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RESUMO

O nervo isquiatico (nervo espinal) € constituido por fibras mielinicas aferentes somaticas e eferentes
somaticas e autondmicas. Distribui-se extensamente aos membros inferiores e ¢ comumente afetado
pelas neuropatias, principalmente a diabética. O nervo vestibulo-coclear (VIII nervo craniano) ¢ um
nervo aferente puramente sensitivo, constituido por prolongamentos de neurdnios bipolares
localizados no génglio espiral (de Corti). Muito tem sido descrito na literatura a respeito das alteragdes
morfologicas e morfométricas nos nervos espinais, tanto em pacientes diabéticos quanto em modelos
experimentais da doenca. Entretanto, uma comparacdo entre essas alteragdes e as eventuais lesdes
observadas em nervos cranianos ainda nao foi realizada. Mais ainda, é amplamente descrito na
literatura que pacientes diabéticos apresentam distirbios da audigdo. Apesar das alteragdes
histologicas das estruturas da orelha interna de pacientes e em modelos experimentais, uma avaliag@o
histologica do nervo vestibulo-coclear ainda ndo foi descrita. No presente estudo, foram descritas
alteracdes ultraestruturais na comparagdo entre um nervo espinal e um craniano, em ratos com diabete
cronico induzido experimentalmente. Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (n=12),
mantidos com dieta padrdo do biotério, ao longo do experimento. Animais com 42 dias de idade (n=6),
em jejum por 24 horas, foram injetados 60 mg/kg de STZ em dose unica, via i.p. Animais controles
(n=6) receberam igual volume da solug¢do tampao citrato, pH de 4.5. Apds 10 semanas da inoculagéo
da droga os animais adultos foram perfundidos sistemicamente com solu¢do Karnowisky. Em seguida,
os nervos isquiaticos e vestibulo-cocleares de ambos os lados foram retirados, processados com
técnicas histologicas de rotina para inclusdo em resina epoxi e observados ao microscopio eletronico
de transmissdo. Nossos resultados mostraram a presenga de fibras mielinicas grandes com sinais de
atrofia e degeneracdo axonal tanto no nervo isquidtico quanto no nervo vestibulo-coclear. Algumas
fibras mielinicas de pequeno didmetro dos nervos isquidticos mostraram sinais de degeneragdo da
bainha de mielina, caracterizando, para esse nervo, uma neuropatia tipo mista. Em ambos os nervos,
células de Schwann com citoplasma edemaciado estavam presentes. Nossos achados sugerem que o
diabete cronico induzido pela STZ em ratos, provocou alteragdes das fibras mielinicas e das células de
Schwann, compativeis com os sinais e sintomas classicos da neuropatia diabética. As alteragdes
observadas no nervo espinal sio comparaveis as observadas no nervo craniano. Alteragdes
morfologicas ultraestruturais do nervo vestibulo-coclear no diabete experimental em ratos estdo sendo
descritas pela primeira vez na literatura e podem corroborar para o melhor entendimento das alteragdes
da audi¢do encontradas em pacientes diabéticos.

Palavras Chave: Neuropatia diabética; Morfologia de nervos periféricos; Nervo craniano e espinal;

Nervo vestibulo-coclear; Nervo isquiatico; Ratos.



ABSTRACT

The sciatic nerve (spinal nerve) is composed of somatic afferent fibers as well as somatic and
autonomic efferent ones. It is widely distributed to the lower limbs and is commonly affected in
neuropathies, especially the diabetic neuropathy. The vestibulocochlear nerve (VIII cranial nerve) is a
special sensory afferent nerve, consisting of fibers from bipolar neurons located at the spiral ganglion
(Corti ganglion). Abundant information in the literature is available about morphological and
morphometric alterations in spinal nerves not only in diabetic patients but also in experimental models
of the disease. Nevertheless, a comparison between these alterations and the possible lesions in cranial
nerves in diabetes has not been assessed. Also, it is widely described in the literature that diabetic
patients present hearing impairment. Despite the histological alterations of the internal hear structures
in these patients as in experimental models of diabetes, to the best of our knowledge, an histological
evaluation of the vestibulocochlear nerve has not been performed. In the present study, ultrastructural
alterations were described and compared between a spinal nerve and a cranial nerve in rats with
chronic induced diabetes. Male Wistar rats (n = 12), fed with standard diet from the animal care
facility at 42 days of age were used. Induced diabetic animals (n=6) were fasted for 24 hours and
injected intraperitoneally with streptozotocin (STZ — 60 mg/kg) in a single dose. Control animals
(n=6) received vehicle without STZ. Ten weeks after STZ injection the animals were perfused
intracardially with Karnowisky solution. Sciatic and vestibulocochlear nerves were dissected
bilaterally and histologically processed for epoxy resin embedding. Samples were observed by
transmission electron microscopy. Our results showed large myelinated fibers with morphological
signs of axonal atrophy in both sciatic and vestibulocochlear nerves. Some small myelinated fibers in
the sciatic nerves showed signs of myelin sheath degeneration demonstrating the variable nature of the
disease. In both sciatic and vestibulocochlear nerves, swollen Schwann cells were present. Our
observations suggest that chronic STZ-induced diabetes in rats caused alterations in the myelinated
fibers and Schwann cells, compatible to the classic diabetes signs and symptoms. Also, alterations
observed in the peripheral spinal nerve were comparable to those present in the cranial nerve.
Morphological alterations of the vestibulocochlear nerve in diabetes is was described for the first time
and such information corroborate to a better understanding of changes in hearing observed in diabetic
patients.

Key words: Diabetic neuropathy; Morphology of peripheral nerves; Cranial and spinal nerve;

Vestibulocochlear nerve; Sciatic nerve; Rats.
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“Cré no direito como o melhor instrumento para o humano convivio;
Cré na justica como o objetivo normal do direito;

Cré na paz como o substitutivo piedoso da justiga;

Acima de tudo, cré na liberdade,

Sem a qual ndo ha direito, nem justica, nem paz.”

“Believe in the law as the best instrument for human living;
Believe in justice as the objective standard of law;

Believe in peace as the godly substitute of justice;

Above all, believe in freedom,

Without which there is no law, no justice, no peace."
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1.1. Diabete experimental e o sistema nervoso periférico

O diabetes mellitus (DM) é uma sindrome metabdlica complexa com repercussdes
graves, que pode acometer qualquer parte do organismo, particularmente os sistemas nervoso,
renal, cardio-circulatorio e olhos (Kennedy e Zochodne, 2002; Fazan et al., 2009). O
mecanismo fisiopatogénico da neuropatia periférica diabética ainda ndo estd completamente
estabelecido, porém a hiperglicemia, fenomenos isquémicos, estresse oxidativo, bem como
apoptose das células de Schwann, todos participam, de uma forma ou de outra, no processo de
dano neuronal. Experimentalmente, neuropatia diabética aguda ou cronica pode ser
reproduzida em laboratorio, como no DM induzido por drogas, para citar o exemplo do uso da
estreptozotocina (STZ) (Wang et al., 2005). Sdo varias as altera¢des axonais e celulares
observadas em nervos periféricos no diabetes experimental (Eckersley et al., 2001).
O diabetes mellitus ¢ um problema de saude publica global, cuja prevaléncia é de 3-8%.
Por outro lado, alguns estimam que 275 milhdes de pessoas em todo mundo apresentam
perda auditiva significativa, ¢ em um substancial nimero destes individuos associada ao DM
[http://www.who.int/pbd/deafness/en/] (Kesser e Lalwani, 2009). Assim, alteracdes
funcionais sdo encontradas no sistema vestibulo-coclear em pacientes diabéticos, ndo s por

acometer o sistema nervoso periférico, como também tecidos néo neurais.

1.2. O nervo vestibulo-coclear no diabete

Os médicos gregos no quinto século antes de Cristo foram os primeiros a terem
contato e especulacdes sobre a membrana timpanica e a orelha média, considerando esses
locais como responsaveis pela nossa audi¢do, porém entre 131 a 201 depois de Cristo, Galeno
descreveu o nervo auditivo, sugerindo sua origem na orelha média. De 1500 até os dias atuais
foram feitas varias descobertas, ¢ muito tem sido obtido com os avancos das técnicas de
microscopia, desde 1851 pioneiramente por Alfonso Corti, seguido por Retzius, em 1892, que
descreveu as células auditivas e suas inervacdes com as fibras do nervo auditivo. A orelha
humana, em particular a coclea e o nervo vestibulo-coclear, ¢ um aparato muito sofisticado e
uma obra-prima da natureza (Merchant e Rosowski, 2003).

Também chamado de nervo acustico ou auditivo, o VIII par craniano, um nervo
puramente sensorial (e.g. aferente especial), é constituido por duas porgdes periféricas: (a)

uma vestibular, relacionada ao equilibrio, e (b) outra relaciona a transduc@o das ondas sonoras
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oriundas do meio ambiente, que serdo levadas ao sistema nervoso central para nosso
entendimento e consciéncia (Vasconcelos, 2005; Kandler et al., 2009).

Pacientes com diabetes mellitus geralmente apresentam sintomas como tontura,
zumbidos e hipoacusia. A hipoacusia é principalmente do tipo neurossensorial, que pode ser
confundida ou ocorrer em paralelo com perda auditiva associada com avanco da idade
(presbiacusia apds os 40 anos de idade). A angiopatia e as neuropatias em decorréncia do
diabetes sdo devidas a varios fatores, entre eles destacamos a hiperglicemia, o estresse
oxidativo e a falta de nutrientes (Friedman et al., 1975; Maia e Campos, 2005; Aladag et al.,
2009). Anormalidades nas vias aferentes e eferentes auditivas em pacientes diabéticos sdo
evidenciadas pela técnica no invasiva dos potenciais evocados auditivos do tronco cerebral,
bastante utilizada em humanos ¢ em modelos animais (Comi, 1997; Vasconcelos et al., 2008;
Pessin et al., 2008).

Microangiopatias associada ao diabetes tipo I afeta a vasculatura da orelha interna e
causa degeneragdo das estruturas, resultando em perda auditiva (Fukushima et al., 2005). No
diabetes tipo II também ocorre microangiopatia coclear, degeneracdo da estria vascular e
perda de células auditivas externas (Fukushima et. al., 2006).

Achados histologicos em microscopia eletronica demonstraram que ocorrem
anormalidades na bainha de mielina da por¢do vestibular do VIII nervo craniano em ratos
cronicamente diabéticos (Myers, 1998).

A neuropatia auditiva ¢ uma desordem na audi¢do na qual os potenciais
evocados auditivos estdo ausentes ou substancialmente anormais. Ratos diabéticos induzidos
por STZ servem como modelo do DM do tipo I, porém, o modelo animal para o estudo do

DM do tipo IT ainda néo foi plenamente desenvolvido (Hong e Kang, 2008).

1.3. O nervo isquiatico no diabete

Foram encontradas alteragdes no calibre axonal proximal e distal, no nimero
de neurofilamentos e microtubulos em nervos isquidticos de ratos diabéticos induzidos pela
STZ (65 mg/kg, i.p.), resultando num baixo transporte axonal desse nervo, prejudicando sua
funcdo (Medori et al., 1988). A associacdo entre hiperglicemia a as alteragdes na
permeabilidade da barreira hemato-neuronal no nervo isquiatico de ratos sdo observadas apos
7 dias do diabetes experimental, induzido por STZ, evidenciando as primeiras alteracdes

perivasculares, como no exemplo da presenca de mastdcitos vistos na microscopia eletronica
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(Kalichman et al., 1995). O DM induzido pelo tratamento com STZ acomete o nervo
isquiatico como outros nervos periféricos (Sugimura et al., 1980; Kale et al., 2003; Jeronimo
et al. 2005; Rodrigues Filho e Fazan, 2006; Fazan et al., 2009; Serafin et al., 2010).

O nervo isquidtico (um nervo espinal) ¢ constituido por fibras mielinicas aferentes
somaticas e eferentes somaticas, bem como por fibras autondmicas. Distribui-se extensamente
aos membros inferiores e é comumente afetado pelas neuropatias, principalmente a diabética.
O nervo vestibulo-coclear (VIII nervo craniano) ¢ um nervo aferente puramente sensorial,
constituido por prolongamentos de neurdnios bipolares localizados no ganglio espiral (de
Corti).

Muito tem sido descrito na literatura a respeito das alteragdes morfologicas e
morfométricas nos nervos espinais, tanto em pacientes diabéticos quanto em modelos
experimentais da doenga. Entretanto, uma comparagdo entre essas alteragdes e as eventuais
lesdes observadas em nervos cranianos ainda ndo foi realizada. Mais ainda, ¢ amplamente
descrito na literatura que pacientes diabéticos apresentam distirbios de audi¢do. Apesar das
alteracdes histologicas das estruturas da orelha interna de pacientes e em modelos
experimentais, uma avaliagdo histologica do nervo vestibulococlear ainda néo foi descrita. No
presente estudo, foram descritas alteragdes ultraestruturais na comparagdo entre um nervo
espinal (i.e. nervo isquiatico) e um craniano (i.e. nervo vestibulo-coclear), em ratos com

diabete cronico induzido experimentalmente.

1.4. Apresentacio da tese

O tema da tese foi proposto porque a neuropatia diabética periférica € a principal causa
de complicagdes em pacientes diabéticos, afetando varios nervos periféricos, dentre eles, o
nervo isquiatico (o maior nervo do corpo humano) e o nervo vestibulo-coclear.

Conforme as normas e orientagdes do Programa de Pds-Graduagdo em
Neuropsiquiatria e Ciéncias do Comportamento/UFPE, a tese sera apresentada na forma de
coletanea de artigos.

No primeiro artigo, intitulado “Neuropatia diabética, desnutricdo e sistema nervoso”,
publicado na Revista Neurobiologia v. 72, p. 129-136, 2009, uma revisdo sobre neuropatia
diabética e a influencia nutricional na regeneragdo do nervo periférico foi realizada.

No segundo artigo original, intitulado “Efeitos das variagdes de polaridades nos

potenciais evocados auditivos de ratos durante o desenvolvimento”, publicado na Revista
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Neurobiologia v. 71 (3), p. 67-73, 2008, abordamos uma avaliacdo das vias auditivas de ratos
jovens saudaveis em diferentes idades pela técnica ndo-invasiva dos potenciais evocados do
tronco cerebral, ferramenta neurofisiologica chave para o estudo do sistema nervoso auditivo
periférico e central em animais e humanos.

No terceiro artigo, intitulado “Protocolo histolégico de preparacdo de nervos para
microscopia eletronica de transmiss@o”, publicado na Revista Neurobiologia v. 72, p. 175-
181, 2009, abordamos os aspectos metodologicos utilizados na preparagdo do nervo periférico
para a microscopia, em especial a eletronica de transmissdo para observarmos pequenas
alteracdes ndo vistas em pequenos aumentos como na utilizagdo da microscopia de luz. Esse
artigo possui alguns resultados originais demonstrados nas eletromicrografias.

No quarto artigo, intitulado “Diabetic peripheral neuropathies: a morphometric
overview”, aceito para publicagdo no International Journal of Morphology, v. 27 (4), 2009, in
press, realizamos uma revisdo original e atualizada sobre neuropatia diabética periférica e
seus efeitos em nervos, contendo resultados originais da pesquisa em estudo.

O quinto artigo original, intitulado “Light and Transmission Electron Microscopy
Studies of the Vestibulocochlear Nerve in Chronic Diabetic Rats”, submetido ao
Neuroscience Letters, aborda a ultraestrutura normal e patoldgica do nervo vestibulo-coclear

frente ao diabete experimental cronico induzido pela STZ.
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OBJETIVOS

GERAL: Verificar as alteragdes ultraestruturais dos nervos vestibulo-coclear e

isquidticos de ratos adultos controles e diabéticos cronicos, bem como aspectos descritivos

numa comparag:io entre ambos os nervos, no referente:

ESPECIFICOS: Alteragdes ultraestruturais em decorréncia da associa¢do cronica
do diabetes em um nervo espinal e outro craniano, comparando-os:

A morfologia das fibras mielinicas e amielinicas; A topografia axonal e mielinica.

A morfologia dos vasos sangiiineos e as possiveis alteragdes encontradas dentro da

area do VIII nervo craniano e do nervo isquiatico, bem como alteragdes morfoldgicas das

células de Schwann e organelas dos espagos intraxonais e endoneurais.
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JUSTIFICATIVA

Muito tem sido descrito na literatura a respeito das alteracdes morfoldgicas e
morfométricas nos nervos espinais, tanto em pacientes diabéticos quanto em modelos
experimentais da doenga. Entretanto, uma comparacio entre essas alteracdes e as eventuais
lesdes observadas em nervos cranianos ainda ndo foi realizada. Mais ainda, ¢ amplamente
descrito na literatura que pacientes diabéticos apresentam distirbios de audi¢do. Apesar das
alteracdes histologicas das estruturas da orelha interna de pacientes e em modelos
experimentais, uma avaliacdo histologica do nervo vestibulo-coclear ainda nio foi descrita.
Ratos foram submetidos ao diabete experimental induzido pela STZ cronicamente,
comparando um nervo espinal e outro craniano. Essa poderia ser uma causa de agressdes,
degeneragdes, atrofias, desmielinizagdes variaveis, polineurites e polineuropatias do sistema

nervoso periférico afetando as fungdes neurofisioldgicas desses nervos.
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HIPOTESE

Alteracdes morfologicas sdo encontradas nos nervos vestibulo-coclear e isquiatico no
modelo experimental do diabetes mellitus cronico do tipo I com o tratamento pela STZ no

rato.
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Neuropatia Diabética, Desnutricdo e
Sistema Nervoso

Diabetic Neuropathy, Malnutrition and
Nervous System

Carlos Augusto Carvalho de Vasconcelos't', Valéria Paula Sassoli Fazan?t, Marcelo
Moraes Valenca!

RESUMO

O diabetes &€ um problema de saude puUblica atual, diversos érgdos e tecidos sGo
acometidos por essa sindrome silenciosa que afeta milhdes de pessoas todos os anos.
Na sua abrangéncia patoldgica, ela acomete também os nervos periféricos, causando
vdrios danos morfo-funcionais. Mais recentemente, ficou evidente a associacdo entre
diabete e problemas nutricionais, sendo comum a associacdo entre ambos.
PALAVRAS-CHAVE: Neuropatia periférica, diabetes, desnutricdo, sistema nervoso.

