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RESUMO

Adoencga diabetesemsua fase inicialé conhecida por induzirdor neuropética,
comoresultadode complicagdesneurovascularesmediada pelavia diacilglicerol/
Proteinoquinase C(DAG/PKC). Considerandoque a neuropatia induzida pelodiabetesesté
associadacomdiferentesisoformasda PKC,o objetivodesteestudofoiavaliaraexpressao
dediferentesisoformasda PKCnascondi¢desdolorosasinduzidaspelo diabetestipolna
articulacaotemporomandibular (ATM) deratos.Ratos Wistar (+ 150g,2mesesde idade, n=4-
6/grupo) foramtratadoscomuma injecdointraperitonealde tampaocitrato(veiculo;
normoglicémicos—NG)ouEstreptozotocina75mg/kg(diabéticos—DB). Asalteracoes
dolorosasinduzidas  pelo  diabetestipo Iforamavaliadasatravésdamensuragdo  do
comportamentonociceptivodosanimaisinduzidopor umainjecaointra-articular de
formalinal,5% oucapsaicinal,5% nosdias7,14,21,28,350u42dias apdsa indug¢dodo diabetes
ouveiculo. Apoésa avaliacdodoscomportamentosnociceptivos,osanimaisforam
mortosporanestesiaeotecidoperiarticular  removidopara  andlisede =~ WesternBlot.Afase
inicialdodiabetestipolinduziuumahiponocicepcaonaATMdosratos7,14,21,28,35¢
42diasdepoisdainducdododiabetes(p<0.05:Two-way ANOV A,Bonferroni’stest).Os
animaisdiabéticostratadoscomuma inje¢dointra-articular de capsaicina demonstraram
hiponocicep¢ao7,14,21e 28diasdepoisdainducaododiabetes(p<0.05:Two-way
ANOVA Bonferroni’stest). AandliseporWesternBlotdemonstrouqueaexpressaodas
proteinoquinasesPKC-B1,PKC-B2,PKC-6ePKC-¢ notecidoperiarticularfoi
significativamente maiornosratosDBemcomparacaoaosanimaisNG(p<0.05:Two-way
ANOVA Bonferroni’stest), enquantoa expressdaoda PKC-anotecidoperiarticular  foi
significativamentemenornosratosDBemcomparagdoaosanimaisNG (p<0,05).0s
resultadossugeremquea  hiponocicepc¢aoinduzida  pelodiabetesna ATMde ratosestd

associadaavariacao daexpressdodas diferentesisoformas daPKC:-a, -B1,-p2, -de-¢.

Palavras-chaves:DiabetesMellitusExperimental; NeuropatiasDiabéticas,DorFacial,

ArticulagdoTemporomandibular, ProteinoquinaseC.
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ABSTRACT

Diabetesinearly phaseisknowntoresultinpainfulneuropathy asaresultof
neurovascularcomplicationsmediatedby theactivationofDiacylglycerol/ProteinkinaseC
pathway (DAG/PKC).Consideringthatdiabetes-inducedneuropathy isassociatedwith
differentPKCisoforms,theaimofthisstudywastoevaluatetheexpressionofPKCin diabetes
typel-induced pain condition in the temporomandibularjoint (TMJ)ofrats. Wistar
rats(x150g,2month-old,n=4-6/group) were treatedwithanintraperitoneal injectionof citrate
buffer (vehicle;normoglycemic—-NG) or Streptozotocin75mg/kg (diabetic—-DB). Diabetes-
inducedpainconditionswereassessedby theanimals’ nociceptivebehaviorinducedby anintra-
articularinjectionof1.5%formalinor1.5% capsaicin 7, 14, 21, 28, 35 or 42 days after the
diabetic  induction or vehicle. After behavioralassays,animalswereterminally
anesthetizedandtheirperiarticulartissue removed for WesternBlot analysis.
Earlyphaseofdiabetestype linducedhyponociception
intoTMJofrats7,14,21,28,35and42daysafterthediabeticinduction(p<0.05:Two-
wayANOV A, Bonferroni’stest). DBanimalstreatedwithanintra-articularinjectionof
capsaicindemonstratedhyponociception 7, 14,21 and 28daysafter diabetes induction
(p<0.05:Two-wayANOV A,Bonferroni’stest). WesternBlotanal ysisdemonstratedthat
theexpressionof PKC-B1, PKC-B2, PKC-dand PKC-gintoperiarticular tissuewas significantly
higherintheDBratsthanintheNGrats(p<0.05:Two-way ANOVA,
Bonferroni’stest),whereastheexpressionof PKC-a intoperiarticular tissuewas
significantlyhigherintheDBratsthanintheNGrats(p<0.05).Earlyphaseofdiabetes typelinduce
hyponociceptionintoratsTMJthatinvolveschangesintheexpressionof different kinds of PKC

isoforms: -a, -B1, -B2,-6and -¢.

Key Words: Diabetes Mellitus, Experimental; DiabeticNeuropathies,Facial Pain,

Temporomandibular Joint, Protein kinaseC.
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1. INTRODUCAO

Diabetesmellitusé umadoenca metabdlica onde a principalcaracteristica clinica
¢ oaumentoanormalda glicemia acompanhadode sintomasclinicoscaracteristicos como a
politria, apolifagiaeapolidipsia.

Atualmenteé umadasmaisfrequentesdoencasda humanidade,e asmudancgas
nocomportamentoe estilode vidadossereshumanosnotltimoséculo,temresultadoem
umdramadticoaumentona incidénciadestadoenga nomundo(Zimmetetal.,2001). Segundoa
FederacaolnternacionaldoDiabetes,285milhdes de pessoasnomundotema doencaeestima-
sequepara oanode2030estenimerocheguea438milhdesdepessoas.
Saodadosalarmantestendoemvistaqueascomplicacdesdadoengacausamumalto
indicedemorbidadeemortalidade(Lin et al., 2014).

