/s. Como os ultimos experimentos
foram realizados durante o inverno, os pesquisadores concluiram que as discrepancias de
valores entre estes testes e os primeiros eram em decorréncia da interferéncia da temperatura
(FALCK & STALBERG, 1995).

Com o aprimoramento dos equipamentos eletronicos, Piper, em 1908, registrou o
potencial de acdo motor composto (CMAP), com o auxilio de um galvanometro. Este
encontrou um velocidade de conducdo de 117 m/s no nervo mediano, sugerindo também que
as diferencas entre suas mensuragdes ¢ as realizadas previamente eram devidas a temperatura
(FALCK & STALBERG, 1995).

O posicionamento ventre-tenddo dos eletrodos de superficie para registro do CMAP
foi introduzido por Harvey e Masland, em 1941, tendo sido adotado como método padrao por
muitos laboratorios de estudo eletroneuromiografico. Nesta técnica, o eletrodo de registro ¢

posicionado sobre o ventre muscular, também chamado ponto motor; enquanto, o eletrodo de
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referéncia situa-se no correspondente tenddo do musculo, considerado até pouco tempo atras
como uma localizagdo eletricamente inativa ou indiferente (KINCAID et al., 1993).

A utilidade clinica do estudo da condugdo nervosa motora foi primeiramente
demonstrada por Hodes e co-autores, em 1948. Hoje, o estudo da conducdo nervosa motora ¢
extensivamente usado no diagnostico das neuropatias local e difusa. Os achados
eletroneuromiograficos refletem o estado funcional dos axonios mielinizados, da transmissao
neuromuscular e das fibras musculares (STALBERG & FALCK, 1993; FALCK &
STALBERG, 1995).
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4. OBJETIVOS

Visando elucidar os mecanismos fisiopatologicos envolvidos na génese do Diabetes

Mellitus e suas complicagdes, o presente estudo teve como objetivos:

b)

Avaliar a sensibilidade do método eletroneuromiografico e caracterizar o padrdo de
condugdo nervosa motora (amplitudes, laténcias e velocidades) dos nervos cidtico e
caudal de ratos com diabetes induzido pela aloxana, tendo como referéncia os dados
encontrados em ratos nao diabéticos da mesma espécie e idade, com o mesmo periodo

de seguimento.

Caracterizar a evolucdo clinica e laboratorial de ratos com diabetes induzido pela
aloxana, pareados com ratos ndo diabéticos da mesma espécie e idade, em um

seguimento de 12 meses; ¢

Descrever os achados macroscopicos de necropsia em ratos com diabetes induzido
pela aloxana, pareados com ratos ndo diabéticos da mesma espécie e idade, em um

seguimento de 12 meses.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Animais Utilizados

No presente trabalho foram utilizados inicialmente um total de 232 ratos alogénicos da
raca Wistar, adultos, machos, sadios ao exame clinico, pesando em torno de 230-300g, com
aproximadamente 3 meses de idade, fornecidos pelo Biotério Central do Campus da UNESP
de Botucatu. Estes animais foram transferidos para o Biotério do Centro de Pesquisas
Experimentais do Departamento de Cirurgia e Ortopedia, onde permaneceram durante todo o
periodo de estudo, a temperatura de 22°C, umidade relativa de 70%, e periodo claro-escuro de
12 horas. Deste total de ratos, 50 animais foram sorteados para compor o grupo nio diabético,
sendo os 182 ratos restantes submetidos a indugdo do diabetes experimental, conforme

metodologia e critérios de selecdo descritos no item 5.4, a seguir.
5.2. Grupos Experimentais
Os animais foram distribuidos por sorteio em dois grupos experimentais (Figura 2),

sendo assim caracterizados:

Grupo néo diabético (GND) — constituido de 50 ratos sadios ndo diabéticos.
Grupo diabético (GD) — constituido de 50 ratos diabéticos graves, sem tratamento

terapéutico.

Figura 2. Aspecto fisico dos animais do grupo ndo diabético (a) e diabético (b)
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Cada grupo experimental, por sua vez, foi subdividido, por sorteio, em cinco subgrupos
de animais cada um, para serem avaliados e sacrificados, respectivamente, com 1 més (M1), 3

meses (M2), 6 meses (M3), 9 meses (M4) e 12 meses (M5) de seguimento.

5.3. Momentos de Avaliacédo e Sacrificio

Todos os animais colocados em seguimento nos respectivos grupos experimentais foram
avaliados do ponto de vista clinico, laboratorial e anatomopatoldgico, contudo, somente 25
animais nao diabéticos e 25 animais diabéticos foram efetivamente estudados para avaliacdo
funcional do nervo ciatico e caudal (Figura 3), obedecendo a seguinte distribuicdo, segundo os

momentos de avaliagdo e sacrificio:

M1= cinco animais nio diabéticos e cinco animais diabéticos, avaliados e sacrificados

com 1 més de seguimento;

M?2= cinco animais nfo diabéticos e cinco animais diabéticos, avaliados e sacrificados

com 3 meses de seguimento;

M3= cinco animais ndo diabéticos e cinco animais diabéticos, avaliados e sacrificados

com 6 meses de seguimento;

M4= cinco animais nfo diabéticos e cinco animais diabéticos, avaliados e sacrificados

com 9 meses de seguimento;

Mb5= cinco animais nfo diabéticos e cinco animais diabéticos, avaliados e sacrificados

com 12 meses de seguimento.
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5.4. Inducéo do Diabetes Experimental

O diabetes experimental foi induzido quimicamente pela administragdo de uma solugéo
aquosa de aloxana a 2% (2,4,5,6 tetra oxihexahidropirimida)', injetada por via endovenosa
(e.v.), na dose Unica de 42mg/kg de peso corporal, utilizando uma das veias da cauda do
animal. Para isto, na véspera da indug¢do, os animais foram deixados em jejum alimentar de 12
horas, com fornecimento de agua ad libitum. No dia da indugdo, os ratos foram colocados
previamente em uma caixa aquecida com luzes incandescentes, durante um tempo
aproximado de 10 minutos, visando a dilatagdo das veias da cauda (Figura 4A). Os ratos
foram, entdo, contidos em pequenas caixas individuais, com a cauda exposta, tendo sido esta
imobilizada com fita crepe (Figura 4B). A aloxana foi inoculada por pun¢do na veia caudal
(Figura 4C), diluida em solugdo aquosa a 2%, com agulhas de calibre 13x4,5mm. Apos 30
minutos da inje¢do, os animais foram alimentados normalmente. No presente estudo, somente

foram utilizados animais diabéticos graves, sem qualquer tratamento terapéutico.

Nos critérios adotados para a classificacdo da gravidade da doenca foram considerados
relevantes os seguintes pardmetros: perda de peso, aumento da ingestdo hidrica (H.I.), da
ingestdo alimentar (H.A.) e da diurese, acompanhados de alteragdes nas dosagens
laboratoriais, obtidas em duas determinagdes sucessivas, no sétimo e no décimo quarto dia
apds a inducdo do diabetes, e representadas por glicemia de jejum acima de 200mg/dl, glicose
urinaria maior ou igual a 3000mg/dl e glicosuria positiva (+++) no teste de fitas reagentes
(Gluketur Test)®.

Os animais cujos valores glicémicos foram menores que 120mg/dl, ou que apresentaram
glicemias intermedidrias entre 120 e 200mg/dl, com ou sem sinais clinicos de diabetes, nas
duas determinagdes sucessivas (no sétimo e no décimo quarto dia apds inje¢do de aloxana),
foram excluidos da pesquisa. Todos os animais diabéticos graves, que vieram a 6bito, foram

repostos por seguimento tardio nos seus respectivos subgrupos.

'Alloxan — Sigma Chemical Co — St. Louis — USA
? Boehringer Mannheim — M.B. Bioquim. Ltda. - RJ
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Figura 4. Indug¢do do diabetes experimental: (A) animais em caixa aquecida com luzes
incandescentes para vasodilatagdo venosa, (B) imobilizagdo da cauda do animal e (C)

inoculagdo da droga diabetogénica por pun¢do da veia caudal
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5.5. Delineamento do Experimento
5.5.1. Adaptacao, inducéo do diabetes, selecdo e sorteio dos grupos

Oriundos do Biotério Central do Campus da UNESP de Botucatu, os animais foram
identificados, e transferidos para o Biotério do Centro de Pesquisas Experimentais do
Departamento de Cirurgia e Ortopedia, da Faculdade de Medicina de Botucatu- UNESP. Os
ratos foram, entdo, acomodados em caixas de poliuretano, em grupos de quatro animais por
caixa, sendo oferecido ra¢do e agua ad libitum. Nestas condi¢des permaneceram por um
periodo de adaptagdo de 7 dias, periodo em que foram tratados profilaticamente de
verminoses com Mebendazol® (25mg/kg de peso/dia), adicionado na 4gua ingerida durante
trés dias. Os animais também foram tratados profilaticamente de pediculose, com banhos de

dimetilciclopropano carboxilato (Butox-P)*, durante mesmo periodo (trés dias).

Terminado o periodo de adaptagdo, os animais foram sorteados em dois grupos
experimentais: o grupo de animais nao diabéticos (GND) e o grupo destinado a indu¢do do
diabetes experimental (GD).

Os animais sorteados para a indugdo do diabetes receberam a droga diabetogénica
imediatamente apos o sorteio, sendo entdo acompanhados durante 14 dias. Visando o
pareamento da amostra, os animais que foram sorteados para compor o grupo ndo diabético,
também foram acompanhados pelo mesmo periodo. Passados 7 dias da inje¢do de aloxana,
foi realizada uma pré-selecdo dos animais diabéticos através de glicofitas. No 14° dia apos
administra¢do da droga diabetogénica, ou do seguimento (GND), os ratos foram colocados
em gaiolas metabodlicas visando a selecdo dos animais diabéticos graves, segundo os
critérios de inclusdo da amostra, previamente estabelecidos.

Apos a defini¢do dos animais com diabetes grave, no 14° dia apds a indugio do diabetes,
houve um segundo sorteio para definir a alocacdo de todos os ratos do experimento (nio
diabéticos e diabéticos) nos subgrupos experimentais, sendo avaliados e sacrificados,
respectivamente, apdés 1, 3, 6, 9 e 12 meses de seguimento, conforme definido

anteriormente.