ABSTRACT

The diabetes is a current public health problem, several organs and tissues are
attacked by this silent syndrome that affects millions of people every year. As part of its
pathological characteristics, it attacks the peripheral nerves, causing a variety of
morphological injuries associated with neurological symptoms. The association of
diabetes and nutritional problems has increased in the recent years and both conditions
are usually associated in diabetic patients.

KEY WORDS: Peripheral neuropathy, diabetes, malnutrition, nervous system.
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1.1- O Nervo periférico

s nervos periféricos sGo cons-

tituidos por prolongamentos
das células nervosas, e por tecidos
especiais de sustentacdo. A unidade
funcional do nervo periférico € a fibra
nervosa, que é constituida por um
prolongamento do corpo celular (axénio
ou dendrito), envoltos pelas células de
Schwann, recobertos ou ndo pela bainha
de mielina (Varejdo, 2003; Sherman;
Brophy, 2005).

O nervo isquidtico  (Nervus
ischiadicus) € um nervo misto formado por
fioras aferentes somdticas, eferentes
motoras e autondmicas. E o maior nervo
do corpo humano, inervando da
musculatura e a pele da perna. No
homem ele emerge da margem inferior
do gliteo mdximo, abaixo da fdascia
profunda, passando profundamente a
cabeca longa do biceps femoradl,
fomando o  frojefo  descendente,
dividindo-se nos seus dois ramos
principais: os nervos tibial e fibular
(Matejcik; Benetin; Hulin | Jr, 2001).

O coto proximal de um nervo
seccionado sofre um processo retrégrado
de reducdo no dimetro das fibras e suas
bainhas de mielina, que pode estender-
se proximalmente por alguns milimetros,
dependendo da gravidade da lesdo.
Apds a seccdo, o segmento da fibra
nervosa distal & lesdo separa-se do
restante do neurbnio interrompendo o
fluxo axoplasmdatico e, como conse-
guéncia, hd a fragmentacdo das fibras
nervosas. As células de Schwann
proliferam-se e assumem o papel de
macréfagos e fagocitam os restos do
material degenerado. Esse processo é
chamado de degeneracdo Walleriana.
As células de Schwann proliferam
também em direcdo ao local da lesdo,
na tentativa de unirem-se com as células
provenientes do coto proximal, para
restabelecer a confinuidade da fibra. O
processo de regeneracdo  axonal
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também é bastante complexo e envolve
o crescimento do axdnio de acordo com
sinais provenientes do corpo celular e do
local da lesGo (Kang; Tian; Thompson,
2003; Varejdo, 2003; Sherman; Brophy,
2005).

Outros mecanismos de lesdo, que
ndo a seccdo completa do nervo,
afetam o SNP, sendo os fatores meca-
nicos, metabdlicos e infecciosos os
principais. Entre os fatores mecdanicos, a
compressdo ou lesdo por esmagamento
e a distensdo sdo os mais comuns. Enfre
os fatores metabdlicos, diabete, desnu-
tricdo e hipdxia podem ser citados.

O nervo isquidtico é um bom
modelo para estudos de neuropatias
periféricas e degeneracdo/regenera-
cdo, porque € o maior nervo do corpo
em mamiferos, sendo freqlentemente
acometido por diversas lesdes
fraumdticas.

1.2 - Diabetes mellitus: um breve histérico e
conceitos

O diabetes mellitus j& era conhe-
cida antes da era cristd. No papiro de
Ebers descoberto no Egito, corresponden-
te ao século XV a.C., j&d se descrevem
sinfomas que parecem corresponder &
diabetes. Foi Areteu da Capaddcia
guem, no século Il da era cristd, deu a
esta afeccdo o nome de diabetes, que
em grego significa sifdo, referindo-se ao
seu sinfoma mais chamativo que é a
eliminacdo exagerada de dgua pelo rim,
expressando que a dgua enfrava e saia
do organismo do diabético sem fixar-se
nele (Wikipédia, 2005).

No século Il, Galeno de Pérgamo
(Claudius Galenus, 129-201, da era crista)
também se referiu a diabetes. Nos séculos
posteriores ndo se encontram nos escritos
médicos referéncias a esta enfermidade
até que, no século XI, Avicena (Abu Ali al-
Husayn Abdallah ibn Sina, 980-1037, da
era cristd) fala com clara precisdo desta
afeccdo em seu famoso Cdnon da
Medicina (Al-Qudnun fi Ft-Tibb). Apds um



longo intervalo, foi Thomas Willis (1621-
1675) quem, por volta de 1650, fez
descricoes magistrais sobre a diabetes,
ficando desde entdo reconhecida por
sua sinfomatologia como entidade
clinica. Foi ele quem, referindo-se qo
sabor doce da urina, lhe deu o nome
de diabetes mellitus (sabor de mel), j&
gue os médicos gregos também tinham
observado uma forte atfracdo das
formigas pela urina de seus pacientes
diabéticos (Messina; Messina; Setchell,
2002). Em 1776, Dopson de Liverpool
idenfificou a presenca de glicose na
urina. A primeira observacdo feita por
necropsia em um diabético foi realizada
por Cawley e publicada no London
Medical Journal em 1788. Em 1796 o inglés
John Rollo conseguiu melhorias notdveis
com um regime rico em proteinas e
gorduras e limitado em hidratos de
carbono. Os primeiros frabalhos expe-
rimentais relacionados com o meto-
bolismo dos glicidios foram realizados pelo
fisiologista francés Claude Bernard (1813-
1878), o qual descreveu, em 1848, a
funcdo do (glicogénio hepdtico e
provocou a excrecdo de glicose na urina
excitando os centros bulbares. Na
metade do século XIX, o grande clinico
francés Apollinaire Bouchardat (1806-
1886) assinalou a importGncia  da
obesidade e da vida sedentdria na
origem da diabetes e fracou as normas
para o tratamento dietético, baseando-a
na restricdo dos glicidios e no baixo
valor calérico da dieta. Os trabalhos
clinicos e anatémico-patolégicos adquiri-
ram grande importdncia em fins do
século XIX, tendo culminado em
experiéncias de pancreatectomia em
cdes, realizadas por Mering e Mikowski em
1889. A busca do suposto hormdnio
produzido pelas ilhotas de Langerhans,
células do pdncreas descritas em 1869
por Paul Langerhans (1847-1888), iniciou-
se de imediato, o qual foi conseguido
pelos jovens canadenses Frederich
Banting e Charles Best, que conseguiram,
em 1921, isolar a insulina e demonstrar seu
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efeifo hipoglicémico. Esta descoberta
significou uma das maiores conquistas
médicas do século XX, porque
fransformou as expectativas e a vida dos
diabéticos e ampliou horizontes no
campo experimental e bioldgico para o
estudo da diabetes e do metabolismo
dos dlicidios (Wikipédia, 2005). Posterior-
mente, o transplante de pdncreas passou
a ser considerado uma alternativa vidvel
d insulina para o tratamento da diabetes
mellitus do tipo 1. O primeiro transplante
de pdncreas com essa finalidade foi
readlizado em 1966, na universidade de
Manitoba/Canada. Uma linha mais
recente de pesquisa médica tem
buscado fazer o transplante apenas das
ilnotas de Langerhans. O procedimento é
simples, tem poucas complicacdes e
exige uma hospitalizacdo de curta
duracdo. O grande problema é a obten-
cdo das células, que sdo origindrias
de caddveres. S3do necessdrios em
média trés doadores para se conseguir
um nUmero razodvel de células. O
primeiro fransplante de ilhotas de
Langerhans para curar diabetes do tipo 1
ocorreu no Brasii em 2004, feito pela
equipe do Dr. F. G. Eliaschewitz do
Hospital Albert Einstein em Sdo Paulo
(Eliaschewitz et al., 2004).

Diabetes mellitus € um grupo de
enfermidades metabdlicas caracteriza-
das por hiperglicemia, um aumento dos
niveis de glicose no sangue, resultado de
defeitos na secrecdo de insulinad, em sua
acdo ou ambos. Trata-se de uma
complexa sindrome e ndo uma doenca,
pois representa uma somatdria de vdarios
sindis e sinfomas clinicos de vdarias
doencas, na qual coexiste um franstorno
global do metabolismo dos carboidratos,
lipidios e proteinas. Existem multiplos
fatores implicados em sua patogénese.
Calcula-se uma prevaléncia estimada na
populacdo adulta ao redor de 9% para o
ano de 2025 (WHO, 1999). Um estudo
recente  mostrou que nativos do
Alaska/USA possuem menores chances
de desenvolver diabetes em relacdo aos



nativos americanos, pelo fato de
possuirem uma dieta rica em o&leos e
carne de salmdo. O elevado consumo de
peixes, seis vezes maior do que os nativos
americanos e uma atividade fisica didria
moderada, leva essa populacdo a
menores riscos de infoleréncia a glicose.
Porém com a mudanca do estilo de vida
nas Ultimas décadas, estes fatores
preventivos est@o diminuindo com uma
elevada ingestdo de carboidratos,
obesidade e conseqglentemente o
aumento na prevaléncia do diabetes
(Naylor et al, 2003). Fica clara a
associacdo entre fatores nutricionais e o
risco de desenvolvimento de complica-
coes metabdlicas, tais como intoleréncia
a glicose e diabete.

O pdncreas € um orgdo retro-
peritoneal que possui duas funcoes
distintas: uma exdécrina, produtora de
suco pancredtico e outra enddcring,
constituida por aglomeracdes (clusters)
de células especiais chamadas ilhotas de
Langerhans, constituidas por células a. e B.
As células alfa s@o produtoras de
glucagon, hormébénio antagbnico d
insulina, que visa manter a glicemia
constante, ou seja, quando a glicemia
cai, mais glucagon é secretado visando
restabelecer o nivel de dlicose na
circulacdo. As células B, sdo produtoras
de insulina, hormdnio responsavel pela
regulacdo da glicemia. Para que as
células das diversas partes do corpo
humano possam realizar o processo de
respiracdo aerdbica, utilizando dglicose
como fonte de energia, é necessdrio que
a dglicose esteja presente na célula.
Portanto, as células possuem receptores
de insulina, que quando acionados
"abrem" a membrana celular para a
enfrada da dlicose presente na
circulacdo sanglinea. Uma falha na
producdo de insulina resulta em altos
niveis de glicose no sangue, & que a
mesma ndo é devidamente dirigida co
interior das células. O pdncreas também
possui células deltas (3), produtoras de
somatostatina, tendo o principal papel de
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estender o periodo de tempo durante o
qual os nutrientes da alimentacdo sdo
assimilados ao sangue. Ao mesmo tempo,
a somatostatina, ao deprimir a secrecdo
de insulina e de glucagon, diminui a
utilizagcdo dos nufrientes absorvidos pelos
tecidos, impedindo assim a rdpida
exaustdo do alimento, desta maneira
tornando-o disponivel por um periodo
maior de tempo (Wikipédia, 2005).

O pdancreas possui também células
PP, produtoras de polipeptideos pancre-
dticos. A fadiga crénico de todas essas
células leva aco aparecimento do
diagbetes no pdncreas (WHO, 1999).
As ilhotas pancredticas também podem
sofrer alteracdes morfofuncionais décor-
rentes de vdrios fatores, dentre os quais,
fadrmacos que produzem radicais livres
como a estreptozotocina (STZ) (Walker et
al., 1999; Kullin et al., 2000; Biessels et al.,
2005). O wuso experimental da STZ é
amplamente conhecido por induzir e

manter o modelo de neuropatia
diabética sensorial em ratos (Calcutt,
2004).

Pacientes diabéticos tém maior
propensdo em desenvolver hipertensdo,
arteriosclerose, doen-cas oculares, doen-
cas renais, e devem principal-mente estar
atento a feridas ndo cicatrizantes em
extremidades do corpo, como os pés,
pernas e as mdos, que podem levar a
amputacdo do membro, bem como o
aparecimento de vdrias desordens
nutricionais, metabdlicas, infecciosas e as

mais diversas polineurites e polineu-
ropatias autonébmicas e  periféricas,
sistémicas ou localizadas, compro-

metendo todo o organismo (Watkins;
Thomas, 1998; WHO, 1999; N'Guyen Thi et
al., 2005).

Pelo menos quatro tipos de
diabetes mellitus sdo identificados: a)
Diabetes mellitus fipo 1; b) Diabetes
mellitus tipo 2; c) Outros tipos de Diabetes
mellitus (fipo 3) e d) Diabetes gestacional.

O diabetes mellitus tipo 1,
normalmente se inicia na infGncia ou
adolescéncia, e se caracteriza por um



déficit de insulina, devido & destruicdo
das células beta do pdéncreas por
processos auto-imunes ou idiopdticos.
Somente cerca de um a cada 20
diabéticos tem diabetes tipo 1, a qual se
apresenta mais freqientemente entre em
jovens e criangas. Este tipo de diabetes se
conhecia como diabetes mellitus insulino-
dependente ou diabetes infantil, termos
ndo usados na nomenclatura atual.
Nesses casos, o corpo produz pouca ou
nenhuma insulina. Os portadores usual-
mente devem receber injecdes didrias de
insulina. A quantidade de injecdes didrias
é varidvel em funcdo do tratamento
escolhido e também em funcdo da
quantidade de insulina produzida pelo
pdncreas. A insulina sintética pode ser de
acdo lenta ou répida: a de acdo lenta é
ministrada ao acordar e ao dormir; a de
acdo rdpida é indicada logo apds
grandes refeicdes. O confrole rigoroso da
dieta é vital para o diabético tipo 1,
devendo o mesmo evitar carboidratos
simples, bem como grandes variagcdes de
ingestdo caldrica. O diabético com dieta
descompensada pode fer surtos de
hipoglicemia ou hiperglicemia, que se
ndo tratados a tempo podem frazer
seqUelas ou até mesmo levar & morte
(WHO, 1999).

O Diabetes mellitus tipo 2, possui
mecanismo fisiopatoldgico complexo e
ndo completamente elucidado. Parece
haver uma diminvicdo na resposta a
insulina  dos receptores de glicose
presentes no tecido periférico, levando
ao fendmeno de resisténcia a insulina. As
células beta do pdncreas aumentam a
producdo de insulina e, ao longo dos
anos, a resisténcia a insulina acaba por
levar as células beta da exaustdo.
Desenvolve-se freqUentemente em
etapas adultas da vida e é muito
frequente a associacdo com a
obesidade; anfigamente denominada
diabetes do adulto, diabetes relacionada
com a obesidade, diabetes ndo insulino-
dependente, termos ndo usados
atualmente. Outfros fipos de diabetes,
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também chamados diabete tipo 3,
representam menos que 5% de fodos os
casos diagnosticados. Esses ainda podem
ser sub-divididos em: Tipo 3A: defeito
genético nas células B; Tipo 3B: resisténcia
a insulina determinada geneticamente;
Tipo 3C: doencas no pdéncreas; Tipo 3D:
causada por defeitos hormonais; e Tipo
3E: causada por compostos quimicos ou
farmacos.

O Diabetes gestacional: Ao redor
de 2-5% de todos as gestacoes. Entre 20 e
50% destas mulheres desenvolvem
digbetes tipo 2 apds o término da
gravidez (WHO, 1999).

Antes pensava-se que o fator que
predispunha 4 enfermidade era um
consumo alto de carboidratos de rapida
absorcdo. Posteriormente  descobriram
que ndo havia possibilidades de se
contrair diabetes mellitus com o consumo
de carboidratos de assimilacdo lenta.
Recentemente descobriu-se que 05
fatores mais importantes sdo o excesso de
peso e a falta de exercicio,
principalmente para o diabetes fipo 2. A
atividade fisica melhora a administracdo
das reservas de acucares do corpo. As
reservas de glicogénio aumentam e se
distribuem melhor quando o corpo estd
em forma, j& que os lipidios se queimam
com mais facilidade, reservando o0s
carboidratos para esforcos mais intensos
(Wikipédia, 2005).

1.3 - Desnutrigdo, Sistema Nervoso e Dieta
Bdasica Regional (DBR)

O fator ambiental mais importante
para o desenvolvimento morfo-funcional
do organismo vivo é uma nutricdo
equilibrada que satisfaca as necessidades
do organismo, influenciando todos os
fendbmenos que ocorrem nos seres Vivos
(Morgane et al., 1993).

Em paises do terceiro mundo ndo
é raro se encontrar desnutricdo em seres
humanos, que é usualmente de natureza
crénica, ocorrendo geralmente antes do



nascimento e continuando até a vida
adulta (Resnick et al., 1979). A desnutricdo
caldrico-protéica é a principal caréncia
nutricional, ocasionando elevados indices
de morbi-mortalidade infantil em todo o
mundo (FAO/OMS, 1976; Chaves, 1985;
Fundo das Nacoes Unidas Para a Inféncia,
1995).

Dependendo do grau, a desnu-
fricdo pode causar alteracdes irrever-
siveis, principalmente se ocorrer no
periodo critico de desenvolvimento ou de
maior vulnerabilidade neural, que no
homem vai do ferceiro trimestre da
gestacdo até o segundo ano de vida
(Dobbing; Smart, 1974; Forbes et al., 1977;
Allen, 1995).

Nos primeiros periodos do desen-
volvimento do sistema nervoso central
(SNC) e periférico (SNP), os processos
fundamentais de aumento da quan-
fidade (hiperplasia) e tamanho das
células (hipertrofia), bem como o
revestimento dos axdnios com mielina
(mielinizacdo) ocorrem em grande velo-
cidade. Como esse periodo compreende
a fase de amamentacdo, requer uma
nufricdo adequada da mde (Morgane et
al.,1993).

A desnutricGo exerce grandes
influéncias e danos durante o periodo do
crescimento rdpido do cérebro, inter-
ferindo no comeco dos processos de
neurogénese, migracdo celular e dife-
renciacdo. Avaliagcdes quantitativas tém
mostrado relacdes distorcidas entre os
neurdnios e as células da glia, com pobre
formacdo dos circuitos neuronais, com
alteracdes regressivas incluindo morte
celular e axonal e reducdo dendritica,
resultando em padrées modificados da
organizacdo do cérebro (Morgane et al.,
1993; Morgane; Mokler; Galler, 2002).

