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Resumo

O estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do treinamento fisico aerébico (TFA) na
organizacdo estrutural e funcional do tecido nervoso periférico em ratos com diabetes
experimental. Foram utilizados 40 ratos machos, adultos, Wistar. Estes foram separados em 4
grupos: controle sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS), diabético
treinado (DT). A inducdo do diabetes foi realizada nos animais, com 60 dias de vida, através
da administracéo intraperitoneal de estreptozotocina, dose unica de 60 mg/kg. O protocolo de
exercicio constou de nado forgado 1h/dia, 5 dias/semana, durante 6 semanas. Semanalmente
eram avaliados a glicemia, o peso, a velocidade de conducgéo nervosa (VCN) e a amplitude do
potencial de agcdo do nervo caudal. Vinte e quatro horas apds o término do periodo de TFA
foram realizadas a coleta do nervo ciatico, obtidos os blocos e realizados os cortes semi-finos
e ultra-finos. A contagem e analise histomorfométrica dos vasos endoneurais e da area do
nervo de cada animal (n=5) foi realizada atraves da técnica de varredura de todos os campos
microscopicos (200X) e 75 microvasos endoneurais (3-5/animal, n=5/grupo) foram
ultramicrografados aleatoriamente nos campos microscopicos (8.900X) para a realizacdo das
anélises morfométricas. A area e perimetro vascular, a area e perimetro do Iimen, a éarea e
perimetro endotelial, a area e perimetro da membrana basal, e a area do pericito foram
registradas. A partir dai, determinadas a espessura da membrana basal, espessura da parede do
vaso, e também foi contado o nimero de ndcleos das células endoteliais e do pericito. A
analise estatistica foi realizada utilizando a média dos valores + desvio-padrdo e as
comparacOes entre os grupos foram realizadas (ANOVA), multiplas comparacgdes post hoc
Tukey (p < 0,05). Ao final do experimento observou-se que os animais do grupo diabético
apresentaram peso menor que 0s controles, contrariamente aos niveis glicémicos que
mostraram-se significativamente maiores no grupo diabético. A VCN ndo sofreu interferéncia
do treinamento demonstrando ndo diferir entre os grupos diabéticos, porém quando
comparados ao grupo controle, apresentaram VCN mais baixas sugerindo um
comprometimento funcional do nervo caudal sensorial nos animais diabéticos. Ndo foram
encontradas diferencas significativas no nimero de microvasos endoneurais entre 0s animais
do grupo diabético (DT 41,4 + 11,9 vs DS 39,2 + 3,6). Apesar da area do nervo ciatico ndo
diferir entre os grupos, os animais do grupo diabético (DS 0,68 + 0,1 vs DT 0,67 + 0,1)
apresentaram médias menores em relacdo aos grupos controles. Da mesma forma, a densidade
dos microvasos endoneurais nao diferiu entre os grupos. Todas as areas dos microvasos
endoneurais sofreram interferéncia do TFA (p = 0,016). Nos animais diabéticos, a espessura
da membrana basal e a espessura da parede do vaso ndo foram diferentes quando comparados
com os animais do grupo controle. Houve uma tendéncia a hiperplasia de células endoteliais
no grupo de animais DT (DT 2,5+ 1,3vs DS 1,6 £ 0,4; p = 0,063), no entanto a hiperplasia de
células do pericito foi significativamente maior nos ratos DT quando comparados com DS
(DT 1,2+ 0,5vs DS 0,7 + 0,4; p = 0,038). Diante destes resultados, pode-se concluir que o
tempo do experimento foi suficiente para causar uma neuropatia periférica nos ratos
diabéticos com perdas funcionais, contudo por ser a neuropatia uma patologia de origem
multifatorial, a realizacdo de um TFA baseado no modelo experimental utilizado neste estudo
ndo mostrou alteragdes na estrutura dos microvasos endoneurais de ratos com diabetes
experimental. Porém, ultraestruturalmente, todas as areas dos microvasos endoneurais dos
animais diabéticos mensuradas sofreram interferéncia do TFA, igualmente a atividade celular
periendotelial, aumentando o numero de pericitos que envolvem os microvasos endoneurais.

Palavras-chave: Diabetes experimental, Microvasos endoneurais, Treinamento fisico
aerébio.



Abstract

The present study was designed to assess the effects of the aerobic physical training (APT) on
the structural and functional organization of the peripheral nervous tissue on rats with
experimental diabetes. Adult male Wistar rats (n=40) were divided into 4 groups: control
sedentary (CS), control trained (CT), diabetic sedentary (DS), diabetic trained (DT). Diabetes
was induced with streptozotocin on the animals aged 60 days through an intraperitoneal
injection, single dose of 60 mg/kg. The exercise protocol consisted of forced-swim 1h/day, 5
days/week, during 5 weeks. The rats were evaluated weekly on glucose, weight, nervous
conduction velocity (NCV) and the action potential amplitude of the caudal nerve. Twenty
four hours after the end of the APT period the sciatic nerve was collected, the blocks were
obtained and semi-thin and ultra-thin cuts were sectioned. The histomorphometric count and
analysis of the endoneural vessels and the nerve area of each animal (n=5) was withheld
through the scan technique of all the microscopical fields (200X) and 75 endoneural
microvessels (3-5/animal, n=5/group) were randomly ultramicrographed in the microscopical
fields (8.900X) for morphometric analysis. The area and vascular perimeter, the area and
lumen perimeter, the area and endothelial perimeter, and the pericyte area were registered.
Thenceforth, the basement membrane length and the vessel wall length were established, and
the amount of endothelial cell and pericyte nuclei was counted. The statistical analysis was
done using the average value + standard deviation and the comparisons among groups were
made through analysis of variance (ANOVA), and multiple comparisons post hoc using
Tukey (p < 0.05). At the end of the experiment, the animals in the diabetic group presented
lower weight than the controls, contrary to the glucose levels which showed to be
significantly higher in the diabetic group. The NCV did not suffer any interference from the
training, showing no difference between the diabetic groups, however, when compared to the
control group they presented lower NCV suggesting a functional impairment of the sensory
caudal nerve in the diabetic animals. No significant differences were found in the amount of
endoneural microvessels among the animals in the diabetic group (DT 41.4 + 11.9 vs DS 39.2
+ 3.6). In spite of no difference being found with the sciatic nerve area among groups, the
animals in the diabetic group (DS 0.68 + 0.1 vs DT 0.67 + 0.1) presented lower averages in
relation to the control groups. In the same way, no differences among groups were found in
the density of the endoneural microvessels. All the endoneural microvessel areas suffered
interference from the APT (p = 0.016). The basement membrane length and the vessel wall
length in the diabetic animals were not different when compared to the animals in the control
group. There was a tendency to endothelial cell hyperplasia in the animal group DT (DT 2.5 +
1.3vs DS 1.6 + 0.4; p = 0.063), however the pericyte cell hyperplasia was significantly higher
in the DT rats when compared to the DS (DT 1.2 + 0.5 vs DS 0.7 + 0.4; p = 0.038). We
concluded from these results that the time of this experiment was sufficient to cause a
peripheral neuropathy in the diabetic rats with functional loss, yet, being so the neuropathy a
pathology with a multifactorial origin, the completion of an APT based on the experimental
model that was used in this study did not show changes in the endoneural microvessel’s
structure in rats with experimental diabetes. However, ultrastructurely, all the endoneural
microvessel areas measured in the diabetec animals suffered interference from the APT, in the
same way the cellular activity, increasing the number of pericytes that envolve the endoneural
microvessels.

Key words: Experimental Diabetes, Endoneurial microvessels, Aerobic physical training.
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1. APRESENTACAO

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

encontra estruturada da seguinte forma:

2. Considerac0es iniciais;

3. Hipoteses;

4. Objetivos;

5. Revisdo da literatura: consta de um artigo de revisdo sistematica da literatura (intitulado:
AlteracGes estruturais nos microvasos endoneurais causados pela neuropatia diabética
induzida em animais de experimentacdo: Uma revisdo sistematica.) que investigou atraves do
nivel de evidéncia disponivel as alteracdes que a neuropatia diabética periférica induzida, em
animais de experimentacao, pode causar aos microvasos endoneurais. Foi submetido ao jornal
Diabetes Research and Clinical Practice e esta redigido segundo as normas de elaboracéo da
referida revista (Anexo C);

6. Material e Métodos;

7. Resultados: este capitulo foi estruturado sob a forma de trés artigos originais: O primeiro
(Artigo Original 1) teve por objetivo verificar a aplicabilidade técnica do exame
eletrofisiologico com eletrodos de superficie do “tipo jacaré” para avaliar o registro da
velocidade de conducdo nervosa e da amplitude dos potenciais de acdo do nervo sensitivo
caudal em ratos diabéticos. Foi aceito para publicacdo na revista Acta Cirargica Brasileira e a
previsdo da publicacédo é para o volume 25, nimero 4, julho-agosto de 2010, e esta redigido
segundo as normas de elaboragéao da referida revista (Anexo C).

O segundo artigo (Artigo Original 2) refere-se aos resultados obtidos do estudo
experimental desenvolvido durante o doutoramento, em que submetemos ratos com diabetes
experimental a um protocolo de exercicio e teve como objetivo avaliar se esse tipo de
treinamento fisico aerdbio exerce algum estimulo sobre o nimero e a densidade dos
microvasos endoneurais. Este artigo sera submetido para publicacdo no Journal of Exercise
Physiology online e esta redigido segundo as normas de elaboracédo da referida revista (Anexo
C).
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O terceiro artigo (Artigo Original 3) refere-se também aos resultados obtidos do
estudo experimental desenvolvido durante o periodo de doutoramento, em que submetemos
ratos com diabetes experimental a um protocolo de exercicio e teve como objetivo verificar se
o treinamento fisico aerobio exerce algum estimulo sobre a patologia dos microvasos
endoneurais. Este artigo sera submetido a publicacdo na revista Microvascular Research e estd
redigido segundo as normas de elaboracéo da referida revista (Anexo C).

8. Discussdo Geral;
9. Concluséo Geral;

Referéncias.
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2. CONSIDERACOES INICIAIS

O diabetes mellitus ja afeta cerca de 246 milhdes de pessoas em todo o mundo e esta
tornando-se a epidemia do século. Até 2025, a previsdo € de que esse nimero chegue a 380
milhdes. Estima-se que boa parte das pessoas que tém diabetes, doenca que pode atingir
criangas de qualquer idade, desconhece a sua prépria condicdo. No Brasil, de acordo com o
Vigitel 2007 (Sistema de Monitoramento de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas
Crbnicas Nao Transmissiveis), a ocorréncia média de diabetes na populacao adulta (acima de
18 anos) é de 5,2%, o que representa 6.399.187 de pessoas que confirmaram ser portadoras da
doenca. A prevaléncia aumenta com a idade: o diabetes atinge 18,6% da populagdo com idade
superior a 65 anos (Ministéerio da Saude, 2009).

De acordo com a Declaracdo das Américas sobre Diabetes — IDF/OPAS/OMS, o
diabetes mellitus (DM), especialmente quando mal controlado, representa um consideravel
encargo econdmico para o individuo e a sociedade. A maior parte dos custos diretos do
tratamento do DM relaciona-se com suas complicacfes, que muitas vezes podem ser
reduzidas, retardadas ou evitadas. Dependendo do pais, as estimativas disponiveis indicam
gue o DM pode representar de 5% a 14% dos gastos com o setor de saude (Consenso
Brasileiro de Conceitos e Condutas para o Diabetes Mellitus, 1997).

A disfuncdo de nervos periféricos € uma complicagdo comum em individuos com
diabetes mellitus. Sintomas clinicos de neuropatia periférica estdo presentes em
aproximadamente 25% desses individuos, embora todos os diabéticos tenham uma reducao da
velocidade de condugdo nervosa (Medori et al., 1985).

A patologia nervosa periférica na polineuropatia diabética esta caracterizada pela
atrofia e degeneracdo neuronal. A desmielinizacdo segmentar e hipertrofia, e proliferacdo de
células de Schwann sdo ocasionalmente observadas, mas essas mudancas sdo cogitadas pelo
envolvimento axonal secundario (Medori et al., 1985; Timperley et al., 1985; Veves; King,
2001; Cunha et al., 2002).

A etiologia da neuropatia diabetica estd ainda sob questionamentos, e a relativa
importancia de fatores metabdlicos e vasculares é desconhecida. Fagerberg em 1959, foi o
primeiro a descrever que as lesdes vasculares no nervo periférico na forma de hialinizag&o,
reducdo do calibre e espessamento da parede do vaso sdo mais comuns em pacientes com

neuropatia diabética do que em outros grupos. Ele também atribuiu tais mudancas ao processo
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degenerativo progressivo da doenca e defendeu que ela seria responsavel pelo dano estrutural
da bainha de mielina nos pacientes diabéticos (Timperley et al., 1985; Veves; King, 2001).

Inimeros mecanismos sdo elucidados como causadores da neuropatia diabética
(Gagliard, 2003). Estudos demonstraram que pacientes diabéticos apresentam uma atrofia
axonal e uma reducdo de fibras mielinizadas, que seria explicada pela teoria bioquimica, que
defende que a auséncia de insulina altera as células de Schwann, elemento indispensavel na
manutencdo da mielina, que se torna vacuolada e fragmentada. Estas alteracGes séo
produzidas pelo efeito toxico do sorbitol e da frutose, que estdo aumentados no diabetes, e
pela deplecéo do mio-inositol (Thomaz et al., 1996).

Outra teoria proposta para justificar a neuropatia diabética é a teoria vascular, na qual
acredita-se que a visivel microangiopatia da vasa nervorum é o fator desencadeante, pois a
partir dela o nervo seria submetido a uma isquemia, ja que o espessamento da membrana
basal dificultaria o intercambio metabolico no tecido nervoso (Thomaz et al., 1996).

Com o prolongamento de vida que a insulina e a antibioticoterapia tem oferecido ao
paciente diabético, tem-se tornado aparente que as complicaces macro e microvasculares
(Feldman, 2003) do diabético constitui a maior causa de morbidade e morte nesta doenca
(Siperstein, Unger & Madison, 1968; Schratzberger et al., 2001; Cunha et al., 2002), tendo a
infeccdo como a principal delas (Chen et al., 2005).

Os sintomas decorrentes da neuropatia sdo tipicamente dominados pelos defeitos
sensoriais. A consequéncia final de tais déficits sensoriais envolve as extremidades inferiores
podendo comecar pelas ulceracbes no pé desencadeado por traumas imperceptiveis ao
paciente. Pelo fato de que tais ulcera¢cdes podem levar a amputagdo do membro inferior é
ostentado pelo fato que a frequéncia de amputages de membros inferiores é quinze vezes
mais alta no diabético do que no ndo diabetico (Schratzberger et al., 2001).

O Consenso Brasileiro de Conceitos e Condutas para o Diabetes Mellitus em 1997,
considera como exercicio toda e qualquer atividade fisica que produza maior consumo de
calorias e modificagdes dos habitos em beneficio da situacdo fisica e psiquica do individuo.
Por induzir melhora da acdo da insulina, facilitar o controle de peso, além de outros fatores
benéficos, a atividade fisica € de grande importancia na “prevencdo” e controle do diabetes
tipo 2.

O exercicio fisico de forma geral caracteriza-se por atividade que eleva
significantemente a necessidade energética do organismo, exigindo, portanto, alteracOes

agudas expressivas tanto no metabolismo celular como no controle neuroendécrino (Kemmer
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& Berger, 1983). Alguns trabalhos tém demonstrado que o exercicio fisico regula e melhora
as condi¢des do diabetes, facilitando a captacdo periférica da glicose e o metabolismo de
glicogénio e proteinas (Luciano & Mello, 1998; Oliveira, Rogatto & Luciano, 2002).

N&o é bem caracterizada, entretanto, a acdo especifica do treinamento fisico tanto na
prevencao quanto na melhora do quadro neuropético no paciente diabético. A reproducdo das
alteracdes provocadas pelo diabetes no ser humano, em animais de experimentacao, parece
ser o caminho mais apropriado para se obter respostas concretas para esses questionamentos,
por oferecer estudos aleatorios de longo seguimento, com uniformidade da amostra e controle
das variaveis.

Ainda ndo ha estudos que relacionem o treinamento fisico aer6bio com essas
alteracdes morfoldgicas e muitos questionamentos ficam sem esclarecimentos. Estudos que
observaram as alteracGes estruturais que a neuropatia diabética causa nos microvasos
endoneurais em animais com diabetes experimental, ainda s&o escassos e com resultados
divergentes, por isso sentimos a necessidade de realizar uma revisao sistematica da literatura
para, através do nivel de evidéncia disponivel, identificar as alteracGes estruturais que a
neuropatia diabética causa nos microvasos endoneurais.

Desta forma, este estudo visa investigar se o treinamento fisico aerébio pode interferir
na evolucdo do processo degenerativo da neuropatia diabética tendo como base de avaliagdo o
estudo da conducdo nervosa sensorial, a quantificacdo e a verificacdo das possiveis alteracdes

dos microcapilares endoneurais.
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3. HIPOTESES

O treinamento fisico aerébico em ratos com diabetes experimental:
e Aumenta o numero e a densidade de capilares endoneurais do nervo ciatico;

e Melhora a velocidade de conducdo nervosa do nervo caudal;

e Interfere no processo degenerativo das ultraestruturas da parede vascular dos

microcapilares endoneurais do nervo ciatico.
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4. OBJETIVOS

Obijetivo Geral

Avaliar os efeitos do treinamento fisico aerébico na organizacéo estrutural e funcional

do tecido nervoso periférico em ratos com diabetes experimental.

Obijetivos Especificos

e Auvaliar a velocidade de conducao nervosa e a amplitude do potencial de acdo do nervo
sensitivo caudal dos animais com diabetes experimental e no grupo controle, com animais nao
diabéticos;

e Quantificar e comparar os capilares endoneurais do nervo ciatico entre 0s grupos de
animais diabéticos treinados e ndo treinados;

e Mensurar e comparar a area da seccdo transversa do nervo ciatico entre os grupos de
animais diabéticos treinados e nédo treinados;

e Comparar a densidade dos capilares endoneurais do nervo ciatico entre 0s grupos de
animais diabéticos treinados e nédo treinados;

e Avaliar e comparar ultraestruturalmente a parede vascular dos capilares endoneurais

do nervo ciatico entre os grupos de animais diabéticos treinados e ndo treinados.
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RESUMO

Objetivo: Realizar uma revisdo sistematica de estudos em animais de experimentacao para
avaliar através do nivel de evidéncia disponivel as alteragdes estruturais que a neuropatia
diabética causa nos microvasos endoneurais. Metodologia: Estudos randomizados
controlados com animais de experimentacdo, com inducdo quimica do diabetes mellitus que
tenham realizado avaliagdo ultraestrutural dos microvasos endoneurais dos nervos citico,
sural ou tibial preencheram os critérios de inclusdo. Foi realizada uma busca sistematica no
periodo de agosto a outubro de 2009, nas bases de dados PubMed/MEDLINE, LILACS,
SciELO, e Cochrane Library datados de 1966 a 2009 que abordassem a questdo pesquisada
nos parametros do nosso estudo, e de forma independente por trés revisores. Os termos
utilizados, extraidos do MeSH: *“vasa nervorum”;, “vasa nervorum”/ultraestrutura;
microcirculation; microvessels; “blood-nerve barrier”; “diabetes mellitus”, experimental;
“diabetic  neuropathies”. Pela lista dos DeCS: *“vasa nervorum”;, *vasa
nervorum”/ultraestrutura; “neuropatias diabéticas”; “neuropatias diabéticas”/ quimicamente
induzidas; microvasos. Foram utilizadas ainda as palavras “neuropatias periféricas” e
microangiopatia, além da lista de referéncia dos estudos incluidos. A qualidade metodoldgica
dos estudos foi avaliada utilizando alguns dos critérios publicados para estudos com animais
de experimentacdo. Resultados: Seis estudos de pobre qualidade metodoldgica, envolvendo
151 animais, foram incluidos. A area do lumen capilar foi a alteragdo mais presente observada
com aumento da circunferéncia, mas outros parametros foram também analisados, como as
alteracdes no numero e no tamanho das células endoteliais dos capilares endoneurais.
Concluséo: A revisdo sistematica de estudos experimentais em animais sobre a influéncia da
neuropatia diabética nas alteragdes estruturais dos microvasos endoneurais indicam que ha um
aumento da &rea luminal, hipertrofia e hiperplasia das células endoteliais.

Palavras chaves: diabetes mellitus experimental, neuropatia diabética, vasa nervorum,
ultraestrutura.
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INTRODUCAO

A etiologia da neuropatia diabética esta ainda sob questionamentos, e a relativa
importancia de fatores metabolicos e vasculares ainda continua desconhecida. Fagerberg, em
1959 foi o primeiro a descrever que as lesdes vasculares no nervo periférico na forma de
hialinizagéo, redugédo do calibre e espessamento da parede do vaso eram mais comuns em
pacientes com neuropatia diabética do que em outros grupos de individuos. Atribuiu ainda tais
mudangas ao processo degenerativo progressivo da doenga e que essas lesdes vasculares
também seriam responsaveis pelo dano estrutural da bainha de mielina nos pacientes
diabéticos [1,2], devido ao espessamento e a reduplicacdo da lamina basal [3].

Em virtude do avango e desenvolvimento de técnicas ultraestruturais para avaliagdo
das fibras nervosas através de bidpsias do tecido nervoso, inimeros mecanismos Sao
apontados como causadores da neuropatia diabética [3,4]. Estudos [5,6] demonstraram que
pacientes diabéticos apresentam uma atrofia axonal e uma reducdo de fibras mielinizadas, e
estas seriam justificadas pela teoria bioquimica, que associa a auséncia de insulina a alteracdo
das células de Schwann, elemento indispensavel na manutencdo da mielina, que se torna
vacuolada e fragmentada. Estas alteraces seriam produzidas pelo efeito toxico do sorbitol e
da frutose, que estdo aumentados no diabetes, e pela deplecdo do mio-inositol. Outra teoria
proposta para justificar a neuropatia diabética é a teoria vascular, na qual se acredita que a
visivel microangiopatia da vasa nervorum ¢ o fator desencadeante, pois a partir dela o nervo
seria submetido a uma isquemia, ja que o espessamento da membrana basal dificultaria o
intercdmbio metabdlico no tecido nervoso [7].

As alteragdes estruturais na microvasculatura endoneurais da neuropatia diabética ndo
sdo claras e as possiveis causas ndo estdo elucidadas [5,8]. Capilares endoneurais de pacientes
diabéticos com neuropatia demonstraram espessamento da membrana basal, hipertrofia e
hiperplasia das células endoteliais com degeneracdo de pericito, que se relaciona com a
severidade neuropética [3,5,6,9,10]. Entretanto, pacientes diabéticos sem evidéncias de
neuropatia apresentam também espessamento da membrana basal e degeneracdo do pericito
[6]. Interessantemente, as anormalidades sdo mais severas nos capilares endoneurais do que
no epineuro, pele e musculos, indicando uma complexa interagdo neurovascular intraneural
[11]. O espessamento da membrana basal tem sido observado em neuropatias hereditéaria
sensitiva e motora e, portanto, poderia representar uma resposta ao dano do nervo. Contudo, o
espessamento da membrana basal e a hiperplasia da célula endotelial poderia ser também uma
resposta a hipdxia causando uma reducdo da capacidade de difusdo, portanto, agravando a

hipoxia [3].
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O papel da area luminal capilar e a oclusdo dos vasos também permanece controversa.
Vaérios grupos tém demonstrado hiperplasia endotelial, levando a reducbes da area luminal
[1,12,13]. Isto, em conjuncdo com anormalidades hemorreoldgicas incluindo depositos de
fibrina [1], ativacdo plaquetaria e a agregacdo das hemacias poderia causar a oclusdo vascular
e hipoxia endoneural [3]. Na verdade, o grau de neuropatia foi estreitamente relacionado com
0 numero de vasos fechados [13]. Porém, uma conclusdo contraria de aumento da area
luminal capilar endoneural na polineuropatia simétrica distal também foi relatado, indicando
que esta poderia ser uma mudanca adaptativa a hipdxia endoneural [10].

Diante do exposto esse estudo visa realizar uma revisdo sistemaética de estudos em
animais de experimentagdo para avaliar através do nivel de evidéncia disponivel as alteraces

estruturais que a neuropatia diabética causa nos microvasos endoneurais.

METODOLOGIA

Foi realizada uma busca sistematica nas bases de dados PubMed/MEDLINE, LILACS,
SciELO, e Cochrane Library no periodo de agosto a outubro de 2009, sem restricao
linguistica, datados de 1966 a 2009. Foi utilizada uma combinacdo de termos de pesquisa
cuidadosamente escolhidos com a colaboragdo de profissionais especialistas em trabalhos
com animais de experimentagéo.

Os termos utilizados, extraidos do Medical Subject Headings (MeSH) para uso na base
de dados do PubMed/MEDLINE e Cochrane Library, foram: “vasa nervorum”; “vasa
nervorum”/ultraestrutura; microcirculation; microvessels; “blood-nerve barrier”; “diabetes
mellitus”, experimental; “diabetic neuropathies”. Pela lista dos descritores em ciéncias da
salde (DeCS) utilizados para a base de dados do LILACS e SciELO, os descritores
selecionados foram: *“vasa nervorum”; “vasa nervorum”/ultraestrutura; “neuropatias
diabéticas”; “neuropatias diabéticas”/quimicamente induzidas; microvasos. Além disso, foram
utilizadas as seguintes palavras-chaves: “neuropatias periféricas” e microangiopatia, por nao
terem sido encontradas indexagdo no MeSH. A lista de referéncia dos estudos incluidos
também foi analisada para identificar outros estudos ndo capturados pelas buscas eletrénicas.

A estratégia de busca utilizada foi a associacdo entre os descritores nas bases de dados
realizada por trés pesquisadores independentes (CCC, JNM, RRO). Titulo e resumos
identificados através de pesquisas foram examinados independentemente pelos trés
investigadores na tela do computador para selecionar os estudos potencialmente relevantes.

Para selecdo dos estudos os seguintes critérios de inclusdo foram considerados: (1)

populagéo: estudos com qualquer tipo de animal de experimentagéo, independente do sexo;
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(2) intervencdo: qualquer tipo de inducdo quimica do diabetes mellitus e utilizacdo de grupo
controle e grupo experimental; (3) desfecho: avaliagdo morfoldgica ultraestrutural apenas dos
microvasos endoneurais dos nervos ciatico, sural ou tibial, sendo avaliado somente 0s
subgrupos que nao sofreram qualquer tipo de intervencdo medicamentosa. Com relacdo a
estrutura dos microvasos endoneurais foi considerado como desfecho primario para avaliagdo
dos estudos a presenca de alteragdes no numero e no tamanho das células endoteliais, e como
desfechos secundarios, as repercussdes ou alteracbes no Iumen capilar, repercussdes ou
alteracdes da area da membrana basal, repercussdes ou alteraces degenerativas no pericito,
modificacOes da area vascular dos capilares endoneurais. Estudos de revisdo narrativa, ou
estudos experimentais em animais que avaliaram outro tipo de neuropatia que ndo a diabética,
foram excluidos. N&o foi feito mascaramento quanto aos autores dos trabalhos para a analise
dos estudos.

A qualidade metodolégica dos estudos individuais foi avaliada pelos trés
pesquisadores de forma também independente. Foram utilizados alguns dos critérios
publicados para estudos com animais de experimentacdo [14,15] e, sendo esses, ainda,
adaptados para o caso especifico de animais induzidos ao estado de diabetes. Estes critérios
foram: (1) publicacdo revisada pelos pares; (2) atribuicdo aleatdria dos grupos em tratamento
(sendo este tratamento considerado apenas o estado de diabetes) ou controle — adaptado; (3)
inducdo cega do diabetes — adaptado; (4) avaliagcéo cega do desfecho; (5) monitorizagcdo dos
parametros fisioldgicos (peso, niveis de glicose sanguinea, e estudo da condugdo nervosa) —
adaptado; e (6) conformidade com as normas de bem-estar animal. Para cada item
apresentado foi atribuido um ponto de qualidade de um total possivel variando de 0-6 pontos,
e a média do grupo foi calculada. A qualidade do estudo foi considerada como baixa quando a
pontuagdo alcangou 3 pontos ou menos.

Em todo o processo de coleta e anélise dos dados os casos de discordancias, quando

presentes, foram discutidos e resolvidos com um quarto avaliador (SRAM).

RESULTADOS

Foram identificados 283 artigos através da busca eletronica, e destes, 270 artigos
foram excluidos. Dessa forma, 13 artigos foram retidos por serem considerados
potencialmente relevantes e foram totalmente recuperados para uma avaliagdo mais detalhada.
Nove estudos foram entdo excluidos, pois em oito deles a analise estrutural da
microvasculatura endoneural ndo foi objeto de estudo, e em um, o estado de diabetes dos

animais em experimentacdo néo foi induzido quimicamente, ficando assim, um total de quatro
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estudos que preencheram os critérios de inclusao [16,17,19,20]. Além desses, foram incluidos
ainda, dois estudos adicionais identificados através da analise das referéncias bibliograficas
dos estudos selecionados que escaparam da busca eletronica [18,21] (Figura 1).

As caracteristicas dos seis estudos que foram incluidos nesta revisao sistematica estao
listados na Tabela 1, e ordenados de forma cronolégica. No total, 90 animais foram induzidos
ao estado do diabetes e 61 animais serviram como controles. Em todos os estudos [16-21]
foram utilizados animais machos e apenas em um estudo [17] foi utilizado como modelo
experimental, cdes, ao invés de ratos.

A droga mais utilizada como método para a inducdo foi a estreptozotocina em trés dos
estudos [19-21] e um estudo [17] utilizou uma mistura da aloxana com a estreptozotocina para
realizar a inducdo. A via intravenosa foi a mais eleita para a veiculacdo da droga com apenas
um estudo realizando a inducdo através da via intraperitoneal [21]. Os nervos mais
comumente usados para avaliagdo morfoldgica foram o nervo ciatico, em trés estudos [16-18]
e o nervo sural, em dois deles [19,20].

A qualidade metodoldgica dos estudos incluidos teve uma média de 3,16 pontos (faixa
entre 2-4). Apenas dois estudos fizeram uma distribuicdo aleatoria dos grupos para o
tratamento ou controle [19,20], apesar de nenhum dos estudos ter induzido a diabetes de
forma cega. Quatro estudos [16,19-21] apresentaram uma avaliagdo cega do desfecho, e em
apenas um [17] refere que os experimentos foram conduzidos de acordo com padrdes
internacionais de bem-estar animal (Tabela 2).

Os parametros fisiologicos como 0 peso e 0s niveis de glicose sanguinea foram
acompanhados em todos os animais de experimentacdo, porém sem maiores detalhes sobre a
metodologia, no que diz respeito ao intervalo e a forma das verificacbes. A maioria dos
estudos se refere apenas, ou ao peso dos animais [16,18], que teve uma variacdo de 300-450g,
ou apenas a idade [17,19]. Os dois Unicos estudos [20,21] que referem tanto a idade quanto o
peso dos animais, apresentam dados bastante discrepantes (8 semanas de idade com peso de
250-280g, e 19 semanas de idade com peso médio de 450g, respectivamente). Em apenas dois
dos estudos foi relatado o método utilizado para verificacdo dos niveis glicémicos [19,20].
Todos eles informam sobre o periodo de verificagdo desses parametros, mas um [16] ndo
refere este periodo em relacdo ao peso corporeo dos animais, e outro [19] relata ter feito as
avaliacOes desses parametros de forma seriada, mas ndo oferece maiores detalhes.

O estudo da velocidade de conducdo nervosa foi realizado em trés estudos em

periodos diferentes. Dois deles, ao final do periodo de experimentacdo, com 27 dias [21] e 12
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semanas [20] depois da inducdo; e o terceiro [19], serialmente durante todo periodo de
experimentacao.

Quanto a metodologia empregada para seu estudo morfolégico, Powell et al. [18], ndo
a detalha limitando-se a pormenorizar apenas a preparacdo do material para o estudo
ultraestrutural e relata seus resultados de forma qualitativa. Da mesma forma, Walker et al.
[17], apenas refere que os parametros avaliados estdo baseados em estudos prévios [9].

Ja no estudo de Powell & Myers [16], eles detalham na metodologia que utilizaram
um segmento do nervo ciatico para analise morfométrica ultraestrutural, que as laminas foram
feitas a partir dos blocos selecionados randomicamente e as micrografias foram obtidas de
forma sequencial, tanto quanto possivel na mesma direcdo e, em seguida, a varredura das
grades em seqiiéncia. Relataram ainda, que a medida que cada vaso foi identificado uma
micrografia eletronica foi tomada e um numero de referéncia gravado. lgualmente, o estudo
de Sugimoto & Yagihashi [19], define como foi realizado o procedimento de corte do
segmento do nervo sural emblocado para analise morfométrica ultraestrutural, o tipo de
microvaso e como foi feita a identificacdo das estruturas analisadas. Relata que todos os
microvasos achados foram fotografados para analise, sem o conhecimento da identidade dos
animais, e que as medigdes foram realizadas de modo duplo-cego, da mesma forma que o
estudo de Uehara et al. [20]. O estudo de Walker et al. [21], também refere que uma técnica
de amostragem aleatdria sistematica foi empregada para obtencéo de imagens do microscopio
eletrénico para a quantificacdo de fibras nervosas, mas ndo deixa claro se a mesma técnica
também tenha sido utilizada para a analise da microvasculatura.

A maioria dos estudos desta revisdo refere a utilizagdo de métodos para fixacdo de
seus materiais bastante similares: na forma de imersdo em glutaraldeido, pos-fixagdo com
tetroxido de dsmio, seguido por uma desidratacdo seriada em alcools [17-21], e incorporados
em resinas: araldite [16,18], epon [19], epox [20], e Spurr’s [17,21]. Apenas um estudo utiliza
uma forma de contrate do material diferente dos demais, ao invés do acetato de uranila
seguida do citrato de chumbo [16-20], foi utilizado acetato de uranila seguida do citrato de
sodio em 0.1M de hidroxido de sodio [21].

O resultado dos desfechos dos seis estudos incluidos pode ser observado na tabela 3.
Um deles ndo apresenta tratamento estatistico de seus resultados [18] referindo haver
espessamento da parede do vaso, e reduplicacdo das laminas da membrana basal com
depdsitos eletrondensos entre elas. Esses mesmos achados também foram relatados em um
segundo estudo [16], porém sem apresentar também resultados significativos. A area do

lumen capilar, avaliada por cinco estudos [16,17,19-21], foi a alteracdo mais presente
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observada e com aumento significativo da circunferéncia em dois deles [19,21], em um [17]
ndo foi encontrado como resultado um aumento significativo, e apenas um [16] foi de
encontro aos achados anteriores, observando uma diminui¢cdo luminal ao invés de aumento,
porém sem resultados significativos. Um dos estudos [20] apresenta seus dados
morfométricos relacionados aos microvasos endoneurais na forma de grafico de colunas nao
deixando claro suas médias e desvios/erros padrdo, apresentando apenas de forma objetiva,
seus resultados quanto aos niveis de significancia.