Em1997,a0rganizacioMundialda Saide (OMS) e aAssociagdoAmericana de
Diabetes(ADA) definirama novaclassificacioda doenca,baseadosemaspectos bioquimicos e
clinicos:

-diabetes mellitus tipol(insulinopénico)

-diabetes mellitus tipoll (resisténciaainsulina ou insulinopenia relativa)

-outros tiposespecificosdediabetes mellitus

-diabetes mellitus gestacional

ApesardoDiabetes,especialmenteTipol ell,apresentaremetiologias
diferentes,compartilhamsinaise = sintomascomuns,comoporexemplo,intoleranciaa glicose,
hiperglicemiaehiperlipidemia. Asduasformasdeapresentagcdodesta doenca
apresentamcomplicacdessimilares,dentre elasasanormalidades vascularese as neuropatias
(Singletonetal., 2003; Daulhacet al.,2006).

Especificamenteem relacdo asneuropatias periféricas sensoriaisinduzidas pelo
diabetes, estas representamcomplicacOesdebilitantes afetandomaisde 50% dospacientes
diabéticos (Boultoneral.,2004). Saodescritascomodistirbiosnosistema nervoso periférico,
ocasionados poralteracdes estruturaisnas fibras neuronais— como rompimento dascélulasde
Schwann(desmieliniza¢do),degeneragdoe perdasaxonais;lesdes microvasculares e alteracoes
nas sinaliza¢Oes bioquimicas intracelulares (Arezzo and
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Zotova, 2002). Estasneuropatiasinduzema uma variedade de alteragdesna conducdo nervosa
incluindodorespontanea,hiperalgesiae alodinea,assimcomoquadrosde hipoalgesiae
analgesia(Calcutt, 2004).

Neste sentido,estudos emhumanos temsugeridoque asalteracdessensoriais
decorrentes do diabetestambémestao relacionadascomdisttirbiosdo sistema
estomatognatico,taiscomoperda precoce deelementosdentais,disfuncdes
temporomandibulares,dororofacial,sindromedaardénciabucaleperiodontite(Collinet
al.,2000;Arapetal., 2010;ZhuandNilolajczyk,2014).Noentanto,apesardebem estabelecidopela
literatura,asconsequénciasdecorrentesda neuropatia periférica induzida pelo diabetes, os
mecanismos celulares e  moleculares envolvidos com o inicio e
manutencdodestasneuropatiasaindasdopouco compreendidos(Daulhaceral., 2006;Johnson et
al., 2007).

Aliteraturatemsugeridoqueumprovavelmecanismopara o desenvolvimento da
neuropatia diabética periférica sejaatravésdaativacdoda via Diacilglicerol/Proteinoquinase
C(DAG/PKC)(EvcimenandKing,2007).A PKCéum grupo de enzimasmembrosda familia de
proteinoquinasesdependentesdoAMPc,que
apresentammultiplasfungdescelulareseafetammultiplasviasdesinalizacaocelular,o
quepodecontribuirpara odesenvolvimentodasneuropatiasinduzidaspelodiabetes (Geraldes
and King, 2011).

Considerandoque  aneuropatia  periférica  induzidapelodiabetespodeestar
relacionada comofatorderiscopara odesenvolvimentodeumadisfungdo temporomandibular
severa,opresenteestudoteve comopropostaavaliarasalteracoes
sensoriaisinduzidaspelodiabetesnaATM de ratose sesuarelagdocomaexpressdao de diferentes

isoformas da PKC.



2. REVISAO DE LITERATURA

“O diabetesé uma aflicao horrorosa,ndomuitofrequente entre oshomens,em
queascarnes,osbracoseaspernassederretememurina.Osdoentes — nuncaparamde  urinar,e
ofluxoé incessante comoaaberturade umaqueduto.A vidaé pequena, desagraddvel e
dolorosa.” (Areteus daCapaddcia-séculolld.C.).

O Diabetes (dogrego:sifao), assimdenominadoporAreteusdevidoa exagerada
eliminagdode dgua pelosrins,6 uma doenca metabdlicaonde a principal caracteristica
clinicaéoaumentoanormaldaglicemiaacompanhadodesintomasclinicos
caracteristicoscomoapoliuria,apolifagiaecapolidipsia.Ossinaisclinicosrelacionados
comodiabetese mesmoalgumasde suascomplicacdessaoconhecidos desdeostempos mais
remotos: O papiro de Ebers (1500 a.C.) ja& descrevia o tratamento da poliuria,
referindoque a urinatinha gostodoce;Galeno considerava a doenca comoumafraqueza
dosrins;eosjaponesesechinesesnoséculoll  a.C.jaachamavamde*doencadasede” (Thomaz,
1977).

Willian Cullen,noséculoX VIILacrescentouoadjetivomellitusaotermo
diabetespara diferenciardodiabetesinsipidus,que pode ser causadopela deficiénciana

producdo,na secrecdoouna acdodohormonioantidiuréticoe naoapresenta hiperglicemia.

Epartindodesta época,surgiramosestudosdescrevendoteoriassobre aetiologiae
mecanismosenvolvidoscomodesenvolvimentoda doenga,nointuitode desenvolver
tratamentos.

Em1869,0alemao PaulLangheransdescreve que opancreasé constituidode
inimerasilhas,posteriormente sendodenominadasdellhotasdeLangherans.A
degeneracaodasllhotasdeLangheransfoicorrelacionadacomodiabetesporOppieem
1900,cuja  funcdoenddcrina foireconhecida.Em1907,Lane,pela primeira vez, feza
distin¢doentreascélulasalfaebetapancredticas. EmToronto,Bantingemcolaboragdao
comBest(1921),descobriue isoloua insulina (dolatim: que vemdasilhas), determinando
ummarcoculminante na histéria daciéncia.Noanoseguinte,emjaneiro de 1922 .foi
aplicada,pelaprimeiravez,ainsulinanohomemgquepassouaserregularmenteusadaa
partirde1924, trazendoprofundamodificagdonaevolucaodosdiabéticos,melhorandoa
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expectativadevida(Thomaz,1977).Noentanto, otratamentocomdieta,hipoglicemiantes
oraisereposi¢dodeinsulina ndo fezdeclinar significativamenteasmanifestacoesdas doengas
vasculares na populagdo diabética (Thomaz, 1977).

