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RESUMO

Diariamente, milhares de pessoas passam por limitacbes fisicas provisorias
decorrentes da imobilizacdo de alguma parte de seu corpo, podendo resultar numa
alteracdo de sua funcéo organica normal. Entretanto, esta situacao podera agravar-
se quando o paciente for diabético, devido a alteracdes metabdlicas e do sistema
nervoso motor e sensitivo. Neste contexto, o presente estudo tem com objetivo de
caracterizar a interacdo imobilizagdo/diabetes experimental, avaliando o0s
parametros eletrofisiolégicos do nervo ciatico (NC) e do géanglio da raiz dorsal
(GRD), os quais podem contribuir para um melhor entendimento da interacao
imobilizacdo/diabetes. Utilizou-se 56 Rattus novergicus (Wistar), machos, com oito
semanas de idade, com massa corpirea 200-320 g. Os animais foram distribuidos
em quatro grupos experimentais: Controle (n=15), Imobilizado (n=16), Diabético
(n=11) e Diabético Imobilizado (n=14), sendo a Diabetes Mellitus induzida com
estreptozotocina 65 mg/kg. Para os grupos imobilizados o membro posterior direito
foi imobilizado por duas semanas com esparadrapo impermeavel. O NC e GRD,
ambos direito, foram dissecados e mantidos a temperatura entre 18 a 22°C numa
solugdo nutridora Locke com pH ajustado para 7,4+0,1. Para 0S registros
eletrofisioldgicos do NC, utilizou-se a técnica extracelular. Obteve-se uma reducéo
da 12 componente e um aumento da 22 componente do potencial de agdo composto
da fibra do nervo ciatico para os grupos imobilizados, diabéticos e diabéticos
imobilizados comparados com o grupo controle. Sugerindo um comprometimento
das fibras motoras decorrentes das alteracfes da imobilizacdo e da diabetes, e um
aumento das fibras sensitivas por alteragdo da excitabilidade. A reducéo da
velocidade de conducéao nervosa do NC, possivelmente, deve-se pela degeneracao
axonal das fibras mielinizadas de menor diametro e pelo periodo adaptativo
funcional em reorganizar esta velocidade durante a imobilizacdo. Para os registros
eletrofisioldgicos do GRD, utilizou-se a técnica do microeletrodo intracelular (Current
Clamp). Mostrando que a imobilizacdo juntamente com a diabetes de uma maneira
geral resultou em uma tendéncia a aumento da excitabilidade que possivelmente
deva-se a uma diminuicdo da condutancia ao potassio. Verificou-se também um
aumento da resisténcia de membrana e diminuicdo da dV/dT ascendente e dV/dT
descendente. Devido a ndo alteracdo do potencial de repouso, sugere-se que a
alteracdo da excitabilidade se deva principalmente ao bloqueio da corrente M de
potassio.

Palavras—chave: Imobilizacdo, Diabetes, Nervo Ciatico, Ganglio Raiz Dorsal,
Potencial de Acdo Composto.



ABSTRACT

Temporary immobilization of body limbs may result in changes of the normal function
of the immobilized body organ. This situation could be hypothetically dangerous in
diabetic disease which, by itself, tends to derange the muscular and nervous system
function. In this context, this study was developed in order to characterize the effects
of immobilization by itself and of interaction between immobilization and diabetes on
the neural function of peripheral nerves, evaluating the electrophysiological
parameters of the sciatic nerve (SN) and dorsal root ganglion (DRG) cells. Male
wistar rats, eight weeks old, weighing 200-320 g, were used. They were divided into
four groups: Control (n = 15), Immobilized (n = 16), Diabetic (n = 11) and Diabetic
Immobilized (n = 14). For immobilized groups the right hind limb was chosen to
immobilization for two weeks with waterproof tape. The experimental diabetes
mellitus was induced by means of a single intraperitonial administration of
streptozotocin (65 mg / kg) to two months old rats. The SN and GRD of same body
side of the immobilization were dissected and kept at temperature between 18-22 °C
in Locke’s solution with pH adjusted to 7,4+0,1. For electrophysiological recordings of
SN, was used the extracellular electrophysiological recording. The data showed a
reduction of the 1st component and an increase of the 2nd component of the
compound action potential of the SN, as compared to controls, in the immobilized
group, diabetic and diabetic immobilized group. Also there were a reduction of nerve
velocity conduction in immobilized groups, diabetics and diabetics immobilized
compared with the control group. In DRG it was used the technique of intracellular
microelectrode (Current Clamp) recording. Intracellular recording showed that
immobilization, diabetes and immobilization+diabetes generally resulted in a
tendency to increase in excitability since a tendency to decrease in threshold current
for action potential firing was observed. There was also an increase in membrane
resistance and a decrease in upward and downward absolute value of maximum dV /
dT. No significant alteration of resting potential was observed. These data suggest
that the this change in excitability was mainly due to alteration in K+ conductance,
possibly predominantly involving a blockade of potassium M current.

Keywords : Immobilization, Diabetes, Sciatic Nerve, Dorsal Root Ganglion,
Compound Action Potential.
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1 INTRODUCAO

1.1 Historico da Diabetes Mellitus

Doenca conhecida antes da era cristd. No papiro de Ebers descoberto no
Eqito, correspondente ao século XV antes de Cristo, ja se descreviam sintomas que
pareciam corresponder a diabetes, porém sem nome especifico (ARDUINO, 1980;
LAUN, 1993).

No SECULO Il da ERA CRISTA, Areteu da Capaddcia deu a esta afeccéo
o nome de diabetes, que em grego significa sifao, referindo-se ao seu sintoma mais
chamativo que € a eliminacédo exagerada de &gua pelo rim, expressando que a agua
entrava e saia do organismo do portador sem fixar-se nele (polidipsia e poliuria,
caracteristicas da doenca e por ele avaliadas por esta ordem). Ainda no século II,
Galeno, contemporaneo de Areteu da Capadocia, também se referiu a diabetes,
atribuindo-a a incapacidade dos rins em reter agua (ARDUINO, 1980; LAUN, 1993).

Em 1670, Thomas Willis fez uma descricdo da diabetes, magistral para a
época, ficando desde entdo reconhecida por sua sintomatologia como entidade
clinica. Foi ele quem, referindo-se ao sabor doce da urina, lhe deu o nome de
diabetes mellitus (sabor de mel) (RUBIN; PEYROT, 2002).

Na metade do século XIX, o grande clinico francés Bouchardat assinalou
a importancia da obesidade e da vida sedentaria na origem da diabetes e tracou as
normas para o tratamento dietético, baseando-a na restricdo dos glicidios e no baixo
valor caldrico da dieta. Os trabalhos clinicos e anatdmico-patolégicos adquiriram
grande importancia em fins do século XIX, nas maos de Frerichs, Cantani, Naunyn,
Lanceraux (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999).

Em 1921, dois jovens canadenses, Banting e Chalés Best, conseguiram
isolar a insulina e demonstrar seu efeito hipoglicémico. Esta descoberta significou
uma das maiores conquistas médicas do século XX, porque transformou as
expectativas e a vida dos diabéticos e ampliou horizontes no campo experimental e

bioldgico para o estudo da diabetes e do metabolismo dos glicidios. Posteriormente,
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o transplante de pancreas passou a ser considerado uma alternativa viavel a insulina
para o tratamento da diabetes mellitus do tipo 1 (SKYLER; RAPITS, 1981; KING,
2003).

A importancia de novas alternativas para o tratamento da diabetes
mellitus esta se tornando maior pela dificil terapéutica e alta mortalidade que
continuam ocorrendo em pacientes com a forma insulino-dependente, tipo 1. A
administracdo de insulina, controlando os niveis sanglineos de acucar, embora
permita ao paciente diabético sobreviver, ndo tem prevenido o desenvolvimento de
complicagbes microvasculares, em quase metade desses pacientes, resultando em
doenca renal, amaurose, cardiopatia, hipertensdo, embolia e gangrena
(WAINSBERG; MAGALHAES; GONCALVES, 1987).

Em 1966, foi realizado o primeiro transplante de pancreas com essa
finalidade no Canad4, na universidade de Manitoba (SKYLER; RAPITS, 1981).

Em 2004, realizado primeiro transplante de ilhotas de Langerhans para
curar diabetes do tipo 1, feito pela equipe do Dr. F. G. Eliaschewitz no Hospital
Albert Einstein de Sao Paulo. Uma linha mais recente de pesquisa na Medicina que
busca fazer o transplante apenas das ilhotas de Langerhans. O procedimento é
simples, tem poucas complicacdes e exige uma hospitalizacdo de curta duracdo. O
grande problema é a obtenc¢do das células, que séo originarias de cadaveres. Séo
necessarios em meédia trés doadores para se conseguir um numero razoavel de
células (KING, 2003).

1.2 Diabetes Mellitus

De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes (2002), em seu
Consenso, a Diabetes Mellitus (DM) pode ser definida como uma sindrome de
etiologia multipla, decorrente da falta de insulina e/ou da incapacidade da insulina de

exercer adequadamente seus efeitos. Caracterizando-se por uma hiperglicemia
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cronica, frequentemente acompanhada de dislipidemia, hipertensdo arterial e
disfungéo endotelial.

Segundo World Health Organization (1999), a Diabetes Mellitus inclui um
grupo de doencas metabdlicas caracterizadas por hiperglicemia, resultante de
defeitos na secrecao de insulina e/ou em sua acao. A hiperglicemia se manifesta por
sintomas como polidria, polidipsia, perda de peso, polifagia e visdo turva ou por
complicacBes agudas que podem levar ao risco de vida: a cetoacidose diabética e a
sindrome hiperosmolar hiperglicémica ndo cetoética. A hiperglicemia cronica esta
associada a dano, disfuncdo e faléncia de varios 6rgaos, especialmente olhos, rins,

nervos, coracgao e vasos sanglineos.

Em longo prazo, as conseqiéncias da DM decorrem de alteracbes micro
e macrovasculares que levam a disfuncdo, dano ou faléncia de varios 0Orgaos.
Dentre as complicacdes cronicas pode-se incluir a nefropatia, com possivel evolugéo
para insuficiéncia renal, a retinopatia, com a possibilidade de cegueira e/ou
neuropatia, com risco de Ulceras nos pés, amputacoes, artropatia de Charcot e
manifestacdes de disfuncdes autondmicas, incluindo disfuncdo sexual. Portadores
de diabetes apresentam maior propensdo a doenca vascular aterosclerotica, como
doenca coronariana, doenca arterial periférica e doengca vascular cerebral
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2002).

De acordo com estudos sobre prevaléncia em diabetes (WILD et al.,
2004), em 1985 estimava-se a existéncia de 30 milhdes de adultos com DM no
mundo; crescendo para 135 milhdes em 1995, passando a atingir 173 milhdes em
2002, projetando-se a 300 milhdes no ano de 2030, sendo que cerca de dois tergos
desses individuos com DM vivem nos paises em desenvolvimento, onde a epidemia
tem maior intensidade, com crescente proporcdo de pessoas afetadas em grupos

etarios mais jovens.

Sartorelli e Franco (2003) demonstraram que um estudo multicéntrico de
base populacional, conduzido em 1988 em nove capitais de estados brasileiros,
demonstrou a prevaléncia da diabetes e a tolerancia a glicose diminuida em
populacdo urbana, entre 30 e 69 anos de idade, € de 7,6 e 7,8% respectivamente.
Os casos de diabetes previamente diagnosticados corresponderam a 54% dos
casos identificados, ou seja, 46% dos casos existentes desconheciam o diagndstico,

gue provavelmente seria feito por ocasido de manifestacdo de alguma complicacdo
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cronica da diabetes. No Brasil, as cidades das regides Sul e Sudeste, consideradas
de maior desenvolvimento econdmico do pais, apresentam maiores prevaléncias de
DM e de tolerancia a glicose diminuida. Os principais fatores associados a maior
prevaléncia da diabetes no Brasil foram a obesidade, o envelhecimento populacional

e a histéria familiar da diabetes.

No contexto de saude publica, os dados abaixo caracterizam a
importancia médico-econdmico-social da diabetes (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2002):

» Diabetes mellitus como o diagnostico primario de internacdo hospitalar
aparece como a sexta causa mais frequente e contribui de forma significativa
(30 a 50%), para outras causas como cardiopatia isquémica, insuficiéncia

cardiaca, colecistopatias, doenga vascular cerebral e hipertensao arterial;

» Pacientes diabéticos representam cerca de 30% dos pacientes que se

internam em unidades coronarianas intensivas com dor precordial;
» Diabetes ¢é a principal causa de amputacdes de membros inferiores;
« E, também, a principal causa de cegueira adquirida;

» Cerca de 26% dos pacientes que ingressam em programas de dialise sao

diabéticos.

As principais desordens sao a diabete tipo | ou insulino-dependente (uma
condicdo na qual as células beta do pancreas ndo produzem ou produzem muito
pouco insulina) e a diabete tipo Il ou ndo insulino-dependente (uma condi¢cao na qual
existe uma deficiéncia das células beta ou uma resisténcia a insulina) (DYCK;
GIANNINI, 1996).

O diagndstico correto e precoce da diabetes mellitus e das alteragbes da
tolerancia a glicose € extremamente importante porque permite que sejam adotadas
medidas terapéuticas que podem evitar o aparecimento de diabetes nos individuos
com tolerancia diminuida e retardar o aparecimento das complica¢des croénicas nos

pacientes diagnosticados, como a neuropatia diabética.

Em varios tecidos ndo insulino-sensiveis, a glicose é metabolizada pela
via polidis em sorbitol e frutose, respectivamente pela acdo das enzimas aldose
redutase e desidrogenase do sorbitol. Na diabetes mellitus, como resultado da
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hiperglicemia, a via dos polidis é ativada tanto em neurdnios como em células
endoteliais, o que leva ao acumulo de sorbitol intracelular com diminuicdo
compensatoria de mioinositol. A queda dos niveis de mioinositol associa-se a
reducdo na sintese e turnover de fosfoinositol. A deplecdo de mioinositol em
neurdnios de ratos diabéticos associa-se a menor atividade da Na-K-ATPase e
diminuicdo da velocidade de conducéo nervosa, e suplementacao de mioinositol na
dieta ou o uso de inibidores da aldose redutase revertem estas alteracoes.
Reducdo no fluxo sanguineo nervoso, aumento de resisténcia vascular e menor
tensdo de oxigénio em nervos cidticos de ratos diabéticos também tém sido
descritos. (GREENE et al.,, 1999). Biopsias de nervos surais de humanos
demonstraram alteracdes vasculares como espessamento de membrana basal,
edema e proliferacdo de células endoteliais, agregacao plaquetaria e oclusdes de
vasos (DYCK et al., 1986). Esses dados sugerem que, pelo menos em parte, a
perda de fibras mielinizadas caracteristicas da diabetes mellitus deve-se a dano
secundario a isquemia e hipdxia (DYCK et al.,, 1986; STEVENS; FELDMAN;

GREENE, 1995; BROWNLEE, 2001).