Outros parametros importantes foram analisados como as alteragdes no nimero e no
tamanho das células endoteliais [16,17,21], e as rela¢des de paténcia luminal, de ocupagéo
endotelial, de ocupacgdo de pericito [19,20], e da &rea da membrana basal [19], expressados
pela relacdo da sua area com a area vascular, como pode ser observado na tabela 3. A
proliferacdo endotelial capilar foi analisada apenas por um trabalho [16] que mostrou um
tamanho significativamente maior do endotélio citoplasmatico em animais diabéticos (2.769 +
0.166 vs 0.667 + 0.225, p < 0.001), e a subseqliente medicdo da circunferéncia endotelial

revelou que é aproximadamente o dobro nos ratos diabéticos.

DISCUSSAO

Resultados positivos em estudos com animais de experimentacdo podem fornecer um
impulso para o inicio dos estudos clinicos em seres humanos. De fato, os achados em estudos
com animais tém alimentado adequadamente importantes avangos no entendimento da
fisiopatologia das doengas e previram varias respostas para 0 acometimento dessas em seres
humanos selecionados para intervencdes terapéuticas.

Contudo, apesar da utilidade dos estudos com animais, ainda ha uma variabilidade na
qualidade da concepcdo desses trabalhos. Na area clinica, os projetos de estudos
randomizados e controlados séo rigorosamente analisados. E, mesmo as pesquisas com
animais de experimentacdo, favorecer a base para estudos aplicados em seres humanos, a
mesma analise critica do desenho do estudo ndo tem sido amplamente aplicada [22].

Na presente investigacdo, que avaliou a existéncia de evidéncias que 0s experimentos
com animais tém ou ndo sobre as alteracOGes estruturais desencadeada pela neuropatia
diabética nos microvasos endoneurais, foi observada uma auséncia de uniformidade
metodologica para as andlises estruturais. Diversos parametros diferiram entre si, aléem de
existir divergéncias nos achados das éareas, espessuras e das estruturas analisadas nos

microvasos endoneurais.
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O controle de fatores como o pareamento completo das amostras e 0 uso de
metodologia com mascaramento, sem o conhecimento prévio do grupo a que o animal
pertencia, precisam estar explicitos nos estudos, pois sdo dados importantes para se avaliar a
interferéncia do pesquisador na andlise dos resultados. Por estas razdes, a qualidade
metodoldgica dos estudos incluidos foi pobre. Apesar da maioria dos estudos [16,19-21]
relatarem uma avaliacdo cega de resultados, questdes como randomizacdo e mascarado na
atribuicdo da inducdo da diabetes, que sdo questdes relevantes e que fornecem robustez ao
controle dos viéses dos estudos [14], foram especialmente negligenciadas nestes experimentos
com animais. Sem esquecer que a conformidade com as normas de bem estar animal para sua
utilizagdo em experimentos cientificos foi citada em apenas um estudo [17]. E imprescindivel
que os estudos informem o tipo de procedimento realizado em seus laboratérios no uso de
animais de experimentacao.

Pelo fato de apresentarem semelhancas clinicas, laboratoriais e histopatologicas com o
diabetes humano, os modelos experimentais de diabetes induzidos em ratos tém sido
amplamente utilizados por pesquisadores em todo o mundo [23-26]. Em apenas um dos
estudos desta revisao [17] o rato ndo foi 0 modelo animal eleito, sendo utilizado, cées de 3-4
meses que permaneceram num seguimento de 4 anos para a analise dos resultados, o0 que ndo
interfere na presente andlise pois cdes com diabetes induzidos demonstraram uma reducdo na
velocidade de conducéo nervosa [27], desmielinizagdo depois de aproximadamente 4-5 anos
de diabetes [28] e anormalidades morfologicas caracteristicas do diabetes humano [29].

A idade para a inducdo do diabetes € um dado importante descrito na literatura devido
ao tempo em que ocorre a maturagdo nervosa. Acredita-se que essa maturacdo aconteca por
volta da 26% a 30* semana de idade em ratos, tornando assim a idade de inducdo um fator
importante nas alteracfes nervosas decorrente do aumento dos niveis glicémicos [30]. Assim,
tal informacdo é de bastante utilidade para comparacdo com outros estudos. A descricdo dos
grupos experimentais utilizada inicialmente foi bastante variada. Com relacéo a idade e o0 peso
inicial dos animais temos uma outra divergéncia de relato metodol6gico, no entanto, em dois
dos estudos que apresentam tanto o peso quanto a idade inicial dos animais [20,21], a
diferenca entre esses parametros € bastante discrepante. O nervo periférico de mamiferos,
desde que em condigdes de repouso, depende principalmente do metabolismo oxidativo.
Porém, o aumento da idade esta associado a uma diminuigcdo progressiva do consumo de
0Xigénio em repouso e a um aumento progressivo na resisténcia a falta de oxigénio [31],
desse modo, o estudo de Walker et al. [21] ao utilizar animais mais velhos poderia levar a

uma interferéncia nos resultados das repercussdes nervosas a indugéo diabética.
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Nenhum dos estudos relata a quantidade inicial de animais utilizada na distribuicdo
inicial dos grupos experimentais, nem a quantidade de perdas ocorridas nesse periodo pos-
inducdo ou em decorréncia de complicacOes, apesar das drogas utilizadas para a inducdo do
diabetes ja serem bastante conhecidas por sua alta toxicidade. Este € um dado importante que
repercute na reprodutibilidade do trabalho, pois reflete os efeitos da droga e a sensibilidade do
organismo e, conseqiientemente, a adequacdo da dosagem correta utilizada para uma indugéo
diabética precisa.

Atualmente, o agente diabetogénico mais comumente utilizado para a inducdo do
diabetes em ratos é a estreptozotocina, apesar de seu alto custo em compara¢do com o da
aloxana [32]. Todos os estudos incluidos nesta revisao indicam doses similares as dosagens
utilizadas na literatura que pode variar de 40 a 70 mg/Kg para a estreptozocina [24,25], e de
30 a 50 mg/kg para a aloxana [26,33] e mostram coeréncia entre si. Apenas um estudo [21]
utilizou uma dosagem baixa de estreptozotocina (30 mg/kg) quando comparado com o que se
tem empregado na literatura. No entanto, estudos [23,34] mostram que mesmo pequenas
doses desse agente também sdo capazes de induzir alteragfes ndo duradouras do estado do
diabetes, em um curto periodo de tempo como foi 0 caso do estudo de Walker et al. [21], que
utilizou um periodo de seguimento de apenas 27 dias.

A microscopia eletrbnica é o método padrdo ouro para a avaliacdo das alteragdes
estruturais que a neuropatia diabética causa nos microvasos endoneurais, sendo utilizada tanto
para animais de experimentacdo [35,36] quanto para humanos [5,6,8]. Assim, todos os
estudos analisados nesta revisao [16-21] corroboram com as normas metodoldgicas de acordo
com a literatura atual. Quatro desses estudos [17,19-21] utilizaram programas de digitalizagéo
computadorizados para a avaliagdo e andlise de seus desfechos, achando resultados mais
proximos aos da literatura, tornando o estudo mais confiavel. Dessa forma, o método utilizado
nos dois outros estudos, atraves de micrografias [18] e de medidas feitas com um planimetro
[16], se tornaram obsoletos com o advento da digitalizacéo.

Para a realizagdo do estudo ultraestrutural, ha ainda, um problema em potencial com
relacdo ao processamento histologico que pode provocar distor¢cdes na forma e no tamanho
dos vasos, depois de processados, que vao diferir da forma encontrada in vivo, ou em outras
formas de fixagdo. Porém, uma vez que ambos os grupos, controles e diabéticos sdo tratados
da mesma forma, as analises serdo mais fidedignas e ndo estardo sujeitas a erros [8]. A
maioria dos estudos desta revisdo refere a utilizacdo de meétodos para fixacdo de seus
materiais bastante similares, estando todos de acordo com os parametros utilizados na
literatura [8,35].
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O diabetes tem efeitos diretos sobre a funcdo da vasa nervorum de ratos, em especial
no endotélio vascular, onde déficits nos sistemas vasodilatadores principais como o 6xido
nitrico e as prostaciclinas foram percebidos. Isso também aumenta a reatividade dos
vasoconstritores tais como a noradrenalina, angiotensina Il e endotelina-1, um fendmeno
provavelmente exacerbado por sinteses locais elevadas de angiotensina Il e endotelina-1.
Normalmente, estes mecanismos interagem em um sistema integrado de controle de fluxo
sanguineo do nervo. Se esta € a principal causa da neuropatia experimental, a proeminente
disfuncédo vascular é o resultado desses multiplos danos metabdlicos, tendo como um dos
principais alvos, o endotélio vascular [37]. Dessa forma, as células endoteliais exibem
hiperplasia e hipertrofia, na neuropatia diabética estabelecida, e esta situacdo € conhecida
como o inicio de uma série de alteragdes metabolicas e patoldgicas em pacientes diabéticos
[5].

Utilizando-se de técnicas confiaveis, de forma digitalizada e comum para este tipo de
andlise, o resultado encontrado ndo foi o de obstrugdo/oclusdo do microvaso endoneural, e
sim, de um aumento da area do Iimen na maioria dos estudos, de forma significativa [19,21]
ou apenas de uma tendéncia a esse aumento [17,20]. Corroborando os achados dessa reviséo,
esse aumento da &rea luminal também foi demonstrado em estudos com humanos diabéticos
[3,5,6,9,10], em doentes diabéticos com insuficiéncia renal leve [5] e com neuropatia
estabelecida [9]. O estudo de Powell et al. [16], apesar de ndo achar valores significativos, foi
0 Unico a apresentar uma tendéncia a reducé@o do Iimen vascular.

Trés dos estudos em analise [16,17,21] apresentaram como objeto de suas anélises, as
alteracbes no nuamero (hiperplasia) e no tamanho das células endoteliais (hipertrofia) dos
capilares endoneurais. Porém, o estudo de Powell et al. [16], divergiu dos outros dois estudos
[17,21] quanto a presenca significativa de hiperplasia das células endoteliais nos capilares,
observando com isso uma diminui¢cdo do Iimen capilar e, de um aumento no numero das
células endoteliais. J& com relacdo a hipertrofia das células endoteliais, que pode ser uma
caracteristica tardia da microangiopatia diabética [5], o estudo de Powell & Myers [16]
apresentou este achado com quase uma duplicacdo da area da célula endotelial nos animais
diabéticos. E, no estudo de Walker et al. [17], mesmo sem um resultado significativo, também
foi observado dados tendendo a um aumento dessa area. Contrariamente, outro estudo que
também analisou a area da célula endotelial [21], apresentou como resultado uma reducao
dessa area, mesmo que de forma ndo significativa. Se confrontarmos o0 método de avaliagédo

utilizado para a analise no estudo de Powell et al. [16] com o resultado de seus desfechos, que
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diverge dos demais [17,21], podemos supor que eles podem ter sofrido a influéncia do tipo de

metodologia empregada para o estudo morfoldgico.

CONCLUSAO

A revisdo sistematica de estudos experimentais em animais sobre a influéncia da
neuropatia diabética nas alteracfes estruturais dos microvasos endoneurais indicam que ha um
aumento da area luminal, hipertrofia e hiperplasia das células endoteliais. No entanto, essa
inferéncia deve ser avaliada com ressalva em virtude da baixa qualidade metodoldgica dos
estudos disponiveis.

Assim, estudos futuros nessa area deverdo ser melhor delineados considerando os
seguintes aspectos pontuais que ndo foram controlados nos estudos incluidos como:
randomizacéo do grupo em tratamento e ou controle, inducdo cega da diabetes, e a referéncia

de conformidade com padroées internacionais de bem-estar animal.
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TABELAS

Tabela 1. Caracteristicas dos 6 estudos incluidos na revisao sistematica.

Primeiro Animal, sexo, Monitorizacao
autor, ano de linhagem, n Droga, dosagem, dos parametros Nervo
pulblicacéo (diabetico/controles) método de indugdo fisiologicos Seguimento  estudado
Powell, 1977 Ratos machos, Lewis Aloxana 42-44 Peso, glicemia 24 meses Ciatico
(8/8) mg/kg, intravenosa
Powell, 1984 Ratos machos, Lewis Aloxana 42-44 Peso, glicemia 24 meses Ciatico
(a7/21) mg/kg, intravenosa
Sugimoto, Ratos machos, Wistar Estreptozotocina45  Peso, glicemia, 16 semanas  Sural
1997 (2417) mg/kg, intravenosa ~ MNCV
Uehara, 1997 Ratos machos, Wistar Estreptozotocina50  Peso, glicemia 12 semanas  Sural
(29/9) mg/kg, intravenosa  plasmatica,
MNCV,
hemoglobina
glicosilada
Walker, 1999 Ratos machos, Estreptozotocina30  Peso, glicemia, 27 dias Tibial
Sprague-Dawley mg/kg, MNCV
(10/10) intraperitoneal
Walker, 2001 Cées machos, Beagles Aloxana 40 mg/kg Peso, glicemia, 4 anos Ciatico
(12/6) + estreptozotocina hemoglobina
35 mg/kg, glicosilada
intravenosa

MNCYV, indica estudo da velocidade de conducdo do nervo motor.
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Tabela 2. Caracteristicas de qualidade dos estudos incluidos.

35

Publicacéo Ano 1) 2 @3 @& (5) (6) Pontuagdo Referéncia
Powell et al. 1977 X X 2 18
Powell & Myers 1984 X X X 3 16
Sugimoto & Yagihashi 1997 X X X X 4 19
Uehara et al. 1997 X X X X 4 20
Walker et al. 1999 X X X 3 21
Walker et al. 2001 X X X 3 17

Estudos que atendam aos critérios: (1) publicacdo revisada pelos pares, (2) alocagdo randomizada para o grupo
tratado e controle, (3) sigilo na indugcdo do diabetes, (4) avaliagdo cega dos resultados, (5) monitorizacdo de

parametros fisiologicos, e (6) conformidade com os padrdes de regulamentacao de bem-estar animal.



Tabela 3. Resultados dos desfechos de 6 estudos incluidos na revisdo sistematica.

Powell, Sugimoto, Uehara, Walker, Walker,
1984 1997 1997 1999 2001
Area luminal (um?) C 42.97 +3.43 40.0+12.1 NS 250426 76+12
DM 36.01 +£2.38 80.5+15.2 NS 354+1.7 10.7+£1.3
p valor NS <0.05 NS <0.03 NS
Area da célula, c 106.28 +9.93 - - 248+26 137+17
endotelial (um®)
DM 192.25 +£28.24 - - 21.7+£2.6 151+15
p value <0.01 - - <0.08 NS
Area da membrana c . . : 168411 141408
basal (um?)
DM - - - 16.7+24 178+13
p value - - - NS <0.05
Area vascular (um?) c - 98.7 +14.3 NS - -
DM - 151.5+18.9 NS - -
p value - <0.03 NS - -
Nucleos da celula c 1.33+0.26 - - 53+07  40+37
endotelial, N°
DM 2.33+0.40 - - 51+0.3 3.7+£0.3
p value < 0.005 - - NS NS
Espessura da c ) 0.30 +0.02 ) ) )
membrana basal (um)
DM - 0.31+0.01 - - -
p value - NS - - -
Frequéncia de patencia c i 0.34+0.06 NS i i
luminal
DM - 0.49 £0.04 NS - -
p value - <0.05 NS - -
Frequencia de ocupagao c i 0.36 +0.03 NS i i
endotelial
DM - 0.26 +0.03 NS - -
p value - <0.02 NS - -
Frequencia de ocupagéo c i 0.14 +0.02 i i i
da membrana basal
DM - 0.10+0.01 - - -
p value - <0.05 - - -
Frequéncia de ocupacdo _ Resultado i i
do pericito ¢ 0.17+0.03 gréfico
DM Resultado
- 0.15+0.01 grafico - -
p value - NS <0.05 - -

Estudos representados por seu primeiro autor e ano da publicacdo; C, indica grupo controle; DM, animais
diabéticos; NS, ndo significativo.
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6. MATERIAL E METODOS

a. Animais

Utilizamos ratos machos, da linhagem Wistar (Rattus Norvegicus), com idade
aproximada de 60 dias e peso inicial médio de 264 + 40,469, oriundos do biotério do
Departamento de Nutricdo — UFPE. Os animais foram mantidos no biotério do Departamento
de Anatomia em gaiolas plasticas coletivas (mé&ximo cinco animais/gaiola), a uma
temperatura de 23 £ 1°C, em ciclo claro/escuro invertido de 12h, com livre acesso & 4gua e a
racdo (Labina; Purina PetCare Company).

Os procedimentos aplicados para 0 manejo e cuidado dos animais encontram-se de
acordo com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for
Care and Use of Laboratory Animal e foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas — UFPE (Anexo A).

b. Grupos de Estudo

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais: Grupo
Controle Sedentario (CS), ndo diabéticos; Grupo Controle Treinado (CT), ndo diabéticos,
submetidos ao treinamento fisico aerdbio; o Grupo Diabético Sedentario (DS), com diabetes
experimental, sem qualquer tipo de tratamento; e o Grupo Diabético Treinado (DT) com
diabetes experimental, submetidos ao treinamento fisico aerobio; constituidos de 10 animais
cada um dos grupos. O grupo de animais treinados foi submetido a um protocolo de
treinamento fisico aerébico e os demais limitaram-se a atividades dentro da propria gaiola.

c. Inducéo do Diabetes Experimental
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O diabetes experimental, similar ao tipo I, foi induzido pela administracdo de dose
Unica intraperitoneal de Streptozotocina (STZ; Sigma Chemical Co., USA), ap6s jejum
alimentar de 12 horas. A 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, medido cuidadosamente em balanca digital de
precisdo (BS3000A). Os animais ndo diabéticos receberam, da mesma forma, doses
equivalentes de solucdo tampdo citrato de sddio e, decorridos 30 minutos do tratamento os

animais foram alimentados normalmente (Dall’ Ago et al., 2002).

d. Avaliagéo Clinica

Foram caracterizados como diabéticos e incluidos no experimento apenas 0s animais
que apresentaram valores de glicose sanguinea acima de 200 mg/dL 72 h ap6s a indugéo pela
STZ (Lehti et al., 2007) com amostra de sangue colhida da ponta da cauda do animal apds um
jejum de 12 horas (Glicosimetro AcuChek; Roche). Apo6s a confirmacdo do diabetes foi
realizada uma verificagdo semanal da glicose sanguinea, apds jejum de 12h, e do peso
corpéreo em todos os grupos. Os animais diabéticos em nenhum momento do periodo de
estudo foram tratados para controle da glicemia, e mostraram sintomas compativeis com o

diabetes tipo I, tais como poliuria, polidipsia e perda de peso.

e. Estudo Eletrofisioldgico

O registro da velocidade de conducdo nervosa foi realizado no Laboratério 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 as sete semanas
consecutivas (semanas 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 apds uma semana foi
realizado o registro semanal que se estendeu durante seis semanas consecutivas (semana 2-7).

O estudo da velocidade de conducdo nervosa (VCN) e da amplitude, pico-a-pico, do
potencial de acdo do nervo sensitivo caudal foram verificados na cauda do animal. Para isto

foi utilizado um eletromidgrafo (Demetec centor — M4V) com o programa Racia-Alvar
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Centor M version v2.1 [software Altromed GmbH, version 2.81 (4 channels), 1999] e
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 0s dois centrais como
terra.

Apos serem anestesiados, com uma solugdo 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 ap0s limpeza e desengorduramento da cauda do
animal, este era posicionado ventralmente, de forma que sua cauda ficasse completamente
livre, para ser posicionada entre os eletrodos (Figura 1).

As medidas de laténcia, amplitude e duracdo dos potenciais de agéo do nervo sensitivo
caudal foram automaticamente calculadas pelo aparelho, apés a inser¢éo da distancia, mantida
constante, de oito centimetros entre o eletrodo registrador e estimulador no aparelho,
verificadas na cauda do rato por um estimulo distal e registrado proximalmente através da
técnica ortodromica. A VCN e a amplitude dos potenciais de a¢do do nervo sensitivo caudal

foram calculadas automaticamente, e apresentadas em metros por segundo (m/s) e microvolt
(1V).

Figura 1. Posicionamento dos eletrodos de superficie do tipo “jacaré” na cauda do animal (A); e registros com
onda tipica do estudo da velocidade de conducédo nervosa e amplitudes dos potenciais de acdo do nervo sensitivo

caudal (B). (i), invertido, (ni), ndo-invertido, (-) catodo, (+) anodo.
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Durante todo o procedimento a temperatura da cauda foi mensurada e controlada,
sendo mantida em uma média constante de 31,5 °C, verificada através de um termometro
subdermal (Doc Thermo; modelo n. HD — 11; Comdek Industrial Corp.) imediatamente antes
do estimulo para cada animal, e usada uma lampada dicrdica posicionada a cerca de 10cm da

cauda do animal para aguecimento e controle.

f. Treinamento Fisico Aerébio

Apos a determinacdo do diabetes experimental, os animais do grupo treinado (CT e
DT), com um mesmo periodo de tempo, escolhidos aleatoriamente, foram submetidos ao
treinamento fisico aerdbio enquanto 0s grupos sedentarios permaneceram em suas respectivas
gaiolas, estando sujeito apenas a manipulacéo.

O protocolo de treinamento fisico aerobio consistiu de nado forcado em tanque
cilindrico de 60 x 80 cm (didmetro, altura), desenvolvido pelo Departamento de Anatomia —
UFPE, com agua a uma profundidade de 35 a 40 cm, a temperatura monitorada e controlada
de 32 + 1 °C, por um periodo de 6 semanas, 5 dias/semana, sendo precedido de um periodo de
adaptacdo de uma semana com treino progressivo de 10 minutos por cinco dias até que o
animal nadasse continuamente 1h/dia. O nado em grupo foi usado por promover um exercicio
mais vigoroso do que quando o animal realiza o treino sozinho no tanque (Nakao et al., 2000).
A temperatura da agua foi controlada por um termostato que a mantinha em 32°C (+ 1),
(Figuras 2A e 2C).

Ao final de cada sesséo de treinamento, para minimizar os efeitos da exposi¢éo ao frio,
0s animais eram enxutos e ficavam em uma camara de aquecimento (Kirali et al., 2007),
também desenvolvido pelo Departamento de Anatomia da UFPE, por cerca de 20 minutos
(Figura 2B).
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Figura 2. Tanque cilindrico de natacéo (A); cAmara de aquecimento (B); e animais realizando nado forgado em

grupo (C).

g. Coleta e Processamento do Material

Vinte e quatro horas ap6s o término do periodo de treinamento fisico aerdbio, os
animais de ambos 0s grupos experimentais, animais diabéticos e controles, foram anestesiados
com uma solucéo de xilazina (Rompun; Bayer) e cloridrato de cetamina (Ketalar, Parke Davis
Warner Lambert) por via intramuscular, em uma quantidade de 0,2 ml para cada 100 g de
peso (Massone, 1988) para a retirada do nervo citico.

Foi realizada uma incisdo na pele da regido posterior da coxa direita, realizado um
corte de trés centimetros médio-lateral e, em seguida, os musculos gliteo maximo, gluteo
médio e os isquiotibiais foram rebatidos para exposi¢do do nervo ciatico direito e em seguida
seccionado transversalmente (10 mm) (Figura 3). A pré-fixacdo do nervo foi feita a partir da
visualizacdo da estrutura na regido anatdbmica através do gotejamento de 1ml in situ de
solucdo de glutaraldeido a 2,5%, paraformaldeido a 4% e tampéao cacodilato de sédio a 0,1M.
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O nervo ciatico foi removido ao nivel da sua emergéncia na regido glitea até a sua

ramificacdo na regido poplitea. O material recolhido foi, entdo, fixado por imersao na solucdo

fixadora e mantido em condices de resfriamento (6 °C em geladeira).

Figura 3. Incisdo na pele da regido posterior da coxa direita para exposi¢cdo do nervo ciatico (A) e sua

dissecacéo (B).

Apbs a coleta e fixacdo, o material foi lavado com tampdo cacodilato de sodio a 0,1M
e realizada a pos-fixagdo dos segmentos em tetroxido de désmio a 1% acrescido de tampéo
cacodilato de sodio a 0,1M durante 2h em ambiente de total escuriddo. Posteriormente, 0s
segmentos foram novamente lavados em tampdo cacodilato de sddio a 0,1M e desidratados
em solucdes de concentracdo crescente de acetona (50%, 70%, 90% e 100%). Sendo, enté&o,
inclusos em resina sintética (EPON 812, Polysciences®). Obtidos os blocos com os
fragmentos do nervo ciatico, foi utilizado um ultramicrétomo (ULTRACUT, Leica) para a
realizacdo dos cortes semifinos (0,38 um) os quais foram corados com azul de toluidina (1%)

para exame ao microscopio de luz.

h. Analise Histomorfométrica

A determinacdo da area de seccdo transversa total e o perimetro do nervo ciatico

(Figura 4A), e a contagem do numero de vasos endoneurais (Figura 4B) foi realizada sem o
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conhecimento do material analisado por um unico examinador (C.C.C.) através da técnica de

varredura de todos os campos microscopicos (Figura 4B).
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Figura 4. Area de seccdo transversa do nervo ciatico de rato diabético, 40X (A); e campo microscopico (200X)

contendo vasos endoneurais, 200X (setas) (B); Azul de toluidina.

A contagem e captura das imagens foi realizada utilizando-se de uma video-camera
(Samsung, SHC-410 NAD) através do software Power VCR Il, acoplado a um microscopio de
luz (Olympus — BX50), com aumento final de 200X, e a mensuragdo da area e perimetro do
nervo de cada animal foi realizada através do software Scion Image for Windows (Beta
4.0.2.). Apenas os vasos sanguineos claramente definidos contendo heméacias no limen e/ou
com a presenca uma Unica camada de pericitos ao redor da célula endotelial foram contados.
A técnica ndo distingue arteriolas de vénulas, em parte porque a vasa nervorum compreende

um grande nimero de anastomoses arteriovenosas.

i. Analise Ultraestrutural

Para a andlise ultraestrutural foi realizada a ultramicrotomia do material emblocado
contendo os fragmentos da seccdo transversa do nervo ciatico de cada animal para aquisicao
dos cortes ultrafinos (70 nm). Estes foram coletados em grades de niquel com malha de 300
orificios e contrastados com solucéo aquosa de acetato de uranila a 5% por 1 h e, com citrato
de chumbo a 1% por 3 min. Asgrades contendo as sec¢Oes ultrafinas das amostras foram
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observadas em microscopio eletronico FEI Morgagni 268D a uma voltagem de 60 kV. Os
capilares foram definidos como vasos sanguineos cujas células endoteliais estavam
envolvidas por uma camada descontinua de pericitos. A identificacdo do pericito foi baseada
na presenca da membrana basal.

Cinquenta e sete capilares endoneurais (variando entre 3-5 por animal) que estavam
desobstruidos pelas linhas das grades ou outros artefatos, tais como rasgdes, buracos e dobras,
foram fotografados com uma magnitude final de 8.900X para as analises morfométricas e de
14.000-28.000X para analise qualitativa mais detalhada das estruturas da parede celular. A
composi¢do de multiplos registros, para os vasos mais largos foram necessérias pois ndo se
ajustaram dentro de uma Unica imagem, e foram realizadas através do software Fireworks
(Macromedia, 8.0.0.777). A area e perimetro vascular (AV e PV), a area e perimetro do Iimen
(AL e PL), a area e perimetro endotelial (AE e PE), a area e perimetro da membrana basal
(AMB e PMB), e a area do pericito (AP) foram realizadas nos registros eletromicrogréaficos
através do software Scion Image for Windows (Beta 4.0.2.), como mostra a figura 5, e
operado sem o conhecimento do material analisado por um Unico examinador (C.C.C.).

A area vascular foi delineada pela circunferéncia externa do pericito e membrana basal
menos a area do lumen que foi delineada pela circunferéncia interna da célula endotelial que
reveste o limen, a area endotelial pela circunferéncia externa do endotélio menos a area
referente ao lumen, a area da membrana basal pela sua circunferéncia externa menos o
endotélio, e a area do pericito pela area vascular menos a area da membrana basal. Também
foram contados o0 numero de nucleos das celulas endoteliais e o nimero de nucleos de
pericito.

Com éreas e perimetros mensurados, foram determinadas a espessura da membrana
basal (um?um) =Area da membrana basal dividida pelo perimetro externo da célula
endotelial; a espessura da parede do vaso (ungrea la célula endotelial areca do
limen)/[¥2 x (perimetro da célula endotelial + perimetro do Iimen)]; e a hiperplasia das
células endotelial e pericito = nimero de nucleos/vaso, como descrito previamente (Estrella et

al., 2008). VVasos com razao entre 0 eixo menor e maior mais que 1:3 foram excluidos.
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Figura 5. Eletromicrografia de corte transverso de vaso sanguineo endoneural do nervo cidtico de rato diabético
(A); e contornos dos componentes da parede celular para determinacdo de areas e perimetros usados nas

mensurac¢des morfométricas (B). Escala de barra com 2 pm (8.900X).

J- Andlise Estatistica.

Os resultados referentes aos parametros estudados por grupo de animais foram
sumarizados em média, desvio padréo e limites minimo e maximo. A analise estatistica das
diferengas foi realizada por anélise de variancia (ANOVA). As multiplas comparacdes post-
hoc foram feitas com teste de Tukey HSD. O p critico para todos os testes foi de 0,05. Os

dados analisados através do programa estatistico XLStat® vers&o 2009.4.03.
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ABSTRACT

Purpose: To study sensory nerve conduction of the caudal nerve in normal and diabetic rats.
Methods: Diabetes was induced to twenty 60 days Wistar male rats. Twenty normal rats
served as controls. Caudal nerve conduction studies were made before diabetes induction 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: After induction, nerve conduction velocities (NCV) increased
slower with age in the diabetic than in the control group. Sensory nerve action potentials
(SNAP) conduction velocities increased slower in the diabetic than in the control group (slope
of regression line: 0.5 vs 1.3m/s per week; NCV in the 15" week = 39+3m/s vs 44+4m/s).
Tukey’s tests showed differences between groups at the 11", 13" and 15" weeks. From the
10" week, SNAP amplitudes increased faster in the diabetic than in the control group (slopes
of the regression line: 10 vs 8uV per week; SNAP amplitudes in the 15" week: 107+23pV vs
85+13uV). Differences at the 12", 13™ and 15" weeks were significant. Conclusions: In
diabetic rats NCV were slower whereas amplitudes were larger then in normal rats.
Key-words: Caudal nerve, Experimental diabetes, Nerve conduction study.

RESUMO

Objetivo: Estudar a conducdo nervosa sensorial do nervo caudal em ratos normais e
diabéticos. Métodos: O diabetes foi induzido em vinte ratos Wistar 60 dias. Vinte ratos
serviram como controle. Os estudos da conducdo do nervo caudal foram feitos antes da
inducdo do diabetes e semanalmente ao final de seis semanas consecutivas. O nervo caudal foi
estimulado distalmente e potenciais foram registrados proximalmente na cauda do animal,
usando clipes comum “jacaré" como eletrodos de superficie. Resultados: Apos a inducéo, a
velocidade de conducgédo nervosa (VCN) aumentou mais lentamente com a idade no grupo
diabético que no controle. Potenciais de acdo dos nervos sensitivos (PANS) aumentaram a
velocidade de conducdo mais lentamente no grupo diabético que no controle (linha de
regressdo: 0,5 vs 1,3m/s por semana; VCN na 15 semana = 39+3m/s vs 44+4m/s). O teste de
Tukey mostrou diferencas entre os grupos nas 112, 132 e 152 semanas. A partir da semana 10,
0s PANS aumentaram mais rapidamente no grupo diabético que no controle (linha de
regressdo: 10 vs 8uV por semana; PANS na 152 semana: 107+23uV vs 85+13uV). Diferencas
na semana 12, 13 e 15 foram significativas. Conclusdes: Nos ratos diabéticos a VCN foi mais
lenta enquanto que as amplitudes foram maiores que em ratos normais.

Descritores: Nervo Caudal, Diabetes experimental, Estudo da condugéo nervosa.
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INTRODUCAO

Polineuropatia periférica é uma complicacdo comum do diabetes mellitus'. Consiste
em desmielinizacdo e degeneracdo axonal dos nervos periféricos?, levando & diminuicio da
velocidade de conducdo nervosa (VCN) e reducdo da amplitude dos potenciais de acdo dos

nervos sensitivos (PANS) e motor®®. Estas caracteristicas da polineuropatia diabética s&o

2,10,11

observados nos seres humanos com diabetes e em animais com o0 diabetes induzido

experimentalmente™®.

|4,7,12-15

Junto com o ciatico, os nervos fibular, tibial, sural, safeno, facia , € 0 nervo

caudal tem sido fregiientemente utilizado para estudos eletrofisioldgicos em ratos®>®*°,

porque a cauda longa permite a medic&o precisa de distancias e o pequeno didmetro da cauda
facilita a colocacdo dos eletrodos de estimulaco e registro junto ao nervo'®’. A maioria dos
estudos de conducgdo nervosa animal se utiliza de técnicas invasivas, com eletrodos de

3115161819 5 com acesso cirdrgico ao nervo™®™**, Um menor niimero de estudos utiliza

20-22

agulha
técnicas ndo-invasivas, com eletrodos de superficie
O objetivo deste trabalho foi estudar a conducdo nervosa sensitiva do nervo caudal em

ratos normais e diabéticos.

MATERIAIS E METODOS

Animais e grupos experimentais. Foram utilizados 40 ratos Wistar (Rattus norvegicus),
albinos machos com 60 dias de idade, provenientes do Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas
coletivas (maximo de 5 animais/gaiola), sob uma temperatura de 23+1 °C, um ciclo invertido
12h de dia/noite, com livre acesso a &gua e racdo (Labina). Os animais foram divididos
aleatoriamente em dois grupos de 20 animais: Grupo Controle, sem diabetes; e 0 Grupo
Diabetes, com diabetes ndo-tratados induzido experimentalmente. O diabetes foi induzido por
uma Unica injecao intraperitoneal de 60mg/kg estreptozotocina (Sigma Chemical Co., E.U.A.)
diluido em solucdo tampéo (citrato de sédio, 10mM, pH 4,5) apds 12 horas de jejum?*. Os
animais do grupo controle receberam a mesma solugdo tampdo, sem estreptozotocina. Apds
30 minutos os dois grupos foram alimentados normalmente. A glicose sangiiinea foi medida 3
e 7 dias ap0s a inducdo, com amostras de sangue coletadas a partir da ponta da cauda apds 12
horas de jejum. Apenas o0s animais com glicemia sanguinea acima de 200 mg/dL
(Glucosymmetry AccuCheck — Roche) foram admitidos no Grupo de Diabetes. Ambos 0s

grupos tiveram o peso e a glicemia sanguinea avaliados semanalmente.
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Os métodos utilizados para tratar e cuidar dos animais estdo de acordo com os padrdes

do National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animal, e foram
aprovadas pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
Pernambuco.
Eletrofisiologia: Os estudos da conducdo do nervo caudal foram feitos antes da inducdo do
diabetes e de forma semanal no final de seis semanas consecutivas. Ap0s anestesia com uma
injecdo intramuscular de uma mistura de cloridrato de xilazina (Rompum) e quetamina
(Ketalar), 0,2 ml/100g**, os animais foram posicionados ventralmente para que a sua cauda
ficasse completamente solta, sendo limpa com alcool em 70% para que ficasse livre de
gordura.

