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5.1 Dados ponderais

Nossos resultados reproduzem dados prévios do nosso laboratério (RODRIGUES
FILHO, 2003; MIGLIACCIO, 2003; SATO, 2005, CARMO, 2006; OLIVETI, 2007) e de
outros (BESTETTI e cols., 1981; LEE e cols., 2001; REGALIA e cols., 2002), quando
observamos que os ratos diabéticos cronicos ndo ganham peso como os ratos controles. Existe
uma certa preocupagdo de alguns autores (SHARMA e cols.,, 1980) com relacdo a essa
diferenca do ganho de peso, conseqiiente a uma menor taxa de crescimento, observada nos
animais diabéticos crdnicos, no que diz respeito ao estudo das neuropatias. Esses autores
argumentam que, se o diabete for induzido em animais com idades muito jovens, eles
deixardo de crescer, o que certamente influenciard no crescimento dos nervos e das fibras.
Entretanto, resultados prévios do nosso laboratério, onde investigamos a neuropatia diabética
em nervos somdaticos (RODRIGUES FILHO, 2003; CARMO, 2006; OLIVETI, 2007) e
autonomicos (MIGLIACCIO, 2003, Sato, 2005) em ratos diabéticos crénicos, induzidos
exatamente da mesma forma que no presente estudo, mostram que os fasciculos crescem

normalmente, atingindo o mesmo tamanho dos fasciculos dos ratos controles.

5.2. Diabete experimental

O diabete € uma doenca metabdlica cronica, que causa complica¢des secunddrias,
das quais a neuropatia periférica € uma das mais comuns. As alteracdes dos nervos
periféricos, descritas nos humanos, sdo perda de fibras nervosas, degeneracdo axonal e
desmielinizacdo segmentar (BEHSE e cols., 1977; DYCK e cols., 1980; DYCK e cols., 1986;

THOMAS & LASCELLES, 1996). Em modelos experimentais, evidéncias funcionais e
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morfoldgicas de neuropatia periférica tém sido demonstradas (ROBERTSON & SIMA, 1980;
YAGIHASHIY e cols., 1982, OZAKI e cols., 1996).

Animais diabéticos podem ser utilizados como modelos da doengca humana.
Entretanto, esses animais apresentam uma grande diversidade na patologia e, de fato,
nenhuma sindrome animal corresponde, precisamente, a nenhum tipo de diabete em humanos
(MORDES & ROSSINI, 1981). Tanto as sindromes espontineas quanto as induzidas sdo
extensivamente estudadas, ndo apenas porque sdo fascinantes per se, mas também porque
podem oferecer um claro entendimento da natureza do diabete humano (MORDES &
ROSSINI, 1981). Diabete espontineo tem sido relatado para uma grande variedade de
espécies animais, incluindo bovinos, eqiiinos, suinos, carneiros, cdes e gatos. Relatos de
diabete espontineo em roedores eram ausentes, até a descoberta de um tipo de diabete
hereditario de hamster chinés nativo (MEIER, 1960). Embora o diabete espontineo em
animais seja uma ocorréncia comum, a doenga estd bem caracterizada em apenas poucas
espécies animais, na maioria roedores. Dados de animais de grande porte sdo escassos; apenas
alguns caes e gatos e poucos primatas foram estudados em detalhes. Animais de laboratério
de pequeno porte, em virtude da sua alta taxa de reproducdo e baixo custo, tem sido
responsdveis pela geracdo de uma grande quantidade de dados. A maioria das sindromes
diabéticas espontineas em animais € caracterizada por ambos, hiperglicemia e
hiperinsulinemia, mesmo que transitéria. A maioria, embora nem todos esses animais, sao
obesos (MORDES & ROSSINI, 1981). Dentre os roedores espontaneamente diabéticos, nao
obesos, podemos citar o rato BB, que foi descoberto em decorréncia de uma mutagio
espontdnea do rato Wistar (NAKHOODA e cols., 1977). Esses ratos apresentam glicosuria
que se inicia entre 48 e 120 dias de vida e apresentam hiperglicemia, hipoinsulinemia e