Uma unificacdo das hipoteses metabdlica e vascular € sugerida. Varios
autores acreditam que precocemente, no inicio da diabetes mellitus, defeitos
metabdlicos levam a ativagdo da via aldose redutase e sorbitol desidrogenase. O
oxido nitrico é um radical altamente reativo, mediador de vasodilatacao e
neurotransmissor inibitério, sintetizado pela sintetase do o6xido nitrico, que é
dependente do fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH). O fluxo de
glicose pela via dos poliéis diminui a disponibilidade de NADPH, o que limita reacdes
dependentes da glutationa e também a atividade da sintese do 6xido nitrico levando
a sua deplecéo. A deplecao do oxido nitrico leva a alteracdes de fluxo sanguineo do
nervo, o que, por sua vez, diminui a capacidade do nervo em tamponar radicais
livres, além de esgotar as reservas energéticas disponiveis. Essa falha energética
promoveria o inicio da neuropatia diabética. O uso de inibidores da aldose-redutase,
bloqueando a formacao de sorbitol e portanto, impedindo a deplecdo de NADPH,
preveniu o aparecimento de neuropatia diabética em ratos com diabetes por
estreptozotocina. A associacdo destes com o inibidor da sintetase do 6xido nitrico
(L-NAME) permitiu novamente que 0s animais desenvolvessem neuropatia

diabética, dados que reforcam as teorias de que o fluxo continuo de glicose através
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da via dos poli6is e aumento do estresse oxidativo (FELDMAN, 2003) limitam a
sintese de oxido nitrico por causar deplecdo de NADPH, e a diminuicdo de 6xido
nitrico resulta em vasoconstricao, isquemia e diminui¢do da velocidade de conducéao
nervosa (STEVENS; FELDMAN; GREENE, 1995).

1.3 Neuropatia Diabética

A freqUéncia pela qual o sistema nervoso é acometido pelo DM foi, sem
davida, o responsavel pela idéia inicial de que o DM era causado por uma doenca do
sistema nervoso. Apenas em 1864, foi reconhecido inicialmente que o contrario é
verdadeiro (THOMAS; ELIASSON, 1984). A partir de entdo, as caracteristicas
clinicas marcantes da neuropatia diabética foram precisamente delineadas, com
descricOes de perda dos reflexos tendinosos nos membros inferiores, semelhancas
clinicas com alguns casos de tabes dorsalis, a ocorréncia de dor espontanea,
particularmente noturna, e parestesias. Manifestagbes motoras nos membros
inferiores foram também documentadas, bem como o envolvimento de nervos
cranianos. A natureza altamente variavel da neuropatia na diabete foi entéo
apreciada em 1893 (THOMAS; ELIASSON, 1984) e surgiram classificacbes para

padronizar todos os eventos nessa direcao.

As Neuropatias Diabéticas (NDs) estdo entre as complicacdes crbnicas
mais comuns da DM, afetando mais de 50% dos pacientes. As NDs ocorrem como
consequéncia de todos os tipos de DM. As alteracdes neuropaticas afetam o sistema
nervoso somatico e o autonémico. Como resultado, as complicagcbes clinicas das
NDs sdo extremamente variadas, determinando importante perda da qualidade de
vida dos pacientes (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION AND AMERICAN
ACADEMY OF NEUROLOGY, 1992).

As NDs tém sido definidas conforme a conferéncia de consenso de San
Antonio: “A neuropatia diabética descreve uma desordem demonstravel, tanto clinica

como subclinicamente, que ocorre na presenca de diabetes mellitus sem outras
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causas para neuropatia periférica. As alteracbes neuropaticas da diabetes incluem
manifestacbes no sistema nervoso somatico e /ou no autonémico”. As neuropatias
diabéticas ndo podem ser diagnosticadas com base num sintoma, sinal ou teste
unico. Um minimo de duas anormalidades, entre sinais, sintomas, anormalidades de
condugdo nervosa, testes quantitativos de sensibilidade ou testes autonomicos
guantitativos, sao necessarias (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 1988).

O calibre do nervo tem uma significancia funcional, pois ele € o principal
determinante da velocidade de conducdo nas fibras nervosas mielinizadas
(HOFFMAN et al., 1987).

Segundo Thomas e Eliasson (1984) alteracbes no sistema nervoso
periférico em animais geneticamente diabéticos ou com diabete induzida
experimentalmente tém sido amplamente investigadas. Por outro lado, espera-se
que as alteracdes encontradas em modelos animais possam reproduzir algumas das
alteracbes da neuropatia diabética humana precoce, levando a um melhor
entendimento sobre o mecanismo da doenca (SHARMA; THOMAS, 1974).

Existem, pelo menos, quatro razbes para se estudar as alteracdes
patolégicas na neuropatia diabética (DYCK; GIANNINI, 1996):

1) para caracterizar as altera¢gfes patoldgicas intersticiais do nervo, que nao
podem ser inferidas por estudos clinicos ou eletrofisioldgicos;

2) para inferir mecanismos ou causas;

3) para correlacionar anormalidades morfométricas com mudancas na
velocidade de conducdo nervosa, testes sensoriais quantitativos e testes

guantitativos de anormalidades autondémicas;
4) para correlacionar achados neuropatologicos com alteracdes metabdlicas.

Na literatura sobre neuropatia diabética, uma distincdo entre neuropatia
“periférica” e “autondmica” tem sido feita, sem o reconhecimento de que a palavra
“periférica” se refere ao sistema nervoso periférico e ndo a distribuicdo da
neuropatia. O sistema nervoso periférico apresenta ambos os componentes:
somatico e autondmico. Embora o0 sistema nervoso autonémico seja
tradicionalmente referido como um sistema eferente, para inervacdo do musculo liso

7

visceral, € interessante incluir as fibras aferentes viscerais que o acompanham.
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Portanto, a neuropatia autonémica diabética engloba mdltiplos disturbios do sistema
motor, sensorial e das fungdes reflexas, afetando particularmente os sistemas
cardiovascular, gastrointestinal e urogenital. Em adicdo, existe ainda o prejuizo dos
mecanismos termoregulatérios sudomotor e vasomotor, da funcéo pupilar reflexa e
dos mecanismos do controle endocrino. Nao € de interesse a classificacdo ou
separacdo das caracteristicas clinicas em “simpéticas” e/ou “parassimpéticas” uma
vez que ambos os sistemas sao envolvidos simultaneamente, apresentando lesdes

morfolégicas semelhantes (SATO et at., 2006).

Embora estudos morfolégicos tenham sido realizados em varios nervos
periféricos de ratos diabéticos induzidos com STZ, tais como sural (SHARMA;
THOMAS, 1974; SHARMA et al., 1985; SUGIMURA et al., 1980) fibular
(JAKOBSEN, 1979) e tibial (SHARMA; THOMAS, 1974; BROWN et al.,, 1980;
SHARMA; BAJADA; THOMAS et al., 1981), informacBes sobre alteracdes
patolégicas em nervos autondmicos séo limitadas. A neuropatia diabética acomete
tanto o sistema nervoso somatico (principalmente nervos sensitivos) como o sistema
nervoso autondémico tanto em humanos como em modelos experimentais. Do ponto
de vista de morbi-mortalidade da diabete, a neuropatia autonébmica tem um papel
muito importante, principalmente quando compromete o controle autonémico
cardiovascular. Por algum tempo acreditou-se que a parte parassimpatica do
sistema nervoso autondmico estava mais afetada pela diabete (MCDOWELL et al.,
1994; TOMILSON et al.,, 1992), ndo s6 em pacientes (ECKBERG et al., 1986;
LISHNER et al., 1987), mas também em modelos experimentais (CHANG; LUND,
1986; MAEDA et al., 1995a,b). Entretanto, ha evidéncias consistentes que a parte
simpatica também é bastante afetada na neuropatia autonémica diabética (KAUL,
1999; STUMPEL et al., 1996).
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1.4 Agente Diabetogénico

Véarios agentes quimicos sdo citotoxicos para as células beta do
pancreas, porém a estreptozotocina (STZ) tem sido sistematicamente investigada e

amplamente empregada para induzir diabete nos animais.

A estreptozotocina (STZ), isolada do Streptomyces achromogene, efetiva
contra organismos gram-positivos e gram-negativos e acao anti-tumoral descrita por
Evans et al., 1965 tem sido de grande interesse devido a mimetizacdo da leséao
pancreatica decorrente da destruicdo das células beta, que ocorre na diabetes
mellitus insulino-dependente dos humanos, e por causar um diabete relativamente
permanente, Util para estudos eletrofisiologicos e morfologicos longitudinais de

nervos periféricos na diabete experimental.

Os mecanismos de acdo da STZ ndo sédo ainda completamente
compreendidos (MORDES; ROSSINI, 1981; MALAISSE, 1982), porém algumas
caracteristicas gerais podem ser aferidas. O local de sua acdo diabetogénica é a
célula beta do pancreas, sendo a ligagdo dessas substancias muito rapida. A STZ
pode ser seletivamente direcionada para as células produtoras de insulina devido a
especial capacidade dessas células em reconhecer e metabolizar glicose
rapidamente. Estruturalmente, a STZ é uma glicose com uma cadeia lateral
altamente reativa. Evidéncias de danos pela STZ aparecem entre 30 minutos e 2
horas (SHARMA; THOMAS, 1999).

As alteracbes metabdlicas que seguem a administragcdo da STZ foram
comparadas por Mansford e Opie (1968) que relataram que o0s animais injetados
com STZ, apesar de apresentarem pronunciada hiperglicemia, apresentam niveis
normais de corpos cetdnicos sangiineo, acidos graxos livres plasmaticos e niveis
normais de intermediarios glicoliticos, glicogénio e citrato no coracdo perfundido.
Junod et al.(1969) estenderam e confirmaram essas observacdes e também

demonstraram que a cetonuria s6 aparece apos a injecao de uma alta dose de STZ.

A dose diabetogénica efetiva da STZ é normalmente 4 ou 5 vezes menor
gue a dose letal. Entretanto, as doses efetivas ou letais da STZ variam

consideravelmente entre as espécies e sdo altamente sensiveis a idade, sexo e
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estado nutricional dos animais (GOLD et al, 1981). Uma injecdo Unica,
intraperitoneal ou intravenosa de STZ, preferencialmente com os animais em jejum,
induz diabete experimental em ratos que pode ser mantido sem tratamento com
insulina por um ou dois anos (SHARMA; THOMAS, 1974; POWEL; KNOX; LEE,
1977; ZEMP; BESTETTI; ROSSI, 1981). Em geral, STZ € mais eficaz e mais
especifica para as células beta do pancreas que o aloxane (RAKIETEN; RAKIETEN;
NADKARNI, 1963).

1.5 Imobilizagéo

Segundo Booth (1982), Falempin e Mounier (1998), Machida e Booth
(2004), a perda de massa muscular associada a perda de forca € uma das primeiras
e mais 6bvias modificagbes que ocorrem como resultado da imobilizacdo. Isso se
correlacionaria com a reducdo no tamanho do masculo e uma queda na tenséo por
unidade de area transversal do muasculo. Essa perda é mais acentuada nas
primeiras setenta e duas horas, com indices de 14 a 17%. Tendo decorrido

aproximadamente uma semana, o ritmo de perda parece diminuir.

A velocidade de sintese protéica comeca a declinar seis horas apds o
inicio da imobilizac&do. A consequéncia direta € 0 aumento da fadigabilidade devido a
menor capacidade oxidativa. Um dos possiveis mecanismos de disparo das
mudancas subseqientes a imobilizacdo é a modificacdo do grau de atividade neural
sobre o tecido muscular (FALEMPIN; MOUNIER, 1998).

Atualmente, ao induzir atrofia muscular que se aproxime das condi¢des
de restricdo ao leito e hipoatividade, dois modelos sdo considerados mais
apropriados: a suspensao e a imobilizagcdo. Em estudo comparativo entre os dois
modelos, ambos produzem reducgbes significativas na massa do musculo séleo,
duracdo da contracao isométrica e pico da tensao tetanica. Segundo Booth e Kelso
(1973), Itai, Kariya, Hoshino (2004) as técnicas de inervagdo, transeccdo de raiz

neural ou medular, tenotomia, fixagdo das articulacbes com pinos e castracao
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utilizadas para mimetizar a hipoatividade apresentam particularidades que podem
alterar os indices de atrofia quando comparados aos dois previamente citados.
Nesse mesmo estudo, é relatado que a utilizacdo de imobilizacdo gessada permite a
integridade dos nervos, musculos e tenddes, ndo € invasiva e nao permite que
ocorra a descarga sobre os membros imobilizados, tornando possivel estudar os
efeitos da diminuigdo do trabalho muscular em se opor a gravidade, além de ser um
procedimento que se aproxima das condicOes deparadas na pratica clinica e permitir
mais facilmente que se estudem o0s acontecimentos decorrentes do retorno as

atividades.

De acordo com Lundborg (2000), a lesdo do SNP pode ser resultante de
isquemia de vasos que irrigam o0 nervo, ou ainda seccao, tracdo e compressao
nervosa. A compressao nervosa € dada por meio de uma pressdo exdgena que
causa um decréscimo do fluxo sanguineo e deformacgdo estrutural das fibras
nervosas. Afinamento da bainha de mielina e desmielinizacdo focal séo as
consequéncias observadas, levando a um bloqueio da conducdo nervosa e, como
sintomas predominantes, consequente perda da poténcia muscular e sensibilidade
ao toque. As fibras mielinizadas de grosso calibre sdo mais susceptiveis que as de
fino calibre ou ndo mielinizadas. Relata-se ainda que longos periodos de
compressdo intensa possam gerar interrupcdo da membrana axonal, além de

bainhas endoneurais e perineurais.

1.6 Potencial de Agéao

O potencial de acdo € uma alteracdo rapida no potencial da membrana
seguida por um retorno ao potencial de repouso da membrana. O tamanho e a forma
dos potenciais de acdo diferem de um tecido excitavel para outro (BERNE et al.,
2004). Este fato é ocasionado por diferencas de concentracdo de ions entre as
faces interna e externa da membrana que se mantém em equilibrio. Uma vez
alterado esse equilibrio, seja qual for o estimulo e desde que se atinja o limiar de

excitabilidade da membrana, pode-se produzir uma despolarizacdo com carater
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regenerativo, do tipo tudo ou nada, a qual sera um potencial de acdo que se propaga
por toda a fibra nervosa (BEST; TAYLOR, 1990).

O potencial de acdo é uma alteracdo abrupta do potencial de repouso da
membrana de um estado de eletronegatividade da face interna da membrana
citoplasmatica, para um estado de eletropositividade, uma vez excitada a fibra
nervosa. Devemos considerar a origem deste fendbmeno a partir da permeabilidade
seletiva da membrana a alguns ions. Em repouso, a membrana é mais permeavel
aos fons K, onde os valores de potencial de membrana (V) se aproximam do valor
do potencial de equilibrio eletroquimico deste ion. Uma vez excitada, essa
permeabilidade seletiva pode alterar-se, observando-se uma inversédo da polaridade
da membrana e aumento de sua permeabilidade aos ions Na®*. Este dltimo estado
faz com que os valores de potencial de membrana aproximem-se do valor do
potencial de equilibrio eletroquimico do Na® (HODGKIN; HUXLEY, 1939; HODGKIN;
KATZ, 1949).