Segundo o Dr. M. Winick (1989), o
crescimento do cérebro passa por trés
fases ou periodos: Embriogénico (vai da
concepcdo, até o funcionamento da
placenta, aproximadamente com seis
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semanas de gestacdo), Fetal (comeca
com o funcionamento da placenta até o
nascimento) e o Pds-natal (apds o
nascimento). Em conseqUéncia de uma
desnutfricdo materna, o cérebro da
crianca pode apresentar tamanho
reduzido, e conter um menor niUmero de
células, o que explicaria a reducdo da
circunferéncia craniana ao nascer. A
desnutricdo entre outfras consequéncias
ocasiona diversas alteracdes morfo-
funcionais no SNC e periférico (Winick,
1989; Morgane et al., 1993).

O modelo experimental de desnu-
tricGo pela dieta bdsica regional (DBR) foi
descrifo com base nas pesquisas
relacionadas ao consumo desta dieta
multideficiente pela populacdo mais
pobre da zona da mata sul do estado
de Pernambuco (Teoddsio et al., 1990).
A DBR contém 8% de proteinas, sendo
grande parte de origem vegetal, 0,8% de
lipidios e 69% de glicidios. E constituida de
FEIJAO MULATINHO (Phaseolus vulgaris),

FARINHA DE  MANDIOCA  (Manioc
esculenta), BATATA DOCE (lpomaea
batatas) e CHARQUE (Carne bovina

salgada e prensadal). Estes alimentos sdo
cozidos, secados em estufa (60 - 70 C),
moidos (exceto a farinha de mandioca),
misturados de acordo com proporcoes
encontradas em inquéritos alimentares,
peletizados e secados em estufa (60 - 70
C), e é utilizada como modelo expe-
rimental de desnutricdo humana na
experimentacdo com modelos animais
(Vasconcelos et al., 2004).

Embora os efeitos da desnutricdo
no desenvolvimento do SNC e nos
processos patoldégicos que o envolvem
estejam bem explorados (Morgane
et al., 1993; Morgane; Mokler; Galler, 2002;
Vasconcelos et al., 2004) pouco se sabe
sobre o comportamento do SNP normal
ou submetidos a lesdes experimentais na
auséncia de suprimento  alimentar
adequado.



1.4 - Regeneragdo do nervo periférico

A regeneragcdo € um processo
necessdrio e vitalmente importante
para o processo de reparo do nervo
danificado, seja no retardo da mieli-
nizacdo ou na regeneragcdo axonal.
Augustus Waller (1850) confribuiu decisi-
vamente para o desenvolvimento da
neurobiologia celular ao demonstrar que
quando um nervo periférico sofre uma
lesdo grave, as fibras nervosas do
segmento distal degeneram, enquanto
que as do segmento proximal & lesdo
sobrevivem. Quando as fibras nervosas
sdo danificadas, seja por esmagamento,
seccdo, isquemia ou no decorrer de um
processo inflamatdrio, de forma a causar
inferrupcdo da integridade do axdénio,
surge um fendmeno degenerativo nas
fioras distais & lesdo, denominado
degeneracdo Walleriana. Apds a lesdo
axonal também surgem alteracdes do
fipo degenerativo no segmento proximal,
com a consequente reacdo do corpo
celular (Varejdo, 2003). O primeiro pré-
requisito para a regeneracdo axonal é a
sobrevivéncia do neurénio apds a lesdo.
Esta sobrevivéncia vai depender de vdarios
fatores, incluindo: O fipo de neurbnio, a
idade, e a proximidade da lesGo com o
corpo celular. De uma forma geral, os
neurdnios motores dos nervos espinais sdo
menos susceptiveis a morte celular que os
dos nervos cranianos ou  sensitivos; 0s
neurdnios de animais adultos sdo menos
susceptiveis do que os neurdnios imaturos
dos neonatos; quanto mais afastadas do
corpo celular ocorrerem as lesdes, maior
serd a probabilidade de sobrevivéncia do
neurbnio (Varejdo, 2003). Cerca de 3
horas apds a lesdo, no coto proximal do
nervo surgem os cones de crescimento,
gue ndo dependem do corpo celular,
mas sim do material presente no axénio
que estdo em ftrénsito no citoesqueleto.
O brotamento dos axdnios ocorrem
fundamentalmente nos nodos de Ranvier,
localizados até uma distancia de 6 mm
proximal a lesdo, denominada de ‘“zona
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germinativa” por Cajal em 1928. E
importante salientar que o material
fornecido pelo corpo celular via
fransporte  axonal é vital para o
alongamento axonal, j& que os axdnios
em regeneracdo sdo incapazes de
sintetizar a quantidade de proteina
necessdria para o novo citoesqueleto em
formacdo (Varejdo, 2003). A remielini-
zacdo dos axbnios em regeneracdo é
iniciada com o contato entre o axolema
e as células de Schwann das bandas de
BUngner, e a sua extensdo de remieli-
nizacdo é determinada pelas dimensdes
do axdnio. Fatores de crescimento, neu-
rotréficos e moleculares estdo envolvidos
no processo (Varejdo, 2003).

1.5 - Perspectivas

Tendo em vista a associacdo
clinica evidente entre diabetes mellitus e
problemas nutricionais, h&d uma neces-
sidade de se explorar as alteracdes do
SNC e SNP em modelos experimentais
gue possa reproduzir essas associagoes,
na busca de um melhor entendimento da
fisiopatologia das lesdes que afetam os
pacientes portfadores dessas doencas.
Alteracdo dos nervos sensitivos e/ou
motores no modelo de desnutricdo pela
DRB ndo estGdo completamente explor-
adas pela literatura. A associacdo desse
modelo experimental com o diabete
induzido pela SZT poderd auxiliar na
elucidacdo dos mecanismos de intero-
cdo entre a deficiéncia nutricional e as
possiveis agressdes inflamatdrias, localiza-
das ou difusas no SNP, causadas pelo
diabete experimental em nervos de ratos.
Para tanto, a utilizacdo de técnicas
modernas de morfometria e a andlise
ulfraestrutural do SNP serdo ferramentas
bdsicas na readlizacdo de tais inves-
tigagdes. Além disso, andlise funcional
deve ser redlizada e, com o conjunto dos
dados obtidos, futuras investigacdes com
técnicas de regeneracdo  nervosa
poderdo ser melhor interpretadas.
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Efeitos das variagcoes de polaridades nos
potenciais evocados auditivos de ratos
durante o desenvolvimento

Effects of stimulus polarity on the auditory
evoked potentials of the rats during
development
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RESUMO

Foram estudados os efeitos dos estimulos de polaridades (condensacdo (+),
rarefacdo (-) e alternados) nos potenciais evocados auditivos (BERA) de ratos durante o
periodo de lactacdo e pds-lactacdo com o objetivo de detectar possiveis alteracoes
eletrofisiolégicas durante o periodo critico de desenvolvimento do sistema auditivo do
rato. Os dados observados mostram que hd um aumento das laténcias das ondas em
decorréncia da faixa etdria em todos os grupos, sugerindo um desenvolvimento
progressivo da cito-arquitetura tonotdépica normal das vias e integracdes sindpicas
auditivas centrais e periféricas. Conclui-se que as respostas de curtas laténcias
produzidas pelos “clicks” positivos, negativos e alternados em todos os grupos utilizados
ndo produziram diferencas significativas sobre o BERA de ratos em crescimento e
desenvolvimento normal.
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The effects of stimulus polarity (condensation, rarefaction, or alternating polarity
clicks) on the brainstem auditory evoked potentials (BAEPs) in the period of lactation and
post-lactation were studied with objective of detect possible electrophysiological
changes during of the critical period of development of the auditory system of young
rats. The results showed an increase in latency of waves due to age in all groups,
suggesting a progressive development of normal tonotopic architecture of the central
and peripheral auditory nervous system. Concluded that the responses of short latencies
produced by positive, negative and alternating "clicks" in all groups used do not
produce significant differences on the BAEPs of the rats with normal growth and

development.

KEYWORDS: Brainstem Auditory Evoked Potentials (BAEPs); Polarity; Auditory system;

Lactation and Post-lactation; Age; Rats.

INTRODUCAO

O sentido da audicdo é essencial
na vida humana. Juntas, a audicdo
e a fala constituem os meios de
comunicacdo mais importantes entre as
pessoas, formando a base das interacoes
sociais complexas. NGdo é de estranhar,
pois, que a perda da audicdo possa
produzir sérios distUrbios do comporta-
mento (Schmidt, R.F. 1980).

Os Potenciais Evocados (PEs) sdo
respostas elétricas do sistema nervoso em
decorréncia de uma estimulacdo motora
ou sensorial, importante na clinica
otoneurolégica, e pode envolver o
sistema visual, auditivo e somato-sensorial.
Consistem em seqUéncias de ondas
com padrdes especificos de laténcias,
amplitudes e polaridade. Os estudos em
ratos dos Potfenciais Evocados Auditivos
(PEAs), produzidos geralmente estimulos
acusticos de curtas laténcias (10 msec),
podem ser Uteis para anadlisar a
sincronizacdo neural das vias auditivas
centrais e periféricas nos grupos de
neurbnios do nervo auditivo (onda 1),
nucleos cocleares (onda ), complexo
olivar superior (onda lll) e coliculo inferior

(onda 1IV) e suas integracdes sindpticas
(Shaw, N.A. 1988). Dentre os diagndsticos
e avadliacdes do sistema nervoso em
humanos, os potenciais evocados sdo
relevantes e excelentes indicadores
na monitorizacdo cirdrgica, no coma,
tumores e lesdes, desordens tdxicas e
metabdlicas, acidente vascular cerebral
(AVC), infeccdes, perda e diminuicdo da
audicdo, enxaqueca, esclerose multipla
entre outros sinais e sinfomas clinicos
(Chiappa, 1997).

Em 1988, N.A.  Shaw em
Auckland/NZ, também demonstrou no
rato a capacidade de vdrios fatores
alterarem os padroes dos PEAs, entre eles:
Os efeitos das drogas, a temperatura,
atividades epilépticas, o sono, o etanol, a
idade e envelhecimento, os modelos
experimentais de doencas ofoneuro-
l6bgicas, bem como o papel da
mielinizacdo e a influéncia severa da
desnutricdo, j& que a maturacdo do SNC
do rato é pds-natal ele é considerado
um modelo experimental ideal para
demonstrar as alteracdes no formato das
ondas e diminuicdo das laténcias na
resposta auditiva do tronco cerebral
como avdliacdo neurofisioldgica do
sistema nervoso.



Fatores bem definidos podem
modificar os valores das laténcias,
amplitudes e a morfologia, devidos a taxa
de estimulacdo positiva ou negativa,
filtros, intensidades e o local de
colocacdo do eletrodo de referéncia
(Shaw, N.A. 1988; Chiappa, 1997).

Variacoes de fase influenciando os
BAEPs sdo conhecidas desde as pesquisas
de Kiang et al., 1965, Goblick; Pfeiffer,
1969, Salomon; Elberling, 1971; Coste, R.L;
Pfingst, B.E. 1996, demonstrando que os
estimulos de rarefacdo  (negativos)
causam picos de ondas precoces
modificando a caracteristica da forma

da onda, como também foram
encontrados valores de laténcias
menores para ondas | (Kevanishvili;

Aphonchenko, 1981), bem como para
ondas | e V (Ornitz; Walter, 1975). Sand;
Sulg (1984) demonstraram que sdo
devidos a picos precoces que aparecem
como ondas cortadas apds estimulo de
condensacdo. Estimulos de polaridades
alfernadas sdo utilizados para evitar
problemas com as estimulacdes e anular
os potenciais microfénicos cocleares,
evidenciando com maior nitidez a onda |
(Tackmann; Vogel, 1987).

Estimulos de polaridade alternadas
podem evidenciar um grande niUmero de
patologias ndo observadas nas outras
polaridades (Tackmann; Vogel. 1987).

As pesquisas atuais sdo de grande
relevancia para a prevencdo de danos e
melhor compreensdo do sistema nervoso
central, j& que o sistema auditivo estd
envolvido com funcdes complexas bem
diversificadas, importantes para o ser
humano (Chiappa, 1997). Os frabalhos
envolvendo o©os potenciais evocados
auditivos do fronco cerebral e de acordo
com as referéncias aqui citadas,
investigou-se a avaliacdo eletrofisioldgica
dos efeitos das variacdes de polaridades
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de condensacdo (+), rarefacdo (-) e
alternadas sobre as laténcias das ondas |,
ll, ll, IV em ratos da linhagem Wistar no
periodo de lactacdo entre 14 e 18 dias e
poés-lactacdo de 22, 32 e 42 dias de
idade.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 100 filhotes de rato
da linhagem Wistar - Lactacdo-Grupo 1
(14 dias de idade-n=20), Grupo 2 (18 dias-
n=20) - Pds-lactacdo-Grupo 3 (22 dias-
n=20), Grupo 4 (32 dias-n=20) e Grupo 5
(42 dias-n=20). No dia do nascimento os
filhotes foram refirados co acaso e
colocados com uma rata mde em uma
gaiola de lactagcdo, reduzindo assim
possiveis interferéncias genéticas na
formacdo dos grupos experimentais.

Foram utilizadas gaiolas de acrilico
(40 x 30 x 20cm), com tunel para
adaptacdo do comedouro de aco
inoxiddvel e dgua em bebedouro de plds-
fico, piso coberto por serragem e tampa
de aco inoxiddvel.

Foi ufilizado um microcomputador
da ATl NAUTILUS® e 3 eletrodos em 2
canais para o registro dos PEAs do tronco
cerebral, nas estimulacdes sonora foram
utilizados fones ipsi e contralateralmente,
do tipo TDH-39. Foram avaliados os
potenciais com taxa de estimulacdo de
10 pps, utiizando-se polaridades positiva
(condensacdo), negativa (rarefacdo) e
alternada.

No periodo de lactacdo e pods-
lactagcdo todos os animais receberam
dieta isocaldrica. e dgua ad libitum.

Os animais foram  avaliados
eletrofisioldgicamente pelo BAEPs no
periodo de lactacdo entre 14 e 18 dias de
idade, enquanto na fase de pods-
lactacdo esta avaliacdo foi realizada em
grupos independentes nos dias 22, 32 e 42
de idade. Cada animal foi previamente



anestesiado com injecdo intraperitoneal
(ip) e/ou  sub-cut@nea (sc) de
pentobarbital (Nembutal), utilizando a
dosagem de 30 mg/kg de peso corporal.

Os registros dos PEAs foram
realizados numa sala isolada elétrica e
acusticamente. Os pélos da regido do
vértex do crénio e das orelhas foram
raspados e a regido limpada para melhor
contato dos eletrodos e diminuicdo da
oleosidade.

Os eletrodos para registro dos PEAs
foram dispostos na regido do vértex do
cr@nio (Cz) positivo, pavilhdo auditivo
esquerdo (A1) e pavihdo auditivo direito
(A2).

As estimulagcdes sonoras foram
realizadas com “clicks” de condensacdo,
rarefacdo e alternados com 0,1 ms de
duracdo, taxa de frequéncia de 10 pps e
com intensidades decrescentes de 80, 70
e 60 dB. Taxa de estimulacdo de com
cercade 200 promediacodes. As curvas do
PEAs foram captados e analisados pelo
sistemma computadorizado, que forneceu
através de suas promediacdes os registros
das laténcias e amplitudes das ondas |, I,
e IV. As amplitudes ndo foram incluidas.

RESULTADOS

No grupo de ratos de 14 dias de
idade os dados demonstraram que ndo
houve diferencas significativas  nas
laténcias das ondas de | a IV, o mesmo
tendo ocorrido no grupo de ratos com 18
dias de idade, bem como no grupo pods-
lactacdo de 22 dias de idade. Figura 1.
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Figura 1. Efeitos dos clicks positivos,
negativos e alternados na resposta
auditiva do fronco cerebral de ratos
durante a lactagdo com 14 (A) e 18 (B)
dias de idade. Os estimulos foram
apresentados em ordem decrescente de
infensidades de 80, 70 e 60 dB. A
promediacdo dos estimulos acuUsticos de
curtas laténcias (10 msec) avaliaram a
trajetéria das ondas I, I, I, IV e suas
integracodes sindpticas (Média + DP -
ANOVA, p<0,001).

Nos grupos de ratos de 22, 32 e 42
dias a Unica alteracdo perceptivel ndo
significativa foi o igual aumento das
laténcias com estimulos empregados nas
frés polaridades em todas as intensidades,
entre os grupos, nos estimulos das ondas I
e |l (respectivamente nos nucleos
cocleares e no complexo olivar superior).
Figura 2. Ndo foram observadas diferen-
cas significativas das ondas de la 1V,
qguando sdo comparados os animais de
14 (grupo 1); 18 (grupo 2) e 22 (grupo 3)
dias de idade. Figuras 1 e 2.
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Figura 2. Efeitos dos clicks positivos,
negativos e alternados na resposta

auditiva do tronco cerebral de ratos
durante a pds-lactacdo com 22 (C), 32 (D)
e 42 (E) dias de idade. Os estimulos foram
apresentados em ordem decrescente de
infensidades de 80, 70 e 60 dB. A
promediacdo dos estimulos acuUsticos de
curtas laténcias (10 msec) avaliaram a
trajetéria das ondas |, Il, il IV e suas
integracoes sindpticas sindpticas (Média +
DP - ANOVA, p<0,001).

Na utilizacdo dos clicks alternados
ocor-reram o desaparecimento do
potencial microfébnico e uma melhor
nitidez da onda |, bem como um discreto
aumento de laténcia das ondas ndo
significativos nos testes estatisticos.

Os dados também  mostram
alteracdes visiveis morfométricas em
tfodas as ondas nas diferentes faixas
etdrics e com as variacdes de
polaridades em todos 0s grupos.

Foram comparados os cinco niveis
de idade (14,18,22,32 e 42) para todas as
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varidveis (80, 70 e 60 dB), em todas as
ondas (I, II, lll e IV). Foi utilizado o conceito
de grupos homogéneos, ou seja, se
duas idades distinfas ndo se enconfram
em nenhum grupo ao mesmo tempo,
elas sdo significativamente diferentes.
Os dados também foram analisados
pela média + sd, e andlise de varidncia
(ANOVA) seguido pelo feste de
Kruskal-Wallys. Diferencas ndo foram
consideradas significantes quando
P <0,001.

DISCUSSAO

Foi monstrado com eficdcia a
capacidade dos clicks positivos, e
negativos aumentarem as laténcias das
ondas em pacientes com esclerose
multipla (Tackmann; Vogel,1987).

