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Resumo

Neste estudo avaliou-se o efeito do exercicio fisico sobre a instalacdo da neuropatia
periférica em ratos com diabetes experimental. Foram utilizados 40 ratos machos,
adultos, da linhagem Wistar. Estes foram divididos em 4 grupos: controle
sedentario (GCS), controle exercitado (GCE), diabético sedentario (GDS),
diabético exercitado (GDE). A inducdo do diabetes foi realizada nos animais, com
60 dias de vida, através da administracdo intraperitoneal de estreptozotocina, dose
unica de 60 mg/kg. O protocolo de exercicio constou de natacdo durante 6 semanas.
Na primeira semana 0s animais comecavam com 10 minutos e a cada dia ocorria
um acréscimo de mais 10 minutos, terminando a primeira semana com treino 50
minutos. Nas cinco semanas seguintes o treino era realizado por 60 minutos,
5x/sem. Semanalmente eram registrados a glicemia, o peso, a velocidade de
conducéo nervosa (VCN) e a amplitude do potencial de a¢do do nervo caudal. Apos
as 6 semanas 0s animais foram anestesiados com solucdo de Cloridato de ketamina
(50 mg) e de Xilasina a 2% (20 mg) (0,2 mL/100g), em seguida o nervo ciatico, foi
dissecado e cortado proximalmente, seguindo para uma pré-fixacdo realizada com
solucdo Karnowisky por 24h a 4°C, depois pds-fixado com solucdo de tetroxido de
6smio e processado para obtencdo de cortes semi-finos (0,5um), corados com azul
de toluidina. Foram avaliadas a area de sec¢do transversa do nervo ciatico, a
quantidade, densidade e o tipo de fibras nervosas mielinicas de 4 animais de cada
grupo, escolhido aleatoriamente. A andlise estatistica foi realizada utilizando a
média dos valores + desvio-padrdo e o teste T Student para dados paramétricos, e
valores da mediana + erro-padréo e teste Teste U de Mann-Whitney para dados ndo
paramétricos, sendo p < 0,05; para analise dos valores eletrofisiologicos utilizou-se
ANOVA, confiabilidade de 0,05. Ao final do experimento podemos perceber que
0s animais do GDS apresentaram peso significativamente mais baixo que os do
GCS. Apo6s a inducdo do diabetes os niveis glicémicos dos animais diabéticos
mostraram-se significativamente maior que os do grupo controle. Ao final do
experimento o grupo diabético exercitado apresentou glicemia significativamente
menor em relacdo ao grupo diabético ndo exercitado. A VCN demonstrou nao
diferir entre os grupos diabéticos, porém quando comparamos grupo diabético com
sedentarios 0s primeiros apresentaram VCN mais baixas. Em relacdo aos
pardmetros avaliados: namero de fibras mielinicas, area de secgdo transversa do
nervo ciatico e densidade de fibras mielinizadas, ao se comparar os valores entre 0s
grupos diabéticos, controle, sedentarios e exercitados ndo encontramos nenhuma
diferenca. As fibras estudadas foram classificadas em pequenas, intermediarias e
grandes. Ao se comparar o numero de fibras intermediarias entre 0s grupos
sedentarios houve uma diferenca significativa nos valores de suas médias. A
comparagéo entre os grupos com os demais tipos de fibras néo apresentou diferenca
Diante destes resultados, pode-se concluir que o tempo do experimento foi
suficiente para causar uma neuropatia periférica nos ratos diabéticos, contudo por
ser a neuropatia uma patologia de origem multifatorial, neste estudo percebemos
que o processo de mielinizagdo ndo foi comprometido.

Palavras-chave: Ratos, Neuropatia Diabética, Nervo Ciatico, Conducao Nervosa.



Abstract

This study evaluated the effect of the physical exercise on the installation of
peripheral neuropathy in rats with experimental diabetes. We used 40 male adult
rats, of the Wistar lineage. These were divided into 4 groups: sedentary control
(SCG), exercised control (ECG), sedentary diabetic (SDG), exercised diabetic
(EDG). The induction of diabetes was carried through in animals, with 60 days of
life, by intraperitoneal administration of streptozotocin, a single dose of 60 mg / kg.
The protocol of exercises consisted of swimming during 6 weeks. The first week
the animals began with 10 minutes and occurred every day an increase of 10 more
minutes. In the five weeks following, the training was conducted for 60 minutes,
five times a week. Weekly they were registered the blood glucose, the weight, the
nervous conduction velocity (NVC) and the amplitude of action potential of tail
nerve. After 6 weeks the animals had been anesthetized with a solution of chloride
of ketamine (50 mg) and Xilasina to 2% (20 mg) (0.2 mL/100g), after that the
sciatic nerve was dissected and cut proximally, following for a pre-fixation
performed with Karnowisky solution for 24h at 4 ° C, then post-fixed with solution
of osmium tetroxide and processed to obtain semi-thin slices (0.5 pm), stained with
toluidine blue. We evaluated the cross-sectional area of the sciatic nerve, the
quantity, the density and the type of myelin nerve fibers of 4 animals in each group,
chosen randomly. The analysis statistics was carried through using the mean values
+ standard deviation and Student T test for parametric data and median values of £
standard error and test Mann-Whitney U Test for non parametric data, for p <0.05;
values for analysis of electrophysiological ANOVA was used, reliability of 0.05. At
the end of the experiment we can see that the animals of the GDS group showed
weight significantly lower than those of the GCS. After induction of diabetes, the
glucose level of the diabetic animals had revealed significantly higher than those in
the control group. At the end of the experiment exercised diabetic group showed
significantly lower glucose level in the diabetic group not exercised. The VCN
demonstrated not to differ between the diabetic groups, however when we compare
diabetic group with sedentary the first ones had presented lower VCN. In relation to
the evaluated parameters: number of myelin fibers, cross-sectional area of the
sciatic nerve and myelinated fiber density, when comparing the values between the
diabetic, control, sedentary and trained group, we do not find any difference. The
studied fibers had been classified in small, intermediate and large. Comparing the
intermediate fiber number between the sedentary groups it had a significant
difference in the values of its averages. The comparison between groups with other
types of fibers showed no difference. Ahead of these results, it can be concluded
that the time of the experiment was enough to cause a peripheral neuropathy in the
diabetic rats, however for being the neuropathy a pathology of multifactorial origin,
in this study we perceive that the myelin did not come to be damaged.

Keywords: Rats, sciatic nerve, peripheral nerve regeneration.
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1. APRESENTACAO

Esta dissertacdo foi elaborada conforme a ‘“Proposta para apresentacdo de
dissertacdo/tese dos programas de Pos-Graduagdo do Centro de Ciéncias da Saude
(CCS) da UFPE”, baseado em Souza MSL. Guia para redacdo e apresentacao de
teses. Editora Coopmed, 22 Ed, 2002 e se encontra estruturada da seguinte forma:

2. Considerac0es iniciais;

3. Objetivos do trabalho;

4. Revisdo da literatura: consta de um artigo de revisao sistemética (intitulado:
Pode o exercicio aerobico influenciar na instalacdo do quadro de neuropatia
periférica em animais de experimentacdo?) que avalia o papel do exercicio
aerdbico, em animais de experimentacdo, sobre a instalacdo da neuropatia diabética
periférica. Ser4 submetido ao Jornal of Diabetes and its Complications e esta
redigido segundo as normas de elaboracédo da referida revista

5. Metodologia;

6. Resultados: o capitulo de resultados esta estruturado sob a forma de dois artigos
originais: O primeiro (Artigo Original 1) descreve os resultado de um experimento
realizado no intuito de associar, através da utilizacdo de uma técnica de estudo de
velocidade de condugdo nervosa, com uso de eletrodos tipo “jacaré”, os valores
referentes da velocidade de conducdo nervosa as fases de crescimento do rato. Foi
submetido e aceito para publicacdo na revista Acta Cirdrgica Brasileira (anexo 1).
O segundo artigo (Artigo Original 2) refere-se aos resultados obtidos do estudo
experimental desenvolvido durante o mestrado, em que submetemos ratos com
diabetes experimental a um protocolo de exercicio natacdo e avaliou-se a
velocidade de condugéo nervosa e a morfometria do nervo ciatico. Este artigo foi
submetido a publicacdo na Revista Arquivos Brasileiros de Endocrinologia e
Metabologia (anexo 2).

7. Discussao Geral,

8. Perspectivas;

9. Referéncias
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2. CONSIDERACOES INICIAIS

O diabetes mellitus é caracterizado por um grupo heterogéneo de disturbios
onde existe uma elevacdo da glicose sanguinea, resultante de uma diminuicdo da
capacidade corpo6rea em responder a insulina e/ou decorrente de uma diminui¢ao ou
auséncia da insulina produzida pelas células B-pancredticas, levando a alteracdes no
metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas (FREGONESI et al, 2004).

Decorrente dessa alteracdo primaria os pacientes portadores de diabetes
mellitus ficam expostos ao desenvolvimento, a longo prazo, de uma série de
complicagbes microvasculares (retinopatia, nefropatia e neuropatia) e
macrovasculares (isquemia cardiaca, patologias cerebrovasculares, pé diabético)
(FLORES, GUTIERREZ e VELASQUEZ, 2007).

Dentre estas alteracdes a neuropatia periférica se destaca clinicamente por se
caracterizar pela anormalidade sensério-motora encontrada ao exame neurolégico
em regides periféricas do corpo (THE DIABETES CONTROL AND
COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH GROUP, 1993) afetando componentes
do sistema nervoso periférico e autondmico e abrangendo um conjunto de
sindromes com variadas manifestacGes clinicas e subclinicas (GAGLIARD, 2003)

O que leva ao aparecimento deste quadro ainda ndo foi completamente
entendido e esclarecido (AFZAAL, SING, SALEEM, 2002). Dentre as possiveis
causas podemos destacar que o aumento da glicemia sanguinea poderia provocar
hiperatividade da via dos poliois, glicolizacdo ndo enzimatica das proteinas
estruturais, comprometimento da acéo de fatores troficos e de crescimento nervoso,
alteracfes vasculares e hipoxia endoneural, mecanismos imunoldgicos, estresse
oxidativo, comprometimento do metabolismo dos lipideos, e, estes fatores, isolados
ou em conjunto, acabariam resultando no desenvolvimento da neuropatia diabética
(FREGONESI et al, 2004).

Por questdes Obvias os estudos visando compreender a neuropatia diabética
mostram-se bastante limitados em seres humanos. Uma das formas de tentar se
investigar melhor esta condicdo € através de estudos com animais de
experimentacao e ja sdo relatados na literatura diversos estudos sobre a reproducao
da neuropatia diabética periférica em ratos por inducdo quimica (SULLIVAN et al,

2007). Apesar do custo mais elevado, a estreptozotocina possui um efeito menos
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toxico e mais especifico nas células beta do pancreas, quando comparado a aloxana;
além do que modelos experimentais decorrentes desta indugdo quimica parecem
promover inicialmente anormalidades funcionais e bioquimicas semelhantes a
neuropatia diabética em humanos (JUNOD et al, 1969; SIMA e SUGIMOTO,
1999).