No entanto, a condutancia aumentada aos fons Na’ logo cessa e a
permeabilidade aos ions K* é rapidamente aumentada, fazendo com que o potencial
de membrana retorne ao seu estado original de polaridade através dessa alteracéo
de canais de K* e, principalmente, através dos processos chamados inativacdo do
canal de Na" e regulagdo da bomba de Na*e K*. O potencial de agdo nervoso é um
fendbmeno muito rapido, da ordem de apenas alguns milissegundos (ms). A
amplitude do potencial de acdo demonstrou ser amplamente dependente da
concentracdo externa de Na' e insensivel a diminuicdo do K™ extracelular para
valores inferiores aos fisioldgicos (BEST; TAYLOR, 1990).

Durante o desenvolvimento do potencial de acdo, ha inicialmente um
influxo de Na* e, posteriormente um efluxo de K na fibra, processo esse em que 0
fluxo de ambos os ions obedece a um gradiente eletroquimico; favorecendo
inicialmente a despolarizacdo e, posteriormente, a repolarizagdo da membrana,
respectivamente. (HODGKIN; HUXLEY; KATZ et al.,, 1952; HODGKIN; HUXLEY,
1952a, b; HODGKIN; HUXLEY, 1964).
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1.7 Potencial de Agcdo Composto

O potencial de acdo € composto (PAC) quando é registrado de forma
extracelular, em diferentes pontos, num determinado tronco nervoso constituido por
varias fibras nervosas que conduzem a resposta ao estimulo aplicado com
diferentes amplitudes e velocidades. O pico registrado € composto de picos
individuais de muitos axonios, variando no tamanho com a amplitude do estimulo,
pois ao aumentar o estimulo mais e mais axénios contribuem para o total do registro
(JUNGE, 1976; BEST; TAYLOR, 1990).

Erlanger e Gasser apud: Best e Taylor, 1990 demonstraram que o registro
do potencial de acdo composto revelava a presenca de até trés componentes q, B e
Y, que refletiam a atividade de diferentes tipos de fibras nervosas. Essas fibras foram
denominadas como grupos A, B e C (Tabela 1), levando-se em consideracéo
aspectos relacionados a sua velocidade de conducéo, diametro da fibra e amplitude
de resposta. Foi demonstrado que as fibras de didmetros maiores possuem uma
velocidade de conducdo maior, maior amplitude de resposta elétrica, menor limiar de
excitacdo e menor duracdo da resposta e do periodo refratario (HURSH, 1939;
GASSER, 1943).

As fibras do tipo A sdo todas mielinizadas, apresentam diametros de 1 a
20 um e velocidades de conducdo de 5 m/s ou menos, para as fibras menores, e até
120 m/s, para as maiores. Essas fibras possuem maior amplitude de resposta,
menor limiar de excitagdo, menor duracdo de resposta e periodo refratario
igualmente menor. Este grupo de fibras € o que quantitativamente mais contribui
para o PAC. Podem ocorrer em nervos somaticos como o ciatico e o safeno. As
fibras do tipo B s&o mielinizadas, apresentam diametros da ordem de 1 a 3 um e
velocidade de conducdo de 3 a 15 m/s. Ocorrem apenas em nervos autonémicos
pré-ganglionares. As fibras do tipo C ndo sédo mielinizadas, apresentam diametros
inferiores a 1 um e apresentam velocidades de conducéo em torno de 2 m/s, sendo

encontradas principalmente em nervos cutaneos e viscerais (BEST; TAYLOR, 1990).
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Tabela 01. Classificacdo das fibras nervosas de mamiferos. A classificacdo do grupo
| a IV aplica-se somente a fibras sensoriais. Fonte: AIDLEY, 1998.

Tipo Grupo Diédmetro (um) | Velocidade de Condugédo Funcéo
(m/s)
Aa 15-20 50-120 Fibras motoras para musculo esquelético
Aa la 15-20 70-120 Terminagdes primérias no fuso muscular
Aa Ib 12-20 70-120 Aferentes no 6rgéo tendinoso de Golgi
AB 1] 5-10 30-70 Terminagbes secundérias nos fusos musculares,

tato, pressao

Ay 3-6 15-30 Inervag&o motora dos fusos musculares

Ad 1} 2-5 5-25 Receptores de presséo e dor

B 3 3-15 Pré-ganglionares autondmicas

C 0.5-1 0.5-2 Pés-ganglionares autondmicas (ndo-mielinizadas)
C v 0.5-1 0.5-2 Dor (ndo-mielinizadas)

1.8 Nervo Ciatico e Ganglio da Raiz Dorsal

O nervo ciatico origina-se dos segmentos espinhais L4 a L6, inervando
toda a regido dos membros inferiores e dividido abaixo da fossa poplitea em trés
ramos: nervos tibial, peroneal e sural, sendo cada um destes dotado de diferentes
propor¢cdes motoras, sensitivas e autonémicas. Traumatismos em cada um destes
bragos do ciético levam a paralisia e anestesia de regides particulares (RODRIGUES
et al., 2004; VALERO-CABRE et al., 2004; VALERO-CABRE et al., 2002).

Funcionalmente, o nervo ciatico é classificado como nervo misto,
contendo fibras motoras (eferentes) e sensitivas (aferentes) (NAVARRO; VERDU,
2004).
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As fibras nervosas aferentes podem ser mielinizadas ou ndo mielinizadas,
variando seu diametro de 2 a 20 um. As mielinizadas séao classificadas como Aaq,
subtipo (Ib) via aferente do 6rgdo tendinoso de Golgi e (Ia) termina¢cdes primarias no
fuso muscular, possuindo diametro médio de 15 pum e velocidade de conducédo de
70-120 m/s; AB com didametro médio de 8 um e velocidade de conducdo média de 50
m/s tendo a funcdo principal de aferéncia na propriocepcédo, tato e pressao nos
musculos e articulacdes; Ad séo fibras sensitivas para temperatura e dor, diametro
de 1-4 um e velocidade de conducédo de 5-25 m/s. As ndo mielinizadas que sdo do
tipo C conduzem informacdo referente & dor em uma velocidade de conducado média
com intervalo entre 0,5-2 m/s (BEST; TAYLOR, 1990; NOKES et al., 1991;
CATTERRAL; MACKIE apud GOODMAAN; GILMAN, 1996; AIDLEY, 1998).

As fibras motoras sédo originadas no motoneurdnio localizado no corno
anterior da medula espinhal e estendem-se até a juncdo neuromuscular nos
musculos esqueléticos; a maioria pode ser dividida em dois tipos: fibras eferentes
alfa (Aa), com diametro variavel entre 10 e 17 um, as quais fazem sinapse com o
musculo esquelético, tendo uma velocidade de conducéo de 50-120 m/s e as fibras
motoras gama (Ay), de 3 a 8 um de didametro, que inervam o fuso muscular com

velocidade de conducao de 15-30 m/s.

O aglomerado de corpos celulares de fibras sensoriais que esta localizado
junto as raizes dorsais de cada nervo espinhal denomina-se Ganglio da Raiz Dorsal
(GRD). Os ganglios das raizes dorsais dos nervos espinhais contém células
satélites, vasos sanguineos, células de Schwann e corpos dos neurdnios sensitivos
(PARENT, 1996). Estes se apresentam envoltos por uma capsula de tecido
conjuntivo que € continua ao epineuro e perineuro dos nervos periféricos adjacentes.
A céapsula emite trabéculas do tecido conjuntivo para o interior do ganglio e forma
um estroma muito vascularizado que, junto com os feixes de fibras nervosas, divide
0s corpos das células nervosas em grupos de diferentes tamanhos (Figura 01,
DEVOR, 1999).
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Figura 01 - Fotoneuromiografia do GRD. Mostrando corpos celulares (CB), tecido conjuntivo (CT) e
fibras nervosas (NF). HXE, 160X (ROSS et al., 2006).

Uma caracteristica do GRD é a presenca de capilares fenestrados,
diferentemente do SNC, que apresenta capilares continuos, caracterizando a
barreira hemato-encefalica, a qual forma uma barreira para difusdo de moléculas

grandes dos vasos para o espaco extracelular (ALLEN et al., 1994).

As células ganglionares, ou neurénios pseudo-unipolares apresentam um
prolongamento em forma de T, cujo ramo central penetra no tronco encefalico ou no
corno dorsal da medula espinal, enquanto o ramo periférico entra no nervo periférico
e forma as terminacdes nervosas livres, ou inerva receptores sensoriais. Em alguns
neurénios, o ramo inicial do axbénio segue um curso convoluto, tortuoso ou
“enrolado”, algumas vezes se espiralando ao redor do soma, o chamado glomérulo,
aumentando a extensao do axonio inicial (DEVOR, 1999; PARENT, 1996).

Os corpos celulares variam de tamanho (entre 15 e 100 um de diametro),
sao arredondados com um nucleo redondo, grande e de localizacdo central. Além
disso, os corpos dos neurbnios dos ganglios sensitivos ndo apresentam dendritos e

também nédo recebem sinapses, motivo pelo qual o ganglio sensitivo € dito como um
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acumulo de corpos de células nervosas com seus prolongamentos centrais e
periféricos (GENESER, 2003; PARENT, 1996).

Toda informacédo somatossensorial € conduzida até o sistema nervoso
central (SNC) pelos neurdnios do GRD, esses neurbnios tém capacidade de
responder seletivamente a tipos especificos de estimulos (calor, frio, pressao, dor)
devido a especializacdes morfoldégicas e moleculares dos seus terminais nervosos
(KANDEL et al., 2003). Devido a localizagdo desses neurénios no GRD, onde h&
auséncia de uma barreira sangue-nervo bem definida como no SNC, estas células
tornam-se mais susceptiveis as variagdes plasméticas de glicose, a qual quando em

niveis elevados causa danos celulares (ALLEN et al., 1994).

A velocidade de conducdo dos neurbnios do GRD estabelece uma
relacdo com a morfologia celular. O potencial de acdo é conduzido mais
rapidamente pelas células maiores que sao classificadas como fibras Aa (30-55 m/s)
ou AB (14-30 m/s); as células de tamanho intermediario sao classificadas como Ad
(2,2-8 m/s); as fibras do tipo C de conducédo lenta (<1,4 m/s) relacionam-se as
menores células do GRD (HARPER; LAWSON, 1985a).

Os potenciais de acéo evocados apresentam uma diferenca entre os tipos
de células. As células Aa e AB tem curta duracdo e as do tipo C e algumas Ad tem
longa duracdo, com uma inflexdo na sua repolarizacdo (HARPER; LAWSON,
1985h).

As células do GRD possuem diferentes formas de PA apresentando
subtipos de canais i6nicos. Os PAs de longa duracdo expressam canais para Na®
sensiveis a tetrodoxina (TTX-S), as isoformas Na,1.8 e Na,1.9 dos canais para Na*
resistentes a tetrodoxina (TTX-R) e canais para K* com ativacéo lenta. Células que
expressam canais para Na* TTX-S e canais para K* com ativagéo lenta apresentam
PA de duracdo intermediaria e as células com PA de curta duracdo expressam as
isoformas Na,1.1 e Na,1.6 e Na,1.7 dos canais para Na* TTX-S, o Na,1.8 (TTX-R) e
canais para K* com ativagdo rapida (CAMPBELL, 1992; BLACK et al., 1996; FJELL
et al., 2000).
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2 RELEVANCIA

Diariamente, milhares de pessoas sdo obrigadas a vivenciar situacdes de
limitacdes fisicas provisérias decorrentes de imobilizagcdo de alguma parte de seu
corpo para restabelecer a funcédo organica. Consequentemente, este limite abrange
muito mais do que uma limitacdo funcional de um segmento corporal, podendo
resultar ao paciente uma restricdo provisoéria de sua fungdo organica normal, vindo a
limitd-lo quanto a sua locomocao e suas atividades da vida diaria. Esta situacéo
podera agravar-se quando o paciente for diabético, devido a complicacbes mais

graves que por ventura venham a surgir.

A Diabetes mellitus (DM) é um problema importante e crescente em
Saude Publica. Sua incidéncia e prevaléncia estdo aumentando, alcangando
proporcdes epidémicas. Esta associado a complicagbes que promovem a
produtividade, a qualidade de vida e a sobrevida dos individuos. Além disso,
acarreta altos custos para seu controle metabdlico e tratamento de suas
complicagoes.

A neuropatia diabética é a complicacdo mais comum do DM,
compreendendo um conjunto de sindromes clinicas que afetam o sistema nervoso
sensitivo, motor e autondmico, de forma isolada ou difusa, de instalagdo aguda ou
cronica, de carater reversivel ou irreversivel, manifestando-se silenciosamente ou

com quadros sintomaticos dramaticos.

Apesar disso, poucos sdo os dados que se tem relacionando as
alteracdes da conducdo nervosa do nervo ciatico e do ganglio da raiz dorsal em
relagdo a imobilizacdo e interagio imobilizacdo/diabetes.

Tendo em vista esses fatos, pesquisas cientificas que contribuam na
busca de solucbes para portadores de diabetes imobilizados sdo extremamente
relevantes, tanto do ponto de vista cientifico, tecnoldgico e financeiro como no ponto

de vista social.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

- Analisar as alteracfes da excitabilidade do nervo ciatico e ganglios da
raiz dorsal dos ratos diabéticos e ndo diabéticos com imobilizacdo da pata traseira

direita.

3.2 Objetivos Especificos:

- Validar um protocolo de imobilizacdo, adaptando-o para ratos diabéticos;
- Elucidar o efeito da imobilizacdo em ratos diabéticos e ndo diabéticos;

- Caracterizar e comparar a excitabilidade e o potencial de acdo composto
do nervo ciatico da pata traseira direita imobilizada de ratos diabéticos e nédo
diabéticos, quantificando os seguintes parametros de analise: amplitude positiva das
componentes, amplitude pico-a-pico, velocidade de conducdo das componentes,

reobase e cronaxia;

- Elucidar as alteracdes na excitabilidade dos neurdnios do ganglio da raiz
dorsal direito dos ratos com a pata traseira direita imobilizada, diabéticos, diabéticos
com a pata traseira direita imobilizada e ndo diabéticos (controle), utilizando e
quantificando os seguintes parametros do potencial de agao intracelular: corrente
limiar, resisténcia de entrada da membrana celular, potencial de repouso, amplitude
do potencial de acéo, duracdo desse potencial e inclinagdes maximas ascendentes e

descendentes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento Experimental

4.1.1 Materiais Bioldgicos

Etica na experimentacdo animal: os experimentos foram realizados
obedecendo aos principios éticos sobre manipulacdo e utilizacdo de animais
experimentais regidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e
estabelecidos pelo Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Estadual do Ceara, sendo aprovado sob protocolo n°® 08351783-9 de 26/08/2008.