hipercetonemia, além de uma dramaética lesdo inflamatéria durante a fase de destruicao das
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células beta do pancreas (NAKHOODA e cols., 1977). Sao vérios os relatos de neuropatia
diabética autondmica nessa linhagem de ratos. YAGIHASHI & SIMA (1985) demonstraram
reducdo do calibre axonal, sugerindo uma axonopatia, em nervos simpdticos de ratos
diabéticos espontaneos BB. Esses mesmos autores demonstraram, posteriormente, diminui¢ao
do tamanho das fibras mielinicas e amielinicas no nervo vago dessa mesma linhagem de ratos
(YAGIHASHI & SIMA, 1986). Posteriormente, MEDORI e cols. (1988), analisando
morfometricamente sec¢des transversais de nervos isquidticos de ratos diabéticos espontineos
BB, relataram que, nos segmentos proximais, houve um aumento da 4rea dos axdnios,
enquanto que nos segmentos distais, essa drea se mostrou diminuida. Os autores concluem
que essas alteragdes dos calibres axonais estdo relacionadas as alteracdes no transporte
axonal, nesse modelo de diabete.

Muitas técnicas experimentais estdo disponiveis para a criacdo de sindromes
diabéticas em animais de laboratdrio. Pancreatectomia levando ao diabete foi, sem duvida,
uma observacdo ‘“‘chave” na historia da medicina mas, atualmente, técnicas muito mais
sofisticadas tem sido empregadas com sucesso (MORDES & ROSSINI, 1981). Os dois
agentes quimicos mais extensamente estudados sdo o aloxane e a estreptozotocina (STZ).
Ambas sdo beta-citotoxicas em doses diabetogé€nicas e sdo relativamente livres de efeitos
toxicos inespecificos (MORDES & ROSSINI, 1981). Interessantemente, estudos de
neuropatias periféricas em ratos diabéticos, induzidos experimentalmente com STZ, sdo mais
freqiientes na literatura que aqueles com aloxane. Assim, para que nossos dados pudessem ser
comparados com o grande volume de estudos da literatura, o modelo de indugdo do diabete
pela injec@o da STZ foi escolhido.

As neuropatias  periféricas se caracterizam  morfologicamente  pelo

comprometimento do axdnio, da mielina ou de ambos. A polineuropatia sensitiva do diabete
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se apresenta como uma sindrome de pequenas fibras, e sdo em geral caracterizadas por
problemas sensitivos termo-algésicos e vegetativos (CHIMELLI e cols., 1993). A mais
notdvel alteracdo foi encontrada nas fibras finas, tanto mielinicas como amielinicas do nervo
sural em humanos, onde hd evidéncias que indicam que, na neuropatia diabética dolorosa,
ocorre diminuig@o de fibras finas e desordens axonais (MARK e cols., 1976). Em relagéo ao
sistema nervoso autonomo, HUANG & WALSH (1973) demonstraram redugdo na densidade
de fibras mielinicas do nervo esplidncnico maior, em pacientes com neuropatia periférica e
MIGLIACCIO (2003) e SATO (2005) observaram, respectivamente, reducdo de fibras
mielinicas finas nos nervos vagos e simpatico-renais de ratos Wistar diabéticos crdnicos,
induzidos experimentalmente com o mesmo protocolo utilizado no presente estudo.

O diabete cronico, induzido experimentalmente, pela injecio endovenosa tnica de
STZ, foi capaz de promover o diabete nos animais utilizados no presente estudo. Essa doenga
foi caracterizada pelo aumento da glicemia, quantificada apds a inducio do diabete e no dia
do experimento, bem como pela observacio de polidipsia e polidria apresentada pelos animais
diabéticos, sem tratamento com insulina, ao longo de todo o experimento.

Em relacdo ao tratamento com insulina, pacientes com diabete insulino-
dependente, sujeitos a insulinoterapia intensiva para evitar hiperglicemia, podem apresentar
episodios hipoglicémicos. Estudos experimentais mostram que esses episddios podem levar a
alteracdes patoldgicas em nervos periféricos (Sidenius e Jakobsen, 1983; Sidenius e Jakobsen,
1987; Sima e cols., 1993; Yasaki e Dyck, 1990; Yasaki e Dyck, 1991). Apesar de um controle
relativamente bom da glicemia, muitos pacientes diabéticos eventualmente desenvolvem
neuropatia (Biessels e Van Dam, 1997). Para mimetizar a situacdo humana em um modelo
experimental, o diabete deve ser tratado com insulina e flutuagdes bruscas da glicemia, bem