H& evidéncias que os exercicios fisicos ajudam a controlar os niveis
glicémicos (CAMBRI et al, 2007, HIYANE et al, 2008, GOMES et al, 2008,
VANCEA et al, 2009). Acredita-se que isto ocorra pelo fato do exercicio fisico
regular, possa aumentar a captacao e o metabolismo da glicose pelo musculo, assim
como, incrementar a sintese e translocacdao de GLUT 4, que sdo os transportadores
de glicose no tecido adiposo, musculo esquelético e cardiaco (PEIRCE, 1999).

Uma vez que a hiperglicemia parece ser a grande precursora das alteracdes
que desencadeardo uma neuropatia e que o exercicio fisico se mostra eficaz para
controlar esse alto nivel glicémico, este trabalho teve como proposta avaliar como o
exercicio aerébico pode interferir na instalacdo do quadro de neuropatia periférica

diabética experimental.
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3. OBJETIVOS

a. Geral

o Analisar o efeito do exercicio fisico aerobico (natacdo) na instalacdo da

neuropatia diabética periférica experimental.

b. Especificos

o Determinar os valores da velocidade de condugdo nervosa e o0

comportamento da amplitude do potencial de acdo do nervo caudal;

. Quantificar o numero de fibras mielinicas do nervo ciético;
o Verificar a densidade de fibras mielinicas do nervo ciético;
o Determinar a area de seccgdo transversa do nervo ciatico;

. Classificar as fibras do nervo ciatico segundo o diametro;



4. REVISAO DA LITERATURA

19
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a. ARTIGO DE REVISAO SISTEMATICA

PODE O EXERCICIO AEROBICO INFLUENCIAR NA INSTALACAO DO
QUADRO DE NEUROPATIA PERIFERICA EM ANIMAIS DE
EXPERIMENTACAO?

Juliana N. Maia®; Kamilla D.S. de Lira”; Celina C. Carvalho?® Silvia R.A. de
Moraes®.
# Departamento de Pés-Graduagdo em Neuropsiquiatria e Ciéncias do
Comportamento, UFPE, Recife, PE, Brasil
b Departamento de Anatomia, UFPE, Recife, PE, Brasil

*Correspondéncia para o autor: Av. Rosa e Silva, 1205/302, Aflitos, Recife, PE,
Brasi, 52050-020.
Endereco eletronico: juliananettomaia@hotmail.com (JN Maia)

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo realizar uma revisao sistematica sobre a influéncia
do exercicio aerdbico na instalacdo da neuropatia periférica em ratos com diabetes
experimental. Incluimos artigos que apresentassem ensaios randomizados
obedecendo aos critérios de inclusdo e exclusdo. A busca foi realizada a partir de
pesquisas na LILACS, SciELO, MEDLINE, bases de dados PubMed e Cochrane
Library, por dois revisores independentes. Foram selecionados 773 artigos,
publicados entre 1976 e 2009 que abordassem a questdo pesquisada nos parametros
do nosso estudo. Dentre eles, apenas dois artigos foram incluidos na pesquisa. O
primeiro apresenta omissdes de alguns procedimentos metodoldgicos e relata que
ndo houve diferencas entre os valores eletrofisioldgicos (velocidade de conducgéo
nervosa e amplitude do potencial de acdo) entre os grupos diabéticos treinados e
ndo treinado, apesar de ambos demonstrarem valores inferiores aos animais dos
grupos controle. O segundo, com metodologia bastante detalhada, descreve que o
exercicio fisico desempenhou um papel protetor na instalagdo da neuropatia
diabética periféerica, utilizando como dados, anélise de parametros eletrofisioldgicos
e a espessura da bainha de mielina. Pela escassez de estudos na area, concluimos
que ndo ha ainda estudos suficientes para esclarecer qual o papel que o exercicio
fisico pode desempenhar na instalagdo da neuropatia diabética periférica em ratos
com diabetes experimental.

Palavras-Chave: Revisdo. Ratos. Diabetes. Exercicio.

Introducgéo

Estudos com animais de experimentacdo sempre foram uma boa alternativa
para se realizar pesquisas cientificas que buscam conhecer mais sobre a evolucéo de
patologias e observar o comportamento de determinado tipo de tratamento. Estudos
reproduzindo, em animais de experimentacdo, o quadro do diabetes tipo 1, atraves

de drogas que destroem as células B do pancreas, conseguiram reproduzir alteraces
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micro e macrovasculares que acontecem a longo prazo e sdo observadas no paciente
portador de diabetes (Prabhakar et al, 2007; Arora et al, 2008; Morrison et al, 2008;
Cherian et al, 2009).

O diabetes € caracterizado por altos indices de glicose no sangue decorrente
da insuficiéncia ou até auséncia da insulina (Fregonesi et al, 2004). Este acimulo
de glicose gera véarias complicacdes dentre elas as neuropatias (autondmicas e
periféricas) (Prabhakar et al, 2007; Arora et al, 2008; Morrison et al, 2008; Cherian
et al, 2009). A neuropatia periférica € definida como um grupo heterogéneo de
transtornos no qual um ou todos os elementos do sistema nervoso periférico estdo
danificados, afetando principalmente a mielina, o axonio, ou uma combinagédo de
ambos (White, Pritchard, & Turner-Stokes, 2008). De causa multifatorial (Gagliard,
2003) estudos sobre sua etiopatogenia encontram muitas resisténcias éticas para
serem estudadas em humanos.

Uma das formas terapéuticas preconizadas para diminuir os indices
glicémicos é o exercicio fisico. O exercicio fisico de forma geral caracteriza-se por
uma atividade que eleva significativamente a necessidade energética do organismo,
exigindo, portanto, alteracbes agudas expressivas tanto no metabolismo celular
como no controle neuroendécrino (Kemmer & Berger, 1983). Acredita-se que
durante a atividade fisica a diminuicdo da glicose sanguinea, possa estar
relacionada a atenuacdo da producdo da glicose hepatica, quando considerado um
aumento normal da utilizacdo de glicose pelo musculo (Minuk et al, 1981). O efeito
do exercicio fisico sobre a sensibilidade a insulina tem sido demonstrado entre 12 a
48 horas ap0s a sessdo de exercicio, retornado aos niveis pré-atividade em trés a
cinco dias apds a Gltima sessdo de exercicio (Eriksson, Taimela, & Koivisto, 1997).

Estes beneficios parecem acontecer tanto na modalidade aerébia como em
exercicios resistidos (Ciolac & Guimardes, 2002; Ciolac & Guimaraes, 2004).

Estudos utilizando atividades ou exercicios fisicos em seres humanos
portadores de neuropatia diabética apresentam uma série de variaveis as quais o
investigador ndo pode controlar plenamente, resultando possivel viés na pesquisa.
Desta forma, o objetivo do estudo foi realizar uma revisdo sistematica da literatura
para avaliar os estudos que utilizaram o exercicio fisico em animais induzidos com

diabetes experimental.
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Metodologia

Para realizacdo desta revisdo foram selecionados, no periodo de margo a
abril de 2009, artigos publicados a partir de periddicos indexados na base de dados
LILACS, SciELO, PubMed / MEDLINE e Cochrane publicados durante o periodo
de 1976 a 20009.

As palavras-chave utilizadas foram baseadas na lista do MeSH, e os
seguintes termos foram escolhidos: neural conduction, diabetic neuropathies,
exercise, diabetes mellitus/chemically induced, Ranvier’s nodes, nerve
fibers/myelinated. Pela lista do Decs os termos selecionados foram: diabetes
induzida por estreptozotocina, exercicio aerdbico, neuropatias diabéticas, conducéo
nervosa, nervos periféricos. Foram também escolhidas palavras-chave sobre o tema,
para realizacdo da busca: diabetes, neuropathy, exercise, velocity conduction,
nerves. Apenas no pubmed foi utilizado como limite de assunto estudos com
animais. Todas essas combinacgdes foram utilizadas para todos os bancos de dados.
As referéncias dos artigos selecionados também foram verificadas para identificar
outros estudos que pudessem ter sido omitidos na busca eletrénica.

Titulo e resumos identificados através de pesquisas foram examinados
independentemente por dois investigadores (JNM, KDSL) na tela do computador
para selecionar os estudos potencialmente relevantes. Casos de discordancias,
quando presente, foram solucionados por um terceiro avaliador (SRAM).

Para selecdo do estudo os seguintes critérios de inclusdo foram
considerados: estudos com ratos machos, submetidos a inducéo quimica do diabetes
e estudos que utilizassem como forma de avaliagdo da neuropatia periferica
avaliacdo da velocidade de condugdo nervosa, amplitude do potencial de agéo e/ou
estudo morfoldgicos e morfométricos de nervos periféricos. Foram utilizados
também os que utilizaram grupo controle e grupo experimental, treinamento em
esteira ou natacdo. Estudos com seres humanos, com exercicios anaerébicos ou que
avaliaram apenas neuropatia autondmica foram excluidos. Foi considerado como
desfecho primario as repercussdes morfofuncionais do nervo periférico. Como

desfecho secundario evolucéo ponderal e comportamento glicémico.

Resultados
Dentre os 773 artigos inicialmente identificados através da busca
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eletronica, 5 foram totalmente recuperados para a avaliagdo mais detalhada, trés
deles foram entdo excluidos, pois a neuropatia ndo era decorrente de inducdo do
diabetes. Apenas dois estudos preencheram os critérios de inclusdo: Snow et al
(2005) e Selagzi et al (2008) (Fig. 1).

LILACS =5
773 SciELO =1
Estudos potencialmente > PubMed /
relevantes encontrados através
da busca eletronica MEDLINE = 395
Cochrane = 372

\ Excluidos n = 768
l N&o cumprir 0s critérios iniciais

(estudo inadequado,
estudos com seres humanos)

Estudos selecionados para
anélise mais detalhada
n=>5

l Excluidos n=3
l Né&o eram animais diabéticos

Estudo incluido na revisdo n= 2

Snow et al, 2005 (PubMed / MEDLINE) Referéncias dos artigos
Selagzi et al, 2008 (LILACS, PubMed / — selecionados
MEDLINE) n=0

Fig 1. Busca e selecdo dos artigos para revisdo sistematica.

Dentre os estudos selecionados o de Snow et al (2005) teve como objetivo
avaliar a expressdo da cadeia pesada de miosina em ratos com neuropatia diabética
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experimental submetido ao exercicio e Salagzi et al (2008) procurou determinar o
efeito protetor e terapéutico do exercicio fisico em ratos com neuropatia diabética
periférica experimental.