Foram utilizados 56 (cinqlenta e seis) ratos albinos, Rattus norvergicus,
variedade Wistar, do sexo masculino, adultos jovens (oito semanas de idade), com
massa corpOrea entre 200-320 gramas, provenientes do Biotério do Instituto
Superior de Ciéncias Biomédicas (ISCB) da Universidade Estadual do Ceara (UECE)
e da Universidade Federal do Ceara (UFC). Durante o periodo experimental os
animais ficaram sob condi¢cdes controladas de temperatura (22-25°C), ciclo claro-

escuro de doze horas, recebendo racao e agua ad libitum.

4.1.2 Grupos Experimentais

Os 56 (cinquenta e seis) animais foram distribuidos em 4 grupos

experimentais, conforme descrito abaixo:
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1 - Grupo Controle (C)

Neste grupo os animais, no inicio do experimento, foram separados dos
demais, pesados, deixados nas gaiolas por seis semanas e depois foram

sacrificados.

2 - Grupo Imohilizado (1)

Composto por animais com as mesmas caracteristicas fisicas do Grupo
Controle, mantidos nas gaiolas por quatro semanas, seguido de imobilizacdo do

membro posterior direito por mais duas semanas e depois sacrificados.

3 - Grupo Diabético (D)

Os animais, quando jovens, foram induzidos ao quadro diabético
conforme descrito e no inicio do experimento, separados dos demais, pesados,
deixados nas gaiolas por seis semanas e depois sacrificados.

4 - Grupo Diabético Imobilizado (DI)

Composto por animais com as mesmas caracteristicas fisicas do Grupo
Diabético, mantidos nas gaiolas por quatro semanas, seguido de imobilizacdo do
membro posterior direito por mais duas semanas e depois sacrificados.

4.1.3 Inducéo de Diabetes Experimental

Ratos Wistar do sexo masculino, pesando entre 200-320 gramas foram
induzidos quimicamente ao diabete por uma solucéo de estreptozotocina (STZ) na
dose Unica de 65 mg/kg de peso corporal, dissolvido em solugéo de citrato de sodio
1M com pH 4,4 e injetado via intraperitoneal, como realizado no estudo de Fox et al.

(1999). Para isto, os animais permaneceram em jejum alimentar de 12 horas na
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véspera da inducédo, com fornecimento de agua ad libitum. Apos 30 minutos da
injecéo eles foram alimentados normalmente. Apds 48 horas da indug¢do, amostras
de sangue foram coletadas através de uma pequena puncdo na porcédo distal da
cauda do animal, com a coleta de uma gota de sangue sobre a glicofita. A glicemia
foi entédo confirmada no aparelho Accu-Chek Advantage (Roche ®). Os animais com
glicemia maior ou igual a 200 mg/dl, foram considerados diabéticos (incluidos no
grupo experimental) e aqueles com glicemia inferior foram descartados do
experimento. Outra observacdo importante para avaliar a diabete € o elevado
consumo de 4gua, reducdo de peso, alteracdo na pelagem e intensa diurese. O
namero de mortes foi reduzido pela limpeza diaria das gaiolas e manutencdo de
agua nas garrafas. Pesagem e confirmacdo da diabete foram realizadas

semanalmente.

4.1.4 Técnica de Imobilizacéo

Previamente os animais foram anestesiados com Cetamina 60 mg/kg e
Xilasina 8 mg/kg de peso do animal por via intraperitoneal, ataduras de algoddo com
4 cm de largura foram utilizadas nas articulacbes para prevenir a formacdo de
Ulceras de pressdo. Para os grupos imobilizados, o membro posterior direito foi
imobilizado com esparadrapo impermeéavel (marca Cremer com 10 cm de largura),
que incluiram a pelve, quadril, joelho (ambos em extensao) e o tornozelo (em flexao
plantar). Em seguida os animais foram enfaixados com o esparadrapo de modo
convencional em pequenas tiras de 5 cm de largura e 15 cm de comprimento cada,
tiras diferentes para o membro e o tronco, sem muita pressdo de torque. A
imobilizacdo foi substituida quando danificada e mantida por duas semanas. Os
animais ja divididos em seus respectivos grupos foram colocados em gaiolas
plasticas com livre acesso a racdo e agua. A imobilizacdo ndo impediu a locomocao

dentro da gaiola.

A imobilizacdo foi realizada quando os ratos completaram oito semanas

de vida permanecendo duas semanas de imobilizacao.
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4.1.5 Sacrificio dos animais

Os animais foram sacrificados por concussao cerebral de acordo com a
Resolucdo do Conselho Federal de Medicina Veterindria (CFMV) N° 714,
20/06/2002, e em seguida pesados para posterior dissecacdo do nervo ciatico direito
para analise do potencial de acdo composto no sistema extracelular e dos ganglios

direitos da raiz dorsal no sistema intracelular.

4.1.6 Solucéo

O nervo ciatico e ganglio da raiz dorsal foram nutridos com solugédo de
Locke modificada, contendo a seguinte composi¢cdo (em mM): NaCl: 140, KCI: 5,6;
MgCl,: 1,2; CaCly: 2,2; Tris-Hidroximetil-Aminometano (TRIS): 10; Glicose: 10.

A solucdo de Locke teve o pH ajustado para 7,4 = 0,01 utilizando
Hidréxido de sédio (NaOH) ou acido cloridrico (HCI) a temperatura ambiente.

Os sais que foram utilizados no preparo da solucgdo fisiolégica sdo de grau
de pureza analitica, obtidos das companhias Sigma Chemical Corporation (St. Louis,

Missouri, USA), Merck (Darmstadt, Germany) ou Reagen (Rio de Janeiro, RJ, Br).

4.1.7 Dissecacao do nervo ciatico e montagem do sistema extracelular

O nervo ciético direito dos ratos foi cuidadosamente submetido a cirurgia
de disseccdo, sendo removido de sua origem e insercdo e imediatamente

acondicionado em solucao de Locke modificada até o momento de sua utilizacao.
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Em seguida, a camara de registro (camara de Harvard) foi preenchida
com 8 ml de solugéo de Locke e o nervo foi posicionado horizontalmente sobre os
eletrodos de platina desta camara. Manteve-se uma alca de aproximadamente 20
milimetros do nervo submerso na solucdo a fim de que, por capilaridade, a solucao
fosse administrada ao tecido. A camara foi mantida hermeticamente fechada para
evitar a desidratacdo da preparagéao.

Uma das extremidades do nervo foi eletricamente estimulada por pares
de eletrodos acoplados a um estimulador de Grass, modelo S-48 (Grass Instrument
Co., Quincy, MA, USA), através de uma unidade isoladora de estimulo Grass,
modelo SIU 4678 (Grass Instrument Co.). O pulso gerado pelo estimulador foi do
tipo onda quadrada, com amplitude de 40 Volts, duracdo de 100 microssegundos e
aplicados nas frequéncias de 0.2, 20, 50, 100, 200, 300 e 400 Hertz.

O potencial de agéo evocado foi coletado por eletrodos de registro na
outra extremidade do nervo. O sinal foi aumentado em 1000X por um amplificador
(AM 01/UECE) de alta impedancia de entrada e visualizado em osciloscépio
(KENWOOD, modelo CS4125).

Uma placa de interface andélogo-digital (A/D) (DIGIDATA 1322A)
transformou o sinal para tornar possivel a sua leitura e armazenamento em um
computador por meio do software Axoclamp (AxonScope, da Axon Instruments Inc.,
Foster City, CA, USA).

O nervo direito passou por um periodo de estabilizacao do registro de 120
minutos, tempo este mais do que suficiente para que ocorra uma boa estabilizagao
da amplitude do registro do potencial de acdo composto. Considerou-se estabilizada
a preparacdo em que ndo houve variacdo na amplitude do PAC por mais de 30
minutos. Em seguida foi medida a reobase e a cronaxia. Posteriormente colhidos
registros de estimulos do potencial de acdo composto com frequéncias de 20, 50,
100, 200, 300, 400 Hz com intervalos entre as mesmas de 0,2 Hz, conforme Tabela
02.
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Tabela 02. Protocolo experimental de coleta de registros de frequéncias do
potencial de acdo composto do nervo ciético direito.

Frequéncia (Hz)

Tempo (min.)

Tempo Acumulado (min.)

20 Hz 2" 2"
0,2 Hz 5” 7
50 Hz 2" 9”
0,2 Hz 5" 147
100 Hz 2" 16”
0,2 Hz 5” 217
200Hz 2" 23"
0,2 Hz 5” 28"
300 Hz 2" 30"
0,2 Hz 5" 35”
400 Hz 2" 37"
0,2 Hz 5” 42"

O tempo total previsto para a coleta dos registros do nervo direito de cada

animal sera de aproximadamente 4 horas.
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Figura 02. Esquema ilustrativo do “setup” para registro extracelular do potencial de acéo
composto.

4.1.8 Dissecacao do ganglio da raiz dorsal e montagem do sistema intracelular

Apds a remocédo do nervo ciatico direito, foram dissecados os ganglios da
raiz dorsal a nivel dos segmentos L4 e L5, paravertebral direito. Em seguida foram
acondicionados em solucéo de Locke e fixados sobre uma camara de acrilico com
fundo Silgard®. A camara de registro foi montada sob uma lupa (modelo COLLEGE
STEREO, MLW Intermed, Schoéneiche, Alemanha), com aumento de 20X, para
auxiliar a fixacdo com microalfinetes inoxidaveis e observagao dos procedimentos do

ganglio da raiz dorsal.

A nutricdo do tecido ocorreu atraves de perfusdo por meio de fluxo por
gravidade, ajustado entre 1 a 1,5 ml/min, com solu¢do de Locke. Para minimizar os
efeitos de capacitancia do eletrodo, o nivel de liquido da camara foi controlado na
menor altura possivel acima da superficie do ganglio. Para a retirada de liquido da

camara foi utilizada uma bomba de infusdo, com uma de suas extremidades
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conectada a um estreito tubo (para agir como um sugador de liquido) e a outra a um
depodsito de descarte de solucdo. Essa montagem foi instalada fora do local onde
estava a camara, para evitar a adicdo de vibracdo ao sistema. Por fim, a solucéo
que ficou na camara considerada como meio extracelular foi aterrada e, portanto,

atribuido valor do potencial igual a zero.

O impalamento dos neurdnios do ganglio da raiz dorsal foi realizado com
microeletrodos de borossilicato (diametro externo de 1,0 mm e interno de 0,5 mm),
que foram confeccionados por um puxador de micropipetas (modelo P-97, Sutter
Instrument, Novato, CA, EUA) e preenchidos com solugéo de KCI 3M a fim de obter
resisténcia entre 40 a 90MQ. Em seguida, o microeletrodo foi montado em um pré-
amplificador, que estava conectado a um eletromero (modelo AXOCLAMP 2B, Axon
Instruments, Foster City, CA, EUA). A movimentacdo do eletrodo, bem como o
impalamento das células, foi realizada com um micromanipulador hidraulico (modelo
MWO-3, Narishige International Inc., Long Island, NY, EUA).

As propriedades elétricas da membrana foram registradas no modo de
clampeamento de corrente (current-clamp), no qual hé fixacdo do valor da corrente a
ser injetada, de forma a medir as variagcdes de potencial advindo do sistema. Para
monitoramento do sinal, utilizamos dois osciloscépios: um para 0 monitoramento do
potencial de membrana (V) e da corrente injetada (modelo 5111A, TEKTRONIX,
Beaverton, OR, EUA) e outro para monitoramento da carga e descarga do
microeletrodo (modelo HM303-6, HAMEG Instruments, Mainhausen, Alemanha).
Ambos os osciloscopios, bem como uma placa de interface A/D (modelo DIGIDATA
1200, Axon Intruments, Foster City, CA, EUA) estavam conectados as saidas do
eletrbmero. A aquisicdo dos registros eletrofisiologicos foi feita através de um
software (CLAMPEX, versdo 6.0) e os dados armazenados em computador para

posterior andlise. O esquema do setup experimental esta ilustrado na Figura 03
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Figura 03. Esquema ilustrativo do “setup” para registro intracelular do potencial de acdo dos
neurdnios do ganglio da raiz dorsal.

4.1.9 Laboratoérios

Os experimentos envolvendo os animais e analises foram conduzidos nos
laboratérios: Bioquimica e Cultura de Células e de Eletrofisiologia, ambos nas
dependéncias do Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas (www.uece.br/cmacf)
pertencentes a Universidade Estadual do Ceara - UECE.
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4.2 Andlise Eletrofisiolégica

As alteracbes da excitabilidade e da condutibilidade nervosa foram
avaliadas através das mudancas observadas na amplitude pico-a-pico, na amplitude
positiva das componentes e na velocidade de condugdo do potencial de acao
composto evocado. Para caracterizar o efeito da excitabilidade do nervo, foram
avaliados a reobase e a cronaxia. Os dados coletados para observacdo de possiveis
alteracdes nos parametros acima citados foram analisados pelo mesmo software

Clampfit, da Axon Instruments Inc., Foster City, CA, USA.

A amplitude pico-a-pico foi estabelecida através da soma da maior
amplitude positiva com o médulo da maior amplitude negativa atingidas no registro
do potencial de acdo composto, proporcional ao numero de axénios que conduzem o

impulso em uma dada velocidade (MEIRI et al., 1996).

A amplitude dos componentes foi estabelecida através da amplitude

maxima positiva de cada um dos trés componentes.

Em relacdo ao célculo da velocidade de condugdo nervosa do PAC,
utilizamos a proporc¢ao entre a distancia percorrida pelo potencial de agdo composto,
desde o eletrodo de estimulacdo que estava mais proximo do ponto de imersédo do
nervo na solucao até o eletrodo de registro e o tempo decorrido até a finalizagéao
deste trajeto. Consideramos o intervalo entre o ponto inicial do artefato de estimulo
observado no grafico de registro, assim como, o ponto onde a inflexdo ascendente
do gréfico de potencial de agcdo composto atingiu 50 % de sua amplitude pico-a-pico
para definicdo de tempo. Para analise da velocidade dos componentes utilizamos a
relacdo entre a distancia percorrida pelo PAC, como descrito anteriormente e o
intervalo entre o ponto inicial do artefato de estimulo e o pico positivo de cada

componente.

A curva de intensidade-duracdo com onda quadrada de voltagem-
constante foi usada para determinar reobase e cronaxia (HOLSHEIMER et al.,
2000). A reobase mensurada como a voltagem limiar para uma resposta ativa, com
uma longa durac¢ao do pulso (1000 ps) e cronaxia como a duracao limiar com um

pulso a uma voltagem igual ao dobro da reobase.
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4.3 Tratamento Estatistico

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdao da meédia
(EPM). O numero total de experimentos esta representado pela letra “n”. A andlise
estatistica e os gréficos foram realizados utilizando os softwares SigmaPlot® for
Windows (versdo 10.0, Systat Software) e Prism® 5 for Windows (versdo 5.0,
GraphPad Software).

A significancia estatistica foi aceita quando os resultados apresentaram
probabilidade de ocorréncia da hiptese nula menor que 5% (p<0,05).