Uma técnica ortodrémica foi utilizada (Figura 1A): O nervo caudal foi estimulado
distalmente (duragdo: 0,1ms; intensidade: 10-20uA, supraméxima) e o PANS foi registrado
proximalmente (filtro passa-alta: 10 Hz; filtro passa-baixa: 10 kHz) na cauda do animal.
Nenhum movimento da cauda foi observado durante a estimulagcdo. Um eletromidgrafo Racia-
Alvar Centor foi usado. Os parametros estudados do PANS foram amplitude pico-a-pico (uV)
e velocidade de conducdo nervosa (m/s), derivada do inicio da laténcia (ms). As medidas
foram tomadas quatro vezes e o resultado foi a sua média aritmética (Figura 1B). Os eletrodos
de estimulo, registro e terra eram idénticos a garras do tipo “jacaré” padrdo. A distancia entre
0 catodo e o eletrodo de registro foi de 8 cm, enquanto que a distancia entre o par de eletrodos
de estimulacéo e registro foi de 3 cm. O eletrodo terra estava ligado ao par de garras do tipo
“jacaré” localizado entre os eletrodos de estimulacéo e registro. As molas dos eletrodos foram
removidas para evitar a compactacdo excessiva da cauda.

Devido a relacdo quase linear entre a temperatura da cauda e da velocidade de

conducdo nervosa®, antes de cada registro, a temperatura da cauda foi verificada com um
termOmetro subdermal (Doc Thermo; Comdek Industrial Corp) e mantida a 31-32 °C atraveés
de uma lampada dicroica utilizado para o aquecimento.
Analise estatistica: Os dados foram resumidos por media + desvio padrdo. A significancia
estatistica das diferencas foi testado com o modelo misto de anélise de variancia (ANOVA).
As comparages post-hoc foram feitas pelo teste de Tukey. O p critico para ambos os testes
foi de 0,05.
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Figura 1 - Estudo da conducdo nervosa sensorial do nervo caudal de ratos: (1A)
Posicionamento para estimulacao, registro e eletrodos terra na cauda do rato. (- catodo), (+

anodo), (i), invertido, (NI), ndo-invertido. (1B) onda tipica do PANS do nervo caudal.

RESULTADOS
Com 10 semanas de vida os animais do grupo com o diabetes experimental mostraram
niveis aumentados de glicose no sangue, enquanto que 0 grupo controle apresentavam niveis

glicémicos normais (Tabela 1).

Tabela 1 - Média (desvio padréo) dos niveis de glicose no sangue (mg/100ml) por idade

(semanas) de ratos controles e diabéticos.

8 10 11 12 13 14 15

Diabéticos | 8310 251+111 2494129  251+121  349+151 314+109 324+101

Controles 7919 78121 76114 8018 81+16 79112 68+10

As velocidades de condugdo dos PANS dos animais diabéticos e controles sdo
mostrados na figura 2. N&o houve diferenca significativa entre eles, com oito semanas de vida
(pré-inducgdo): 36+2m/s vs 34+3m/s, respectivamente. Apos a inducdo, as velocidades de
conducdo dos PANS aumentaram mais lentamente no grupo diabético do que no grupo
controle (inclinagédo da linha de regressao: 0,5 vs 1,3 m/s por semana; VCN na semana de 15
= 39+3m/s vs 44+4m/s). Testes post hoc (Tukey) mostrou diferencas significativas entre os

grupos na semana 11, 13 e 15.
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Figura 2 - Média (desvio padrédo) das velocidades de conducao (m/s) por idade (semanas) de
ratos diabéticos (circulos cheios) e controle (circulos abertos). Equagdes de regressdo linear e
quadrado do coeficiente de correlagdo de Pearson (R?).

* Tukey, p < 0.05; ratos diabéticos vs ratos controles.

A Figura 3 mostra amplitudes dos PANS de animais diabéticos e controle. Na 82
semana (pré-indugdo) as amplitudes PANS ndo foram diferentes entre os dois grupos
(33£7uV vs 29+6uV). A partir da semana 10, as amplitudes dos PANS aumentaram mais
rdpido no grupo diabético do que no grupo controle (inclinacdo da linha de regressdo: 10
versus 8uV por semana; amplitudes dos PANS na semana de 15: 107+23uV vs 85+13uV).

Diferencas na semana 12, 13 e 15 foram estatisticamente significativas (Tukey).
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Figura 3 - Média (desvio padrdo) de amplitudes (uV) por idade (semanas) de ratos diabéticos
(circulos cheios) e controle (circulos abertos). EquacGes de regressdo linear e quadrado do
coeficiente de correlacdo de Pearson (R?).

* Tukey, p < 0.05; ratos diabéticos vs ratos controles.

DISCUSSAO

O nervo caudal do rato tem boas caracteristicas para o estudo da conducdo nervosa
utilizando técnicas ndo-invasivas. Sua trajetdria superficial permite facil estimulacdo e
gravacdo de potenciais com eletrodos de superficie?® e sua longa trajetdria (10-15cm) permite
a medicéo precisa de distancias®.

Em nossos dados, a velocidade de conducdo dos PANS aumentou mais lentamente
com a idade nos ratos diabéticos do que nos ratos normais. Este foi um resultado esperado.
Vérios autores obtiveram resultados semelhantes estudando o nervo caudal®*>®*?’ ou outros

4781328~ A velocidade de conducdo é mais lenta, provavelmente devido a um

nervos
desenvolvimento anormal da bainha de mielina nos nervos periféricos de ratos diabéticos.

Aa amplitudes dos PANS do nervo caudal aumentou mais rapidamente nos ratos
diabéticos do que nos ratos normais. Este foi, um resultado inesperado. Esperavamos uma
reducdo na taxa de crescimento da amplitude dos PANS nos ratos diabéticos, devido a perda
axonal e dispersdao temporal dos PANS relacionados com a polineuropatia diabética.

Zochodne & Nguyen® relataram maiores amplitudes do PANS do nervo caudal em ratos
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diabéticos comparados aos ratos nao-diabéticos. No entanto, eles ndo discutem resultado nem
estado, se esta diferenca alcancou significancia.

Uma maior amplitude do PANS em ratos diabéticos pode ser causado por uma
temperatura mais baixa da cauda do animal. A baixa temperatura é conhecida por causar
aumento da amplitude dos PANS e queda da velocidade de conducio nervosa®. No entanto,
nds monitoramos a temperatura da cauda e se manteve relativamente constante.

Muito provavelmente a razdo para esta conclusdo foi o menor desenvolvimento do
diametro da cauda em ratos diabéticos, em relacdo aos do grupo controle. Em um condutor de
volume, a amplitude do PANS (uma fonte quadripolar) diminui na razéo inversa do cubo da
distancia entre o nervo e o ponto de registro®. Portanto, 0 menor didmetro da cauda e,
conseqlientemente, a distancia mais curta entre o nervo caudal e o eletrodo de gravacdo nos
ratos diabéticos, resultaria em maiores amplitudes do PANS.

Infelizmente, nds ndo medimos o didmetro das caudas dos animais. No entanto, as
variacoes do diametro da cauda pode ser indiretamente estimada pela variagdo no peso dos
animais. Qualquer dimensdo linear de um corpo de qualquer forma é proporcional a raiz
ctbica do seu volume®!. Como o peso de um corpo é proporcional ao seu volume, o diametro
da cauda do rato é proporcional a raiz cubica do peso do rato. Como pode ser visto na Figura
4, os ratos com diabetes perderam peso durante o experimento, enquanto que o grupo controle
aumentou de peso. Na semana 15, o peso médio dos ratos diabéticos foi de cerca de 40%
menor do que 0s pesos dos ratos controle. Assim, é razoavel supor que o diametro da cauda, e,
conseqlientemente, as distancias entre o nervo caudal e os eletrodos de registro, foram
significativamente menores nos ratos diabéticos do que nos ratos controle. Autores que

3715161819 35 observaram este fendmeno e as

usaram eletrodos de registro do tipo agulha
amplitudes se comportaram como o esperado, provavelmente porque o eletrodo de gravacéo
foi sempre colocado perto da nervo em estudo, independentemente do peso do animal.

Em conclusédo, a VCN foi mais lenta em ratos diabéticos enquanto que suas amplitudes

foram maiores que em ratos normais.
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Figura 4 - Média (desvio padrdo) do peso (g) por idade (semanas) de ratos diabéticos

(circulos cheios) e controle (circulos abertos).
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RESUMO

Carvalho CC, Maia JN, Galvdo M, Silva AL, Mendes AC,
Silva DAL, Lins OG, Moraes SRA. Treinamento fisico
sobre os microvasos endoneurais de ratos com diabetes.
JEPonline 2005;8(4):1-10. Existem evidéncias, tanto clinicas
guanto experimentais, que o exercicio fisico promove um
efeito protetor no desenvolvimento da neuropatia diabética
periférica. Verificamos se o treinamento fisico aerébio (TFA)
exerce algum estimulo sobre os microvasos endoneurais de
ratos com diabetes experimental. Ratos Wistar, machos com
60 dias foi induzido o diabetes (60mg/kg; estreptozotocina), e
agrupados em: Controle Sedentario (CS); Diabético
Sedentario (DS); e Diabético Treinado (DT); n=5. 0 TFA
consistiu de nado forcado 1h/dia, 5 dias/semana, durante 6
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semanas. Vinte e quatro horas ap0s o término do periodo de TFA foram realizadas a coleta do
nervo ciatico e obtidos cortes semi-finos. A contagem e analise histomorfométrica dos vasos
endoneurais e da area do nervo de cada animal foi realizada através da técnica de varredura de
todos os campos microscépicos (200x) e as comparagdes entre os grupos foram realizadas
(ANOVA; p < 0,05). Nao foram encontradas diferencas significativas no nimero de
microvasos endoneurais entre os animais do grupo diabético (DT 41,4 + 11,9 vs DS 39,2 +
3,6). Apesar da area do nervo ciatico nao diferir entre 0s grupos, 0s animais do grupo
diabético apresentaram médias menores em relacdo aos grupos controles (DS 0,7 + 0,1 mm?
vs CS 0,9 + 0,2 mm?; P =0,076). Da mesma forma, a densidade dos microvasos endoneurais
ndo diferiu entre os grupos. A realizacdo de um treino fisico aerébio de natacdo no modelo em
que foi implementado ndo alterou a estrutura dos microvasos endoneurais de ratos com
diabetes experimental.

Palavras-chave: Neuropatia diabética, Microcirculagdo, Exercicio.

INTRODUCAO

A neuropatia periférica diabética € uma das mais comuns complicacdes tardias do diabetes, e
é a mais freqliente e severa na populagdo diabética do tipo 1. Sua patogénese € considerada
multifatorial, com contribui¢des de fatores tanto metabdlicas como vasculares (1). Nenhuma
terapia efetiva existe ainda para prevenir ou tratar esta complicagdo (2). A importéncia da
doenca microvascular tem sido destacada nos estudos em pacientes diabéticos assintomaticos
(3) ou naqueles com presenca minima de neuropatia (4,5), que se caracteriza por uma
significativa microangiopatia endoneural presente de forma precoce no curso da doenca (1,6).
No entanto, o papel da microangiopatia no desenvolvimento da neuropatia diabética periférica
ainda ndo esta bem elucidado (6), apesar de estudos experimentais terem mostrado o efeito
preventivo de varios agentes vasoativos nas anormalidades de nervos periféricos em animais
diabéticos (7,8) e de se saber que o controle glicémico pode reduzir significativamente a
neuropatia diabética periférica (1).

A reducdo da velocidade de condugdo nervosa demonstrada em modelos animais com
diabetes experimental sugerem resultados primariamente decorrentes de hipoxia endoneural
causada pela deficiéncia na perfusdo nervosa (9). Os microvasos endoneurais tem
caracteristicas anatomicas e fisiologicas, Unicas e distintas como sua distribuicdo espacial e
rede de ligagdes. O prejuizo do fluxo sanguineo endoneural tem correlagdo com o déficit
funcional precoce do nervo periférico observado em animais diabéticos induzidos pela
estreptozotocina (10).

Apesar da severidade das complicacGes vasculares do diabetes, existe uma relativa escassez
de dados especificos sobre a patogénese, prevencdo e tratamento dessas complicacdes
vasculares. Varios achados demonstraram que o exercicio fisico tem efeitos terapéuticos e
protetores no diabetes tipo 1 por diminuir o estresse oxidativo e melhorar a capacidade
oxidativa da parede vascular (11). A realizagdo de um treinamento fisico moderado
diariamente pode oferecer muitos beneficios ao individuo diabético devido a reducdo dos
niveis de glicose sanguinea e ao aumento de fluxo sanguineo periférico (1,8,12). Além disso,
estudos tém demonstrado que o exercicio fisico promove atenuagdo das complicac6es clinicas
decorrentes do diabetes como a melhora do perfil lipidico e a diminuicdo da concentracdo de
acidos graxos livres (13-15).
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Além disso, existem evidéncias, porém escassas, tanto clinicas (1,16) quanto experimentais
(8), que o exercicio fisico promove um efeito protetor no desenvolvimento da neuropatia
diabética periférica, porém o mecanismo pelo qual isto acontece ainda ndo estd totalmente
esclarecido. Dessa forma, este estudo teve como objetivo avaliar se o efeito do treinamento
fisico aerobio exerce algum estimulo sobre os microvasos endoneurais de ratos com diabetes
experimental.

METODOS

Animais e Grupos Experimentais. Utilizamos ratos machos, da linhagem Wistar (Rattus
Norvegicus), com idade aproximada de 60 dias e peso inicial médio de 264 + 40,469,
oriundos do biotério do Departamento de Nutricdo — UFPE. Os animais foram mantidos em
gaiolas pléasticas coletivas (maximo cinco animais/gaiola), a uma temperatura de 23 + 1°C, em
ciclo claro/escuro invertido de 12h, com livre acesso & agua e a ragdo (Labina; Purina PetCare
Company).

Os animais foram separados aleatoriamente em trés grupos experimentais: Controle
Sedentario (CS), ndo diabéticos; Diabético Sedentario (DS), com diabetes experimental, sem
qualquer tipo de tratamento; e o Diabético Treinado (DT) com diabetes experimental,
submetidos ao treinamento fisico aerdbio e sem qualquer tipo de tratamento; constituidos de 5
animais cada um dos grupos. O diabetes experimental, similar ao tipo I, foi induzido pela
administracdo de dose Unica intraperitoneal de Streptozotocina (STZ, 60 mg/kg; Sigma
Chemical Co., USA), dissolvido em solucdo tampao citrato de sédio (10mM, pH 4,5) apds
jejum alimentar de 12 horas. Os animais do grupo controle, da mesma forma, receberam doses
equivalentes apenas de solucéo tampao citrato de sodio. Decorridos 30 minutos do tratamento
0s animais de ambos os grupos foram alimentados normalmente (17).

Foram caracterizados como diabéticos e incluidos no experimento apenas 0s animais que
apresentaram valores de glicose sanguinea acima de 200 mg/dL, setenta e duas horas apos a
inducdo pela STZ (18) com amostra de sangue colhida da ponta da cauda do animal apds um
jejum de 12 horas (Glicosimetro AcuChek; Roche). Apo6s a confirmacdo do diabetes foi
realizada uma verificacdo semanal da glicose sanguinea e do peso corporal em ambos 0s
grupos. Os animais diabéticos em nenhum momento do periodo de estudo receberam
tratamento para controle da glicemia, e mostraram sintomas compativeis com o diabetes tipo
I, tais como poliuria e perda de peso.

Os procedimentos aplicados para 0 manejo e cuidado dos animais encontram-se de acordo
com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for Care
and Use of Laboratory Animal e foram aprovados pela Comissio de Etica em Experimentac&o
Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas — UFPE.

Eletrofisiologia. A velocidade de conducgéo nervosa (VCN) caudal foi registrada na cauda do
animal semanalmente, apos serem anestesiados, através da técnica ortodrémica, ao final do
periodo experimental. Foram utilizados eletrodos de superficie e um eletromidgrafo (Demetec
centor — M4V) com o programa Racia-Alvar Centor M version v2.1 [software Altromed
GmbH, version 2.81 (4 channels), 1999], onde as medidas de laténcia, amplitude e duragéo
dos potenciais de a¢do do nervo caudal foram automaticamente calculadas pelo aparelho, apos
a insercdo da distancia, mantida constante, de 8 cm entre os eletrodos registrador e
estimulador no aparelho. A VCN foi calculada automaticamente e apresentada em metros por
segundo (m/s). Durante todo o procedimento a temperatura da cauda foi mensurada e mantida
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em uma media constante de 31,5 °C, verificada através de um termometro subdermal (Doc
Thermo; modelo n. HD — 11; Comdek Industrial Corp.) imediatamente antes do estimulo para
cada animal, e usada uma lampada dicroica para aquecimento e controle.

Treinamento Fisico Aerdbio. Apo6s a determinacdo do diabetes, os animais do grupo
treinado, com um mesmo periodo de tempo, escolhidos aleatoriamente, foram submetidos ao
treinamento fisico aerdbio enquanto 0s grupos sedentarios permaneceram em suas respectivas
gaiolas, estando sujeito apenas a manipulacdo. O protocolo de treinamento fisico aerdbio
consistiu de nado forcado em tanque cilindrico de 60 x 80 cm (didmetro, altura), desenvolvido
no Departamento de Anatomia — UFPE, com agua a uma profundidade de 35 a 40 cm,
temperatura monitorada e controlada de 32 + 1 °C, por um periodo de 6 semanas, 5
dias/semana, sendo precedido de um periodo de adaptacdo de uma semana com treino
progressivo de 10 minutos por cinco dias até que o animal nadasse continuamente 1h/dia. O
nado em grupo foi usado por promover um exercicio mais vigoroso do que quando o animal
realiza o treino sozinho no tanque (19). Ao final de cada sesséo de treinamento, para
minimizar os efeitos da exposic¢éo ao frio, 0s animais eram enxutos e permaneciam em uma
camara de aquecimento (20) durante 20 minutos.

Histologia. Vinte e quatro horas apds o téermino do periodo de treinamento fisico crénico, 0s
animais dos trés grupos experimentais foram anestesiados com uma solucdo de xilazina
(Rompun; Bayer) e cloridrato de cetamina (Ketalar, Parke Davis Warner Lambert) por via
intramuscular, em uma quantidade de 0,2ml para cada 100g de peso (21) para coleta do nervo
ciatico. Foi realizada uma incisdo na pele da regido posterior da coxa direita e, em seguida 0s
musculos glateo méximo, gluteo médio e os isquiotibiais foram rebatidos para exposi¢do do
nervo ciatico. A pre-fixacdo do nervo foi feita a partir da visualizacdo da estrutura na regiao
anatdmica através do gotejamento de solucdo de glutaraldeido a 2,5%, paraformaldeido a 4%
e tampdo cacodilato de sodio a 0,1M. O nervo ciatico foi removido ao nivel da sua
emergéncia na regido glutea até a sua ramificacdo na regido poplitea. O material colhido foi,
entdo, fixado por imerso na solucio fixadora e mantido em condicdes de resfriamento (6 °C
em geladeira).

ApoGs a coleta e fixacdo, o material foi lavado com tampéo cacodilato de sodio a 0,1M e
realizada a pos-fixagdo dos segmentos em tetroxido de 6smio a 1% acrescido de tampéao
cacodilato de sdédio a 0,1M durante 2h em ambiente de total escuriddo. Posteriormente, 0s
segmentos foram novamente lavados em tampdo cacodilato de sdédio a 0,1M e desidratados
em solucdes de concentracdo crescente de acetona (50%, 70%, 90% e 100%). Sendo, enté&o,
inclusos em resina sintética (EPON 812). Obtidos os blocos, foram realizados os cortes
semifinos (0,38 um) corados com azul de toluidina para exame ao microscépio optico.

Histomorfometria. A determinacdo da area de seccéo transversa total e o perimetro do nervo
ciatico e a contagem do numero de vasos endoneurais foi realizada sem o conhecimento
prévio do material analisado por um Unico examinador (CCC) atraves da técnica de varredura
de todos os campos microscopicos. A contagem e captura das imagens foi realizada
utilizando-se uma video-camera (Samsung, SHC-410 NAD) através do software Power VCR
Il, acoplada a um microscopio de luz Olympus, com aumento final de 200X (Figura 1), e a
mensuracdo da area e perimetro do nervo de cada animal foi realizada através do software
Scion Image for Windows (Beta 4.0.2.). Apenas 0s vasos sanguineos claramente definidos
contendo hemacias no Iimen e/ou com a presenca de uma Unica camada de pericitos ao redor
da célula endotelial foram contados.
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Analise Estatistica. A analise estatistica foi realizada comparativamente entre 0s grupos por
uma andlise de variancia (ANOVA). As comparagdes post-hoc foram feitas com teste de
Tukey. O p critico para ambos os testes foi de 0,05 e os resultados referentes a todos os
parametros estudados foram expressos em médias + desvio padrdo (DP); sendo os dados
analisados através do programa estatistico SPSS verséao 17.0.

RESULTADOS

Os animais com diabetes experimental demonstraram alteragdes clinicas como polidipsia e
polidria logo na primeira semana apés a inducdo com STZ. O peso corpdreo dos animais do
grupo diabético foi menor ao final das seis semanas do periodo experimental, em relacdo ao
grupo controle. Os animais diabéticos apds o treinamento fisico continuaram apresentando
reducdo de peso. Observou-se uma glicemia elevada nos animais do grupo diabético quando
comparado com 0s animais do grupo controle, ndo havendo diferenca da glicose sanguinea
nos ratos apds o treinamento fisico. A VCN foi menor no grupo de animais diabético
sedentério quando comparado com o grupo controle. N&o foi observada diferenca da VCN
entre os grupos de animais diabéticos controle e treinado (Tabela 1).

A anélise comparativa do estudo histomorfométrico realizada entre 0s grupos experimentais
mostrou ndo haver diferenca no nimero de microvasos endoneurais tanto nos animais
diabéticos (DS 39 + 4 vs CS 49 + 5; P > 0,05) quanto nos diabéticos submetidos ao
treinamento fisico por natacdo (DT 41 + 12 vs DS 39 + 4; P > 0,05) (Tabela 2). Da mesma
forma, a densidade dos microvasos endoneurais ndo foi alterada pelo diabetes experimental ou
pelo treinamento fisico quando comparado com grupo controle (Tabela 2).

A area de seccdo transversa do nervo ciatico ndo diferiu entre os grupos analisados, embora 0s
animais do grupo diabético tenham apresentado valores médios menores em relacdo aos
animais controles (DS 0,7 + 0,1 mm2 vs CS 0,9 + 0,2 mmz2; P = 0,076). Da mesma forma, o
treinamento fisico ndo modificou este parametro (Tabela 2).

DISCUSSAO

O aumento nos niveis da glicose sanguinea e a reducdo da perfusdo nervosa sdo fatores
importantes na etiologia da neuropatia diabética periférica. Por essa razdo o tratamento da
neuropatia diabética periférica esta tradicionalmente focado no controle da hiperglicemia e o
impacto de um intensivo controle glicémico na neuropatia diabética tem sido amplamente
avaliado. Para esse controle, a realizacdo de treinamento fisico diariamente pode ser benéfica
para o diabético devido a reducdo na producdo de radicais livres e dos niveis de glicose
sanguinea, além de aumentar o fluxo sangtiineo periférico (1,8).

O presente estudo foi baseado em um protocolo prévio de treino fisico com natagdo (19) que
demonstrou aumento da capacidade oxidativa no musculo gastrocnémio. Ha evidéncias de
que as respostas hemodindmicas aguda e cronica a natacdo, como hipercapnia e acidose, sao
diferentes das respostas de outros tipos de exercicios como corrida. Comparado com a corrida,
0 treino com natacdo leva a uma ampla diferenca de respostas fisicas e mecénicas em
decorréncia dos efeitos da pressdo da agua, utilizacdo de diferentes musculos e reducdo da
gravidade (19). Além disso, durante a natagdo observa-se que ha uma redistribuicdo do fluxo
de sangue entre os tecidos sem uma marcada alteracdo do débito ou da frequéncia cardiaca
(22).
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O menor peso corporal apresentado pelo grupo diabético no presente estudo, quando
comparado ao controle, corrobora outros estudos (11,23-25) que evidenciaram 0 mesmo
comportamento em animais com diabetes experimental. A reducdo no ganho de peso, nessa
condicdo, pode parcialmente, ter sido ocasionada por um aumento da sensibilidade a insulina
pelos musculos dos animais treinados, embora este estudo ndo permita identificar o seu
mecanismo, o treinamento fisico aerébico pode ter sido responsavel por este fendbmeno, ja que
a reducdo da obesidade pode melhorar a tolerancia e a sensibilidade a insulina (23).

Acredita-se que a diminuicdo dos niveis glicémicos ocorra porque quando o exercicio é
realizado na presenca de hiperinsulinemia, a captacdo de glicose pelos musculos aumenta
drasticamente diminuindo a glicemia sanguinea (26). Embora os resultados desse estudo nédo
mostrem diferencas nos niveis de glicose sanguinea nos ratos diabéticos submetidos a um
programa de seis semanas de treinamento fisico aerobico de natagdo, quando comparados com
seu grupo sedentario, observa-se valores medios menores que 0 grupo que nao realizou esta
atividade, semelhantemente aos resultados encontrados por Oliveira, Luciano e Mello (27)
quando submeteram animais diabéticos a um programa de natacdo por um periodo de 10
semanas, e a Coskun et al. (28) que realizaram um treinamento de moderada intensidade
através do nado com um grupo de animais com diabetes induzido por 12 semanas.

Sdo grandes as evidéncias sugerindo que os déficits funcionais do nervo periférico em ratos
com diabetes induzida pela STZ estdo relacionados & alteragdo do fluxo sanguineo endoneural
e a hipoxia do nervo (7,8). A reducdo da VCN em modelos animais com diabetes
experimental tem sido sugerida como resultante primaria dessa hipoxia endoneural causada
pelo déficit na perfusdo nervosa (9). No presente estudo, o registro eletrofisioldgico das fibras
do nervo caudal ao final do periodo experimental de seis semanas identificou alteracdo na
VCN nos animais com diabetes, indicando que houve um déficit funcional como descrito na
literatura (7,9). Entretanto, ao final do treinamento fisico aer6bio com natagdo ndo foi
observada modificacdo da VCN entre os animais do grupo diabético, semelhante aos achados
de Snow et al. (24) que submeteu ratos diabéticos a treinamento fisico em esteira durante 12
semanas.

O estudo realizado por Tesfaye et al. (29) nos fornece mais informagdes sobre o papel que o
fluxo sanguineo no nervo periférico causa na neuropatia diabética quando estudaram o efeito
do exercicio na VCN em individuos normais e diabéticos, com e sem neuropatia. Eles
observaram que tanto a VCN do nervo sural quanto a temperatura subcutanea perto do nervo
sural aumentou significativamente apds o exercicio de esteira nos individuos normais e
diabéticos sem neuropatia, mas ndo nos individuos neuropatas. E sugere que esses individuos
neuropatas precisam ser analisados através de estudos mais detalhados como bidpsias do
nervo para ver se eles tém anormalidades precoce do fluxo sanguineo do nervo e da
microvasculatura, e que o comprometimento da VCN induzida pelo exercicio na neuropatia
diabética pode ser devido a deficiéncia de fluxo sanguineo do nervo.

O grau e a causa de mudangas no calibre axonal em ratos com diabetes induzido por STZ séo
controversos. Medore (30) refere que o tipo de mudanga no calibre dos axonios do nervo
ciatico varia de acordo com a distancia do corpo celular neuronal. Ele também descreve trés
mecanismos patogenéticos postulados para explicar a diminuicdo do calibre distal de axénios
em ratos com diabetes induzida por STZ: (1) o calibre da fibra continua a crescer com a idade
e 0 ganho de peso corporal, devido ao fato de os ratos diabéticos terem um menor ganho de
peso corporal, a reducdo do tamanho contribui para um atraso no crescimento neuronal; (2)
essa diminuigdo de tamanho pode representar uma retracdo do axénio secundaria ao aumento
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da osmolaridade dos fluidos endoneurais associadas a diabetes; e (3) 0 nimero cada vez
menor de axdnios distais € uma alteracdo patoldgica primaria do axénio associado com o
diabetes. Apesar dos resultados ndo mostrarem diferencas quanto a area de sec¢éo transversa
do nervo ciatico no periodo experimental, o grupo de animais diabéticos, treinados ou n&o,
demonstraram valores menores que 0 grupo controle.

Mudancas estruturais podem também apoiar a hipdtese de que as alteracbes do fluxo
sanguineo endoneural sdo relevantes para o comprometimento funcional do nervo periférico e
contribuir para o desenvolvimento de neuropatia em ratos diabéticos (10,31). A densidade
microvascular é considerada um determinante importante para se estimar o volume total de
sangue no nervo periférico e, eventualmente, no fluxo sanguineo no nervo (31). Os resultados
aqui apresentados para a densidade microvascular estdo em consonancia com os achados dos
estudos de Sugimoto & Yagihashi (10) e Walker et al. (32), que também ndo observaram uma
diminuicdo significativa na densidade capilar no nervo ciatico de ratos diabéticos, porém
observaram alteracbes morfoldgicas ultraestruturais, sugerindo que as anormalidades
estruturais da parede microvascular endoneural ja estdo presentes antes do desenvolvimento
da neuropatia, e que a gravidade dessas mudangas aumenta com a severidade da doenga (33).

Ainda ndo ha estudos que relacionem o treinamento fisico aer6bio com as alteracdes
estruturais dos microvasos endoneurais e muitos questionamentos ficam sem esclarecimentos.
Entretanto, na neuropatia diabética alteracdes vascular e metabdlica induzidas pelo exercicio
tém sido relatadas (29). Durante o exercicio de curto prazo o aumento da expressao vascular
do fator de crescimento endotelial vascular tem sido proposta para proporcionar um aumento
do fluxo sanguineo endoneural (34) e melhorar a anormal perfuséo e a viscosidade do plasma
facilitando o fornecimento de oxigénio (35,36). Sabe-se que o treinamento fisico expbe 0s
vasos a repetidos episodios de hiperemia e que as elevadas forcas de cisalhamento com o
aumento do fluxo sanguineo causado pelo exercicio aer6bio aumenta, a longo prazo, a
vasodilatacdo elevando a expressdo vascular da oOxido nitrico sintetase e aumentando a
liberacdo de oOxido nitrico (37-40). O aumento da sintese de 6xido nitrico pode ser atil na
prevencdo das mudancas induzidas pelo diabetes na via do poliol (41).

Estudos adicionais mais aprofundados sdo necessarios para entender melhor os efeitos do
treinamento fisico aerdbio nos microvasos endoneurais de ratos diabéticos. Talvez essas
modificacfes sejam mais bem expressadas num estudo mais aprofundado através de uma
analise ultraestrutural dessa microvasculatura endoneural como sugere Tesfaye et al. (29), ja
que tais alteragdes se manifestam de forma mais precoce e séo, provaveis responsaveis pelo
desenvolvimento de neuropatia em ratos diabéticos (10,31).

CONCLUSAO
Os resultados do presente estudo, utilizando o protocolo de treinamento fisico com
natacdo, ndo demonstraram nenhum efeito dessa intervencdo ao nivel da estrutura dos

microvasos endoneurais composta pelo numero de capilares e area de sec¢do transversa do
nervo ciatico de ratos com diabetes experimental.
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Legendas das Figuras

Figura 1. Area de secgdo transversa do nervo ciatico (40X) de rato diabético (A); e campo microscopico (200X)
contendo vasos endoneurais (setas) (B); Azul de toluidina.
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Tabelas

Tabela 1. Dados do peso corporal, da glicose sanguinea e da velocidade de conducdo sensorial das fibras caudais
de animais com diabetes experimental, e submetidos ao treinamento fisico de natagéo ao final de 6 semanas.

Controle Diabético Diabético ANOVA p

sedentario sedentario treinado valor
Peso final (g) 336 + 64 216 +20 * 191 +39 1 0,001
Glicose sanguinea final (mg/dl) 84 +17 360+44 1 303+878§ < 0,0001
Velocidade de condugado nervosa (m/s) 43 +2 381 39+4 0,032

Valores expressos em média + DP; n = 5.

* P = 0,003 vs controle sedentario;

T P = 0,001 vs controle sedentario;

¥ P <0,0001 vs controle sedentério;

§ P = 0,000 vs controle sedentario;

I P =0,037 vs controle sedentario (post-hoc Tukey).

Tabela 2. Nimero e densidade dos microvasos endoneurais e area de secgdo transversa do nervo ciatico de
animais com diabetes experimental e submetidos ao treinamento fisico de natagéo ao final de 6 semanas.

Controle Diabético Diabético ANOVA

sedentario sedentario treinado p valor
Ndmero de microvasos 49 +5 39+4 41+12 0,182
Area do nervo ciatico (mm?) 0,940,2 0,740,1 0,7+0,1 0,076
Densidade dos microvasos (# /mm?) 59 + 17 58 +3 62 +17 0,898

Valores expressos em média + DP; n = 5 por grupo.
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RESUMO

Verificamos se o treinamento fisico aerdbio (TFA) exerce algum estimulo sobre a patologia
dos microvasos endoneurais de ratos com diabetes experimental. O diabetes foi induzido em
20 ratos Wistar (60 dias) por dose unica intraperitoneal (60 mg/kg) de STZ e agrupados
aleatoriamente: Controle Sedentario (CS); Controle Treinado (CT); Diabético Sedentario
(DS); e Diabético Treinado (DT); n = 5 por grupo. Apos a determinacdo da diabetes, 0s
animais (CT e DT), foram submetidos ao TFA que consistiu de nado forcado em tanque
cilindrico, 1h/dia, 5 dias/semana, durante 6 semanas. Vinte e quatro horas ap06s o término do
periodo de TFA, os animais dos quatro grupos experimentais, foram anestesiados para a
coleta do nervo ciatico. Do material recolhido foram obtidos os blocos para analise
ultraestrutural dos microvasos endoneurais. As comparagdes entre os grupos foram realizadas
com ANOVA (p < 0,05). Todas as areas dos microvasos endoneurais sofreram interferéncia
do TFA (p = 0,016). Nos animais diabéticos, a espessura da membrana basal e a espessura da
parede do vaso nédo foram diferentes quando comparados com os animais do grupo controle.
Houve uma tendéncia a hiperplasia de células endoteliais no grupo de animais DT (DT 2,5 +
1,3 vs DS 1,6 + 0,4; p = 0,063), no entanto a hiperplasia de células do pericito foi
significativamente maior nos ratos DT quando comparados com DC (DT 1,2 + 0,5 vs DS 0,7
+ 0,4; p = 0,038). Todas as &reas dos microvasos endoneurais dos animais diabéticos
mensuradas sofreram interferéncia do TFA, igualmente a atividade celular periendotelial,

aumentando o nimero de pericitos que envolvem os microvasos endoneurais.