Para avaliagdo destes parametros Snow et al (2005) utilizaram 32 ratos
Sprague Dawley, com peso inicial de 200-250g, que foram randomicamnete
escolhidos para compor os grupos diabéticos e controle. Selagzi et al (2008)
utilizaram 70 ratos da linhagem Wistar, com peso inicial em média de 2419+29,99,
com 12 semanas de idades (tabela 1). Ambos mantiveram os animais em ciclo
invertido, Selagzi et al (2008) especifica o horario - ciclo escuro 9h as 21h.

Snow et al (2005) dividiram seus animais randomicamente, sem especificar
como, em 4 grupos: controle sedentario (CS); diabético sedentario (DS); controle
exercicio (CE) e diabético exercicio (DE), todos os grupos com 8 animais. Os
animais do estudo de Selagzi et al, 2008, foram divididos randomicamente, também
nédo especifica como, em 5 grupos: C (n=10) animais controle; E (n-15) grupo de
animais sadios treinados; D (n=15) animais diabéticos nédo treinados; DEx (n=15)
animais diabéticos submetidos a treinamento; ExD (n=15) animais inicialmente
sadios que comecam treinamento fisico e apds 4 semanas de treino, induz o
diabetes e continuam por mais 4 semanas o treinamento.

A inducdo do diabetes, dos dois estudos, foi realizada através de injecdo
peritoneal de estreptozotocina, sendo a dose do estudo de Snow et al (2005) 50-
60mg/Kg e no de Selagzi et al (2008) 45mg/Kg. Para confirmacdo do diabetes
Snow et al (2005) verificou a glicemia 5 dias ap0s o procedimento e considerou
como ratos diabético aqueles que apresentavam glicemia >250 mg/dl. Selagzi et al
(2008) obtiveram confirmacéo apds 2 dias da inducéo, e aqueles que apresentavam
niveis de glicose sanguinea > 200 mmol/dl, foram considerados diabéticos. Nos
animais de grupo ExD o diabetes s6 foi induzido quando os animais completaram
16 semanas.

Snow et al (2005) aplicou insulina nos animais, quando a glicemia
apresentava-se maior que 200 mg/gl, para evitar hiperglicemias. Para 0s animais
treinados a dose administrada era de 2,3 unidades e para os sedentarios, aplicava-se
2,5 unidades.

Os protocolos de exercicios dos estudos de Snow et al (2005) e Selagzi et al
(2008) estdo descritos na tabela 1. Para avaliagdo da neuropatia ambos os estudos
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utilizaram o registro eletrofisiologico. A metodologia e os resultados estdo
apresentados na tabela 2.

A analise morfologica foi realizada por Selagzi et al (2008) no segmento do
nervo ciatico. A andlise histoldgica aconteceu de forma mascarada, no entanto os
autores ndo relatam como. Para preparo do material os fragmentos dos tecidos
nervosos foram imediatamente fixados em solugdo neutra de formol a 10% e
embebidos em parafina. Em seguida foram obtidos cortes transversais (4um) e
corados com hematoxilina e eosina para avaliacdo da degeneracdo da mielina. Cem
bainhas de mielina de cada ldmina tiveram sua espessura mensurada por
micrémetro ocular, acoplado a um microscopio 6tico com 1000x de aumento.

Snow et al (2005) comparam os indices glicémicos e 0 peso dos animais e
observaram que nestes dois parametros houve diferenca significativa entre os
animais diabéticos e controles, aumento da glicemia e diminuicéo do peso.

A avaliagdo dos resultados do estudo de Selagzi et al (2008) ocorreu através
da quantificacdo dos niveis glicémicos; dos efeitos do diabetes e da natacdo sobre o
peso dos animais; dos efeitos do diabetes e da natacdo sobre os parametros da
eletromiografia; efeitos do diabetes e da natacdo sobre a espessura da bainha de
mielina. Estes autores observaram que a natacdo ndo apresentou efeitos sobre os
niveis glicémicos dos animais.

Em relacdo ao peso do animal Selagzi et al (2008) observou um rapido
aumento nos grupos controle (C) e exercitado (E). Quando comparado 0s grupos
controle (C), diabéticos (D) e exercitados e depois induzidos diabetes (ExD) houve
diminuicdo significativa do peso, assim como entre os grupo exercitado (E),
diabéticos (D) e exercitados e depois induzido diabetes (ExD) No entanto o grupo
exercitados e depois induzido diabetes (ExD) ganhou mais peso que 0S outros
grupos diabéticos. Assim eles concluiram que o exercicio mostrou ser uma
prevencdo efetiva contra a perda de peso.

Na avaliagdo da espessura da bainha de mielina dos animais estudados, o
valor médio do grupo controle (C) foi significativamente maior quando comparados
ao grupo diabético (D). Um significativo aumento nos valores médios foi
encontrado entre 0s grupos exercitados e depois induzido diabetes (ExD) e
diabéticos treinados (DEX) quando comparados ao grupo diabético (D). Os autores

concluem que o exercicio antes e apés a inducdo, previnem danos a mielina. Além,
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disso eles também observaram diferencas significantes entre os grupos controle (C)
e exercitado (E).

Discusséo

A presente revisdo demonstrou existir uma escassez de estudos com animais
de experimentacdo que avalie os efeitos do exercicio fisico sobre a neuropatia
diabética.

No estudo de Snow et al (2005) observa-se que a metodologia para obtencédo
dos resultados ndo foi bem descrita. Eles ndo deixam claro se compararam ou nao
os parametros eletrofisiolégicos, glicemia e peso entre os animais diabéticos. No
estudo de Selagzi et al (2008) a metodologia foi descrita detalhadamente.

O tamanho total da amostra nos dois estudos foi de cento e dois animais, no
entanto Selagzi et al (2008) relatam que dois animais do grupo diabético (D), trés
animais do grupo diabético exercitado (DEX) e quatro animais do grupo exercitado
e induzido diabetes (ExD) morreram antes do final do estudo. Totalizando assim
uma amostra final para os dois estudos de noventa e trés animais.

Em ambos os estudos foram descritas escolhas randémicas dos grupos, no
entanto, ndo especificadas. Porém os dois utilizaram grupos controle, classificando
0 estudo em randémico controlado.

Para inducdo do diabetes, utilizando-se da estreptozotocina, a literatura
descreve varias dosagens. A dose descrita varia de 40mg/kg a 70mg/Kg (Tancrede,
Rousseau-Migneron, & Nadeau 1982; Wright & Nukada, 1994; Kato et al, 2005;
Heidarianpour et al, 2007) mostrando assim que a dosagem por eles administrada
esta coerente com as empregadas em outros estudos.

A idade de inducdo para avaliar a instalagdo da neuropatia diabética varia
muito entre os estudos e parece influenciar nos resultados das pesquisas. Snow et al
(2005) ndo descreve a idade dos animais, apenas 0 peso corporal. Selagzi et al
(2008) induziu o diabetes com animais de 12 semanas de idade. Um dado
importante descrito na literatura € o tempo em que ocorre a maturacdo nervosa.
Acredita-se que ela aconteca por volta da 26 a 30 semana de idade, tornando
assim a idade de induc@o um fator importante nas alteracdes nervosas decorrente do
aumento dos niveis glicémicos, assim tal informac&o é de bastante utilidade para

comparagdo com outros estudos (Malone et al, 1996).
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O estudo de Selagzi et al (2008) informa fazer de forma mascarada a anélise
das laminas. No entanto ndo descreve como foi 0 mascaramento. Isto € um dado
importante para se avaliar a interferéncia do pesquisador na analise dos resultados.

O treinamento em esteira utilizado no estudo de Snow et al (2005),
apresenta-se condizente com os descritos na literatura que variam de 6 semanas a 2
meses de treinamento, com velocidades em média de 20m/min. Os dias de
treinamento tambeém variam entre os protocolos de 3 a 7 vezes por semana, assim
como a duracdo 30 a 90 minutos (Lamontagne et al, 2007; Lemos et al, 2007; Park
et al, 2007; Hsieh et al, 2008; Hung et al, 2008; Park, Hong, & Sung, 2008). O
protocolo de exercicio utilizado por Selagzi et al (2008) também estd compativel
com 0s apresentados em outros experimentos com ratos diabéticos. Os treinamentos
variam de 4 a 12 semanas, geralmente com duracdo de 1 hora de natacdo por dia
durante 5 dias por semana (Oliveira et al, 2007; Lemos et al, 2007; Gomes et al,
2008).

Os métodos de avaliacdo por propostos por Snow et al (2005) e Salagzi et al
(2008): amplitude, e laténcia do potencial de acdo concreto muscular, velocidade de
conducédo nervosa, parecem ser uma boa opgéo para avaliar comprometimento em
estrutura nervosa. Estudos demonstram que alteracbes nos parametros
eletrofisiol6gicos podem ser percebidas apo6s 3 semanas da inducdo (Kato et al,
2005). No entanto Snow et al (2005) ndo descrevem se observaram os valores de
base a pico ou de pico a pico, 0 que pode dificultar comparacBes com outros
estudos, assim como a temperatura do segmento no momento do registro, dado este
que também pode influenciar nos valores.

Selagzi et al (2008) também utilizam como método de avaliacdo a
mensuracao da espessura da bainha de mielina. Outros autores também apresentam
como parametro de avaliacdo analise desta estrutura, mostrando que ela tende a
diminuir em animais com diabetes (Bestetti, Rossi, & Zemp, 1981; Malone et al,
1996).

Ficou claro que estudos sobre a interferéncia do exercicio fisico na
instalacdo da neuropatia periférica em ratos com diabetes experimental ainda séo
escassos e com resultados divergentes, por isso, ndo se pode apontar para um
beneficio ou ndo dessa intervencdo. Com relacdo ao aspecto metodoldgico observa-

se que as metodologias avaliadas estdo condizentes com a literatura (inducdo do
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diabetes, protocolos de treinamento, avaliacao eletrofisiol6gica) embora os critérios
de avaliagdo da qualidade dos artigos (calculo e forma de randomizagdo da amostra;
mascaramento da analise dos resultados, etc) ndo tenha sido explicitado e um dos
estudos apresente omissdes importantes na metodologia. Esse campo de
intervencdo necessita assim de um maior respaldo cientifico, tendo em vista a
necessidade do melhor conhecimento das respostas da estrutura nervosa periférica
no quadro diabético frente ao exercicio fisico. Dessa forma, torna-se necessario o
desenvolvimento de outros estudos com metodologia similar a descrita por Salagzi
et al (2005) porém considerando também outras idades para indugdo assim como
diferentes protocolos de exercicios.
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Tabela 1 — Descricdo dos dados incluidos nos estudos e avaliacdo da qualidade dos

artigos.
Autor Animal Tamanho Randomizagdo = Mascaramento
Model total da amostra da analise dos
resultados
Snow et al, Sprague 32 animais sim ndo
2005 Dawley -
machos
Selagzi et al Wistar - 70 animais sim sim
2008 machos
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S. METODOLOGIA

a. Animais

Foram utilizados 40 ratos machos, Rattus norvegicus albinus, da linhagem
Wistar, pesando em torno de 250g, adultos jovens com idade aproximada de 60 dias
de vida. Os animais, oriundos da coldnia de criacdo do Departamento de Nutricdo
da Universidade Federal de Pernambuco, foram mantidos no biotério do
Departamento de Anatomia em gaiolas plasticas de propileno (49x34x16cm), com
no maximo cinco animais por gaiola, em temperatura ambiente de 25+1°C, ciclo
claro/escuro 12/12horas, agua e racdo ad libitum.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (anexo
3), estando de acordo com as normas internacionais estabelecida pelo National