3 Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos. Ltda — Itapira/SP

*Quimo S.A.
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5.6. Parametros Analisados

Na presente investigagdo foram analisadas as variaveis relacionadas ao diabetes ¢ a
condug¢do nervosa motora, sendo que nesta ultima, a avaliagdo foi realizada nos animais
sem qualquer intervencdo cirdrgica. Assim, os pardmetros estudados estdo abaixo

discriminados:

. Clinicos: observagdo da atividade, tonus muscular, evolugdo da curva ponderal

e medidas da ingestdo hidrica (H.1.), ingestao alimentar (H.A.) e diurese.

. Laboratoriais: dosagens da glicemia de jejum e glicose urindria.

o Estudo da condugdo nervosa motora dos nervos cidtico e caudal: amplitudes,

laténcias e velocidades.

. Macroscopico: necropsia de todos os orgdos abdominais e toracicos, com
énfase a presenca de infec¢do pulmonar, megacolon e catarata. O estudo do
megacolon se fez através da classificagdo por scores em ausente (-), leve (+),

moderado (++) e grave (+++).

5.7. Metodologia e Técnicas Utilizadas

5.7.1. Anestesia

Os procedimentos para o estudo da condugdo nervosa motora dos nervos
cidtico e caudal, bem como a necropsia e o sacrificio dos animais, foram realizados sob
anestesia geral utilizando-se o pentobarbital sodico’, na dosagem de 30mg/kg de peso
corporal, administrado por via intraperitoneal (i.p.), injetado no quadrante inferior

esquerdo do abdome.

*Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda — Itapira/SP
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5.7.2. Protocolo utilizado na avaliagdo clinica e laboratorial dos grupos

experimentais

Ap6s a indugdo quimica do diabetes experimental, cada animal, de cada grupo
experimental, foi avaliado individualmente nos seguintes periodos: 7° ¢ 14° dia apds
a administra¢do da droga diabetogénica ou do seguimento (GND) e, apds 1, 3,6, 9 ¢
12 meses de estudo.

Visando o controle ¢ a selecdo dos animais com diabetes grave e, do
seguimento (GND), uma ficha foi elaborada para registro dos pardmetros clinicos e
laboratoriais (Figura 5).

Os dados clinicos dos animais nos subgrupos de ambos os grupos
experimentais (GND e GD), incluindo peso corporal, ingestdo hidrica (H.IL.),
ingestdo alimentar (H.A.) e diurese, bem como os laboratoriais referentes as
dosagens de glicemia e glicosuria, foram registrados em fichas individuais,
elaboradas para organizar e controlar as varidveis estudadas, e facilitar a analise

estatistica (Figura 6).

5.7.3. Metodologia utilizada para a coleta de parametros clinicos e laboratoriais

em gaiolas metabolicas

Para a coleta dos dados clinicos e laboratoriais, tanto no 14° dia apds a indugao
do diabetes, como antes do sacrificio nos momentos estudados, cada animal, de cada
grupo experimental, foi submetido a um esquema padronizado de avaliagdo. A

metodologia utilizada foi a seguinte:

a) colocag@o dos animais em gaiolas metabdlicas individuais (Figura
7A) durante 24 horas;
b) fornecimento de volume conhecido de dgua durante todo o periodo

de 24 horas;
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Data da injecé@o da aloxana:
Numero de ratos injetados:

Bases Gerais da Cirurgia e Cirurgia Experimental

Botucatu, SP - CEP 18.618-970 - Caixa Postal 530 - Tel. (14) 6802-6269/6802-6092 —
Fax: (14) 6821-7428

INDUCAO DO DIABETES EXPERIMENTAL

Programa de P6s-Graduacdo em Cirurgia

NUmero de ratos diabéticos:

Inducéo Numero:
NUmero de obitos:
NUmero de ratos nao diabéticos:

Rato

No

Peso

@)

Dose
Aloxan

a(mg)

Dose
Aloxan

a (ml)

Injecao
OK

7° dia 14° dia (p6s-indugdo)

Glicose | Peso | Ingestdo | Ingestdo | Diures | Glicose | Glicemia | Glicosuri

(Fita) Hidrica |alimentar | e (ml) (Fita) (mg%) | a (mg%o)
@ 1 ©)

Figura 5. Ficha elaborada para anotag¢do dos parametros clinicos e laboratorias
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c) fornecimento de quantidade conhecida de ra¢do durante o periodo
noturno de 12 horas, sendo que apds este, foi retirada toda

alimentacdo por um periodo diurno de 12 horas (jejum de 12 horas);

d) determinagdo ao final do procedimento, do peso do animal em
gramas, do volume de 4dgua ingerida em 24 horas (ingestdo hidrica
de 24 horas em mililitros), da quantidade de alimento consumido em
12 horas (ingestdo alimentar de 12 horas) e do volume de diurese de

24 horas em mililitros;

e) coleta de uma amostra de 10 ml de urina obtida em 24 horas, para a

dosagem de glicose urinaria (mg/dl);

f) coleta de uma amostra inicial de 1,5ml de sangue (14° dia apos a
inducdo do diabetes) para a dosagem da glicemia (mg/dl), apos

jejum de 12 horas.

Para a realizagdo do item (f), os animais foram colocados em uma caixa
aquecida com lampada incandescente (Figura 4A), a uma temperatura de 39-45°C,
por um periodo de 10 minutos. A seguir foram sangrados, sob anestesia, por sec¢io
da ponta da cauda, com retirada do volume de sangue necessario para a dosagem de
glicose (Figura 7B). Posteriormente, a cauda secionada foi amarrada, com finalidade
hemostatica, com fio de algodao 2-0.

Apds coleta das amostras para as mensuracdes dos parametros clinicos e
laboratoriais, no 14° dia apds administracdo da droga diabetogénica ou do
seguimento (GND), os animais foram acomodados em caixas de poliuretano, em
grupos de quatro ratos, recebendo ragdo e agua ad libitum., por sorteio.

Nos momentos de sacrificio (M1, M2, M3, M4 e M5), a amostra de sangue foi

coletada por puncdo cardiaca a céu aberto. O soro foi separado por centrifugacdo a
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3000 rpm em centrifuga FAMEN® modelo 215, e utilizado para a determinagdo da

concentracdo de glicose.

Figura 7. Gaiola metabolica individual (A) e coleta da amostra de sangue por sec¢do da ponta

da cauda do animal (B)

5.7.4. Metodologia empregada para o estudo da conducdo nervosa motora

(amplitudes, laténcias e velocidades) dos nervos ciatico e caudal

5.7.4.1. Nervo ciatico

Estimulo: foram aplicados sobre o nervo ciatico direito, em dois
pontos, em sua passagem, proximal, adjacente a crista iliaca (Figura 8), e distal,
proximo ao joelho (Figura 9), estimulos elétricos supra-maximos, de pulsos
quadrados, e corrente continua com 0,2ms de duragdo. O catodo e o anodo do
estimulador, eletrodos de agulha monopolares com 30mm de comprimento, foram
posicionados sobre o trajeto do nervo, & uma distincia de Smm entre si, com o

catodo distal, e 0 anodo proximal.
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Captacdo: foram empregados eletrodos de anel®, especialmente
confeccionados para este estudo, colocados sobre o ventre do musculo flexor
superficial dos dedos (G1) e uma zona neutra (G2), para obtengdo do potencial de
acdo muscular composto (CMAP) deste musculo (onda M). O eletrodo terra (seta)
foi posicionado em uma regido de melhor conveniéncia, entre os pontos de estimulo
e captagdo. A impedancia dos eletrodos foi mantida abaixo de 5kQ. Apds obtencdo
dos CMAPs, proximal e distal, foram determinados a laténcia motora distal, as
amplitudes dos potenciais e a velocidade de condu¢do nervosa motora entre os dois

pontos de estimulo (Figuras 8 € 9).

5.7.4.2. Nervo caudal

Estimulo: foram aplicados sobre o nervo caudal, estimulos similares
aos acima descritos para o nervo ciatico, em posi¢do proximal, nos dois primeiros
centimetros da cauda (Figura 10), e distal, 10cm abaixo (Figura 11), também com o

catodo em posicdo distal

Captacdo: foram utilizados eletrodos de anel, sendo o eletrodo ativo
(G1) posicionado a 6cm do ponto de estimulo distal, e o eletrodo de referéncia (G2)
colocado a 3cm do mesmo ponto. O eletrodo terra (seta) foi posicionado,
convenientemente, de acordo com o espago, entre os pontos de estimulo e captagdo

(Figuras 10 e 11).

Para os estudos de condugdo nervosa foram utilizados filtros com banda
passante de 20 a 3000hz, base de tempo de 1ms/cm e sensibilidade de ImV/cm. Os
exames foram realizados no Laboratério de Eletroneumiografia do Departamento de
Cirurgia e Anestesiologia Veterindria da Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia de Botucatu-UNESP

Todos os exames foram obtidos em um aparelho Nicolet®, modelo Compass
Meridien, de 1 canal (Figura 12), com a temperatura corporal dos animais mantida,

aproximadamente, em 37°C (RUTKOVE, 2001).

SRITEC Ltda — Novo Horizonte/SP
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Figura 8. Estimulo proximal no trajeto do nervo ciatico, adjacente a crista iliaca, através de
eletrodos de agulha monopolares, com o catodo distal (c) e o anodo proximal (a). Os eletrodos
de anel estdo posicionados sobre o ventre do musculo flexor superficial dos dedos (G1) € uma
zona neutra (G2). O eletrodo terra (seta) estd em regido intermedidria entre os pontos de

estimulo e captacdo

Figura 9. Estimulo distal no trajeto do nervo ciético, préximo ao joelho, através de eletrodos
de agulha monopolares, com o catodo distal (c¢) e 0o anodo proximal (a). Os eletrodos de anel
estdo posicionados sobre o ventre do musculo flexor superficial dos dedos (G1) e uma zona
neutra (G2). O eletrodo terra (seta) estd em regido intermediaria entre os pontos de estimulo e

captacao
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Figura 10. Estimulo proximal, sobre o nervo caudal, nos dois primeiros centimetros da cauda,
através de eletrodos de agulha monopolares, com o catodo distal (¢) ¢ o anodo proximal (a).
Os eletrodos de anel estdo posicionados a 6cm do ponto de estimulo distal (G1), a 3cm do
mesmo ponto (G2), e o eletrodo terra (seta) estd em uma regido intermedidria entre os pontos

de estimulo e captagdo

Figura 11. Estimulo distal, sobre o nervo caudal, distante 10cm do ponto de estimulo
proximal, através de eletrodos de agulha monopolares, com o catodo distal (c) e o anodo
proximal (a). Os eletrodos de anel estdo posicionados a 6cm do ponto de estimulo distal (G1),
a 3cm do mesmo ponto (G2), e o eletrodo terra (seta) estd em uma regido intermediaria entre

os pontos de estimulo e captacdo
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Figura 12. Aparelho Nicolet, modelo Compass Meridien, de 1 canal. No centro, o

amplificador (seta)

5.7.5. Sacrificio

Nos periodos definidos para o sacrificio, os animais foram anestesiados com
pentobarbital sodico, administrado por via ip., na dose de 30mg/kg de peso
corporal. Apds a realizagdo dos exames eletroneuromiograficos, amostras de
sangue para analise foram obtidos por puncdo cardiaca, através de abertura do
torax, até a exsangiiinagdo. A necropsia foi completada com abertura da cavidade

abdominal, e exame macroscépico de todos os 6rgaos.