como niveis glicémicos sustentadamente altos ou baixos devem ser evitados.
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Nosso modelo, de tratamento dos animais diabéticos com insulina, se mostrou
bastante adequado uma vez que este foi eficiente na corre¢cdo dos valores de glicemia e no
ganho ponderal desses animais. Podemos afirmar que um bom controle metabdlico foi obtido
em nossos animais diabéticos, tratados com insulina, uma vez que o ganho de peso desses
animais foi superponivel ao ganho de peso dos animais controles, ao longo do mesmo periodo
de tempo experimental. Enquanto isso, nossos animais diabéticos cronicos, sem tratamento,
apresentaram ganho ponderal discreto, que, ao final do periodo experimental, se manifestou
como peso corporal significativamente menor que o dos ratos controles e o dos ratos tratados
com insulina. O peso corporal dos ratos controles foi estatisticamente semelhante ao peso dos
ratos diabéticos cronicos tratados. Esses resultados ponderais sdo semelhantes aos descritos

por Sharma e cols. (1985), McCallum e cols. (1986) e Britland e cols. (1985).

5.3. Ultraestrutura do nervo frénico

Caracteristicas morfologicas e morfométricas das fibras mielinicas do nervo
frénico de ratos adultos normais ji foram exploradas na literatura por nosso laboratdrio
(Rodrigues Filho & Fazan, 2006) e por outros (Song et al., 1999; Fraher, 1992; Comerford &
Fotzgerald, 1986), e ndo diferem dos achados do presente estudo. Por outro lado,
caracteristicas ultraestruturais do nervo fré€nico de ratos foram raramente descritas € um
estudo morfométrico detalhado das fibras amielinicas desse nervo, no melhor do nosso
conhecimento, ainda ndo foi descrito. Song et al., (1999) estudou a ultraestrutura do segmento
distal nervo frénico de ambos os lados, no nivel da juncio entre a veia cava inferior e o atrio
direito, em apenas dois ratos Wistar adultos. Langford e Schmidt (1983) estudaram as fibras

amielinicas somente do segmento distal esquerdo, imediatamente antes do nervo entrar no
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diafragma. Ambos os estudos utilizaram ratos da linhagem Wistar. Dessa forma, ¢é
interessante a discussdo dos dados normais do presente estudo, antes do inicio da discussdo
dos dados patologicos.

As caracteristicas ultraestruturais do epineuro, perineuro e endoneuro descritas no
presente estudo ndo diferem das descritas por Langford e Schmidt (1983) para o segmento
distal esquerdo do nervo frénico de ratos adultos, com a adicdo de que tais caracteristicas sao
simétricas, tanto longitudinalmente, quando lateralmente. O epineuro é formado por tecido
conjuntivo denso, com poucos fibroblastos, e vdrios vasos sangiiineos. O perineuro é
constituido por células achatadas, organizadas em camadas, interconectadas por “tight
junctions”. O endoneuro é constituido de fibras coldgenas finas que entremeiam elementos
celulares usuais: fibras mielinicas e amielinicas com suas células de Schwann associadas,
fibroblastos, mastdcitos, capilares endoneurais e seus pericitos. Essas caracteristicas sdo
tipicas da ultraestrutura de nervos em geral (Fazan et al., 1997; Sato et al., 2006).

O ndmero total de fibras amielinicas do nervo frénico de ratos adultos foi de
aproximadamente 200, sem diferenca entre os segmentos e lados. Esse valor é semelhante ao
observado por Langford e Schmidt (1983) para o segmento distal esquerdo, em ratos Wistar
adultos, e ao observado por Smith e Rosenheimer (1984) para os segmentos distais, em ratos
Fisher 344. Entretanto, esses valores diferem consideravelmente dos valores descritos por
Song et al., (1999). Esses ultimos autores descrevem valores aproximados de 500 fibras
amielinicas no segmento distal esquerdo e 700 fibras amielinicas no segmento distal direito.
Tais diferengas s@o explicadas pelas diferencas metodoldgicas entre os estudos em questdo. A
metodologia empregada no presente estudo é muito semelhante a descrita por Langford e
Schmidt (1983): perfusio dos animais com solu¢do fixadora contendo glutaraldeido em