Intitute of Health Guide for care and use of Laboratory Animals.

b. Grupos de Estudo

Estes animais foram separados aleatoriamente em dois grupos: grupo
controle e grupo diabético, cada um com vinte animais. Em seguida,
aleatoriamente, estes grupos foram subdivididos em duas condicdes treinados e nao
treinados, assim ficaram quatro grupos: grupo controle sedentario (GCS) composto
por animais sadios restritos a movimentacdo dentro da prépria gaiola; grupo
controle exercitado (GCE) animais sadios submetidos ao exercicio de natag&o;
grupo diabético sedentario (GDS) formado por animais que foram induzidos o
diabetes experimental, também restritos a movimentacdo dentro da propria gaiola e;
grupo diabético exercitado (GDE), animais que sofreram inducdo de diabetes
experimental e foram submetidos ao exercicio de natacdo. Cada grupo constituido

por 10 animais.
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C. Inducéo do Diabetes Experimental

O diabetes foi induzido através da administracdo intraperitoneal de solugédo
de streptozotocina (Sigma Chemical Co, USA) ap0s jejum alimentar dos animais de
12 horas. A streptozotocina (STZ) foi diluida em tampéo citrato de sédio a 10mM e
pH 4,5, na dose Unica de 60 mg/kg de peso do animal. Os animais ndo diabéticos
receberam, da mesma forma, doses equivalentes de solucdo tampao citrato de sédio,
e ap6s decorridos 30 minutos do tratamento os animais foram alimentados
normalmente (DALL’AGO et al., 2002).

d. Verificacdo da glicemia e do peso

A verificacdo da glicose sanguinea foi realizada ap6s um jejum de 12 horas,
3 e 7 dias apds a administracdo de STZ, através de puncdo da cauda do rato para
obtencdo de uma gota de sangue que foi depositada em glicofita (AcuChek —
Roche®) para leitura em glicosimetro especifico (Glicosimetro AcuChek -
Roche®) (Selagzi et al, 2008). Apenas 0s animais que apresentaram glicose
sanguinea acima de 200 mg/dL foram incluidos no experimento. Apds a
confirmagdo do diabetes foi realizada semanalmente a verificagdo, em todos os
grupos, da glicemia (apds jejum de 12h) e a avaliacdo do peso corporeo (balanca

Filizola).

e. Protocolo de exercicio

Os grupos de animais exercitados foram submetidos a um protocolo de
exercicio fisico moderado de natacdo durante seis semanas, cinco dias na semana.
A primeira semana - semana de condicionamento, foi composta por exercicios
inicialmente de 10 minutos e a cada dia ocorria um acréscimo de mais 10 minutos,
de forma que ao final do quinto dia da semana o animal nadava durante 50 minutos.
Nas cinco semanas seguintes foram realizados exercicios durante 60 minutos nos
cinco dias da semana (NAKAO et al, 2000).
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O exercicio foi realizado em um tanque de natacdo com 60cm de
comprimento, 50cm de largura e 40cm de profundidade. A temperatura da &gua foi
controlada por um termostato que a mantinha em 32°C (x1), (Figura 1).

Apds o exercicio os ratos permaneciam, durante 20 minutos, em uma
camera de aquecimento para realizar a secagem dos pélos (KIRALY et al, 2007).
Os demais animais se limitaram a atividades dentro da propria gaiola.

Figura 1. Exercicio fisico dos animais. Tanque de natacdo (A); Camera de
aquecimento (B); Animais nadando (C); animais secando na camera de
aquecimento (D)
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f. Estudo da velocidade de condugéo nervosa e amplitude do potencial de

acao do nervo sensitivo

O estudo da conducdo nervosa foi realizado no Laboratorio de
Eletroneuromiografia do Hospital das Clinicas — UFPE. Nos animais do grupo
controle esse registro foi realizado ao completarem 60 dias de vida (semana 0) e
durante mais sete semanas consecutivas (semana de 1-7). Nos animais diabéticos o
registro foi realizado aos 59 dias de idade (semana 0), ou seja, um dia anterior a
realizacdo da inducdo e ap6s uma semana foi realizado o registro semanal que se
estendeu durante seis semanas consecutivas (semana 2-7).

Para a verificacdo da velocidade de conducgdo nervosa e a amplitude pico-a-
pico do potencial do nervo sensitivo foi utilizado um eletromidgrafo (Demetec
centor — M4V) através do programa Racia-Alvar Centor M version v2.1, pelo
software Altromed GmbH, version 2.81 (4 channels), 1999. Acoplado a este
aparelho foi construida uma tabua formicada e a ela afixados 6 eletrodos do tipo
“jacaré” posicionados em linha reta a cada trés centimetros. Os dois eletrodos
distais foram utilizados para estimulacdo, os dois proximais para registro e os dois
centrais como terra.

Apo6s serem anestesiados, com uma solucdo de cloridrato de xilazina
(Rompum — Bayer®) e quetamina (Ketalar®), por via intramuscular, em uma
quantidade de 0,2 ml para cada 100 g de peso (MASSONE, 1988) e apds limpeza e
desengorduramento da cauda do animal, este era posicionado ventralmente, de
forma que sua cauda ficasse completamente livre, para ser posicionada entre 0s
eletrodos (Figura 2).

A cauda era previamente aquecida, com uma lampada dicroica colocada a
cerda de 10cm da cauda do animal, de forma a obter-se em média uma temperatura
de 30 graus que era verificada atraves de um termémetro subdermal (Doc Thermo;
modelo n. HD — 11; Comdek Industrial Corp.) colocado em terco medio da cauda.
Em seguida eram registrados e analisados os potenciais da cauda do animal através

da técnica ortodromica.
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Figura 2. Demonstracdo do procedimento de avaliacdo dos parametros eletrofisiologicos.

g. Coleta do Material e Processamento Histologico

ApoOs as seis semanas de treinamento quatro animais de cada grupo,
escolhidos aleatoriamente, foram anestesiados com uma solucdo de cloridrato de
xilazina (Rompum® — Bayer) e quetamina (Ketalar®) por via intramuscular, em
uma quantidade de 0,2 ml para cada 100 g de peso (MASSONE, 1988).

Apds a anestesia, foi realizada tricotomia das regides glutea e posterior da
pata direita. Foi realizada uma incisdo sobre os musculos glateos e isquitibiais para
exposicao do nervo ciatico. Apos a exposi¢cdo do nervo ciatico, uma pré-fixacao (in
situ) foi realizada com solugdo Karnowisky (solucéo de 2,5% de glutaldeido, 4% de
paraformaldeido e 0,1M de tampdo cacodilato de sodio, pH=7,4), através de
gotejamento de 1 mL desta solucdo no nervo ciatico in situ. O nervo foi seccionado
transversalmente um centimetro anteriormente a bifurcagdo dos nervos tibial
posterior e fibular comum e encaminhado para processamento histologico (Figura
3).
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Figura 3. Procedimento para retirada do nervo ciatico. Animal anestesiado (A);
Tricotomia do local (B); Rebatimento da musculatura glutea e isquio (C);
Exposi¢éo do nervo ciatico (D)

O processamento histolégico dos cortes semi-finos baseou-se no método de
Chen et al. (2007). Os fragmentos nervosos foram fixados em solucdo Karnowisky
por 24h a 4°C. Apds este procedimento, os fragmentos foram lavados com solugéo
aquosa de tampdo cacodilato de sodio e pos-fixados com solucdo contendo 1%
tetroxido de 6smio durante uma hora e trinta minutos, em temperatura ambiente.
Em seguida o material foi desidratado em concentracGes crescentes de solucdo
aquosa de acetona, (50%, 70%, 90% e 100%), sendo embebido em resina Epon 812
(Polysciences®). Para a realizacdo dos cortes semi-finos (espessura de 0,5 pm) nos
fragmentos de nervo ciatico emblocados, foi utilizado o ultramicrétomo
(ULTRACUP, LEICA). Os cortes semi-finos foram corados com azul de toluidina
(1%), corante especifico para estruturas ricas em lipidios, como a bainha de

mielina.

h. Anélise Histomorfométrica
Para quantificacdo das fibras nervosas mielinicas, utilizou-se 0 microscépio
optico (Olympus — BX50), objetiva de 40X— aumento final de 400X, conectado a
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uma video-cdmera (Samsung — SHC-410 NAD) e o software_TV Tuner
Application. Através das imagens capturadas, foi realizada a quantificacdo do
numero de fibras mielinicas utilizando o programa Mesurim Pro 08 (disponivel
gratuitamente na internet) através da mensuracdo de todos o0s campos
microscopicos obtidos a partir do corte semi-fino do fragmento de nervo ciatico
(Figura 4).

Figura 04. Fotomicrografia da seccdo transversa do nervo cidtico utilizada para a analise
histomorfométrica. Azul de toluidina, aumento de 40x e 400x.

Para avaliacdo do didmetro das fibras nervosas mielinizadas e da area total
ocupada pelas fibras, utilizou-se o programa Scion Image for Windows (Beta
4.0.2). Foi padronizado, de acordo com a metodologia estabelecida por Chopra et
al., (1986), que seriam consideradas fibras pequenas aquelas cujos diametros
estivessem no intervalo de 1-5 um, fibras intermediarias com diametros entre 6-9
pum e fibras grandes aquelas que apresentassem diametro superior a 10 um. Para o
calculo da densidade das fibras utilizou-se a relagdo entre o numero de fibras
mielinizadas e a 4rea total ocupada pelas fibras (mm?) (ENDO, 2002). Para a
analise dos diametros das fibras nervosas mielinicas, foram escolhidas
aleatoriamente, cinco imagens de campos microscopicos para cada animal, sendo
consideradas para andlises todas as fibras presentes nos campos microscépicos
analisados.
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i. Andlise Estatistica

Para a realizacdo da analise estatistica dos resultados utilizou-se o programa
Bioestat 5.0 (disponivel gratuitamente na internet). Foi aplicado o teste de
normalidade e a partir do resultado foi aplicado o Teste t de Student para os valores
paramétricos, enquanto que para 0s valores que nao passaram no teste de
normalidade, foi utilizado o Teste U de Mann-Whitney. Os Resultados foram
expressos em média + desvio padrdo (paramétricos) e em mediana + erro-padrao
(ndo-paramétricos), utilizando 95% como nivel de significancia.