5.7.6. Métodos utilizados para as dosagens laboratoriais

As dosagens de glicose plasmadtica e urinaria foram realizadas no Laboratorio
de Pesquisa Experimental do Departamento de Cirurgia e Ortopedia da Faculdade

de Medicina de Botucatu- UNESP.
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A quantificacdo de glicose foi realizada pelo método enzimético’ da glicose-
oxidase (HENRY et al., 1974). A quantidade de cor formada foi proporcional a
concentracdo de glicose na amostra. As leituras espectrofotométricas foram

realizadas a 510 nm.

5.7.7. Métodos estatisticos

Foi utilizado ANOVA para grupos independentes, seguido do teste de
comparagdes multiplas de Duncan, para comparar os momentos (M1, M2, M3, M4
e M5) dentro de cada grupo (GND e GD), e teste t de Student para comparar os
grupos GND e GD dentro de cada momento, com relagdo as varidveis: velocidade
de condugdo nervosa (NCV) do nervo cidtico, NCV do nervo caudal, laténcia
distal (DLAT) do nervo ciatico e DLAT do nervo caudal.

Com relacdo a andlise estatistica das varidveis clinicas (peso corporal,
ingestdo hidrica, ingestdo alimentar e diurese) e laboratoriais (glicemia e
glicosuria) foi empregada a seguinte metodologia: para comparar os momentos
(M1, M2, M3, M4 e M5) dentro de cada grupo (GND e GD) foram utilizados
ANOVA e, teste de Kruskal-Wallis para grupos independentes, seguido do teste de
comparacdes multiplas de Bonferroni ou Dunn. Os testes ndo paramétricos de
Kruskal-Wallis e Dunn foram utilizados quando as pressuposi¢des de normalidade
e homogeneidade de variancias ndo foram atendidas. As pressuposicdes referidas
foram verificadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene. Para comparar os grupos
experimentais (GND e GD) dentro de cada momento foram utilizados o teste t de
student e o teste de Wilcoxon quando as pressuposi¢cdes de normalidade e
homogeneidade de varidveis ndo foram atendidas. Todos os testes de comparagdo
e de verificacdo das pressuposi¢des foram realizados ao nivel de significancia

0=0,05.

’CELM Cia. Equipadora de Laboratérios Modernos — Barueri/SP
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6. RESULTADOS
6.1. Método de Inducdo do Diabetes

O grau evidente de vasodilatacdo proporcionado pelo aquecimento dos animais, aliado
ao treinamento técnico, tornou a inducdo do diabetes experimental um procedimento
exeqiiivel com relativa facilidade.

Dos 182 animais submetidos a injecdo de aloxana por via e.v., 30 ratos (16,5%) ndo
ficaram diabéticos ou desenvolveram doenga de gravidade leve ou moderada, sendo
desprezados; 74 animais (40,6%) morreram durante a 1* semana apos a administragdo de
aloxana, em decorréncia dos efeitos toxicos da droga; 78 animais (42,9%) diabéticos graves

permaneceram vivos, sendo acompanhados nos seus respectivos subgrupos, até o sacrificio.
6.2. Evolucgéo Clinica

6.2.1. Grupo ndo diabético (GND)

Todos os 50 animais sorteados para compor os cinco subgrupos (10 animais em
cada subgrupo) deste grupo experimental apresentaram evolucdo clinica dentro do
padrdo de normalidade, sendo sacrificados em bom estado geral (Figura 13A), nas cinco
avaliagdes estabelecidas (1°, 3-%, 62, 9-°, 12-° més de seguimento). Ndo houve Obitos
(0%) no GND. Os parametros clinicos representados pela evolugdo do peso corporal,
ingestdo hidrica, ingestdo alimentar e diurese mantiveram-se dentro dos niveis médios
esperados para ratos sadios de mesma idade. Os valores encontrados estdo representados
nas Tabelas 2, 3,4 e 5, e Figuras 14, 15, 16 e 17, com as respectivas andlises estatisticas

€ comentarios.

6.2.2. Grupo diabético (GD)

Todos os 78 animais colocados em seguimento no GD evoluiram com pardmetros
clinicos e laboratoriais compativeis com diabetes grave, e apresentaram, ao longo do
seguimento, progressivo declinio do estado geral (Figura 13B), perda inicial de peso
ap6s a indugdo do diabetes, e ganho significativamente menor de peso em relagdo ao
grupo ndo diabético, com declinio progressivo da curva ponderal proximo ao sacrificio.

Também foram observadas alteragdes na pelagem, aumento palpavel da

circunferéncia abdominal, devido ao intestino grosso distendido, além de catarata



Alberti, S. Resultados 32

bilateral, episodios freqiientes de pediculose e piodermite. Estas ultimas alteragdes
foram controladas, respectivamente, com banhos de “dimetilciclopropano carboxilato”
(Butox-P), diluido em solug¢do aquosa na propor¢do de 1/6000ml, e higiene local das
feridas com compressas de gaze embebidas em solugdo fisioldgica. Neste grupo, dos 78
animais diabéticos colocados em seguimento, 28 (35,9%) morreram em decorréncia de
anormalidades metabolicas tardias, pneumonia e/ou caquexia, respectivamente com: 1
més (14,3%), 3 meses (15,9%), 6 meses (19,9%), 9 meses (28,5%) e 12 meses (21,4%).
Os demais, 50 animais, permaneceram vivos até o seguimento. A medida da ingestdo
alimentar, obtida pela subtra¢do entre a pesagem do alimento oferecido e o alimento
restante na gaiola, ao final de 12 horas, foi maior no GD, com diferengas
estatisticamente significativas entre os dois grupos, em todos os momentos de avaliagdo
(M1, M2, M3, M4 e M5). Da mesma forma, a ingestdo hidrica e a diurese de animais
diabéticos apresentaram valores significativamente elevados, quando comparados com
os observados em ratos ndo diabéticos de mesma idade de sacrificio. Os dados obtidos,
graficos, andlises estatisticas e comentdrios do GD encontram-se representados,
juntamente com o GND, nas Tabelas 2, 3, 4 ¢ 5, e Figuras 14, 15, 16 e 17, ja

mencionadas.
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Figura 13. Estado geral dos animais do grupo nao diabético (A) e diabético (B), da mesma

espécie e idade, em um seguimento de 6 meses
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Tabela 2. Médias, desvios-padrio e resultados do teste estatistico da comparagdo do peso

corporal (g) nos grupos e momentos de avaliagdo

MOMENTOS
GRUPOS

M1 M2 M3 M4 M5 p(1)

GND 378,00+27,74a 464,00£57,70a 542,00£19,23b 568,00+82,28b 542,00£72,59b < 0,001 (*)
GD 232,00+27,06 202,00+45,49 248,00148,16 272,00+76,94 245,00+51,47 0,343

p2) < 0,001 <0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

(1) Analise de Variancia com nivel de significancia 0=0,05
(2) Teste t de Student com nivel de significancia a=0,05
(*) Teste de Bonferroni com nivel de significancia 0=0,05

Comentarios: o GD apresentou valores de peso corporal (g) significantemente menores em
todos os momentos de avaliacdo quando comparado com os apresentados pelo GND. Houve
variacdo significante entre os momentos do GND.
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Figura 14. Médias e desvios-padrdo do peso corporal (g) dos dois grupos experimentais, nos

cinco momentos de avalia¢do



Alberti, S. Resultados 35

Tabela 3. Médias, desvios-padrdo e resultados do teste estatistico da comparacdo da

ingestdo hidrica (ml/24h) nos grupos e momentos de avaliacdo

MOMENTOS
GRUPOS
M1 M2 M, M4 M5 p (1)
GND 45,00+10,00  34,00+4,18  43,00413,03  58,00£17,88  39,00+7,41 0,084
GD 202,00+£50,69  250,00£0,00 240,00422,36 232,00+60,58  158,00+16,43  0,021(*)
p(Q2) 0,002 <0,001 0,007(**) 0,009 <0,001

(1) Teste de Kruskal-Wallis com nivel de significancia 0a=0,05

(2) Teste t de Student com nivel de significancia 0=0,05

(*) Teste de Dunn nio identificou nenhuma diferenga significativa
(**) Teste de Wilcoxon com nivel de significincia 0=0,05

Comentarios: o GD apresentou valores ingestdo hidrica (ml/24h) significantemente maiores em
todos os momentos de avaliagdo quando comparado com os apresentados pelo GND. Nao houve
variagdo significante entre os momentos de cada grupo.
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Figura 15. Médias e desvios-padrio da ingestdo hidrica (ml/24h) dos dois grupos

experimentais, nos cinco momentos de avaliagdo



Alberti, S. Resultados 36

Tabela 4. Médias, desvios-padrdo e resultados do teste estatistico da comparacdo da

ingestao alimentar (g/12h) nos grupos e momentos de avaliagdo

MOMENTOS
GRUPOS

M1 M2 M3 M4 M5 p(1)
GND 23,0044,47  27,0042,73  19,00£223  23,0049,08 17,00£5,70 0,064
GD 31,0047,41  35,0048,66  35,0046,12  33,00+2,73  23,00+9,74 0,104
p2) 0,081 0,107 0,007 0,08 0,283

(1) Teste de Kruskal-Wallis com nivel de significdncia 0=0,05
(2) Teste de Wilcoxon com nivel de significancia 0=0,05