Apesar do diabetes tipos Ie 1II apresentarem etiologias diferentes,
compartilhamsinaise ~ sintomascomunse  asduasformasde  apresentacdodestadoenca
apresentam complicacOes similares, divididas em agudas e cronicas.

Ascomplicagdes agudassaorepresentadasprincipalmente peloquadrode
cetoacidose ou pelo coma hiperosmolar, a desidratacdo e as diferentes infec¢des em
diversaslocalizagdes,sendoopé  diabéticouma dasmaispreocupantes.Jd ascomplicagdes
cronicas sdo representadaspelodepdsitodegordura na paredearterial,a retinopatia diabética,a
insuficiénciarenalprogressiva,alémde alteracdoesmetabodlicascomdestaque
paraasanormalidadesvasculareseasneuropatias(Singletoneral.,2003;Daulhacetal.,

2006).

O desenvolvimento das neuropatias periféricas sensoriais induzidas pelo
diabetesestadiretamenteassociadocoma  falta  docontroleglicémico,tempode instalagdao
dadoenca,fatoresmicrovasculares(microangiopatias)efatoresderiscocardiovasculares
(hipertensao,hiperlipidemia,obesidadee fumo)(Tesfayeetal.,1996;Boultonetal.,2004;
Tesfaye andSelvarajah,2012).Estasneuropatiasinduzema umavariedade de alteracdesna
conducgaonervosaincluindodorespontanea,hiperalgesiaealodinea,assimcomoquadros
dehipoalgesia eanalgesia (Calcutt, 2004).

Nestesentido,estudos clinicostemdemonstradoqueaprincipalqueixade
pacientesdiabéticosé,frequentemente,aperda desensibilidadenasextremidades
(hipoalgesia),queemestigiosavancadospodeevoluirparacompletaanalgesia(auséncia
dasensibilidade dos nervos periféricos), facilitando aocorrénciadeacidentes queacarretam
emdanosteciduaisequadrosinfecciosos, podendo levar,emcasosmaisgraves,a amputacdo do
membroafetado (Calcutt, 2004).

Apesar da literatura escassa, estudos em humanos tem sugerido que as alteragoes
decorrentes do diabetes também estdo relacionadas com distirbios do sistema
estomatognatico,taiscomoperda precoce deelementosdentais,disfuncdes

temporomandibulares,dororofacial,sindromedaardénciabucaleperiodontite(Colliner
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al.,2000;Arapetal.,  2010;ZhuandNilolajczyk,2014).Emparticular,aneuropatia  periférica
induzida pelodiabetesestarelacionadacomofator deriscoparao desenvolvimento dedisfun¢dao
temporomandibular severa. Considerando quepacientescom neuropatia diabética
tambémdesenvolvemquadrosde hipoalgesia,temsidosugeridoque a perda
desensibilidadenaarticulaciotemporomandibular(ATM)podeinduzirasdesordens

articularesedeformidadescomo,porexemplo,asarticulacdesdeCharcot(Collinetal.,

2000).AarticulagdodeCharcot,umaneuroartrite,éconsequénciadalesdodosnervos, como no
caso da neuropatia induzida pelo diabetes, que impede a percepc¢do da dor articular
acarretando em lesdes e  fraturas insignificantes e  repetidas (de forma
despercebida)até adeterioracdo permanente daarticulacdo (Rogerset al., 2011).

Apesardebemdemonstradopelaliteratura ascomplicacdesenvolvidascoma
neuropatia  periférica  induzida pelodiabetes,osmecanismoscelularese  moleculares
envolvidoscomoinicio emanutencaodestasneuropatiasaindasaopoucocompreendidos
(Daulhacet al., 2006; Johnsonet al., 2007).

Muitasinformagdesquantoa teoria dasneuropatiasdiabéticastémsido
publicadasnosiltimosanos,porémébastanteimprovavelque haja apenasuma causa envolvida
neste processo, mas sim umaassociacdo de diferentes anormalidades, culminando
emumgquadroclinico comumdeneuropatia(Tesfayeeral.2010).Neste sentido,a literatura
sugere  uma  relacdodiretaentre  oestadohiperglicémico,mantido  cronicamente,e
ascomplicacdesmicro e  macrovasculares,suportandoa  hipdtese de que a
hiperglicemiaéofatordeterminantenagénesedascomplica¢desdodiabetes(Boultoner
al. 2005).

Assim, tem sidohipotetizados mecanismos bioquimicos envolvidos nas
anormalidadesestruturaise ~ funcionaisrelacionadasa  exposi¢doprolongada  dostecidos
vascularesa hiperglicemia, taiscomoformagaode produtosda glicacdondoenzimatica,
aumentoda atividade aldose-redutase,alteragaodosradicaislivrese ativacaoda
ProteinoquinaseC (PKC)através davia do Diacilglicerol(Forbeset al. 2005).

Aglicosepresentenocompartimentoextracelularétransportadapara 0
compartimento intracelular por difusdo, por acdo de transportadores de glicose. Esta
glicoseintracelularémetabolizadaporglicélise. Mesmoemcondi¢daodehiperglicemia,
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uma pequena parte daglicose intracelularé metabolizada pela via aldose-redutase,oque
resultariaemumaumentodaviadosorbitolcomalteragdodasviasdetransdugdode
sinais,comoporexemplo,aviaDiacilglicerol/ProteinoquinaseC(DAG/PKC)(Idrisetal.,

2001).

O DAGpode ser  derivadodahidrdlise  defosfatidil-inositideos,pelo
metabolismodafosfatidilcolinaporacaodafosfolipaseC;oupelasintese"denovo" através
dosintermedidrios glicoliticos (com aumento do sorbitol), fosfato de diidroxiacetona e
gliceral-3-fosfato; com subsequente ativacio da PKC (Evcimen and King,2007).A via
DAG/PKCtambémpode ser ativada pela hiperglicemiacomoresultado
doaumentodoestresseoxidativo,comoporexemplo,peloaumento deper6xidode
hidrogénio,oqualé umconhecidoativador da PKC,sejade forma diretaouindiretapelo
aumentoda produ¢dodoDAG.(Konishietal.,1997;Nishikawaeral.,2000).A PKCé um grupo
de proteinas,membroda familia de proteinoquinasesdependentesdoAMPc,que apresenta
multiplas fungdescelularese afeta muitas viade transducdode sinais(Geraldes and King,
2010).