Palavras-chave: Diabetes experimental, Treinamento fisico, Microvasos endoneurais,

Membrana basal, Célula endotelial.
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INTRODUCAO

A polineuropatia periférica € uma complicacdo comum da diabetes mellitus (Medori et
al., 1985). Consistem em desmielinizacdo e degeneracdo axonal dos nervos periféricos
(Timperley et al., 1985), levando a diminuicdo da velocidade de conducdo nervosa e reducao
da amplitude do musculo composto e potenciais de acdo dos nervos sensitivos (Schmelzer &
Low, 1987; Kennedy & Zochodne, 2002; Snow et al., 2005). Estas caracteristicas da
polineuropatia diabética s@o observadas nos seres humanos diabetes (Timperley et al., 1985) e
diabetes induzida experimentalmente em animais (Kennedy & Zochodne, 2002; Snow et al.,
2005). A patogénese da neuropatia diabética experimental ou humana envolve a associacao de
hiperglicemia e alteragdes metabolicas. As alteragbes estruturais na microvasculatura
endoneurais da neuropatia diabética ndo séo claras, as possiveis causas nao estdo elucidadas e
as alteracOes ultra-estruturais sdo mal compreendidas (Yasuda & Dyck, 1987, Malik et al.,
1992).

Capilares endoneurais de pacientes diabéticos com neuropatia demonstraram
espessamento da membrana basal, hipertrofia e hiperplasia das células endoteliais com
degeneracdo de pericito, que se relaciona com a severidade neuropética (Malik et al., 1989,
1992, 1997; Giannini & Dyck, 1995; Cameron et al., 2001). Entretanto, pacientes diabéticos
sem evidéncias de neuropatia apresentam também espessamento da membrana basal e
degeneracgédo do pericito (Giannini & Dyck, 1995). Interessantemente, as anormalidades sé&o
mais severas nos capilares endoneurais do que no epineuro, pele e musculos, indicando uma
complexa interacdo neurovascular intraneural (Malik et al., 1993). O espessamento da
membrana basal tem sido observado em neuropatias hereditéria sensitiva e motora e, portanto,
poderia representar uma resposta ao dano do nervo. Contudo, 0 espessamento da membrana
basal e a hiperplasia da célula endotelial poderia ser também uma resposta a hipdxia causando

uma reducdo da capacidade de difusdo, portanto, agravando a hipdxia (Cameron et al., 2001).



74

A realizacdo de um treinamento fisico moderado diariamente pode oferecer muitos
beneficios ao individuo diabético devido a reducdo dos niveis de glicose sanguinea e ao
aumento de fluxo sanguineo periférico (Maiorana et al., 2002; Balducci et al., 2006; Selagzi
et al., 2008). Além disso, estudos tém demonstrado que o exercicio fisico promove atenuagéo
das complicacOes clinicas decorrentes do diabetes como a melhora do perfil lipidico e a
diminuicdo da concentracdo de &cidos graxos livres (De Angelis et al., 2006; Cambri et al.,
2007; Gomes et al., 2008). Existem evidéncias, tanto clinicas (Veves et al., 1997; Balducci et
al., 2006) quanto experimentais (Selagzi et al., 2008), que o exercicio fisico promove um
efeito protetor no desenvolvimento da neuropatia diabética periférica, porém o mecanismo
pelo qual isto acontece ainda nao esta totalmente esclarecido. Dessa forma, este estudo teve
como objetivo verificar se o treinamento fisico aerobio exerce algum estimulo sobre a

ultraestrutura dos microvasos endoneurais de ratos com diabetes experimental.

MATERIAL E METODOS

Animais e Grupos Experimentais. Utilizamos ratos machos, da linhagem Wistar (Rattus
Norvegicus), com idade aproximada de 60 dias e peso inicial médio de 250 + 45g, oriundos
do biotério do Departamento de Nutricdo — UFPE. Os animais foram mantidos em gaiolas
plasticas coletivas (maximo cinco animais/gaiola), a uma temperatura de 23 = 1°C, em ciclo
claro/escuro invertido de 12h, com livre acesso a agua e a racdo (Labina; Purina PetCare
Company).

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais: Grupo
Controle Sedentario (CS), ndo diabéticos; o Grupo Controle Treinado (CT), ndo diabéticos; o
Grupo Diabético Sedentario (DS), com diabetes experimental, sem qualquer tipo de
tratamento; e o Grupo Diabético Treinado (DT) com diabetes experimental, submetidos ao

treinamento fisico aerdbio; constituidos de cinco animais cada um dos grupos. O diabetes
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experimental, similar ao tipo I, foi induzido pela administracdo de dose unica intraperitoneal
de estreptozotocina (STZ, 60 mg/kg; Sigma Chemical Co., USA), dissolvido em solucéo
tampéo citrato de sodio (10mM, pH 4,5) apos jejum alimentar de 12 horas. Os animais do
grupo controle, da mesma forma, receberam doses equivalentes apenas de solucdo tampéo
citrato de sodio. Decorridos 30 minutos do tratamento os animais de ambos os grupos foram
alimentados normalmente (Dall’ Ago et al., 2002).

Foram caracterizados como diabéticos e incluidos no experimento apenas 0s animais
que apresentaram valores de glicose sanguinea acima de 200 mg/dL 72 h ap6s a inducdo pela
STZ (Lehti et al., 2007) com amostra de sangue colhida da ponta da cauda do animal apds um
jejum de 12 horas (Glicosimetro AcuChek; Roche). Apds a confirmacdo da diabetes foi
realizada uma verificacdo semanal da glicose sanguinea em ambos os grupos. Os animais
diabéticos em nenhum momento do periodo de estudo foram tratados para controle da
glicemia, e mostraram sintomas compativeis com o diabetes tipo I, tais como polilria e perda
de peso.

Os procedimentos aplicados para 0 manejo e cuidado dos animais encontram-se de
acordo com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for
Care and Use of Laboratory Animal e foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas — UFPE.

Eletrofisiologia. Uma semana apds o inicio do periodo experimental, a velocidade de
conducdo nervosa (VCN) caudal foi registrada na cauda do animal ap6s serem anestesiados,
através da técnica ortodromica, ao final do periodo experimental. Foram utilizados eletrodos
de superficie e um eletromidgrafo (Demetec centor — M4V) com o programa Racia-Alvar
Centor M version v2.1 [software Altromed GmbH, version 2.81 (4 channels), 1999], onde as
medidas de laténcia, amplitude e duragdo dos potenciais de agdo do nervo caudal foram

automaticamente calculadas pelo aparelho, ap6s a insercéo da distancia, mantida constante, de
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oito centimetros entre os eletrodos registrador e estimulador no aparelho. A VCN foi
calculada automaticamente e apresentada em metros por segundo (m/s). Durante todo o
procedimento a temperatura da cauda foi mensurada e mantida em uma média constante de
31,5 °C, verificada através de um termoémetro subdermal (Doc Thermo; modelo n. HD - 11;
Comdek Industrial Corp.) imediatamente antes do estimulo para cada animal, e usada uma
lampada dicroica para aquecimento e controle.

Treinamento Fisico Aerdbio. Apds a determinagdo da diabetes, os animais do grupo treinado
(CT e DT), com um mesmo periodo de tempo, escolhidos aleatoriamente, foram submetidos
ao treinamento fisico aerdbio engquanto os grupos sedentarios (CS e DS) permaneceram em
suas respectivas gaiolas, estando sujeito apenas a manipulacdo. O protocolo de treinamento
fisico aerdbio consiste de nado forcado em tanque cilindrico de 50 x 80 cm (diametro, altura),
desenvolvido pelo Departamento de Anatomia — UFPE, com agua a uma profundidade de 35 a
40 cm, a temperatura monitorada e controlada de 32 + 1 °C, por um periodo de 6 semanas, 5
dias/semana, sendo precedido de um periodo de adaptagdo de uma semana com treino
progressivo de 10 minutos por cinco dias até que o animal nadasse continuamente 1h/dia. O
nado em grupo foi usado por promover um exercicio mais vigoroso do que quando o animal
realiza o treino sozinho no tanque (Nakao et al., 2000). Ao final de cada sessdo de
treinamento, para minimizar os efeitos da exposi¢cdo ao frio, 0os animais eram enxutos e
ficavam em uma camara de aquecimento (Kiréli et al., 2007), também desenvolvidos pelo
Departamento de Anatomia da UFPE, por cerca de 20 minutos.

Histologia. Vinte e quatro horas apds o término do periodo de treinamento fisico aerdbio, o0s
animais de ambos 0s grupos experimentais, animais diabéticos experimentais e controles,
foram anestesiados com uma solucdo de xilazina (Rompun; Bayer) e cloridrato de cetamina
(Ketalar, Parke Davis Warner Lambert) por via intramuscular, em uma quantidade de 0,2 ml

para cada 100 g de peso (Massone, 1988) para a retirada do nervo ciatico. Foi realizada uma
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incisdo na pele da regido posterior da coxa direita e, em seguida, 0os musculos gluteo maximo,
gluteo medio e os isquiotibiais foram rebatidos para exposi¢do do nervo ciatico. A pré-fixacédo
do nervo foi feita a partir da visualizacdo da estrutura na regido anatémica atraves do
gotejamento de solucdo de glutaraldeido a 2,5%, paraformaldeido a 4% e tampéo cacodilato
de sodio a 0,1M. O nervo ciatico foi removido ao nivel da sua emergéncia na regido glatea ate
a sua ramificacdo na regido poplitea. O material recolhido foi, entdo, fixado por imersédo na
solucdo fixadora e mantido em condices de resfriamento (6 °C em geladeira).

Apos a coleta e fixacdo, o material foi lavado com tampéo cacodilato de sédio a 0,1M
e realizada a pos-fixacdo dos segmentos em tetroxido de désmio a 1% acrescido de tampéo
cacodilato de sodio a 0,1M durante 2h em ambiente de total escuriddo. Posteriormente, 0s
segmentos foram novamente lavados em tampédo cacodilato de sddio a 0,1M e desidratados
em solucdes de concentracdo crescente de acetona (50%, 70%, 90% e 100%). Sendo, enté&o,
inclusos em resina sintética (EPON 812). Apds a obtencdo dos blocos foi realizada a
ultramicrotomia da seccdo transversa do nervo cidtico de cada animal para aquisicdo dos
cortes ultrafinos (70 nm). Estes foram coletados em grades de niquel com malha de 300
orificios e contrastados com solucéo aquosa de acetato de uranila a 5% por 1 h e, com citrato
de chumbo a 1% por 3 min.
Ultraestrutura. As grades contendo as secOes ultrafinas das amostras foram observadas em
microscopio eletronico FEI Morgagni 268D a uma voltagem de 60 kV. Os capilares foram
definidos como vasos sanguineos cujas células endoteliais estavam envolvidas por uma
camada descontinua de pericitos. A identificacdo do pericito foi baseada na presenca da
membrana basal. Setenta e cinco capilares endoneurais (variando entre 3-5 por animal) que
estavam desobstruidos pelas linhas das grades ou outros artefatos, tais como rasgdes, buracos
e dobras, foram fotografados aleatoriamente nos campos microscopicos com uma

magnificagdo final de 8.900X para as andlises morfométricas e de 14.000-28.000X para
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analise qualitativa mais detalhada das estruturas da parede celular. A composicao de multiplos
registros, para os vasos mais largos foram necessarias pelo fato de néo se ajustarem dentro de
uma Unica imagem, e realizadas através do software Fireworks (Macromedia, 8.0.0.777) sem
nenhuma modificacdo no tamanho das imagens.

Morfometria. A area e perimetro vascular (AV e PV), a area e perimetro do Iimen (AL e
PL), a area e perimetro endotelial (AE e PE), a area e perimetro da membrana basal (AMB e
PMB), e a area do pericito (AP) foram registradas nos registros fotograficos através do
software Scion Image for Windows (Beta 4.0.2.), como mostra a figura 1. A area vascular foi
delineada pela circunferéncia externa do pericito e membrana basal menos a area do lumen
que foi delineada pela circunferéncia interna da célula endotelial que reveste o limen, a area
endotelial pela circunferéncia externa do endotélio menos a area referente ao limen, a area da
membrana basal pela sua circunferéncia externa menos o endotélio, e a area do pericito pela
area vascular menos a area da membrana basal. Também foram contados o numero de nucleos
das células endoteliais e o nimero de ndcleos do pericito. Com areas e perimetros
mensurados, foram determinadas a espessura da membrana basal (um%um) =area da
membrana basal dividida pelo perimetro externo da célula endotelial; a espessura da parede
do vaso (um) =area da célula endotelial area do Ilimen)/[¥2 x (perimetro da célula
endotelial + perimetro do Iumen)]; e a hiperplasia das células endotelial e pericito = nimero
de nucleos/vaso, como descrito previamente (Estrella et al., 2008). VVasos com razdo entre o
eixo menor e maior mais que 1:3 foram excluidos.

Analise Estatistica. Os resultados referentes aos parametros estudados por grupo de animais
foram sumarizados em média, desvio padrdo e limites minimo e méaximo. A analise estatistica
das diferencas foi realizada por andlise de variancia (ANOVA). A andlise das areas foi feita
através de uma ANOVA com trés fatores (5x2x2): estrutura analisada (parede do vaso;

pericito; membrana basal; endotélio; lumen) por condi¢do (controle, diabético) por situacéo
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(sedentério, treinamento). O peso final dos animais, niveis glicémicos, VCN, espessuras da
parede do vaso e da membrana basal, e os numeros de ndcleos do pericito e do endotélio
foram analisados através de ANOVAs com 2 fatores (2x2): condigédo (controle, diabético) por
situacdo (sedentario, treinamento). As multiplas comparagdes post-hoc foram feitas com teste
de Tukey HSD. O p critico para todos os testes foi de 0,05. Os dados analisados através do

programa estatistico XLStat® versdo 2009.4.03.

RESULTADOS

Os animais com diabetes experimental demonstraram alteragdes clinicas como
polidipsia e polidria ja na primeira semana apos a inducdo com STZ, e ao final do periodo
experimental, opacidade afetando pelo menos um dos olhos sugerindo um estado de catarata.
Como mostra a Tabela 1, o peso corpdreo dos ratos diabéticos foi significativamente menor
que os ratos do grupo controle independentemente do treinamento ao final das seis semanas
do periodo experimental (ANOVA, efeito principal peso, p = 0,001). Por outro lado, 0 peso
dos ratos treinados foi menor que os sedentarios independentemente de serem diabéticos
(ANOVA, efeito principal exercicio, p = 0,028). A interacdo entre a condi¢éo e a situa¢do ndo
foi significativa (p = 0,211). A glicemia dos ratos diabéticos foi significativamente maior que
a dos ratos controles tanto nos animais sedentarios quanto nos treinados (ANOVA, efeito
principal glicemia, p < 0,0001), porém ndo houve interferéncia do treinamento nos niveis de
glicose sanguinea dos animais diabéticos, nem interacdo entre a condicdo e a situacdo foram
significativos (p = 0,196 e p = 0,239, respectivamente). Da mesma forma, a VCN no registro
eletrofisiologico das fibras do nervo caudal ao final do periodo experimental, foi
significativamente menor nos ratos diabéticos quando comparado com 0 grupo de ratos
controle tanto sedentarios quanto treinados (ANOVA, efeito principal situacdo, p = 0,000),

sugerindo um comprometimento funcional do nervo caudal sensorial nos animais diabéticos.
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O efeito principal situacdo e, a interacdo entre a situacdo e a condicdo ndo foram
significativos (p = 0,152 e p = 0,437, respectivamente).

A anélise morfométrica ultraestrutural das areas dos microvasos endoneurais esta
resumida na Tabela 2. A ANOVA revelou efeito principal significativo para o treinamento (p
= 0,016), isto €, as areas medidas foram maiores nos ratos submetidos ao treinamento fisico
aerobio, tanto nos animais diabéticos quanto nos controles. O efeito principal para a condigédo
do diabetes néo alcangou significancia (p = 0,519), assim como a interacdo entre a condicéo e
a situacdo nao alcancaram significancia (p = 0,524). Nos animais diabéticos, a espessura da
membrana basal, representada pela reduplicacdo da lamina basal e, a espessura da parede do
vaso, ndo foram significativamente diferente quando comparados com os animais do grupo
controle (Tabela 3, Figura 4). Apesar do nimero de ndcleos das celulas endoteliais ser maior
no grupo de animais diabético treinado que nos sedentarios essa diferenca ndo chegou a
alcancar significancia estatistica (p = 0,063). No entanto, 0 nimero de nucleos do pericito foi
significativamente maior nos ratos diabéticos treinados quando comparados com seu grupo

sedentario (p = 0,038), caracterizando uma hiperplasia de células do pericito.

DISCUSSAO

Apesar da gravidade das complicagdes vasculares do diabetes mellitus, ha uma relativa
escassez de dados especificamente sobre a patogénese, prevengdo e seu tratamento. Varias
descobertas demonstraram que o treinamento fisico tem efeitos terapéuticos e de prote¢cdo no
diabetes tipo 1, diminuindo o estresse oxidativo e melhorando a capacidade antioxidante da
parede vascular (Heidarianpour et al., 2007). Ha evidéncias que o déficit funcional do nervo
periférico em ratos diabéticos diz respeito a alteracdo do fluxo sanguineo e da hipoxia do
endoneuro (Uehara et al., 1997). Para uma avalia¢do discriminada das &reas microvasculares,

isto pode ser possivel apenas através de andlises ultraestruturais (Sugimoto & Yagihashi,
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1997) e esse tipo de analise pode, portanto, fornecer uma indicacdo da forma dos microvasos
Nervosos e o0 seu tamanho in vivo.

Para tanto, o presente estudo utilizou-se dessas técnicas morfométricas através da
microscopia eletronica para avaliar os efeitos do treinamento fisico aerébio nas anormalidades
nos microvasos endoneurais do nervo ciatico de ratos diabéticos induzidos por STZ. Nossos
dados morfométricos mostraram alteracdes causadas pela influéncia do treinamento fisico
aerobio sobre as areas analisadas, o grupo de animais diabéticos submetidos ao treinamento
apresentou valores maiores para todas as areas avaliadas (Figura 2 e 3). Tais alteragdes ndo
foram acompanhadas por alteracdes degenerativas mensuraveis da parede desses microvasos,
apesar de estarem aparentes nos registros eletromicrograficos (Figura 4), que podem
eventualmente refletir o inicio das alteracbes hemodinamicas do fluxo sanguineo endoneural.
Essas possiveis mudancas estruturais podem também apoiar a hipétese de que as alterac6es do
fluxo sanguineo endoneurial sdo relevantes para o comprometimento funcional do nervo
periférico e contribuir para o desenvolvimento de neuropatia em ratos diabéticos (Low,
Langerlund & McManis, 1989; Sugimoto & Yagihashi, 1997) que realizam treinamento
fisico.

A dilatacdo do Iimen microvascular ndo é especifica para ratos diabéticos induzidos
por STZ, mas € um achado no nervo periférico de individuos com neuropatia leve (Malik et
al., 1989). Tal alteracdo pode ser sinal precoce de microangiopatia endoneural secundéria a
hiperglicemia. No entanto, ndo foi possivel demonstrar as alteracfes degenerativas de
microvasos ou fechamento de limen nos animais apresentados neste modelo experimental. A
oclusdo e estreitamento dos vasos endoneurais sdo relatos que parecem ser caracteristicos no
nervo periférico de humanos diabéticos (Dyck et al., 1985; Timperley et al., 1985), embora
alguns estudos ndo tenham conseguido reproduzir estes dados (Sima et al., 1991; Yasuda e

Dyck, 1987). Nossa analise morfométrica confirmou a tendéncia do lIimen microvascular
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endoneural se expandir em ratos diabéticos, principalmente com o treinamento, o que tem
sido descrito previamente (Uehara et al., 1997). A importancia da proliferacdo endotelial é
que o aumento anormal do nimero de grandes celulas endoteliais tende a reduzir a area
luminal em relacdo ao tamanho do capilar e podem ter um impacto sobre o fluxo sangtiineo
microvascular (Powell & Myers, 1984).

O diabetes tem efeitos diretos sobre a funcéo da vasa nervorum de ratos, em especial
no endotélio vascular, onde déficits nos sistemas vasodilatadores principais como o oxido
nitrico e as prostaciclinas foram percebidos. Normalmente, estes mecanismos interagem em
um sistema integrado de controle de fluxo sanguineo no nervo. Se esta ¢ a principal causa da
neuropatia experimental, a proeminente disfuncdo vascular é o resultado desses maultiplos
danos metabolicos, tendo como um dos principais alvos, o endotélio vascular (Cameron,
2003). Dessa forma, as células endoteliais exibem hiperplasia e hipertrofia, na neuropatia
diabética estabelecida, e esta situacdo € conhecida como o inicio de uma serie de alteracdes
metabolicas e patoldgicas em pacientes diabéticos (Malik et al., 1992). A respeito da
hipertrofia das células endoteliais, que pode ser uma caracteristica tardia da microangiopatia
diabética (Malik et al., 1992), o estudo de Powell & Myers (1984) apresentou este achado
com quase uma duplicacdo da &rea da célula endotelial nos animais diabéticos. E, no estudo
de Walker et al. (2001), mesmo sem um resultado significativo, também foi observado dados
tendendo a um aumento dessa area, da mesma forma que 0s n0Ssos.

Existe também a possibilidade de que a frequéncia de microvasos endoneurais
fechados esteja correlacionada com a idade, mas ndo com a duragdo do diabetes (Sima et al.,
1991) mas poucos estudos anteriores (Powell & Myers, 1984) examinaram a morfologia
capilar em um modelo animal, com uma longa duracdo do diabetes de forma induzida. Por
outro lado, o espessamento da membrana basal da microvasculatura endoneurial € um achado

constante em nervos diabéticos humanos (Dyck et al., 1985; Powell & Myers, 1984; Yasuda e
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Dyck, 1987). No presente estudo, os ratos diabeticos ndo mostraram aumento da espessura da
membrana basal apesar de isto poder ser visualizado nas eletromicrografias (Figura 4b e 4c).
Os pacientes diabéticos com neuropatia demonstram espessamento da membrana basal
capilar endoneural, hipertrofia e hiperplasia das células endoteliais com degeneracdo de
pericito, que esta relacionado com a gravidade neuropatica (Malik, 1997; Malik et al., 1989,
1992). Pacientes sem evidéncias de neuropatia mostram menos espessamento de membrana
basal e degeneracdo celular do pericito (Giannini & Dyck, 1995). Igualmente aos parametros
anteriores, ndo observamos hiperplasia ou hipertrofia das células do endotélio capilar nos
animais diabéticos. Embora tenham mostrado uma hiperplasia de pericito nos animais que
foram submetidos ao programa de treinamento fisico aerébio, comparativamente aos animais
do grupo diabético sedentario, mostrando uma interferéncia desta atividade nessa estrutura
vascular. Quantitativamente, a degeneracdo celular periendotelial parece ser um fenémeno
proeminente nos nervos diabéticos. As implicagdes funcionais da degeneracdo do pericito
permanecem obscuras. Pericitos sdo células primitivas com propriedades contrateis que pode
ser Gtil na manutengdo da forma vascular e in vitro demonstram exercer um efeito inibitdrio
sobre a proliferacdo de células endoteliais. A perda desse efeito tem sido considerada um
possivel fator para estimular a proliferacdo das células endoteliais (Giannini & Dyck, 1994).
Giannini & Dyck (1994) questionam sobre a interferéncia do pericito disfuncional na
permeabilidade microvascular e sugerem que a tensdo da jungdo de microvasos pode ser
influenciada pela funcdo ou disfuncéo do pericito. As observagOes atuais, que anormalidades
estruturais da parede microvascular endoneural ja estdo presentes antes do desenvolvimento
da neuropatia e que a gravidade dessas mudangas aumenta com a severidade da doenca,
sugerem que se deve ressaltar o papel do pericito na manutencdo da homeostase do

microambiente vascular e do desenvolvimento de neuropatia diabética.
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A auséncia de degeneracdo de células endoteliais ou pericitos na neuropatia diabetica
do rato sugere que a reduplicacdo da lamina basal resulte de alteracdes funcionais, nédo
estruturais dessas celulas, como tem sido sugerido para a neuropatia diabética humana,
baseada na observacdo de que a reduplicacédo estd presente antes de alteracdes degenerativas
celulares (Giannin & Dyck, 1995). Em biopsias de nervo sural em pacientes diabéticos,
hipertrofia e hiperplasias endoteliais séo comumente relatadas (Malik et al., 1989, 1992,
1993; Yasuda & Dyck, 1987), com a degeneracdo de pericito sendo observada
ocasionalmente (Giannin & Dyck, 1994, 1995; Yasuda & Dyck, 1987), que é provavelmente
um reflexo da duracdo e da gravidade do diabetes. Embora ndo tenhamos encontrado
resultados que comprovem a reduplicacdo da membrana basal e a hipertrofia de células
endoteliais nas nossas analises, o aumento no numero de pericitos (p = 0,038) e uma
tendéncia a um aumento no nimero de celulas endoteliais (p = 0,063) dos animais do grupo
diabético treinado, também elevou esta tendéncia de aumento para a area da parede do
microvaso endoneural, apesar de ndo interferir nos valores da espessura da parede.

E geralmente aceito que o endotélio desempenha um papel central na manutencio da
fungdo vascular e uma consequéncia funcional importante na disfuncdo endotelial é a
incapacidade de liberagdo de Oxido nitrico, o vasodilatador do musculo liso vascular
subjacente as células (Fuchsjager-Mayrl et al., 2002). Diversas mudangas vasculares e
metabolicas induzidas pelo exercicio poderiam ser invocadas para explicar os efeitos do
treinamento sobre o desenvolvimento da neuropatia diabética periférica (Balducci et al.,
2006). Uma maior expressao vascular do fator de crescimento endotelial vascular durante o
exercicio de curto prazo tem sido proposto para desempenhar um papel no aumento de fluxo
sanguineo endoneural (Gustafsson et al., 1999). O exercicio também pode melhorar a anormal
perfusdo e a viscosidade do plasma facilitando o fornecimento de oxigénio (Terjung et al.,

1988; Fuchsjager-Mayrl et al., 2002) e, que o treinamento fisico expde 0s vasos a repetidos
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episédios de hiperemia e, as elevadas forcas de cisalhamento com o aumento do fluxo
sanguineo causado pelo exercicio aerébio aumenta a vasodilatacdo a longo prazo elevando a
expressao vascular da 6xido nitrico sintetase, aumentando a liberacdo de 6xido nitrico (Fukai
et al., 2000; Maiorana et al., 2003; McAllister, Hirai, & Musch, 1995; Niebauer & Cooke,

1996).

CONCLUSAO

Todas as &reas dos microvasos endoneurais dos animais diabéticos mensuradas
sofreram interferéncia do TFA, que interferiu da mesma forma, na atividade celular
periendotelial aumentando o nimero de pericitos que envolvem 0s microvasos endoneurais
controlando o efeito proliferativo das células endoteliais. No entanto, 0 mesmo ndo ocorreu

com as espessuras da membrana basal e, da parede do vaso.
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Figura 1. Eletromicrografia de corte transverso de vaso sanguineo endoneural do nervo
ciatico de rato diabético (a) e contornos dos componentes da parede celular para determinacéo
de &reas e perimetros usados nas mensuragdes morfométricas sobre este vaso designado pelo
cddigo de cores (b) como segue: area luminal - amarelo; area da célula endotelial - azul; area
da membrana basal - vermelho; area do pericito - purpura; perimetro do Iimen - laranja;
perimetro exterior de células endoteliais - verde; perimetro interior do pericito - amarelo; e

perimetro exterior do pericito - rosa. Escala de barra com 2 um (8.900X).
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Figura 2. Esboco das anélises de variancias (ANOVA) das areas das estruturas analisadas nos
microvasos endoneurais do nervo ciatico de animais com diabetes experimental e submetidos

ao treinamento fisico.
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Figura 3. Eletromicrografias de corte transverso de vaso sanguineo endoneural do nervo

ciatico de ratos diabéticos sedentario (a), e treinado (b). Presenca de maiores &reas das
estruturas da parede do vaso dos ratos diabéticos treinados. Escala de barra com 2 pum

(8.900X).
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Figura 4. Eletromicrografias de corte transverso de vaso sanguineo endoneural do nervo

ciatico de ratos controle (a), diabético (b) e diabético treinado (c). Presenca de duplicacdo da
membrana basal entre o endotélio e pericitos no vaso dos ratos diabéticos (seta). Escala de

barra com 2 um (a,b) e 1 pum (c).
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Tabela 1. Dados do peso corporal, da glicose sanguinea e da velocidade de condugdo nervosa

sensorial das fibras caudais de animais com diabetes experimental, e submetidos ao treino

fisico ao final do periodo experimental.

Controle Controle Diabético Diabético  ANOVA
Variaveis
sedentario treinado sedentario treinado p valor
Peso final (g) 336+ 64 256 + 57 216 £ 20 191+ 39 0,001
(262-398) (208-356)  (190-246)  (148-238)
Glicose sanguinea final (mg/dl) 84 +17 81+12 360 + 44 303+87  <0,0001
(59-100) (65-94) (324-423)  (179-420)
Velocidade de conduc&o nervosa 43+2 47 +2 38+1 39+4 0,000
(m/s) (41-46) (44-50) (37-40) (33-44)

Valores expressos em média + DP; p valor para efeito principal a situacdo diabetes;

parénteses sdo os intervalos minimo e maximo nos grupos.

n = 5. Os valores entre
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Tabela 2. Morfometria das areas dos microvasos endoneurais do nervo cidtico de animais

com diabetes experimental e submetidos ao treino fisico.

Controle Controle Diabético Diabético
Areas (um?)
sedentario treinado sedentario treinado
Parede Vascular 32+9 41+18 32+12 50 £ 30
(19-39) (27-73) (21-42) (24-99)
Pericito 14+5 19+14 15+£9 27+20
(8-20) (11-43) (6-23) (10-59)
Membrana Basal 5+2 5+1 5+1 6£2
(3-7) (3-7) (3-6) (4-10)
Endotélio 14+4 17+4 13+2 17 +8
(9-20) (11-22) (10-13) (10-31)
Ldmen 23+14 34 +28 28+10 38147
(4-42) (9-68) (18-41) (7-119)

Valores expressos em média + DP; n = 5 por grupo. Os valores entre parénteses sao o0s intervalos

minimo e m&ximo nos grupos.
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Tabela 3. Morfometria das variaveis mensuradas dos microvasos endoneurais do nervo

ciatico de animais com diabetes experimental e submetidos ao treino fisico.

Controle Controle Diabético Diabético ANOVA
Variaveis
sedentario treinado sedentario treinado p valor
Espessura da Membrana Basal 0,18+0,04 0,16+0,04 0,19+ 0,03 0,18 + 0,03 0,652
(nm) (0,12-0,23)  (0,12-0,21)  (0,14-0,22)  (0,16-0,22)
Espessura Mural (um) 0,5+0,12 0,6 +£0,10 0,5+0,05 0,6 +0,18 0,459
(0,46-0,70)  (0,50-0,73)  (0,44-0,49)  (0,38-0,85)
Nimero de Nucleos do Pericito 0,7+0,3 0,4+0,3 0,7+0,4 1,2+05*t 0,007 8§
(0,25-1) (0-0,75) (0,2-0,75) (0,75-2,0)
NUmero de Nucleos do Endotélio 1,3+0,3 15+0,3 16+0,4 25+13 0,063
(1-1,5) (1,25-2) (1-2,2) (1,3-4,7)

Valores expressos em média = DP; n = 5 por grupo. Os valores entre parénteses sdo os intervalos minimo e
maximo nos grupos. 8§ resultado de interacdo entre a situagdo diabetes e a condicéo treinamento.
* P = 0,038 vs diabético sedentério;

t P =0,008 vs controle treinado (post-hoc Tukey).
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8. DISCUSSAO GERAL

A neuropatia periférica diabética € uma das mais comuns complicacdes tardias do
diabetes, e é a mais freqiiente e severa na populacdo diabética do tipo 1. Sua patogénese &
considerada multifatorial, com contribui¢cdes de fatores tanto metabolicas como vasculares
(Balducci et al., 2006). Apesar da gravidade das complica¢des vasculares do diabetes, ha uma
relativa escassez de dados especificamente sobre sua patogénese, prevencdo e tratamento
(Heidarianpour et al., 2007). Embora o mecanismos subjacentes a neuropatia diabética
permanecem desconhecidos, a hiperglicemia cronica pode levar a distirbio metabdlico que
afeta diretamente os neurdnios (axdnios) ou células de Schwann ou pode, indiretamente,
afeta-los, atingindo primeiro um outro tecido, como os vasos (Dyck et al., 1985).

Pelo fato de apresentarem semelhancas clinicas, laboratoriais e histopatoldgicas com o
diabetes humano, os modelos experimentais de diabetes induzidos em ratos tém sido
amplamente utilizados por pesquisadores em todo o mundo (Junod et al., 1969; Obrosova et
al., 2004; Kato et al., 2005; Oliveira et al., 2007). A administracdo de uma Unica dose de
STZ, em ratos, resulta na producdo de diabetes com marcada hiperglicemia, semelhante ao
diabetes tipo I em humanos. A simplicidade desse modelo levou este a se tornar o modelo
animal mais comum para o estudo do diabetes e suas complicagOes, inclusive a neuropatia
periférica (Kishi et al., 2002). No entanto, os estudos parecem ndo demonstrar uma dose
padrdo 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 indugdo do diabetes,
dose esta, que segundo a literatura é capaz de promover diabetes de forma duradoura nos
animais injetados (Delfino et al., 2002).

A idade para a inducdo do diabetes € um dado importante descrito na literatura devido
ao tempo em que ocorre a maturacdo nervosa. Acredita-se que essa maturacdo aconteca por
volta da 26% a 30* semana de idade em ratos, tornando assim a idade de indugdo um fator
importante nas alteracdes nervosas decorrente do aumento dos niveis glicémicos (Malone et
al., 1996). No presente estudo a idade de inducdo do diabetes foi 60 dias, idade em que o
animal é considerado adulto jovem e a maturacdo nervosa ainda ndo ocorreu, fato este
demonstrado nesse estudo pelo aumento linear da VCN e da amplitude do potencial de agéo
da 8% a 15% semana de vida do animal. O nervo periférico de mamiferos, desde que em
condicdes de repouso, depende principalmente do metabolismo oxidativo. Poréem, o aumento
da idade esta associado a uma diminuicdo progressiva do consumo de oxigénio em repouso e

a um aumento progressivo na resisténcia a falta de oxigénio (Low, Schmelzer & Ward, 1986).
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N&o apenas a idade do animal, mas também o tempo de instalacdo do diabetes parece
ser crucial para a instalacdo de uma neuropatia periférica. Um dos sinais mais precoces da
neuropatia pode ser facilmente avaliado através do estudo da condugéo nervosa que, por volta
da 32 semana pode apresentar valores da VCN diminuidos nos animais diabéticos (Kato et al.,
2005), conforme observamos no presente estudo. Ha evidéncias que o déficit funcional do
nervo periférico em ratos diabéticos diz respeito a alteracdo do fluxo sangiiineo e da hipoxia
do endoneuro (Uehara et al., 1997). A reducdo da VCN em modelos animais com diabetes
experimental tem sido sugerida como resultante primaria dessa hipoxia endoneural causada
pelo déficit na perfusdo nervosa (Maxfield, Cameron & Cotter, 1997).