Comentarios: os valores da varidvel ingestdo alimentar (g/12h) foram maiores no GD em
relagdo ao GND, com diferenga estatisticamente significante no M3 (subgrupo do 6° més de
seguimento). N@o houve variagdo significante entre os momentos de cada grupo.

m GND
mGD

Ingestdo Alimentar
(g/12h)

M1 M2 M3 M4 M5

Momentos de Avaliacéao

Figura 16. Médias e desvios-padrdo da ingestdo alimentar (g/12h), dos dois grupos

experimentais, nos cinco momentos de avaliacdo
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Tabela 5. Médias, desvios-padrio e resultados do teste estatistico da comparacdo da diurese

(ml/24h) nos grupos e momentos de avaliacdo

MOMENTOS
GRUPOS
M1 M2 M3 M4 M5 p (1)
GND 2,80£1,30 9,00+4,18 7,60+5,59 7,40£2,79 9,20£5,35 0,145
GD 121,20+36,70a 159,60+£17,12a 182,80+30,01a 156,80+48,75a 109,40+21,59b 0,013
p(2) 0,002 < 0,001 <0,001 0,002 0,002

(1) Teste de Variancia com nivel de significancia a=0,05
(2) Teste t de Student com nivel de significancia a=0,05

Comentérios: o GD apresentou valores diurese (ml/24h) significantemente maiores em todos os
momentos de avaliagdo quando comparado com os apresentados pelo GND. Houve variagdo
significante entre os momentos do GD.
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Figura 17. Médias e desvios-padrdo da diurese (ml/24h), dos dois grupos experimentais, nos

cinco momentos de avalia¢do
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6.3. Exames Laboratoriais

6.3.1. Grupo ndo diabético (GND)

Os animais do GND nfo apresentaram quaisquer alteracdes nas dosagens
laboratoriais realizadas durante todo o experimento, mantendo os valores de glicemia de
jejum e glicosuria compativeis com os apresentados por ratos sadios da mesma espécie e
idade. A analise da presenca de glicose e corpos cetonicos na urina, por meio de fitas
reagentes, revelou-se negativa em todos os animais deste grupo, durante todo o
experimento.

Os dados relativos a dosagem de glicose plasmatica e urinaria dos 50 animais do
GND, acompanhados durante o periodo de 12 meses, nos cinco momentos de avaliagdo,
constam das Tabelas 6 e 7, juntamente com seus respectivos graficos (Figuras 18 e 19) e

comentarios estatisticos.
6.3.2. Grupo diabético (GD)

Neste grupo, todos os 50 animais acompanhados apresentaram alteracdes
laboratoriais representadas por glicemia de jejum acima de 200mg/dl, glicose urinaria
maior ou igual a 3000mg/dl, glicemia (+++) nos testes com fitas reagentes. Esses
pardmetros foram compativeis com o estado diabético grave, em cujas alteragdes
apresentadas, ao longo dos seis meses de avaliagdo, observamos diferengas
estatisticamente significativas quando comparados ao GND. Os dados do GD, incluindo
suas ilustragdes graficas e comentarios, encontram-se nas Tabelas e Figuras ja

mencionadas, juntamente com os dados do GND.
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Tabela 6. Médias, desvios-padrdo e resultados do teste estatistico da comparacdo da

glicemia (mg/dl) nos grupos e momentos de avaliagdo

MOMENTOS
GRUPOS
M1 M2 M3 M4 M5 p
GND 108,31427,56 104,96+11,92 87,86+8,95  107,15+12,06 100,22+19,81 0,417 (1)
GD 389,96430,76 351,39+45.81 391,53+53,10 402,98+68,03 433,52+43.66 0,178 (2)
p@3) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,009 (*)

(1) Teste de Kruskal-Wallis com nivel de significdncia 0=0,05
(2) Teste de Variancia com nivel de significancia a=0,05

(3) Teste t de Student com nivel de significancia 0=0,05

(*) Teste de Wilcoxon com nivel de significancia 0=0,05

Comentdrios: os valores de glicemia de jejum (mg/dl) foram significantemente superiores no
GD em relagdo ao GND em todos os momentos de avaliagdo. Ndo houve diferengas
estatisticamente significantes entre os momentos nos dois grupos experimentais.
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Figura 18. Médias e desvios-padrio da glicemia de jejum (mg/dl), dos dois grupos

experimentais, nos cinco momentos de avaliagdo



Alberti, S. Resultados 40

Tabela 7. Médias, desvios-padrio e resultados do teste estatistico da comparacdo da

glicosuria (mg/dl) nos grupos e momentos de avaliagdo

MOMENTOS
GRUPOS
M1 M2 M3 M4 M5 Y
GND 29,72+17,38  10,24+2,74  8,62+4,72 8,06+5,63  13,1343,19 0,027 (1) (*)
GD 6932+1114  5767+1014 64344696  5028+1256 69484666 0,024 (2) (**)
p3) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

(1) Teste de Kruskal-Wallis com nivel de significdncia 0=0,05

(2) Teste de Variancia com nivel de significancia a=0,05

(3) Teste t de Student com nivel de significancia 0a=0,05

(*) Teste de Dunn nio identificou nenhuma diferenga significativa

(**) Teste de Bonferroni ndo detectou nenhuma diferenga entre os meses

Comemtarios: o GD apresentou valores de glicosuria (mg/dl) significantemente maiores em
todos os momentos de avaliacdo quando comparado com os apresentados pelo GND. Nao
houve variagdo significante entre os momentos nos dois grupos experimentais.
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Figura 19. Médias e desvios-padrio da glicosuria do grupo ndo diabético (Gl) em
[(mg/d1)x107'] e do diabético (G2) em [(mg/dl)x10], nos cinco momentos de avaliagio
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6.4. Conducédo Nervosa Motora
6.4.1. Grupo ndo diabético (GND)

No estudo de condugdo nervosa motora, os 25 animais do GND apresentaram,
quando da andlise dos nervos ciatico e caudal, nos momentos de avaliacdo (M1, M2,
M3, M4 e MS5), velocidade de condugdo nervosa (NCV) e laténcia distal (DLAT)
compativeis com os apresentados por ratos sadios da mesma espécie e idade. Uma
variagdo significativa da NCV do nervo caudal foi observada entre os cinco momentos

deste grupo.

A amplitude (AMPL) e a area (AREA) do potencial de acdo muscular composto
(CMAP) relativos aos nervos estudados, em cada momento do GND, estavam dentro
dos padrdes de normalidade, com uma redu¢do de AMPL da onda M néo superior a 20%
(Figura 20 A e B).

Os dados obtidos, graficos, andlises estatisticas e comentarios deste grupo

encontram-se representados nas Tabelas 8, 9, 10 e 11, e nas Figuras 22, 23, 24 e 25.
6.4.2. Grupo diabético (GD)

As mensuragdes relativas aos exames eletroneuromiograficos dos 25 ratos
acompanhados no GD mostraram, NCV e DLAT alteradas nos nervos cidtico e caudal.
Foi observado na analise do nervo ciatico, uma reducdo da NCV, e um aumento da
DLAT, estatisticamente significativos, no M3 (subgrupo do 6° més de seguimento),
quando comparado ao mesmo momento do GND. J4, o estudo do nervo caudal revelou
uma diferenca estatisticamente significativa, entre grupos, no M5 (subgrupo do 12° més
de seguimento), com uma reducdo da NCV, e um aumento da DLAT, para os animais
diabéticos. Ainda, com relagdo a analise do nervo caudal, os valores das variaveis NCV

e DLAT mostraram variag@o significativa entre os cinco momentos estudados no GD.

Porém, os achados mais relevantes estio relacionados a interpretagdo dos tragados
eletroneuromiograficos, onde foram encontrados alteragdes do formato da onda M,
caracterizadas por um aumento da dispersdo temporal, e uma reducdo da AMPL dos
potenciais de agdo evocados distalmente. A AMPL da onda M, no exame de alguns

animais do GD, apresentou uma redugdo superior a 40% (Figura 21 A e B).
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Os resultados referentes aos valores das variaveis NCV e DLAT, para ao nervos
ciatico e caudal, nos cinco momentos do GD, encontram-se nas Tabelas de nimeros 8 a

11 e Figuras de 22 a 23, ja mencionadas, juntamente com os dados do GND.
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Figura 20. Exame eletroneuromiografico: no nervo ciatico (A) e no nervo caudal (B) de ratos

nao diabéticos, respectivamente, com 6 e 12 meses de seguimento
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B

Figura 21. Exame eletroneuromiografico: no nervo ciatico (A) e no nervo caudal (B) de ratos

diabéticos, respectivamente, com 6 ¢ 12 meses de seguimento
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Tabela 8. Médias, desvios-padrdo e resultados do teste estatistico da comparacdo da

velocidade de condugdo nervosa motora (m/s) do nervo cidtico nos grupos € momentos de

avaliagdo
MOMENTOS
GRUPOS
M1 M2 M3 M4 M5 P (1)
GND 50404928  51,0047.77 55.8049.60 58.40422,50 42,00+9,02 0,344
GD 4220+12,00 444041054 40,60+8.44 44.60+622 37.60+7.79 0,739
P () 0,262 0,293 0,029 0,248 0,433

(1) Analise de Variancia com nivel de significancia 0=0,05
(2) Teste t de Student com nivel de significancia 0=0,05

Comentarios: os valores da variavel NCV (m/s) do nervo cidtico foram menores no GD em
relagdo ao GND, com diferenga estatisticamente significante no M3 (subgrupo do 6° més de
seguimento). Nao houve variagdo significante entre os momentos de cada grupo.
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Figura 22. Médias e desvios-padrdo da velocidade de condugdo nervosa motora (m/s) do

nervo ciatico, nos dois grupos experimentais € cinco momentos de avaliagao
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Tabela 9. Médias, desvios-padrdo e resultados do teste estatistico da comparacdo da

velocidade de condugdo nervosa motora (m/s) do nervo caudal nos grupos e momentos de

avaliagdo
MOMENTOS
GRUPOS
M1 M2 M3 M4 M5 p (1)
GND 24,40+3,20a 25,00+2,34a 30,60+£3,91b 30,80+3,63b 29,20+1,30b 0,005
GD 22,20+2,94a 22,20+1,78a 26,60+1,94b 27,80+1,64b 22,80+1,64a 0,001
p(2) 0,292 0,067 0,075 0,147 0,001

(1) Analise de Variancia com nivel de significancia 0=0,05
(2) Teste t de Student com nivel de significancia 0=0,05