O DAG ¢ oprincipalativador fisioldgico da PKC.O aumentodosniveisde DAG
nodiabetespode ocorrer  atravésde  multiplasvias(EvcimenandKing,2007)e sua
ativacdoestadiretamente  relacionada coma hiperglicemia dospacientesdiabéticose
desenvolvimento das alteracdes neurovasculares (Evcimenand King, 2007).

Umdosmecanismos fisioldgicosimportantenaregulacaodeproteinas
intracelularesé odeadicionarou removergruposfosfatos,tornandoessasproteinasem
enzimas,receptoresou segundo-mensageiros. Umasérie de respostascelularesmediadas por
receptorese  pelasviasmetabdlicaspode  serativada  oudesativadapor  quinases(com
adicaodegrupofosfato)intracelulares. A PKCéuma dastrésprincipaisquinasesserina-
treonina(sdoaquelasque fosforilamproteinasemresiduosserina e treonina) estando envolvida
emeventosde transdu¢dode sinais,respondendoaestimulosespecificos hormonais, neuronais e
de fatores de crescimento(Geraldes and King, 2010).

A familia da PKCapresentapelomenosl2isoformas(a,BLBILd,e,y, tn,A,
w,0,0),classificadasem:(1) Convencionais(a,BLBII e y)que sdo célcio-dependentes
ativadaspelafosfatidil-serinaepeloDAG;(2)Originais(9,€,0en)quesaocalcio-
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independentes, reguladaspeloDAG e fosfatidil-serina);e (3) Atipicas((,te A) que sdo cdlcio-
independentesendo requeremDAG paraativagao(WhitesideandDIlugosz,2002; Geraldesand
King,2010).

Omecanismopeloquala PKCcontribuipara o desenvolvimentodaneuropatia
diabética ainda ndoestd  esclarecido,noentanto,temsidodemonstradoque  algumas
isoformasda ~ PKCcontribuempara o  desenvolvimentodasneuropatiasinduzidaspelo
diabetesinterferindoemmecanismosneurovascularestaiscomofluxosanguineo e velocidade de
conducaonervosa(GeraldesandKing,2010). Nestesentido,estudos
imunohistoquimicosdemonstrarama presencadasisoformasPKC-a,-B1,-B2,-ee —dem tecidos
neurais (Kimet al., 1991; Borghiniet al., 1994).

A PKC-a € umasdasisoformasmenosestudadas,apesar de estudosterem
demonstradosua presenca emtecidosneuronais (EvcimenandKing,2007), existe uma
escassezdeestudosdemonstrando seu papelemalteragdesneurovasculares.Emtecido cardiaco,
apesar de estudos iniciais sugerirem queaPKC-atenhaum importante papel para estimular a
hipertrofia  destestecidos,pesquisasemratos,suportama  teoria de  PKC-a  no
tecidocardiacotemumpapelregulador ~da  contratilidadetecidualaoinvésda  indugdode
hipertrofias (Evcimen and King, 2007).

A PKC-Bestdenvolvida emvariasfuncdescelularesdiferentes,taiscomoa
ativacaodecélulasB,ainducaodeapoptose,proliferacdodecélulasendoteliais, ea  absorcao
intestinal de acucares. Tem sido a isoforma mais estudada em relagdo a
neuropatia.Estudosmostramque a utilizagdode inibidoresde PKC-fBemcasosde animais
diabéticosinduzidosporestreptozotocinaaumentouofluxosanguineononervociatico
bemcomosuavelocidade de conducdo,sugerindoque a microcirculacioe a isquemia
estejamenvolvidasna neuropatia diabética,bemcomoaativacdodestaisoforma da PKC
(Sasaseet al., 2004).

A PKC-6¢ bastante expressa no cérebro, medula e neurdnios. Tem sido
demonstradoqueaPKC-destarelacionada avariasfungdesneuronaistaiscomoa potenciagdo de
longo prazo (LTP)e depressio a longo termo (LTD). Tem sido
demonstradoqueoaumentodaexpressaoda PKC-destdenvolvidocomoaumentoda apoptose de

células vasculares em retinopatia diabética, com sensivel piora e
7



irreversibilidade doquadro,mesmoapdsocontrole da glicemia e diminui¢doda expressdo do
DAG (Geraldesand King, 2010).

A PKC-etem sido bem estudada por estar envolvida em varias fungdes
celulares diferentes, tais comoa apoptose, a cardioprotecdo naisquemia, o choque térmico
deresposta,liberagaoinsulinicaedesenvolvimentodehiperalgesiainflamatéria. Neste
contexto,sabe-se que asinjurias teciduaiseoprocessoinflamatériodecorrenteestao associadosa
sintesedeprostandides  quesensibilizamosneurdniossensitivosprimarios  resultando em
hiperalgesiaatravés da ativacdo da PKC-g(Sachs er al, 2009).

Emsuma,considerandoqueaalteracdo  desensibilidade  induzidapelodiabetes
nosistema trigeminalpode ocasionar lesdesseverasna ATM,esteestudotemcomo proposta
avaliar as condicdes dolorosas induzidaspelo diabetes naATM deratos e associd- las
avariacdo da expressao as isoformas daPKC-a, -B1, -, -€ e-0no tecido periarticular.

Considerando que mudangas no comportamento e estilo de vida dos seres
humanos, como sedentarismo e€ obesidade, no ultimo século, tém resultado em um
dramaticoaumentona incidénciadodiabetesnomundo(Zimmetetal.,2001), tratando-se de
umcrescente problema de saide publica,sendoresponsavelpor umaltoindice de morbidade
emortalidade (Libmanetal.,1993;Linetal.,2014),0desenvolvimentodo
trabalhopropostoéderelevanciaclinicaumavezqueauxilianomelhorentendimento sobre
osmecanismosenvolvidosnasalteracoesda sensibilidade somdticana ATMpelo diabetes e

consequente possibilidadedelesdes e deterioracado da articulacao.