Nas comparacdes realizadas entre duas amostras, foram utilizados o
teste t-student pareado ou ndo pareado. Para as comparagc6es multiplas foi adotada
a Analise de Variancia (ANOVA) one-way e two-way conforme apropriado,
respeitando-se as hipéteses de normalidade da distribuicdo e homocedasticidade
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5 RESULTADOS

5.1 Glicemia

A coleta sanguinea foi realizada semanalmente, durante seis semanas
consecutivas utilizando o aparelho Accu-Chek Advantage (Roche®). Os animais dos
grupos diabético e diabético imobilizado foram induzidos com STZ na semana 1
(Figura 4). ldentificou-se um aumento da média de glicemia nos grupos diabético e
diabético imobilizado comparados com os grupos controle e imobilizado. As médias
+ erro padrdo de glicemia atingiram os seguintes valores: controle: 86,87+0,87 mg/dl;
imobilizado: 84,45+1,29 mg/dl; diabético: 286,29+13,45 mg/dl; diabético imobilizado:
279,56+14,01 mg/dl. As andlises estatisticas indicaram um grau de significancia
(p<0,05) entre os grupos: controle com diabético e diabético imobilizado; imobilizado

com diabético e diabético imobilizado.
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Figura 04. Evolugdo da média da glicemia nos grupos controle (C), imobilizado (l), diabético (D) e
diabético imobilizado (DI), durante seis semanas ap0s inducdo da STZ. Os resultados expressos em
valores absolutos estdo apresentados como média + EPM (ANOVA). *(p<0,05) representa
significancia do grupo controle com os grupos diabético e diabético imobilizado; #(p<0,05) do grupo
imobilizado com os grupos diabético e diabético imobilizado. O “n” indica o nimero de animais. O
traco pontilhado indica a semana da imobilizaco.

5.2 Massa Corporea

A Figura 05 representa a comparacao do resultado da média da massa
corpOrea dos grupos controle, imobilizado, diabético e diabético imobilizado durante
a quarta semana, onde foi realizada a imobilizacdo da pata traseira direita nos
grupos imobilizado e diabético imobilizado e durante a sexta semana, onde foi o
sacrificio dos animais. As médias * erro padrdo da massa corpOrea na quarta
semana nos grupos controle, imobilizado, diabético, diabético imobilizado foram
respectivamente 269,40+9,56 g; 298,81+9,26 g; 228,90+11,17 g; 217,07+£9,90 g e na
sexta de 320,42+9,90 g; 277,12+9,26 g; 199,27+11,17 g; 190,92+9,90 g. As analises

estatisticas indicaram um grau de significancia (p<0,05) na quarta semana entre 0s
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grupos: controle com diabético e diabético imobilizado; imobilizado com diabético e
diabético imobilizado. J& na sexta semana todos apresentaram diferenca
estatisticamente significante (p<0,05) com o controle e o grupo imobilizado com os
grupos diabético e diabético imobilizado. Quando comparadas as semanas, 0 grupo
controle apresentou um ganho de massa corpbérea e nos grupos imobilizado,

diabético e diabético imobilizado um déficit da massa corpérea.
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Figura 05. Comparacao da média da massa corp6rea dos grupos controle (C), imobilizado (1),
diabético (D) e diabético imobilizado (DI), durante a quarta e sexta semana apoés inducdo da STZ. Os
resultados expressos em valores absolutos estdo apresentados como média £+ EPM (ANOVA).
*(p<0,05) representa significAncia em relacdo ao grupo controle com os grupos diabético e diabético
imobilizado; #(p<0,05) do grupo controle com os grupos diabético e diabético imobilizado. O “n” indica
0 ndmero de animais.

5.3 Ingestao de racéo

O controle da ingestdo de racdo diaria iniciou-se em todos 0s grupos a
partir da semana de inducdo (semana 0 na Figura 06) de STZ nos grupos diabético

e diabético imobilizado, havendo acompanhamento diario durante seis semanas
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consecutivas. Identificou-se um consumo alimentar semelhante entre os grupos
controle e imobilizado e entre os grupos diabéticos e diabéticos imobilizados a partir
da terceira semana. Os dois Ultimos grupos mencionados também apresentaram um
consumo superior em relacdo ao controle e imobilizado, caracterizando o efeito da
diabetes. Durante o periodo de imobilizagdo correspondente entre a quarta e sexta
semana, os grupos imobilizado e diabético imobilizado ndo apresentaram reducdo
do consumo de racdo. A média + erro padrao geral de todas as semanas apresentou
0S seguintes valores: controle 33,09+2,16 g/dia/rato; imobilizado 31,65+1,68
g/dia/rato; diabético 42,63+3,24 g/dia/rato; diabético imobilizado 40,98+4,00
g/dia/rato. As andlises estatisticas para cada semana indicaram um grau de
significancia (p<0,05) a partir da terceira semana entre 0s grupos:. controle com

diabético e diabético imobilizado; imobilizado com diabético e diabético imobilizado.
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Figura 06. Evolucédo da ingestdo de racdo nos grupos controle (C), imobilizado (), diabético (D) e
diabético imobilizado (DI), durante seis semanas apos indugdo da STZ. Os resultados expressos em
valores absolutos estdo apresentados como média + EPM (ANOVA). *(p<0,05) representa
significancia do grupo controle com os grupos diabético e diabético imobilizado; #(p<0,05) do grupo
imobilizado com os grupos diabético e diabético imobilizado. O “n” indica o nimero de animais. O
traco pontilhado indica a semana da imobilizacéo.
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5.4 Registro Extracelular

5.4.1 Caracterizacéo

A formacado do potencial de acdo composto (PAC) apresentou até trés
componentes de onda, porém com o aumento da frequéncia de estimulo a partir de
100Hz a terceira componente ndo foi apresentada em 74% do total dos registros.
Como o estudo foi realizado para as frequéncias 0,2Hz, 20Hz, 50Hz, 100Hz, 200Hz,
300Hz e 400Hz, a terceira componente foi desconsiderada para este estudo.

5.4.2 Tracados eletrofisiologicos das componentes do potencial de acdo composto
do nervo ciatico direito

Os tracados eletrofisiolégicos representativos do potencial de acao
composto dos grupos diabético (Figura 07C) e diabético imobilizado (Figura 07D)
mostraram uma tendéncia de prevaléncia da segunda componente positiva possuir
uma amplitude superior que as demais, caracterizando uma predominancia de fibras
nervosas sensitivas. No grupo controle (Figura 07A) houve uma tendéncia da
amplitude da primeira componente positiva ser superior que as demais,
caracterizando uma predominancia das fibras nervosas motoras. No grupo
imobilizado (Figura 07B) houve uma tendéncia da amplitude da segunda

componente ser igual ou superior a amplitude da primeira componente.
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Figura 07. Tracados eletrofisiolégicos representativos do potencial de acdo composto (PAC) do nervo

cidtico direito dos grupos controle (A), imobilizado (B), diabético (C), diabético imobilizado (D). A seta
(1) indica o artefato.
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5.4.3 Andlise eletrofisiolégica da amplitude positiva da 12 componente do potencial
de acdo composto do nervo ciatico direito

Na analise da amplitude positiva da 12 componente do PAC, os resultados
apresentados na Tabela 03 (Apéndice |), representam a distribuicdo das médias *
erro padrdo dos grupos controle, imobilizado, diabético, diabético imobilizado em
relacdo as frequéncias de estimulo. O aumento da frequéncia de estimulo
apresentou uma diminui¢cdo da curva em todos 0s grupos e os valores da amplitude
dos grupos imobilizado, diabético, diabético imobilizado foram inferiores comparados
com o grupo controle (Figura 08). Houve diferenca estatisticamente significante
(p<0,05) dos grupos imobilizado e diabético em relagdo ao grupo controle nas
frequéncias de 0,2 Hz até 100 Hz. Nas frequéncias de 200 Hz, 300 Hz e 400 Hz ndo
houve diferenca estatisticamente significante.
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Figura 08. Amplitude positiva da 12 componente do PAC, em nervo ciatico direito dos grupos controle
(C), imobilizado (I), diabético (D) e diabético imobilizado (DI). O lado direito foi o lado imobilizado nos
animais submetidos a imobilizacdo. Os resultados expressos em valores absolutos estdo
apresentados como média + EPM (ANOVA). *(p<0,05) representa significancia entre controle e
imobilizado nas frequéncias de 0,2 Hz, 20 Hz, 50 Hz e 100 Hz; #(p<0,05) entre controle e diabético
nas frequiéncias de 0,2 Hz, 20 Hz, 50 Hz e 100 Hz. O “n” indica 0 nUmero de nervos ciaticos direito de
ratos.
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5.4.4 Andlise eletrofisiolégica da amplitude positiva da 22 componente do potencial
de acdo composto do nervo ciatico direito

Na analise da amplitude positiva da 22 componente do PAC, os resultados
apresentados na Tabela 04 (Apéndice Il), representam a distribuicdo das médias +
erro padrdo dos grupos controle, imobilizado, diabético, diabético imobilizado em
relagdo as frequéncias de estimulo. O aumento da frequéncia de estimulo
apresentou uma diminuicdo da curva em todos os grupos e os valores da amplitude
dos grupos imobilizado, diabético e diabético imobilizado foram significativamente
superiores comparados com o grupo controle (Figura 09). Houve diferenca
estatisticamente significante (p<0,05) comparando o grupo diabético imobilizado em
relacdo ao controle nas frequéncias de 0,2 Hz, 20 Hz, 50 Hz e nas frequéncias de

100 Hz, 200 Hz, 300 Hz e 400 Hz n&o houve diferenca estatisticamente significante.
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Figura 09. Amplitude positiva da 22 componente do PAC, em nervo citico direito dos grupos controle
(C), imobilizado (l), diabético (D) e diabético imobilizado (DI). O lado direito foi o lado imobilizado nos
animais submetidos a imobilizacdo. Os resultados expressos em valores absolutos estao
apresentados como média + EPM (ANOVA). ¥(p<0,05) representa significancia entre controle e
diabético imobilizado nas freqiiéncias de 0,2 Hz, 20 Hz e 50 Hz. O “n” indica 0 nimero de nervos
ciaticos direito de ratos.
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5.4.5 Andlise eletrofisiolégica da amplitude pico-a-pico do potencial de acéo
composto do nervo ciatico direito

Na analise da amplitude pico-a-pico do PAC, os resultados apresentados
na Tabela 05 (Apéndice lll), representam a distribuicdo das médias + erro padrao
dos grupos controle, imobilizado, diabético, diabético imobilizado em relacdo as
frequéncias de estimulo. O aumento da frequéncia de estimulo apresentou uma
diminuicdo da curva em todos o0s grupos e os valores da amplitude dos grupos
imobilizado e diabético imobilizado foram inferiores comparados com o grupo
controle (Figura 10). Ja o grupo diabético imobilizado foi superior ao grupo controle
até a frequéncia de 50 Hz por apresentar uma maior hiperpolarizacdo e
consequentemente elevou a amplitude pico a pico, mantendo o resultado
semelhante ao grupo controle em 100 Hz e 200 Hz. ApoOs esta frequéncia
comportou-se semelhante aos grupos diabético e diabético imobilizado. Houve
diferenca estatisticamente significante (p<0,05) comparando o grupo diabético
imobilizado com os grupos imobilizado e diabético na frequéncia de 0,2 Hz. Ja nas
frequéncias de 20 Hz e 50 Hz houve diferenca estatistica entre diabético imobilizado

e diabético. Nas demais frequéncias nao houve diferenca estatistica.
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Figura 10. Amplitude pico-a-pico do PAC, em nervo ciatico direito dos grupos controle (C),
imobilizado (I), diabético (D) e diabético imobilizado (DI). O lado direito foi o lado imobilizado nos
animais submetidos a imobilizacdo. Os resultados expressos em valores absolutos estao
apresentados como média + EPM (ANOVA). ©(p<0,05) representa significancia entre diabético
imobilizado e imobilizado na freqiiéncia de 0,2 Hz; x(p<0,05) entre diabético imobilizado e diabético
nas frequéncias de 0,2 Hz, 20 Hz e 50 Hz. O “n” indica 0 nimero de nervos ciaticos direito de ratos.

5.4.6 Andlise eletrofisiologica da velocidade de conducdo da 12 componente do
potencial de acdo composto do nervo ciético direito.

Na analise da velocidade de conducgédo da 12 componente do PAC, os
resultados apresentados na Tabela 06 (Apéndice 1V), representam a distribuicdo das
médias + erro padrdo dos grupos controle, imobilizado, diabético, diabético
imobilizado em relacdo as frequéncias de estimulo. Na comparagéo entre 0s grupos,
observou-se uma redug¢do no imobilizado, diabético e diabético imobilizado, em
relacdo ao grupo controle (Figura 11), havendo diferenca estatisticamente
significante (p<0,05) nas frequéncias de 0,2 Hz até 100 Hz do grupo controle em

relacdo aos grupos imobilizado e diabético imobilizado. Observou-se uma tendéncia
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de reducdo da velocidade de conducao dos grupos diabético, imobilizado e diabético

imobilizado em relacéo ao controle.
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Figura 11. Velocidade de conducao da 12 componente do PAC, em nervo ciatico direito dos grupos
controle (C), imobilizado (l), diabético (D) e diabético imobilizado (DI). O lado direito foi o lado
imobilizado nos animais submetidos a imobilizagéo. Os resultados expressos em valores absolutos
estdo apresentados como média £+ EPM (ANOVA). *(p<0,05) representa significaAncia entre controle e
imobilizado nas frequéncias de 0,2 Hz, 20 Hz, 50 Hz e 100 Hz; #(p<0,05) entre controle e diabético
imobilizado nas freqiiéncias de 0,2 Hz, 20 Hz, 50 Hz e 100 Hz. O “n” indica o nimero de nervos
cidticos direito de ratos.
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5.4.7 Andlise eletrofisiologica da velocidade de conducdo da 22 componente do
potencial de acdo composto do nervo ciético direito.