Comentarios: os valores da varidavel NCV (m/s) do nervo caudal foram menores no GD em
relagdo a0 GND, com diferenga estatisticamente significante no M5 (subgrupo do 12° més
de seguimento). Houve variagdo significante entre os momentos de cada grupo.
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Figura 23. Médias e desvios-padrdo da velocidade de condug@o nervosa motora (m/s) do

nervo caudal, nos dois grupos experimentais e cinco momentos de avaliacdo
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Tabela 10. Médias, desvios-padrdo e resultados do teste estatistico da comparagdo da

laténcia motora distal (ms) do nervo cidtico nos grupos ¢ momentos de avaliagdo

GRUPOS

GND

GD

pP3)

MOMENTOS
M1 M2 M3 M4 M5 P
2,024028 2,06£0,66 1,92%0,13 1,94£0,42 2,06£029 0,969 (1)
23240,46 2,60£047 2,324022 2224037 2,184027 0,456 (2)

0,255 0,179 0,009 0,297 0,527

(1) Teste de Kruskal-Wallis com nivel de significancia a=0,05
(2) Analise de Variancia com nivel de significancia a=0,05
(3) Teste t de Student com nivel de significancia a=0,05

Comentdrios: os valores da varidvel DLAT (ms) do nervo cidtico foram maiores no GD em
relagdo ao GND, com diferenga estatisticamente significante no M3 (subgrupo do 6° més de
seguimento). Nao houve varia¢do significante entre os momentos de cada grupo.
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Figura 24. Médias e desvios-padrio da laténcia motora distal (ms) do nervo ciatico, nos dois

grupos experimentais e cinco momentos de avaliagao
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Tabela 11. Médias, desvios-padrdo e resultados do teste estatistico da comparagdo da

laténcia motora distal (ms) do nervo caudal nos grupos e momentos de avaliacio

MOMENTOS
GRUPOS
Ml M2 M3 M4 M5 p
GND 2,66£046  2,802044  2,18£0,30 2324044  2,30%0,12 0,109 (1)
GD 2,96£027a 3,00£0,12a  2,34+0,32b  224+027b  2,7440,19a 0,001 (2)
P(3) 0,257 0,363 0,441 0,740 0,003

(1) Teste de Kruskal-Wallis com nivel de significancia 0=0,05
(2) Analise de Variancia com nivel de significancia a=0,05
(3) Teste t de Student com nivel de significancia a=0,05

Comentarios: os valores da varidvel DLAT (ms) do nervo caudal foram maiores no GD em
relagdo ao GND, com diferenca estatisticamente significante no M5 (subgrupo do 12° més
de seguimento). Houve variagdo significante entre os momentos do GD.
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Figura 25. Médias e desvios-padrdo da laténcia motora distal (ms) do nervo caudal, nos dois

grupos experimentais e cinco momentos de avaliagcdo
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6.5. Descricdo de Necropsia

6.5.1. Grupo néo diabético (GND)

Nao foram evidenciadas alteragdes macroscdpicas na necropsia dos 50 animais
deste grupo, com énfase a auséncia de catarata, de megacdlon (Tabela 12) e de sinais de

infestagdo por parasitas.

6.5.2. Grupo diabético (GD)

Nos 50 animais do GD foram observados diminui¢do significativa da massa
muscular e do tecido adiposo. As infeccdes de pele e as infestagdes por piolho foram
observadas em 32% dos animais. Os sinais de pneumonia estavam presentes em 40% dos
ratos.

Quase 100% dos animais deste grupo apresentaram catarata bilateral (Figura 26A),
sendo que 76% dos animais, no 1° més de seguimento, apresentaram catarata classificada
como discreta ou moderada; 94% dos ratos, no 3° més de seguimento, mostraram catarata de
intensidade grave; e, todos os animais avaliados com 6, 9 e 12 meses de seguimento,
apresentaram catarata bilateral de intensidade grave.

Outro achado significativo no GD, foi a presenca de megacdlon, representada na
Tabela 12, juntamente com os ratos do GND. Além do megacolon, também foram

observadas infestagdes por teniase hepdtica (Figura 26B).
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Figura 26. Ratos diabéticos com 3 meses de seguimento: (A) aspecto macroscopico da

catarata bilateral, e (B) necropsia com lesdo visceral (teniase)-seta
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Tabela 12. Andlise macroscépica do megacolon nos dois grupos experimentais € cinco

momentos de avaliacdo, obtidas pela classificagio em scores: (-) ausente, (+) leve, (++)

moderado e (+++) grave

MOMENTOS

M1
M2
M3
M4

M5

GRUPOS

G1 (GND)

)
)
¢)
¢)
¢)

G2 (GD)

)
)
)
(+++)

(++)

Comentarios: os animais do GND ndo manifestaram o megacélon em nenhum dos periodos

estudados. Ja nos animais do GD, esta patologia se manifestou em graus variados, com uma

correlacdo entre evolucdo de intensidade do megacdlon e os momentos de avaliacdo do

trabalho.
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7. DISCUSSAO
7.1. Quanto aos Animais Utilizados

Considerando-se os diversos animais de experimentagdo utilizados para o estudo da
neuropatia diabética, como os ratos, os coelhos, os camundongos, os hamsteres, os cies e 0s
gatos, optou-se no presente trabalho pela utiliza¢do do rato (Wistar), devido as suas inimeras

vantagens em relagdo aos outros animais de maior porte. Dentre essas incluem-se:
a) facil manuseio (alimentagdo, higiene e acomodacg?o);

b) permitem o trabalho simultaneo com varios grupos experimentais sem a necessidade

de grande espaco fisico;
c) elevada resisténcia as infecgdes, dispensando o uso profildtico de antibioticos;

d) ciclo biologico curto, tornando possivel o estudo de processos degenerativos e

cronicos em um menor espaco de tempo;

e) possibilitam a padronizacdo da amostra, gragas as facilidades de uniformizacdo das

variaveis idade, peso, linhagem e grau de nutricdo do animal;

f) facilidade de manuseio e instalacdo do animal para a realizagdo do exame

eletroneuromiografico;
g) menor custo do projeto, conseqiiente a soma dos itens anteriormente citados.

Além destes fatores, o modelo experimental do diabetes induzido em ratos tem sido
amplamente utilizado por pesquisadores de todas as partes do mundo (GREENE et al., 1975;
JAKOBSEN, 1976; FUKUMA et al, 1978; CLEMENTS & STOCKARD, 1980; BESTETTI
et al., 1981; SIMA et al., 1988; HIRATA & OKADA 1990; SPADELLA et al., 1998;
CAMERON et al., COPPEY et al.,, 2001; KRIZ & PADIJEN, 2003), devido as suas

semelhangas clinicas, laboratoriais e histopatologicas com o diabetes do homem.
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7.2. Quanto ao Tempo de Observacédo dos Animais

No presente trabalho optou-se pelo estudo da neuropatia diabética experimental, tendo
como base a analise de dois grupos experimentais (GND e GD), acompanhados por um
periodo de 12 meses.

Como citado no topico anterior (“Quanto aos Animais Utilizados”), os ratos apresentam
um ciclo de vida curto, permitindo assim, que neste estudo, os efeitos deletérios da
hiperglicemia cronica do diabetes, em relagdo a fung¢do motora dos nervos periféricos,
pudessem ser correlacionados ao tempo de doencga e a evolugdo biologica dos animais.

Além disso, o acompanhamento dos animais por periodos variados do ciclo de vida,
permitiu a andlise dos efeitos cronicos do diabetes, no tempo e no espaco, mediante a
evolugdo natural de animais sadios da mesma espécie e idade.

Outro fator considerado, ¢ que a maioria dos trabalhos existente na literatura, abordando
o diabetes experimental, se utiliza de periodos variaveis de tempo, indo de alguns dias até
poucas semanas de seguimento (JAKOBSEN, 1976; FUKUMA et al., 1978; CLEMENTS &
STOCKARD, 1980; BESTETTI et al., 1981; COPPEY et al., 2001; KRIZ & PADIJEN,
2003). Raros sdo os trabalhos com acompanhamento por longo periodo (SIMA et al.,.1988;
SPADELLA et al., 1998).

7.3. Quanto as Técnicas Utilizadas

7.3.1. Anestesia

O pentobarbital sodico, administrado via i.p. na dose de 30mg/kg de peso corporal, foi o
agente anestésico utilizado, neste trabalho, para a coleta de sangue, realizacdo do exame
eletroneuromiografico e subseqiiente sacrificio dos animais. Além do baixo custo desta droga
em relacdo aos outros agentes anestésico, também, podemos citar outras vantagens no
emprego do pentobarbital sodico: facilidade na indugdo anestésica, manuten¢do do plano
anestésico durante todo o procedimento e maior disponibilidade no mercado. Esta técnica
anestésica ¢ padronizada no Laboratorio de Cirurgia Experimental, do Departamento de
Cirurgia e Ortopedia, da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP, com seu emprego em
varios estudos (SPADELLA, 1989; BREIM, 1990; SCHELLINI, 1992; PAIVA, 2001).
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7.3.2. Inducéo do Diabetes Experimental

O Diabetes Mellitus é uma sindrome metabolica com conseqiiéncias diretas ou
indiretas para o sistema de satde, em todas as partes do mundo. Neste contexto, um grande
numero de centros de pesquisa tem investido em trabalhos direcionados ao estudo da causa,
do diagndstico e do tratamento desta doenca.

Diversas pesquisas ja foram conduzidas na busca pelo método de indugdao do
diabetes experimental capaz de reproduzir, integralmente, a fisiologia do diabetes humano.
Assim, os principais métodos para a indugdo do diabetes experimental sdo: pancreatectomia
(MERING & MINKOWSKI, 1889), lesdes do sistema nervoso central (SNC)
(HETHERINGTON & RANSON, 1940), uso de hormdnios anti-insulinicos (MORDES &
ROSSINI, 1985), exposi¢do a hidrocortisona ou ACTH (CAVALLERO & MOSCA, 1953;
LAZARUS & BENCOSME, 1955), indugdo por virus (YOON et al., 1979; BELL & HYE,
1983), e o uso de agentes quimicos betacitotoxicos (DUNN et al., 1943; RAKIETEN et al.,
1963).