Pelo menos nos mamiferos o
crescimento em espessura da membrana
basilar ndo parece interferir com a
representacdo tonotopica durante o
desenvolvimento. No nascimento os
fatores de desenvolvimento podem
interferir com a organizacdo tonotopica
coclear como um fodo (Geal-Dor
et al., 1993; Romand, R. 1997}, bem como
a modificacdo  ontogenética  das
frequéncias nos neuro nios do nucleo
olivar superior com o progresso da
maturacdo  (Sanes, 1989; Salas M,
et al., 1994). SGo necessdrios vArios meses
para o desenvolvimento dos coliculos
superiores (Withigthon et al., 1990) e
conseqUentemente a formagcdo de
mecanismos mais complexos chama-dos
de computacdo neural (Knudsen et al,
1987).

Os dados monstram que, com o
aumento da faixa etdria dos ratos em
todos os grupos tendem a aumentar os
valores das laténcias das ondas em
decorréncia da idade (N.A. Shaw, 1988).
Em neonatos os potenciais evocados
auditivos  estabelecem  valores de
referéncia na avaliagdo auditiva e no
progndéstico neuroldégico, bem como no



diagndstico de criancas com disfuncdo
audifiva (Guilhoto et al., 2003).

A representacdo de freqUéncias
na funcdo coclear e suas subsequentes
mudancas durante a ontogénese sdo
responsdveis pelas modificacdes da cito-
arquitetura do sistema auditivo central
(Romand, 1997; Xu, J. 1997).

O desenvolvimento e integracdo
do sistema nervoso central e periférico
auditivo do rato neste periodo de
vulnerabilidade neural é de grande
importéncia, porque ele € um animal de
hdbitos noturnos com capacidade de
comunicagdo  ultrassbnica  desempe-
nhando uma sensibilidade auditiva com
um audiograma bem definido para a
espécie (N.A. Shaw, 1988). Pode ocorrer
um “aperfeicoamento” da capacidade
auditiva com a maturacdo do sistema
nervoso, j& que ©0s processos de
hiperplasia e hipertrofia e integracdes
sindpticas sdo de maiores intensidades no
periodo pds-natal, influenciando assim as
alteracdes nas laténcias e amplitudes das
ondas com o aumento progressivo da
faixa etdria (Saintonge et al., 1986; Shaw,
N.A. 1988; Polli-Lopes et al., 1999). Os
mecanismos de desenvolvimento e
regeneracdo das células ciliadas internas
sdo bastante complexos, envolvendo
desde fons até expressdo génica (Kros,
2007).

CONCLUSOES

Os resultados  sugerem  que
conforme a polaridade (+, - e alternadas)
os estimulos do fone podem gerar
deflexdes na membrana da orelha

inferna, que induzem a atividades
elétricas  nos transdutores cocleares,
ocasionando respostas diferentes

conforme o estimulo empregado. Para as
respostas de curtas laténcias os clicks de
condensacdo, rarefacdo e alternados
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nos grupos de animais  utilizados
produziram discretas diferencas ndo
significativas, nos potenciais evocados
auditivos do tronco cerebral. E um
procedimento ndo invasivo e
indispensdvel no auxiio da avaliacdo
otoneurolégica, tanto nos modelos
animais, bem como no homem. Num
futuro ndo tdo distante o manuseio de
células tronco na coéclea poderd nos
trazer certos beneficios d salude auditiva.
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3.1 - ANIMAIS

Foram utilizados 12 ratos machos da linhagem Wistar, totalizando em média
48 nervos isquiaticos e vestibulo-cocleares esquerdo e direito. Os animais foram provenientes

do biotério do Departamento de Nutricao/UFPE.

3.2 - GRUPOS

Os animais foram divididos em dois grupos:

Grupo C — Controle, dieta padrdo do biotério (n=6, 24 nervos).

Grupo D — Diabético, dieta padrdo do biotério (n=6, 24 nervos).
3.3 - DIABETES MELITTUS EXPERIMENTAL

Nos animais com 42 dias de idade, em jejum de 24 horas, foram injetados 60 mg/kg de
estreptozotocina (STZ - Sigma® - USA) em dose unica, via intraperitoneal (Grupo D).

Nos animais controles com 42 dias de idade, em jejum de 24 horas, foram injetados
60mg/kg de solugio tampdo citrato, pH de 4,5, por ser veiculo da droga, em dose Unica, via
intraperitoneal (Grupos C).

Uma semana apds a inoculagio da STZ foi feito monitoramento da glicemia
sanguinea, e os animais com glicemia acima de 150 mg/dl em jejum prévio de 12 horas foram
considerados diabéticos. Da mesma forma os animais controles foram monitorados, sempre
apresentavam glicemia abaixo de 90 mg/dl.

Apos 78 dias do tratamento com STZ, os animais adultos com 120 dias de idade foram

sacrificados para realizacdo da dissecagdo microcirargica para retiradas dos nervos.

3.4 - PROTOCOLO CIRURGICO E HISTOLOGICO

Os animais adultos diabéticos e controles com cerca de 120 dias de idade (n=12) ¢ 78
dias apds a inoculagdo da STZ (n=6), devidamente separados em gaiolas e marcados nas
orelhas, foram previamente anestesiados com éter e perfundidos intravascularmente com

glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido a 4,0% (solu¢do Karnowisky) em tampao cacodilato a
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0,1 M. Seus nervos isquidticos direito e esquerdo, e vestibulo-cocleares direito e esquerdo
foram dissecados e retirados através de microcirurgia, num total de 48 nervos esquerdos e
direitos. Durante a realizacdo da cirurgia foi utilizada a solucdo fixadora Karnowisky
diretamente nos nervos para melhorar a perfusdo, ou seja, “in situ”. Logo depois foram
realizadas 3 lavagens de 10 minutos cada em tampao cacodilato a 0,1 M, o mesmo da solugéo
fixadora. Posteriormente os nervos foram pds-fixados em tetroxido de 6smio a 1% em tampao
cacodilato a 0,1 M por 2 horas, por o ésmio ser fotossensivel os tubos de Ependorffs foram
enrolados em papel aluminio. Em seguida foi realizada novamente 3 lavagens de 10 minutos
cada em tampdo cacodilato a 0,1 M, apos a terceira lavagem os nervos foram lavados com
agua destilada, para ndo ficar nenhum residuo de tampao cacodilato, pois este pode juntar-se o
acetato de uranila e formar precipitados em cada fragmento. Para contrastacdo foi utilizado
acetato de uranila a 5% por 1 hora em recipiente fechado na capela escura, enrolado em papel
aluminio, por também ser fotossensivel. Logo apds foi contrastado com citrato de chumbo por
5 minutos, posteriormente foram realizadas 3 lavagens de 10 minutos cada em agua destilada.
Para desidratacdo do material foi utilizada acetona nas seguintes proporg¢des: acetona 50% por
20 minutos, acetona a 70% duas trocas de 20 minutos cada ou optar por deixar “over night”,
ou seja, toda noite, depois acetona a 90% por 20 minutos e finalmente acetona 100% em 3
trocas de 15 minutos cada.

Para a infiltragdo foi utilizada resina plastica EPON 812 - EMS/USA, durante 3 dias,

na proporgdo de:

RESINA ACETONA
1 3
1 2
1 1
2 1
Pura -
Emblocar -

Posteriormente os nervos foram devidamente emblocados nos moldes plasticos,
marcados e levados a estufa para polimerizacdo durante 72 horas a 60° Celsius. Os fragmentos
foram dispostos nos blocos do sentido proximal para o distal. Os blocos foram aparados para

a realizacdo dos cortes em navalha de vidro, onde foram obtidos os cortes seriados semifinos
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(0,38 a 5 um de espessura) através de microtomia e corados com azul de toluidina, colocados
em laminas e laminulas para observagdo na microscopia de luz (LEICA® AND CARL
ZEISS® MICROSCOPES, GERMANY). Para realiza¢do da ultramicrotomia os cortes foram
cerca de 50 a 60 nm de espessura em navalha de diamante e colocados em grades especificas
para as avaliacdes morfoldgicas descritivas na microscopia eletronica de transmissio (JEOL®
— JEM — 100 CXII ELECTRON MICROSCOPE, JAPAN). As medidas dos parametros

discriminados foram obtidas através de aplicativos especificos para as devidas avaliagdes.
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Protocolo Histoloégico de Preparacdo de
Nervos para Microscopia Eletréonica de
Transmissao

Histologic Protocol for Preparation of
Peripheral Nerves for Transmission Electron
Microscopy

Carlos Augusto Carvalho de Vasconcelos'#, Valéria Paula Sassoli Fazan?t, Kenneth
Charles Mooret, Marcelo Moraes Valenga'

RESUMO

A microscopia eletrbnica de transmissdo é ferramenta Util na realizacdo de
investigacdes de nervos, humanos, tanto em condicdes normais, quanto na presenca
de neuropatias. Modelos experimentais de neuropatias tém sido cada vez mais Uteis na
elucidacdo dos processos fisiopatoldgicos que acometem os nervos comprometidos e,
assim, a utilizacdo da microscopia eletrénica de fransmissdo tem apresentado papel
fundamental no entendimento desses processos. A utilizacdo de modelos animais se faz
necessdria pois tentamos reproduzir em laboratério a forma mais original desses
achados clinicos. Dessa forma, é de extrema importdncia a obtencdo de material
bioldgico o mais integro e intacto possivel, sem perder suas caracteristicas originais.
A presente revisdo demonstra uma das metodologias possiveis para a obtencdo de
material bioldgico, particularmente de nervos, com eficécia e bom uso da microscopia
eletfrénica para os estudos dos modelos experimentais de neuropatias.
PALAVRAS-CHAVE: Nervos sensitivos e motores, processamento histoldégico, sistema
nervoso periférico, microscopia eletrénica de transmissdo.
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47

ABSTRACT

The fransmission electron microscopy is a valuable tool for the investigation of
peripheral nerves either under normal conditions or in the presence of peripheral
neuropathies. Experimental models of neuropathies are useful in the elucidation of the
physiopathological steps of the diseases and transmission electron microscopy
techniques play an important role in this process. The use of experimental models is
mandatory once there is a need for reproducing in the laboratory the clinical findings in
their most original form possible. Thus, the obtainment of a well preserved and intact
biological material is crucial. The present review discuss one of the possible methods for
the obtainment of a biological material of good quality, particularly nerves, to be
investigated under transmission electron microscopy in order to study experimental
models of peripheral neuropathies.

KEY WORDS: Sensitive and motor peripheral nerves, histological processing, peripheral

nervous system, fransmission electron microscopy.

1. INTRODUCAO

divisdo do sistema nervoso

humano é baseada na sua
topografia: o sistema nervoso central
(cérebro e medula espinal, o chamado
neuro-eixo) e o sistema nervoso periférico
(12 pares de nervos cranianos, 31 pares
de nervos espinais ou raquidianos, plexos
autondmicos, gdnglios e as terminacodes
nervosas livres). Atualmente o sistema
nervoso entérico foi incluido nessa
classificacdo, chamado de um "“pequeno
cérebro”, contendo uma quantidade de
neurbnios igual a da medula espinhal
(Bear et al., 2008). O sistema nervoso do
rato é semelhante ao humano, uma
diferenca macroscépica é€ que enguanto
a medula espinal humana se estende até
o inicio da regi@o lombar, a do rato
quase alcanca o sacro. Em termos de
comparacdo, a medula espinal do rato é
proporcionalmente mais extensa que a
humana. A origem de todos os nervos
cranianos do rato se d& em nivel da
medula oblonga ou bulbo, o que facilita
sua identificacdo e coleta, sendo o rato,
portanto, um excelente modelo
experimental para investigacdo de

neuropatias (Varejdo et al, 2004; Jerdbnimo
el al., 2005; Vasconcelos et al., 2009).

As  caracteristicas  marcantes,
principais e mais importantes para a
manipulacdo histolégica adequada dos
tecidos em diferentes espécimes animais
é a reproducdo, em condicdes experi-
mentais, do mesmo padrdo em que se
encontram os tecidos bioldgicos “in vivo”,
ou seja, na forma natural. Para isso a
manipulacdo do tecido que se pretende
estudar deve ser cuidadosa, com a
tentativa de se controlar varidveis como o

pH e a osmolaridade, evitando
desnaturacdo, autdlise tecidual ou até
mesmo lesGo macroscépica  (Souza,
2007).

2. ESPECIMES E DISSECACAO

Alguns animais de laboratério mais
usados em experimentacdo e em
modelos experimentais de neuropatias
sdo: Camundongos (Mus musculus); Ratos
(Raftus  novergicus); Cobaias (Cavia
porcellus) e  Coelhos  (Oryctologus
cuniculus). A tabela abaixo classifica os
mMesmos.
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ANIMAL CAMUNDONGO | RATO COBAIA COELHO

FILO Chordata Chordata Chordata Chordata
SUB-FILO Vertebrata Vertebrata Vertebrata Vertebrata
CLASSE Mammalia Mammalia Mammalia Mammalia
ORDEM Rodentia Rodentia Rodentia Lagomorpha
FAMILIA Muridae Muridae Caviidae Ochotonidae
GENERO Mus Rattus Cavia Oryctolagus
ESPECIE Musculus Norvegicus | Porcellus Cuniculus

Sdo mamiferos de pequeno e
médio porte, de facil criacdo e
manutencdo em biotérios, com gestacdo
geralmente rdpida. Assim, podemos
trabalhar com varidveis controladas, tais
como tamanho da ninhada, geracdes de
filhotes, sexo, peso e idade. A dissecacdo
para retirada dos fragmentos teciduais
que se deseja estudar é geralmente
cirirgica, e deve se tomar extremo
cuidado para ndo esmagar ou prensar o
fecido a ser estudado, danificando assim
a estrutura celular da amostra. O tecido
nervoso é muito fragil quanto co
manuseio (Varej@o 2003) e por isso, o
desejavel é que o mesmo seja fixado “in
locu”, antes da sua dissecacdo e
remocdo do animal.

3. FIXAGAO

A fixacdo tem por objetivo a
preservacdo das estruturas celulares, bem
como a protecdo das lesdes decorrentes
dos pProcessos subseqUentes do
processamento histolégico. Os fixadores
podem ser fisicos ou quimicos. A fixacdo
guimica é o procedimento de escolha
para o preparo do tecido nervoso
periférico. E o processo pelo qual é usada
uma solucdo fixadora, através da
perfusdo infravascular ou da imersdo do
tecido "in situ”, ou apds retirada rdpida
do animal. para tentar preservar o tecido
na forma mais real possivel “in vivo"”, bem
como a sua estrutura morfolégica macro
e microscépica, estabilizando e coagu-
lando, camadas lipidicas, membranas e
formando ligacdes intra e intermole-
culares estaveis. A fixacdo f'isica pode ser
obtida submetendo-se a amostra a um

congelamento rdpido com nitrogénio
liguido (criofixacdo). Esta € comumente
uliizada para reacdes imunohisto-
quimicas no sistema nervoso central. No
caso de nervos periféricos, as solucdes
fixadoras sdo mais eficientes. SGo elas:

3.1 ALDEIDO GLUTARICO
DEIDO)

(GLUTARAL-

E a substancia fixadora mais
utilizada, preserva a cromatina, firma as
ligacdes das pontes cruzadas das
proteinas e ndo inibe a atividade
enzimdtica nos tecidos, sendo utilizado
em técnicas imuno-histoquimicas. E usado
na concentracdo de 2,5%, diluido em
tampdo cacodilato de sédio 0,2 M.
Apresenta custo elevado, porém para
fixar nervo por imersdo é excelente, como
no caso do nervo auditivo do rato ou
cobaia (Vasconcelos, 2005) ou de nervos
muito pequenos (Fazan et. al, 1997,
Fazan et al., 2001; Fazan et. al., 2002).

3.2 TETROXIDO DE OSMIO (ACIDO OSMICO
OU ACIDO PEROSMICO)

Em microscopia eletrbnica de
fransmissdo é usado como um pods-
fixador, enconfrado na forma de cristais
ou solucdo aquosa, altamente voldtil e
téxico. Fixa e estabiliza  extraor-
dinariamente gorduras e fosfolipideos das
membranas, formando um éster insolUvel.
Oxida rapidamente e torna o material
escuro devido as ligacdes com dtomos
de carbonos, ndo precipita proteinas. A
penetracdo tecidual é pequena, dai a
importdncia de se obter fragmentos bem
seccionados e pequenos. Evidencia bem



as mitocdndrias, membranas lipoprotéicas
e principalmente a bainha de mielina dos
nervos. Para o manuseio desta substancia
€ obrigatério o uso de capela de
exaustdo e escuriddo (Souza, 2007).

3.3 PARAFORMALDEIDO (TRIOXIMETILENO)
4%

E um pdéd solivel em dagua
ligeiramente alcalino. Muito utilizado na
microscopia de luz. Menos eficiente nas
ligacdes das pontes cruzadas, porém
possui uma fixacGdo adequada das
amostras. Podem ocorrer variacdes de pH
na solucdo. Quando misturado ao
glutaraldeido a 2,5% € formada a Solugdo
de Karnowisky, muito utilizada para fixar
nervo por perfusdo intravascular e
diminuir o custo do procedimento.

3.4 ACETATO DE URANILA

Em microscopia elefrbnica de
fransmissdo, o acetato de uranila é
utilizado como meio de confraste, ndo
exatamente um corante. Esta substéncia
se fixa aos radicais fosfatos de vdrios tipos
de moléculas, prende-se também cos
grupos carboxilas e aminas livres, ela
facimente se precipita. O tratamento
com uranila induz intensa extracdo de
glicogénio citoplasmdtico. Outra solugdo
bastante usada é o corante de Reynold’s
(citrato de chumbo), para aumentar o
contrate das membranas d microscopia
eletrénica de transmissdo.

4. SOLUCOES TAMPAO

Em microscopia eletrébnica de
fransmissdo é fundamental a
manutencdo e o contfrole do pH das
solucdes fixadoras. A eficiéncia do
sistemma tampdo varia com o pH e a
inferferéncia ou ndo de oufros fatores,
como solubilidade, penetracdo teciduadl,
resisténcia a oxidacdo. Os diferentes
sistemas tampdes sdo utilizados para
manter o controle de um determinado pH
nas solucdes fixadoras, etapas de
lavagem do material, reacdes, entre
outras (Souza, 2007). Principais sdo:
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4.1 TAMPAO CACODILATO DE SODIO

Seu pH de tamponamento
enconfra-se na faixa de pH de 6,4 a 7.4.
Possui grande vantagem sobre os demais
com relacdo a4 fixacdo de materiais
bioldgicos pois permite a estocagem do
material nessa solucdo por longos
periodos de tempo, sem deteriorar.