Entretanto, para se evidenciar alteragdes nos componentes estruturais do nervo parece
ser necessario um periodo um pouco maior de instalacdo da doenca (Malone et al., 1996,
Machado et al., 2000), e para uma avaliacdo discriminada das areas microvasculares, apenas
através de analises ultraestruturais isto pode ser possivel (Sugimoto & Yagihashi, 1997). A
microscopia eletrdnica é o método padréo ouro para a avaliacdo das alteragdes estruturais que
a neuropatia diabética causa nos microvasos endoneurais, sendo utilizada tanto para animais
de experimentacdo (Maeda et al., 1999; Carlson et al., 2003) quanto para humanos (Yasuda &
Dyck, 1987; Malik et al., 1992; Giannini & Dyck, 1995).

O diabetes tem efeitos diretos sobre a fungdo dos microvasos endoneurais de ratos, em
especial no endotélio vascular, onde déficits nos principais sistemas vasodilatadores como o
oxido nitrico e as prostaciclinas foram percebidos. Isso também aumenta a reatividade dos
vasoconstritores tais como a noradrenalina, angiotensina Il e endotelina-1, um fendmeno
provavelmente exacerbado por sinteses locais elevadas de angiotensina Il e endotelina-1.
Normalmente, estes mecanismos interagem em um sistema integrado de controle de fluxo
sanguineo do nervo. Se esta € a principal causa da neuropatia experimental, a proeminente
disfuncédo vascular é o resultado desses multiplos danos metabdlicos, tendo como um dos
principais alvos, o endotélio vascular (Cameron, 2003).

Uma boa alternativa para controlar os niveis glicémicos e o peso corporal dos
portadores de diabetes € através da realizacdo de um programa de exercicios fisicos (Balducci
et al., 2006). A realizacdo de um treinamento fisico moderado diariamente pode oferecer
muitos beneficios ao individuo diabético devido a reducgdo dos niveis de glicose sanguinea e
ao aumento de fluxo sanguineo periférico (Maiorana et al., 2002; Balducci et al., 2006;
Selagzi et al., 2008). Isto foi demonstrado neste estudo em que os animais diabéticos
exercitados apresentaram perda do peso corporal e niveis glicémicos menores que 0s animais

diabéticos sedentarios.
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Dessa forma, o presente estudo utilizou-se dessas técnicas morfométricas através da
microscopia de luz e eletrénica para avaliar os efeitos do treinamento fisico aerébio nos
microvasos endoneurais do nervo ciatico de ratos diabéticos induzidos por STZ.

Véarias mudancas vascular e metabodlica induzidas pelo exercicio poderiam ser
invocadas para explicar os efeitos do treinamento sobre o desenvolvimento da neuropatia
diabética periférica (Balducci et al., 2006). Maior expressao vascular do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) durante o exercicio de curto prazo tem sido proposto para
desempenhar um papel no aumento de fluxo sanguineo endoneural (Gustafsson et al., 1999).
O exercicio também pode melhorar a anormal perfusédo e a viscosidade do plasma facilitando
o fornecimento de oxigénio (Terjung et al., 1988; Fuchsjager-Mayrl et al., 2002). Sabe-se que
o treinamento fisico expde os vasos a repetidos episddios de hiperemia e que as elevadas
forcas de cisalhamento com o aumento do fluxo sanguineo causado pelo exercicio aerobio
aumenta a vasodilatacdo a longo prazo elevando a expressdo vascular da 6xido nitrico
sintetase, aumentando a liberagdo de 6xido nitrico (Fukai et al., 2000; Maiorana et al., 2003;
McAllister, Hirai, & Musch, 1995; Niebauer & Cooke, 1996).

A mudancas estruturais podem apoiar a hipotese de que as alteracbes do fluxo
sanguineo endoneural sdo relevantes para o comprometimento funcional do nervo periférico e
contribuir para o desenvolvimento de neuropatia em ratos diabéticos (Low et al., 1989;
Sugimoto & Yagihashi, 1997). A densidade microvascular é considerada um determinante
importante do volume total de sangue no nervo periférico e, eventualmente, no fluxo
sanguineo do nervo (Low, Lagerlund & McManis, 1989). Nossos resultados para a densidade
microvascular estdo em consonancia com os achados de outros estudos (Cameron et al., 1991;
Sugimoto & Yagihashi, 1997; Walker et al., 1999) quando comparamos o0s dados dos animais
sedentarios, que ndo conseguiam encontrar uma diminuicao significativa na densidade capilar
no nervo ciatico de ratos diabéticos.

Embora nossos dados morfométricos sobre as areas analisadas ndo tenham mostrado
alteracbes causadas pela influéncia do treinamento fisico aer6bio, o grupo de animais
submetidos ao treinamento apresentou valores medios aumentados para todas as areas
avaliadas. Essas alteracbes ndo foram acompanhadas por alteracdes degenerativas
mensurdveis das paredes desses microvasos, apesar de estarem aparentes nos registros
elétron-microgréficos.

Pacientes sem evidéncias de neuropatia mostram menos espessamento de membrana
basal e degeneracdo celular do pericito (Giannini & Dyck, 1995). Igualmente aos parametros

anteriores, ndo observamos hiperplasia ou hipertrofia das células do endotélio capilar nos
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animais diabéticos. Embora nossos dados tenham mostrado um nimero de células de pericito
aumentado nos animais submetidos ao programa de treinamento fisico aerobio,
comparativamente aos animais do grupo diabético sedentario, mostrando uma interferéncia
desta atividade nessa estrutura vascular. Quantitativamente, a degeneracdo celular
periendotelial parece ser um fendmeno proeminente nos nervos diabéticos. As implicaces
funcionais da degeneragdo do pericito permanecem obscuras. Pericitos sdo células primitivas
com propriedades contrateis que pode ser Util na manutencdo da forma vascular e in vitro
demonstram exercer um efeito inibitorio sobre a proliferacdo de células endoteliais. A perda
desse efeito tem sido considerada um possivel fator para estimular a proliferacdo das células
endoteliais (Giannini & Dyck, 1994).
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9. CONCLUSAO GERAL

Em ratos diabéticos, ao se estudar a conducdo nervosa do nervo sensitivo caudal
utilizando-se eletrodos de superficie, a VCN foi mais lenta enquanto que as amplitudes dos
potenciais de a¢do do nervo sensitivo caudal foram maiores que em ratos normais.

A realizacdo do TFA de natagcdo no modelo em que foi implementado ndo demonstrou
alteracdo da estrutura dos microvasos endoneurais composta pelo nimero de capilares e area
de seccdo transversa do nervo ciatico de ratos com diabetes experimental.

Todas as &reas dos microvasos endoneurais dos animais diabéticos mensuradas
sofreram interferéncia do TFA, que interferiu da mesma forma, na atividade celular
periendotelial aumentando o nimero de pericitos que envolvem 0s microvasos endoneurais
controlando o efeito proliferativo das células endoteliais. No entanto, 0 mesmo ndo ocorreu

com as espessuras da membrana basal e, da parede do vaso.
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APENDICE A - Coleta de dados

Tabela de Peso

Peso (9)
Semanas
Animal 0 1 2 3 4 5 6 7
PPG2 275 206 310 318 318 336 328 356
CABG16 178 196 208 220 212 246 244 244
%oe?mg CAUG16 158 164 182 190 196 208 208 208
DMG16 190 198 218 226 228 236 236 238
PAG16 178 188 208 218 220 232 232 234
Média 10580 20840 22520 23440 23480 251,60 24960 256,00
DP 4574 5080 4925 4875 4799 4920 4583 5757
PPDG1 314 314 321 354 354 370 374 398
CAUGS 314 314 320 354 364 364 370 390
Sgg:r::gll’?o PADG15 216 232 242 248 246 252 270 262
CAUG13 262 262 278 208 320 330 342 356
PAG18 278 278 278 276 270 278 274 276
Média 276,80 280,00 287,80 306,00 310,80 318,80 326,00 336,40
DP 4088 3516 3327 4727 5159 5224 5083 6371
CABG7 258 246 236 232 230 224 224 223
Siabetics CAYE 270 240 242 238 234 248 244 238
Troirao CABGS 258 234 216 190 162 164 168 148
CAUGS 238 220 226 198 184 194 198 190
CABG12 239 218 202 192 168 168 174 158
Média 25260 231,60 22440 21000 19560 199,60 201,60 191,40
DP 1378 1228 1596 2311 3422 3618 3242 3928
CABG6 235 240 238 220 200 210 206 190
Siabetics DMGL 266 264 248 196 188 234 210 210
Sedentariy PPGLA 264 260 246 236 230 242 228 218
PAEG15 230 232 246 244 254 250 262 246
CABG17 240 252 240 240 214 218 240 214
Média 24700 249,60 24360 22720 21720 230,80 229,20 215,60
DP 1682 1345 434 1968 2587 1659 2292 2012

DP para desvio padr&o.
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Tabela de Glicemia

Glicemia (mg/dL)

Semanas
Animal 0 1 2 3 4 5 6 7
PPG2 94 80 89 94 80 89 80 94
contrele CABGI6 87 87 85 75 68 59 75 87
Tl CAUGLE 73 73 87 60 80 58 60 73
DMG16 65 65 76 71 81 77 71 65
PAG16 86 86 87 58 81 66 58 86
Média 81,00 7820 8480 7160 7800 6980 6880 81,00
DP 1173 926 512 1443 561 1314 952 1173
PPDG1 88 88 88 88 88 88 92 81
controe CAUGS 78 78 78 71 82 79 72 59
Sedontars, PADGI5 90 97 95 99 94 94 93 99
CAUG13 93 93 95 99 84 82 100 100
PAGIS 73 73 82 78 79 81 79 80
Média 8440 8580 87,60 87,00 8540 8480 8720 8380
DP 850 1008  7.64 1251 581 614 1139 1681
CABG7 100 452 362 170 125 336 279 298
~ CAUGT 89 353 206 177 112 371 242 331
Diabético  ~pp g 85 314 431 379 190 337 392 179
Treinado
CAUGS 82 284 353 129 115 320 314 289
CABG12 73 340 350 387 196 450 446 420
Média 8580 348,60 35840 24840 147,60 362,80 33460 303,40
DP 9,88 6355 4816 12427 4178 5217 8336 86,70
CABG6 73 209 125 374 316 507 407 423
~ DMGl4 81 353 466 262 391 535 335 337
Diabetico - ppsy4 89 240 288 273 344 457 293 329
Sedentario
PAEG15 94 107 298 272 452 263 237 389
CABG17 79 308 288 332 330 200 275 324
Média 8320 24340 29300 302,60 366,60 410,40 309,40 360,40
DP 832 9485 12065 4854 5545 12575 6495 4358

DP para desvio padréo.



Tabela do estudo da conducéo nervosa

Velocidade Condugéo (m/s)

Semanas

Animal 0 1 2 3 4 5 6 7
PPDG2 32,700 40,000 37,675 42,150 42,150 49,275 44400 43,825
CABG16 34800 36,400 42,900 42,600 41,600 39,050 36,400 44,400

Controle 5516

Treinado 33,300 35,600 39,050 38500 41,050 38,100 37,300 46,475
DMG16 36,400 40,050 41,500 47,100 41,050 42,800 40,5500 50,000
PAG16 32,900 39,570 40,000 41,050 39,050 43,800 40,000 45,750
Média 34,350 37,905 40,863 42,313 40,688 40,938 38,550 46,656
PPDG1 27,375 31,725 34,525 41,625 39,100 44,400 43,825 45,800
CAUGS 33525 38,150 36,425 40,525 41575 43,825 43,825 44,400

Controle )15

Sedentario 33,300 37,250 32,350 32,020 35,800 37,700 39,500 40,500
PAG18 37,725 34,825 39,525 41575 40,525 41,100 39,525 42,675
CAUG13 33100 34,400 38500 42,600 42,100 38500 40,000 43,250
Média 34,005 35270 36,265 39,669 39,820 41,105 41,335 43,325
CABG7 35,600 - 41,600 37,200 40,100 37,300 38,600 40,500

o CAUGT7 35,200 - 44,400 39,500 39,100 38,600 40,500 40,500

DIaDCO  CABGS 32600 - 40050 37200 41050 38200 39050 32900
CAUGS8 37,200 - 43900 40,150 45200 39,500 43,800 44,400
CABG12 36,000 - 37,700 39,600 37,200 37,200 38,150 37,700
Média 35,320 41530 38,730 40530 38,160 40,020 39,200
CABG6 34,100 - 38,100 34,050 36,420 39,050 38,500 39,050

o DMG14 37,300 - 33,700 34,500 43,800 40,100 40,000 38,100

Diabético

Sedentario TG4 38,100 - 41,100 34,500 42,600 40,050 43,800 37,700
PAEG15 35200 - 32,650 40,000 40,000 37,700 37,600 39,600
CABG17 38,100 - 35250 39,500 40,000 37,200 42,600 37,300
Média 36,175 36,388 35763 40,705 39,225 39,975 38,613
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Tabela da morfometria em microscopia de luz

Animal  Numero de Area da seccdo Densidade

microvasos (#) tranversa (mm?2) (#/mm?2)

Controle 6550 41 1,145 35,81
Treinado 6676 37 0,570 64,91
6677 26 0,581 44,75

6688 36 0,781 46,09

6678 29 0,547 53,02

Média 33,80 0,72 48,92

DP 6,14 0,25 10,84

Controle 6547 39 1,199 32,53
Sedentario 6567 53 0,929 57,05
6675 51 0,681 74,89

6685 50 0,700 71,43

6707 50 0,822 60,83

Média 48,60 0,87 59,34

DP 5,50 0,21 16,69

Diabético 6669 32 0,790 40,51
Treinado 6681 45 0,653 68,91
6687 58 0,727 79,78

6689 44 0,602 73,09

6691 28 0,598 46,82

Média 41,40 0,67 61,82

DP 11,87 0,08 17,17

Diabético 6665 40 0,690 57,97
Sedentario 671 42 0,718 58,50
6679 41 0,669 61,29

6684 33 0,576 57,29

6708 40 0,745 53,69

Média 39,20 0,68 57,75

DP 3,56 0,06 2,73

DP para desvio padr&o.
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Tabela das mensuracdes ultraestruturais

114

Grupo/ Parede Vaso Pericito Membrana Endotélio Lamen Espessura da Espessura da Ne° de nicleos
Animal  Fotografia area  perimetro area area perimetro d4rea perimetro area  perimetro memb. basal parede vaso pericito  endotélio
CS_6547 2ab_8.9kx 36,52 32,44 36,46 8,07 27,53 9,75 25,22 24,96 21,87 0,32 0,41 0 1
4_8.9kx 33,23 31,11 13,87 8,62 27,23 10,02 49,56 23,06 20,18 0,17 0,29 1 0
5abc_8.9kx 27,15 47,44 1450 521 30,04 7,10 21,08 20,29 18,76 0,25 0,36 3 1
6abc_8.9kx 58,22 48,83 1426 8,41 46,17 35,55 45,57 9,12 44,31 0,18 0,79 0 2
Médias 38,78 39,96 19,77 7,58 32,74 15,61 35,36 19,36 26,28 0,23 0,46 1,00 1,00
CS_6567 1lab_10kx 22,36 31,31 8,68 3,50 28,43 10,18 27,72 37,49 26,63 0,13 0,37 1 1
3ab_8.9kx 29,93 34,96 13,10 4,61 31,47 12,22 30,75 49,07 28,92 0,15 0,41 2 1
4ab_8.9kx 26,96 33,53 10,92 4,18 30,84 11,86 29,74 46,35 27,60 0,14 0,41 0 1
5ab_8.9kx 21,04 30,51 11,47 2,23 27,86 9,57 27,18 37,02 24,45 0,08 0,37 0 1
Médias 25,07 32,58 11,04 3,63 29,65 10,96 28,85 42,48 26,90 0,12 0,39 0,75 1,00
CS_6707 1lab_8.9kx 30,65 34,09 10,90 4,61 29,83 15,14 27,84 18,96 25,47 0,17 0,57 0 1
2ab_8.9kx 26,12 31,25 7,16 4,10 27,85 14,86 27,35 18,94 23,62 0,15 0,58 0 1
3abcd_8.9kx 51,72 45,24 11,28 11,37 43,78 29,68 41,51 49,23 34,99 0,27 0,78 0 2
5ab_8.9kx 47,38 32,66 22,30 5,98 33,75 19,10 24,51 5,97 20,14 0,24 0,86 1 2
Médias 38,97 35,81 1291 6,52 33,80 19,70 30,30 23,28 26,06 0,21 0,70 0,25 1,50
CS_6675 2ab_8.9kx 45,24 34,05 16,51 5,04 29,08 23,69 28,75 20,30 19,88 0,18 0,97 1 2
3_8.9kx 19,56 24,92 8,26 2,84 21,70 8,40 21,09 15,34 17,75 0,13 0,43 1 1
4abc_8.9kx 58,64 40,65 3511 5,36 33,23 18,17 33,30 47,11 30,04 0,16 0,57 1 2
5_8.9kx 19,15 24,33 5,50 4,65 21,78 9,30 19,49 15,00 16,69 0,24 0,51 0 1
Médias 35,65 30,99 16,35 4,47 26,45 14,89 25,66 24,44 21,09 0,18 0,62 0,75 1,50
CS 6685 3_8.9kx 14,90 21,72 5,49 3,03 19,39 6,38 16,95 5,38 14,96 0,18 0,40 0 1
4_8.9kx 19,85 22,82 9,25 2,49 18,04 8,11 16,91 1,33 12,58 0,15 0,55 1 1
5ab_8.9kx 23,89 25,01 8,39 3,39 22,66 12,11 21,15 6,33 17,14 0,16 0,63 1 2
Médias 19,55 23,18 7,71 2,97 20,03 8,87 18,34 4,35 14,89 0,16 0,53 0,67 1,33




115

Grupo/ Parede Vaso Pericito Membrana Endotélio Lamen Espessura da Espessura da N° de nlcleos
Animal  Fotografia area  perimetro area area perimetro d4rea perimetro area  perimetro memb. basal parede vaso pericito  endotélio
CT_6550 1abc_8.9kx 44,15 44,43 18,54 6,67 40,89 18,94 39,59 85,12 36,76 0,17 0,50 0 1
3ab_8.9kx 34,66 37,24 6,42 4,39 34,71 17,96 33,59 56,57 29,84 0,13 0,57 0 2
4abc_8.9kx 29,78 35,70 5,89 3,88 34,19 18,58 33,14 57,92 30,43 0,12 0,58 0 1
5ab_8.9kx 31,91 40,93 11,65 5,06 38,28 15,20 37,29 74,39 33,71 0,14 0,43 0 1
Médias 35,13 39,58 10,63 5,00 37,02 17,67 35,90 68,50 32,69 0,14 0,52 0,00 1,25
CT_6676 1lab_8.9kx 27,00 28,87 11,47 2,77 23,57 12,76 22,62 19,02 17,97 0,12 0,63 1 2
2ab_8.9kx 21,45 28,64 8,92 3,10 24,87 9,43 24,05 15,23 20,57 0,13 0,42 0 1
3ab_8.9kx 27,07 33,48 1152 3,21 27,59 12,34 26,80 25,12 23,81 0,12 0,49 1 1
4ab_8.9kx 32,91 33,54 16,96 4,27 28,36 11,68 27,28 32,76 24,92 0,16 0,45 1 2
Médias 27,11 31,13 1222 3,34 26,10 11,55 25,19 23,03 21,82 0,13 0,50 0,75 1,50
CT_6688 1labc_8.9kx 32,28 49,42 11,07 5,46 47,03 15,75 46,69 93,93 43,07 0,12 0,35 0 1
2abc_8.9kx 44,30 46,90 12,70 5,38 43,75 26,22 43,53 61,49 38,10 0,12 0,64 0 2
4ab_8.9kx 53,31 33,15 32,66 3,20 24,07 17,45 24,03 8,05 23,43 0,13 0,74 1 2
6abc_8.9kx 23,57 39,46 6,92 4,30 38,04 12,35 37,18 74,07 37,12 0,12 0,33 0 0
Médias 38,37 42,23 15,84 4,59 38,22 17,94 37,86 59,39 35,43 0,12 0,52 0,25 1,25
CT_6677 3ab_8.9kx 74,91 43,64 42,24 7,08 35,48 25,59 36,53 13,21 33,30 0,19 0,73 0 4
4ab_8.9kx 86,87 47,50 52,88 8,83 40,59 25,16 40,56 6,45 34,18 0,22 0,67 1 1
5ab_8.9kx 56,15 31,87 3550 5,51 22,54 15,14 23,77 6,44 15,30 0,23 0,78 1 1
Médias 72,64 41,00 4354 7,14 32,87 21,96 33,62 8,70 27,59 0,21 0,73 0,67 2,00
CT_6678 1lab_8.9kx 47,32 31,78 26,51 4,77 25,82 16,04 26,01 10,48 18,04 0,18 0,73 1 2
2_8.9kx 23,87 27,84 6,45 5,74 25,51 11,68 23,52 17,36 18,59 0,24 0,55 0 2
3ab_8.9kx 30,24 28,27 6,89 5,64 27,33 17,71 28,59 8,01 21,03 0,20 0,71 0 1
Médias 33,81 29,30 13,28 5,38 26,22 15,14 26,04 11,95 19,22 0,21 0,67 0,33 1,67
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Grupo/ Parede Vaso Pericito Membrana Endotélio Lamen Espessura da Espessura da Ne° de nicleos
Animal  Fotografia area  perimetro area area perimetro Aarea perimetro area  perimetro  memb. basal parede vaso  pericito  endotélio
DS_6671 1_8.9kx 16,93 25,29 7,52 2,62 22,05 6,79 20,99 18,13 21,30 0,12 0,32 1 1
2_8.9kx 17,94 26,59 6,36 3,61 34,70 7,97 22,97 15,57 20,81 0,16 0,36 0 1
4_8.9kx 17,00 23,66 6,70 2,82 20,33 7,48 19,75 11,86 17,01 0,14 0,41 0 1
7abc_8.9kx 36,28 35,25 12,83 4,65 31,54 18,80 30,02 32,37 25,42 0,15 0,68 1 4
Médias 22,04 27,70 8,35 343 27,16 10,26 23,43 19,48 21,14 0,14 0,44 0,50 1,75
DS_6684 4abc_8.9kx 47,89 38,37 2490 574 33,02 17,25 32,51 44,72 27,69 0,18 0,57 1 1
5_8.9kx 25,57 29,81 11,60 4,80 22,29 9,17 25,02 12,09 18,46 0,19 0,42 1 1
6ab_8.9kx 41,01 39,43 18,65 7,80 38,05 14,56 31,19 10,66 28,98 0,25 0,48 0 1
7ab_8.9kx 52,91 32,78 36,57 5,79 26,30 10,55 22,63 5,62 19,71 0,26 0,50 1 1
Médias 41,85 35,10 2293 6,03 29,92 12,88 27,84 18,27 23,71 0,22 0,49 0,75 1,00
DS_6708 1lab_8.9kx 37,02 63,78 18,98 6,08 30,54 11,96 29,74 26,76 26,38 0,20 0,43 1 1
3ab_8.9kx 42,31 30,86 19,42 4,26 25,00 18,63 25,56 11,77 16,04 0,17 0,90 1 1
4_8.9kx 24,19 29,52 8,88 4,37 26,33 10,94 24,80 26,60 21,37 0,18 0,47 1 1
5abcd_8.9kx 85,69 54,22 54,48 8,64 43,76 22,57 42,68 67,58 41,18 0,20 0,54 2 3
Médias 47,30 44,60 25,44 584 31,41 16,03 30,70 33,18 26,24 0,19 0,58 1,25 1,50
DS_6665 labcd_8.9kx 34,44 40,77 12,11 6,53 38,06 15,80 36,60 70,92 66,71 0,18 0,31 1 3
3ab_8.9kx 16,75 29,88 394 3,92 28,80 8,89 27,98 41,10 25,59 0,14 0,33 0 1
4ab_8.9kx 26,69 28,19 9,01 6,80 24,83 10,88 22,48 21,44 17,94 0,30 0,54 1 1
5ab_8.9kx 41,51 33,79 19,77 531 28,98 16,43 27,27 33,22 23,71 0,19 0,64 1 3
6ab_8.9kx 28,70 31,82 8,74 5,01 29,83 14,95 28,58 40,06 24,65 0,18 0,56 0 3
Médias 29,62 32,89 10,71 5551 30,10 13,39 28,58 41,35 31,72 0,20 0,48 0,60 2,20
DS_6679 1_8.9kx 20,12 22,52 457 414 20,74 11,41 20,14 12,73 14,80 0,21 0,65 0 2
2_8.9kx 19,54 24,87 495 449 23,60 10,10 22,21 21,13 17,58 0,20 0,51 0 1
3 8.9kx 18,13 23,12 486 4,10 21,27 9,17 19,59 16,76 16,12 0,21 0,51 0 2
4ab_8.9kx 29,18 34,00 12,05 4,29 30,64 12,84 29,40 42,96 26,60 0,15 0,46 1 1
5ab_8.9kx 17,76 31,68 487 4,40 30,30 8,49 28,60 34,68 26,47 0,15 0,31 0 1
Médias 20,95 27,24 6,26 4,28 25,31 10,40 23,99 25,65 20,31 0,18 0,49 0,20 1,40
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Grupo/ Parede Vaso Pericito Membrana Endotélio Lamen Espessura da Espessura da Ne de nlcleos
Animal  Fotografia area  perimetro area area perimetro Aarea perimetro area  perimetro  memb. basal parede vaso  pericito  endotélio
DT_6669 labc_8.9kx 91,96 56,99 46,70 8,21 47,68 37,05 46,85 20,70 45,54 0,18 0,80 1 5
2_8.9kx 31,19 28,22 17,01 4,73 22,82 9,45 22,92 7,11 19,58 0,21 0,44 1 1
3albl_8.9kx 53,58 38,34 32,75 4,27 31,10 16,56 30,66 16,76 28,40 0,14 0,56 2 2
4ab_8.9kx 38,93 34,59 28,88 3,04 22,63 7,01 23,37 9,70 17,26 0,13 0,35 1 1
Médias 53,92 39,54 31,34 5,06 31,06 17,52 30,95 13,57 27,70 0,16 0,54 1,25 2,25
DT_6681 labcde_8.9kx 109,23 61,26 69,54 8,72 47,60 30,97 44,53 100,21 42,73 0,20 0,71 3 4
3abcdef_8.9kx 93,07 61,38 50,24 9,93 55,36 32,90 54,53 157,07 51,50 0,18 0,62 1 6
4abcd_8.9kx 95,62 56,43 56,42 10,31 46,47 28,89 44,82 99,24 41,67 0,23 0,67 2 4
Médias 99,31 59,69 58,73 9,65 49,81 30,92 47,96 118,84 45,30 0,20 0,67 2,00 4,67
DT_6687 2ab_8.9kx 63,58 34,99 3161 534 24,29 26,63 25,15 4,11 24,65 0,21 1,07 1 4
3_8.9kx 36,49 27,55 20,87 4,58 21,62 11,04 20,28 9,31 18,07 0,23 0,58 1 1
4ab_8.9kx 33,94 26,66 16,78 3,80 19,50 13,36 18,13 6,51 10,98 0,21 0,92 1 1
Médias 44,67 29,73 23,09 457 21,80 17,01 21,19 6,64 17,90 0,22 0,85 1,00 2,00
DT_6689 1_8.9kx 25,87 27,38 10,02 4,42 24,37 11,43 22,55 17,87 19,39 0,20 0,55 1 2
2_8.9kx 16,35 29,26 513 3,63 25,31 7,59 23,66 17,12 22,05 0,15 0,33 0 1
3ab_8.9kx 17,41 27,08 4,07 345 25,26 9,89 23,67 14,82 21,38 0,15 0,44 0 2
5ab_8.9kx 38,39 29,75 20,30 3,25 23,69 14,84 22,86 9,96 16,68 0,14 0,75 2 4
Médias 24,51 28,37 9,88 3,69 24,66 10,94 23,19 14,94 19,88 0,16 0,52 0,75 2,25
DT_6691 labcd_8.9kx 35,42 41,22 17,33 5,28 39,34 12,81 36,67 70,01 34,64 0,14 0,36 2 2
2_8.9kx 9,59 24,16 3,23 2,14 22,39 4,22 21,78 25,2 20,44 0,10 0,20 0 1
3_8.9kx 36,59 30,55 19,87 5,58 21,92 13,04 24,28 12,31 21,07 0,23 0,58 1 1
Médias 27,20 31,98 13,48 4,33 27,88 10,02 27,58 35,84 25,38 0,16 0,38 1,00 1,33

CT para o grupo controle treinado; CS para o grupo controle sedentério; DT para o grupo diabético treinado; e DS para o grupo diabético sedentario.



APENDICE B - Analises estatisticas

Andlise estatistica do Artigo Original 1

Para a Velocidade de Conducéo Nervosa (VCN):

Analise da variancia:
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Soma dos Quadrados
Fonte GL guadrados médios F Pr>F
Modelo 13 1732,871 133,298 17,115 <0.0001
Erro 266 2071,703 7,788
Total corrigido 279 3804,574
Calculado contra o modelo Y=Media(Y)
Analise da Soma de Quadrados do tipo I:
Soma dos Quadrados
Fonte GL guadrados médios F Pr>F
Semana 6 1185,111 197,519 25,361 <0.0001
Diabetes 1 124,156 124,156 15,941 <0.0001
Semana*Diabetes 6 423,604 70,601 9,065 <0.0001

Semana*Diabetes / Tukey (HSD) / Andlise das diferengas entre as categorias com um intervalo de

confianca de 95%:
Diferenca  Valor

Contraste Diferenca padronizada critico  Pr> Dif Significante
Semana-7*Diabetes-0 vs Semana-
7*Diabetes-1 4,912 5,566 3,354 < 0.0001 Sim
Semana-5*Diabetes-0 vs Semana-
5*Diabetes-1 3,814 4,321 3,354 0,001 Sim
Semana-3*Diabetes-0 vs Semana-
3*Diabetes-1 3,212 3,639 3,354 0,019 Sim
Semana-0*Diabetes-1 vs Semana-
0*Diabetes-0 1,960 2,221 3,354 0,614 Nao
Semana-4*Diabetes-1 vs Semana-
4*Diabetes-0 1,056 1,196 3,354 0,996 Nao
Semana-6*Diabetes-0 vs Semana-
6*Diabetes-1 0,811 0,919 3,354 1,000 Nao
Semana-2*Diabetes-1 vs Semana-
2*Diabetes-0 0,411 0,466 3,354 1,000 Nao
Valor critico d de Tukey: 4,743



Para a Amplitude dos Potenciais de A¢do do Nervo Sensitivo:

Analise da variancia:
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Somados  Quadrados
Fonte GL  quadrados médios F Pr>F
Modelo 13 131306,416 10100,494 47,085 < 0.0001
Erro 266  57061,398 214,517
Total corrigido 279 188367,814
Calculado contra 0 modelo Y=Média(Y)
Anédlise da Soma de Quadrados do tipo I:
Somados  Quadrados
Fonte GL  quadrados médios F Pr>F
Semana 6 114992,063 19165,344 89,342 < 0.0001
Diabetes 1  14134,332 14134,332 65,889 <0.0001
Semana*Diabetes 6 2180,021 363,337 1,694 0,123

Semana*Diabetes / Tukey (HSD) / Andlise das diferengas entre as categorias com um intervalo de

confianca de 95%:
Diferenca  Valor

Contraste Diferenca padronizada critico Pr > Dif Significante
Semana-7*Diabetes-1 vs Semana-
7*Diabetes-0 25,259 5,514 3,354 <0.0001 Sim
Semana-4*Diabetes-1 vs Semana-
4*Diabetes-0 19,205 4,147 3,354 0,003 Sim
Semana-5*Diabetes-1 vs Semana-
5*Diabetes-0 17,431 3,763 3,354 0,012 Sim
Semana-3*Diabetes-1 vs Semana-
3*Diabetes-0 13,815 2,983 3,354 0,144 Nao
Semana-6*Diabetes-1 vs Semana-
6*Diabetes-0 12,120 2,617 3,354 0,329 Nao
Semana-2*Diabetes-1 vs Semana-
2*Diabetes-0 11,935 2,577 3,354 0,355 Nao
Semana-0*Diabetes-1 vs Semana-
0*Diabetes-0 3,344 0,722 3,354 1,000 Nao
Valor critico d de Tukey: 4,743



Analise estatistica do Artigo Original 2

Oneway
ANOVA
Sum of df Mean F Significante
Squares Square
Numero Between 241,733 2 120,867 1,973 ,182
Groups
Within 735,200 12 61,267
Groups
Total 976,933 14
Area Between ,120 2 ,060 3,220 ,076
Groups
Within ,223 12 ,019
Groups
Total ,343 14
Densidade Between 42136 2 21,068 ,109 ,898
Groups
Within 2323,007 12 193,584
Groups
Total 2365,143 14
Peso Between 57068,933 2 28534,467 14,100 ,001
Groups
Within 24284,800 12 2023,733
Groups
Total 81353,733 14
Glicose Between 244238,933 2 122119,46 66,720 ,000
Groups 7
Within 21964,000 12 1830,333
Groups
Total 266202,933 14
Velocidade  Between 51,847 2 25,924 3,103 ,082
Groups
Within 100,240 12 8,353
Groups
Total 152,087 14
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Post Hoc Tests
Multiple Comparisons

Tukey HSD
Dependent ()] ) Mean Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
Variable Grupo Grupo  Difference Lower Upper
(1-J) Bound Bound
Numero CS DT 7,20000 4,95042 ,346 -6,0070 20,4070
DS 9,40000 4,95042 ,181 -3,8070 22,6070
DT CS -7,20000 4,95042 ,346 -20,4070 6,0070
DS 2,20000 4,95042 ,898 -11,0070 15,4070
DS CSs -9,40000 4,95042 ,181 -22,6070 3,8070
DT -2,20000 4,95042 ,898 -15,4070 11,0070
Area CS DT ,19220 ,08621 ,106 -,0378 4222
DS ,18660 ,08621 ,118 -,0434 ,4166
DT CS -,19220 ,08621 ,106 -,4222 ,0378
DS -,00560 ,08621 ,998 -,2356 2244
DS CSs -,18660 ,08621 ,118 -,4166 ,0434
DT ,00560 ,08621 ,998 -,2244 ,2356
Densidade CS DT -2,47600 8,79963 ,957 -25,9522 21,0002
DS 1,59800 8,79963 ,982 -21,8782 25,0742
DT CSs 2,47600 8,79963 ,957 -21,0002 25,9522
DS 4,07400 8,79963 ,890 -19,4022 27,5502
DS CSs -1,59800 8,79963 ,982 -25,0742 21,8782
DT -4,07400 8,79963 ,890 -27,5502 19,4022
Peso CS DT 140,60000°  28,45160 ,001 64,6950 216,5050
DS 118,20000°  28,45160 ,004 42,2950 194,1050
DT CSs -140,60000°  28,45160 ,001  -216,5050 -64,6950
DS -22,40000 28,45160 ,718 -98,3050 53,5050
DS CSs -118,20000°  28,45160 ,004  -194,1050 -42,2950
DT 22,40000 28,45160 ,718 -53,5050 98,3050
Glicose CS DT -263,20000°  27,05796 ,000 -335,3870 -191,0130
DS -277,60000°  27,05796 ,000 -349,7870  -205,4130
DT CSs 263,20000°  27,05796 ,000 191,0130 335,3870
DS -14,40000 27,05796 ,857 -86,5870 57,7870
DS Cs 277,60000°  27,05796 ,000  205,4130 349,7870
DT 14,40000 27,05796 ,857 -57,7870 86,5870
Velocidade CS DT 3,47600 1,82793 ,181 -1,4007 8,3527
DS 4,28600 1,82793 ,087 -,5907 9,1627
DT CSs -3,47600 1,82793 ,181 -8,3527 1,4007
DS ,81000 1,82793 ,898 -4,0667 5,6867
DS CS -4,28600 1,82793 ,087 -9,1627 ,5907
DT -,81000 1,82793 ,898 -5,6867 4,0667

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.