Dentre as técnicas acima citadas, a indugdo do diabetes experimental utilizando-se
de substancias quimicas que destroem seletivamente as células B do pancreas é extremamente
conveniente, ¢ de facil manuseio. As drogas mais comumente utilizadas para indugdo do
diabetes no rato sdo a aloxana e a estreptozotocina. A agdo citotdxica destes agentes
diabetogénicos ¢ mediada por espécies reativas do oxigénio (ROS), entretanto, o0 mecanismo
pelo qual sdo gerados as ROS ¢ diferente no caso dos dois compostos (SZKUDELSKI, 2001).

A aloxana (2,4,5,6 tetra oxihexahidropirimida) foi primeiramente descrita por
Brugnatelli em 1818 (apud SZKUDELSKI, 2001). Woéhler e Liebig usaram o nome “aloxana”
e descreveram sua sintese a partir da oxidagcdo do 4cido urico (apud LENZEN & PANTEN,
1988). Porém, as propriedades diabetogénicas desta droga foram relatadas muitos anos
depois, em 1943, por Dunn, Sheehan e McLetchie, os quais estudando os efeitos de sua
administracdo em coelhos, relataram uma necrose especifica das ilhotas pancreaticas (DUNN
et al., 1943). Deste entdo, a aloxana tem sido utilizada para indugdo do diabetes em modelos
animais (LENZEN & PANTEN, 1988; SZKUDELSKI et al., 1998; SZKUDELSKI, 2001).

A aloxana exerce sua a¢do diabetogénica quando administrada parenteral, intravenosa,
intraperitoneal ou subcutineamente. A dose requerida para inducdo do diabetes depende da
espécie animal, da via de administra¢do, e do estado nutricional. Desta forma, as ilhotas

pancreaticas humanas, quando comparadas as do rato e do camundongo, sd3o consideradas
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mais resistentes a a¢do da aloxana (EIZIRIK et al., 1994). O aumento da glicose sangiiinea,
também, interfere no mecanismo de agdo da droga, protegendo parcialmente (BANSAL et al.,
1980; SZKUDELSKI et al.,1998). Nos ratos, a dose intravenosa freqiientemente utilizada para
inducdo do diabetes é de = 42-45mg/kg de peso corporal (GRUPPUSO et al., 1990;
BOYLAN et al, 1992), porém ¢ duplicada ou triplicada quando administrada
subcutaneamente (KATSUMATA et al., 1992, 1993). Outro aspecto a ser considerado ¢ a
maior susceptibilidade que animais em jejum tém a aloxana (KATSUMATA et al., 1992;
SZKUDELSKI et al., 1998).

Em estudos onde a aloxana foi testada em ilhotas de Langerhans isoladas (WEAVER
et al., 1978b) ou através da perfusdo do pancreas de rato (KLIBER et al., 1996) foi
demonstrado um aumento subito na secre¢do de insulina. Este fendmeno ocorre logo apos o
tratamento com a aloxana, e ndo se repete em aplicacdes sucessivas do agente diabetogénico
(WEAVER et al., 1978b). Uma elevacdo rapida na concentracdo da insulina sangiiinea foi
também observada in vivo imediatamente apods inje¢do de aloxana em ratos. (SZKUDELSKI
et al., 1998). A insulina liberada apds indugdo pela aloxana é, entretanto, de curta duragdo, e
seguida por uma supressio de resposta das ilhotas a glicose, mesmo com o uso de altas doses
do agucar (KLIBER et al., 1996).

A aloxana ¢ uma substancia hidrofilica e instdvel, e tem uma meia-vida, em pH neutro
e a temperatura de 37°C, de aproximadamente 1,5min, porém com tempo de decomposi¢io
suficiente para alcancar o pancreas em quantidade nociva (WEAVER et al., 1978a; LENZEN
& MUNDAY, 1991). Seu modo de agdo € por inibicdo da glicoquinase, bloqueando a
secrecdo de insulina induzida pela glicose. A aloxana reage com dois grupos —SH no local de
ligacdo do aglicar na glicoquinase, resultando na inativagdo desta enzima (LENZEN &
MUNDAY, 1991; SZKUDELSKI, 2001). A glicose pode ter um efeito protetor contra a
inativacdo da glicoquinase, impedindo o acesso da aloxana aos grupos —SH da enzima
(LENZEN & PANTEN, 1988).

No processo de reducdo da aloxana sdo geradas ROS, com efeito lesivo sobre o
DNA das ilhotas pancredticas (LENZEN & MUNDAY, 1991). A aloxana provoca ,também,
um aumento na concentra¢io de Ca" citosolico (Kim et al., 1994). A concentragdo exagerada
deste ion contribui para a liberagdo de insulina acima da fisioldgica e, juntamente com as

ROS, causam danos as células 3 pancreaticas (WEAVER et al., 1978b; KIM et al., 1994).
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No presente trabalho, o método de indugdo do diabetes experimental foi através do
emprego do agente quimico aloxana, preferencialmente a estreptozotocina, em decorréncia do
menor custo em relagdo a esta ultima, e disponibilidade da droga no Laboratério de Cirurgia
Experimental do Departamento de Cirurgia e Ortopedia da Faculdade de Medicina de
Botucatu- UNESP.

De acordo com a farmacodindmica da aloxana, acima descrita, esta droga foi
administrada nos ratos, por via e.v, na dose Unica de 42mg/kg de peso corporal, apos jejum de
12h; tendo produzido nos animais diabetes franco, com alteragdes clinicas e laboratoriais bem
definidas, incluindo: perda de peso, aumento da ingestdo hidrica e alimentar, poliuria, valores
glicémicos acima de 200mg/dl, glicose urinaria maior ou igual a 3000mg/dl, e glicosuria

positiva (+++) nos testes com fitas reagentes.

7.4. Quanto a Evolucao Clinica

Os parametros utilizados na avaliagdo clinica dos animais estudados foram: estado
geral, peso corporal, ingestdo hidrica, ingestdo alimentar e diurese.

No GND, os ratos mostraram-se em perfeitas condi¢des, ao longo de todo periodo
experimental, com bom apetite, tonus e reflexos conservados. Os 50 animais deste grupo
apresentaram curva evolutiva normal, em relagdo a espécie, e as condi¢cdes ambientes em que
se realizou o experimento; tendo sido registrados, ganho progressivo de peso, manutengdo da
ingestdo hidrica, da ingestdo alimentar e da diurese.

Os ratos do GD, por sua vez, apresentaram um perfil bem diferente aos do GND,
contando, inclusive, com a possibilidade de diagnéstico da doenca pela simples observagdo do
péssimo estado fisico dos animais deste grupo.

Na andlise do peso corporal (g) entre estes dois grupos experimentais, observou-se
que o peso corporal dos ratos do GD foi significativamente menor, quando comparado ao
GND. A perda de massa corporal em animais diabéticos, resultante do aumento do
catabolismo, foi relatada em outros estudos (SPADELLA, 1989; BREIM, 1990; SCHELLINI,
1992; PAIVA, 2001), e em trabalhos recentemente publicados (NAKAE et al., 2006;
STEVENS et al., 2006).

Outra variavel clinica alterada nos animais do GD foi a ingestdo hidrica. A
hiperosmolaridade, resultante dos altos niveis de glicose circulante, tem como conseqiiéncia a

passagem de agua do ambiente intracelular para o meio extracelular. Esta perda excessiva de
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agua pelas células ¢ sinalizada ao centro da sede no SNC, resultando na ingestdo aumentada
de 4gua. Esse mecanismo, decorrente da hiperglicemia, parece ser o responsavel pelo aumento
significante da ingestdo hidrica nos animais do GD, em todos os momentos estudados neste
trabalho.

A hiperglicemia, também ¢ responsavel pela chamada diurese osmotica. Neste
mecanismo fisiopatologico, a concentracdo elevada de glicose no filtrado glomerular
ultrapassa o limiar de reabsorcdo das células tubulares renais, resultando na producdo de
grande volume de urina de elevada osmolaridade (BONDY, 1973). Neste trabalho, também,
os valores da diurese estavam significativamente elevados no GD, em relagdo aos animais ndo
diabéticos, reproduzindo, assim, as caracteristicas do estado hiperglicémico.

Nao diferente das demais variaveis, as mensuracdes da ingestdo alimentar estavam
alteradas no GD. A polifagia, produzida em resposta a diminuic¢do relativa ou absoluta de
glicose no interior das células, em decorréncia da reducdo na produ¢do e/ou acdo da insulina
(COSTA & ALMEIDA NETO, 2004), ¢ outro sinal detectado nos ratos diabéticos utilizados
neste estudo. Nos animais do GD, os valores da varidvel ingestdo alimentar foram maiores
que os apresentados pelo GND, com diferenca estatisticamente significativa no M3 (subgrupo
de 6 meses de seguimento).

Além dos parametros clinicos alterados, os ratos diabéticos apresentaram ainda
outros sinais caracteristicos da alteracdo metabdlica, como queda de pélos, distensdo
abdominal, catarata bilateral, quadros de infestagdo visceral, bem como, episddios freqiientes
de pediculose e piodermites. Esses achados foram previamente relatados por Spadella et al.

(1996, 1998, 2000, 2002, 2005) e Lerco et al. (2006).

7.5. Quanto aos Exames Laboratoriais

As mensuragdes das variaveis laboratoriais, glicemia de jejum (g) e glicose urinaria
(ml/24h), e o resultado da glicosuria com fitas reagentes, justificam, de modo geral, os valores
dos parametros clinicos encontrados nos dois grupos experimentais (GND e GD).

Os animais do GND apresentaram niveis de glicemia de jejum compativeis com o
metabolismo normal da glicose na espécie , ndo sendo encontrado glicosuria ou cetonuria, em
todo periodo experimental. J4, os ratos do GD mostraram niveis glicémicos significantemente
elevados, decorrentes do diabetes grave induzido pela aloxana (SPADELLA et al., 1996,
1998, 2000, 2002, 2005; LERCO et al., 2006).
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Os valores da glicose urinaria foram significantemente maiores no GD quando
comparados aos do GND, em todos os momentos estudados. A diferenca entre as
mensuracdes foi tdo exacerbada, que o grafico representativo dos valores da variavel
glicosuria (ml/24h) dos dois grupos experimentais, nos cinco momentos de avaliagdo, teve
que ser confeccionado na seguinte escala: no GND em [(mg/d])x10"] e no GD em
[(mg/d)x10].

Todos os dados obtidos da andlise dos parametros clinicos e laboratoriais, neste
trabalho, foram importantes para caracterizagdo dos dois grupos experimentais, € sua

evolu¢do ao longo do tempo.