4.2 TAMPAO FOSFATO DE SODIO

E o mais fisioldgico porque &
encontrado nas células na forma de
fosfatos inorgénicos e éster de fosfato.
N&o é téoxico e o pH desse tampdo
apresenta pouca variacdo em diferentes
temperaturas.

4.3 TAMPAO TRIS

Muito usados em  técnicas
citoquimicas, apresentam-se em duas
formas: TRIS-Maleato e o TRIS-HCI. Abaixo
do pH 7,5 possuem uma diminuida
capacidade de famponamento.

4.4 TAMPAO ZWITERIONICOS

SGo aminas ou aminodcidos N-
substituidos  que  funcionam  como
tampdo para os ions hidrogénio dentro
de um pH enfre 6,15-8,35. Bom para
cultura de células e pouco usado em
microscopia elefrébnica de fransmissdo
pela apresentacdo de  densidade
citoplasmdtica bastante acentuada.

5. DESIDRATAGAO, INCLUSAO,
MICROTOMIA E CONTRASTAGAO

ULTRA-

Uma das técnicas de desidratacdo
pode ser realizada com acetona 50% por
20 minutos, seguida de acetona 70% por
mais 20 minutos. O material pode ficar
“over night” nessa solucdo ou o
procedimento pode seguir com acetona
90% por 20 minutos e terminar com
acetona 100% em 3 frocas de 15 minutos
cada. Pode ser também usado etanol,
dependendo do tipo de resina que



serd utilizada para o procedimento de
inclusdo. A infiltracdo ou inclusdo/
emblocamento pode ser feita com EPON
812® - EMS/USA. Na microtomia, os cortes
fransversais  semifinos dos nervos sdo
realizados com navalhas de vidro, numa
espessura que pode variar de 0,5 a 1,0
um. O material obtido é corado com azul
de foluidina a 1% e, montados enfre
ldmina e laminula, pode ser observado
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realizados numa espessura entre 50 e 80
nm e sdo montados em grades de cobre,
para observacdo na  microscopia
eletrénica de transmissdo. Esses cortes sdo
contfrastados com acetato de uranila a
5% por 1 hora, envolto por papel aluminio,
pois a solucdo ¢é fotossensivel. Em
seguida, utiliza-se a solucdo de citrato de
chumbo por 5 minutos, lavando, em
seguida, em d&gua destilada 3 vezes por

em microscopia de luz. Para a 10 minutos.

ultramicrotomia, os cortes ultrafinos sdo

6. ELETROMICROGRAFIAS

Figuras A-D: Eletromicrografias de secgdes transversais ultrafinas do nervo isquidtico de ratos
Wistar controles e diabéticos agudos (STZ - 60 mg/kg, i.p.). A) Note os axdnios mielinizados
(AX) no grupo controle. Observe a presenca de fibras amielinicas com sua célula de
Schwann e ndcleo bem evidente (seta fina). 8.000x. B) No grupo diabético um macréfago
ndo ativado (seta pequena) emite seus pseuddpodes entre as fibras mielinicas. Note a
presenca de um vacuolo no axoplasma de uma fibra mielinica fina (asterisco). 8.000x. C) A
imagem mostra desmielinizacdo de uma fibra mielinica fina (cabeca de seta) e um possivel
espessamento da membrana basal das fibras amielinicas (estrela) no grupo diabético. Note
a presenca do macréfago entre as fibras nervosas. 10.000x. D) Célula de Schwann (seta
curta) com seu nucleo proeminente e muitas organelas citoplasmdaticas no grupo diabético
(citoplasma da célula de Schwann reativo). 14.000x.



7. CONSIDERAGOES FINAIS

Os procedimentos aqui descritos
sdo utilizados de rotina no preparo de
nervos para avaliacdo em nivel de
microscopia eletrébnica de transmissdo,
mostrando resulfados satisfatorios.
As estruturas endoneurais se apresentam
preservadas de maneira que pode-se
observar as esfruturas de interesse em alta
resolucdo.

8. AGRADECIMENTOS

Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior - CAPES e ao Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico - CNPq.

Figuras E-G: Eletromicrografia de seccdo
transversal ultrafina do VIl nervo craniano de
rato Wistar diabético agudo (STZ - 60 mg/kg,
i.0.). E) Nofe os axdnios mielinizados (Ax)
proximos enfre si. Observe a presenca de
uma célula do sistema circulatério (seta final),
um mondécito entre as fibras endoneurais,
bem como fibras mielinicas com atrofia
axonal evidente. 2.700x. F) A bainha de
mielina (BM) envolvendo um axdnio (seta
pequena). 10.000x. G) A insercdo mostra em
maior aumento o mondcito no endoneuro do
VIl nervo. 14.000x.
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4. RESULTADOS



4.1 —- ANALISES DESCRITIVAS E
MORFOLOGICAS
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Foi investigado neste estudo o efeito cronico do diabetes experimental induzido pelo
tratamento com STZ em ratos aos 42 dias de idade. Os animais foram sacrificados aos 120
dias de idade. O periodo de atuacdo da droga foi de 78 dias, cerca de dez semanas. NOs
consideramos como um efeito hiperglicémico cronico ou diabete experimental cronico, ja que
o efeito agudo é menos demorado e possui caracteristicas morfoldgicas evidentes. Esse efeito
cronico ¢ confirmado pelos achados e alteragdes morfologicas encontrados nas
fotomicrografias e eletromicrografias dos nervos vestibulo-cocleares e isquiaticos de ratos.

Foi observado no biotério que os ratos diabéticos urinavam exageradamente (politria),
comiam bastante (polifagia), bem como defecavam exageradamente ¢ bebiam muita agua
“uma sede voraz” (polidipsia). Praticamente tinha que limpar as gaiolas plasticas todos os
dias, diferentemente dos animais controles. Dois artigos originais foram submetidos a revistas
internacionais, o primeiro no International Journal of Morphology mostra uma visdo geral e
atualizada das neuropatias diabéticas periféricas, bem como resultados originais da
ultraestrutura de nervos, incluindo o nervo isquidtico de rato diabético. O segundo artigo
original submetido ao Neuroscience Letters mostra os efeitos ultraestruturais do nervo

vestibulo-coclear de ratos diabéticos cronicos induzidos pela STZ.



4.2 - ARTIGO ORIGINAL DE REVISAO
INTERNACIONAL
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Abstract:

Diabetes is now considered one of the main threats to human health in the 21 century
and many researchers are dedicated to investigate the physiopathology of the disease, with
further insights on the managements of its major complications. Since understanding the
pathophysiology of the major complications of diabetes and their underlying processes is
mandatory, experimental models of the disease may be useful as they allow the recognition of
the early mechanisms involved in the long-term complications of diabetes. Peripheral nerve
involvement is highly frequent in diabetes mellitus and it has been documented that one third
of diabetic patients have peripheral neuropathy. The true prevalence is not known and reports
vary from 10% to 90% in diabetic patients, depending on the criteria and methods used to
define neuropathy. In this review, the most common experimental models of diabetes are
presented and the pathological findings on major peripheral nerves are discussed. Also, the

insights brought by morphometry to the diabetic neuropathy research are highlighted.

Key Words: Diabetes, Experimental models, Neuropathy, Morphometry
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Epidemiological and Public Health Problems Associated to Diabetes

Diabetes mellitus, coupled with cardiovascular disorders, are the most challenging
public health problems worldwide. Diabetes is now considered one of the main threats to
human health in the 21* century (Zimmet et al., 2001). Its epidemiology is changing basically
due to changes in human behavior and life style, which resulted in a dramatic increase in the
incidence of diabetes in the last decade, especially in South America, Africa and East Asia (of
44, 50 and 57 % respectively) (Zimmet et al., 2001). There are two well known types of
diabetes. Type 1 diabetes, formerly labeled “juvenile-onset diabetes” is due to an
autoimmune-mediated destruction of pancreatic beta-cells resulting in insulin deficiency. Its
pathogenesis involves environmental triggers that may activate autoimmune mechanisms in
genetically susceptible individuals. Predisposition is mediated by a number of genes that
interact in a complex manner with each other and the environment (Zimmet et al., 2001).
Type 2 diabetes formerly labeled “maturity-onset diabetes” is characterized by insulin
resistance or an abnormal secretion of insulin. This is a multifactorial disease and there can be
a relationship with other metabolic disorders such as impaired glucose tolerance and impaired
fasting glucose (Zimmet et al., 2001). These two types of diabetes do not carry with them any
implications of the age of onset of either condition (Williams & Airey, 2002). Most diabetic
epidemic reports deal with type 2 diabetes because the type 1frequency is low relatively to
type 2, which accounts for over 90% of cases globally (Zimmet et al., 2001).

In accordance to the latest International Diabetes Federation (IDF) publication
(Diabetes Atlas, third edition, 2006), it is clear that the incidence and prevalence of diabetes
are increasing at an alarming rate both in developed and in developing countries but the
largest proportional and absolute increase will occur in developing countries, particularly
India and China. In 2003, world diabetes prevalence in adults (20 — 79 years) was 5.1% in a
population of 3.8 billion. The highest prevalence of diabetes in the adult population is in
North America (7.9%), Europe (7.8%) and South America’s prevalence is 5.6%. The number
of deaths attributed to diabetes in adults is above 300,000 males in Europe, East-Asia and
Western Pacific and above 400,000 females in the same regions.

There is a clear connection between type 2 diabetes and population weight gain.
Childhood obesity is a relatively recent phenomenon and it poses a critical threat to health.
Overweight and obesity affects one in 10 children worldwide, but the rate is double in Europe

and three times as great across the Americas. The emergence of type 2 diabetes in childhood
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is a serious development. In the USA, up to 45% of children with newly diagnosed diabetes
have type 2 diabetes and most are overweight or obese at diagnosis.

In recent years, it is clear that the major problem of diabetes is not treating the acute
life-threatening hyperglicaemia but the prevention, treatment and rehabilitation of the long-
term complications of diabetes. In this regard, understanding the pathophysiology of the
major complications of diabetes and their underlying processes is critical. Thus, experimental
models of the disease will allow the recognition of the early mechanisms involved in the long-
term complications of the disease.

The complications of diabetes may be classified into those from atherosclerosis
(cardiovascular, cerebrovascular and peripheral vascular) and from other mechanisms.
Retinopathy, nephropathy and neuropathy occur in both types of diabetes (Dyck & Giannini,
1996). Neuropathy is a common complication of diabetes that accounts for a significant high
morbidity. Sensory loss of the lower limbs may cause foot ulceration that can lead to lower
extremity amputation. Indeed, it has been reported that 20% of all hospital admissions among
diabetic patients in the USA are for foot problems and the rate of lower limb amputation is 15

times higher in diabetic than in non-diabetic patients (Schratzberger et al., 2001).

Diabetic Neuropathy

Peripheral nerve involvement is highly frequent in diabetes mellitus and it has been
documented that one third of diabetic patients have peripheral neuropathy (Comi & Corbo,
1998). The true prevalence is not known and reports vary from 10% to 90% in diabetic
patients depending on the criteria and methods used to define neuropathy (Vinik &
Mehrabyan, 2004). The close correlation between hyperglicaemia and the development of a
clinically detectable neuropathy has been well documented in many studies and risk factors
for the neuropathy development have been suggested such as high cholesterol levels,
smoking, hypertension, male sex, older age and poor glycaemic control (Comi & Corbo,
1998; Harati, 2007). Diabetic neuropathy is an heterogeneous disorder (Harati, 1987; Comi &
Corbo, 1998; Vinik et al., 2000) with high morbidity and can be classified as a number of
different syndromes ranging from sub-clinical to clinical manifestations, depending on the
classes of fibers involved (Vinik & Mehrabyan, 2004). It is the most common form of
neuropathy in developed countries (Vinik et al., 2000) and at least 50% of diabetic patients

develop one or several forms of diabetic neuropathies within 25 years after diagnosis (Harati,
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1987). Diabetic neuropathy encompasses a wide range of abnormalities affecting proximal
and distal peripheral sensory as well as motor nerves and the autonomic nervous system
(Vinik et al., 2000). Distal symmetric sensory or sensorimotor polyneuropathy with a variable
degree of autonomic involvement is the most common type of diabetic neuropathy (Comi &
Corbo, 1998; Vinik & Mehrabyan, 2004).

Clinical manifestations of the symmetric distal polyneuropathies differ depending on
the nerve fiber type most involved. In predominantly small-fiber type neuropathy, pain and
paresthesias, most commonly in the lower extremities, are characteristic symptoms.
Nevertheless, it is an electrophysiologically silent condition. Recently, there is evidence that
this condition may be accompanied by loss of cutaneous nerve fibers that stain positive for the
neuronal antigen PGP 9.5 (Vinik & Mehrabyan, 2004). Autonomic dysfunction is more
prevalent in this form of neuropathy.

In the predominantly large-fiber type symmetric polyneuropathies, loss of ankle
reflexes, decreased position and vibratory senses and sensory ataxia are present (Harati,
1987). Large-fiber neuropathies may involve sensory or motor nerves. These tend to be the
neuropathies of signs rather than symptoms because large fibers subserve motor function,
vibration perception, position sense and cold thermal perception. Unlike the small fibers,
these are the myelinated, fast conducting fibers that begin in the toes and have their first
synapse in the medulla. They tend to be affected first because of their length and the tendency
in diabetes for nerves to “die back” (Vinik & Mehrabyan, 2004). Although sensory
disturbances predominate in diabetic polyneuropathy, distal muscle weakness in the lower
limbs may be present, usually in advanced cases, and is believed to be related to the
neurogenic atrophy caused by motor axon degeneration (Comi & Corbo, 1998).

Progression of diabetic neuropathy is related to glycaemic control in both type 1 and
type 2 diabetes (Vinik et al., 2000; Vinik & Mehrabyan, 2004). Retrospective and prospective
studies have suggested a relationship between hyperglycemia and the development and
severity of diabetic neuropathy (Vinik & Mehrabyan, 2004). The duration of diabetes and
degree of metabolic control are the two major predictors of the development of neuropathy
and determinant of its severity (Harati, 2007). Despite the differences in causation of both
types of diabetes, it has traditionally been assumed that the neuropathy of types 1 and 2
diabetes is the consequence of hyperglycemia and the same patogenetic factors (Harati, 2007).

Diabetic autonomic neuropathy is among the least recognized and understood
complications of diabetes despite its significant negative impact on survival and quality of life

(Vinik et al., 2003). Little is known about the epidemiology of the autonomic neuropathy in
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the different types of diabetes (Comi & Corbo, 1998) and much remains to be learned about
the natural course of diabetic autonomic neuropathy (Vinik et al., 2000). Dysfunction of the
autonomic nervous system is seen in approximately 20 to 40% of diabetics and it is not
simply an “all or none” phenomenon (Harati, 1987). Diabetic autonomic neuropathy typically
occurs as a system-wide disorder affecting all parts of the autonomic nervous system. Indeed,
because the vagus nerve (the longest of the autonomic nerves) accounts for ~75% of all
parasympathetic activity, and diabetic neuropathy manifests first in longer nerves, the
symptoms of even early autonomic neuropathy are widespread (Vinik et al., 2003).

Despite recent information about pathogenetic mechanisms for many of the long term
complications of diabetes, the exact pathogenesis of diabetic neuropathy remains unknown.
Several hypotheses have been proposed to explain pathogenesis of diabetic polyneuropathy,
but the real cause is not well understood. Different mechanisms for the pathogenesis have
been described but none has achieved general acceptance. They are divided into two major
subgroups: abnormalities that suggest a metabolic etiology and abnormalities that suggest a
vascular etiology. Table 1 summarizes the hypothesis implicated in the pathogenesis of
diabetic neuropathy. For most, there is strong experimental support but the details of each
mechanism and their possible interrelationships remain unanswered (Harati, 2007). It seems
that the formation of advanced glycation end products may be an unifying bridge between the
two major hypothesis since it explains many of the diabetic complications (Harati, 2007). In
terms of peripheral neuropathy, the protein glycation cascade suggested by Harati (Harati,
2007) may lead either to demyelination or axonal atrophy. In the first case, glycation of the
myelin proteins would account for myelin destruction and consequent demyelination. On the
other hand, glycation of collagen and laminin could lead to a reduction in nerve growth factor,
leading to axonal atrophy. It is possible that interactions between several direct and indirect
metabolic consequences of insulin deficiency, hyperglycemia, as well as genetic and
environmental factors are required for the mergence of diabetic neuropathies (Harati, 1987).

Four main reasons for studying the pathological alterations of the diabetic neuropathy
were clearly pointed out by Dyck & Giannini (1996): 1) to characterize the interstitial
pathologic alterations of nerve that cannot be inferred from clinical or electrophysiological
studies; 2) to infer mechanisms and causes; 3) to correlate morphometric abnormalities with
change in clinical impairment and nerve conduction, quantitative sensory testing and
quantitative autonomic testing abnormalities; and 4) to correlate neuropathological findings

with metabolic derangements.
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Experimental Models of Diabetes

Experimental models of diabetes can be divided into two main categories: genetic
(spontaneous) and induced syndromes. Many different mammalian species can be used as
experimental models of diabetes including monkeys, cats, sheep, rabbits, dogs, pigs, hamsters,
guinea pigs, rats and mice. Nevertheless, due to their relatively small size, reduced cost, easy
to bread in and maintenance in animal care facilities, rats are the most common animals used
in the experimental diabetes investigations. However, the use of mouse models to advance
knowledge of physiology, pathology and development is exploding in all areas (Fazan et al.,
2002), mainly due to the availability of genetically manipulated mice. Thus, mice are being
introduced as another rodent model for experimental neuropathies studies.

Alloxan and streptozotocin (STZ) are the most prominent diabetogenic chemicals used
to induce experimental diabetes in animals (Szkudelski, 2001; Lenzen, 2008). Since both are
cytotoxic to pancreatic beta-cells, their use to introduce experimental diabetes in rats is
convenient and simple.