Na analise da velocidade de conducgdo da 22 componente do PAC, os
resultados apresentados na Tabela 7 (Apéndice V), representam a distribuicdo das
médias + erro padrdo dos grupos controle, imobilizado, diabético, diabético
imobilizado em relacdo as frequéncias de estimulo. Embora houvesse uma discreta
reducdo das velocidades de conducgé&o dos grupos em relagdo ao grupo controle
(Figura 12), ndo houve diferenca estatisticamente significante.
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Figura 12. Velocidade de conducéo da 2% componente do PAC, em nervo ciatico direito dos grupos
controle (C), imobilizado (1), diabético (D) e diabético imobilizado (DI). O lado direito foi o lado
imobilizado nos animais submetidos & imobilizacdo. Os resultados expressos em valores absolutos
estdo apresentados como média + EPM (ANOVA). Nao houve significancia estatistica com p<0,05. O
“n” indica o numero de nervos ciaticos direito de ratos.
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5.4.8 Andlise eletrofisioldgica da reobase e cronaxia do nervo ciatico direito

Na anélise da reobase, o resultado apresentado na Figura 13, obteve-se
no grupo controle a média + erro padréo de 3,13+0,05 volts, no grupo imobilizado
2,84+0,06 volts, no grupo diabético 2,73+0,08 volts e no grupo diabético imobilizado
3,23+0,10 volts. Houve diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre os
grupos controle e imobilizado, controle e diabético, imobilizado e diabético
imobilizado, diabético e diabético imobilizado. Na Figura 14 correspondente a
cronaxia, obteve-se no grupo controle a média * erro padrdo de 52,31+1,95 us, no
grupo imobilizado de 59,71+2,79 us, no grupo diabético de 50,57+2,08 us e no grupo
diabético imobilizado de 59,75+1,41 us, havendo diferenca estatisticamente
significante com p<0,05 entre 0s seguintes grupos: controle e imobilizado;

imobilizado e diabético; diabético e diabético imobilizado.
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Figura 13. Reobase em nervo ciatico direito dos grupos controle (C), imobilizado (1), diabético (D) e
diabético imobilizado (DI). O lado direito foi o lado imobilizado nos animais submetidos a imobilizagao.
Os resultados expressos em valores absolutos estédo apresentados como média = EPM (ANOVA).
*(p<0,05) representa significAncia entre os grupos controle e imobilizado; **(p<0,05) entre os grupos
imobilizado e diabético imobilizado; #(p<0,05) entre os grupos diabético e diabético imobilizado;
¥(p<0,05) entre os grupos controle e diabético. O “n” indica 0 nimero de nervos ciaticos direito de
ratos.
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Figura 14. Cronaxia em nervo ciatico direito dos grupos controle (C), imobilizado (1), diabético (D) e
diabético imobilizado (DI). O lado direito foi o lado imobilizado nos animais submetidos a imobilizagao.
Os resultados expressos em valores absolutos estdo apresentados como média £+ EPM (ANOVA).
*(p<0,05) representa significAncia entre os grupos controle e imobilizado; **(p<0,05) entre os grupos
imobilizado e diabético; #(p<0,05) entre os grupos diabético e diabético imobilizado. O “n” indica o
namero de nervos ciaticos direito de ratos.

5.5 Registro Intracelular

5.5.1 Caracterizagao e distribuicdo dos neurbnios

Este estudo foi baseado nos dados de neurdnios do GRD que foram
classificados como sem inflexdo (Ngj) (Figura 15A) e com inflexdo (N¢) (Figura 15B),
na fase de repolarizacdo do PA, para os grupos controle, imobilizado, diabético e
diabético imobilizado.

Os neurbnios sem inflexdo apresentaram valores superiores para 0S
parametros corrente limiar, potencial de repouso, dV/dt ascendente e dV/dt

descendente comparados com o0s neurdnios com inflexdo. Ja os parametros
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resisténcia de entrada, amplitude e duracdo do PA apresentam valores inferiores,
conforme descritos nas Tabelas 08 e 09 (Apéndice VI e VII).

A 7mv

2ms

Figura 15. Tracados representativos da derivada do potencial de a¢do nos neurbnios sem inflexdo
(Ns)(A) e com inflexdo (Ng)(B). A seta indica a inflexdo presente na fase de repolarizacdo dos
neurdnios com inflex&o.
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5.5.2 Andlise eletrofisiologica da corrente limiar

Na analise da corrente limiar do GRD direito, os resultados apresentados
na Figura 16A, correspondentes aos neurdnios sem inflexao (Ns;). Nesses neurdnios,
obteve-se no grupo controle a média + erro padrdo de 2,04+0,17 nA, no grupo
imobilizado 1,32+0,19 nA, no grupo diabético 1,19+0,13 nA e no grupo diabético
imobilizado 1,11+0,17 nA. Na Figura 16B, correspondente aos neurbnios com
inflexdo (N¢j), obteve-se no grupo controle a média + erro padrdo de 1,49+0,23 nA,
no grupo imobilizado 0,89+0,10 nA, no grupo diabético 0,81+0,13 nA e no grupo
diabético imobilizado 0,84+0,10 nA. Houve diferenca estatisticamente significante
(p<0,05) nos neurdnios com e sem inflexdo, entre 0 grupo controle e os grupos
imobilizado, diabético e diabético imobilizado, observando-se em ambas as figuras

uma reducdo das médias em relacdo ao grupo controle.
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Figura 16. Corrente limiar avaliada nos neurénios sem inflexdo (A) e com inflexdo (B) do GRD direito
dos grupos controle (C), imobilizado (1), diabético (D) e diabético imobilizado (DI). O lado direito foi o
lado imobilizado nos animais submetidos a imobilizagdo. Os resultados expressos em valores
absolutos estdo apresentados como média + EPM (ANOVA). *(p<0,05) representa significancia entre
0s grupos controle e imobilizado; **(p<0,05) entre os grupos controle e diabético; #(p<0,05) entre os
grupos controle e diabético imobilizado. O “n” indica 0 nimero de células dos ganglios da raiz dorsal
de ratos.
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5.5.3 Andlise eletrofisioldgica da resisténcia de entrada

Na resisténcia de entrada do GRD direito, os resultados apresentados na
Figura 17A, correspondentes aos neurdnios sem inflexdo (Nsj), obteve-se no grupo
controle a média * erro padrdo de 6,60+0,78 MQ, no grupo imobilizado 7,54+1,88
MQ, no grupo diabético 13,00+1,41 MQ e no grupo diabético imobilizado 14,77+2,12
MQ. Na Figura 17B, correspondente aos neurdnios com inflexado (N, obteve-se no
grupo controle a média = erro padrdo de 10,24+1,47 MQ, no grupo imobilizado
14,55+1,75 MQ, no grupo diabético 22,93+2,77 MQ e no grupo diabético imobilizado
24,50+£3,37 MQ. Houve diferenca estatisticamente significante (p<0,05) nos Ng;
(Figura 17A) e N (Figura 17B) entre os seguintes grupos: controle e diabético;
controle e diabético imobilizado; imobilizado e diabético imobilizado. Pode-se
observar que em ambas as figuras apresentaram uma tendéncia de aumento das
médias em relacdo ao grupo controle e sdo inversamente proporcionais aos

respectivos resultados da corrente limiar (Figura 16AB).
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Figura 17. Resisténcia de entrada avaliada nos neur6nios sem inflexdo (A) e com inflexdo (B) do
GRD direito dos grupos controle (C), imobilizado (l), diabético (D) e diabético imobilizado (DI). O lado
direito foi o lado imobilizado nos animais submetidos a imobilizacdo. Os resultados expressos em
valores absolutos estdo apresentados como média + EPM (ANOVA). *(p<0,05) representa
significancia entre os grupos controle e diabético; **(p<0,05) entre os grupos controle e diabético
imobilizado; #(p<0,05) entre os grupos imobilizado e diabético imobilizado. O “n” indica 0 nimero de
células dos ganglios da raiz dorsal de ratos.
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5.5.4 Andlise eletrofisioldgica do potencial de repouso

Na Figura 18A representando o potencial de repouso do GRD direito
dos neurdnios sem inflexdo, apresentou média * erro padrdo nos grupos controle de
-64,83+1,75 mV, imobilizado -65,69+2,47 mV, diabético -67,33+£3,49 mV e diabético
imobilizado -57,26+1,69 mV. Na Figura 18B, representando o potencial de repouso
do GRD direito dos neurbnios com inflexdo apresentou média + erro padrdo nos
grupos controle de -60,22+2,22 mV, imobilizado -57,00+2,01 mV, diabético
-57,00£2,85 mV e diabético imobilizado -54,83+2,05 mV. Nao houve diferenca

estatisticamente significante (p<0,05).
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Figura 18. Potencial de repouso avaliado nos neurdnios sem inflexao (A) e com inflexdo (B) do GRD
direito dos grupos controle (C), imobilizado (1), diabético (D) e diabético imobilizado (DI). O lado direito
foi o lado imobilizado nos animais submetidos a imobilizacdo. Os resultados expressos em valores
absolutos estdo apresentados como média + EPM (ANOVA). N&o houve significancia com p<0,05. “n”
indica o0 nimero de células dos ganglios da raiz dorsal de ratos.
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5.5.5 Andlise eletrofisiologica da amplitude do potencial de acéo

Na amplitude do potencial de acdo do GRD direito, os resultados
apresentados na Figura 19A, correspondentes aos neurbnios sem inflexdo (Ns),
obteve-se no grupo controle a média * erro padrao de 75,92+1,75 mV, no grupo
imobilizado 64,22+2,79 mV, no grupo diabético 61,13+3,53 mV e no grupo diabético
imobilizado 63,86+2,85 mV. Na Figura 19B, correspondente aos neurdnios com
inflexdo (N), obteve-se no grupo controle a média + erro padrao de 82,70+3,05 mV,
no grupo imobilizado 71,75+1,81 mV, no grupo diabético 68,83+2,84 mV e no grupo
diabético imobilizado 72,17+2,82 mV. Houve diferenca estatisticamente significante
(p<0,05) nos Ng; (Figura 19A) e N (Figura 19B), entre o grupo controle e os grupos
imobilizado, diabético e diabético imobilizado.
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Figura 19. Amplitude do potencial de acdo avaliada nos neurénios sem inflexdo (A) e com inflexdo
(B) do GRD direito dos grupos controle (C), imobilizado (I), diabético (D) e diabético imobilizado (Dl).
O lado direito foi o lado imobilizado nos animais submetidos a imobilizagdo. Os resultados expressos
em valores absolutos estdo apresentados como média + EPM (ANOVA). *(p<0,05) representa
significancia entre os grupos controle e imobilizado; **(p<0,05) entre os grupos controle e diabético;
#(p<0,05) entre os grupos controle e diabético imobilizado. O “n” indica o nimero de células dos
ganglios da raiz dorsal de ratos.
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5.5.6 Andlise eletrofisioldgica da inclinacdo maxima ascendente (dV/dTasc)

Na dV/dt,sc do GRD direito, os resultados apresentados na Figura 20A,
correspondentes aos neurdonios sem inflexdo (Ns), obteve-se no grupo controle a
meédia + erro padrao de 192,60+10,26 V/s, no grupo imobilizado 136,60+14,44 V/s,
no grupo diabético 127,40+12,29 V/s e no grupo diabético imobilizado 145,60+12,44
V/s. Na Figura 20B, correspondente aos neurénios com inflexdo (N¢), obteve-se no
grupo controle a média + erro padrdo de 128,80+13,83 V/s, no grupo imobilizado
86,0415,42 V/s, no grupo diabético 67,48+10,19 V/s e no grupo diabético imobilizado
92,34+7,30 V/s. Houve diferenca estatisticamente significante (p<0,05) nos Ng;
(Figura 20A) e N (Figura 20B), entre o grupo controle e os grupos imobilizado,
diabético e diabético imobilizado.
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Figura 20. Inclinacdo maxima ascendente avaliada nos neurdnios sem inflexdo (A) e com inflexao (B)
do GRD direito dos grupos controle (C), imobilizado (I), diabético (D) e diabético imobilizado (DI). O
lado direito foi o lado imobilizado nos animais submetidos a imobilizagdo. Os resultados expressos
em valores absolutos estdo apresentados como média + EPM (ANOVA). *(p<0,05) representa
significancia entre os grupos controle e imobilizado; **(p<0,05) entre os grupos controle e diabético;
#(p<0,05) entre os grupos controle e diabético imobilizado. O “n” indica 0 niamero de células dos
ganglios da raiz dorsal de ratos.
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5.5.7 Andlise eletrofisioldgica da inclinacdo maxima descendente (dV/dT gesc)

Na dV/dtgesc do GRD direito, os resultados apresentados na Figura 21A,
correspondentes aos neurdnios sem inflexdo (Ns), obteve-se no grupo controle a
meédia + erro padrdo de -122,9+5,70 V/s, no grupo imobilizado -93,00+6,80 V/s, no
grupo diabético -88,46+6,83 V/s e no grupo diabético imobilizado -100,20+5,83 V/s.
Na Figura 21B, correspondente aos neurénios com inflexdo (N¢j), obteve-se no grupo
controle a média + erro padréao de -66,35+6,39 V/s, no grupo imobilizado -47,91+2,78
V/s, no grupo diabético -40,33+£2,42 V/s e no grupo diabético imobilizado -49,19+4,09
V/s. Houve diferenca estatisticamente significante (p<0,05) nos Ng; (Figura 21A) e Ng;
(Figura 21B), entre o grupo controle e os grupos imobilizado, diabético e diabético

imobilizado.
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Figura 21. Inclinagcdo méaxima descendente avaliada nos neurdnios sem inflexdo (A) e com inflexdo
(B) do GRD direito dos grupos controle (C), imobilizado (l), diabético (D) e diabético imobilizado (D).
O lado direito foi o lado imobilizado nos animais submetidos a imobilizacdo. Os resultados expressos
em valores absolutos estdo apresentados como média + EPM (ANOVA). *(p<0,05) representa
significancia entre os grupos controle e imobilizado; **(p<0,05) entre os grupos controle e diabético;
#(p<0,05) entre os grupos controle e diabético imobilizado. O “n” indica o nimero de células dos
ganglios da raiz dorsal de ratos.
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5.5.8 Andlise eletrofisioldgica da duracéo do potencial de acéo

Na duracdo do potencial de acdo do GRD direito, os resultados
apresentados na Figura 22A, correspondentes aos neurbnios sem inflexdo (Ns),
obteve-se no grupo controle a média + erro padrdo de 0,71+0,02 ms, no grupo
imobilizado 0,84+0,10 ms, no grupo diabético 1,01+0,06 ms e no grupo diabético
imobilizado 0,96+0,07 ms. Na Figura 22B, correspondente aos neurbnios com
inflexdo (Nj), obteve-se no grupo controle a média + erro padrdo de 2,04+0,17 ms,
no grupo imobilizado 2,75+0,21 ms, no grupo diabético 3,24+0,30 ms e no grupo
diabético imobilizado 3,14+0,33 ms. Houve diferenca estatisticamente significante
(p<0,05), nos Ns; Houve diferenca estatisticamente significante (p<0,05) nos Ng;
(Figura 22A) e N (Figura 22B), entre 0 grupo controle e os grupos diabético e

diabético imobilizado.
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Figura 22. Duracao do potencial de acao avaliada nos neurbnios sem inflexdo (A) e com inflexao (B)
do GRD direito dos grupos controle (C), imobilizado (I), diabético (D) e diabético imobilizado (DI). O
lado direito foi o lado imobilizado nos animais submetidos a imobilizagdo. Os resultados expressos
em valores absolutos estdo apresentados como média + EPM (ANOVA). *(p<0,05) representa
significancia entre os grupos controle e diabético; **(p<0,05) entre os grupos controle e diabético
imobilizado. O “n” indica o niumero de células dos ganglios da raiz dorsal de ratos.
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6 DISCUSSAO

A imobilizacdo de um membro do corpo acarreta limitacbes fisicas
provisorias podendo resultar numa alteracdo de sua funcionalidade. Entretanto, esta
situacdo podera agravar-se quando o paciente for diabético. Tendo em vista poucos
estudos relatados na literatura correlacionando imobilizacdo e diabetes, o
Laboratério de Eletrofisiologia da Universidade Estadual do Ceara (UECE), prop0s
investigar a caracterizacdo dos efeitos da imobilizacdo e da interacao
imobilizagdo/diabetes em animais experimentais, avaliando o0s parametros
eletrofisiolégicos do nervo ciatico e ganglio da raiz dorsal, os quais podem contribuir
para um melhor entendimento dos efeitos da imobilizacdo e da interacao

imobilizagéo/diabetes.