tampao cacodilato de sédio, pés-fixagdo com tetroxido de dsmio em ferrocianeto de potdssio,
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seccao transversal ultrafina contrastada com acetato de uranila e estudo das mesmas em
grades de abertura unica, cobertas com filme de formvar. Ambos os estudos utilizaram a
observacdo direta e contagem de 100 % das fibras presentes em cada nervo. Entretanto, no
estudo de Song et al., (1999), os autores utilizaram grades de microscopia eletronica de
transmissdo com barras, estimaram o numero de fibras que estariam encobertas pelas barras, e
acrescentaram essa estimativa nas contagens. Esse procedimento deve ser a causa de um
nimero maior de fibras descritas por esses autores, comparado aos nossos resultados e aos de
Langford e Schmidt (1983). Os valores de densidade das fibras amielinicas dos nervos
frénicos de ratos Wistar adultos normais (em torno de 6000 fibras/mm?) estdo sendo descritos
no presente trabalho pela primeira vez na literatura. Ratos Fisher 344 (Smith e Rosenheimer,
1984) apresentam densidade de fibras amielinicas, nos segmentos distais, em torno de 12000
fibras/mm?, sendo a drea fascicular média desses nervos (20500 pmz) menor que a por nés
observada (em torno de 28000 pm2).

O didmetro minimo médio das fibras amielinicas do nervo frénico de ratos adultos
foi de aproximadamente 0,4 um, sem diferenca entre os segmentos e lados estudados. Esse
valor € semelhante ao descrito para o segmento distal direito porém estd um pouco acima do
descrito para o segmento distal esquerdo por Song et al., (1999). Novamente, essas diferencas
podem se dar por causa das diferengas na metodologia de ambos os estudos. Além das
diferencas ja mencionadas na andlise das grades, o método morfométrico empregado na
obtencdo dos didmetros das fibras também difere substancialmente do utilizado no presente
estudo. Song et al., (1999) tracaram o perimetro da fibra com um cursor conectado a um
computador. O computador calculava o nimero de pontos de uma “matrix padrdo” que se
localizavam no interior do tracado do perimetro da fibra. Através desse nimero de pontos, o

computador entdo calculava o didmetro de um circulo perfeito que tivesse o mesmo nimero
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de pontos do interior do tragado do perimetro da fibra. Além disso, o estudo do didmetro das
fibras foi realizado em apenas um animal. Os valores de drea média das fibras amielinicas dos
nervos frénicos de ratos adultos normais (em torno de 0,28 pmz) estdo sendo descritos no
presente trabalho pela primeira vez na literatura.

Também descrevemos pela primeira vez, os valores de porcentagem da drea
fascicular ocupada pelas fibras amielinicas (em torno de 7 %), bem como a relagdo entre o
numero de fibras mielinicas e amielinicas (em torno de 2,7) nos nervos frénicos de ratos
adultos normais.

A distribui¢do dos didmetros das fibras amielinicas com valores entre 0,1 e 1,5
pum descrita por Langford e Schmidt (1983) para o segmento distal esquerdo se assemelha aos
nossos resultados para os segmentos distais. Tais autores, entretanto, ndo demonstraram
graficamente essa distribuicdo, como no presente estudo, nem relataram o pico de freqii€ncia
mais proeminente. Por outro lado, Song et al., (1999) relataram pico de freqiiéncia em 0,3 pm
nos segmentos distais de ambos os lados, sem relatar os valores extremos e sem demonstrar
graficamente a distribui¢do. O presente estudo adiciona a literatura a distribui¢do das fibras
amielinicas do nervo frénico de ratos adultos nos segmentos proximais e distais de ambos os
lados.

O achado ultraestrutural mais importante e totalmente original do presente estudo,
com relacdo aos dados de normalidade do nervo frénico de ratos adultos, € que,
morfometricamente, as fibras amielinicas sdo simétricas tanto longitudinalmente, quanto
lateralmente. Esse dado difere dos achados morfométricos das fibras mielinicas, que mostram

assimetria longitudinal e lateral importantes (Fraher, 1992; Rodrigues Filho e Fazan, 2006).
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5.4. Ultraestrutura do nervo frénico no diabete cronico

O presente estudo demonstrou alteragdes ultraestruturais importantes no nervo
frénico de ratos diabéticos cronicos induzidos pela STZ. A presenca de caracteristicas
ultraestruturais de atrofia axonal nas fibras mielinicas de grande calibre confirmou nossos
resultados morfométricos prévios, em nivel de microscopia de luz (Rodrigues Filho e Fazan,
2006). Entretanto, alteracdes mais evidentes estiveram presentes nas fibras mielinicas finas e
nas fibras amielinicas. Os vasos capilares endoneurais também se apresentaram alterados em
decorréncia do diabete experimental utilizado no presente estudo, com sinais importantes de
espessamento das paredes e colabamento da luz capilar.