Analise estatistica do Artigo Original 3

Para a variavel Peso:

Analysis of variance:

Sum of Mean
Source DF squares squares F Pr>F
Model 3 60590,950 20196,983 8,668 0,001
Error 16 37281,600 2330,100
Corrected Total 19 97872,550
Computed against model Y=Mean(Y)
Type | Sum of Squares analysis:
Sum of Mean
Source DF squares squares F Pr>F
S 1 42966,450 42966,450 18,440 0,001
E 1 13676,450 13676,450 5,869 0,028
S*E 1 3948,050 3948,050 1,694 0,211
Para a variavel Glicemia:
Analysis of variance:
Sum of Mean
Source DF squares squares F Pr>F
Model 3 319393,350 106464,450 43,295 <0.0001
Error 16 39345,200 2459,075
Corrected Total 19  358738,550
Computed against model Y=Mean(Y)
Type | Sum of Squares analysis:
Sum of Mean
Source DF squares squares F Pr>F
S 1 311251,250 311251,250 126,572 <0.0001
E 1 4470,050 4470,050 1,818 0,196
S*E 1 3672,050 3672,050 1,493 0,239
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Para a variavel VCN:

Analysis of variance:

Sum of Mean
Source DF squares squares F Pr>F
Model 3 196,892 65,631 9,113 0,001
Error 16 115,228 7,202
Corrected Total 19 312,120
Computed against model Y=Mean(Y)
Type | Sum of Squares analysis:
Sum of Mean
Source DF squares squares F Pr>F
S 1 175,973 175,973 24,435 0,000
E 1 16,335 16,335 2,268 0,152
S*E 1 4,584 4,584 0,637 0,437
Para a variavel Area:
Analysis of variance:
Sum of Mean
Source DF squares squares F Pr>F
Model 19  16288,838 857,307 3,172 0,000
Error 80  21618,934 270,237
Corrected Total 99  37907,772
Computed against model Y=Mean(Y)
Type | Sum of Squares analysis:
Sum of Mean
Source DF squares squares F Pr>F
R 4 13580,949 3395,237 12,564 < 0.0001
S 1 113,548 113,548 0,420 0,519
E 1 1624,220 1624,220 6,010 0,016
R*S 4 109,381 27,345 0,101 0,982
R*E 4 680,128 170,032 0,629 0,643
S*E 1 110,424 110,424 0,409 0,524
R*S*E 4 70,188 17,547 0,065 0,992
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S/ Tukey (HSD) / Analysis of the differences between the categories with a confidence interval of
95%:

Standardized

Contrast Difference  difference  Critical value Pr > Diff Significant
DvsC 2,131 0,648 1,990 0,519 No
Tukey's d critical value: 2,814

Category Mean Groups
D 22,505 A
C 20,374 A

E / Tukey (HSD) / Analysis of the differences between the categories with a confidence interval of
95%:

Standardized

Contrast Difference  difference  Critical value Pr > Diff Significant
TvsS 8,060 2,452 1,990 0,016 Yes
Tukey's d critical value: 2,814

Category Mean Groups
T 25,470 A
S 17,410 B

Para a variavel Espessura:

Analysis of variance:

Sum of Mean
Source DF squares squares F Pr>F
Model 7 1,409 0,201 25,242 <0.0001
Error 32 0,255 0,008
Corrected Total 39 1,664
Computed against model Y=Mean(Y)
Type | Sum of Squares analysis:
Sum of Mean
Source DF squares squares F Pr>F
R 1 1,367 1,367 171,417 <0.0001
S 1 0,000 0,000 0,055 0,816
E 1 0,010 0,010 1,225 0,277
R*S 1 0,004 0,004 0,548 0,465
R*E 1 0,022 0,022 2,738 0,108



S*E 1 0,003 0,003 0,403 0,530
R*S*E 1 0,002 0,002 0,305 0,584

Para a variavel NUmero de Nucleos do Pericito:

Analysis of variance:

Sum of
Source DF squares  Mean squares F Pr>F
Model 3 1,797 0,599 5,296 0,010
Error 16 1,810 0,113
Corrected Total 19 3,607
Computed against model Y=Mean(Y)
Type | Sum of Squares analysis:
Sum of
Source DF squares  Mean squares F Pr>F
Diabete 1 0,572 0,572 5,060 0,039
Treinamento 1 0,159 0,159 1,406 0,253
Diabete*Treinamento 1 1,066 1,066 9,422 0,007

Diabete / Tukey (HSD) / Analysis of the differences between the categories with a confidence
interval of 95%:

Standardized Critical

Contrast Difference difference value Pr > Diff  Significant
DvsC 0,338 2,249 2,120 0,039 Yes
Tukey's d critical value: 2,998

Category Mean Groups
D 0,880 A
C 0,542 B

Treinamento / Tukey (HSD) / Analysis of the differences between the categories with a
confidence interval of 95%:

Standardized  Critical
Contrast Difference difference value Pr > Diff  Significant

TvsS 0,178 1,186 2,120 0,253 No

Tukey's d critical value: 2,998
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Category Mean Groups
T 0,800 A
S 0,622 A

Diabete*Treinamento / Tukey (HSD) / Analysis of the differences between the categories with a
confidence interval of 95%:

Standardized Critical

Contrast Difference difference  value  Pr>Diff Significant
Diabetico Treinado vs Controle Treinado 0,800 3,761 2,861 0,008 Yes
Diabetico Treinado vs Diabetico Sedentario 0,640 3,009 2,861 0,038 Yes
Diabetico Treinado vs Controle Sedentario 0,517 2,429 2,861 0,111 No
Controle Sedentario vs Controle Treinado 0,283 1,332 2,861 0,557 No
Controle Treinado vs Diabetico Sedentario 0,123 0,580 2,861 0,937 No
Diabetico Sedentario vs Controle Treinado 0,160 0,752 2,861 0,874 No
Tukey's d critical value: 4,046

Para a variavel Niumero de Nucleos do Endotélio:

Analysis of variance:

Sum of
Source DF  squares  Mean squares F Pr>F
Model 3 4,541 1,514 2,975 0,063
Error 16 8,141 0,509
Corrected Total 19 12,682
Computed against model Y=Mean(Y)
Type | Sum of Squares analysis:
Sum of
Source DF squares Mean squares F Pr>F
Diabete 1 1,711 1,711 3,363 0,085
Treinamento 1 2,102 2,102 4,130 0,059
Diabete*Treinamento 1 0,728 0,728 1,431 0,249
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Experimentacio Animal

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Cifncins Biolbgicas

Aw., Frof. Helson Chawvas, 3/n
SO06TL-420 f Recife — PE - Brasil
fones: (55 B1) 2128 5340 | 21246 B35L

¢v (55 1) 2126 B350
e 'A'HW.L‘Z[').LIIP(!.'.'}T \
Racife, 17 de setembro de 2008

Oficio n® 59/08

Da Comiss3o de Etica em Experimentacén Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof ®. Silvia Regina Arruda de Moraes

Departamento de Anatomia— CCB

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n® 23076.011686 / 2008 - 41

Os membros da Comissiio de Elica em Experimentagio Animal do Centre de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco {CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa infitulado “Avaliagde do Treinamento de Endurance em Ratos com Diabetes
Experimental”,

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

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 5.605 —
art. 32 e Decrato 3.179-art 17, de 21/08/1999, que trata da questio do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favorivel azos protocolos experimentais

realizados.
i 4l e —
Atenciosamente, M e e |M
_ - |Profa. baris Ta
Ohservacao: Fr o CGEEA
Origem dos animais; Biotério do Departamento de Nutrigdo, urrs
Animais: Ratos Wistar ; Machos ; com 60 dias de vida;Nimero de animais prevista no
protacale; 40

CCB: Intsgrar para dessenvolwver



ANEXO B - Documentacdo de encaminhamento dos artigos aos periddicos

Envio do artigo original 1 para publicacéo na Revista Acta Cirurgica Brasileira

Artigo para publicacao

De: H Celina Cordeiro (celinacordeiro@hotmail.com)
Enviada: terca-feira, 19 de janeiro de 2010 18:35:44
Para: sgolden@terra.com.br

1] 2 anexos | Baixar todos os anexos (570,0 KB)

Sensory n...doc (392,5 KB), Carta de ...doc (177,5 KB)
Prof Saul Goldenberg,

129

Segue artigo original intitulado "Sensory nerve conduction in the caudal nerves of rats with

diabetes" para publicacdo na Revista Acta Cirlrgica Brasileira.

Att,
Celina Cordeiro
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Envio do artigo de Revisdo Sistematica para publicacdo na Revista Diabetes Research
and Clinical Practice

Submission Confirmation
= ees.diab.0.69a6e.45da591f@eesmail.elsevier.com em nome de Diabetes
Research and Clinical Practice (DIAB@elsevier.com)
@Vocé pode ndo conhecer este remetente.Marcar como confiavel|Marcar como lixo
Enviada: segunda-feira, 25 de janeiro de 2010 5:05:29
Para: celinacordeiro@hotmail.com
Dear Sra Carvalho,

De:

Your submission entitled "STRUCTURAL ALTERATIONS ON ENDONEURAL
MICROVESSELS CAUSED BY DIABETES-INDUCED NEUROPATHY IN
EXPERIMENTAL ANIMALS: A systemic revision.” has been received
by Diabetes Research and Clinical Practice

You may check on the progress of your paper by logging on to
the Elsevier Editorial System as an author. The URL is
http://ees.elsevier._com/diab/.

Your username is: celinacordeiro
IT you need to retrieve password details, please go to:
http://ees.elsevier.com/diab/automail query.asp

Your manuscript will be given a reference number once an
Editor has been assigned.

Thank you for submitting your work to this journal.

Kind regards,

Diabetes Research and Clinical Practice
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ANEXO C - Normas utilizadas para publicacdo dos artigos aos periddicos

Norma utilizada para a confeccéo do artigo de Revisdo sistematica.

Diabetes Research and Clinical Practice

Formato do manuscrito

Estilo. Manchetes e subheadlines devem ser utilizados livremente na Métodos, Resultados e
Discussdo. Use paragrafos curtos sempre que possivel. Clareza de expressao, sintaxe bem e
evitar o jargao e apreciada pelos editores e leitores. Abreviaturas devem ser explicados no

texto.

O Titulo da pagina deve incluir os nomes dos autores, 0 maior ganho graus, endere¢cos
académica, endereco para correspondéncia, e apoio financeiro. Autoria deve ser assumida
apenas por aqueles trabalhadores que contribuiram significativamente para o trabalho eo seu
relatdrio. Colegas que de outra forma assistida ou colaborou deve ser reconhecido no
Agradecimento se¢do, como deve fontes de financiamento. O titulo deve ser informativo e
conciso. Evitar o uso de palavras estranhas como "estudo™, “investigacdo”, etc Se os dados do
manuscrito foram apresentadas em uma reunido, lista 0 nome completo, data e local da

reunido e qualquer referéncia resumos publicados anteriormente na bibliografia.

O Abstract, De ndo mais de 200 palavras, deve ser escrito com um cuidado especial, pois
sera a Unica parte do artigo, estudada por alguns leitores. No estado, primeira frase, o que foi
feito. Especiais caracteristicas técnicas dos métodos devem ser anotados. Os resultados devem
ser resumidos, e os dados mais importantes e apoiar correlagfes estatisticas devem ser
incluidos. Na frase final, os autores devem enfatizar a importancia que atribuem as suas
observacdes. Palavras-chave devem ser fornecidos no manuscrito; normalmente 3-5 itens

devem ser incluidos.

O Introducéo deve ser breve e definir as finalidades para as quais o estudo foi realizado.

O Materiais e Métodos deve ser suficientemente detalhado para que os leitores e

comentadores podem entender exatamente o que foi feito sem estudar as referéncias
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diretamente. A descricdo pode ser abreviado quando bem aceite técnicas sdo utilizadas.

O Resultados devem ser apresentados de forma precisa e concisa. Manter a discussao da sua

importancia para um minimo nesta se¢do do manuscrito.

O Discussdes devem estar ligadas diretamente ao estudo que esta sendo relatado com
conclusdes claras e uma perspectiva sobre a investigacao futura possivel. N&o inclua uma

revisao geral do topico.

Referéncias. O autor (s) € / sdo 0s responsaveis pela exatiddo e integridade das referéncias, o
que deve ser identificado no texto por nUmeros arabicos entre colchetes na ordem de primeira
citacdo (ou seja, [1,2]) e listadas em ordem numeérica no final do texto. As referéncias devem
incluir autor (es) Sobrenome (s), seguido pelas iniciais (lista todos se seis ou menos autores,
Ou 0s seis primeiros autores seguidos por et al. se sete ou mais), titulo do artigo, titulo da
revista abreviado de acordo com o Index Medicus, ano de publicacdo entre parénteses, 0
volume (suplemento e, se necessario) e primeira e ultima paginas. Referéncias a livros devem
incluir autor (es) Sobrenome (s), seguido pelas iniciais, titulo do capitulo, editor (es)
Sobrenome (s) e iniciais, titulo do livro, editora, local de publicacdo, ano da publicacéo e, em
primeiro e no Ultimo nimero da pégina. «Os artigos na imprensa" pode ser incluida na lista de
referéncia, mas apresentou trabalho em consideracdo em um editor deve ser citado no texto
como "X Autor, dados ndo publicados ‘. Projecto de analises podem ser referidos no texto

principal como "X Autor, comunicagao pessoal ".

Jornal Exemplo de Referéncia
LuP, LiuF, Yan L, Peng T, T Liu, Yao Z et al. Terapia com células estaminais para a
diabetes tipo 1. Diabetes Res. Clin. Pract. 2007; 78:1-7.

Exemplo de livro de referéncia
1. Drury P, Gatling W. Diabetes: suas perguntas respondidas. Churchill Livingstone,
Edinburgh, 2005.

Figuras deve ser adequado para a reproducdo de alta qualidade. Inscricdes devem ser
completos, com qualidade profissional, e de um tamanho adequado ao da ilustragédo ou de

desenho, com a reducdo no tamanho necessario ter em conta. Se, juntamente com o seu artigo
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aceito, vocé apresentar valores utilizaveis cor, Elsevier ira assegurar que estes nimeros
aparecem livre de encargos em cores na versao eletronica de seu artigo aceito,
independentemente de haver ou ndo estas ilustracdes séo reproduzidas em cor na versao
impressa. llustracdes a cores s6 podem ser incluidas na impresséo, se o custo adicional de
reproducdo é realizada pela autora: vocé recebera informac@es sobre 0s custos da Elsevier,
apos a recepcdo do seu artigo aceito. Por favor, va para =+http://ees.elsevier.com/diab e clique

sobre as diretrizes artisticas.

Arquivos Complementar o autor oferecer possibilidades adicionais para publicar os pedidos
de apoio, filmes, seqliéncias de animacéo, imagens de alta resolucao, conjuntos de dados de
fundo, clips de som e muito mais. Complementar arquivos fornecidos serdo publicados em
linha junto com a verséo eletrénica do seu artigo em produtos web Elsevier, incluindo

ScienceDirect: =+http://www.sciencedirect.com. A fim de garantir que o material apresentado

esta diretamente utilizaveis, certifique-se que os dados sdo fornecidos em um dos formatos de
arquivos recomendado. Os autores devem apresentar o material em formato electronico,

juntamente com o artigo e fornecer uma legenda conciso e descritivo de cada arquivo.

Tabelas devem ser numeradas consecutivamente com algarismos arabicos, e conter apenas as
linhas horizontais. Fornecer um breve titulo descritivo e uma explicacéo sobre cada tabela

com as notas de rodapé embaixo.

O Linguagem da revista € o Inglés. A pedido, Elsevier vai direto autores a um agente que

pode controlar e melhorar o Inglés do seu papel (antes da apresentagéo). Entre em contato

com authorsupport@elsevier.com para mais informacoes.
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Norma utilizada para a confeccéo do artigo Original 1.

ACTA
CIRURGICA
BRASILEIRA

Preparacédo do artigo
Pagina Inicial

Titulo do artigo

O titulo do artigo deve ser em Inglés e Portugués, conciso mas
informativo. Inserir o nUmero um (algarismo arabico),
sobrescrito que indicara no rodapé o local da realizagéo da
pesquisa. O nome completo de todos os autores com 0s nimeros
subsequientes sobrescritos (algarismo romano) que indicardo no
rodapé a categoria académica (cargo universitario) mais elevado
de cada um, com o0 nome do departamento e da instituig&o.
Observar os titulos académicos no idioma inglés (Consultar Acta
Cir Bras. 2006;21(2):60 MarAbr. Academic degrees examples).
Verificar exemplos nas edi¢cdes recentes da revista.

O abstract e 0 resumo ndo devem exceder 200 palavras e devem
ser apresentados de forma estruturada:

ABSTRACT

Purpose: The main aim of the study or investigation. Methods:
Selection of subjects (patients or experimental animals) and
basic procedures. Results: Main findings (giving specific data
and their statistical significance). Conclusion: State the main
answer concerning the purpose of the study.

Key words: should be provided based on Medical Subject
Headings - Mesh
(http://www.nlm.nih.gov/mesh/meshhome.html).

Segue 0 Resumo no idioma portugués:

Objetivo: A proposi¢do da pesquisa ou investigacdo. Métodos:
Caracterizacdo da amostra, na qualidade e na quantidade e 0s
procedimentos. Resultados: Principais dados e sua significancia
estatistica. Conclus&o: E a resposta concisa, clara e precisa do
objetivo.

Descritores: Baseados nos Descritores de Ciéncias da Saude
)DeCS) - http://www.bireme.br

Estrutura do artigo:


http://www.nlm.nih.gov/mesh/meshhome.html�
http://www.bireme.br/�
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Introducéo

Deve claramente apresentar o assunto e o objetivo do estudo e
oferecer somente citagdes pertinentes, sem fazer revisao extensa
do assunto.Autores devem ser apresentados em letras mindsculas
ou simplesmente citados por nimeros sobrescritos, sem o0 ano do
artigo. No idioma portugués se aceita "e col.” e em inglés "et al.”
Meétodos

Deve apresentar a amostragem (quantidade e qualidade) e os
procedimentos em pormenores suficientes que permitam a outros
pesquisadores reproduzirem os resultados.

Oferecer referéncias para os procedimentos estatisticos. As
normas de apresentacédo tabular conforme recomendacdes do
Conselho Nacional de Estatistica (Rev Bras Est. 1963; 24:42-60).

Etica

A investigacdo em seres humanos e em animais deve ser
submetida ao Comité de Etica da Instituicdo (enviar declaracio
assinada que aprova a pesquisa) e da Declaracdo de Helsinki de
1975, revisada em 2000 [World Medical Association
(www.wma.net/e/policy/b3.htm] e da Resolucéo 196/96 do
Conselho Nacional de Satde
(http://conselho.saude.gov.br/resolucoes/reso_96.htm).

Obrigacao do registro de ensaios clinicos estabelecidos pela
OMS, identificado pelo nimero do registro, no final do resumo.
[CONSORT - Consolidated Standards of Reporting Trials
(www.consort-statement.org) and International Clinical Trials
Registry Platform (ICTRP).

Revisdes sistematicas e metanalises enfocando temas cirargicos
de interesse atual serdo consideradas para publicagéo. Todas as
metanalises de ensaios randomizados deverdo atender os
principios do QUORUM (Lancet 1999;354:1896-1900) e o
manuscrito submetido devera conter o fluxograma detalhado da
revisao sistematica.

A investigacdo em animais deve ser submetida a Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) cumprindo a Lei Federal n°
11.794, de 8 de outubro de 2008,
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2007-
2010/2008/Lei/LL11794.htm e o Decreto n° 6.689, de 15 de julho
de 2009 que regulamentada a Lei no 11.794, disponivel em:
http://www.planalto.gov.br/ccivil 03/ Ato2007-
2010/2009/Decreto/D6899.htm.
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Seguir o CIOMS (Council for International Organization of
Medical Sciences) ethical code for animal experimentation
(WHO Chronicle 1985; 39(2):51-6) e os preceitos do Colégio
Brasileiro de Experimentacédo Animal - COBEA.
(www.cobea.org.br).

O Corpo Editorial da Revista podera recusar artigos que nao
cumprem rigorosamente os preceitos éticos da pesquisa, seja em
humanos seja em animais.

Identificar precisamente todas as drogas e substancias quimicas
usadas, incluindo os nomes genéricos, dosagens e formas de
administracdo. Ndo usar nomes comerciais ou de empresas. N&o
usar os nomes dos pacientes, iniciais ou registros de hospitais.

Resultados

Apresentar em seqiiéncia légica no texto, usando tabelas,
quadros e figuras (fotos e graficos, que devem ser de boa
qualidade). Ndo repetir no texto todos os dados constantes das
tabelas e/ou figuras. No texto, enfatizar as observacoes
importantes. Incluir os dados de significancia estatistica. As
tabelas devem ser numeradas consecutivamente (algarismos
arabicos) e apresentar um titulo breve, colocado acima. Utilizar
abreviaturas aprovadas e padronizadas. As abreviaturas ndo
padronizadas devem ser explicadas em notas de rodapé. As
figuras também devem ser numeradas sequiencialmente em
algarismos arabicos. As legendas devem aparecer abaixo da
figura.

Discussao

Comparar 0s métodos e resultados com os anteriormente
publicados.

Enfatizar novos e importantes aspectos do estudo. NAO
REPETIR RESULTADOS.

Concluséo

Deve ser clara e concisa e responder aos objetivos do estudo.
EVITAR AFIRMACOES NAO BASEADAS EM DADOS.
Referéncias

A Revista cumpre as normas de Vancouver: Uniform

Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals
do International Committee of Medical Journal Editors
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http://www.cobea.org.br/�

(www.icmje.orq). Versao outubro de 2007.

Os titulos dos periddicos devem ser abreviados de acordo com o
Index Medicus (abbreviations of journal titles) e pelo National
Library of Medicine's Citing Medicine,.

As referéncias devem ser numeradas consecutivamente na
ordem em que foram mencionadas a primeira vez no texto, com
respectivo numero sobrescrito.

Os nomes de todos os autores devem ser citados nas
referéncias (e col/et al ndo séo aceitos). Nao sao aceitas
referéncias a resumos, comunicacao pessoal ou qualquer outra
comunicacgdo nao publicada. O artigo deve ter no maximo 20
referéncias, exceto no caso de artigos de revisdo que podem
apresentar 30 referéncias. Evitar citacfes de livros texto e teses,
gue néo estdo indexadas.

ATENCAO

« Nao se repetem a dezena, centena, milhar da pagina final
do artigo.

Exemplos de referéncias
Artigo de revista

Listar todos os autores

Goldenberg A, Romeo ACDCB, Moreira MB, Apodaca FR,

Linhares MM, Matone J. Acta Cir Bras. 2007 Sept;22(5):366-71.

Livro, Capitulo de livro, Tese
Nao sdo aceitos

Agradecimentos

Reconhecer aqueles que contribuiram para o trabalho, mas sem
possuirem as caracteristicas de autores.

Declarar:
Conflito de interesse:
Fonte de financiamento:

Correspondéncia

Nome completo do autor principal
Endereco completo

Telefones

e-mail
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Norma utilizada para a confeccéo do artigo Original 2.

Journal of Exercise Physiologyonline
(JEPonline)

Manuscrito Formatacao
Os autores devem submeter seus manuscritos, pré-formatada para PEConline requisitos. Os
autores devem baixar o manuscrito modelo apropriado (ou pesquisa original manuscrito ou
revisao, e adicionar o seu conteudo para este documento. Ambos os documentos sao
formatados modelo utilizando o software Microsoft Word. Por favor, anote os recursos de

formatacdo do modelo do documento (como o caso de letra, ponto fonte, cor, etc.)
Um resumo conciso de caracteristicas manuscrito segue.

Pesquisa Manuscritos
Todos espagamento simples em Fonte Arial.
Titulo, Capitalizados, 14 point font, Vermelho

RESUMO maiusculas

Title = 12 font, preto, em letras maiusculas; Autores = 12 font, preto, negro. Caso de titulo;
PEConline ano, volume (nimero): pagina a pagina. Resumo de texto em fonte 12 para trés.

Palavras-chave: Titulo processo e usar até 5 palavras ndo no titulo, separados por virgulas e
um Espaco

INTRODUGCAO maitsculas, fonte 12 em negrito. O texto é Arial 12, preta.
METODOS maitsculas, fonte 12 em negrito. Texto é de 12 letras pretas.
RESULTADOS maidsculas, fonte 12 em negrito. O texto é Arial 12, preta.
DISCUSSAO maitsculas, fonte 12 em negrito. Texto é de 12 letras pretas.
CONCLUSOES maitsculas, fonte 12 em negrito. O texto é 12, fonte preta.
AGRADECIMENTOS maiusculas, fonte 12 em negrito. O texto € Arial 12, preta.

Endereco para correspondéncia: endereco nome, endereco, telefone: (...) ... - ....; FAX: (...)
... E-mail - ....;: abcdef@ghijk.Imn
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REFERENCIAS maiusculas

Lista de referéncias na ordem de cita¢cdo no manuscrito. Identificar todos os autores. N&o
tem uma linha de espaco entre as referéncias sucessivas. Recuo da seguinte forma.

1. Um Autor, Autor B, C Autor, Autor D. titulo completo do manuscrito. Abbreviated
Journal Title. Ano, volume (nUmero): pagina a pagina.

2. Um Autor, Autor B, C Autor, Autor D. titulo completo do manuscrito. Abbreviated
Journal Title. Ano, volume (nUmero): pagina a pagina.

3. Um Autor, Autor B, C Autor, Autor D. titulo completo do manuscrito. Abbreviated
Journal Title. Ano, volume (nimero): pagina a pagina.

4. Um Autor, Autor B, C Autor, Autor D. titulo completo do manuscrito. Abbreviated
Journal Title. Ano, volume (nimero): pagina a pagina.

Lista de referéncias em ordem de citacéo usando o nimero de referéncia entre parénteses,
dentro da sentenca. Por exemplo; "Nossos resultados séo apoiados por estudos similares
realizados com modelos animais e humanos (1,2,3)." Consulte os estilos de referéncia.

Artigo padréo

Vandewalle H. teste de poténcia critica para o exercicio de rampa. Eur J Appl Physiol 1995;
71:285-6.

Kachour M, Vandewalle H, Billat VV, Huet M, THOMAIDIS M, Jousselin E et al. Velocidade
critica de continuo e intermitente executando exercicios - um exemplo dos limites do conceito
de poténcia critica. Eur J Appl Physiol 1996:73:484-7.

Livros

Robergs R, Roberts S. Aplicacdes Exercise Physiology: Exercise, Performance, and
Clinical. St. Louis: Mosby-Year Book, Inc., 1997.

Capitulo de Livro

Silva JM. Fatores relacionados a aquisi¢éo e expressao do comportamento agressivo do
esporte. In: Silva JM, Weinberg RS, editores. Fundamentos psicolégicos do esporte.
Champaign, IL: Human Kinetics, 1984:261-73.

Como citar informacdes da World Wide Web

Consulte a http://www.apa.org/journals/webref.html URL

Tabelas

Utilize o recurso de tabela do Word. Selecione Mesa do cabecalho, em seguida, Inserir,
Entdo MesaE, em seguida, selecione as linhas e nimeros de coluna. Realce a tabela ja

inserida no texto e selecione Mesa, Tabela Auto FormatE, em seguida opcao pré-formatado
Colorido 2.
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Utilizacdo meédiatSD dados para todas as tabelas. Use o simbolo de £ (selecione Inserir,
Simbolo, Certifique-se a fonte é SimboloE, em seguida, clique duas vezes no + simbolo).
Na&o utilize sublinhou um sinal de + (+).

Todo o conteudo da tabela, incluindo a legenda da tabela deve ser de 10 fontes.

Tabela 1. Os dados descritivos dos sujeitos.

Condicoes A B C

Medida 1 (unidades) Significar+SD Significar£SD * Significar+SD" *
Medida 2 (unidades) Significar£SD Significar£SD Significar+SD" *
Medida 3 (unidades) Significar+SD Significar+SD Significar+SD" *

*= significativamente diferente da Condicdo A; ~ = significativamente diferente da Condicdo B

Coloque explicacdes adicionais tabela aqui em 10 de letra.

Use simbolos para representar os resultados significado - *, , #, ~, bem como qualquer vocé
decide as selecbes de fonte de simbolos.

Figuras

PEConline publica na cor, entdo use cores para ajudar a melhorar a clareza dos nimeros. No
entanto, ndo o excesso de cores, utilize apenas porque vocé pode usa-lo. Os nimeros séo
melhores em um fundo branco, preto com machados e rétulos do eixo, com a cor usada para
identificar o simbolo do grupo e / ou diferencas de linha em graficos de linha, e condicéo bar /
diferengas entre os grupos em graficos de barra. Use uma legenda do grafico para explicar
todos os simbolos e / ou diferencas de cor.



141

Norma utilizada para a confeccéo do artigo Original 3.

Microvascular Research

Preparacdo de Manuscritos

Os manuscritos devem ser em espaco duplo. As paginas devem ser numeradas e organizadas
COMo segue:

O titulo da pagina (pag. 1) deve conter o titulo do artigo, nomes dos autores e afiliacdes
completo, notas de rodapé ao titulo, eo endereco para correspondéncia do manuscrito
(incluindo endereco de e-mail e nimeros de telefone e fax). O titulo do trabalho deve ser
breve, ndo mais do que 100 caracteres de comprimento, e deve captar e transmitir a
mensagem-chave de sua pesquisa para um publico mais amplo. Para ajudar a isto, as
abreviacgdes, a ndo ser familiar a um publico amplo, deve ser evitada.

O Abstract (p. 2) deve ser um Gnico nUmero que resume as principais conclusées do papel em
menos de 225 palavras. Depois que a lista um resumo de até 10 palavras-chave que serdo Uteis
para a indexacao ou pesquisa devem ser incluidos.

A Introducéo deve ser o mais conciso possivel, sem subtitulos.

Materiais e métodos deve ser suficientemente detalhada para permitir que as experiéncias
possam ser reproduzidas.

Resultados e Discussdes podem ser organizados em subtitulos.

Agradecimentos deve ser breve e deve preceder as referéncias bibliograficas.

Referéncias deve ser ordenada alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor. As
referéncias devem ser citadas no texto pelo nome e data. Citagdo dos trabalhos com trés ou
mais autores com o sobrenome do primeiro autor e de "et al.” Usar a edicdo mais rrecent do
Chemical Abstracts Service Source Index para abreviagdes de titulos de periddicos.

Holleran, EA, Karki, S., Holzbaur, ELF, 1998. O papel do complexo Dynactin na mobilidade
intracelular. In: Jeon, K.W. (Ed.), International Review of Cytology. Academic Press, San
Diego, vol. 182, pp. 69-109.

Patel, S., Pittman, R.N., 2002. Impacto do microscdpio abertura numérica em medicGes
microspectrophotometric de hemoglobina em microvasos. Microvasc. Res. 64, 198-206.

Tsuchida, E. (Ed.), 1998. Substitutos do sangue - Presente e Perspectivas Futuras. Elsevier,
Amsterdam.

Apenas artigos que foram publicados ou estdo no prelo devem ser incluidos nas referéncias.
Resultados nao publicados ou comunicacfes pessoais devem ser citados como tal no texto.

Figuras. Numeros NUmero consecutivamente com algarismos arabicos. Consulte a =+
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http://www.elsevier.com/artworkinstructions de diretrizes para a elaboracéo de arquivos arte
eletronica.

Valores de cor

Se, juntamente com o seu artigo aceito, vocé apresentar utilizavel figuras a cores, em seguida,
Elsevier garantira, sem qualquer custo adicional, que estes numeros aparecem a cores na Web
(eg, ScienceDirect e outros locais), independentemente de estas ilustragdes séo reproduzidas
em cor na versao impressa. Para reproducdo de cores na impressao, Vocé recebera
informacdes sobre os custos da Elsevier, apds a recepcao do seu artigo aceito. Para mais
informacdes sobre a preparacéo da obra de arte eletronica, consulte =+
http://www.elsevier.com/artworkinstructions [Nota: Devido a complicagdes técnicas que
podem surgir na conversdo de valores de cor para "escala cinzenta" (para a versdo impressa
gue vocé ndo deve optar por cores na impressao), envie para além utilizavel preto-e-branco
arquivos correspondentes a todos os ilustracfes a cores].

Os autores devem observar que um pedido de reversdo de cores para colorir apenas a
publicacdo eletronica na fase de editoracdo e correcdo de prova, vai exigir acordo editorial
independente, com uma eventual revisao, se necessario, e podem atrasar significativamente a
publicacdo de seu manuscrito.

Tabelas devem ser numeradas consecutivamente com algarismos arabicos na ordem de
aparicao no texto. Tipo de cada tabela em espaco duplo em uma pagina separada com um
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ABSTRACT

This study aimed to conduct a systematic review on the interference of aerobic exercise in the
installation of peripheral neuropathy in rats with experimental diabetes. We include articles
that presented randomized assays according to the criteria of inclusion and exclusion. The
search was performed from research in LILACS, SciELO, MEDLINE, PubMed databases and
Cochrane Library, by two independent reviewers. We selected 773 articles, published between
1976 and 2009 that addressed the question of the parameters investigated in our study.
Amongst them, only two articles had been enclosed in the research. The first presents
omissions of some methodological procedures and reports that there were no differences
between the electrophysiological values (speed of nervous conduction and amplitude of action
potential) between the trained diabetic groups and untrained, although both demonstrate
inferior values than the control groups of animals. The second one, with fairly detailed
methodology, describes that the physical activity played a protective function in the
installation of peripheral diabetic neuropathy, using as data, analysis of electrophysiological
parameters and thickness of the myelin sheath. By the scarcity of studies in the area, we
concluded that it does not have sufficient studies to clarify which function of that the physical
exercise can make in the installation of peripheral diabetic neuropathy in rats with

experimental diabetes.
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1. Introduction

Studies requiring experimentation on animals have always been a great alternative in
scientific researches seeking more answers regarding pathologies evolution and the reaction
of a specific treatment. Studies on experimented animals with type 1 Diabetes gotten through
pills that destroy pancreas  cells were able to reproduce both micro and macrovascular
changes that happen over time in patients with diabetes (Prabhakar, Starnes, Shi, Lonis, &
Tran, 2007; Arora, Kumar, Kaundal, & Sharma, 2008; Morrison et al, 2008).