3. PROPOSICAO

Considerando que a neuropatia periférica induzida pelo diabetes estd
relacionada comofatorderiscopara odesenvolvimentodeumadisfungao
temporomandibularsevera, o presente estudoapresentou os seguintes objetivos:

(1) Avaliarodesenvolvimentodecondi¢desdolorosasinduzidaspelodiabetes na
ATM deratosatravésdostestesdeavaliagdodocomportamentonociceptivoinduzido pela da
formalina e/ou capsaicina.

(2)AvaliarasalteragdesdaexpressaodasisoformasdaproteinoquinaseC—
PKCa,PKCB;,PKf,,PKCéePKCe—notecidoperiarticularemratosdiabéticosatravés do método
Western Blot.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Para arealizacaodestetrabalhoforamutilizadosratosmachosWistar
provenientesdoCEMIB(CentroMultidisciplinar ~paralnvestigacioBiolégica na Area da
CiénciaemAnimaisdelLaboratério)e mantidosnoBiotérioda FOP-UNICAMP.Os
animaisforammantidosemgaiolasplasticas(4 ~ por  gaiola)  contendomaravalha, em
ambientecomcontroledeluminosidade(ciclosclaro/escurode12h)etemperatura(23°C
+/-1°C),comalimenta¢doedgua,adlibitum.Todososprocedimentosexperimentaisforam
aprovadospeloComitéde EticaemExperimentacioAnimaldaUniversidade Estadualde
Campinas,protocolo2835-1(Anexol)eestiodeacordocomasdiretrizesdeterminadas
peloConselhoNacionalde Controlede ExperimentacaoAnimal(CONCEA )e pela
Associacaolnternacionalpara Estudoda Dor (IASP),emanimaisconscientes (Zimmermann,

1983).

4.2. Delineamento experimental

Pararealizacao dos experimentosos animais foram divididos em2 grupos:
GRUPOI: Normoglicémicos
GRUPOII:Diabéticos

Nostempos7,14,21,28,35e42diasapdsainducdododiabetes,todosos
animaisreceberamumainjecaointra-articular,naATMdireita,de30uIdeFormalina
1.5% (Roveronietal.,2001)oucapsaicinal,5%e oscomportamentosnociceptivosforam
avaliados(item4.4).Imediatamente apdsasandlisescomportamentaisosanimaisforam
mortospor  decapitagdopararemog¢dodeamostrasde  tecidoperiarticular e  posterior
realizacdodasandlisespor ~ WesternBlot(item4.5).  Foramutilizados4 a  6animaispor

grupoexperimental.
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4.3. Inducao do Diabetes

0] diabetesfoiinduzidonosanimaiscom2mesesde idade,por meiodeuma
injecaointraperitonealdeestreptozotocina(STZ;Sigma-Aldrich,USA)75mg/kg (Courteix
etal.,2007)dissolvidaem0,1 Mdetampaocitrato(pH4.5).Osanimaisforamsubmetidos a
umjejumde 8horasantesda injeciodeSTZ.Ainducdoda diabetesfoiconfirmada atravésda
dosagemdonivelde glicose plasmdtica por amostrasde sangue da veiacaudal utilizandoo
método enzimaticoglicose-oxidase(OptiumXceed;Abbott).Foram considerados paraoestudo
apenasos animais queapresentaram concentracdo plasmdtica de glicose maior que
300mg/dlapdsjejumde 8horas (Braga etal.,2011). Osanimais normoglicémicos(controle)
receberamumainjecaointraperitonealapenasdoveiculo.O peso corporal e a concentracdo de
glicose plasmatica foram avaliados semanalmente

durante todo o periodoexperimental, conforme descrito acima.

4.4.AvaliacaododesenvolvimentodecondicoescomportamentaisnaATM

de ratos

Assessoesde teste foramrealizadasdurante a fase claraentre 9he 17h emsala
silenciosa,comtemperaturaambientemantidaa25°C(Rosland,1991). Duranteotesteos
animaisnaotiveramacessoadguaouacomida.Paraminimizaroestresseduranteas
sessOesexperimentais,osanimaisforampreviamentemanipuladospelopesquisadorpor
umperiodode7dias.Narealizacdodasandlisescomportamentaisusou-seumacaixade
observacaomedindo30x30x30cmcombase e3lateraisespelhadase frente de vidro.Cada
animalfoiinicialmentecolocadoemantidonacaixapor10minutosparahabituar-seao ambiente de

experimentacdo eminimizar o estresse (Abbotter al. 1986).

4.4.1.Injecoes  naregiaodaATM:Paraadministraciode  formalinaou
capsaicinanaregiaodaATM direita osanimaisforambrevemente anestesiadospor
inalagdo delsoflurano.Aseguir,umaagulhacalibre 30,conectadaaumaseringade

microlitroHamilton(50ul)porumtubodepolietilenoP50,foiinseridanapor¢ao
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inferiordabordapdstero-inferiordoarcozigomético,sendoavancadaemdire¢do anterior

até contactar a regido postero-lateral do condilo.

4.4.2. Testecomportamental:Imediatamenteapds ainjecdointra- articular
oanimaljdconsciente, foirecolocadona camara deobservacaoeas
respostascomportamentaiscaracterizadaspeloatode cocar a regidoinjetada coma
patadianteiraoutraseira epeloatodelevantar reflexamentea cabecaforam
quantificadasdurante45min.paraosanimaistratadoscomformalinae30min. para
osanimaistratadoscomcapsaicina.Otempoemsegundosqueoanimal
permaneceucogandoaregidoorofacialfoiquantificadoatravésda  utilizaciode  um
crondmetro,e ondmerode vezesque oanimallevantoureflexamente acabeca foi
quantificadoporumcontadordecélulas(Roveronietal.,2001).Considerandoque
oatodelevantarreflexamenteacabegasegueumpadraouniformedelsde
duracdo,aintensidadeda resposta nociceptivafoiquantificada somando-se esse
comportamentoaoatode cogar  aregidoinjetada,comopreviamente  padronizado

(Roveroni et al., 2001).