Segundo a revisdo recente de Hoitsma e cols. (2004), as neuropatias periféricas
podem ser categorizadas de acordo com o envolvimento funcional das fibras ou de acordo
com o didmetro e a condugdo nervosa dessas fibras. Em relagdo a funcio, trés tipos de fibras
periféricas podem ser distinguidas: somato-motoras, somato-sensitivas e fibras autondmicas.
Fungdes sensoriais incluem sensibilidade ao tato, vibracdo, temperatura e dor. Fungdes
autondmicas incluem sudorese, movimentos do tudo digestétrio, lacrimacgao, fungdes sexuais,
controle da pressdo arterial e variabilidade da freqii€éncia cardiaca. De acordo com o tamanho,
as fibras sdo distinguidas em: mielinicas de grande calibre (A-alfa e A-beta), mielinicas de
calibre intermedidrio (A-gama), mielinicas de pequeno calibre (A-delta) e amielinicas (fibras
C). Fibras A-alfa e A-beta carregam funcdes motoras e sensibilidade da vibracdo e do tato.
Fibras A-gama carregam fung¢do motora do fuso neuromuscular. Fibras A-delta e fibras C
carregam sensibilidade a temperatura e dor e fungdes autonomicas. As chamadas neuropatias
de fibras finas afetam, preferencialmetne, as fibras mielinicas de pequeno calibre e as fibras

amielinicas, mantendo as fibras mielinicas de grande calibre relativamente intactas. Em
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alguns casos de neuropatias de fibras finas, ela é parte de uma doenga de base. Dentre as
causas adquiridas mais citadas, o diabete aparece sempre como primeiro na lista. Entretanto,
nenhuma etiologia especifica é identificada na maioria dos pacientes, especialmente nos
idosos (Hoitsma e cols., 2004). A neuropatologia dessa entidade ainda se encontra quase que
totalmente inexplorada, mas, alguns estudos experimentais suportam o papel da isquemia
como uma das possiveis causas. Em um modelo animal de infarto arterial, Parry e Brown
(1982) demonstraram que as fibras de menor calibre sdo mais vulnerdveis a isquemia que as
fibras de maior calibre. Nossos dados morfoldgicos suportam tal achado, uma vez que nos
animais diabéticos cronicos, demonstramos envolvimento das fibras mielinicas finas e das
fibras amielinicas, associadas a alteracdes dos vasos capilares, suficientes para causar
isquemia endoneural. Recentemente, Malik e cols. (2005) demonstrou, no nervo sural de
pacientes diabéticos com neuropatia, espessamento da membrana basal, hiperplasia endotelial
e estreitamento da luz. Todas essas alteracOes estiveram presentes em nosso material,
indicando semelhanga do nosso modelo experimental com a doenga humana.

Nao encontramos relatos de literatura sobre um estudo ultraestrutural,
morfoldgico e/ou morfométrico, do nervo frénico quer em pacientes diabéticos, quer em
modelos experimentais de diabete. O diagndstico neuropatolégico da neuropatia de fibras
finas tem tradicionalmente sido dependente do exame ultraestrutural de bidpsias de nervos
(Hoitsma e cols., 2004). Entretanto, as anormalidades podem ser subitas e de dificil
reconhecimento, e esse estudo requer microscopia eletronica de transmiss@o, com estudos de
alta demanda técnica e morfometria precisa (Hoitsma e cols., 2004). Sabe-se que técnicas
morfométricas, especialmente aquelas para a medida de fibras amielinicas, demandam um
exaustivo trabalho do pesquisador e envolvem um considerado tédio e grande consumo de

tempo (Tomasch, 1983; Auer, 1994). Talvez por essas razdes, sdo raros os estudos
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morfométricos de fibras amielinicas, tanto em pacientes diabéticos, quanto em modelos
experimentais dessa doenga.