Diabetic-inducing property of alloxan was first identified in 1943 (Dunn & McLetchie,
1943) as a result of the observed specific necrosis of pancreatic beta-cells (Dunn et al., 1943).
Alloxan diabetes (state of experimental diabetes resulting in insulinopenia after the alloxan
injection) was then successfully induced in rabbits (Bailey & Bailey, 1943), rats (Dunn &
McLetchie, 1943; Gomori & Goldner, 1943), dogs (Lukens, 1948) and other species such as
cats, sheep, monkeys, pigs and mouse (Lazarow, 1947; Lukens, 1948). Guinea pigs have
shown to be resistant (Johnson, 1950). Subsequent decades witnessed a rise in journal articles
reports and reviews about alloxan and its diabetogenic properties (Lazarow, 1949; Rerup,
1970; Rossini et al., 1975; Mordes & Rossini, 1981; Kurahashi et al., 1993; Szkudelski, 2001;
Lenzen, 2008). Alloxan is a hydrophilic and unstable substance with a molecular shape
resembling glucose. Its half-life at neutral pH and 37 °C is about 1.5 min (Lenzen & Munday,
1991) but when a diabetogenic dose is used, its time of decomposition is sufficient to allow
pancreas penetration in amounts that are deleterious (Szkudelski, 2001). Rapid uptake by
insulin-secreting cells has been proposed to be one of the important features determining
alloxan diabetogenicity. Alloxan exerts its diabetogenic action when administrated
intravenously, intraperitoneally or subcutaneously. The dose required for diabetes induction
depends on the animal species, route of administration and animal nutritional status, age and

gender (Gold et al., 1981). The most frequently used intravenous dose used to induce diabetes
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in rats is 65mg/kg (Gruppuso et al., 1990, Boylan et al., 1992) but the effective dose for
intraperitonealy or subcutaneously injections must be 2 to 3 times higher (Szkudelski, 2001).
Fasted animals are more susceptible to alloxan (Katsumata et al., 1992; Szkudelski et al.,
1998) but high blood glucose levels provide partial resistance (Bansal et al., 1980; Szkudelski
et al., 1998). Several investigations suggested that the selectivity of alloxan action is not quite
satisfactory and alloxan uptake occurs in liver and other tissues (Malaisse et al., 1982; Tiedge
etal., 1997).

The diabetogenic property of STZ was observed 20 years later than alloxan (Rakieten
et al., 1963) and since then, it has been the agent of choice for the induction of diabetes
mellitus in animals (Arison et a., 1967; Lenzen, 2008). STZ is more efficient and specific to
the pancreatic beta-cells than alloxan (Rakieten et al., 1963). STZ is synthesized by
Streptomycetes achromogenes and is used to induce both insulin-dependent and non-insulin-
dependent diabetes mellitus (Szkudelski, 2001). As with alloxan, its beta-cell specificity is
mainly the result of selective cellular uptake and accumulation. The range of the STZ dose is
not as narrow as in the case of alloxan and the frequently used single intravenous injection of
40 to 60 mg/kg in adult rats is enough to induce an insulin-dependent diabetes mellitus state
(Ganda et al., 1976; Rodrigues Filho & Fazan, 2006). If given in multiple low doses,
predominantly in the mouse, an induction of an insulin-dependent diabetes mellitus state is
achieved by activation of immune mechanisms (Szkudelski, 2001). Due to its chemical
properties, particularly greater stability, STZ is the agent of choice for reproducible induction
of a diabetic metabolic state in experimental animals (Lenzen, 2008).

Injections of alloxan and STZ induce the same blood glucose, plasma insulin
responses and morphological features of pancreatic beta-cells destruction characteristics of
necrotic cell death (Lenzen, 2008). When using these chemically induced models of
experimental diabetes, one should take into account that this mechanism is clearly at a
variance with that which underlies autoimmune type 1 diabetes in humans and rodent models
where beta-cell demise is the result of apoptotic cell death (Lenzen, 2008).

The understanding of changes in beta-cells of the pancreas as well as in the whole
organism after alloxan or STZ treatment is essential for using these compounds as
diabetogenic agents. For a complete review of alloxan and streptozotocin mechanisms of
action, refer to Szkudelski, 2001 and Lenzen, 2008.

Some of the most well characterized spontaneous models of experimental diabetes are
the Chinese hamster, the BB/W rat, the db mouse, the guinea pig and the Macaca nigra

models.
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The Chinese hamster was first described in 1959 (Meier & Yerganian, 1959) and after
selective inbreeding, several diabetic lines have been produced. Diabetes in this model is
hereditary and characterized by hyperphagia, polydispsia, glycosuria, hyperglycemia and
decreased longevity (Sims & Landau, 1967; Gerritsen & Dulin, 1967; Gerritsen et al., 1974;
Gerritsen & Blanks, 1974). The hamsters are not obese. After population studies of various
diabetic sub-groups, it was proposed that four autosomal recessive genes are involved in
inheritance of diabetes in this model (Butler, 1962; Gerritsen et al., 1974).

The spontaneous diabetic BB/Wistar rat was first recognized in 1974 and it is
considered a model of type 1 diabetes with a current incidence of diabetes of approximately
40% (Bell & Hye, 1983). The diabetic animals are lean, hyperglycemic, hypoinsulinemic and
have significant polyuria and glycosuria. Males and females are affected equally. Onset of
diabetes is abrupt, early and progressive with ketoacidosis developing in 60 to 80% of the
diabetic animals (Tannenbaum et al., 1981; Nakhouda et al., 1977; Nakhouda et al., 1978).
The hyperglycemia is caused by an immune-mediated destruction of insulin producing cells
(Harati, 2007). Genetic examination of diabetes in the BB/W rat indicates transmission via a
single autosomal recessive gene with 50% phenotypic expression when homozygous for
diabetes (Bell & Hye, 1983).

The db mouse (C57BL/KsJdb) was first reported in 1966 (Hummel et al., 1966) and it
presents a syndrome similar to type 2 diabetes in humans characterized by obesity, infertility,
hyperphagia and marked hyperglycemia (Hummel et al., 1966; Bray & York, 1979; Coleman
& Hummel, 1967; Coleman, 1978; Herberg & Coleman, 1977). Obesity precedes the onset of
hyperglycemia. Diabetes in the db mouse is hereditary and due to a single gene mutation
located on chromosome 4 (Bell & Hye, 1983). Homozygous animals are all obese, diabetic
and infertile (Coleman, 1982). In contrast to the Chinese hamster and BB/W rat, db mice
present early hyperinsulinemia that drops to normal levels with aging.

Spontaneous diabetes in the guinea pig is a model of type 1 diabetes, initially reported
in 1973 (Munger & Lang, 1973). They present glycosuria and hyperglycemia that affect 50%
of animals in their breeding colony. Only 10% of animals develop ketoacidosis and insulin
treatment is not required (Bell & Hye, 1983). A viral infection is thought to be the etiological
agent but none was isolated (Munger & Lang, 1973).

The etiology of the Macaca nigra diabetes is uncertain but resembles type 2 diabetes
in humans. This is a useful animal model of diabetes particularly because it is the species

most closely related to humans that any other diabetic animal (Bell & Hye, 1983).



66

Other models of spontaneous diabetes are available but have been much less explored
and their availability is limited. For example, the non-obese diabetic mouse (NOD-mouse)
becomes insulin dependent because of a marked insulinitis (Makino et al., 1980) but
spontaneous diabetes develops over a time which may range from 12 to 30 weeks of age and
animals with the same duration of diabetes may differ significantly in age (Schmidt et al.,
2003). This could introduce bias in the interpretation of morphological findings particularly
for the nervous system. The leptin-deficient mouse (ob/ob-mouse) is a model of type 2
diabetes with mild hyperglycemia, insulin resistance and early obesity (Drel et al., 2006). The
obese and hyperglycemic BBZ rats serve as a model of type 2 diabetes, with insulin resistance
and a slowly progressive nerve conduction deficit (Harati, 2007). For a review of the animal
models of diabetes mellitus refer to Mordes & Rossini, 1981; Bell & Hye, 1983; Tarui et al.,
1987 and Sharma & Thomas, 1999.

Experimental Diabetic Neuropathy in Rats: Morphometry Insights

It has long been known that many different experimental models of diabetes are
associated with abnormal nerve conduction. This is true for alloxan (Eliasson 1964; Eliasson,
1965; Preston, 1967; Eliasson, 1969; Sharma & Thomas, 1974) or STZ (Sharma & Thomas,
1974; Greene et al., 1975; Fukama et al., 1978; Jeffreys et al., 1978; Jakobsen, 1979;
Sugimura et al., 1980; Weis et al., 1995) experimental diabetes. The main point that needs to
be clarified is whether morphological alterations observed in the nerves and their fibers are
responsible for conduction velocity impairment in experimental diabetes. This is still a
controversial issue. Alterations in the peripheral nervous system of genetic or induced
experimental models of diabetes have been extensively investigated and findings of relative
importance and interest have been described. Nevertheless, morphological alterations totally
comparable to those that occur in the human diabetic neuropathy are not completely
reproducible (Sharma & Thomas, 1999). Despite the concern that the relevance of the animals
findings may be questionable, it is expected that alterations observed in experimental models,
especially in the early or acute cases, will be useful for a better understanding of the
neuropathy development mechanisms (Sharma & Thomas, 1999). Controversy exists as to the
morphological and morphometric changes in experimental diabetic neuropathy because the
findings depend mostly on the experimental model per se, the age of the animals used on the

induced models, the time-frame investigated, the nutritional state of the animals, and others.
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Of all diabetic neuropathy experimental models, the rat peripheral nervous system is
most commonly investigated in the literature. There is information about the neuropathy in
genetic models and the alloxan model. However, the largest amount of data has been
produced in the STZ-injected rat which will be primarily discussed.

In the early 70’s, Sharma & Thomas (1974) investigated the morphology of the sural,
tibial fibular and abdominal vagus nerves in rats rendered diabetic with STZ injection for up
to 49 weeks of survival time. The authors first investigated sciatic and tibial nerves
conduction velocity before performing histological examination of the nerves. As expected,
conduction velocities were smaller accordingly to the high blood glucose levels in all ages
studied. Histological examination of the nerves included light and transmission electron
microscopy and also measurements of myelinated fiber numbers, density, size and
distribution. The results were very disappointing since no differences between controls and
diabetic animals were found for each of the morphological parameters. Teased fiber
preparation showed no evidence of demyelination or axonal breakdown. No alterations in the
unmyelinated fibers were evident by transmission electron microscopy. Later, Jakobsen
(1976a) identified in rats a reduction in the fibular nerve myelinated fiber size as early as 4
weeks after STZ injection, with no reduction in fiber number. A reduction in the myelin area
was also observed with the small fibers being more affected than large ones. A study of
isolated myelinated fibers (Jakobsen, 1976b) showed no signs of demyelination. The
structural abnormality of the axon was demonstrated a few weeks after the STZ injection and
was prevented by insulin treatment (Jakobsen, 1979). The author concluded that axonal
abnormality resulted from the metabolic derangement and not from the long-term diabetic
changes of intraneural vessels (Jakobsen & Sidenius, 1980). A decrease in axonal transport of
structural proteins was demonstrated 4 weeks after STZ injection (Jakobsen & Sidenius,
1980). Afterwards, many literature reports confirmed these findings. Britland et al. (1985) and
Bhoyrul et al. (1988) showed a reduction of the myelinated axonal area in the sciatic and tibial
nerves of SZT-diabetic rats while Sharma et al. (1985), McCallum et al. (1986) and Sugimura
et al. (1980) showed a reduction of the axonal caliber in the tibial and sural nerves of STZ-
diabetic rats. The investigation of distal (plantar) nerves confirmed the axonal atrophy (Brown
et al., 1980; Sharma et al., 1981; Chokroverty et al., 1988; Thomas et al., 1990) present in this
experimental model of diabetic neuropathy. These findings added the information of a “dying
back” neuropathy with breakdown of myelinated fibers in the most distal nerves with
preservation of the fibers in more proximal ones (Brown et al., 1980). Studies of the fibers

size in BB/W rats have also demonstrated reduction of axonal caliber mainly in the distal
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segments of the nerves (Yagihashi & Sima, 1985; Yagihashi & Sima, 1986; Medori et al.,
1988; Harati, 2007), in accordance with the findings on the STZ model.

Most of these investigations were performed in limb nerves (motor and/or sensory)
while trunk nerves are much less explored. More recently, we have investigated somatic and
autonomic nerves of the trunk in the STZ-model of diabetic neuropathy. Limb nerves are
more susceptible to external traumas or injuries especially when a long-term investigation is
necessary. Thus, a possible association between the external injury and the induced diabetic
neuropathy might introduce a bias in the interpretation of results. We demonstrated in the
aortic depressor nerve of rats with acute STZ-diabetes, morphological signs of axonal atrophy
of the myelinated fibers as early as 15 days after the injection (Salgado et al., 2001) which
was also confirmed for chronic animals (Figure 1). A detailed morphometric investigation
confirmed this morphological evidence (Fazan et al., 2006). Blood vessels were not
investigated since most aortic depressor nerves do not have an endoneural vessel (Fazan et al.,
1997; Fazan et al., 2001). We also investigated the phrenic nerve (Rodrigues Filho & Fazan,
20006), the renal nerve (Sato et al., 2004) and the vagus nerve (Sato et al., 2006) of rats with
chronic STZ-diabetes.

For the phrenic nerves, we demonstrated, using light microscopy morphometry, an
axonal atrophy mainly on the large myelinated fibers. Transmission electron microscopy
studies showed that the small myelinated fibers of phrenic nerves are severely affected in this
experimental model and their alterations are closely related to the vascular damage present in
these nerves (Figure 2). It is well established that diabetic patients present basement
membrane thickening, endothelial hyperplasia and luminal collapse of the endoneural vessels
(Malik et al., 2005) and our observations in the STZ-model are in accordance to these findings
in humans. Also, it has been suggested that small fibers are more susceptible to ischemia
(Parry & Brown, 1982) and the alterations we observed in the endoneural vessels in the STZ-
induced diabetic neuropathy are severe enough to cause endoneural ischemia. Unmyelinated
fibers are also injured but to a lesser extent (Figure 2).

Harati (2007) stated that the structural microvascular abnormalities seen in diabetic
neuropathy are late in occurrence being that the earliest adverse effects are generally
metabolic and result from direct exposure of the nerves to glucose. The initial metabolic phase
is then progressively replaced by a structural phase. Our observations in the aortic depressor
nerves are in accordance with this hypothesis since the acute (15 days after STZ) finding was
an axonal atrophy of the myelinated fibers, compatible to observations on the sciatic nerve of

these animals (unpublished data) (Figure 3), and the chronic (12 weeks after STZ) findings
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pointed towards a Schwann cell injury, since the myelination degree was being affected
(Fazan et al., 2006) (Figure 1). For the phrenic nerves, the axonal atrophy was evident in the
large myelinated fibers while the small ones were severely injured in close relation to the
damaged endoneural vessels.

Several groups of investigators have described segmental demyelination and axonal
degeneration in nerves of rats with chronic experimental diabetes (Hildebrand et al., 1968;
Preston, 1967; Sahgal et al., 1972; Powell et al., 1977; Yagihashi et al., 1979) but most used
alloxan to induce diabetes. Several authors who investigated STZ-diabetes described
segmental demyelination and remyelination as well as abnormalities of the paranodal myelin
at a similar rate as for the control animals (Sharma & Thomas, 1974; Sharma et al., 1981),
suggesting these alterations to be more related aging (Jeronimo et al., 2008). Thomas et al.
(1990) described a reduction of the myelin thickness mainly on the small myelinated fibers of
the tibial nerves in chronic STZ-diabetic rats especially if the induction of diabetes was at
early stages of life. At later stages, the axon size was consistently reduced in diabetic animals
compared to controls. In our observations, chronic STZ-diabetes was able to cause
demyelination, especially on the small fibers either on the aortic depressor nerve (Figure 1B),
or the phrenic nerve (Figure 2Bb). However, these observations were not as important as the
axonal atrophy present in these nerves. Also, in the acute animals, no signs of demyelination
were present in any of the nerves we have already investigated with STZ-diabetes.

Human diabetic polyneuropathy was described in the late XVIII century and is the
most common chronic complication of diabetes that remains the least understood
(Andriambeloson et al., 2006). Despite the diversity of the reported clinical features, it seems
that its morphological hallmark is the degeneration of the peripheral nerves. In fact, several
reports on human nerve biopsies of diabetic patients demonstrate an axonal loss, greatest in
distal nerves, in a multifocal way (Dyck et al., 1986; Behse et al., 1977; Dyck & Giannini,
1996) that appear to be more severe in small fibers (Brown et al., 1976; Said et al., 1983).
Unfortunately, these observations are not similar to most described alterations observed in
experimental models of diabetes. Few experimental studies have described reduction in the
number of myelinated and/or unmyelinated fibers but interestingly, most investigated
autonomic nerves. Still, reports on the autonomic nervous system involvement in animal
models of diabetes are rare. Yagihashi & Sima (1985) demonstrated a decreased number of
the unmyelinated fibers in the mesenteric nerves of BB rats after 8 months duration of
diabetes. We investigated by light microscopy and morphometry the renal nerves in STZ-

model of chronic diabetes and demonstrated a decrease in the small myelinated fibers number
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in diabetic animals (Sato et al., 2004) (Figure 4). Later, we described a reduction in the small
myelinated fiber number in the cervical vagus nerve in the same model (Sato et al., 2006),
which was also demonstrated by morphometry (Figure 5). Interestingly, we have been using
the same experimental model of STZ-diabetes for a long time and had the opportunity to
investigate several different nerves with intriguing findings. In somatic nerves with large
myelinated fibers, axonal atrophy is the prominent alteration. On the contrary, in autonomic
nerves, since there is a predominance of small myelinated and unmyelinated fibers, it seems
that the main findings point towards a fiber loss. These differences between nerve alterations
certainly help to explain the wide variety of signs and symptoms found in diabetic patients.
Also, depending on which nerve first is most affected, patients might have predominantly
sensory/motor or autonomic symptoms which is one of the most remarkable clinical

characteristics of human diabetes.
Concluding Remarks

Morphometry is a method used not only in clinical laboratory routine but also for
research purposes in order to collect data, and analyze results in the most objective and
precise maner. It also allows for establishing a relationship between different anatomical
structures with respective functions (Fazan, 2008). Particularly for nerves, this technique is of
great value as it reveals minimal morphological differences between form and function.
Histologic associated with morphometric analysis is used to characterize pathological
modifications at the cellular level. This is crucial for a more accurate and sensitive diagnosis
of peripheral nerve diseases (Fricker et al., 2008). Three levels of analysis are generally used
(Fricker et al., 2008): (1) a global analysis of the myelination state by using teased fibers, (2)
a quantitative morphometric study on semi-thin sections to quantify changes in the fiber
caliber and on the myelin/fiber ratio and (3) an electron-microscopic approach to investigate
ultrastructural changes and to quantify and measure unmyelinated fibers.