4.5. AvaliacaodaexpressaodasisoformasdaPKCnotecidoperiarticular

-WesternBlot

AsamostrasdotecidoperiarticularforamhomogeneizadasemtampaoPBS,pH
7.4,contendoinibidoresde protease:etilenodiaminatetracetatodesédio(EDTA) 10mM,
Benzamidinal mM, fluoretodefenilmetilsulfonila(PMSF)0,3mM,Aprotinina0,3uMe
[-mercaptoetanol2mM,embanhode gelo.Umaaliquotadohomogeneizadofoiseparada
paradosagemdeproteinas. Emseguidaasproteinasforamseparadasporeletroforeseem
geldepoliacrilamida SDS-PAGEI10%etransferidaspara membranasdenitrocelulose.As
membranasforamincubadas"overnight" a4°Ccomtampaodebloqueio{ PBS5%(p/v)de leite
desnatadoe 0,1% Tween20}.As membranasforamlavadastrésvezescom PBS0,1% Tween 20.
Em seguida foram incubadas em solugdo de PBS contendo 5% de leite

desnatadoe0,1%Tween20contendoanticorpoprimarioespecificoparacadaisoforma
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testada. Apdsalavagem,asmembranasforamincubadascomanticorpo secundério
conjugadoHRPe novamente lavadas.Asmembranasforamentioreveladascomkitde
quimioluminescéncia(ECL,Amershan = PharmaciaBiotech,Little =~ Chalfont,U.K.) como
descritonomanualde instrucdes.O controle negativofoiobtidopela omissdo doanticorpo
primdrio.A densitometria dasbandasfoirealizada atravésdoprogramalmage J.Osdados foram

normalizados considerando o controle (NG)igual ao valor 1.

4.6. Anélise dos Resultados

Osdadosforamavaliadospela andlise de variancia a doiscritériosde avaliacdo
(Two-wayANOVA).AscomparagdesmultiplasforamfeitaspeloTestedeBonferroni.

Paratodosostesteso niveldesignificancia foiestabelecidoemp<0,05.0programa GraphPad

Prism 4.0 foi utilizado paraa realiza¢dodos calculos estatisticos.
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5.RESULTADOS

Todososanimaisforam  pesadosimediatamente  antesdainducaododiabetes,e
duranteoexperimentoforamfeitasmedidas  daglicemia e  dopesocorporalapésumjejum
de8horas.ConformedemonstradonaFigural,os animaisdiabéticosdemonstraram
aumentosignificativodaconcentracaoplasmaticade glicose(Figura 1A),assimcomouma perda
progressiva de peso (Figura 1B) ao longo do tempo, confirmando a indugado e

manuten¢do dadoenca.
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Figural.Dosagem deGlicemia(mg/dl)ePesoCorporal(g)emrelacaoaotempoemanimais
diabéticos.(A)Osanimais diabéticosapresentaramconcentragdodeglicoseplasmiticaacimade300mg/dl
7diasapdsaindugdododiabetes.Osanimaisdiabéticosapresentaram umaconcentragdodeglicose
plasmadticasignificativamentemaioremrelagdoaosnormoglicémicosemtodosostempostestados(p<0,05: ~ Two-
ANOVA, TestedeBonferroni).(B)Foiobservadaumaperdasignificativaeprogressivadopesodos
animaisdiabéticos2 1diasapdésaindugdododiabetes.Osanimaisdiabéticosapresentarampesocorporal
significativamentemenoremrelacdoaos normoglicémicosapartirdo21°dia deinduc¢do da doenca(p<0,05: Two-
ANOVA, TestedeBonferroni).Osimbolo(+)indicadiferengaestatisticaentreanimais normoglicémicose

diabéticos.

Os dados demonstraram que os animais diabéticos apresentaram
hiponocicep¢ao na ATM 7 dias ap6s a indugdo do diabetes. Esta hiponocicepg¢ao foi

observadaaté 42 dias ap6s a inducao do diabetes(Figura2).
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Figura2.Faseinicialdodiabetesinduzahiponocicep¢caonaATM. Ainjecdointra-articulardoagente
inflamatérioformalina(1,5%)induziuumarespostanociceptivasignificativamente menornosratos

diabéticosquando  comparadoscomosanimaisnormoglicémicosnos  dias7,14, 21, 28,35e42diasapds
indugdodadoenca(p<0.05:Two-wayANOV A testedeBonferroni).Osimbolo(+)indicadiferenga

estatisticaentreosanimaisdiabéticose seusrespectivoscontroles.
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Combase  nosresultadosde  hiponocicepcaoobservadosnogréficoanterior,0s
experimentosforamreplicadoseosanimaistratadoscomuma injecdointra-articular de
capsaicina,umestimulonocivoque induzresposta  nociceptiva atravésdosreceptores
vanil6idesTRPV1 nasfibrasC-nociceptivasperiféricas(Tominaga andTominaga,2005;
Niliusetal.,2007;Zhangetal.,2007).0s resultadosdemonstraramque asanimais
diabéticosapresentaramhiponocicep¢aoapenas’,14,21e28diasapdsainducaodo

diabetes.
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Veiculo 7d  14d 21d 28d 35d 42d
Capsaicinal,5%
Figura3.Avaliaciodainducaodahiponocicep¢ao pelafaseinicialdodiabetesnaA TM pelotesteda
capsaicina.Ainjecaointra-articular decapsaicina(1,5%)induziuumarespostanociceptiva

significativamentemenornosratosdiabéticosquandocomparadoscomosanimaisnormoglic€émicosnosdias
7,14,21e28diasapdsindugdodadoenga(p<0.05:ANOV A testedeTukey).Osimbolo(*)indica

diferencaestatisticaentreosanimaisdiabéticose seusrespectivoscontroles.