Nossos resultados morfométricos mostraram aumento do nimero de fibras
amielinicas nos animais diabéticos cronicos, bem como maior drea média e didmetro minimo
médio dessas fibras nesse grupo. Entretanto, a porcentagem da area fascicular ocupada pelas
fibras amielinicas e a relacdo entre o ndmero de fibras mielinicas e amielinicas se mostrou
reduzida nos animais diabéticos cronicos. Esses resultados, associados, sugerem a presenca de
degeneracdo das fibras amielinicas de pequeno calibre, o que desvia os valores médios para
valores maiores. O discreto desvio dos histogramas de distribuicdo de freqii€éncia dessas fibras
no grupo diabético cronico, também fala a favor dessa perda das fibras de pequeno calibre. O
maior nimero de fibras amielinicas pode indicar tentativa de regeneracdo dessas fibras mas,
como nao ha reducido do nimero de fibras mielinicas e hé redugéo da relacdo numérica entre
as fibras mielinicas e amielinicas, essa regeneracdo ndo esta acontecendo de forma suficiente.

Bestetti e cols. (1981) estudou o nervo frénico de ratos diabéticos, 12 meses apds
a indugdo do diabete pela STZ. Os autores descrevem a presenca de lesdes no citoplasma das
células de Schwann, sem alteracdes nos axonios. Entretanto, o autor ndo realizou morfometria
das fibras amielinicas. Walker e cols. (1999) realizou estudo morfométrico das fibras
amielinicas do nervo tibial de ratos Sprague-Dawley, diabéticos agudos, 27 dias apés a
inducdo pela STZ. Esse autor ndo evidenciou alteragdes dos vasos capliares nem diferencas
significativas nos pardmetros morfométricos das fibras amielinicas entre os grupos controle e
diabético agudo. Esses resultados sugerem que as alteragdes descritas no presente estudo sio

caracteristicas do diabete experimental cronico.
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5.5. Papel do tratamento com insulina na ultraestrutura do nervo frénico no diabete

cronico

Pacientes com diabete insulino-dependente, sujeitos a insulinoterapia intensiva
para evitar hiperglicemia, podem apresentar episddios hipoglic€micos. Estudos experimentais
mostram que esses episddios podem levar a alteragdes patoldgicas em nervos periféricos
(Sidenius e Jakobsen, 1983; Sidenius e Jakobsen, 1987; Sima e cols., 1993; Yasaki e Dyck,
1990; Yasaki e Dyck, 1991). Apesar de um controle relativamente bom da glicemia, muitos
pacientes diabéticos eventualmente desenvolvem neuropatia (Biessels e Van Dam, 1997).
Para mimetizar a situacdo humana em um modelo experimental, o diabete deve ser tratado
com insulina e flutuag¢des bruscas da glicemia, bem como niveis glicémicos sustentadamente
altos ou baixos devem ser evitados.

Nosso modelo de tratamento dos animais diabéticos, com insulina, se mostrou
bastante adequado uma vez que este foi eficiente na correcdo dos valores de glicemia e no
ganho ponderal desses animais. Podemos afirmar que um bom controle metabdlico foi obtido
em nossos animais diabéticos, tratados com insulina, uma vez que o ganho de peso desses
animais foi superponivel ao ganho de peso dos animais controles, ao longo do mesmo periodo
de tempo experimental. Enquanto isso, nossos animais diabéticos cronicos, sem tratamento,
apresentaram ganho ponderal discreto, que, ao final do periodo experimental, se manifestou
como peso corporal significativamente menor que o dos ratos controles e o dos ratos tratados
com insulina. O peso corporal dos ratos controles foi estatisticamente semelhante ao peso dos
ratos diabéticos cronicos tratados. Esses resultados ponderais sdo semelhantes aos descritos

por Sharma e cols. (1985), McCallum e cols. (1986) e Britland e cols. (1985).
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Existem alguns relatos que descrevem um aumento no ndmero de axodnios
degenerados nos nervos periféricos de animais diabéticos, tratados com insulina (Bhoyrul e
cols., 1988; Sharma e cols., 1985). Nossos dados ndo reproduziram esses achados, indo ao
encontro com os dados de McCallum e cols. (1986) que também néo evidenciaram aumento
no ndmero de axonios degenerados, em nervos tibiais de ratos diabéticos tratados com
insulina. Outros autores descrevem a perda de fibras mielinicas em alguns nervos de animais
diabéticos tratados com insulina (Sharma e cols., 1985) e, mais uma vez, nossos dados nido
reproduziram essas descricdes. Entretanto, tais estudos se referem as fibras mielinicas e ndo
encontramos na literatura, descri¢des de estudos que envolvem ultraestrutura de nervos e o
papel do tratamento com insulina nessa estrutura.