Diabetes is characterized by high glucose indices in blood following a lack, or even an
absence of insulin (Fregonesi, Faria, Molinari, & Neto, 2004). This glucose accumulation
causes several complications such as neuropathies (autonomic and peripheral) (Prabhakar,
Starnes, Shi, Lonis, & Tran, 2007; Arora, Kumar, Kaundal, & Sharma, 2008; Morrison et al,
2008; Cherian, Roy, Pinheiro & Roy, 2009). Peripheral neuropathy is defined as a
heterogeneous group of disturbances in which one, or all peripheral nervous system elements
are damaged, thus affecting the myelin, the axon, or both, mainly (White, Pritchard, &
Turner-Sotokes, 2008). Because of its varied cause, studies on its etiopathogeny face
numerous ethical resistances on human studies (Gagliard, 2003).

Physical activity is one of the best therapeutic forms to lower glycemic indices. In general, it
significantly increases the body’s energy need, while making some mild changes both in
cellular metabolism and in neuroendocrine control (Kemmer & Berger, 1983). Blood glucoses
reduction, during physical activity, it is believed, might be due to the decrease in hepatitis
blood glucoses production, when considering a normal increase in the glucoses muscle usage
(Minuk et al, 1981). Physical activity’s effect on insulin sensibility has been demonstrated
between 12-48 hours after exercise, and back to pre-activity levels in three to five days after

last exercise (Eriksson, Taimela, & Koivisto, 1997).
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These gains seem to happen both in aerobics and in resistance exercises (Ciolac & Guimaraes,
2002).

Studies using activities or physical activities in humans with diabetic neuropathy show a
series of variables the investigator cannot fully control causing possible bias during research.
Thus, this study’s objective was systematically to review literature and assess those studies

that have used physical exercise in animals infused with experimental diabetes.

2. Methodology

For that revision to take place between March-April 2009, published articles were selected
from indexed periodicals in databases such as LILACS, SciELO, PubMEd/MEDLINE and
Cochrane published between 1976-2009.

Keywords used were based on MeSH list, and the following terms selected: neural
conduction, diabetic neuropathies, exercise, diabetes Mellitus/chemically induced, ranvier’s
nodes, nerve fibers/myelinated. Selected terms for the DeCS’ list were: streptozotocin induced
diabetes, aerobic exercise, diabetic neuropathies, nerve conduction, peripheral nerves.
Keywords from the topic were also selected during research: diabetes, neuropathy, exercise,
velocity, conduction, nerves. It is only in pubmed there was a limit to the topic regarding
studies with animals. All these combinations were used in all databases. References from
selected articles were checked to identify other studies that could have been omitted during
electronic search, also.

The title and abstracts identified during researches were independently examined by two
investigators (JNM, KDSL, CCC), on computer screen to select possible relevant studies. A
third investigator (SRAM), if present, would solve any existing disagreements.

The following inclusion criteria were considered in the study’s selection: studies with male

rats, submitted to chemical diabetes induction and studies that would use as peripheral
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neuropathy evaluation form the nerve conduction velocity one, action potential amplitude
and/or peripheral nerves morphologic and morphometric studies. Other criteria using control
group and experimental group were also used, carpet training or swimming. Studies on
humans, with anaerobic exercises or that only assessed autonomic neuropathy were excluded.
Peripheral nerve morphofunctional repercussions were considered the primary outcome,

ponderal evolution and glycemic behavior, the second.

3. Results

Among the 773 articles initially identified electronically, 5 were totally recuperated for more
detailed evaluation, three of them excluded then, because neuropathy did not emanate from
diabetes induction: Snow et al (2005) and Selagzi et al (2008) (Fig. 1).

Among selected studies, the one from Snow et al (2005) was about evaluating the aspect of
myosin heavy chain in rats with experimental diabetic neuropathy submitted to exercise and
Selagzi et al (2008) manage to determine physical exercise’s therapeutic and protective effect
in rats with experimental peripheral and diabetic neuropathy.

Snow et al (2005) evaluated these parameters using 32 Sprague Dawley rats initially weighing
200-250g and randomly chosen to compose both the diabetic and the control groups. Selagzi
et al (2008) used 70 Winstar rats initially weighing on average 2419+29.99, with 12 weeks of
age (table 1). Both kept the animals in inverted cycle, with Selagzi et al (2008) using the
specific time — dark cycle 9AM-9 PM.

Snow et al, (2005) randomly divided their animals in 4 groups, each one 8 animals, without
saying how: sedentary control (SC); sedentary diabetic (SD); exercise control (EC) and
exercise diabetic (ED). Selagzi et al (2008) randomly divided the animals in 5 groups, and
without explanation, also: C (n=10) control animal; E (n=15) group of healthy trained

animals; D (n=15) untrained diabetic animals; DEx (n=15) diabetic animals submitted to
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training; EXD (n=15) animals initially healthy started 4 weeks physical training. They were
induced with diabetes after then continued with 4 more training weeks.

In both studies, diabetes induction was performed through streptozotocin peritoneal shot with
a dosage between 50-60mg/Kg, in Snow et al (2005) study, and 45mg/Kg, in Selagzi et al
(2008). Snow et al (2005) checked for glycemia 5 days after procedure to confirm diabetes.
He considered diabetic, rats with glycemia >250 mg/dl. Selagzi et al (2008) received
confirmation after 2 induction days, and the animals with blood glucoses levels of> 200
mmol/dl were considered diabetics. Diabetes was only induced on animals in ExD group upon
completing 16 weeks.

Snow et al (2005) applied insulin in animals, when glycemia was high than 200 mg/gl, to
prevent hypoglycemia. For trained animals with administrated dosage it was 2.3 units and for
sedentary, 2.5.

Both Snow et al (2005) and Selagzi et al (2008) studies exercises protocols are described in
table 2; used electrophysiology study to evaluate neuropathy; present the methodology and
results in table 2.

Selagzi et al (2008) performed the morphologic analysis on the sciatic nerve segment. The
histology analysis happened secretly, as the authors do not say how. To prepare materials
nervous system tissues were immediately infused in a neutral solution of formol at 10%, then
in paraffin; transverse (4um) and bloodstained slices with hematoxylin and eosin to evaluate
myelin degeneration. One hundred myelin sheaths of each slice had their thickness measured
by ocular micrometer attached to an optic microscope with 1000x of enlargement.

Snow et al (2005) compared both glycemic indexes and animals weigh, and realized a
significant difference between control and diabetic animals, glycemia increase and weigh loss.
Results evaluation from Selagzi et al (2008) study were obtained through glycemic levels

quantification; swimming and diabetes effects on animals weight, on electromyography
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parameters, and on myelin sheath thickness. These authors found out that swimming had no
effects on the animals’ glycemic levels.

Regarding animal weigh, a rapid increase was observed in control groups (C) and exercised
(E). When control groups (C), diabetics (D) and exercised (E), were compared and induced
diabetes (ExD) after, there was a significant weight reduction, as well as between exercised
(E), diabetic (D) and exercised and induced diabetes after (ExD), groups. Meanwhile,
exercised/trained group and after induced with diabetes (ExD) gained more weight than other
diabetic groups. Thus, they concluded that exercising proved to be an effective prevention
against weight loss.

During studied animals’ myelin sheath thickness evaluation, the control group (C) average
value was significantly higher when compared to diabetic group (D). A major increase in
average values was found in exercised groups and after induced with diabetes (ExD), and
trained diabetics (DEX), when compared to diabetic group (D). The authors concluded that
exercising before and after induction prefigured injuries on the myelin. They also found

significant differences between control groups (C) and exercised (E).

4. Discussion
The current review showed the existence of lack of studies with animals experimented on that
evaluated effects of physical exercise on diabetic neuropathy.

In Snow et al (2005) study, we can see that the methodology to obtain results was not well
detailed, as they are not clear as to whether they had compared electrophysiology parameters,
or not; glycemia and weigh between diabetic animals. In Selagzi et al (2008), it was.

The sample’s total size in both studies was one hundred and two animals but, Selagzi et al

(2008) say that two animals from diabetic group (D), three from exercised diabetic group
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(DEx) and four from exercised and induced diabetes (ExD) all died before the end of study;
which shows a final sample of ninety three animals in both studies.

Both studies used unspecified and randomly chosen groups; control groups classifying the
study as randomly controlled.

The literature describes various dosages for diabetes induction when using streptozotocin. The
described dosage varies from 40mg/kg to 70mg/Kg (Tancréde, Rousseau-Migneron, &
Nadeau 1982; Wright & Nukada, 1994; Kato et al, 2005; Heidarianpour et al, 2007) proving
that the one used was coherent with those borrowed from other studies.

The induction’s age to evaluate diabetic neuropathy presence varies a lot between the studies,
which might affects researches results. Snow et al (2005) does not provide animals age, only
their weigh. Selagzi et al (2008) induced diabetes to animals with only 12 weeks of age. One
important fact found in literature is the moment nerve maturation takes place, which is
believed to happen around the 26™-30" week of age, making the age induction pivotal in
nerve alterations due to increase in glycemic levels. This information is thus useful regarding
comparison with other studies (Malone, et al 1996).

Selagzi et al (2008) do not disclose slides analysis, and do not tell how the disclosure was.
This is important regarding researcher’s interference in results analysis.

The treadmill running program used in Snow et al (2005) study looks similar to the one
described in literature that varies between 6 weeks-2 months, with average velocities of
20m/min. Training days also vary between protocols of 3-7 times per week, and duration of
30-90 minutes (Lamontagne et al, 2007; Lemos et al, 2007; Park, Hong, & Sung, 2007; Hsieh
et al, 2008; Hung et al, 2008; Park, Hong, & Sung, 2008). The protocol of exercise used by
Selagzi et al (2008) is also compatible with those presented in other experiments on diabetic

rats. Trainings vary from 4-12 weeks, usually with 1 hour of swimming per day during 5 days
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per week (Oliveira, Luciano, Marcondes, & Mello, 2007; Lemos et al, 2007; Gomes, Leme,
Mello, Luciano, & Caetano, 2008).

Evaluation methods proposed by both Snow et al (2005) and Selagzi et al (2008):
amplitude, CMAP latency and nerve conduction velocity, seem a good option to evaluate
adjustment in nerve structure. Studies show that alterations in electrophysiology parameters
can be observed after 3 weeks of induction (Kato et al, 2004). But Snow et al (2005) do not
disclose if the base values were peak, or peak-to-peak, which could obstruct comparisons with
other studies, like during segment temperature registration that could also influence values.
Selagzi et al (2008) also use the measurement of the myelin sheath thickness as evaluation
method. Other authors also use this same structure as evaluation parameter, showing how it
tends to decrease in animal with diabetes (Bestetti, Rossi, & Zemp, 1981; Malone et al, 1996).
It became evident that studies on physical exercise influence on the presence of peripheral
neuropathy in rats with experimental diabetes are still rare, and with different results, making
it difficult to tell if this intervention is beneficial or not. Regarding methodological aspect, we
can see that evaluated methodologies are similar to literature (diabetes induction, training
protocols, electrophysiology evaluation) though the criteria for evaluating the quality of
articles (computation and kind of sample’s randomization; obstruction of results analysis, etc.)
were obscure, while one of the studies presents important omissions in methodology.

This intervention aspect needs a huge scientific support, as it aims at better understand
physical exercise answers from the peripheral nerve structure in diabetic area. Other studies
with similar methodology like the one described by Selagzi et al (2005) become thus critical

that would also consider other ages for induction and for different exercises protocols.
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Legends

Fig 1. Search and selection of studies for systematic review.

Table 1. Description of the data included in the studies and quality assessment of articles.

Table 2. Exercise protocol, electrophysiological techniques and results of
electrophysiological study.
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Table 1
Author Animal Total sample Randomization Blinding of
model (N) results analyzed
Snow et Sprague 32 animals yes no
al, 2005 Dawley -
male
Selagzi et Wistar - male 70 animals yes yes

al 2008
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Table 2.
Study

Exercise protocol
Snow et al, 2005

Treadmill running
12wks, 5 days/wk
2wk accommodation period
Training program began with the rats The CMAP amplitudes was
running for 60 mins at m/min and significantly lower than both control
incline grade of 10%. The speed was groups
increased at 2-wk intervals until a
maximum speed of 27 m/min was
reached. The fifth week of training,
running times were 50 or 60 mins on
alternate days to optimize animal
cooperation and avoid overtraining

Electrophysiological techniques
Electrophysiology testing was
performed on the left leg to determine
nerve conduction velocities and CMAP
amplitudes in the tibial and sciatic
nerves.

Results
Electrophysiologic data were consistent
with peripheral neuropathy in the
diabetic animals.

Selagzi et al 2008 Swimming exercise, 1h day

8wks, 5days/wk
Glass tank (length 100cm, width
90cm, depth 60cm) 31+£1C
The duration of the first swimming
exercise was limited to 15 min and
increased by 15 min daily until it
reached 1 h.

CMAP were recorded from the
gastrocnemius muscle by the surface
disc electrodes
CMAP were recorded on the 0™, 28"
and 56" days in all 5 groups
The amplitude of the CMAP is the

Decrease of 37% of the amplitude of the
CMAP in group D and 56% in the DEx
group after 28 days of induction.
Compared with group C, the amplitude
decreased by 54% in group D and 43%

in the DEXx group at 56 days. However,
height in millivolts from the baseline to the exercise, which was used before

the peak of the negative phase. The induction of diabetes, showed prevent
CMAP latency is the time in msec from  axonal dysfunction in group ExD. With
the application of a stimulus to the 28 days after the induction observed
initial deflection from the baseline. increase in CMAP latency in the
Temperature maintained at 37 C diabetic group, characterizing diabetic

neuropathy.

CMAP - compound motor action potencial; D — untrained diabetic animals; DEXx — diabetic animals submitted to training; C — control animal;
ExD - animals initially healthy started 4 weeks physical training
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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 29+6 pV to 8513 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 néo invasiva a conducdo nervosa sensitiva do nervo caudal em
ratos normais em desenvolvimento. Métodos: Vinte ratos machos Wistar foram utilizados. A
conducdo 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
conducéo nervosa do nervo caudal cresceu linearmente de 29 + 6uV para 85+ 13 uV ¢ 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 (LV) = 8,1x semanas - 34 (R* =
0,99) e velocidade de condugdo 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.
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Descritores: Conducao 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
g:grg\ii)st of surgically placing electrodes or introducing thin needles inside the animal body
The caudal nerve has been used for nerve conduction studies in rats, for being easily accessed
and long, enabling accurate measurement of distances **?. 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 liglt 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 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 PV to 85+13 PV and from 343 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).

Amplitude { V) YCN (s )
100 1 6l -

Araplitode { uW )= 8.1 * age { weeks ) - 34 W l 1 VO {mis)=12 % age { weeks ) +25
o0 4 Ri=000 T e J MY pr-pss .
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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 (LV) or NCV (uV) and age (weeks) and the squared correlation coefficient
(R?) is shown
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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 *2 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 *?, 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.

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). Inducéo do
diabetes atraves da estreptozotocina 60mg/Kg. Treinamento por seis semanas (natag&o,
1h/dia, 5x/sem). Semanalmente verificava-se glicemia, peso, velocidade conducgdo nervosa
(VCN), amplitude potencial de agdo nervo caudal. Apos sacrificio analizou-se: numero,
densidade, tamanho de fibras mielinicas, area de seccdo transversa do nervo ciético.
Resultados: glicemia GDE diminuiu comparando ao GDS. Os diabéticos apresentaram
diminuicdo ponderal. A VCN dos diabéticos, a partir da 3% semana diminuiu em relagdo aos
controles. Amplitude na 42 semana aumentou no grupo dos diabéticos. Parametros
morfomeétricos sem alteracdo exceto no tamanho das fibras intermediarias entre os grupos
sedentérios. Conclusdo: quadro de instalagdo da NP apresenta-se mais precocemente na VCN.
O exercicio mostrou ndo influenciar no seu aparecimento.

Palavras-chave: Ratos, Neuropatia Diabética, Nervo Ciatico, Conducdo 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 atenuagédo das complicagdes clinicas
decorrentes do diabetes como, por exemplo, melhora do perfil lipidico e glicémico e
diminuicdo da concentragdo de acidos graxos livres (1,2,3).

No entanto ainda existe uma lacuna a respeito de como o exercicio influencia o quadro
de neuropatia diabética periférica, alteracdo tdo frequente neste grupo de pacientes. A
neuropatia diabética é resultado de uma perda da sensibilidade distal que pode levar a
alterac6es musculoesqueléticas (4) trazendo um grande prejuizo na qualidade de vida desses
individuos.

Existem evidéncias, tanto clinicas (5,6) quanto experimentais (7), que 0 exercicio
fisico promove um efeito protetor no desenvolvimento da neuropatia diabética periférica,

porém o mecanismo pelo qual isto acontece ainda ndo esta totalmente esclarecido.
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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 natacéo.

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 ndo treinados, assim ficaram quatro
grupos: grupo controle sedentario (GCS) composto por animais sadios restritos a
movimentacdo dentro da propria gaiola; grupo controle exercitado (GCE) animais sadios
submetidos ao exercicio de natacdo; grupo diabético sedentério (GDS) formado por animais
que foram induzidos o diabetes experimental, também restritos a movimentacao dentro da
propria 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 solucédo de streptozotocina (Sigma Chemical Co.,
USA), atraves de administracdo intraperitoneal, apds jejum alimentar de 12 horas. A
streptozotocina (STZ) foi diluida em tampéo citrato de sddio 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 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 verificagdo da glicose sanguinea
realizada ap6s um jejum de 12 horas, 3 e 7 dias apds a administracdo de STZ, por pun¢do 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
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sanguinea > 200 mg/dL foram incluidos no experimento. Em seguida, semanalmente, foi

verificada a glicemia (ap6s jejum de 12h) e o peso de todos os animais.

Protocolo de exercicio

Os animais exercitados realizaram um protocolo de exercicio moderado de natagdo
durante seis semanas, cinco dias por semana. A primeira semana (semana de
condicionamento) foi composta por exercicios que tinha a duracéo 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 dgua foi controlada por um termostato
gue a mantinha em 32 £1°C.

Ap0s as sessdes de natacdo os ratos permaneciam durante 20 minutos em uma camera

de aquecimento para que secagem dos pélos (10).

Estudo da velocidade de condugéo nervosa e amplitude do potencial de a¢éo do nervo
sensitivo

O estudo da condugdo nervosa foi realizado no Laboratério de Eletroneuromiografia
do Hospital das Clinicas — UFPE. O registro do grupo controle ocorreu quando 0s 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 inducdo. Apds uma semana ocorreu o registro semanal durante seis semanas
consecutivas (semana 2-7).

Para a verificacdo da velocidade de conducgdo nervosa (VCN) 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 seis eletrodos do tipo “jacaré” dispostos em linha reta a cada trés centimetros.
Os dois eletrodos distais foram utilizados para estimulacéo, os dois proximais para registro e
os dois centrais como terra.

ApoOs 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
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posicionado ventralmente, de forma que sua cauda ficasse completamente livre, para
posiciona-la entre os eletrodos. A cauda era previamente aquecida, com uma lampada dicréica
colocada acerca de 10cm da cauda do animal de forma a obter-se uma temperatura media 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 Histoldgico

Ao completar seis semanas de exercicio quatro animais de cada grupo, escolhidos
aleatoriamente, foram anestesiados com uma soluco 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).

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

Ap0s a exposicdo do nervo, uma pré-fixacdo foi realizada com solucdo Karnowisky
(solucédo de 2,5% de glutaldeido, 4% de paraformaldeido e 0,1M de tampéo cacodilato de
sodio, pH=7,4), através de gotejamento de 1 mL desta solugdo no nervo ciético in situ. O
tecido nervoso foi seccionado transversalmente e encaminhado para processamento
histologico.

Para o processamento histolégico dos cortes semi-finos, foi utilizada a técnica
sugerida por Chen (12). Os fragmentos nervosos foram fixados em solucdo Karnowisky por
24h a 4°C. Apos este procedimento, os fragmentos foram lavados com solugdo aquosa de
tampdo cacodilato de sodio e pds-fixados com solucdo contendo 1% tetroxido de 6smio por
lhora e 30 minutos, em temperatura ambiente. Em seguida o material foi desidratado em
concentracdes crescentes de solucdo aquosa de acetona, (50%, 70%, 90% e 100%), sendo
embebido em resina Epon 812 (Polysciences®). Para a realizagdo dos cortes semi-finos dos
fragmentos de nervo cidtico emblocados, foi utilizado o ultramicrétomo (ULTRACUP,
LEICA), obtidos cortes transversais com espessura de 0,5 pum. Os cortes semi-finos foram
corados com azul de toluidina (1%), corante especifico para estruturas ricas em lipidios, como

a bainha de mielina.
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Anélise Histomorfométrica do nervo ciatico

Para quantificagdo das fibras nervosas mielinicas, utilizou-se o microscopio 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 quantificacdo do nimero
de fibras mielinicas foi realizada utilizando o programa Mesurim Pro 08 (disponivel
gratuitamente na internet) analisando todos os campos microscopicos das imagens capturadas.

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 (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 calculo da densidade das fibras utilizou-se a relacdo entre 0 nimero de fibras
mielinizadas e a 4rea total ocupada pelas fibras (mm?) (14). Para a analise dos didmetros das
fibras nervosas mielinicas, foram escolhidas randomicamente, cinco imagens de campos
microscopicos para cada animal, sendo consideradas para analises todas as fibras presentes
nos campos microscopicos analisados.

Andlise estatistica

Para a realizacdo da anélise 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 média + desvio padrdo (paramétricos) e em
mediana * erro-padrdo (ndo-paramétricos), utilizando 95% comao nivel de significancia.

Na avaliagéo da velocidade de conducdo nervosa e da amplitude do potencial de acéo,
utilizamos o programa Xlstat. Neste realizou-se uma analise de variancia - ANOVA modelo
misto 2 x 2 x 7 (grupo, condi¢do, tempo), com comparagdes a posteriori com teste de Tukey.
O p critico foi de 0,05.

RESULTADOS

Peso corpdreo e Glicemia

Na semana 0 os animais do GDS apresentaram peso corpéreo menor do que o GCS.
Esta diferenca se manteve durante todo o experimento (Figura 1). A avaliacdo do peso
corporeo 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-
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se uma diminuigdo no peso corpéreo do GCE nas semanas 3, 4, 6 e 7 (Figura 1). Na semana 1
e 2 houve uma diminuicdo significativa dos pesos corporeos 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 0s
animais terem sido submetidos a inducdo do diabetes. Comparando-se os valores da semana 1
com os valores da semana 7 observou-se que os 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 treinamento
os valores glicémicos apresentados pelo GDE foram significativamente menores que os do
GDS (Figura 2).

Velocidade de Conducéo nervosa e amplitude do potencial de agdo do nervo sensitivo

A velocidade de conducédo nervosa ndo apresentou diferenca entre os grupos diabéticos
(GDS e GDE), no entanto, a partir da 3° semana po6s inducdo, foi observado diminui¢cdo dos
valores médios da velocidade de conducdo 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 p6s inducdo, valores maiores que os apresentados pelo grupo controle
(Tabela 2). N&o foi observada diferenca nos valores da amplitude do potencial de acdo do

nervo caudal entre os animais do GDS e GDE (Tabela 2).

Avaliagdo Histomorfométrica do nervo ciatico

Em relacdo ao numero de fibras mielinicas, area de seccao transversa do nervo ciatico
e densidade de fibras mielinizadas ndo foi observada diferenca entre os grupos analisados
(Tabela 3).

Foi observado um aumento no ndmero 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 comparacéo entre os demais grupos ndo demonstrou diferenca com relagao aos tipos

de fibras do nervo (Tabela 4).

Discusséo
Dentre as complicagcdes mais freqlientes e severas do diabetes destaca-se a neuropatia,

alteracdo no sistema nervoso periférico, promovida, em longo prazo, por niveis elevados de
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glicose no sangue (15). Um dos recursos preconizados para tentar controlar os niveis
glicémicos é a atividade fisica. Diminuicdo dos niveis glicémicos foi observado em animais
submetidos a protocolo de natacdo, de duracdo de quatro e oito semanas, respectivamente
Gomes e cols (3) Lemos e cols (16). Acredita-se que esta diminui¢cdo ocorra porque quando o
exercicio € realizado na presenga 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 diminuicdo do peso
corporeo 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, os animais diabéticos tenderam a
perda do peso, tendo o GDE demonstrado uma perda significativa.

Nos nossos resultados observamos uma diminuicdo da velocidade de conducgéo
nervosa nos animais dos grupos diabéticos apos trés semanas de indugdo, embora ndo tenha
sido verificada alteragcdo na estrutura do nervo entre os grupos avaliados.

Malone e cols (19) em seu estudo sobre o efeito da hiperglicemia na estrutura e na
conducdo nervosa demonstraram uma diminuicdo significativa na velocidade de conducéo
nervosa ap6s 4 semanas da inducdo. A velocidade de condugdo nervosa esta bastante
relacionada aos nodos de Ranvier. Jakobsen (20) em seu estudo pode observar que apds 4
semanas de inducdo o nodo de Ranvier apresentou-se levemente alargado e que havia um
aumento paronodal em relacdo ao calibre da fibra nervosa. Essa mudanca tem sido relatada
como um sinal precoce de neuropatia diabética experimental. N&o se sabe se este alargamento
do nodo de Ranvier pode estd 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 conducao nervosa, o que poderia explicar 0s nossos achados.

A literatura descreve a neuropatia como de origem multifatorial. Uma delas é a
bioguimica. Dentre a via metabdlica uma das mais estudadas € a via do poliol. Acredita-se
que o acumulo de sorbitol resulta em diminuicdo dos niveis intracelulares de mioinositol e
taurina, até o ponto que sejam limitantes para 0 metabolismo intracelular. Demonstrou-se que
a reducdo dos niveis de mioinositol se associa a diminui¢do da atividade do Na+, K+ e da
ATPase levando a diminuigéo da velocidade de conducédo nervosa (21,22,23).

Em nosso estudo ndo avaliamos as concentragdes dessas substancias, entretanto, no
estudo de Malone e cols (19) ratos que foram induzidos na sexta semana de vida apresentaram
apos quatro semanas da inducdo diminuicdo da VCN, e ao final da 20* semana pds-inducgéo

demonstraram valores aumentados de sorbitol.
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Outro fator importante que pode interferir nos pardmetros eletrofisioldgicos € 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 alteragcbes no didmetro das fibras mielinicas, porém houve uma
diminuig&o significativa na densidade endoneural de capilares.

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

Neste estudo o numero das fibras mielinicas, a area de seccdo transversa do nervo
ciatico e a densidade de fibras mielinizadas ndo apresentaram diferengas 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 apés 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 o0 grupo dos
animais diabéticos treinados com 0s ndo treinados observou um significativo aumento nos
valores médios da espessura da bainha dos animais treinados.

N&o existe um consenso sobre o periodo necessério, apds a inducéo do diabetes, para
ocorrer alteracdes nos nervos periféricos. Jakobsen (25) descreve uma diminuicdo da area de
corte transversal das fibras mielinicas do nervo fibular, quatro semanas ap6s inducdo do
diabetes. Observou também que as fibras pequenas sofreram mais alteragdes 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 inducdo 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 ap6s 20 semanas 0s animais apresentavam
diminuicdo da bainha de mielina, maior densidade de fibras pequenas, diminui¢do do nimero
de fibras grandes, no entanto a area axonal ndo demonstrou alteracdes. Ao induzir o diabetes
nos animais com 26 semanas de idade, ndo foram observadas alteracdes na VCN nem grandes
alteracbes quando comparou estes animais ao grupo controle.

Um outro estudo, apos inducéo de 4 meses com estreptozotocina em ratos Wistar com
peso 100g demonstrou que apds este periodo houve uma ligeira reducdo axonal na area de

seccdo transversa e uma reducdo das fibras mielinicas (26).
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Desta forma, observa-se que o0s 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 comparacao direta com os diferentes protocolos utilizados.

Em relagdo aos tamanhos das fibras, neste trabalho foi adotada a classificagdo 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 comparagdo com os resultados do presente trabalho.

Os resultados do presente estudo sugerem que o periodo de avaliagdo pos-inducdo
adotado nesse modelo pode néo ter sido suficiente para promover a instalacdo de alteracdes
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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Figura 2.
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Titulos e legendas das Figuras

Figura 1. Evolucdo ponderal dos animais dos quarto grupos estudados, durante todo o

experimento. Valores expressos em média * desvio-padréo.

Legenda Figural. a DT X DS, p<0,02; § CT X DT, p <0,002; # CT X CS, p <0,03;

* CS X DS, p < 0,05

Figura 2. Perfil glicémico dos animais dos quatro grupos estudados, durante todo o

experimento. Valores expressos em média + desvio-padrao.

Legenda Figura 1. a DT X DS; § CT X DT; # CT X CS; * CS X DS, 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
si 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+194 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+1,55 39,52+2,43  41,07+2,13  40,29+1,09
St 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 39,17x194 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 acaquf), pico a pico, do nervo caudal,

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

Semana/Grupo GCS GCE Média GDS GDE Média

S0 29,29+4,36 3047,27 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 58,37x11,94  57,86+0,72
S3 57,15£9,79  57,96+7,19 57,55+0,57 62,70+14,79 80,03+x12,00  71,36+12,25
S4 66,65+18,68 61,57+9,22 64,11+3,59 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+21,93 72,83+5,06

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

diabético sedentério; GDE — grupo diabético treinado.

--- Dados ndo coletados
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Tabela 3. Comparacdo do numero de fibras mielinicas, area de sec¢édo transversa do nervo
ciatico e densidade das fibras nervosas mielinicas, presentes nos grupos Controle Sedentario
(GCYS), controle treinado (GCE), diabético sedentario (GDS), Diabético Treinado (GDE).

Valores expressos em média e desvio padréo

Parametro Grupos

GCS GCE GDS GDE

NuUmero 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
seccgao

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

FI
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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TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

EFEITO DO TREINO DE NATACAO SOBRE O TECIDO OSSEO DE RATOS COM
DIABETES EXPERIMENTAL'
EFFECT OF SWIMMING TRAINING ON BONE TISSUE OF RATS WITH
EXPERIMENTAL DIABETES!

Marina Hazin Galv&o? Celina Cordeiro de Carvalho®, Silvia Regina Arruda de Moraes*.

Resumo: O presente estudo investigou as repercussdes do nado livre na remodelagem do tecido dsseo em ratos
diabéticos. Foram utilizados quarenta ratos machos albinos, da linhagem Wistar, com 60 dias de idade, sendo
distribuidos aleatoriamente em 4 grupos (n=10): controle sedentario (GCS), controle exercitado (GCE),
diabético sedentario (GDS) e diabético exercitado (GDE). Aos 60 dias de vida induziu-se o diabetes pela
administracdo de estreptozotocina (60 mg/kg). Apds a confirmacdo do diabetes foi realizada semanalmente a
verificacdo, em todos os grupos, do peso corpdreo e da glicemia e os grupos de animais exercitados foram
submetidos a um protocolo de treinamento fisico composto por 6 semanas de natagao, sendo realizado 5 dias por
semana. Apds esse periodo os animais foram anestesiados e houve coleta dos fémures direitos. O peso do fémur
foi aferido através de uma balanga de precisfo, e 0 comprimento estimado com um paquimetro (0,02mm). Foi
realizada a andlise estatistica dos dados através do teste t-Student (p<0,05). Foi observada redug¢do no peso
corpéreo, no peso do fémur e no comprimento do fémur dos animais do GDS em relacéo aos do GCS; e dos
animais do GDE em relacdo aos do GCE. Os achados sugerem que o diabetes provocou uma redugdo no peso
corpdreo dos animais e no peso e comprimento do fémur e o protocolo de exercicio fisico com natacéo aplicado
aos animais ndo foi eficaz para reverter esse déficit no tecido 6sseo.

Palavras-chave: Diabetes experimental, Natacdo, Tecido 6sseo.

Abstract: This study was carried out to investigate the consequences of swimming activities on remodeling
diabetic rats bone tissues. Forty 60 days old albino male rats of the Wistar strain were randomly divided into four
groups (n=10): sedentary control (SCG), exercised control (ECG) sedentary diabetic (SDG) and exercised
diabetic (EDG). Diabetes was induced by injecting them with 60mg/kg body weight streptozotocin. Upon
confirmation of diabetis, all animals were weekly weighed and glicemia level measured and groups of exercised
animals were submitted to an exercise training protocol for six weeks/five days a week. After this period the
animals were anesthetized to have their right femurs collected. The Femoral bones were weighted with a
precision scale and length measured with a paquimeter (0,02mm). An statistical t-Student (p<0,05) test was used
to asses the data. There was a reduction in body weight and femoral weight and length of the GDS animals in
relation to the GCS ones, and GDE animal as compared to GCE ones. The findings suggest that diabetes resulted
in a reduced animal body weight and femoral weight and length. The swimming training protocol was not
effective in restoring bone tissue deficit on animals.

Keywords : Experimental diabetes, Swimming, Bone tissue.
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INTRODUCAO

O osso € um tecido extremamente ativo. No esqueleto em desenvolvimento, as
atividades metabolicas estdo voltadas, primariamente, para o crescimento e a modelagédo
Ossea, processos pelos quais 0 0sso atinge sua forma e seu tamanho, enquanto que no adulto,
ha envolvimento predominante da remodelacdo (SZEJNFELD, 2000; AMADEI et al, 2006).

O crescimento compreende o desenvolvimento de toda estrutura esquelética, tanto na
largura quanto no comprimento, fenémeno controlado principalmente pelo sistema endocrino.
Por sua vez, a modelagem € responsavel pelo aumento da resisténcia 6ssea, pelo ganho de
massa e corresponde principalmente ao tamanho 6sseo (BARROS et al, 2008) Esta fase se
caracteriza pela intensa osteogénese e as atividades das células osteobléasticas e osteoclasticas
sdo independentes (GENESER, 2004). J& o processo de remodelacdo ocorre em pequenos
conjuntos de células chamadas de unidades multicelulares basicas de remodelacdo dssea
(BMU), as quais sdo caracterizadas pelo acoplamento das funcbes dos osteoclastos e
osteoblastos, com o objetivo de promover a remocao localizada do 0sso antigo (reabsorcéo) e
substituicdo por osso recentemente formado, respectivamente (AMADEI et al, 2006). Esse
evento continua por toda a vida adulta do individuo, sendo responsavel pela renovagdo do
esqueleto e manutengdo de sua integridade anatomica e estrutural (AMADEI et al, 2006;
ERIKSEN, FATOURECHI, KHOSLA, 2007; BARROS et al, 2008).