No presente trabalho optou-se pelo estudo da imobilizacao da pata direita
de ratos associada ou ndo ao diabetes experimental, tendo como base a analise de
quatro grupos experimentais: controle, imobilizado, diabético, diabético imobilizado,
acompanhados por um periodo de seis semanas, sendo as primeiras quatro

semanas de diabetes e mais duas semanas de imobilizacéo.

O método proposto de imobilizagdo por Carvalho (2001), ndo foi adotado
por apresentar o aparecimento de edemas na regido imobilizada. Entdo, o método
de imobilizacdo foi alterado utilizando esparadrapo impermeével que envolveu o
membro posterior direito. A imobilizacdo realizada nos grupos imobilizado e
diabético imobilizado foi mantida por duas semanas, sendo necessaria a

manutencdo em virtude da diurese e desgaste do esparadrapo.

A inducéo do diabetes experimental utilizando-se de substancias quimicas
gue destroem seletivamente as células B do pancreas é extremamente conveniente,
e de facil manuseio devido as suas semelhancas clinicas, laboratoriais e
histopatolégicas com o diabetes do ser humano (GREENE et al., 1975; JAKOBSEN,
1976; MERING; MINKOWSKI, 1889; HETHERINGTON; RANSON, 1940; MORDES;
ROSSINI, 1985). Por essa razdo, em nosso trabalho foi utilizada a droga

streptozotocina.

Os animais do grupo controle e imobilizado apresentaram médias de

glicemia de jejum compativeis com o metabolismo normal da glicose na espécie, em
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todo periodo experimental. J&, os grupos diabético e diabético imobilizado
mostraram niveis glicémicos significantemente elevados, decorrentes do diabetes
induzido pela estreptozotocina (SPADELLA et al.,, 1996, 1998, 2000, 2002, 2005;
LERCO et al., 2006).

Na analise da massa corpérea ao final das seis semanas do periodo
experimental, houve um déficit da massa corporal em relacdo a idade, nos grupos
imobilizado e diabético imobilizado em relacdo aos grupos controle e diabético,
devido possivelmente, a atrofia muscular decorrente da imobilizacdo da pata traseira

direita.

A ingesta alimentar apresentou-se alterada nos grupos diabético e
diabético imobilizado. A polifagia, produzida em resposta a diminuicdo relativa ou
absoluta de glicose no interior das células, em decorréncia da reducéo na producéo
e/ou agdo da insulina (COSTA; ALMEIDA NETO, 2004), é um sinal detectado nos
ratos diabéticos utilizados neste estudo. Nos animais do grupo diabético e diabético
imobilizado, os valores da variavel ingestdo alimentar foram maiores que o0s

apresentados pelos grupos controle e imobilizado, respectivamente.

Quando analisada a ingesta alimentar os grupos imobilizado e diabético
imobilizado nao deixaram de consumir o alimento comparados aos grupos controle e
diabético, confirmando assim que, durante as duas semanas de imobilizacdo, os

animais nao deixaram de se alimentar.

Os dados obtidos dos parametros eletrofisiologicos demonstraram que de
uma maneira geral houve uma reducdo da primeira componente do potencial de
acdo composto da fibra do nervo ciatico e uma tendéncia ao aumento da segunda
componente para 0S grupos imobilizado, diabético e diabético imobilizado
comparados com o0 grupo controle. A diminuicdo da primeira componente é
provavelmente devida ao comprometimento das fibras motoras decorrentes das
alteracdes da imobilizacdo e da diabetes. Como no presente estudo utilizamos
apenas 0 nervo, esta alteracdo da primeira componente mostra uma alteracéo
primaria do ciatico. Este € um aspecto importante a ressaltar, pois € sabido que com
a imobilizacdo, h4 uma reducdo de unidades motoras distais em juncdes
neuromusculares, como também, alteracdo do mecanismo de disparo subsequentes
a imobilizacdo, que representam modificacdo do grau de atividade neural, vista

através da eletroneuromiografia sobre o tecido muscular, podendo ter alteracdo no
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sistema nervoso periférico, gerando um padrdo de lesdes degenerativas que
comecam nos terminais distais, resultando em alteracdes sensitivas (McCOMAS et
al., 1971). Por outro lado o aumento na segunda componente do PAC do nervo
ciatico pode representar um aumento da excitabilidade de neurénios sensoriais, que
inclui componentes inflamatoérios a nivel tecidual. Esse aumento da excitabilidade
guando relacionado ao ganglio da raiz dorsal (GRD), é devido ao aumento de canais
de sédio e calcio ao nivel celular (NOKES et al., 1991; CATTERALL et al., 2001;
HONG; WILEY, 2006).

O nervo ciatico é constituido em sua maior parte por fibras do tipo A,
segundo a classificacao de Erlanger e Gasser, apresentando os subtipos Aa, AB, Ay,
Ad e fibras do tipo C. Estas fibras apresentam diametros, velocidades, limiar de
excitabilidade e possivelmente populacGes de canais de Na" diferentes (NOKES et
al., 1991; CATTERALL; MACKIE, 1996; JUNGE, 1976). A primeira componente do
potencial de agdo € constituida pelas respostas das fibras do tipo Aa e AB. A
segunda e terceira componentes sao constituidas por respostas de fibras sensoriais

e motoras (Ay e AJ).

A amplitude pico-a-pico reflete a quantidade de fibras que estdo sendo
despolarizadas simultaneamente. Os resultados apresentados demonstraram que
um aumento da frequéncia de estimulo gera uma diminuigcdo da amplitude do sinal
de todos os grupos. Os valores da amplitude dos grupos imobilizado e diabético
foram inferiores, comparados com o grupo controle. No grupo diabético imobilizado
ocorreu o inverso, sendo superior ao grupo controle até a frequéncia de 50 Hz por
apresentar uma maior amplitude negativa. Ainda nao temos explicacéo para o fato
da amplitude pico-a-pico no grupo diabético imobilizado ser superior ao grupo

controle nas frequéncias de estimulacdo de 0,2 Hz a 50 Hz.

Os valores da velocidade de conducédo da primeira componente do nervo
cidtico direito foram menores nos grupos diabético imobilizado, imobilizado e
diabético em relacdo ao controle. Havendo diferenca estatisticamente significante
(p<0,05) nos grupos imobilizado e diabético imobilizado em relacdo ao controle nas
frequéncias de 0,2 Hz até 100 Hz. Ja a velocidade de conducdo da segunda
componente, embora houvesse uma discreta reducéo das velocidades de condugéo

dos grupos em relacdo ao grupo controle, ndo foi significante.
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A alteragdo do axonio pode ser originada de dois grandes grupos:
degeneracdo axonal e desmielinizacdo (LUNDBORG, 2000). Malone et al. (1996)
encontraram uma diminuicdo do diametro da fibra nervosa, da espessura da bainha
de mielina e do numero de fibras mielinizadas de maior calibre, em animais com
diabetes induzido na 62 semana de vida. Esses dados estdo de acordo com a
reducdo da amplitude e da velocidade de conducédo do primeiro componente do PAC
agui documentadas. Os animais em processo de maturacédo, tanto estrutural quanto
funcional, do nervo periférico, e expostos a hiperglicemia crbnica, apresentaram
maiores alteragBes patoldégicas quando comparados aos ratos com nervos ja
maduros e submetidos as mesmas condi¢cbes experimentais. Os autores sugerem
gue modelos-animais de neuropatia diabética que utilizem ratos com o sistema
nervoso ainda imaturo podem nao ser apropriados para compreender 0 processo
gue comumente ocorrem em humanos, 0s quais tornam-se diabéticos apdés a
maturacdo dos nervos periféricos. No presente estudo trabalhamos com ratos
maturos (iniciando com ratos de oito semanas) e as alteracdes eletrofisioldgicas
encontradas sao coerentes com 0 que se esperaria das alteracbes morfoldgicas

escrita por Malone et al. (1996).

Os nervos mielinizados apresentam uma conducao saltatoria do potencial
de acéo, pois a excitabilidade destes nervos esta localizada nos nédulos de Ranvier.
A mielina age como um conjunto de resistores e capacitores em paralelo, sem
participacéo direta na geracédo do potencial de acdo (FALK; STALBERG, 1995). Nos
segmentos desmielinizados ou durante a remielinizacdo parcial, a diminuicdo da
espessura de mielina resulta em um aumento da capacitancia e condutancia
internodal, resultando na perda ou diminuicdo de corrente local. As falhas para se
ativar o nédulo de Ranvier subseqiente resultam em bloqueio de conducédo, porém
quando ha um retorno da funcdo, os impulsos se propagam mais lentamente do que
o normal, porque a corrente dissipada despende um maior tempo para gerar um
potencial de acdo (KIMURA, 1984).

A velocidade de conducdo nervosa em um nervo saudavel depende do
diametro da fibra nervosa, da relacdo entre o diametro do axonio e da bainha de
mielina e da distancia entre os ndédulos de Ranvier (FALK; STALBERG, 1995). A
desmielinizacdo segmentar das fibras nervosas, comum no diabetes, produz um

bloqueio do impulso nervoso, o qual € restabelecido apds o inicio do processo de
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remielinizacdo. No processo de remielinizacdo das fibras nervosas sdo gerados
novos nodulos de Ranvier, os quais apresentam uma menor distancia entre si,
resultando em uma mudanca das caracteristicas funcionais do nervo correspondente
(FALK; STALBERG, 1995; HILBURN, 1996).

Segundo Karsidag et al. (2005) as alteracdes de conducéo nervosa Sao
mais freqlentes nas fibras mielinizadas de maior didmetro nos estagios iniciais do
diabetes, embora também haja um envolvimento das fibras desmielinizadas e
mielinizadas de menor calibre, especialmente nas extremidades inferiores. As
alteracbes da conducéo nervosa no presente estudo parecem haver sido mais
profundas nos axbénios de maior diametro (agueles com maior velocidade de

conducéo). Este achado concorda com os dados de Karsidag et al. (2005).

Em relacdo aos nervos dos ratos que sofreram apenas imobilizacdo, as
alteracdes neuronais eletrofisiolégicas sdo muito semelhantes aquelas do animal
diabético. Ndo encontramos na literatura dados de alteragBes neurais morfolégicas
por imobilizacdo com protocolo similar ao nosso, aqui empregado. Contudo a
similaridade das alteracfes funcionais com o diabetes demonstra que a imobilizacéo

pode causar modificacdes importantes do nervo.

Durante a imobilizacdo hd um periodo adaptativo funcional do organismo
em reorganizar esta velocidade de conducdo, ja que possivelmente ha uma atrofia
na estrutura muscular. E quando ha interacéo diabetes/imobilizacdo sugere-se haver
uma reducdo da velocidade de conducdo também pela alteracdo metabdlica e
sistémica do organismo. Um dado dos nossos achados nos pareceu surpreendente,
trata-se do conspicuo aumento da amplitude da segunda componente do PAC. Néo
temos ainda uma explicacdo clara para este fenbmeno. Uma hipdtese que nos
parece atraente, contudo, é aquela de que fibras de velocidade de conducédo de
primeira componente passarem a ter velocidade de conducdo de segunda
componente, e assim passarem a reforcar a amplitude da segunda componente. A
velocidade de conducdo pode ser diminuida por reducdo da corrente de Na* ou por
aumento da capacitancia de membrana, como ja discutido. Mas, independentemente
da origem da reducéo, ela iria aumentar o nUmero de potenciais com velocidade de

segunda componente.

A reobase é a intensidade minima necessaria para se obter uma

despolarizacdo da fibra através de um impulso de longa duracdo. Em nosso estudo,
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houve uma reducdo das médias nos grupos diabético e imobilizado em relacdo ao
controle, resultando um aumento da excitabilidade nervosa. Este aumento da
excitabilidade no nervo ciatico esta correlacionado com a reducéo da corrente limiar
no ganglio da raiz dorsal que sofre alteracbes dos canais de sédio e potassio. No
grupo diabético imobilizado observou-se o inverso, apresentando um aumento da
média comparada com os demais grupos. Uma hipétese para explicar este aumento
da reobase no grupo diabético imobilizado é que talvez o curso temporal das
alteracdes seja acelerado, pois € sabido da literatura que no inicio da diabetes ha
aumento da excitabilidade e depois, com a progressdo da doenca ha uma
diminuicéo.

Os resultados da cronaxia demonstraram um aumento da média nos
grupos que sofreram imobilizacdo (imobilizado, diabético imobilizado) em relac&o
aos grupos controle e diabético, havendo diferenca estatisticamente significante
entre os grupos controle e imobilizado; imobilizado e diabético; diabético e diabético
imobilizado. O aumento da cronaxia do nervo pode-se originar de uma diminuicdo da
mielinizacdo do axdénio ou de uma diminuicdo de canais de sédio no nodo de
Ranvier. No presente estudo, com a imobilizagdo houve uma tendéncia do aumento
da excitabilidade (diminuicdo da reobase) e aumento da cronaxia. Esse dado
poderia sugerir que haveria diminuicdo na imobilizagdo, mas esta hipotese necessita

de confirmacéo por estudos morfologicos.

A forma do potencial de acdo registrado intracelularmente esta
relacionada com a modalidade sensorial conduzida pelo neurdnio. McCarthy e
Lawson (1987) mostraram que 0s neurdnios do ganglio da raiz dorsal que
expressam substancia P e gene relacionado a calcitonina (dois peptideos ligados a
nocicepcao) estdo associados com os PAs que apresentam uma inflexao na fase de
repolarizacdo. Estes neur6nios, por sua vez, estdo relacionados com as células de
menor diametro que conduzem lentamente o PA, sendo representados
predominantemente por neurdnios sensoriais do tipo Ad e C. Os PAs sem inflexao
caracterizam neurbnios de grande diametro do tipo Aa/f muitos dos quais séo
mecanoceptores (McCARTHY; LAWSON, 1997; DJOUHRI et al., 1998; RUSH et al.,
2007). Com base na informacdo contida na literatura cientifica e a construgdo do
plano de fase desses neurdnios, nos classificamos Nsi como neurdnios

mecanoceptores e N como nociceptores.
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Estudos anteriores demonstraram que 0S neurbnios nociceptivos
apresentaram duracdo e amplitude maiores do que 0S neurdnios mecanoceptivos.
Estas observacfes estdo de acordo com os valores de controle obtidos por noés

neste estudo, o que sugere uma classificacao fidedigna dos nossos estudos.

Em relacdo a corrente limiar no GRD, houve uma redugdo das médias
dos grupos imobilizado, diabético e diabético imobilizado comparados com 0 grupo
controle. Este fato deve-se ao aumento da excitabilidade provavelmente devida e

alteracdo nos canais de sodio e/ou potassio.