Considerandoosresultadosacimadescritos,emuma segundaetapa de
experimentos,foiavaliadaarelagdodaexpressaodediferentesisoformasdaPKCcoma
hiponocicep¢aoinduzidapelodiabetesnosdias7,14,21e28diasapdsaindugcaoda
doenca.

Foram avaliadas 5 isoformas da PKC no tecido periarticular da ATM

testada: PKC-alpha (PKC-a), PKC-betal (PKC-B1), PKC-beta2 (PKC-B2), PKC-delta
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(PKC-8)ePKC-epsilon(PKC-¢). Osresultadosdemonstraramqueosanimaisdiabéticos
apresentaramumaexpressaoda PKC-a significativamente menoremrelacioaos

normoglicémicos(Figura4).
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Figura4:Avaliacao daexpressao daPKC-anaATMdeanimais diabéticos em relacdoaos
normoglicémicos.AexpressaiodaPKC-a.  notecido  periarticulardosanimaisdiabéticos (DB )foisignificante
menoremrelacdoaos  animaisnormoglicémicos(NG)  nostempos7, 14 e 2ldias (p<0.05:Two-way

ANOV A, testedeBonferroni).O simbolo(+)indicadiferencaestatisticaentreosgrupos.

Aandlise  por  WesternBlotdasdemaisisoformas ~ demonstraramque  a
expressaodaPKC-f,ePKC-B,(Figura5),PKC-6(Figura6)ePKC-g(Figura7)foi
significativamentemaiornosanimaisdiabéticosemrelacioaosanimaisnormoglicémicos. A
expressdo dasproteinoquinases PKC-B;  ePKC-B,estdoaumentadasnosanimais diabéticos

jaapartir do 7° dia dainducdo do diabetes(Figura5).
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Figura5:AvaliaciodaexpressiodaPKC-p1ePKC-p2naATMdeanimaisdiabéticos emrelacioaos
normoglicémicos.Aexpressio daPKC-B1ePKC-B2notecidoperiarticulardosanimaisdiabéticos(DB)foi
significantemaioremrela¢doaosanimaisnormoglicémicos(NG)emtodosostempostestados(p<0.05:Two- way

ANOVA,Testede Bonferroni).O simbolo(+)indicadiferencaestatisticaentreosgrupos.

AexpressdodaPKC-dfoisignificativamentenosanimaisdiabéticosapartirdo

7° dia daindu¢do dadoenca(Figura6).
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Figura6:AvaliacaodaexpressaodaPKC-6 naATMdeanimaisdiabéticos emrelacdoaos
normoglicémicos. AexpressiodaPKC-dnotecido periarticulardosanimais diabéticos(DB)foisignificante
maioremrelagdoaosanimaisnormoglic€micos (NG)emtodosostempostestados(p<0.05: Two-way

ANOV A testedeBonferroni).O simbolo(+)indicadiferencaestatisticaentreosgrupos.

AexpressaodaPKC-¢foisignificativamentenosanimaisdiabéticosapartirdo

7° dia daindugdo dadoencga(Figura7).
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Figura7:Avaliaciao daexpressao daPKC-gnaATMdeanimaisdiabéticosem relacdoaos
normoglicémicos.Aexpressio  daPKC-gnotecido  periarticulardosanimais  diabéticos(DB)foisignificante
maioremrelagdo  aosanimaisnormoglicémicos(NG)apartirdo21°diadeindu¢do dadoenga(p<0.05:Two- way

ANOVA testede Bonferroni).O simbolo(+)indicadiferengaestatisticaentreos grupos.
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6. DISCUSSAO

No presente estudofoi demonstradoque odiabetesinduzuma hiponocicep¢do na
ATM a partir do7°dia de indugdoda doenca.Estesdadossugeremquea fase inicialdo
diabetesinduzumaalteracaosensorialnosistematrigeminalquepodeestarrelacionado
comaslesdesdostecidosoraisdepacientesdiabéticos(Collinetal.,2000;Arapetal.,

2010; Zhu&Nilolajczyk, 2014).

Nopresenteestudoodiabetesfoiinduzido nosanimaisatravésdeumainjecao
intraperitonealdeSTZ(75mg/kg)(Daulhacetal.,2006;Courteixetal.,2007,Leietal.,
2013),sendoquea  confirmacdoda  instalaciodadoencafeitapeladosagemperiddica  da
concentracdo plasmaticaeglicoseeavaliacdo dopeso corporal dos animais. De acordo com a
evolugdoda  doenca,osanimaisdiabéticosdemonstraramglicemiasuperior a  300mg/dle
perdaprogressivado peso corporal, validando omodelo experimental.

Aindug¢aododiabetesatravésda STZ éummodeloexperimentalcomumente
utilizadoparaavaliagdodasalteracdesnociceptivasinduzidaspelodiabetes(Daulhacetal.,

2006; Courteix et al., 2007; Lei et al., 2013). ASTZ éuma nitrosamidalargamente
utilizada  comoindutora de  diabetesemanimaisexperimentais,que temcomoefeito,a
destruicaodascélulasbeta-pancredticaseconsequentementeumadeficiéncianaproducao
deinsulina.AliteraturademonstraqueainducaoexperimentaldediabetescomSTZem
roedoresinduzhipernocicep¢aoemdiferentes modelosexperimentais. Particularmente, tem
sidodemonstradoque  odiabetesinduzhipernocicepcdona  pata  3a  4semanasapdso
tratamentosistémicocomSTZ(Daulhacetal.,2006;Courteixetal.,2007,Leietal.,
2013).

Aliteratura temdemonstradoqueasestruturasorofaciaissaoafetadaspelo diabetes
(Trogeret al., 1999; Colinet al, 2000; Bragaet al., 2001),no entanto, o nimerode estudos é
escassoeos dados  contraditoriosemrelacdoas  alteracOes  nainervagdo  trigeminal
pelodiabetes.Utilizandoomodelode diabetesinduzidopelaSTZ,Rodella etal.(2000)
demonstrara,queafaseinicialdodiabetesinduzhipernocicep¢aotérmicafacialeapds8a
12semanasdepoisdainjeciodaSTZ,enquantoNonesetal.(2013)naoobservoudiferenca na
estimulagdo térmica e tatil orofacial na fase inicial do diabetes. Em uma andlise
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comparativa entre osdoisestudossupra citadose oatualtrabalho,doisaspectosdevemser
observados:aregidoavaliada entre osestudos(pata,facee ATM) e otipode teste utilizado
paradeteccdo das alteracOes dasensibilidade somaética(teste térmico, mecanicoepor agente
quimico).