A remodelacdo 0ssea deve ser regulada rigorosamente por fatores locais e sistémicos,
pois desvios significativos do equilibrio entre reabsorcdo e formacgdo implicariam perda ou
ganho &sseo com possiveis consequéncias em termos de aumento do risco de fraturas
(ERIKSEN, FATOURECHI, KHOSLA, 2007).

O Diabetes Mellitus € um distarbio cronico que afeta 0 metabolismo dos carboidratos,
gorduras e proteinas, resultante, de forma geral, da diminuicdo da acdo insulinica
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2008). O desequilibrio metabdlico consequente
do Diabetes Mellitus insulino-dependente (DMID) afeta varios sistemas que tem relagdes de
interdependéncia. No sistema 6sseo, compromete seu metabolismo, seu crescimento e seu
desenvolvimento (SOUZA e LUCIANO, 2005).

O horménio do crescimento (GH) e o fator de crescimento do tipo insulina 1 (IGF-I)
desempenham um papel importante na manutencdo da massa muscular, agindo também como
um fator anabolizante do osso. Além disso, os niveis circulantes de IGF-1 desempenham um
papel importante na remodelacdo 0ssea, e mantém uma relacdo direta sobre o crescimento
0sseo linear (GOMES et al, 2006).
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Os mecanismos fisiopatolégicos relacionados a perda 6ssea no DMID parecem incluir
reducdo da atividade osteobléstica, alteracdo do metabolismo fosfocéalcico, diminuicdo da
sintese colagena ou producdo reduzida do fator de crescimento do tipo insulina I (IGF-I) e
insulina (VARGAS et al, 2003). Os baixos niveis de insulina no diabetes tipo | podem causar
uma reducdo da densidade mineral 6ssea (ROSHOLT, HEGARTY, 1981; SCHWARTZ,
2003; DOMINGUEZ, 2004; GOMES et al, 2006).

Por outro lado, sdo conhecidos os efeitos osteogénicos dos exercicios sobre o sistema
esquelético (SOUZA et al, 2005). As forcas mecénicas induzidas pelo exercicio fisico agem
sobre os osteoblastos para formar novo tecido, adaptando-o aos estimulos externos. De forma
similar, a acdo muscular resulta em estresse mecénico no 0sso gerando potenciais elétricos
que afetam o equilibrio da atividade osteoblastica e osteoclastica, induzindo-o a novas
modificacdes (VERHAEGHE et al, 2000; BARROS et al, 2008).

A reducédo da glicemia e 0 aumento dos pulsos basais nos niveis de GH e IGF-1 nos
individuos treinados podem atuar na promocao do desenvolvimento 6sseo (SOUZA et al,
2005). Além disso, exerce um papel importante na remodelacdo Gssea, e tem uma relacao
direta com o crescimento linear do osso (GOMES et al, 2006).

Gomes et al. (2003) e Souza e Luciano (2005) ao utilizarem carga de 2,5 e 5% do peso
corporal, respectivamente, ndo encontraram diferencas expressivas no crescimento 0sseo
como resultado do treinamento entre os animais diabéticos.

Contudo, as informagdes sobre a influéncia do nado livre sobre a remodelacdo 0ssea
em ratos diabéticos ainda séo insuficientes. Assim, o objetivo do trabalho é esclarecer os
efeitos da natacdo no tecido 6sseo, sem carga, considerando os potenciais efeitos anabdlicos
da atividade fisica sobre o sistema esquelético.

MATERIAIS E METODOS

Animais

No estudo, foram utilizados 40 ratos machos albinos da linhagem Wistar, com idade

de 60 dias, provenientes da colonia de criacdo do biotério do Departamento de Nutri¢do da

Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidos no biotério do

Departamento de Anatomia em gaiolas coletivas (maximo, 5 animais/gaiola). Permaneceram
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em um ciclo claro/escuro de 12:12 horas (claro das 6 as 18 horas e escuro das 18 as 6 horas),
submetidos a temperatura de 23 + 1° C com livre acesso a racdo (Purina®) e a agua filtrada.
O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal do

Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (oficio n® 59/08).

Grupos

Os animais foram separados aleatoriamente em quatro grupos experimentais, cada um
composto por 10 animais: Grupo Controle Sedentério (GCS) constituido por animais sadios,
ndo diabéticos, ndo submetidos ao treinamento de natacdo; Grupo Controle Treinado (GCT)
constituido por animais sadios, ndo diabéticos, submetidos ao treinamento de natacdo; Grupo
Diabético Sedentario (GDS) constituido por animais com diabetes experimental, sem qualquer
tipo de tratamento, ndo submetidos ao treinamento; e Grupo Diabético Treinado (GDT)
constituido por animais portadores de diabetes experimental, sem qualquer tipo de tratamento,

submetidos ao treinamento de natacéo.

Inducéo do Diabetes

Aos 60 dias de idade, com os animais pesando em torno de 250g, foi realizada a
inducdo do diabetes através da administragdo intraperitoneal de solucdo de estreptozotocina
(Sigma Chemical Co., USA) ap06s jejum alimentar de 12 horas. A estreptozotocina (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. O grupo controle recebeu, da mesma forma, doses equivalentes de solucdo tampéo
citrato de sodio, e decorridos 30 minutos do tratamento todos os animais foram alimentados
normalmente (DALL’AGO et al., 2002).

Verificacéo da glicemia e do peso

A verificacdo da glicose sanguinea foi realizada antes da inducgéo do diabetes apds um

jejum de 12 horas e no terceiro dia ap6s a administracdo de STZ, por puncéo na cauda do rato

para obtencéo de uma gota de sangue que foi depositada em glicofita (Accu-Chek — Roche®),
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para leitura em glicosimetro especifico (Glicosimetro Accu-Chek — Roche®). Apenas 0s
animais que apresentaram glicose sanguinea acima de 200 mg/dl foram incluidos nos grupos
diabéticos. Apds a confirmacdo do diabetes foi realizada semanalmente a verificagdo, em

todos os grupos, da glicemia (apés jejum de 12h) e do peso corporeo (balanca Filizola BP6).

Protocolo de exercicio

Os grupos de animais treinados foram submetidos ao protocolo de treinamento fisico
composto por 6 semanas de natacdo, 5 dias por semana. A primeira semana (Semana de
condicionamento) foi caracterizada por treinos que comegaram com 10 minutos e a cada dia
ocorreu um acréscimo de mais 10 minutos, de forma que ao final do quinto dia da semana o
animal havia nadado durante 50 minutos. Nas outras cinco semanas foram realizados treinos
com duracao de 60 minutos, de segunda a sexta (NAKAO et al, 2000).

O treino foi realizado em um tanque de natacdo com 60 cm de didmetro e 60cm de
profundidade. A temperatura da agua foi controlada por um termostato que a manteve em
32°C (£1).

Apds o treinamento os ratos permaneceram, por 20 minutos, em uma camera de
aquecimento para a secagem dos pélos, e em seguida retornaram ao biotério (KIRALY et al,
2007). Os animais dos grupos ndo treinados se limitaram em atividades dentro da prépria

gaiola.
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Coleta e Analise do material

ApoGs completar as seis semanas de treinamento, os animais de todos os grupos, foram
pesados (balanca Filizola BP6) e anestesiados, via intramuscular, com uma solucdo de
xilazina (Rompum® — Bayer) (0,05ml/100g peso) e cloridrato de quetamina (Ketalar®)
(0,25ml/100g peso).

Em seguida, procedeu-se uma incisdo desde a regido abdominal inferior direita até o
terco inferior da coxa para evidenciacgdo e desarticulacdo do fémur. Apds coletado, 0 0sso foi
totalmente dissecado para remocdo das partes moles e realizacdo das mensuracGes. Para
afericdo do peso do fémur, utilizou-se uma balanca de precisdo (Denver Instrument Company
AA-160). O comprimento do fémur foi aferido com auxilio de um paquimetro (Dial Calipers -
Western, acurécia: 0,02mm), desde a cabeca do fémur até a superficie articular dos céndilos

femorais.
Anélise estatistica
Para a analise estatistica dos dados encontrados, utilizou-se o programa Bioestat 5.0

(disponivel gratuitamente na internet), onde foi usado o Teste t-Student. Os resultados foram

expressos em média £ desvio padréo, utilizando 95% como nivel de significancia.



193

RESULTADOS

O peso corporeo dos grupos Diabéticos permaneceu menor quando comparado ao
grupo Controle sedentario. Nao houve diferenca no peso corporeo dos grupos Diabéticos
sedentério e treinado (Fig. 1).

A partir da 12 semana de treino observou-se uma diminuicdo do peso corporeo nos
animais do grupo Diabético sedentario quando comparado ao grupo Controle sedentario. A
partir da 2% semana do treinamento fisico o peso corpéreo do grupo Diabético exercitado

apresentou-se menor que o grupo Controle exercitado (Fig. 1).

Peso Peso Corqporeo (g? T T
T * *
* *
450 *
400 -
350 - —+—GCS
300 -
250 - —8—GCE
200 - GDS
150 -+ GDE
100 -
50 A
0
0 1 2 3 4 5 6
Semanas de Treino Fisico

Figura 1 — Efeito do Diabetes experimental e do exercicio de nado livre sobre o peso corpdreo dos
animais. Os valores foram expressos em média + desvio-padrdo, utilizando teste t-Student. GCS=
grupo controle sedentario; GCE= grupo controle exercitado; GDS= grupo diabético sedentario e
GDE-= grupo diabético exercitado. *p < 0,05 para a comparagao entre os grupos GCS x GDS e t p <
0,05 para a comparacao entre os grupos GCE x GDE.

N&o houve diferenga nos niveis glicémicos dos animais dos grupos Controle
sedentario e exercitado. Verificou-se a partir da 12 semana de treinamento fisico um aumento
da glicemia dos animais dos grupos Diabético sedentario e Diabético exercitado quando

comparado com o0s animais dos grupos Controle sedentario e Controle exercitado,
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respectivamente. Na 32 5% e 6% semana de treino houve uma diminui¢do da glicemia dos

animais do grupo Diabético exercitado em relagdo aos do grupo Diabético sedentario (Fig. 2).

Glicose Glicemia (mg/dl)
8§ 8§
450 - . 8§ . * %
400 - - z N * I T
300 T + - ——
250 - y= T L —=— GCE
200 ~ - + GDS
150 - T X o
50 - —— E<i=§
0
Semanas de Treino Fisico

Figura 2 — Efeito do Diabetes experimental e do exercicio de nado livre sobre glicemia dos animais.
Os valores foram expressos em meédia + desvio-padrdo, utilizando teste t-Student. GCS= grupo
controle sedentario; GCE= grupo controle exercitado; GDS= grupo diabético sedentario e GDE=
grupo diabético exercitado. * p < 0,05 para a comparacao entre 0s grupos GCS x GDS; t p < 0,05 para
a comparacéo entre os grupos GCE x GDE e § p < 0,05 para a comparacdo entre os grupos GDS x
GDE.

Houve reducdo de 34,77% do peso do fémur dos animais do grupo diabético
sedentario em relacdo aos do grupo controle sedentario e de 28,72% nos animais do grupo
diabético exercitado em relacdo ao grupo controle exercitado. Ndo houve diferencas
expressivas no peso absoluto como resultado do treinamento entre os diabéticos (GDS, GDE),
tampouco entre os controles (GCS, GCE), (Fig. 3).
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Figura 3 — Efeito do Diabetes experimental e do exercicio de nado livre sobre o peso do fémur dos
animais. Os valores foram expressos em média + desvio-padrdo, utilizando teste t-Student. GCS=
grupo controle sedentario; GCE= grupo controle exercitado; GDS= grupo diabético sedentario e
GDE-= grupo diabético exercitado. * p < 0,05 para a comparagao entre 0s grupos GCS x GDS e T p <

0,05 para a comparacao entre os grupos GCE x GDE.

Observou-se reducdo no comprimento do fémur dos animais do grupo diabético
sedentario em relacdo aos do grupo controle sedentério, de 9,75%; e dos animais do grupo
diabético exercitado em relacdo aos do grupo controle exercitado, de 7,78%. N&o houve
diferencas expressivas no comprimento como resultado do treinamento entre os diabéticos
(GDS, GDE), tampouco entre os controles (GCS, GCE), (Fig. 4).
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Comprimento do Fémur
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Figura 4 — Efeito do Diabetes experimental e do exercicio de nado livre sobre o comprimento do
fémur dos animais. Os valores foram expressos em média + desvio-padrdo, utilizando teste t-Student.
GCS= grupo controle sedentario; GCE= grupo controle exercitado; GDS= grupo diabético sedentario
e GDE= grupo diabético exercitado. * p < 0,05 para a comparagao entre 0s grupos GCSx GDS e t p <

0,05 para a comparacao entre os grupos GCE x GDE.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos do peso corpdreo dos animais diabéticos quando comparados
aos controles estdo de acordo com o esperado do quadro de Diabetes Mellitus, ou seja, menor
ganho de peso corporal. Semelhante a este estudo, Reddy et al. (2001), Lerco et al. (2003) e
Duarte et al. (2005) confirmaram a reducdo do aumento do peso dos animais em estado
diabético. N&do foram encontrados estudos que relatem a relacdo de perda de peso corporal e
diabetes mellitus tipo 1. Suple-se que essa reducdo do peso seja devido as alteracGes
provocadas pela doengca no metabolismo de carboidratos, proteinas e gorduras (SOUZA e
LUCIANO, 2005).

No presente estudo, a inducdo do diabetes, pela administracdo da droga
estreptozotocina, promoveu elevacdo dos niveis glicémicos, reproduzindo um quadro ja
descrito pela literatura (SZKUDELSKI, 2001). Esta elevacdo da glicemia estd diretamente
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relacionada a destruicdo das células betas pancreaticas, que provoca uma reducgdo da producéo
de insulina. Sem este hormonio, a captagdo de glicose pelos tecidos periféricos é diminuida,
resultando, assim, em hiperglicemia, que € uma das principais caracteristicas da doenca
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2008).

O grupo diabético submetido ao treinamento fisico mostrou reducéo da glicemia em
relacdo ao grupo diabético sedentério. Esses achados corroboram aos de Luciano e Mello
(1998); Souza e Luciano (2005); Gomes et al. (2006); Gomes et al. (2008) que ao
compararem animais diabéticos sedentarios e treinados, observaram reducdo significativa das
concentragdes séricas de glicose nos grupos que praticaram exercicio fisico.

O protocolo de treinamento fisico imposto no presente estudo aumentou a captagdo
periférica de glicose, dada pelo aumento do fluxo sanguineo muscular. Estudos apontam que
em individuos treinados ha uma maior sensibilidade a insulina das células musculares, pois ha
aumento no numero de transportadores de glicose insulino-sensiveis (GLUT 4) para as
membranas celulares e tabulos T nos musculos, aumentando, consequentemente, a captacéo
dessa hexose, aléem do aumento da ligacdo da insulina ao seu receptor (IR) (HARDIN,
DOMINGUEZ e GARVEY, 1993; GOMES et al., 2003; SOUZA e LUCIANO, 2005;
GOMES et al., 2009).

No presente estudo foi observado ainda um aumento da glicemia do grupo Diabético
exercitado ao final da 42 semana de treino, explicado pelo fato de diferentes estados
insulinémicos poderem interferir nas respostas metabolicas durante e ap6s o exercicio fisico,
fazendo com que o exercicio melhore ou, até, deteriore o controle glicémico do individuo
diabético. Na auséncia de insulina ou numa condic¢do de controle inadequado do diabetes,
mesmo 0 exercicio leve a moderado pode provocar aumento da glicemia de individuos
diabéticos. Nessa situacdo, apesar da captacdo de glicose aumentar durante o exercicio, 0s
baixos niveis de insulina levam ao aumento exagerado da producdo hepatica de glicose
resultando no aumento da glicemia (FORJAZ et al., 1998).

O peso do fémur apresentou-se significativamente menor nos grupos dos animais
diabéticos corroborando com os achados de Duarte et al. (2005) e Botolin e McCabe (2007)
que observaram perda progressiva da massa 6ssea em ratos diabéticos, com diminuicdo da
espessura trabecular, aumento dos espagos intertrabeculares, aumento da adiposidade na
medula dssea e reducdo do contetdo e densidade mineral 6ssea, respectivamente.

Evidéncias sugerem que o desenvolvimento de osteopenia em pacientes diabéticos
pode estar relacionado com uma série de fatores, tais como a inibicdo da formacéo da matriz

do colageno, alteragbes na sintese protéica, diminuicdo da sintese de proteoglicanas no
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desenvolvimento da cartilagem e do 0sso, e diminuigdo da deposicdo dssea de célcio
(BROWNLEE, 2001; DUARTE et al., 2005). O diabetes tem um efeito deletério sobre o
volume dsseo devido a reducdo da remodelacdo 0ssea, pela menor acdo da insulina sobre 0s
osteoblastos e uma menor porcentagem de superficie ostedide e sintese de osteocalcina, bem
como 0 aumento do tempo para a mineralizacéo do ostedide (HERRERO et al. 1998).

Thrailkill et al. (2005) estudaram a influéncia do diabetes tipo 1 sobre a formagao
0ssea em ratos submetidos a distracdo osteogénica da tibia e verificaram atraves de analise
radiogréafica e histoldgica que houve uma redugdo da formacdo dGssea e mineralizacdo das
lacunas na distracdo no grupo composto por animais diabéticos. A inibigcdo da formacgéo Gssea
no grupo diabético tratado foi impedida pelo tratamento com insulina. Houve também
diminuicdo dos niveis séricos de osteocalcina no grupo diabético, confirmando a diminuicéo
da atividade osteoblatica, uma vez que essa funciona como marcador do metabolismo dsseo.

Além disso, Lu et al. (2003) atraves da ablacdo da medula Gssea, analisaram maior
expressao dos genes que codificam a osteocalcina e o colageno tipo | em ratos normais
quando comparados a ratos diabéticos. E ainda verificaram maior expressao desses genes
quando realizou tratamento com insulina em animais diabéticos, sendo evidenciada a eficacia
do tratamento com insulina.

O crescimento 6sseo longitudinal dos animais deste estudo, avaliado pela afericdo do
comprimento do fémur demonstrou que os diabéticos apresentaram um déficit do crescimento
longitudinal em relacdo aos controles. Esse resultado esta de acordo com os achados de Souza
e Luciano (2005) e Gomes et al. (2003) que verificaram atraso no crescimento esquelético dos
animais, avaliado pela afericdo da area das tibias e Abbassy, Watari, Soma (2008) que
observaram reducdo no crescimento craniofacial de ratos diabéticos através de cefalometria
dos 0ssos do créanio e mandibula.

O crescimento 6sseo longitudinal ¢ um fendmeno complexo que envolve diversos
mecanismos regulatérios influenciados pelo GH. Sua acdo sobre o crescimento é indireta,
atuando no estimulo da diferenciacdo celular, sintese de coldgeno e fornecimento energético,
mediados pelos fatores de promocdo do crescimento (Insulin-Like Growth Factors — IGF-1 e
IGF-11) (LUCIANO e MELLO, 1998; CHIARELLI, GIANNINI, MOHN, 2004). Estudos
demonstraram que o horménio do crescimento, em ratos diabéticos, encontra-se em um nivel
muito abaixo do normal, comparados com ratos ndo diabéticos (LUCIANO e MELLO, 1998;
GOMES et al., 2003).

O treinamento fisico em contrapartida, além de ser benéfico a saude, pode elevar os

niveis de GH, contribuindo assim para o desenvolvimento 0sseo. Contudo, no presente
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estudo, ndo foi encontrado alteracbes no crescimento 0sseo influenciado pelo exercicio.
Nguyen et al. (1998) relata que a secregdo de hormonios anabolicos parece estar mais
relacionada aos exercicios de curta duracao e alta intensidade.

A densidade mineral dssea (DMOQO) é um resultado do processo dindmico entre
formacdo e reabsorcdo do tecido 6sseo chamado de remodelacdo. Sua manutengdo é muito
importante para a prevencao da osteoporose causada pelo diabetes, uma vez que este reduz a
massa 0ssea pela diminuicdo da acdo insulinica, no qual a matriz e 0os minerais 6sseos séo
perdidos devido ao excesso de reabsorcdo 6ssea em relacdo a formacdo (DOMINGUEZ,
2004; CADORE, BROWN e SHARPLESS, 2004; BRENTANO e KRUEL, 2005).
Numerosos estudos indicam que a atividade fisica estd positivamente relacionada com a
DMO, sendo um importante fator na sua conservacdo (JIMENEZ, 1997; DAVICCO et al.,
1999; IWAMOTO, TAKEDA e SATO, 2005).

As respostas na remodelagem 0Ossea ocorrem por meio de forca gravitacional e pela
acdo intensa dos musculos ligados ao 0sso, ou seja, por cargas mecanicas (CREIGHTON et
al., 2001). Conclui-se, entdo, que o estimulo osteoblastico (formacdo de 0sso) ocasionado pelo
treinamento fisico acontece por aplicagdo de carga mecénica sob a estrutura esquelética,
podendo o estresse ser causado por tensdo, compressdo, tor¢do ou cisalhamento do tecido
6sseo (MOTTINI, CADORE e KRUEL, 2008).

Sugere-se que 0 aprimoramento da massa 0ssea em situacdo de exercicio seja pelo
efeito piezelétrico, na qual a deformacéo do 0sso provoca alteracdo no campo elétrico 0sseo,
estimulando a atividade celular e levando a deposicdo de minerais nos pontos de estresse
(NUNES, DUARTE e OURIQUES, 2001; CADORE, BRENTANO e KRUEL 2005).

Estudos tém demonstrado que a atividade fisica com uso de carga (exercicios que
exigem impacto) aumenta a massa 0ssea e estimula o crescimento 6sseo longitudinal, quando
comparados a natacdo. Fehling et al. (1995) observaram maior densidade mineral 6ssea em
atletas que praticavam ginastica olimpica e vdlei quando comparadas as que nadavam.
Exercicios caracterizados por alta forca de compressdo axial, como a corrida, exercem maior
influéncia sobre a densidade mineral dssea, indicando o maior efeito da osteogénese induzido
por estimulos mecanicos (DUNCAN et al., 2002; YUNG et al., 2005).

CONSIDERAGCOES FINAIS
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Em resumo, a pratica de modalidades esportivas consideradas de alto impacto
promovem maior deposi¢cdo de minerais no tecido 6sseo (GRIMSTON et al., 1993,
CREIGHTON et al., 2001, GINTY et al., 2005, EGAN et al., 2006). Por outro lado, estudos
que utilizaram exercicios sem carga, como o nado livre, demonstraram haver adaptacoes
significativas na deposicao de minerais (GINTY et al., 2005; DERMAN et al., 2008), sendo a
natacdo importante para uma melhor composi¢do corporal, aumento da massa magra e

diminuicdo de gordura.
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C.04.008

ESTUDO DA CONDUCAO NERVOSA DO NERVO CAUDAL EM RATOS DIABETICOS
Carvalho, C. C."; Maia, Juliana N'; SILVA, A. L% GALVAO, M. H."; MENDES, A. C. G.*; LINS, 0.
G.'; MORAES, S.R.A‘ - 'Universidade Federal de Pemnambuco - Neuropsiquiatria e Ciéncias do
Comportamento; “Universidade Federal de Pernambuco - Fisioterapia; *Universidade Federal de
Pernambuco - Morfologia; “UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO - ANATOMIA

Objetive: Avaliar uma técnica recentemente desenvolvida no nosso servigo utilizando garras “jacarés”
comuns no estudo da condugdio nervosa do nerve caudal de ratos diabéticos.

Métodos: 40 Ratos Wistar, machos, com 60 dias foram utilizados, sendo o diabetes induzido em 20 ratos
por dose {mica intraperitoneal (60 mg/'kg de peso) de Streptozotocina (Sigma, tampdio citrato de sodio
10mM, pH 4,5). Os outros 20 ratos constituiram o grupo controle. A velocidade de conduglo (VC) e a
amplitude do potencial de nervo sensitivo foram determinadas 5 dias antes da indugfio e semanalmente
durante 6 semanas consecutivas 10 dias apos a indugfio. Apds ser anestesiado, o animal era posicionado
ventralmente, de forma que sua cauda ficasse livre. O estudo da condugfio nervosa foi registrada na cauda
do animal com técnica ortodromica. A inserglio da distincia foi mantida constante em 8cm entre os
eletrodos. Para a estimulagio utilizaram-se dois eletrodos de superficie do tipo garras “jacaré”. Durante
todo o procedimento a temperatura da cauda foi mantida em uma média de 31,5° A anilise estatistica foi
realizada por uma andlise de variincia (ANOVA). As comparagbes post-hoe foram feitas com teste de
Tukey. O p critico para ambos os testes foi de 0,05.

Resultados: Antes da indugfio tanto a VC (disbéticos 36+2m/s versus controles 34+3m's) como a
amplitude (33£TpV versus 29+6uV) ndo foi significativamente diferenie. Apas a indugio a VC foi menor
(39+3m/s versus 44+4m/s na 6" semana pds-indugfio) e a amplitude maior (107423uV versus 85+13uV)
nos ratos diabéticos. A menor VC nos ratos diabéticos era esperada e é sugestiva de uma disfunciio da
bainha de miclina. A maior amplitude nos ratos diabéticos foi um achado inesperado. Isto provavelmente
se deveu ao menor didgmetro da cauda dos ratos diabéticos, fazendo com que o nervo caudal ficasse mais
proximo ao eletrodo de captaglio de superficie.

Conclusiio. Nossos achados sugerem que quando se uliliza eletrodo de captagiio de superficie para o
estudo da condugiio nervosa do nervo caudal em ratos diabéticos, a velocidade de condugio ¢ mais Gtil
que a amplitude, pois nfo é influenciada pelo diimetro da cauda,

Palavras-Chave: Diabetes experimental, Condugiio nervosa, Nervo caudal

TBROLARC CONGRESS OF NEUROSCIENCES OF LATIN AMERICA, CARIBBEAN AND IBERIAN PENINSULA
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H.04.004

ESTUDO DA CONDUCAO NERVOSA DO NERVO CAUDAL EM RATOS: UMA TECNICA
PRECISA, SIMPLES E BARATA

Maia, Juliana N; Carvalhe, C. C’; GALVAO, M. H’; SILVA, A. L.’>; MENDES, A. C. G.; LINS, O.
G.'; MORAES, S.RA’ - 'Universidade Federal de Pernambuco - Neuropsiquistria e Ciéncias do
Comportamento; “Faculdade Integrada do Recife - Fisioterapia; *Universidade Federal de Pernambuco -
Fisioterapia; “Universidade Federal de Pernambuco - Morfologia; "UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO - ANATOMIA

Objetivos: Desenvolver uma técnica precisa, simples ¢ barata para o estudo da condugio nervosa do
nervo caudal em ratos. Os métodos para o estudo da condugio nervosa no rato variam com o nervo
estudado ¢ a metodologia utilizada para o estimulo do nervo e o registro dos potenciais. Os nervos
estudados incluem o safeno, o cidtico ¢ o nervo caudal. O nervo caudal é de acesso mais ficil e seu longo
percurso o torna adequado ao estudo de neuropatias. As técnicas que usam eletrodos de superficie sio
mais simples ¢ baratas que as que usam eletrodos de agulha.

Métodos: 20 Ratos Wistar, machos, com 60 dias foram utilizados. O sisterna de estimulagio ¢ registro era
constituido por uma tibua com 6 garras “jacaré” fixadas em linha a cada 3 centimetros. Os 2 eletrodos
distais foram utilizados para estimulagfio, os 2 proximais para registro e os 2 centrais como terra. Os ratos
foram anestesiados e posicionados ventralmente, de forma que sva cauda ficasse livre. A pele da cauda
foi limpa, desengordurada ¢ fixada nas garras “jacaré”. A temperatura do tergo médio da cauda foi
mantida em uma média de 31,5 Os potenciais foram registrados ¢ analisados com um
cletroneuromidgrafo clinico convencional na cauda do animal através de técnica ortodrémica. A
velocidade de condugio (VC) e a amplitude pico-a-pico do potencial de nervo sensitiva foram
determinadas durante 7 semanas consecutivas. As equagles das reias de regressiio linear e seus
coeficientes de correlagiio foram caleulados.

Resultados: A VC ¢ a amplitude cresceram linearmente entre a #* ¢ a 15* semana de vida do animal de
3423 mis a 4444 mis e de 29=6 uV a 85213 pV, respectivamente. As equagdes de regressio linear foram:
VCN(m/s) = 1,2 semanas+25 (R* = 0.86) e Amplitude(uV) = 8.1 "semanas—34 (R* = 0.99).

Conclusio: O estudo da condugdo nervosa do nervo caudal de raios pode ser realizado de modo preciso,
fiicil e barato utilizando garras comuns “jacaré” como eletrodos de superficie.

Palavras-Chave: Condughio nervosa, Nervo caudal, Eletrodos de superficie
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Area: Neuromorfologia e desenvolvimento neural

AVALIACAO DOS EFEITOS DO TREINAMENTO FiSICO AEROBIO SOBRE 0S MICROVASOS
ENDONEURAIS DE RATOS COM DIABETES EXPERIMENTAL

Celina Cordeiro Carvalho (UFPE); Juliana Netto Maia (UFFPE); Marina Hazin Galvio (UFPE);
Anderson Lima Silva (I/FPE); Ana Carine Gouveia Mendes (UFPE); Otivio Gomes Lins (U/FPE);
Silvia Regina Arruda de Moraes (UFPE)

Resumo

OBJETIVOS:

Verificar se o freinamenio fisico aerdbio exerce algum estimulo sobre os microvasos endoneurais de ratos com diabetes
experimental.

METODO:

20 Ratos Wistar, machos com 60 dias de idade. O diabetes foi induzido em 10 ratos por dose Gnica intraperitoncal (60mg'kg) de
streptozotocina ($TZ, Sigma; tampéo citrato de sodio 10mM, pH4,5)e o grupo controle recebeu dose equivalente da mesma solugfio
tampdo. Formou-se aleatoriamente 04 grupos experimentais: Controle Sedentdrio(CS); Controle Treinado(CT); Diabético
Sedentirio(DS); e Diabético Treinado(DT); constituidos de cinco animais cada grupo. Apds jejum alimentar de 12 horas para a
determinagiio da diabetes (glicose sanguinea = 200mg/dl), os animais do grupo CT, e o grupo DT, foram submetidos ao treinamento
fisico aerdbio que comsistiu de nado forgado em tanque cilindrico com difimetro 50cm e altura de $0cm, com agua a wma
profindidade de 35 a 40 cm (32 + 1°C), 1Wdia, 5 dias/semana, durante 6 semanas. Vinie e quairo horas apds o término do periodo
de treinamento fisico, os animais dos quatro grupos experimentais, foram anestesiados para a coleta do nervo cidtico. Do material
recolhido foram obtidos cortes semi-finos (0,38 pm) corados com azul de toluidina. A anilise histomorfométrica dos vasos
endoneurais e da drea do nervo de cada animal foi realizada através da téenica de varredura de todos os campos microscépicos e,
a contagem e captura das imagens foi realizada utilizando-se uma videocéimera acoplada a um microscdpio dptico (aumento 200x).
As comparagdes entre 08 grupos foram realizadas com o teste t de Student, para amostras independentes adotando-se um nivel de
confiabilidade de 0,05.

RESULTADOS:

Nio foram encontradas diferencas significativas no nimerc de microvasos endonewrais enire os animais do grupo diabético
(treinado 41,4 + 11,9 vs sedentdrio 39,2 + 3.6; p = 0,70). Houve diferenga apenas entre os animais do grupo controle (treinado
33,8 + 6,1 vs sedentirio 48,0 = 6,2; p=0,01), ¢ entre os animais do grupo sedentdrio (diabético 39,2 + 3,6 vs controle 48,0 & 6,2;
p = 0,03). A densidade dos microvasos ndo diferiu entre 0s grupos, apesar dos animais do grupo diabético (sedentirio 436,9 +
61,2 vs treinado 538,8 + 124.3; p = 0,139) apresentarem valores médios maiores em relagiio aos animais do grupo controle
(sedentirio 393,89 & 116,7 vs treinado 394,9 + 157 .8; p =0,992).

CONCLUSAQ:

O treinamento fisico aerébio, no periodo que foi implementado nd@o alterou o nimero nem a densidade de microvasos endoneurais
de ratos com diabetes experimental.
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Arca: Ciéncias em Animais de Laboratério

AVALIACAO DO EXERCICIO DE NATACAOQ SOBRE O TECIDO OSSEO DE RATOS COM
DIABETES EXPERIMENTAL.

Marina Hazin Galvido (UFPE);, Anderson de Lima Silva (UFPE); Ana Carine Gouveia Mendes
(UFPE); Juliana Netto Maia (UFPE); Celina Cordeiro Carvalho (UFPE); Otévio Gomes Lins (UFPE);
Silvia Regina Arruda de Moraes (UFPE)

Resumo

OBJETIVOS:
Investigar o comportamento do tecido dsseo em ratos diabéticos submetidos ao exercicio fisico aerbio de nataglio.
METODO:

Quarenta ratos machos albinos, da linhagem Wistar, com 60 dias de idade, pesando em tomo de 250g, foram distribuidos
aleatoriamente em 4 grupos (n=10): controle sedentirio (CS), controle exercitado (CE), diabético sedentdrio (DS) ¢ diabético
exercitado (DE). Induziv-se o diabetes pela administraglio de streptorotocina (60 mg'kg). Apds a confirmagiio do diabetes foi
realizada semanalmente a verificagdo, em todos 0s grupos, do peso corporen(balanga Filizola) e os grupos de animais exercitados
foram submetidos a um protocolo de treinamento fisico moderado composto por 6 semanas de natagfio, sendo realizado § dias por
semana. Apds esse periodo os animais foram anestesiados e coletando os fémures direitos. O peso do fémur foi aferido através de
uma balanga de precisio e o comprimento foi estimado com um paquimetro (0,02mm).

RESULTADOS:

Houve diferenga no peso corpdreo dos animais entre os grupos (CS= 374g e DS= 211g, p<0,001); CE~ 334g e DE= 183g,
p=0,001); a0 peso do femur (C5-=0,804g e D5=0,511g CE=0,787g ¢ DE=0,535g p=0,001); ¢ ao comprimento do femur
(C5=37,455mm ¢ DS=33,385mm, CE=36,590mm ¢ DE=32445mm, p=0,001). Ji enire os grupos DS/DE ndio houve diferenca em
relagfio ao peso corpbreo do animal (DS=211g e DE=183g p<0,001); peso do fémur (DS=0,511g e DE=0,535g p=0,001); e
comprimento do Bmur (DS=33 385mm ¢ DE= 32,445mm, p<0,001).

CONCLUSAQ:

O diabetes provocou uma redugfio no peso corpéreo dos animais e no peso e comprimenio do fmur e o protocolo de exercicio
fisico com nataglio aplicado aos animais nfio foi eficaz para reverter esse déficit no tecido dsseo.

file:///Dffresumos/R1284- Lhiml

23/9/2009 20:02



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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