Sdo vérios os relatos da existéncia de uma neuropatia decorrente de hipoglicemia
experimental (Mohseni e Hildebrand, 1998a; Sidenius e Jakobsen, 1983; Mohseni e
Hildebrand, 1998b). Nesses estudos, os autores descrevem, como caracteristica marcante
dessa neuropatia, uma degeneracdo axonal, algumas vezes acompanhada de desaranjos na
bainha de mielina. Esses dados, se somados aqueles outros relatos, de um nimero aumentado
de figuras de degeneracdo axonal em nervos periféricos de ratos diabéticos tratados com
insulina (Bhoyrul e cols., 1988; Sharma e cols., 1985), sugerem que, nos ratos tratados com
insulina, aqueles que desenvolvem hipoglicemia, podem apresentar degeneracio axonal. E
importante salientar, entretanto, que Yasaki e Dyck (1990) demonstraram a ocorréncia de
neuropatia hipoglicémica experimental, com degeneracdo de fibras nervosas, apenas em
niveis hipoglicémicos muito severos, mantidos por pelo menos 12 horas e em ratos jovens.

Nossos resultados morfométricos ultraestruturais nfo mostraram diferencas
significativas, quando comparamos os nervos frénicos dos ratos diabéticos com e sem

tratamento pela insulina. Tais resultados estdo a favor das descri¢cdes de que o tratamento com
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insulina € capaz de corrigir o ganho de peso e as alteracdes metabdlicas do animais diabéticos,
sem, entretanto, corrigir e/ou prevenir a lesdo das fibras finas, causada pelo diabete induzido
pela STZ. Interessante lembrar que o tratamento com insulina corrige a lesdo axonal das fibras
mielinicas de grande calibre, causada pelo diabete induzido pela STZ (Sharma e cols., 1985;
Bhoyrul E cols., 1988; Britland e cols., 1985; McCallum e cols., 1986), bem como a
distribuicdo do didmetro minimo dos axdnios, uma vez que essa distribuicdo apresenta forma
bimodal, como a observada nos controles, diferente da distribuicdo unimodal que aparece nos

nervos dos ratos diabéticos cronicos, sem tratamento (Rodrigues Filho e Fazan, 2006).
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Estudos em nivel de microscopia de luz do nervo frénico foram realizados em nosso
laboratdrio, para investigar a presenca de neuropatia desse nervo, devido ao diabete
experimental cronico, induzido por estreptozotocina (STZ). Demonstramos que as fibras
mielinicas, principalmente as de grande calibre, sdo afetadas pelo diabete cronico
experimental. Entretanto, ndo existem relatos sobre as alteragdes das fibras amielinicas do
nervo frénico nesse modelo de diabete experimental. Nosso objetivo, com o presente estudo,
foi realizar uma avaliacdo morfométrica ultraestrutural do nervo frénico de ratos com diabete
cronico induzido experimentalmente, com e sem tratamento com insulina. Os segmentos
proximais e distais dos nervos frénicos de ratos com diabete crénico (12 semanas), induzido
pela injecdo endovenosa tnica de STZ, foram preparados com técnicas histolégicas
convencionais para a andlise em nivel de microscopia eletronica de transmissdo. Animais
controle receberam inje¢do de veiculo (tamp@o citrato) e animais diabéticos cronicos tratados,
receberam uma dose didria de insulina subcutinea, ao anoitecer. Seccdes transversais
ultrafinas dos nervos frénicos foram observadas em um microscdpio eletronico de transmissao
acoplado a uma camera digital de alta resolucdo. Campos microscépicos adjacentes da drea
endoneural dos fasciculos foram obtidos manualmente, sem sobreposicio dos mesmos. As
fibras amielinicas presentes em cada campo microscépico foram identificadas visualmente e
contadas. A andlise morfométrica das fibras amielinicas foi realizada com o auxilio do
programa KS 400, versdo 2.0. Nossos resultados mostraram que ndo houve diferenca
significativa entre os parimetros morfométricos das fibras amielinicas quando comparados
segmentos de um mesmo lado ou ambos os lados, em um mesmo grupo experimental. Entre
0s grupos experimentais, observamos, nos animais diabéticos de ambos os grupos, alteracdes
ultraestruturais significativas, tais como hiperplasia capilar e espessamento da membrana