As alteracdes nos canais de sédio e potassio podem implicar alteracfes
do fluxo de ions do fluxo iBnico normalmente a membrana citoplasmatica, em
repouso, € mais permeavel aos ions K* e os valores de potencial de membrana
aproximam-se do valor do potencial eletroquimico deste ion (HODGKIN; HUXLEY,
1939; HODGKIN; KATZ, 1949). Quando a membrana é excitada, ocorre o aumento
de sua condutancia ao Na®, direcionando esse ion para o interior da célula a favor
de um gradiente eletroquimico. Esse processo promove uma despolarizacdo. Esta,
ao atingir o limiar de excitabilidade, desencadeia o potencial de ac&o, considerado
como a resposta tipo tudo ou nada, que se propaga por toda a fibra nervosa (BEST;
TAYLOR, 1990; BERNE; LEVY, 2004). O potencial de acé&o ocorre com uma
inversdo no potencial de membrana, aproximando-o do valor do potencial
eletroquimico do Na* (HODGKIN; HUXLEY, 1939; HODGKIN; KATZ, 1949). Dessa
forma, para que haja o potencial de acao neural, € necessario que haja um grande
aumento da condutancia ao Na* em relacdo a condutancia ao K*. Assim, o aumento
da excitabilidade no neurossoma do GRD do rato diabético imobilizado deve-se ao
aumento do nimero de canais de Na® da membrana ou alteracdes dos parametros
cinéticos dos canais de Na* ou uma diminui¢cdo da condutancia de membrana ao K"
ou ambos. No presente estudo, como houve tendéncia aumento na resisténcia de
entrada da membrana, é muito provavel que tenha havido uma diminuicdo na

condutancia ao K*, a qual contribui para o aumento da excitabilidade.

Coincidentemente com a fase de repolarizacdo do PA, a condutancia
aumentada aos ions Na* logo cessa e a permeabilidade aos ions K* é rapidamente
restaurada, fazendo com que o potencial de membrana retorne ao seu estado
original de negatividade através da abertura dos canais de K' e, principalmente,

através de um processo chamado inativagdo do canal de Na*. O potencial de acdo
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nervoso € um fendmeno muito rapido, da ordem de apenas alguns milissegundos. A
amplitude do potencial de acdo demonstrou ser amplamente dependente da
concentracdo externa de Na' e insensivel a diminuicdo do K* extracelular para
valores inferiores aos fisiologicos (BEST; TAYLOR, 1990).

No que concerne a resisténcia de entrada da membrana do GRD, os
resultados demonstraram uma tendéncia a aumento dos grupos diabético
imobilizado, diabético e imobilizado em relacdo ao controle, semelhante a duracao
do PA. Este fato deve-se muito provavelmente ao fechamento dos canais de
potédssio, 0 que causa a diminuicdo da permeabilidade dos ions potassio, aumento
da duracéo do PA e da excitabilidade.

Uma diminui¢do da condutancia ao K* pode resultar ou n&o na alteragcdo
do potencial de repouso. Isso se deve a que algumas condutancia ao K* , como a da
corrente M, podem néo incluir a voltagem transmembrana ao potencial de repouso
na sua faixa da modificacdo do estado da ativagdo dependente de voltagem. No
presente estudo houve uma tendéncia a alteracdo do potencial de repouso apenas
nos neurénios sem inflexdo do grupo diabético imobilizado em relagcdo ao controle.
Esses dados sugerem, portanto que a alteracdo da condutancia ao K* , se real,
ocorreu apenas para uma condutancia que nao contribuiu de maneira importante
para o potencial de repouso. Uma candidata atraente é a corrente M de potéssio.
Esta corrente M (Iv) é carreada por ions potassio, ativada e desativada lentamente e
nao possui mecanismo de inativacdo. Essa corrente esta ligada ao controle da
geracdo do PA, pois ela atua na repolarizagdo da membrana celular em direcéo ao
valor de repouso do potencial de membrana. Além disso, a inibicdo da Iy resulta em
pequena ou nula despolarizagcdo, aumento da resisténcia da membrana e um
conspicuo aumento na excitabilidade celular (IKEDA; KAMMERMEIER, 2002).

O potencial de acdo foi alterado. Houve uma tendéncia a reducédo
significante e da dV/dT maxima ascendente e da dV/dT maxima descendente,
sugerindo diminui¢cdo dos canais de Na* e fechamento de canais de K. Esse dado
corrobora que o aumento da excitabilidade foi devido a uma diminuicdo da
condutancia ao potassio, tornando assim também mais lenta a repolarizacdo e

aumento da duragéo.
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7 CONCLUSAO

1. Houve uma reducao da amplitude e da velocidade de condug¢éo da 12 componente
do potencial de acdo composto da fibra do nervo cidtico e um aumento da 22
componente em relacdo ao controle para os grupos imobilizados, diabéticos e
diabéticos imobilizados. Sugerindo um comprometimento das fibras motoras
decorrentes das alteragcdes da imobilizacdo e da diabetes, e um aumento da

excitabilidade dos neurbnios sensoriais.

2. Houve de uma maneira geral uma tendéncia a aumento da excitabilidade medida
através de varios parametros, que possivelmente resulta de uma diminuicdo da
condutancia de repouso ao potassio, jA que nos neurossomas do GRD houve
aumento da resisténcia de membrana e diminuicdo da dV/dT ascendente e dVv/dT

descendente.

3. Devido a nao alteragédo do potencial de repouso, sugere-se que a alteragdo da

excitabilidade se deva principalmente ao bloqueio da corrente M de potéassio.
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Tabela 03. Amplitude positiva da 12 componente do potencial de agdo composto, em
diferentes frequéncias de estimulacdo no nervo ciatico direito de ratos. Os resultados
expressos em valores absolutos estdo apresentados como média + erro padrdo da
meédia (ANOVA). O “n” indica a quantidade de nervos ciaticos direito de ratos.

Frequéncias Controle Imobilizado Diabético Ir[rzgabbilei!;:go
(Hz) (n=13) (n=15) (n=8) (n=13)
0,2 6,87+0,67 4,48+0,48 * 5,29+0,77 5,73+0,53
20 7,18+0,71 4,65+0,46 * 4,94+0,67 #| 5,46+0,58
50 6,74+0,70 4,1940,43 * 4,23+0,61 #| 4,81+0,55
100 5,51+0,62 3,15+0,37 * 3,07+0,51 # | 3,63+0,49
200 3,01+0,37 1,65+0,27 1,82+0,44 2,430,229
300 1,66+0,19 0,80+0,11 0,88+0,20 0,80+0,19
400 1,29+0,15 0,62+0,12 0,74+0,19 0,90+0,25

Estatistiscamente significante: *(p<0,05) entre os grupos controle e imobilizado; #(p<0,05) entre os
grupos controle e diabético.
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Tabela 04. Amplitude positiva da 22 componente do potencial de agdo composto, em
diferentes frequéncias de estimulacdo no nervo ciatico direito de ratos. Os resultados
expressos em valores absolutos estdo apresentados como média + erro padrdo da
meédia (ANOVA). O “n” indica a quantidade de nervos ciaticos direito de ratos.

Frequéncias Controle Imobilizado Diabético Ir[rzgabbilei!;:go
(Hz) (n=13) (n=14) (n=7) (n=10)
0,2 3,1040,31 4,87+0,70 4,62+0,75 5,24+1,06 ¥
20 3,04+0,31 4,9040,66 4,1640,61 4,58+0,90 ¥
50 2,74+0,29 4,4610,61 3,51+0,55 3,9310,78 ¥
100 2,20+0,28 3,28+0,47 2,46+0,44 2,72+0,55
200 0,88+0,18 1,62+0,29 1,43+0,40 1,82+0,35
300 0,16+0,06 0,26+0,10 0,26+0,13 0,3940,12
400 0,2040,16 0,02+0,02 0,17+0,11 0,35+0,28

Estatisticamente significante: ¥(p<0,05) entre os grupos controle e diabético imobilizado.
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Tabela 05. Amplitude pico-a-pico do potencial de acdo composto, em diferentes
frequéncias de estimulacdo no nervo ciatico direito de ratos. Os resultados
expressos em valores absolutos estdo apresentados como média + erro padrdo da
média (ANOVA). O “n” indica a quantidade de nervos ciaticos direito de ratos. O “n”

indica a quantidade de nervos ciaticos direito de ratos.

Frequéncias Controle Imobilizado Diabético Ir[rzl)abt?l?zt:go
(Hz) (n=15) (n=16) (n=8) (n=9)
0,2 7,27+0,78 6,2940,81 © 6,02+0,62 x| 8,74+0,69
20 7,52+0,82 6,35+0,79 5,69+0,55 x| 8,33+0,70
50 7,0440,80 5,91+0,78 4,87+0,51 x| 7,42+0,69
100 5,73+0,72 4,37+0,63 3,45+0,46 5,66+0,65
200 3,11+0,43 2,14+0,40 1,9540,43 3,11+0,30
300 1,8740,31 1,0140,15 0,98+0,23 1,22+0,17
400 1,36+0,17 0,76%0,15 0,87+0,22 1,08+0,27

Estatisticamente significante: ©(p<0,05) entre os grupos diabético e imobilizado; »x(p<0,05) entre os

grupos diabético imobilizado e diabético.
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Tabela 06. Velocidade de condugdo da 12 componente do potencial de acéo
composto, em diferentes frequéncias de estimulacdo no nervo ciatico direito de
ratos. Os resultados expressos em valores absolutos estdo apresentados como
média + erro padrdo da média (ANOVA). O “n” indica a quantidade de nervos
ciaticos direito de ratos.

Frequéncias Controle Imobilizado Diabético Ir[rzz)abt?l?zt:go
(Hz2) (n=15) (n=15) (n=8) (n=14)
0,2 93,63+7,48 79,144558 * | 85,8615,67 73,3944,95 #
20 87,68+4,88 73,20+6,12 * | 83,2445,06 71,81+4459 #
50 84,49+4,90 70,044599 * | 77,434+4,69 68,61+4,44 #
100 76,57+4,75 60,92+545 * | 75,26+1,58 61,17£3,95 #
200 62,15+4,09 52,3943,70 60,08+4,20 50,13+3,00
300 57,9943,48 50,08+4,24 51,99+6,42 51,14+4,13
400 62,76+4,88 60,3545,05 58,0445,35 59,40+10,68

Estatisticamente significante: *(p<0,05) entre os grupos controle e imobilizado; #(p<0,05) entre os

grupos controle e diabético imobilizado.
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Tabela 07. Velocidade de condugdo da 22 componente do potencial de acéo
composto, em diferentes frequéncias de estimulacdo no nervo ciatico direito de
ratos. Os resultados expressos em valores absolutos estdo apresentados como
média + erro padrdo da média (ANOVA). O “n” indica a quantidade de nervos
ciaticos direito de ratos.

Frequéncias Controle Imobilizado Diabético D'at??“co
(H2) (n=14) (n=9) (n=8) Imobilizado
(n=13)

0,2 32,46+1,54 29,85+2,67 32,1643,32 34,9242,10
20 31,27+1,46 30,85+3,08 30,74+3,21 33,76+2,04
50 29,7241,49 29,09+2,94 28,4743,00 31,83+1,77
100 26,90+1,40 25,15+2,63 25,42+2,92 28,33+1,83
200 21,5141,15 21,0942,17 21,3743,95 23,78+1,40
300 25,16+1,25 20,94+3,73 15,0845,75 23,18+0,66
400 11,87+4,70 13,4848,41 15,7349,60 19,07+7,01




102

APENDICE VI

Tabela 08. Distribuicdo dos parametros eletrofisiolégicos do registro intracelular dos
neurénios sem inflexdo. Os resultados, expressos em valores absolutos, estado
representados com a média + erro padrao da média (ANOVA). O “n” indica o nUmero

de amostras.

Parametros Eletrofisioldgicos Neurdnios sem inflexao
Csi Isi Dsi Dl
Corrente Limiar (nA) 2,04+0,17 1,32+0,19* 1,1940,13* 1,11+0,17"
(n=29) (n=14) (n=14) (n=19)
Resisténcia (MQ) 6,60+0,78 7,54+1,88 13,00+1,41" 14,77+2,12%°
(n=28) (n=13) (n=13) (n=19)
Potencial de Repouso (mV) -64,83+1,75 -65,69+2,47 -67,33+£3,49 -57,26+1,69
(n=29) (n=13) (n=12) (n=19)
Amplitude PA 75,92+1,75 | 64,22+2,79* | 61,13+3,53* 63,86+2,85"
(mV) (n=29) (n=14) (n=12) (n=18)
dV/dt e 192,60+10,26 | 136,60+14,44*% | 127,40+12,29" | 145,60+12,44"
(VIs) (n=27) (n=12) (n=14) (n=19)
dV/dtgese -122,9045,70 | -93,00+6,80* | -88,46+6,83 | -100,2045,83"
(V/s) (n=28) (n=13) (n=14) (n=19)
Duragdo PA 0,71+0,02 0,84+0,10 1,01+0,06" 0,96+0,07"
(ms) (n=29) (n=14) (n=14) (n=19)

Estatisticamente significante: *(p<0,05) entre os grupos controle e imobilizado; **(p<0,05) entre os
grupos controle e diabético; #(p<0,05) entre os grupos controle e diabético imobilizado; ©(p<0,05)
entre os grupos imobilizado e diabético imobilizado.
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APENDICE VII

Tabela 09. Distribuicdo dos parametros eletrofisiolégicos do registro intracelular dos
neurénios com inflexdo. Os resultados, expressos em valores absolutos, estdo
representados com a média + erro padrao da média (ANOVA). O “n” indica o nUmero

de amostras.

Parémetros Eletrofisioldgicos Neurdnios com inflexao
Cei lei D.i Dlgi
Corrente Limiar (nA) 1,38+0,21 1,08+0,13* 0,97+0,18** 0,84+0,10"
(n=25) (n=32) (n=19) (n=30)
Resisténcia (MQ) 13,75+2,08 | 17,56+2,32 | 24,28+2,94" | 24,50+3,37%
(n=25) (n=33) (n=18) (n=31)
Potencial de Repouso (mV) -60,22+2,22 -57,00+2,01 -57,00+2,85 -54,83+2,05
(n=27) (n=31) (n=17) (n=30)
Amplitude PA 82,70+3,05 | 78,09+2,24* | 71,76+2,91" 73,53+3,04"
(mV) (n=27) (n=34) (n=21) (n=30)
dV/dtasc 121,10+11,91 | 106,50+7,28* | 58,35+4,76 | 104,80+11,01"
(VIs) (n=26) (n=33) (n=20) (n=31)
dV/dtgesc -60,8946,02 | -56,84+3,55* | -46,48+3,97** -67,69+6,47%
(V/s) (n=27) (n=31) (n=21) (n=29)
Duracédo PA 2,42+0,23 2,48+0,21 3,13+0,30** 3,42+0,36"
(ms) (n=24) (n=32) (n=21) (n=30)

Estatisticamente significante: *(p<0,05) entre os grupos controle e imobilizado; **(p<0,05) entre os
grupos controle e diabético; #(p<0,05) entre os grupos controle e diabético imobilizado; ©(p<0,05)
entre os grupos imobilizado e diabético imobilizado.
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