7.6. Quanto ao Estudo da Conduc¢édo Nervosa Motora

O Diabetes Mellitus é um grupo de doengas metabolicas caracterizadas pela
hiperglicemia, como resultado da deficiente produ¢do de insulina, da sua acdo ou de ambas
(THE EXPERT COMMITTEE ON THE DIAGNOSIS AND CLASSIFICATION OF
DIABETES MELLITUS, 2002). Também definido como sindrome metabolica, o diabetes
reduz a expectativa de vida em 5-10 anos, devido, principalmente, ao comprometimento
macrovascular. As doengas microvasculares especificas do diabetes, como a retinopatia, a
nefropatia e a neuropatia, também contribuem para a morbidade e a mortalidade prematura
(Figura 1) (TESFAYE et al., 2005; MARSHALL & FLYVBIJERG, 2006).

A neuropatia diabética é uma das mais freqiientes complicagdes microvasculares do
Diabetes Mellitus, ¢ se constitui em um complexo e heterogéneo grupo de desordens que
envolvem diferentes partes do sistema nervoso somatico e autondmico, podendo ser focal ou
difusa, ¢ ainda, proximal ou distal (BOULTON et al., 2004,2005; CASELLINI & VINIK,
2006). Sua prevaléncia em pacientes diabéticos adultos tem valores bastante discrepantes,
dependendo do método diagndstico usado. Assim, entre os diversos estudos, os dados variam
desde menos de 5% até préximo de 60%, e igual a 100% se pacientes com anormalidades de
conducdo nervosa, sem acompanhamento de sinais e sintomas, sdo inclusos (THOMAS &
TOMLINSON, 1993; BOULTON et al., 2004,2005; ZIEGLER, et al., 2004; MARSHALL &
FLYVBIERG, 2006).

A polineuropatia diabética, por sua vez, ¢ a forma mais comum de neuropatia diabética,
incluindo manifestagdes do tipo sensitivo, motor e autondmico (BROWN et al., 1976;

SARAIVA, 1992; KARSIDAG et al., 2005). A prevaléncia deste grupo, também, é bastante
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diversa, e esta relacionada aos critérios diagndsticos, clinico e eletrofisioldgico, empregados
(KARSIDAG et al., 2005). Segundo Pastore et al. (1999), em pacientes diabéticos do tipo II,
a polineuropatia diabética ja pode estar presente no momento de diagndstico, contrario ao
diabetes do tipo I, onde € incomum a manifestacdo precoce desta complicacdo neuropatica.

Nao existem conclusdes definitivas sobre a patogenia da neuropatia diabética. A maioria
dos autores considera a hiperglicemia como causa determinante da neuropatia diabética
(HALAR et al., 1982; ZIEGLER, et al., 2004; KARSIDAG et al., 2005). Os valores elevados
de glicemia produzem alteragdes metabolicas principais, as quais podem conduzir a disfuncdo
celular. Uma destas mudangas ¢ a glicoliza¢do ndo enzimatica de proteinas, que pode produzir
alteracdes estruturais e funcionais da célula. A inibicdo competitiva da absor¢do de
mioinositol, conseqiiente a alteragcdes em seu transporte, € outra mudan¢a, que interfere no
mecanismo de ligacdo dos fosfolipidios e, provavelmente, em fatores neutréficos do sistema
nervoso periférico. Outra conseqiiéncia da hiperglicemia é o aumento dos niveis de sorbitol e
frutose intracelular. A elevagdo dos niveis de sorbitol € fator de diminuicdo do fluxo
sangiiineo no nervo, podendo acarretar a hipoxia endoneural (SARAIVA, 1992).

A hiperglicemia pode ainda ser responsavel pelo estresse oxidativo, resultante do
aumento na producdo de radicais livres e/ou da diminui¢do de defesas antioxidantes
(VINCENT et al., 2004, ZIEGLER et al., 2004). Diversos trabalhos tém mostrado uma
diminui¢do de agentes antioxidantes, principalmente da vitamina E, ¢ um aumento de
produtos da peroxidacdo dos lipidios, em nervos de ratos diabéticos (LOW & NICKANDER,
1991; VINCENT et al., 2004; ZIEGLER, et al., 2004). Ziegler et al. (2004) mostraram que o
estresse oxidativo ¢ mais pronunciado em pacientes diabéticos com polineuropatia, quando
comparado com aqueles sem esta complicag@o.

Assim, o objetivo principal deste estudo foi avaliar a sensibilidade do método
eletroneuromiografico, e caracterizar o padrdo de condug¢do nervosa motora (velocidades,
laténcias e amplitudes) dos nervos cidtico e caudal de ratos com diabetes induzido pela
aloxana, tendo como referéncia os dados encontrados em ratos ndo diabéticos da mesma

espécie e idade, com o mesmo periodo de seguimento.

Os nervos ciatico e caudal foram escolhidos por trés motivos:
a) No diabetes, os nervos motor e sensitivo das extremidades inferiores sdo mais

freqiientemente afetados (KARSIDAG et al., 2005);
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b) Facilidade de padronizagdo da técnica no exame do nervo caudal, pois apesar da
diferenga de tamanho e peso corporal entre os animais diabéticos e ndo diabéticos, o
comprimento da cauda ¢ o mesmo;

c) Diversos trabalhos experimentais utilizaram-se dos nervos caudal e ciatico para
avaliagdo da neuropatia diabética (MIYOSHI & GOTO, 1973; BROWN et al., 1980;
HIRATA & OKADA, 1990, ORLOFF et al , 1990; CAMERON et al., 2001; NAKAE et al.,
2006).

O estudo da condugdo nervosa ¢ util para avaliar alteragdes dos nervos periféricos.
Atualmente, esta técnica estd sendo usada ndo somente para localizagdo de uma lesdo nervosa,
mas também para caracterizagdo precisa da funcdo nervosa periférica. A técnica consiste na
estimulagdo supra-maxima do nervo, causando a despolarizagdo simultdnea de todos os seus
axonios, e resultando na formagao de um potencial de agdo, que atravessa ortodromicamente o
nervo. O impulso é transmitido quimicamente através da jungdo neuromuscular, o que produz
um potencial de agdo muscular composto (CMAP) ou onda M, registrado pelo eletrodo ativo
na superficie do musculo correspondente, e tendo como referéncia um eletrodo posicionado
em uma regido eletricamente neutra (KIMURA, 1984; STALBERG & FALK, 1993;
HILBURN, 1996)

A laténcia motora distal (DLAT) ¢ o tempo (ms) mensurado a partir do ponto de
estimulo até o inicio da onda M. Subtraindo-se a laténcia motora distal da laténcia motora
proximal, e dividindo-se o resultado pelo valor da distancia (mm) entre os dois pontos de
estimulagd@o, obtém-se o valor da velocidade de conducdo nervosa (NCV) em m/s (KIMURA,
1984; STALBERG & FALK, 1993; HILBURN, 1996).

Neste trabalho, os valores da NCV dos nervos cidtico e caudal foram, de um modo geral,
menor no grupo diabético (GD) em relacdo aos do grupo ndo diabético (GND), com
diferencas estatisticamente significantes entre os dois grupos experimentais (GND e GD), no
6° més de seguimento (M3) para o nervo ciatico, € no 12-° més de seguimento (M5) para o
nervo caudal. Uma variag@o entre os momentos de avaliacdo de cada grupo estudado (GND e
GD) foi notada apenas na analise do nervo caudal, sem contudo, ser possivel realizar uma
correlacdo desta varidvel (NCV) com o tempo de doenga e a evolugdo natural dos animais.

Karsidag et al. (2005) em um estudo com 30 pacientes diabéticos do tipo I, entre as
idades de 12 e 38 anos, encontraram uma correlagdo positiva entre os niveis de HbAlc e a

velocidade de condugdo nervosa (NCV). Entretanto, a alteracdo de conducdo nervosa das
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extremidades superiores nao foi correlacionada com os valores de HbAlc. Os autores também
ndo encontraram uma correlagdo nem de duragdo da doenga nem de idade dos pacientes com
as mudancgas no sistema nervoso.

Malone et al. (1996) encontraram uma diminui¢do do didmetro da fibra nervosa, da
espessura da bainha de mielina, ¢ do nimero de fibras mielinizadas de maior calibre, em
animais com diabetes induzido na 6* semana de vida. Os animais em processo de maturacio,
tanto estrutural quanto funcional, do nervo periférico, e expostos a hiperglicemia cronica,
apresentaram maiores alteracdes patologicas quando comparados aos ratos com nervos ja
maduros, e submetidos as mesmas condi¢des experimentais. Os autores sugerem que
modelos-animais de neuropatia diabética que utilizem ratos com o sistema nervoso ainda
imaturo podem nao ser apropriados para compreender o processo que comumente ocorrem em
humanos, os quais tornam-se diabéticos apds a maturacdo dos nervos periféricos.

Os nervos mielinizados apresentam uma condugdo saltatoria do potencial de acdo, pois a
excitabilidade destes nervos esta localizada nos nddulos de Ranvier. A mielina age como um
conjunto de resistores e capacitores em paralelo, sem participacdo direta na geragdo do
potencial de a¢do (FALK & STALBERG, 1995). Nos segmentos desmielinizados, ou durante
a remieliniza¢do parcial, a diminuicdo da espessura de mielina resulta em um aumento da
capacitancia e condutancia internodal, resultando na perda ou diminui¢do de corrente local.
As falhas para se ativar o nodulo de Ranvier subseqiiente resultam em bloqueio de condugao,
porém quando ha um retorno da fun¢do, os impulsos se propagam mais lentamente do que o
normal, porque a corrente dissipada despende um maior tempo para gerar um potencial de
acdo (KIMURA, 1984).

Diversos trabalhos (FUKUMA et al, 1978; Bestetti et al, 1981).avaliaram
morfometricamente a bainha de mielina em nervos motores de animais com diabetes induzido
quimicamente, € encontraram uma diminui¢do substancial da espessura de mielina dos nervos
periféricos estudados. No presente estudo, as alteragdes funcionais detectadas nos nervos
ciatico e caudal de ratos com diabetes induzido pela aloxana, refletem as alteracdes estruturais
encontradas por estes autores.