basal dos mesmos. Tanto as fibras mielinicas quanto as amielinicas se mostraram afetadas
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pelo diabete cronico. As fibras mielinicas de grande calibre apresentaram sinais de atrofia
axonal, com afrouxamento da bainha de mielina. Nas fibras mielinicas de menor calibre,
observamos a presenca tanto de sinais de atrofia axonal, com fibras de bainha muito espessa
em relag@o ao tamanho do axo6nio, bem como fibras com sinais de desmieliniza¢@o. Nas fibras
amielinicas, muitas vezes, observamos células de Schwann com vactolos citoplasmaticos e,
algumas vezes, a presenca de prolongamentos de células de Schwann, sem envolver fibras
amielinicas. A morfometria mostrou aumento do numero de fibras amielinicas nos animais
diabéticos em ambos os grupos, bem como maior drea média e didmetro minimo médio dessas
fibras nesses grupos. Entretanto, a porcentagem da drea fascicular ocupada pelas fibras
amielinicas e a relag@o entre o nimero de fibras mielinicas e amielinicas se mostrou reduzida
nos animais diabéticos cronicos. Esses resultados sugerem a presenca de degeneracdo das
fibras amielinicas de pequeno calibre, o que desvia os valores médios para valores maiores. O
maior nimero de fibras amielinicas pode indicar tentativa de regeneracdo dessas fibras, mas,
como nao ha reducido do nimero de fibras mielinicas e hé redu¢do da relacdo numérica entre
as fibras mielinicas e amielinicas, essa regenera¢ao ndo estd acontecendo de forma suficiente
para manter a relacdo numérica entre as fibras constante. Nao houve diferenca entre os
animais que receberam tratamento com insulina e os que ndo receberam. Assim o diabete
cronico, induzido experimentalmente, foi capaz de afetar as fibras amielinicas dos nervos

frénicos de ratos e o tratamento com insulina néo interferiu com esse processo.
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Streptozotocin (STZ) induced diabetes is known to cause a reduction of both conduction
velocity and axon caliber in rat nerves and also a decrease in muscle fiber size. In the present
study we investigated the phrenic nerve neuropathy, due to experimental diabetes induced by
STZ and the evolution of this neuropathy in diabetic rats treated with insulin. Proximal and
distal segments of the phrenic nerves were evaluated with the aid of a digital transmission
electron microscope (TEM), from rats rendered diabetic, for 12 weeks, by injection of STZ.
Control rats received vehicle. Treated rats received a single subcutaneous injection of insulin
on a daily basis. Our results show that the phrenic nerves of diabetic rats present lesions of the
myelinated and unmyelinated fibers, as well as the endoneural vessels and Schwann cells
nuclei. The main alterations were the presence of axonal atrophy with loose myelin sheaths on
the large caliber myelinated fiber. The small myelinated fibers presented signs of axonal
atrophy or demyelination. Basement membrane thickening and signs of endothelial
hyperplasia were present on the endoneural blood vessels of both diabetic groups but were
more sever on the untreated animals. In the insulin treated animals, most of the alterations
were seen on the small myelinated fibers and were related to demyelination signs.
Unmyelinated fibers morphometry showed a larger number of fibers as well as larger average
fiber area and diameter in both diabetic groups, compared to controls. Nevertheless, there was
a reduction on the unmyelinated fibers percentage of occupancy and the ratio between
myelinated and unmyelinated fiber numbers in both diabetic groups. No differences were
found between both diabetic groups. In conclusion, the phrenic nerve is affected by the
experimental diabetes and the conventional insulin treatment was not capable to prevent the

small fiber neuropathy identified by TEM.
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Nossos resultados permitem as principais conclusoes:

1- Morfometricamente, as fibras amielinicas dos nervos frénicos de ratos Wistar
adultos machos, sdo simétricas tanto longitudinalmente, quanto lateralmente.

2- O diabete cronico, induzido experimentalmente, pela injecdo endovenosa tnica
de STZ, foi capaz de promover uma neuropatia de fibras finas, nos nervos
frénicos de ratos Wistar adultos machos. Essa neuropatia foi similar nos
segmentos proximais e distais, bem como nos lados direito e esquerdo desses
nervos. Além disso, os vasos capilares endoneurais foram estruturalmente
afetados nesse modelo de diabete experimental. O tratamento convencional
com insulina foi capaz de corrigir o ganho de peso e as alteragdes metabdlicas
dos animais diabéticos, sem, entretanto, corrigir e/ou prevenir a lesdo das

fibras finas e dos vasos capilares, causada pelo diabete induzido pela STZ.
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