Morphometry has been widely used in the investigations of human diabetic
neuropathy and in experimental models of the disease, providing valuable new insights into
the pathology and pathophysiology of the disease. Nerve morphometry in the STZ-model of
diabetes was performed by several authors, in an attempt to duplicate and then interpret the
changes that occur in early human diabetes. Thus, nerve morphometry has been a powerful
tool on the investigation of the diabetic neuropathy, not only in humans, but also in

experimental models.
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Table 1: Most common abnormalities implicated in the pathogenesis of diabetic neuropathy

according to the two major proposed sub-groups.

Vascular Etiology

Metabolic Etiology

Hyperglycemia
T Endoneural vascular resistance

{ Nerve blood flow (endoneural hypoxia)

Endothelial dysfunction ( prostacyclin

and nitric oxide, T endothelin)

Advanced glycation of vessel wall

Basement membrane thickening

Endothelial cell swelling and pericyte

degeneration

Closed (collapsed) capillaries

Occlusive platelet thrombi

Epineural vessel atherosclerosis

T Oxygen free radicals activity

Hyperglycemia / Hypoinsulinemia
Dyslipidaemia

1 Aldose reductase activity (T polyols,
J myo-inositol)

J Nerve sodium-potassium ATP-ase

J Rate of synthesis and transport of intra-

axonal proteins
1 Glycogen accumulation

1 Monoenzymatic peripheral nerve protein

glycosylation

J Incorporation into myelin of glycolipids

and aminoacids
Abnormal inositol lipid methabolism
4 Nerve L-carnitine level

T Protein kinase C activity
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Figure 1:
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Figure 1: Representative electron-micrographs of the aortic depressor nerve of chronic STZ-induced diabetic
rats showing axonal atrophy (arrows). Note in “B” the presence of an image suggestive of demyelination (*).

Scale bar =1 um.
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Figure 2:

Figure 2: Representative electron-micrographs of the phrenic nerve of chronic STZ-induced diabetic rats. “A”
shows a collapsed endoneural vessel with thickening of the wall. “B” shows a large myelinated fiber (a) with
loose myelin sheath and signs of axonal atrophy. Note also, the presence of a small myelinated fiber (b) with a
very thin and loose myelin sheath, suggestive of remyelination. Arrowheads point to micro-axons which were

very common on the unmyelinated fibers. Scale bar =1 um
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Figure 3: Representative electron-micrographs of the sciatic nerve of acute STZ-induced diabetic rats. Arrows
show axonal atrophy of large myelinated fibers while the small myelinated ones (arrowheads) are normal. In

“B”, a normal blood vessel is shown (*). Scale bar = 2um and = lpm in A and B, respectively.
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Figure 4: Renal nerves semi-thin cross sections of control (A) and chronic STZ-diabetic (B) animals. Note the
larger number of small myelinated fibers (arrows) in the control nerve compared to the diabetic one. Toluidine

blue staining, scale bar =20 um.
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Figure 5: Frequency distribution histograms of the myelinated fibers of the cervical vagus nerve in chronic STZ-

diabetic animals (upper panel) compared to controls (lower panel). Although the shape of the distributions is

very similar, note the reduction of the frequency of small myelinated fibers (arrows) on the diabetic animals’

nerve.
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Abstract:

It is widely described in the literature that diabetic patients present hearing
impairment. Despite the histological alterations of the internal year structures in these patients
as in experimental models of diabetes, to the best of our knowledge, an histological evaluation
of the vestibulocochlear nerve was not performed. In the present study, ultrastructural
alterations were described and compared between a spinal nerve and a cranial nerve in rats
with chronic induced diabetes. Male Wistar rats (n = 12), fed with standard diet from the
animal care facility, with 42 days of age were used. Induced diabetic animals (n=6) were
fasted for 12 hours and injected intraperitoneally with streptozotocin (STZ - 60mg/kg) in a
single dose. Control animals (n=6) received vehicle. Ten weeks after STZ injection the
animals were perfused intracardially with Karnowisky solution. Right and left
vestibulocochlear nerves were dissected and histologically processed for epoxy resin
embedding. Samples were observed under the transmission electron microscope. Our results
showed large myelinated fibers with morphological signs of axonal atrophy in the
vestibulocochlear nerves. Our findings suggest that chronic STZ-induced diabetes in rats
caused alterations in the myelinated fibers and Schwann cells, compatible to the classic
diabetes signs and symptoms. Morphological alterations of the vestibulocochlear nerve in
diabetes is being described for the first time and such information corroborate to a better

understanding of changes in hearing observed in diabetic patients.

Keywords: Experimental diabetes, vestibulocochlear nerve, ultrastructure, myelinated

fibers, axonal atrophy
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Among several metabolic diseases, diabetes is the affection most commonly related
with auditory disorders [17]. Studies about the relationship between diabetes and auditory
impairment have shown variable results [16]. Nevertheless, the sensorineural hearing loss is
one the most well documented signs of the hearing impariment in diabetic patients
[5,11,17,21]. Despite the well documented sensorineural hearing loss in diabetic patients,
there is still a controversy regarding the etiopathogenesis of this loss [5,17] as two main
theories have been under investigation for many years: angyopathy and neuropathy. The
angyopathy in diabetic patiens with hearing loss was characterized by the thickening of the
basement membrane, particularly on the stria vascularis vessels [6,15,18], also associated with
endothelial proliferation and narrowing of vessels lumen. In terms of neuropathy, spiral
ganglion neurons atrophy and demyelization on the 8" cranial nerve were observed in diabetic
patients [17,18]. Animal models of diabetes have been widely used in biomedical studies
because they offer promise of new insights into human diabetes [24]. Streptozotocin (STZ)—
treated rats are an animal model of insulin-dependent diabetes mellitus (IDDM) commonly
used to study the peripheral nervous system alterations caused by diabetes even though the
changes do not fully match the alterations observed under clinical conditions. Despite the
failure to reproduce the widespread structural abnormalities in peripheral nerve observed in
cases of established neuropathy in man, animal studies may be informative as to the changes
that develop in the early stages of human diabetes [22,26]. In order to investigate the auditory
impairment in diabetic animals, the brainstem acoustic evoked potentials were studied in
STZ-diabetic rats [23] and mice [12], with similar results. But, to the best of our knowledge,
an histological evaluation of the 8™ cranial nerve (vestibulocochlear nerve) in STZ-diabetic
rats was not yet performed. In this study we have undertaken morphologic studies of the 8"
cranial nerve in untreated STZ-diabetic rats and nondiabetic control animals over a 12-week
period. The presence of neuropathy was assessed by transmission electron microscopy in the
mid segment of the nerves from both right and left sides.

Experiments were performed on male adult Wistar rats weighing 180-200 g at the
beginning of the experiments. Animals were born and raised in a carefully regulated
environment maintained at 21 to 23 °C, 40 to 70 % relative humidity and 12/12 hour
light/dark cycle. Diabetes was induced by a single intraperitoneal injection of streptozotocin
(STZ) (60 mg/kg; Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA) on overnight-fasted rats (N
= 6). High plasma glucose levels, excessive daily water intake and a large increase in urinary
volume confirmed the diabetic state. Control rats (N = 6) received vehicle (0.01 mol/l citrate

buffer, pH 4.5) injected intraperitoneally. Fasting blood glucose (mg/dl) was determined with



94

a glucose analyzer (Beckman Instruments, Inc., Brea, California, USA) on the experimental
day. Rats with fasting glucose levels higher than 150 mg/dl were considered diabetic.

Ten weeks after STZ injection the animals were anesthetized with sodium
pentobarbital (Nembutal, 40 mg/kg, i.p.) and perfused through the left ventricle first with a
phosphate buffered saline 0.05 M solution, pH 7.4 and then with a 2.5 % glutaraldehyde and 4
% paraformaldehyde solution, in 0.1 M cacodylate buffer, pH 7.2. All procedures adhered to
The Guide for the Care and Use of Laboratory Animals prepared by the National Academy of
Sciences and published by the National Institutes of Health (NIH Publication n° 80-23,
revised 1978) and the norms of the Ethics Committee for Animal Research of the Federal
University of Pernambuco State, Brazil (protocol number 23076.015775/2005-14). Every
effort was made to minimize the suffering of the animals and the number of animals used. The
8™ cranial nerves from both sides were dissected from the spiral ganglion through the point
they enter the brain stem. Nerves were placed in the fixative solution for an additional 12
hours. Thereafter, they were washed in cacodylate buffer, pH 7.2 and their distal segments
(close to the brain stem) were excised and processed for epoxy resin embedding (EMbed
812®, Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) as described elsewhere [1,4]. The
methods for histological preparation of the nerves were previously described [7-9,25]. Briefly,
before embedding, the nerves were oriented to permit semi-thin (0.5 to 1.0 pm thick)
transverse sections of the fascicles, which were stained with 1% toluidine blue and observed
under the oil immersion lens of an Axioimager M1 photo-microscope (Carl Zeiss, Jena,
Germany). The light microscopy study was carried out in order to check for the good quality
of the histological preparation of the nerves to be studied. For the transmission electron
microscopy studies, thin transverse sections were mounted on 2x1 slot grids, covered with
formvar 0.5% solution, stained with lead citrate and uranyl acetate, and observed under the
transmission electron microscope (JEM-1230, JEOL-USA, Inc., Peabody, MA, USA),
equipped with a digital camera.

Body weight and plasma glucose level values for control and diabetic animals are
shown in Figure 1. Control animals showed a significant increase in body weight from the day
of injection to the day of the experiment. Diabetic animals also showed an increase in body
weight during the 10-week period but there was a significant difference between diabetic
compared to controls at the end of the experiment. Diabetic animals gained less weight
compared to controls. As expected, plasma glucose levels were significantly increased in

STZ-injected animals compared to controls during the 10-week experimental period.
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All nerves included in this study showed good preservation of structures and consisted
of a single fascicle in both experimental groups. The perineurium was found to be very thin,
consisted of one layer of flattened connective tissue cells. The endoneurium consisted mainly
of longitudinally oriented collagen fibers that occupied much of the space between the
myelinated and unmyelinated axons (Figure2). Most of the myelinated axons were of large
size, intermingled with small caliber myelinated ones. Unmyelinated fibers were rarely seen.
No morphological differences were observed between sides in the same group. STZ animals
showed large myelinated fibers with clear signs of axonal atrophy (Figure 2) and swollen
Schwann cells. Myelin infolds and balls of myelin were also present (Figure 2) as were
swollen large axons. The unmyelinated fibers were more preserved, despite the presence of
some Schwann cells devoid of axons and/or with vacuoles in the cytoplasm. No myelinated or
unmyelinated axonal sprouts were evidenced. There was no evidence of endoneural
capillaries damage in the vestibulocochlear nerves of STZ-injected animals. Pericytes were
present and mostly normal.

Despite the fact that our study was limited to 10 weeks of diabetes, previous studies
from our laboratory [10,24] have demonstrated that 15 days of diabetes is long enough for the
observation of the first morphometric signs of axonal atrophy in this model of diabetes. The
axon diameter is thought to be the most important parameter of conduction velocity [20].
Although we have not performed a nerve conduction velocity in this study, our ultrastructural
observations clearly indicate a reduction of the axon size, what might contribute to the
impaired function of brainstem acoustic evoked potentials observed in rodent models of
diabetes [12,23]. Our results suggest that there is a vestibulocochlear neuropathy in the STZ-
diabetic rat and that this may be an axonopathy, as suggested for other nerves in this diabetes
model [2,3,10,19,22,26].

The STZ-diabetes model is widely used to investigate the experimental diabetic
peripheral neuropathies [13,14,19,26-28] but few studies have performed a detailed
assessment of either unmyelinated fibers or capillary morphology in this animal model [8] and
the ultrastructure of the vestibulocochlear nerve was investigated for the first time. Rodrigues
Filho and Fazan [22] demonstrated, by light microscopy, axonal atrophy on the phrenic
nerves’ large myelinated fibers. A posterior ultrastructural study of these nerves [8] added the
evidence of small myelinated fiber neuropathy due to the STZ injection clearly associated to
the endoneural vessels severe damage present on diabetic animals. The present study confirms
the axonal atrophy observed by Rodrigues Filho and Fazan [22] but not the blood vessels

damage. This could be due to the fact that our STZ-injected animals presented mild diabetes
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(blood glucose levels between 150 and 250 mg/dl) compared to those on Fazan et al. [8] study
(blood glucose levels above 350 mg/dl) and also that Fazan et al. [8] studied a longer period
of induced diabetes that the present study. This comparison suggests that the blood vessels
damage might be related to a higher blood glucose level and that the axonal atrophy observed
in both investigations is related to the hyperglycemia. Morphological alterations of the
vestibulocochlear nerve in experimental diabetes is being described for the first time and such
information corroborate to a better understanding of changes in hearing observed in diabetic

patients.
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Figure 1: Upper panel: Body weight on the day of injection (streptozotocin (STZ) or vehicle) (black bars) and
10 weeks later (gray bars). Lower panel: Fasting blood glucose level on the day of injection (STZ or vehicle)
(black bars) and 10 weeks later (gray bars). * indicates significant difference compared to the day of injection. #

indicates significant difference compared to control group (N = 6 for both groups).



Figure 2: Electron micrographs of vestibulocochlear nerves from male adult Wistar rats. In the endoneural space
of control nerves (A), note the presence of large myelinated fibers (M), Schwann cell nuclei (S) and few
unmyelinated fibers (white arrow). The diabetic animals’ nerves (B) showed myelinated fibers with clear signs
of axonal atrophy (black arrows), myelin infolds (arrowheads) and axoplasmic swelling (*). The white

arrowhead points to a normal unmyelinated fiber. Bars =2 pm.
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Foi demonstrado no presente estudo que no modelo experimental do diabetes mellitus
cronico do tipo I que como conseqiiéncia do diabetes fibras mielinicas grandes com sinais de
atrofia e degeneracdo axonal foram encontradas tanto no nervo isquidtico quanto no nervo
vestibulo-coclear. Algumas fibras mielinicas de pequeno didmetro dos nervos isquiaticos
mostraram sinais de degeneracdo da bainha de mielina, caracterizando uma neuropatia do tipo
mista. Em ambos os nervos, células de Schwann com citoplasma edemaciado estavam
presentes.

O diabete cronico induzido pela STZ em ratos provocou alteragcdes das fibras
mielinicas e das células de Schwann, alteragGes essas provavelmente relacionadas com sinais
e sintomas classicos da neuropatia diabética. As alteragdes observadas no nervo espinal
(nervo isquidtico) sdo comparaveis as observadas no nervo craniano (nervo vestibulo-coclear).
Nossos resultados sugerem que existe uma neuropatia do nervo vestibulo-coclear no rato
diabético cronico induzido pela STZ na forma de axonopatia ou neuronopatias. Altera¢des
morfoldgicas ultraestruturais do nervo vestibulo-coclear no diabete experimental em ratos
estdo sendo descritas pela primeira vez na literatura e podem corroborar para o melhor

entendimento das alteragcdes da audicdo encontradas em pacientes diabéticos.
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ULTRASTRUCTURAL ANALYSES OF THE VESTIBULOCOCHLEAR NERVE IN
CONTROL WISTAR RATS

Vasconcelos, C. A, C.J"U"; Alves, L. C.”; Brayner, F. A2 Silva, S. S.”; Pimentel, R. N,}; Lima Filho, J.
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" Departamento de Neuropsiquiatria - Divisio de Neurelogia e Neurocirurgia, 50670-420, CCS/HC-UFPE.
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*Departamento de Bielogia Celular e Ultra-estrutura do Centro de Pesquisas Agzeu Magalhies (FIOCRUZ ).
*Laboratario de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) - UFPE, Setor de Microscopia Eletronica.
4Ds:]:aurtﬂmemu:u de Nutrigio/UFPE.

The vestibulocochlear (VIIIth cranial nerve) nerve of rats have special features not common for sensory
peripheral nerves in general. There are no detailed reports on the morphelogical characteristics of the
VIII nerve in malnourished and diabetics adult rats. This is a descriptive study that shows normal
parameters that are useful in experimental models. Two control rats were perfused with 2.5%
glutaraldehyde and 4.0% paraformaldehyde in cacodilate buffer 0.1M (Karnovsky solution). The right
in=2) and left (n=2) nerves were dissected in the medio-distal region, post-fixed in 1% osmium
tetroxide and embedded in 812 epoxy resin. Semithin (038 pm) transverse sections were stained with
1% toluidine blue for light microscopy study and ultrathin (50 nm) transverse sections were stained
with 5% wranily acetate and lead citrate for transmission electron microscopy (TEM). The descriptive
histology and the topographical aspects of the medio-distal region of the nerve were analyzed. Both,
the cochlear and the vestibular nerves join to form the vestibulocochlear nerve with a Y shape. The
nerve is widely vascularized and presents a complete mixture of the vestibular and cochlear myelinated
fibers when the VIII nerve fascicle is constituted. The myelinated fibers are longitudinally oriented.
The eighth nerve of rat had compact myelin, which was composed of major dense lines with regular
periodicity, showing typical axonal units and cytoplasm of Schwann cells, as well as several nuclei
(Figures A-D). Similars results were gotten by Tatsuoka [1], MNaito [2] and Vasconcelos [3] working
with guinea pig and hamster respectively. The vestibulocochlear nerve of the rat is a special afferent
nerve, differing of others peripheral nerves (sensitive and motor) in its main anatomic and
physiclogical characteristics, compared te others nerves from mammals. The rat is an excellent model
for the vestibulocochlear nerve neuropathy studies once it is similar to the human nerve, as well as
others peripheral nervous system diseases and diabetes disease.