Outra varidvel que apresentou valores alterados no estudo de condug@o nervosa motora
foi a laténcia motora distal (DLAT). As mensuragdes da DLAT foram maiores no GD em
relagdo ao GND, também com diferencas estatisticamente significativas no M3, quando da

analise do nervo ciatico, ¢ no M5, quando da andlise do nervo caudal. Houve variacdo
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significativa dos valores de DLAT do nervo caudal entre os momentos estudados, mas apenas
no GD. Esta varidvel (DLAT) néo apresentou correlacdo com o tempo de doenga ou a idade
dos animais.

As anormalidades eletrofisiologicas dependem do tipo e grau de dano individual das
fibras nervosas de um nervo (KIMURA, 1984). A degeneracdo axonal e/ou desmielinizacdo
das fibras nervosas de condugdo rapida repercutem no tempo de propagacdo do impulso
nervoso (HILBURN, 1996). Assim, hd um aumento da DLAT, e conseqiientemente uma
diminui¢do da NCV.

A NCV em um nervo saudavel depende do didmetro da fibra nervosa, da relacdo entre o
didmetro do axdnio e da bainha de mielina, e da distancia entre os nodulos de Ranvier (FALK
& STALBERG, 1995). A desmielinizagdo segmentar das fibras nervosas, comum no diabetes,
produz um bloqueio do impulso nervoso, o qual ¢ restabelecido apods o inicio do processo de
remielinizacdo. No processo de remielinizagdo das fibras nervosas é gerado novos nddulos de
Ranvier, os quais apresentam uma menor distancia entre si, resultando em uma mudanga das
caracteristicas funcionais do nervo correspondente (FALK & STALBERG, 1995; HILBURN,
1996).

Tradicionalmente, existe uma tendéncia em se enfatizar os valores calculados das
variaveis quantitativas na interpretacdo dos estudos de conducdo nervosa. A analise da forma
e da amplitude da resposta registrada é essencial para se distinguir os varios padrdes dos
processos patologicos. As alteragdes de forma da onda M, representadas por uma diminui¢ao
de sua area, reflete uma dispersdo temporal, decorrente do processo de desmielinizagdo. J4,
uma reducdo da amplitude (AMPL) do potencial de acdo estd correlacionada a perda de
elementos condutivos, ou seja, a degeneragdo axonal.

No presente trabalho, a AMPL da onda M, no exame de alguns animais do GD,
apresentou uma redugdo superior a 40% , ja registrada no 1° més de seguimento (Figura 21).
Foi observada, também, uma diminui¢do da area do potencial de a¢do no exame dos animais
do GD. Todas estas alteragdes qualitativas foram mais expressivas quando da analise do nervo
caudal no GD. Este resultado pode ser explicado pelo posicionamento padronizado dos
eletrodos em distancias pré-determinadas na cauda, o que possibilitou uma relagdo espacial
estavel entre os eletrodos de estimulo e captagdo, resultando em uma melhor expressdo das

alteragdes estruturais presentes nos ratos diabéticos examinados.
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Estes achados eletroneuromiograficos estdo de acordo com os resultados encontrados
por Karsidag et al.(2005) em um estudo das alteracBes sub-clinicas em pacientes diabéticos
com tempo de doenga inferior a um ano. O autor encontrou um comprometimento
eletrofisiologico em 96,6% dos pacientes com menos de um ano de doenca.

Ainda segundo Karsidag et al. (2005) as alteracBes de conducdo nervosa sdo mais
fregiientes nas fibras mielinizadas de maior didmetro nos estagios iniciais do diabetes, embora
também haja um envolvimento das fibras desmielinizadas e mielinizadas de menor calibre,
especialmente nas extremidades inferiores.

A expressdo das alteracBes qualitativas nos exames eletroneuromiogréficos dos ratos
diabéticos, utilizados neste estudo, foram proeminentes em relagdo as mudangas quantitativas
nos primeiros meses da doenca, sugerindo, assim, um comprometimento inicial das fibras
mielinizadas de menor didmetro nos estagios iniciais do diabetes. As alteracfes qualitativas,
no 1° més (anexos), tanto na analise do nervo ciatico quanto no estudo do nervo caudal, foram
sugestivas de degeneracao axonal.

Assim, podemos inferir que nos estagios iniciais do Diabetes Mellitus, para 0 modelo
experimental proposto no presente trabalho, ocorre a degeneragdo axonal das fibras
mielinizadas de menor didmetro, sem alteracfes quantitativas significantes, e no estagio tardio
da doenca ocorre a desmielinizagéo das fibras mielinizadas de maior didmetro, com mudancas
quantitativas significantes.

Com essas consideracdes, € necessario salientar-se que o estudo da conducgdo nervosa
motora (velocidades, amplitudes e laténcias) dos nervos ciatico e caudal nos animais

experimentais foi importante para a caracterizacdo da neuropatia diabética.



CONCLUSOES




Alberti, S. Conclustes 64

8. CONCLUSOES

Baseados nos resultados obtidos e nas condi¢cdes experimentais do presente trabalho,

concluimos que:

a) O exame eletroneuromiografico mostrou-se sensivel em detectar alteragdes sub-
clinicas, representadas por mudangas quantitativas e qualitativas da conducdo nervosa

motora dos nervos ciatico e caudal em ratos com diabetes induzido pela aloxana.

b) A anatomia da cauda e a padronizacdo da técnica para o estudo eletroneuromiografico
do nervo caudal favoreceram a obten¢do de melhores resultados, tanto na realiza¢do do

exame, como nas respostas registradas.

c) A aloxana a 2%, administrada via e.v., na dose de 42mg/kg de peso corporal, apos
jejum de 12 horas, induziu diabetes grave no rato, demonstrado por alteragdes dos

exames clinicos, laboratoriais e macroscopicos.
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9. RESUMO

A neuropatia motora distal é uma das freqiientes complica¢des do Diabetes Mellitus , e sua
prevaléncia pode ser considera igual a 100%, se pacientes com alteracdes de condugdo
nervosa, sem acompanhamento de sinais ou sintomas, sdo inclusos. Neste contexto, o presente
estudo foi desenvolvido com o objetivo de obter informagdes relacionadas as polineuropatias
periféricas em animais com diabetes induzido pela aloxana. Os grupos experimentais foram
formados por 50 ratos diabéticos (GD) sem tratamento, da raga Wistar, machos, e 50 ratos nio
diabéticos (GND) da mesma espécie e idade. As avaliagdes eletrofisioldgicas foram obtidas
apos 1, 3, 6, 9 e 12 meses de seguimento, respectivamente, nos cinco subgrupos, cada um,
com cinco animais. Os exames dos nervos ciatico e caudal mostraram: (i) os potenciais de
acdo muscular composto (CMAPs) apresentaram diminui¢do da amplitude e aumento da
dispersdo temporal; (ii) a velocidade de condug@o nervosa (NCV) foi menor (p < 0,05) no
GD, com diferenca estatisticamente significante na NCV do nervo caudal nos diferentes
intervalos de tempo; (iii) a laténcia distal (DLAT) foi maior (p < 0,05) no GD, com diferenca
estatisticamente significante na DLAT do nervo caudal entre os varios subgrupos do GD.
Estes resultados demonstram que o modelo experimental proposto pode ser usado para o
estudo funcional da neuropatia diabética. Os parametros obtidos fornecem subsidios para
testes com as terapias convencionais, as cirurgicas e as de suplementagdo no tratamento da

neuropatia diabética motora distal.
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10. SUMMARY

Distal motor neuropathy is one of the most common complications of diabetes mellitus,
and its prevalence can be considered as high as 100 percent if patients with abnormalities of
nerve conduction without accompanying signs or symptoms are included. In this context, the
present study was undertaken to obtain information concerning the peripheral
polyneuropathies in alloxan-induced diabetic animals. Experiments were carried out on 50
untreated diabetic control (DG) Wistar male rats, and 50 age-matched nondiabetic controls
(NDG). Electrophysiological assessments were obtained after 1, 3, 6, 9, and 12 months of
follow-up, respectively, in the five subgroups with 5 animals each. Analysis of the recorded
response from the right sciatic and caudal nerves showed: (i) diminished amplitude and
increased temporal dispersion of the compound muscle action potentials (CMAPs) in the DG;
(11) nerve conduction velocity (NCV) lower (p< 0.05) in the DG, with statistically significant
difference in NCV of the caudal nerve at different time intervals; (ii1) distal latency (DLAT)
higher (p< 0.05) in the DG, with statistically significant difference in DLAT of the caudal
nerve among the several diabetic subgroups. These results demonstrate that the experimental
model proposed can be used for a functional study of diabetic neuropathy. The parameters
obtained supply assistance for tests with conventional therapies, with surgeries and those with

supplementation in treatment of distal motor diabetic neuropathy.
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12. ANEXOS
Segue em anexo o certificado emitido pela Comissdo de Etica na Experimenta¢io Animal

da Facldade de Medicina de Botucatu - UNESP.

avavay UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

CAMPUS DE BOTUCATU
unesp FACULDADE DE MEDICINA

Comissdo de éﬂm na £xperimentagio Awvimal

BOTUCATU, SP - RUBIAO JUNIOR - CEP 18518-970 — FONE E FAX (014) 6802-6143

CERTIFICADO

CERTIFICAMOS que o Protocolo n.® 292 , sobre o projeto de pesquisa
intitulado “Neuropatia diabética experimental: estudo da velocidade de
condugdo nervosa no nervo cidtico de ratos diabéticos induzidos pela
aloxana”, de autoria de Sandra Alberti, orientada pelo Prof. Dr. César Tadeu
Spadella, com a colaboragdo dos profissionais médicos: Prof Erika Veruska
de Oliveira Paiva, Prof. José Licio Martins Machado, Prof. Mauro Masson
Lerco, Prof. Luiz Antonio de Lima Resende e Prof Maria Aparecida
Marchesan Rodrigues, e ainda com a colaboragédo dos profissionais bidlogos e
biomédicos: Prof* Maria Cecilia S. Mercadante, Prof® Sénia Maria Capeletti,
Prof. Carlos Roberto Padovan e Prof. Silvio Femando G. Marques, e os
técnicos de laboratorio: Irene Spago e Maria Clara Ferreira Chaguri, esta de
acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal (COBEA), com a ressalva de
que os ratos sdo provinientes de Biotério convencional sem condigbes de
emitir Atestado de Sanidade.

Botucatu, em 25 de novembro de 2002

Projeto de Pesquisa aprovado em 25/11/2002

Prof. Alberto Santos Capelluppi

Presidente da CEEA Secretario da CEEA
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