Na avaliacdo dos resultados da velocidade de conducgdo nervosa e da
amplitude do potencial de acdo, utilizamos o programa Xlstat. Aplicou-se uma
analise de variancia - ANOVA modelo misto 2 x 2 x 7 (grupo, condicdo, tempo),
com comparagdes a posteriori com teste de Tukey com nivel de confiabilidade de
0,05.
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ABSTRACT

Purpose: To non-invasively study the sensory nerve conduction of the caudal
nerve of normal developing rats. Methods: Twenty normal Wistar male rats
served as subjects. Caudal nerve conduction studies were performed at 60 days
from birth and weekly at end of six consecutive weeks. The caudal nerve was
stimulated distally and nerve potentials were recorded proximally on the animal’s
tail using common “alligator” clips as surface electrodes. Results: The amplitude
and the conduction velocity of the caudal nerve sensory action potential increased
linearly from 2916 pV to 85+13 pV and from 34+3 m/s to 44+4 m/s, respectively,
between the 8" and the 15 week of life. The equations of linear regressions were
as followed: Amplitude (uV) = 8.1 x weeks — 34 (R* = 0.99) and NCV (m/s) = 1.2
x weeks + 25 (R? = 0.86). Conclusions: It was possible to study non-invasively the
sensitive conduction of the caudal nerve of normal developing rats and describe
reference values. The technique and data may be used as animal model in
physiological and pathological studies.

Key words: Nerve conduction. Rats. Electrodiagnosis.

RESUMO

Objetivo: Estudar de forma ndo invasiva a conducao nervosa sensitiva do nervo
caudal em ratos normais em desenvolvimento. Métodos: Vinte ratos machos Wistar
foram utilizados. A conducéo nervosa foi realizada a partir dos 60 dias, semanal
durante seis semanas consecutivas. O nervo caudal foi estimulado distalmente, os
potenciais foram registrados proximalmente na cauda do animal usando garras
comum do tipo "jacaré" como eletrodos de superficie. Resultados: A amplitude do
potencial de acdo de nervo sensitivo a velocidade de conducdo nervosa do nervo
caudal cresceu linearmente de 29 &= 6 uV para 85 + 13 uV e de 34 + 3 m/s para 44 +
4 m/s, respectivamente, entre a 8° e a 15° semana da vida do animal. As equacdes
de regressdo linear foram as seguintes: Amplitude (uV) = 8,1 x semanas - 34 (R* =
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0,99) e velocidade de conducdo nervosa (m/s) = 1,2 x semanas + 25 (R* = 0,86).
Conclusdes: Foi possivel estudar de forma ndo invasiva a condugdo nervosa
sensitiva do nervo caudal de ratos normais em desenvolvimento e descrever valores
de referéncia. A técnica e os dados podem ser usados como modelo animal em
estudos fisioldgicos e patoldgicos.

Descritores: Conducgdo nervosa. Rato. Eletrodiagnostico.

Introduction

Electrophysiological conduction studies of peripheral nerves are often used
in animal experimental models and human clinical assessments’. The caudal,
saphenous, sural, sciatic, tibial, fibular and facial are the nerves most commonly
accessed in animals **°. The literature has described several methods of nerve
conduction studies, including their respective reference values ®’. The technique
varies according to the nerve to be studied and the method used for stimulating the
nerve and recording the potentials. When attached to the skin, surface electrodes
allow a non-invasive assessment of the nerve. Invasive techniques consist of

surgically placing electrodes or introducing thin needles inside the animal body
7,8,9,10

The caudal nerve has been used for nerve conduction studies in rats, for
being easily accessed and long, enabling accurate measurement of distances 2,
Some difficulties may arise in adjusting and fixating surface electrodes on the
animal’s relatively thin tail. There are not many electrophysiological studies on the
rat caudal nerve during development. The objective of this work was to study
electrophysiologically the rat caudal nerve during growth, using common
“alligator” clips as stimulating and recording surface electrodes.

Methods

Twenty male 60 days of age albinos Wistar rats were studied. The animals
were kept at the biotery of the Department of Anatomy, Federal University of
Pernambuco, under 25° C ambient temperature, 12 hr light /12 hr dark photoperiod,
in collective plastic cages (maximum 5 animal per cage), maintenance diet
(Labina®Purina) and water ad-libitum. Nerve conduction studies were performed at
the Electroneuromyography Laboratory of the Clinics Hospital, Department of
Neuropsychiatry, Federal University of Pernambuco, during 8 consecutive weeks,
once a week.

Six alligator clips were attached to a formicated board in straight line at 3
centimeters distance from one another except the two central clips that were 2 cm
from each other. Thus, the distance between the stimulating cathode and the non-
inverting recording electrode was 8 cm, whereas the inter-electrode distance of the
stimulating and recording pairs was 3 cm. The spring of the alligator clips were
removed to prevent compression of the tail.

After anesthesia using an intramuscular solution of Xylazin Chlorhydrate
(Rompum - Bayer®) and Ketamin (Ketalar®), 0.2 ml/100g weight, the animal was
laid ventrally on the board. The tail was cleaned and degreased with 70% alcohol
and fixed between the electrodes by us (figure 1). The distal pair of electrodes was
used for stimulation, the proximal pair for recording and the connected central pair
as the ground electrode. Thus, an orthodromic sensory nerve conduction technique
was used. Before each recording the tail was heated with a dichroic lamp to 32° C,
measured at a middle of the tail by an infrared thermometer (Doc Thermo; modelo
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n. HD — 11; Comdek Industrial Corp.). This work was approved by the local ethical
committee for animal research.
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FIGURE 1 - The experimental setting is shown on the left side and the recording
on the right side ( ni ). Non-inverting recording electrode (i) Inverting recording
electrode.

(-) Cathode stimulating electrode ( + ) Anode stimulating electrode

The electrophysiological parameters studied were peak-to-peak amplitude
and onset latency nerve conduction velocity (NCV) of the sensory nerve action
potential (SNAP). Measurements were taken 4 times and averaged together (figure
1). The data was tabulated and analyzed using Microsoft Excel® spreadsheet.
Amplitudes and NCV were summarized as means and standard deviations. Linear
regression was used to model the data.

Results

The amplitude and the NCV of the caudal nerve SNAP increased linearly
between the 8" and the 15" week of animal life, from 29+6 uV to 85+13 pV and
from 3413 m/s to 44+4 m/s, respectively (Figures 2 and 3). The equations of linear
regressions were as followed: Amplitude (uV) = 8.1 x weeks — 34 (R? = 0.99) and
NCV (m/s) = 1.2 x weeks + 25 (R? = 0.86).
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FIGURE 2 — Mean + standard deviation of the SNAP amplitudes (left side) and
NCV (right side) between the 8" and the 15" week of animal life. The equation of
linear regression relating amplitude (MV) or NCV (uV) and age (weeks) and the
squared correlation coefficient (R?) is shown

Discussion

Both amplitude and NCV showed a linear increase proportionate to the age
of the animal. This linear increase is probably due to the development of rats’
peripheral nervous system itself. The mechanism of the conduction changes with
aging is uncertain. It is believed that three mechanisms are involved on large
diameter myelinated axons, interdonal legth and nodal events *.

There are not many electrophysiological studies of the caudal nerve of
developing rats. Schmelzer and Low *, in their electrophysiological study on the
effect of age on caudal nerve of Sprague-Dawley male rats, used a similar
orthodromic technique but recorded with near the nerve fine steel needles. They
observed that both the amplitude and the NCV were parabolic functions of age -
they increased progressively until about 1 year and then declined. However,
between the 8" week and the 15™ week the function is virtually linear, as the
quadratic component of the function is quite small (0.02 and 0.005 for NCV and
amplitude respectively, per squared week).

During similar time frame Schmelzer and Low * NCV were about 4-8 m/s
faster then ours. One possible explanation for this small but consistent discrepancy
is that we kept the temperature of the tail at 32°C whereas they kept it at 35°C. As
NCV increases a little more then 1 m/s per °C *? the difference in temperature fairly
predicts the difference found in NCV.

Schmelzer and Low ! amplitudes were about 50% smaller than our
amplitudes. Amplitude decreases about 0.04 pV per °C *2, therefore the difference
in tail temperature is not sufficient to explain the difference in NCV. Unfortunately,
they did not report how the amplitudes were measured: baseline-to-peak or peak-to-
peak. If it was baseline-to-peak it could explain why their amplitudes were smaller
then our peak-to-peak amplitudes.



45

Conclusion

In conclusion, it was possible to study non-invasively the sensitive
conduction of the caudal nerve of normal developing rats and describe reference
values. The technique and data may be used a useful animal model in physiological
and pathological studies.
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RESUMO

Obijetivo: avaliar o efeito do exercicio fisico na instalacdo da neuropatia diabética
periférica (NP). Métodos: 40 ratos, 6 semanas; Divididos em 4 grupos: controle
sedentario (GCS), controle treinado (GCE), diabético sedentario (GDS), diabético
treinado (GDE). Inducdo do diabetes através da estreptozotocina 60mg/Kg.
Treinamento por seis semanas (natacdo, 1h/dia, 5x/sem). Semanalmente verificava-
se glicemia, peso, velocidade conducdo nervosa (VCN), amplitude potencial de
acdo nervo caudal. Apés sacrificio analizou-se: numero, densidade, tamanho de
fibras mielinicas, area de seccdo transversa do nervo ciatico. Resultados: glicemia
GDE diminuiu comparando ao GDS. Os diabéticos apresentaram diminuicdo
ponderal. A VCN dos diabéticos, a partir da 3% semana diminuiu em relacdo aos
controles. Amplitude na 4% semana aumentou no grupo dos diabéticos. Parametros
morfométricos sem alteracdo exceto no tamanho das fibras intermediarias entre 0s
grupos sedentarios. Conclusdo: quadro de instalacdo da NP apresenta-se mais
precocemente na VCN. O exercicio mostrou ndo influenciar no seu aparecimento.
Palavras-chave: Ratos, Neuropatia Diabética, Nervo Ciatico, Condugdo Nervosa

INTRODUCAO

O tratamento clinico proposto aos pacientes portadores de diabetes consiste
em associar insulinoterapia, atividade fisica regular e um bom planejamento
alimentar (1). Estudos tém demonstrado que o exercicio fisico promove atenuacao
das complicacdes clinicas decorrentes do diabetes como, por exemplo, melhora do
perfil lipidico e glicémico e diminui¢do da concentracdo de acidos graxos livres
1,2,3).

No entanto ainda existe uma lacuna a respeito de como 0 exercicio
influencia o quadro de neuropatia diabética periférica, alteracdo tdo frequente neste
grupo de pacientes. A neuropatia diabética resulta em uma perda da sensibilidade
distal que pode levar a alteragdes musculoesqueléticas (4) trazendo um grande

prejuizo na qualidade de vida desses individuos.
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Existem evidéncias, tanto clinicas (5,6) quanto experimentais (7), que o
exercicio fisico promove um efeito protetor no desenvolvimento da neuropatia
diabética periférica, porém o mecanismo pelo qual isto acontece ainda ndo esta
totalmente esclarecido.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a morfologia do nervo
ciatico e a resposta funcional do nervo caudal de ratos experimentalmente

diabéticos submetidos a um protocolo de natacgéo.