Acknowledgements: CPgANM/FIOCRUZ, LIKA/UFPE, CNPq and CAPES.
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Figures A-D: Electron micrographs of transverse sections of the eighth nerve of Wistar rat with axoplasmic
cytoskeleton well organized and dense lines were observed in myelin sheaths. A) Note the clustering of
myelinated axons (ax) surrounded by Schwann cells with a large nucleus (N). Observed presence alongated
nucleus (thin arrow). 6.000x. B) Myelin sheath surrounding the axons. Note the presence of several
mitochondrias (m) into axoplasm. The large nucleus of Schwann cell (N). 9.000x. C) Magnification of two
myelinated fibers (mf) showing compact density between nervous fibers. Observed a presence of mitochondria
{m). 120.000x. D) Magnification of the myelin sheath with presence of the compact myelin (cm) and loose
myelin (Im) of the internal mesaxon. 210.000x.
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INSTITUICAQ:

Introducae: O nerva isquistics & formardo por fibras aferentes somélicas e
cferentes somdticas e autondmicas. E o maior nerve do corpo humano e do
rato, distribuindo-se extensamente aos membros inferiores. No rato, o nervo
nossui trés divisbes: sural, fibular e tibial. Este nervo, bem como suas divi-
m,mdmwmmwmmhMam.mm
nadas condicies clinicas ou experimentsis. No presente estudo, foram des-
critas goes ull is do nervo jsqg de ratos adulics, com
diabete i experimeniaimente. Métodos: Foram utilizados 6 ratos adul-
tas, machos, da linhagem Wistar. Trés animals, com 42 dias de idade, foram
injetados B0 mg/kg de estroptozatocina (STZ), i.p.. apds um jejum prévio da
12 horas. Trés animais controles receberam injecdo de tamp3o citrato. A gli-
cemia foi aferida semanalmente alé o dia do experimento. Aos 120 dias de
idade, os animas foram perfundidos com solugao de Kamovsky em tampao
cacodilato de sadio (0,1 M) &, a seguir, seus nervos isquiaticos direito e es- -
querdo foram dissecados na coxa, antes da ramificacio terminal, pos-fixados
com tetrdxido de ésmio (0s0.) a 1% & incluides em resina epéxi Poly/Bed
812%. Os fragmentos foram cortados em secgdes fransversals semifinas se-
riadas, com uma espessura de 0,38 pm e corados com azul de toluiding para
estudo em microscopia de luz. Secgbes transversais ulirafinas, de 50 nm, fo-
ram conirastadas com acetalo de uranila a 5% e cilratro de chumbo, para
andlise & microscopia eletronica de transmiss3o (MET). Resultados: Discre-
tas alleragdes foram encontradas no nervo isquiatico de raios conirales. As
fibras mielinicas apresentaram bainhas de mielinas intaclas, as fibras amielini-
cas s3o ireqientes, os fasciculos 580 vascularizados, porém algumas células
com granulacBes foram encontradas enire as fibras mislinicas endoneurais.
Nao grupo hiperglicémico, foi intensa a presenca de células do sistema vas-
cular no endoneuro do nervo, com presenca da fitroblaslos e macrdfagos,
bem comn de células inflamatérias dentro da luz dos vasos, inclusive linfoci-
tarias. Em algumas fibras amiefinicas evidenciou-se sinais de degeneracao
axonal, bem como possiveis degeneracbes da mielina em algumas libras de
pmmmﬁm_mﬁNmadmdoswgaﬁmwencﬁabﬂeiw
duzido pela STZ provocou uma reagio inflamatdnia no nervo isquiatico de ra-
tos, o que poderia ocasionar os sinais e sintomas cléssicos das neuropalias
diabaticas. Apoio: CPgAM/FIOCRUZ, LIKAJUFPE, CAPES, CNPq.
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um caso de Sindrome de POEMS diagnosticado na enfermaria de Glinica Ms-
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vou-se lesdss ostecsclardticas na pelve com halo radiotransparente, raio-x de
16rax demonsirou pequena lesao osteobidstica em terco proximal de (imero
esquerdo.USG abdominal confirmou 2 hepatomegalia A eletroneuromiogra-
Tia demonstrou polineuropatia sensifivo-motora, com sinais de desnervacao
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Introducao: O nervo vestibulo-coclear do rato possui caracteristicas morfo-
I6gicas nao encontradas em oulros nenvos periféricos; @ um nevo aferents
Wmmmmmeemwmmﬂama.ﬂwm—

patologicas com esse nervo, que pudessem provocar surdez ou alteragdes
neurossensonais. A avaliacdo descritiva através da microscopia eletrnica
de issfin nof estudo, evidencia informacties funda-

is, que g © estudo das alleracies que ccomem em madelos

sxperimentais de neuropatias do VIll nervo craniano e as doencas ou lesdes
que possam aletar o homem. Mals ainda, alteragSes do Vill nervo craniano
decorrents do diabele experimentsi est2o sendo descritas pela primeira vez
na literatura. Métodos: Foram utilizados & ratos aduitos, machos, da linha-
gem Wistar. Trés animais, com 42 dies de idade, foram injetados 60 ma/kg
de estroptozotocina (5T, L.p., 2ps um jejum prévio de 12 horas. Trés ani-
mais controles receberam injecao de tampao citrato. A glicemia fol aferida
semamalments até o dia do expsiimento. Aos 120 dias de idade, os animals
foram perfundidos com solugio de Kamovsky em tampao cacodilato de sd-
dia (0,1 M). Osmvesﬁhd&mdeamdhmhaascﬂmhmndlsss—
cados na sua regian pos com tetréxide de ésmio (0s0,) 2
1%en1duidmammepdmm|yfﬂsﬁmz‘ Os fragmentos foram corta-
dus em ssceoes iransversais semifinas seriadas, com uma espessua de 0,38
prm, & corados com azul de toluidina para observacao em nivel de microsco-
pia de iz Secgbes transversais ulirafinas de 50 nm de espessura, contras-
iadascomaﬂniodeumnﬂaaﬁ%etﬂm&mded\:mm kn’amsubmaiim
aanalise da onica de 520 (MET).

dos: Nao foram enconlradas elleragoes na regiso mediana do Vill nervo nos
ratos controles, sendo o nervo constituido por um dnico fasciculo, com en-

~ma, regiao lombar e coxas;
“T=mas musculares abdominais,
- = =z3s: Imuneglobulina Hummana
- T=<na 75mg, de 12/12h, V0. Con-
cidentes com a clinica e a res-

© T.J:SIVA L KA. R COSTA, M.A.C.
ST LIVA-MAGAPA-AP

-opatia, arganomegalia, endocri-
25) & uma entidade clinica rara,
o5 monocionsl ds plasmocitos,
Ozs parancoplasicas tais como
T meretes mitAneas. paciledema. lestes

d ) repleto de fibras mielinicas densamente compaciadas entre si, nil-
cleos de celulas de Schwann proeminentes ou alongados & um grande ni-
memdevams Nugmpudiabﬁlm foi evidenie a presenca de células do

no ends sugernndo assim uma possivel quebra
da barreira sangue-nenvo e a p cao de infilrado inflamatério no endo-
neuro, o que poderna ocasionar alteracoes na fungao do Vil nenvo craniano.
Conclusoes: Essa ¢ a primeira desericao de alteractes do VIl nervo cranis-
no no modelo de diabste expenmental causada pela injecio da STZ em ra-
tus. Tais inft Des podem E para o malhor entendimenio das al-
leravoes da mmm’adas em pacientes dinbéticos. Apoio: CPgAM/
FOCRUZ, LIKAJUFPE, GAPES, CNPq.

P-784
UMA VARIEDADE DE NEUROPATIA ATAXICA TROPICAL (TAN} —OFTAL-
MO POLINEUROPATIA TROPICAL (OFT)
AUTDR(ES):  TERRA M.FG.;TERRA.EM.G
INSTIFUICAD:  UMIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO, PROGRARIA SAUIDE
DA FARILIA MINAS GERAIS £ PARA.

Infroducac: Uma patologia oftalmo e neuroidgica & observada em comuni-
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ANEXO A

Parecer do Comité de Etica em Pesquisa Animal/UFPE



Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéneias Biologicas

Av. Praf. Helsan Chaves, s/n
BOGTO-470 f Recite - PR Rrasil

fones: (65 81) 2126 aB40 | 2136 Ri51

Fax: [55h 81) 212G 8350
wal . coboafpe st
Oficio n° 64/05 Recife, 28 de dezembro de 2005

Da Comisséo de Etica em Experimentagéc Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof. Marcelo Moraes Valenca
Departamento de Neuropsiquiatria - UFPE

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “ESTUDO NEUROLOGICO E ULTRA-ESTRUTURAL DOS NERVOS
CIATICO E VESTIBULO-COCLEAR DE RATOS CRONICAMENTE DESNUTRIDOS E
DIABETICOS”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizacac experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sao adotadas como critérios de
avaliagao e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.17%-art 17, de 21/09/1999, que trata da questio do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais
realizados.

Atenciosamente,

F(d‘. Sitene Carnswe 30 Nascimeni
! i Preswonte CEEA

CCB: Integrar para desenvolver
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ANEXO B

Carta convite, declaracao da Universidade de lowa e Voto de Louvor

da Pos-Graduag¢ao/UFPE



L

ThE ﬁ Central Microscopy Research Facility
uNIVElﬁﬁlTT B5 Ecksbesn Mical Research Buikling
yp 3 krma Cily, howma 535342
OF IOWA 315-335-0142 Fav 319-384-4469
wan Uicsa et =cemrl

September 8, 2008
To whom 1t may concern:

It wrill be my pleasure to have the Ph D student Carlos Angusto Vasconeelos from the
Federal University of Pernambuco visitmg the University of lowa Central Microscopy Fesearch
Facility from Mareh 20 to Apnl 10, 2009, Dunng thi= ttme, he will be able to get trammg on the
JEOL JEM-1230 Transmission Electron Microscope m order to obtain final rezults for has Phl
thesiz. In addition he wnll also have aceess to a wide range of other microscopy iInstumentation
meluding field emmzzion scanming slectron mucroscopy, stereolosy, immunocytochemusiy,
confocal microscopy, freeze-fracture, biolununescent imamng, autoradicgraphy and laser capture
microdizsection.

Dr. ValenaFazan s formal co-advisor from Braml has been working mn our facility
since July of 2007 ind wnll be personally supervising his research while he 15 here. Also, during
this vizit, he will be able to attend the Neuroscience semmars and mnteract with other
Neuroscientists on campus. [ am positive this umgue opportumity for Carlos will be hughly
productive and that he will be made aware of the possibality to develop other projects with

Univrarstty of lowa Meurosciantists in the futura.

It 13 always our privilege to be able to work with doctorzl candidates anc enhance their
learming and discovery process. If vou have any questions. please feel free to contact me.

Smeeraly,

o E,x_.ﬁla{l.ﬂ_f..-t-‘m; 20

Eennath C. Moore

Dhrector, Central Microscopy Ressarch Facubity

Dhrector, Holden Cancer Canter Microscopy Besource
Dhrector, Towa MNanosctence Institate Microscopy Core
Co-Director, (rene Therapy Center Cell Morpholozy Core

Offlce of thi Vice Prasident for Ressarch



L

THE ﬁ Central Microscopy Research Facility
MNIVERSITY 5 Eckstein Medical Research Building
OF I.DWA [owea Sy, bowa 52242

5355142 Fan I10-SE4-4460
wri LAt Bt -

April 7, 2009

Professor Moraes Valenga,
Cidade Universitiria
CEP. 50L6T0-420
Recife-PE, BRAZIL

Dear Professor Morass Valenca,

Ph [} candidate Carlos Augnsto Carvalho de W asconcelos from the Federal University of
Permambuco visited The University of lowa Central Microscopy Research Facility from March 20 to
Aprl 12, 20, During this time, he was able 1o get training and operate the JEOL JEM- 1230
transmission eleciron microscope to obtain final results for his PhDD thesis. In addition, he had exposure o
a wide range of other microscopy instrumentation including our Hitachi S-4800 field emission scanning
electron microscops, Bio-Rad and Zeiss laser scanning confocal microscopes and LEICA TIRF
MACTOSCOPE,

Dr. ¥ akeria Fazan, his formal co-advisor from Brazil, as well as Dr. Kenneth C. Moore, Director
of the central Microscopy Research Facility supervised Carlos Vasconcelos' research while he was in
lowa City. In addition, he was able to interaci with other Meuroscientists on campus. 1 am posative that
this unigue opporiunily was highly productive and he now has the possibility for developing projects with
University of lowa Neuroscientists in the future.

[ am very inferested in seeing the resulis of his thesas “Ultrastructure of the Y estibulocochlzar and
Sciatic Merves in Adualt Rats subjected 1o Streptozotocin-induced Diabetes. 1 would also be very
supportive for Carlos ¥ asconcelos to retumn to The University of Iowa for post-doctoral training.

Sincarely,

Ho HnEMri e

Kenneth C. Moore

Director, Central Microscopy Research Facility

Director, Holden Cancer Center Cellular Imaging Resource
Co-Director, Gene Therapy Cell Morphology Coze

Office of the Wice President for Redearch



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA PARA ASSUNTOS DE PESQUISA E POS-GRADUACAQ
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NEUROPSIQUIATRIA E CIENCIAS DO
COMPORTAMENTO - Nivel Mestrado e Doutorado

DECLARACAO

Declaro que o Colegiado do Programa de Pos-Graduacdo em
Neuropsiquiatria e Ciéncias do Comportamento em reunido realizada no
dia 06 de janeiro de 2010 aprovou por unanimidade o voto de louvor
para o Doutorando CARLOS AUGUSTO DE CARVALHO
VASCONCELOS com o seguinte conteudo: “fique registrado em Ata
desta Reunido do Colegiado que o aluno de Doutorado Carlos Augusto
de Carvalho Vasconcelos é merecedor de um voto de louvor pelo seu
desempenho académico, dedicacédo, seriedade e compromisso com a
tarefa cientifica, enquanto aluno deste Programa. Além disso, o referido
doutorando foi um sustentdculo nas atividades ligadas ao perioédico
Neurobiologia e que seu comportamento académico é um exemplo para
todos os que almejam a carreira Universitaria no Ambito da vida

Académica”.

Recife, 07 de janeiro de 2010.

Prof. Dr.mn Botetho Soug:;

Goeordenador do Programa d(:
Poegratiuagao (Mestrado a Dou! ;
em Nouropsiqulatia e Clél!cl‘ets_ rfif

Comaertamento/ CCL

Av. Prof. Moraes Rego, s/n Cidade Universitdria - Recife - PE - 50.670-901
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ANEXO C

Documentagdo de aceite e submissdo dos Artigos aos Periddicos



i

Pasta Atual:Entrada

Lista de Mensagens | Apagar Anterior | Préxima

Assunto: Int. J. Morphol., 167-09
De: “Mariano del Sol" <mdelsol@ufro.cl>
Data: Seg, Julho 13, 2009 6:22 pm
Para: vpsfazan®yahoo.com.br
CC: vpsfazan@gmail.com (mais)

Prioridade: Normal

@]

Encaminhar | Encaminhar como anexade | Responder | Responder a todos

Opcd . Ver cabecalho completo | Ver Versao para Impressao | Baixar como um arquivo | Ver detalhes da
pPgoes: mensagem | Ver em HTML | Adicionar a lista de contatos

Dear Dr. Fazan

I am very pleased te inform you that the paper:
"Diabetic peripheral neurcopathies: A morphometric
overview”, of the authors: Valéria Paula Sassoli
Fazan; Carlos Aungqusto Carvalho de Vasconcelos;
Marcelo Moraes Valenca & Randy Nesslerl, Kenneth
Charles Moorel. has been accepted by the
Scientific board for publication in International

Journal of Morphology.

Very truly yours

Dr. Mariano del Sol
Editor
Int. J. Morphol.

Anexados:

untitled-[2] 0.9k

[ text/html ]

Apagar & Anterior | Apagar & Proxima

Mova para: Entrada ;¢

baixar | Ver

https://webmail.ufpe.br/src/read_body.php?mailbox=INBOX&passed id=3582&start...  12/2/2010



WEBMAIL UFPE Page 1 of 2

BlEIEEE
asta Atual:Entrada

Lista de Mensagens | Apagar Anterior | Proxima Encaminhar | Encaminhar como anexado | Responder | Responder a todos

Assunto: Enc: Manuscript number assigned
De: Valéria Fazan <vpsfazan@yahoo.com.br>
Data: Qua, Fevereiro 10, 2010 11:25 pm
Para: "Carlos Vasconcelos" <cacv@ufpe.br>
Prioridade: Normal

Opodes: Ver cabecalho completo | Ver Versio para Impressao | Baixar como um arquivo | Ver detalhes da
peoes: mensagem | Adicionar a lista de contatos

————— Mensagem encaminhada ----

De: Valeria Paula Sassoli Fazan <vpsfazan@fmrp.usp.br>
Para: vpsfazan@yahoo.com.br

Enviadas: Quarta-feira, 10 de Fevereiroc de 2010 23:19:15
Assunto: Fw: Manuscript number assigned

—————————— Forwarded Message ------—-----

From: "Neurcscience Letters" <nsl@elsevier.com»
To: vpsfazan@fmrp.usp.br

Sent: 9 Feb 2010 17:50:59 +0000

Subject: Manuscript number assigned

Dear Dr. Fazan,

¥Your submission entitled "Transmission Electron Microscopy Studies of the
Vestibulecechlear Nerve in Chronic Diabetic Rats"™ has been assigned the
following manuscript number: NSL-10-254.

You will be able to check on the progress of your paper by logging on to the
Elsevier Bditorial System as an author:

http://ees.elsevier.com/nsl/

Your username is: vpsfazan

If you need to retrieve password details, please go to:
http://ees.elsevier.com/nsl/automail query.asp.

For guidelines on how to track your manuscript in EES please go the
following address: http://epsupport.elsevier.com/article.aspx?
article=1056&p=3

Thank you for submitting your work to Meuroseience Letters.
Kind regards,

Jaclyn Doherty

Journal Manager

Neuroscience Letters

------- End of Forwarded Message —------

Profa. Dra. Valéria Paula Sassoli Fazan
Departamento de Cirurgia e Anatomia

Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto - FMRP-USP
http://www.fmrp.usp.br/

Veja quais sdo os assuntos do momento no Yahoo! +Buscados
http://br.maisbuscados.yahoo.com

https://webmail.ufpe br/src/read_body.php?mailbox=INBOX&passed id=4551&start...  11/2/2010