METODOLOGIA

Animais

Foram utilizados 40 ratos da linhagem Wistar, com 60 dias de idade, peso
inicial em torno de 250g. Estes animais foram separados aleatoriamente em dois
grupos: grupo controle e grupo diabético, cada um com vinte animais. Em seguida,
aleatoriamente, estes grupos foram subdivididos em duas condicdes treinados e nao
exetcitados; assim ficaram quatro grupos: grupo controle sedentario (GCS)
composto por animais sadios restritos a movimentacdo dentro da prépria gaiola;
grupo controle exercitado (GCE) animais sadios submetidos ao exercicio de
natacdo; grupo diabético sedentario (GDS) formado por animais que foram
induzidos o diabetes experimental, também restritos a movimentacdo dentro da
prépria gaiola e; grupo diabético exercitado (GDE), animais que sofreram inducéo
de diabetes experimental e foram submetidos ao exercicio de natacdo. Cada grupo
constituido por 10 animais. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
de Pernambuco (protocolo 59/08), estando de acordo com as normas internacionais
estabelecida pelo National Intitute of Health Guide for care and use of Laboratory

Animals.

Inducéo do diabetes experimental

Para inducdo do diabetes utilizou-se solucdo de streptozotocina (Sigma
Chemical Co., USA), atraves de administracdo intraperitoneal, ap0s jejum
alimentar de 12 horas. A streptozotocina (STZ) foi diluida em tamp&o citrato de

sodio a 10mM e pH 4,5, na dose Unica de 60 mg/kg de peso do animal. Os animais
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ndo diabéticos receberam, da mesma forma, doses equivalentes de solugdo tampéo
citrato de sodio, e decorridos 30 minutos do tratamento os animais foram
alimentados normalmente (8).

A confirmacdo do diabetes foi realizada através da verificacdo da glicose
sanguinea realizada ap6s um jejum de 12 horas, 3 e 7 dias apds a administracdo de
STZ, por punc¢éo na cauda do rato para obtencdo de uma gota de sangue para leitura
em glicosimetro especifico (Glicosimetro AcuChek — Roche®) (7). Apenas 0s
animais que apresentaram glicose sanguinea > 200 mg/dL foram incluidos no
experimento. Em seguida, semanalmente, foi verificada a glicemia (apds jejum de

12h) e o peso de todos os animais.

Protocolo de exercicio

Os animais exercitados realizaram um protocolo de exercicio moderado de
natacdo durante seis semanas, cinco dias por semana. A primeira semana (semana
de condicionamento) foi composta por exercicios que tinha a duragdo inicialmente
de 10 minutos e a cada dia ocorria um acréscimo de mais 10 minutos, de forma que
ao final do quinto dia da semana o animal nadava durante 50 minutos. As cinco
semanas posteriores foram compostas por exercicio de 60 minutos realizados de
segunda a sexta (9).

O exercicio de natacdo foi realizado em um tanque com 60cm de
comprimento, 50cm de largura e 40cm de profundidade. A temperatura da agua foi
controlada por um termostato que a mantinha em 32 +1°C.

Apos as sessdes de natacdo os ratos permaneciam durante 20 minutos em

uma cadmera de aquecimento para que secagem dos pélos (10).

Estudo da velocidade de condugédo nervosa e amplitude do potencial de acéo
do nervo sensitivo caudal

O estudo da condugdo nervosa foi realizado no Laboratorio de
Eletroneuromiografia do Hospital das Clinicas — UFPE. O registro do grupo
controle ocorreu quando os animais atingiram a idade de 60 dias (semana 0), e por
mais 7 semanas consecutivas (semana de 1-7); O registro dos animais diabéticos

foi realizado aos 59 dias de idade (semana 0), em seguida foi promovida a inducéo.
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Apb6s uma semana ocorreu 0 registro semanal durante seis semanas consecutivas
(semana 2-7).

Para a verificacdo da velocidade de conducdo nervosa (VCN) e a amplitude
pico-a-pico do potencial do nervo sensitivo foi utilizado um eletromiografo
(Demetec centor — M4V) através do programa Racia-Alvar Centor M version v2.1,
pelo software Altromed GmbH, version 2.81 (4 channels), 1999. Acoplado a este
aparelho foi construida uma tabua formicada e a ela afixados seis eletrodos do tipo
“jacaré” dispostos em linha reta a cada trés centimetros. Os dois eletrodos distais
foram utilizados para estimulagao, os dois proximais para registro e os dois centrais
como terra.

Apds serem anestesiados, com uma solucdo de cloridrato de xilazina
(Rompum — Bayer®) e quetamina (Ketalar®), por via intramuscular, em uma
quantidade de 0,2 ml para cada 100 g de peso (11) e ap6s limpeza e
desengorduramento da cauda, o animal era posicionado ventralmente, de forma que
sua cauda ficasse completamente livre, para posiciona-la entre os eletrodos. A
cauda era previamente aquecida, com uma lampada dicrdica colocada acerca de
10cm da cauda do animal de forma a obter-se uma temperatura média de 30 graus
que era monitorada com termémetro subdermal (Doc Thermo; modelo n. HD — 11;
Comdek Industrial Corp.) colocado no terco médio da cauda.

Em seguida foram registrados e analisados os potenciais da cauda do animal

através da técnica ortodrémica.

Coleta do Material e Processamento Histologico

Ao completar seis semanas de exercicio quatro animais de cada grupo,
escolhidos aleatoriamente, foram anestesiados com uma solucdo de cloridrato de
xilazina (Rompum® — Bayer) e quetamina (Ketalar®) por via intramuscular, em
uma quantidade de 0,2 ml para cada 100 g de peso (11).

Apds a anestesia, foi realizada a tricotomia das regides glutea e posterior da
pata direita e uma incisdo sobre os musculos glateos e isquiotibiais para exposicao
do nervo ciatico. O nervo ciatico foi seccionado aproximadamente 1 cm
anteriormente a bifurcacéo dos nervos tibial posterior e fibular comum.

Apos a exposicdo do nervo, uma pré-fixacdo foi realizada com solugédo
Karnowisky (solucdo de 2,5% de glutaldeido, 4% de paraformaldeido e 0,1M de
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tampdo cacodilato de sddio, pH=7,4), através de gotejamento de 1 mL desta
solucdo no nervo ciatico in situ. O tecido nervoso foi seccionado transversalmente
e encaminhado para processamento histolégico.

Para o processamento histologico dos cortes semi-finos, foi utilizada a
técnica sugerida por Chen (12). Os fragmentos nervosos foram fixados em solugéao
Karnowisky por 24h a 4°C. Apds este procedimento, os fragmentos foram lavados
com solucdo aquosa de tampdo cacodilato de sodio e pos-fixados com solucdo
contendo 1% tetréxido de ésmio por lhora e 30 minutos, em temperatura ambiente.
Em seguida o material foi desidratado em concentragdes crescentes de solucéo
aquosa de acetona, (50%, 70%, 90% e 100%), sendo embebido em resina Epon 812
(Polysciences®). Para a realizacdo dos cortes semi-finos dos fragmentos de nervo
ciatico emblocados, foi utilizado o ultramicrotomo (ULTRACUP, LEICA), obtidos
cortes transversais com espessura de 0,5 pm. Os cortes semi-finos foram corados
com azul de toluidina (1%), corante especifico para estruturas ricas em lipidios,

como a bainha de mielina.

Analise Histomorfométrica do nervo ciatico

Para quantificacdo das fibras nervosas mielinicas, utilizou-se 0 microscépio
optico (Olympus — BX50), objetiva de 40X — aumento final de 400X, conectado a
uma video-camera (Samsung — SHC-410 NAD) e o software_TV Tuner
Application. A quantificacio do numero de fibras mielinicas foi realizada
utilizando o programa Mesurim Pro 08 (disponivel gratuitamente na internet)
analisando todos 0os campos microscopicos das imagens capturadas.
Para avaliacdo do diametro das fibras nervosas mielinizadas e da area total ocupada
pelas fibras, utilizou-se o programa Scion Image for Windows (Beta 4.0.2). Foi
padronizado, de acordo com a metodologia estabelecida por Chopra (13), que
seriam consideradas fibras pequenas aquelas cujos diametros estivessem no
intervalo de 1-5 um, fibras intermediarias com diametros entre 6-9 um e fibras
grandes aquelas que apresentassem diametro superior a 10 um. Para o célculo da
densidade das fibras utilizou-se a relacdo entre o numero de fibras mielinizadas e a
4rea total ocupada pelas fibras (mm?) (14). Para a analise dos diametros das fibras

nervosas mielinicas, foram escolhidas randomicamente, cinco imagens de campos
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microscopicos para cada animal, sendo consideradas para analises todas as fibras
presentes nos campos microscopicos analisados.
Andlise estatistica

Para a realizacdo da analise estatistica dos resultados utilizou-se o programa
Bioestat 5.0 (disponivel gratuitamente na internet). Para os valores paramétricos foi
utilizado o Teste t de Student, enquanto que para os valores ndo paramétricos, foi
utilizado o Teste U de Mann-Whitney. Os Resultados foram expressos em media £
desvio padrdo (paramétricos) e em mediana + erro-padrdo (ndo-paramétricos),
utilizando 95% como nivel de significancia.

Na avaliagdo da velocidade de conducdo nervosa e da amplitude do
potencial de acdo, utilizamos o programa Xlstat. Neste realizou-se uma andlise de
variancia - ANOVA modelo misto 2 x 2 x 7 (grupo, condicdo, tempo), com

comparacOes a posteriori com teste de Tukey. O p critico foi de 0,05.

RESULTADOS

Peso corpéreo e Glicemia

Na semana 0 os animais do GDS apresentaram peso corpéreo menor do que
0 GCS. Esta diferenga se manteve durante todo o experimento (Figura 1). A
avaliacdo do peso corpéreo dos animais dos grupos exercitados (GCE e GDE)
revelou-se menor nos animais diabéticos nas semanas 3, 5, 6 e 7 (Figura 1).
Comparando os grupos GCS e GCE, observou-se uma diminui¢ao no peso corporeo
do GCE nas semanas 3, 4, 6 e 7 (Figura 1). Na semana 1 e 2 houve uma diminui¢ao
significativa dos pesos corpéreos dos animais do GDE e GDS, nas semanas
seguintes esta diferenca ndo foi mais observada, no entanto os animais do GDE
continuaram apresentando uma tendéncia a valores médios menores (Figura 1).

Os valores dos niveis glicémicos foram obtidos a partir da semana 1, ou
seja, apos os animais terem sido submetidos a indugdo do diabetes. Comparando-se
os valores da semana 1 com os valores da semana 7 observou-se que 0s animais dos
grupos controles (GCS e GCE) apresentaram niveis glicémicos significativamente
menores (Figura 2).

Durante o periodo avaliado os valores de glicemia dos animais diabéticos se

mantiveram significativamente maiores que o dos animais controle. Ao final do
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treinamento os valores glicémicos apresentados pelo GDE foram significativamente
menores que os do GDS (Figura 2).

Velocidade de Conducao nervosa e amplitude do potencial de acdo do nervo
sensitivo caudal

A velocidade de conducdo nervosa ndo apresentou diferenca entre os grupos
diabéticos (GDS e GDE), no entanto, a partir da 3° semana pds inducdo, foi
observado diminuicdo dos valores médios da velocidade de condugdo nervosa nos
animais diabéticos quando comparados aos controles (Tabela 1).

A amplitude do potencial de acdo do nervo caudal dos animais diabéticos
apresentou a partir da 4% semana pos inducdo, valores maiores que 0s apresentados
pelo grupo controle (Tabela 2). Ndo foi observada diferenca nos valores da
amplitude do potencial de acdo do nervo caudal entre os animais do GDS e GDE
(Tabela 2).

Avaliacdo Histomorfométrica do nervo ciatico

Em relagdo ao nimero de fibras mielinicas, area de secgdo transversa do
nervo ciatico e densidade de fibras mielinizadas ndo foi observada diferenca entre
0s grupos analisados (Tabela 3).

Foi observado um aumento no numero de fibras de tamanho intermediario
(didmetro entre 6-9 um) no GDS (362,5£39,11) quando comparado ao GCS (280 +
29,68), (p = 0,0158).

A comparacdo entre os demais grupos ndo demonstrou diferenga com

relacdo aos tipos de fibras do nervo (Tabela 4).

Discusséo

Dentre as complicagfes mais frequentes e severas do diabetes destaca-se a
neuropatia, alteracdo no sistema nervoso periférico, promovida, em longo prazo,
por niveis elevados de glicose no sangue (15). Um dos recursos preconizados para
tentar controlar os niveis glicémicos € a atividade fisica. Diminuicdo dos niveis
glicémicos foi observado em animais submetidos a protocolo de natacdo, de
duragéo de quatro e oito semanas, respectivamente Gomes e cols (3) Lemos e cols
(16). Acredita-se que esta diminuicdo ocorra porque quando o exercicio é realizado
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na presenca de hiperinsulinemia, a captacdo de glicose nos musculos aumenta
drasticamente diminuindo a glicemia sanguinea (17).

Oliveira e cols (18) e Selagzi e cols (7) demonstraram uma diminuicao do
peso corpdreo de animais diabéticos submetidos a exercicio de natacdo durante 06 e
08 semanas, respectivamente. No nosso estudo o peso dos animais do grupo
controle apresentou um aumento gradual durante todo o experimento. Entretanto, 0s
animais diabéticos tenderam a perda do peso, tendo o0 GDE demonstrado uma perda
significativa.

Nos nossos resultados observamos uma diminuigdo da velocidade de
conducdo nervosa nos animais dos grupos diabéticos apds trés semanas de inducao,
embora ndo tenha sido verificada alteracdo na estrutura do nervo entre 0s grupos
avaliados.

Malone e cols (19) em seu estudo sobre o efeito da hiperglicemia na
estrutura e na condugdo nervosa demonstraram uma diminui¢do significativa na
velocidade de conducdo nervosa apds 4 semanas da inducdo. A velocidade de
conducdo nervosa estd bastante relacionada aos nodos de Ranvier. Jakobsen (20)
em seu estudo pode observar que ap6s 4 semanas de inducdo o nodo de Ranvier
apresentou-se levemente alargado e que havia um aumento paronodal em relagdo ao
calibre da fibra nervosa. Essa mudanca tem sido relatada como um sinal precoce
de neuropatia diabética experimental. Ndo se sabe se este alargamento do nodo de
Ranvier pode esta associado a um alargamento da membrana nodal ao nivel
ultraestrutural. Se assim for isto poderia aumentar o tempo da ativagdo nodal,
diminuindo a velocidade de conducdo nervosa, 0 que poderia explicar 0s nossos
achados.

A literatura descreve a neuropatia como de origem multifatorial. Uma delas
é a bioquimica. Dentre a via metabdlica uma das mais estudadas é a via do poliol.
Acredita-se que o0 acumulo de sorbitol resulta em diminuigdo dos niveis
intracelulares de mioinositol e taurina, até o ponto que sejam limitantes para o
metabolismo intracelular. Demonstrou-se que a reducdo dos niveis de mioinositol
se associa a diminuicdo da atividade do Na+, K+ e da ATPase levando a
diminuicao da velocidade de condugéo nervosa (21,22,23).

Em nosso estudo ndo avaliamos as concentragcbes dessas substancias,

entretanto, no estudo de Malone e cols (19) ratos que foram induzidos na sexta
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semana de vida apresentaram apds quatro semanas da indugdo diminui¢do da VCN,
e ao final da 20* semana pos-indugdo demonstraram valores aumentados de
sorbitol.

Outro fator importante que pode interferir nos parametros eletrofisiologicos
é a perfusdo nervosa. No estudo de Kato e cols (24) eles induziram diabetes em
ratos com quatro semanas de idade. Apds trés semanas pos-inducdo perceberam que
a VCN e amplitude do potencial de acdo dos animais diabéticos estavam
diminuidas em relacdo ao grupo controle. No entanto ndo perceberam alteracées no
didmetro das fibras mielinicas, porem houve uma diminuicdo significativa na
densidade endoneural de capilares.

Diferente da literatura, em nosso estudo, a amplitude do potencial de acao
aumentou nos animais diabéticos. Acreditamos que isto tenha ocorrido devido ao
fato da espessura da cauda do animal estd diminuida, aproximando assim o0s
eletrodos e ampliando os valores da amplitude do potencial de acdo.

Neste estudo o numero das fibras mielinicas, a area de sec¢do transversa do
nervo ciatico e a densidade de fibras mielinizadas ndo apresentaram diferencas
entre os grupos estudados. Diferente dos resultados de Selagzi e cols (7) estudando
o efeito da natacdo com protocolo de 8 semanas, em animais com neuropatia
diabética que observou aos 28° dia apds a inducdo uma diminuicdo significativa da
espessura da bainha de mielina nos animais do grupo diabético sedentario, quando
comparados com o grupo controle. Ao comparar 0 grupo dos animais diabéticos
treinados com os ndo treinados observou um significativo aumento nos valores
médios da espessura da bainha dos animais treinados.

N&o existe um consenso sobre o periodo necessario, ap6s a indugdo do
diabetes, para ocorrer alteragdes nos nervos periféricos. Jakobsen (25) descreve
uma diminuic¢do da area de corte transversal das fibras mielinicas do nervo fibular,
quatro semanas apos inducdo do diabetes. Observou também que as fibras pequenas
sofreram mais alteracGes do que as fibras maiores, pois aquelas apresentaram uma
reducdo da bainha de mielina duas vezes maior.

Segundo Malone e cols (19) a idade do animal para a indugdo do diabetes €
um importante fator a ser levado em consideracdo. Em seu trabalho ele induziu
diabetes em animais com 6 semanas de idade e observou que apds 20 semanas 0s

animais apresentavam diminuigédo da bainha de mielina, maior densidade de fibras
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pequenas, diminuicdo do numero de fibras grandes, no entanto a area axonal nédo
demonstrou alteragdes. Ao induzir o diabetes nos animais com 26 semanas de
idade, ndo foram observadas alteracdes na VCN nem grandes alteracdes quando
comparou estes animais ao grupo controle.

Um outro estudo, apds inducdo de 4 meses com estreptozotocina em ratos
Wistar com peso 100g demonstrou que apos este periodo houve uma ligeira
reducdo axonal na area de seccdo transversa e uma reducdo das fibras mielinicas
(26).

Desta forma, observa-se que os protocolos de inducdo sdo bastante
diferentes. A literatura demonstra que os efeitos sobre as estruturas nervosas
dependerdo da idade de inducdo do diabetes, das dosagens, da droga administrada,
do sexo e da espécie utilizada (27). Talvez isto explique a diferenca dos nossos
resultados, uma vez que ha uma dificuldade de fazer uma comparacéao direta com os
diferentes protocolos utilizados.

Em relacdo aos tamanhos das fibras, neste trabalho foi adotada a
classificacdo de descrita por Chopra e cols (13). No entanto todos os estudo
classificam as fibras apenas em pequenas e grandes sem detalhar como foram
classificadas (7, 19, 21, 26) motivo pelo qual tornou-se dificil a comparacdo com 0s
resultados do presente trabalho.

Os resultados do presente estudo sugerem que o periodo de avaliacdo pos-
inducdo adotado nesse modelo pode ndo ter sido suficiente para promover a
instalacdo de alteracBes nos parametros avaliados da estrutura do nervo ciatico
embora a diminuicdo da VCN possa sugerir ser um dos primeiros sinais da

instalacdo do quadro de neuropatia diabética periférica.
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Titulos e legendas das Figuras

Figura 1. Evolugdo ponderal dos animais dos quarto grupos estudados, durante todo o
experimento. Valores expressos em média + desvio-padréo.

Legenda Figura 1. a GDT X GDS, p <0,02; § GCT X GDT, p <0,002; # GCT X
GCS, p<0,03;
*GCS X GDS, p<0,05

Figura 2. Perfil glicémico dos animais dos quatro grupos estudados, durante todo o
experimento. Valores expressos em média £ desvio-padréo.

Legenda Figura 1. a GDT X GDS; § GCT X GDT; # GCT X GCS; * GCS X
GDS, p<0,05
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Tabela 1. Valores da velocidade de conducdo nervosa sensitiva (m/seg) do nervo

caudal durante todo o experimento, expressos em médias e desvio padrao.

Semana/Grupo GCS GCE Média GDS GDE Média

S0 33,85+3,28  33,69+1,78  33,77+0,11 35,87+2,02 3559+1,76 35,73%0,19
S1 35,02+1,89  38,14+2,75  36,58+2,20 --- - ---
S2 36,66+1,97 39,29+1,96 37,97+1,85 35,93+3,03 40,84+2,73 38,38%£3,47
S3 40,62+2,67 41,67+3,10 41,14+0,74 36,73+3,24 39,13+1,87 37,93+1,69
S4 38,97+3,58  39,62+1,90 39,29+0,45 40,03+3,00 40,67+2,39 40,35+0,45
S5 41,91+1,94  42,56+3,13 42,23+0,45 38,57+2,03 38,27+2,37 38,42+0,21
S6 42,20+2,55 40,00+2,71  41,1+155 39,52+2,43 41,07+2,13  40,29+1,09
S7 44,30+1,85 47,47+4,01 4588+2,24 39,25+2,17 38,61+3,16 38,93+0,45

Media 39,20+3,72  40,31+£3,93  39,75+0,78 37,99+1,76 39,17+1,94 38,58+0,83

S=semana; GCS - grupo controle sedentario; GCE — grupo controle treinado; GDS: grupo
diabético sedentario; GDE — grupo diabético treinado.

--- dados ndo coletados
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Tabela 2. Valores da amplitude do potencial de agédo (um), pico a pico, do nervo

caudal, durante todo o experimento, expressos em médias e desvio padrao.

Semana/Grupo GCS GCE Média GDS GDE Média

SO 29,29+4,36 30+7,27 29,64%0,50 32,97+£8,43 32,40+6,25 32,68+0,40
S1 38,02+10,77  37,47%6,79  37,74%0,38 ---
S2 45,81+£10,77  46,04+7,35 45,92+0,16 57,35+12,14 58,37+11,94 57,86x0,72
S3 57,15+9,79 57,96+7,19 57,55+0,57 62,70+14,79 80,03+12,00  71,36+12,25
S4 66,65+18,68 61,57+9,22 64,11+359  82,16+13,64 84,53+14,36 83,34+1,67
S5 70,93+10,96  68,80+7,14 69,86+1,50 72,28+15,94 98,31+16,60  85,29+18,40
S6 77,31+12,04 81,66+16,89 79,48+3.07  89,64+25,39 93,57+24,67 91,60£2,77
S7 87,87+17,41 85,28+10,39 86,57+1,83 103,12+24,89  110,59+21,00 106,85+5,28

Média 57,92+19,41  59+19,84  58,46+0,76  69,25+18,26 76,41+2193  72,83+5,06

S=semana; GCS - grupo controle sedentario; GCE — grupo controle treinado; GDS: grupo

diabético sedentario; GDE — grupo diabético treinado.

--- Dados ndo coletados
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Tabela 3. Comparacao do numero de fibras mielinicas, area de sec¢do transversa
do nervo ciatico e densidade das fibras nervosas mielinicas, presentes nos grupos
Controle Sedentario (GCS), controle treinado (GCE), diabético sedentario (GDS),
Diabético Treinado (GDE). Valores expressos em média e desvio padrao

Parametro Grupos

GCS GCE GDS GDE

NiUmero de

7584,75+416,05 6862,25+1337,92 6868+1635,62 6008,5+1589,11
fibras

mielinicas

Area de

128,62+30,59 99,10+44,71 90,96+18,25 78,95+15,27
seccéo

Transversa

Densidade

_ 60,80+10,33 82,45+45,90 77,09+19,82 75,83+10,83
das fibras

mielinicas
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Tabela 4. Classificacdo das fibras mielinicas presentes no nervo ciatico, de acordo
com seu diametro, em Fibras Pequenas (FP), Fibras Intermediarias (FI) e Fibras
Grandes (FG), presentes nos grupos Controle Sedentario (GCS), controle treinado
(GCE), diabético sedentario (GDS), Diabético Treinado (GDE). Valores expressos

em média e desvio padrao.

Tipo de Grupos

Fibras

GCS GCE GDS GDE

FP

403,5+146,4 447+209,01  451,5+114,13 439,25+96,90

Fl
280+29,68  286,25+54,90 362,5+39,11 339,5+71,28

FG
24+27,99 30,75+23,76  21+6,83 21,25+20,13
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7. DISCUSSAO GERAL

Um Estudo Multicéntrico sobre a prevaléncia da Diabetes Mellitus no
Brasil, de 1987/89, demonstra que 7,6% na populacdo de 30 a 69 anos de idade tem
a doenca, e chega a 17,4% na populacdo de 60 a 69 anos de idade. Esse mesmo
estudo revelou um alto grau de desconhecimento em relacdo a doencga. Quarenta e
seis porcento dos diagnosticados ndo sabiam ser portadores de diabetes. Nos
pacientes que conheciam seu diagndstico, a analise do tipo de tratamento revelou
que 22,3% nao faziam nenhum tipo de tratamento (Ministério da Saude, 2003).

O diabetes provoca uma série de complicacbes a longo prazo como
retinopatia, nefropatia, alteracdes macro e microvasculares, dentre elas a neuropatia
periférica (THE DIABETES CONTROL AND COMPLICATIONS TRIAL
RESEARCH GROUP, 1993).

Como uma das complicacbes freglientes no quadro diabético, neuropatia
periférica contribue para um aumento da morbidade e mortalidade e severo impacto
na qualidade de vida devido a parestesia, dor e lesGes neuropaticas podendo
progredir para uma amputacdo (SELAGZI et al, 2008). Um grande numero de
mecanismos esta envolvido no surgimento da neuropatia diabética periferia: fatores
metabolicos, vasculares, auto-imune, além de deficiéncias neuro-hormonais e
fatores de crescimento. Entretanto a hiperglicemia persistente parece ser o fator
causal primario mais importante (GAGLIARD, 2003).

Por tratar-se de uma complicacdo de causa multifatorial, 0 modelo animal
acaba sendo um importante instrumento para elucidagdes sobre a neuropatia
diabética. E sabido que drogas como a estreptozotocina é capaz de reproduzir um
quadro de diabetes tipo 1 em ratos. No entanto os estudos parecem ndo demonstrar
uma dose padrédo para esta inducdo. Acredita-se que esta dose deva ser de quatro a
cinco vezes menor que a letal. No presente estudo foi utilizada a dose de 60mg/Kg
para inducdo do diabetes, dose esta, que segundo a literatura é capaz de promover
diabetes de forma duradoura em 100% dos animais injetados (Delfino et al., 2002).

Outro cuidado que se deve ter para obter um bom modelo experimental da
neuropatia diabética é quanto a idade do animal para inducdo do diabetes. Acredita-
se que a maturagdo nervosa aconteca por volta da 26% a 30 semana de idade,

tornando assim mais dificil perceber algumas alteracBes na estrutura nervosa
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(MALONE et al 2006). No presente estudo a idade de indugdo do diabetes foi 60
dias, idade em que o animal é considerado adulto jovem e a maturagdo nervosa
ainda ndo ocorreu, fato este demonstrado nesse estudo pelo aumento linear da VCN
e da amplitude do potencial de acdo da 8% a 152 semana de vida do animal.

O tempo em que o animal permanece diabético também parece ser crucial
para instalacdo da neuropatia. Os estudos mostram que um dos sinais mais precoces
da neuropatia € a velocidade de conducao nervosa que a partir da 3% semana pode
apresentar valores diminuidos nos animais diabéticos (KATO et al, 2005),
conforme podemos observar no presente estudo. Entretanto, para se evidenciar
alteracfes nos componentes estruturais do nervo parece ser necessario um periodo
um pouco maior de instalacdo da doenca (WRIGT e NUKADA, 1994; MALONE
et al 1996, MACHADO et al, 2000).

A dificuldade na interpretacdo dos resultados decorre que a literatura ndo
apresenta uma metodologia semelhante nos estudos. A variacdo ocorre desde a
escolha da idade do animal para a inducdo, no tipo e na quantidade da droga
administrada para a inducdo, na espécie do animal e nos parametros avaliados. No
presente estudo que avaliou o diabetes ap6s seis semanas de inducdo ndo foram
observadas alteracdes estruturais do nervo ciatico. Semelhantemente Kato et al
(2005) também ndo observaram haver alteragbes em relacdo ao didmetro dos
axonios em animais diabéticos apds seis semanas de indugdo. Entretanto, outros
estudos demonstraram atrofias axonais apds oito semanas a inducdo do diabetes
(Medori et al.,1988) e diminuicdo da bainha de mielina e fibras nervosas de menor
calibre em animais diabéticos ap0s vinte semanas de indugdo Malone et al., 1996).

Estudos demonstram que uma boa alternativa para controlar os niveis
glicémicos dos portadores de diabetes é através do exercicio fisico (FORJAZ et al,
1998; BALDUCCI et al, 2006; OLIVEIRA et al, 2006; CAMBRI et al, 2007
GOMES et al, 2008; RAMALHO & SOARES, 2008; VANCEA et al, 2009 ). Isto
foi demonstrado neste estudo em que o0s animais diabéticos exercitados
apresentaram niveis glicémicos menores que 0s animais diabéticos sedentarios.

A despeito dos beneficios do exercicio fisico no controle do quadro
diabético, os protocolos experimentais de exercicios variam bastante em relacédo a
modalidade (esteira e nata¢do), duragdo (curto prazo ou a longo prazo); frequéncia
(dias alternados, 5x/semana; todos os dias), intensidade (moderada, exaustiva)
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(LAMONTAGNE et al, 2007; LEMOS et al, 2007; PARK et al, 2007; GOMES et
al, 2008; HSIEH et al, 2008; HUNG et al, 2008; PARK, HONG, SUNG, 2008,
SELAGZI et al 2008)

Sobre a influéncia do exercicio na instalacio da neuropatia diabética
periférica existe ainda uma grande lacuna na literatura. No presente estudo foi
utilizado como método de avaliacdo o estudo da VCN e a andlise histomorfométrica
de alguns segmentos da estrutura do nervo. A partir destes parametros foi
observado que o exercicio fisico nao interferiu na instalacdo da neuropatia. A VCN
dos animais dos grupos diabéticos (GDS e GDE) apresentaram valores menores em
relacdo aos animais dos grupos controle (GCS e GCE), no entanto ndo houve
diferenca entre os valores apresentados pelos animais dos grupos diabéticos (GDS e
GDE). As analises realizadas nas estruturas nervosas também nao apresentaram
diferencas entre os grupos estudados.

Diferente do presente estudo Salagzi et al. (2008) observaram em seu estudo
um efeito protetor do exercicio fisico (natacdo) sobre a instalacdo da neuropatia
diabética periférica, apos oito semanas e quatro semanas de inducdo. Assim como
em nosso estudo eles utilizaram como método de avaliagdo os pardmetros
eletrofisioldgicos e estudo da morfologia nervosa (espessura da bainha de mielina).
Concordando com nossos achados por outro lado, Snow et al (2005) demonstraram
que os valores de estudo eletrofisioldgico ao final de um protocolo de exercicio
fisico (esteira) ndo diferiu entre os animais diabéticos treinados e ndo treinados
apos doze semanas de inducéo.

Assim, devido as controvérsias do tema e sua relevancia se faz necessario
outros estudos experimentais que permitam elucidar o papel do exercicio fisico

sobre a instalagdo da neuropatia diabética periférica.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante das questbes ainda ndo esclarecidas, o presente estudo suscitou o

interesse para as seguintes investigacdes complementares:

o Avaliar outras estruturas nervosas que possam estar relacionadas a

instalagdo a neuropatia diabética periférica em animais com diabetes experimental,

o Avaliar pardmetros bioquimicos que interferem na conducéo nervosa;
o Avaliar a irrigacdo da estrutura nervosa periférica;
o Avaliar alteracfes na estrutura nervosa utilizando peridos diferentes de

inducdo e instalacdo do quadro diabético;

. Avaliar as repercussdes de idades diferentes para inducédo do diabetes;

. Utilizar outros protocolos de exercicio fisico para avaliar a influéncia destes

sobre a instalacdo da neuropatia diabética periférica.
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