Emrelacdoa regido avaliada entre osestudossabe-se que a diferencaentre
tecidossubcutaneos(face,pata e 1dbio) e tecidosprofundos(ATM) resulta dofatode que
estestecidossdopredominantemente inervadospor diferentessubtiposde neuronios
aferentesprimarios.Devidoaofatodasinervagoesde tecidoprofundoinduziruma maior
ativacdona  excitabilidade de  neurOnioscentraisemrelacdoasinervacdesde  tecidos
cutaneos,maioresdistirbiossensoriaispodemocorreremcondicdesdolorosas envolvendo
tecidosprofundos (Imbeetal.,2001).Alémdomais,jd foidemonstradoque ostecidosda ATM
sdomaissensitivosa processosinflamatériosenvolvendo liberagdode aminas
simpatomiméticas € PGE,do quetecidos cutaneos(Rodrigueset al., 2000).

Outropontoaserconsideradoéadiferencadetestesutilizadosnosdiferentes
estudos.O testetérmicodetecta principalmenteativagaode fibrasnociceptivas superficiais,
enquantooteste mecanico detectanociceptoressubcutaneos,envolvendo diferentes
mecanismosna  ativacdodestasdiferentesfibrasnociceptivas(Vivancosetal.,2003;  Pedrosa,
2011).

O teste daformalina (teste quimico) induzuma hipernocicepcaoproduzidapela
sensibiliza¢doperiféricadosnociceptoreseestruturasneuronaisenvolvidas(Roveroniet
al.,2001;Clementeeral.,2004).No presente estudo,foi utilizada formalina na concentragaode
1.5%, considerada uma concentracioda formalina (testequimico),induz  uma
hipernocicep¢aoproduzida  pela  sensibilizagdoperiférica  dosnociceptoressubmaxima
(Roveroni  etal., 2001;Clementeetal., 2004)  permitindo  avaliarrespostastanto
hipernociceptivas quanto hiponociceptivas de alteracdes sensoriais neuronais. Sendo
assim,pode-se hipotetizar que o fatoda ATM envolver tecidosprofundoscomdiferentes
subtiposdeinervagdessomadticaseseremmaisresponsivosamediadoresinflamatdrios, pode
explicar, pelo menos em parte, as diferencasencontradas entreosestudos.

Opresenteestudodemonstrouqueodiabetesinduzhiponocicep¢aonaATM

observadopelotestedaformalinaaté42diasapdsotratamentosistémicocomSTZ.Para
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confirmareverificarumpossivelmecanismo envolvidocomahiponocicep¢ao,os
experimentosforamreplicadosutilizandoo testedacapsaicina.Noentanto,a
hiponocicep¢doinduzida pelodiabetesna ATM foiobservadanoteste dacapsaicinaaté28 dias
apods o tratamento sistémico com STZ.

Otestedaformalinaéumtesteamplamenteutilizadopara  avaliacdodosefeitos  de
novasdrogasanalgésicase/ouanti-inflamatériasemanimaisexperimentais.O agente
nociceptivoformalina induzuma resposta dolorosa bifdsica:a primeira fase(neuronal)é
caracterizadapelaativagdode receptoresTRPA Inosneurdniosnociceptivosaferentes
primérios;enquantoqueasegundafase(inflamatdria)éresultadodeumasensibilizacio
dosnociceptoreseestruturasneuronaiscomprojecaocentral(McNamaraetal., 2007).
Basicamente a  injecaoemtecidosperiféricosdoagenteformalina agediretamentenos
receptoresTRPA1 (receptoresdotipoionotrépicos) ativandoasfibrasnociceptivas primadrias,
mas também,induzdano tecidual econsequentemente migracdodecélulas inflamatdrias,
particularmente osmastécitos.Uma  vezativados,osreceptoresTRPA1,via  liberagcao
deneuroquininas,estimulamadegranulacdodosmastdcitosliberandohistaminae
5-hidroxitriptamina,que atravésde uma acgaosinérgica,sensibilizamasfibrasC- nociceptivas
desenvolvendo um quadrodehipernocicepcao (Paradaet al.,2001; Ting et al.,

2007; Macphersonet al., 2007; MacNamaraet al.,2007;Fisheret al., 2008).

Por outrolado a capsaicina € conhecida por ativar receptoresvanildidestipo
TRPV1 nasfibrasperiféricasC-nociceptivasqueaumentaacondutinciadascorrentesde ~ Na*
eCa”* resultandoemcomportamentosnociceptivos(TominagaandTominaga,2005;
Niliuseral.,2007).TantoosreceptoresTRPA 1comoosreceptoresTRPV 1 aumentama
permeabilidadeaoCa2+.O aumentodaconcentragﬁodeCa2+intracelularativacascatas de
sinaliza¢Oesbioquimicas,comoporexemplo,a viafosfolipaseC(PLC)/diacilglicerol (DAC) /
ProteinoquinaseCque porsuavezresultamna sensibilizacdodefibrasaferentes
primdrias(Costigan andWoof, 2000; Woolfand Salter, 2000).Sendo assim,a diferenca entre
osresultadosobtidosnostestesdaformalina ecapsaicina podemestar relacionados com o
mecanismo deacdo de cadaum dos respectivos agentes algésicos.

A neuropatia sensorial periférica representa uma complicacdo comum e

debilitanteempacientesdiabéticosqueacometeempropor¢aocrescentenestespacientes
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duranteaprogressaodadoenga(Daulhaceral.,2006). Emdecorrénciadadebilitacao
severadasneuropatiasinduzidaspelodiabetes, estudosvémexplorando seusmecanismos para
melhorentendimentodadoengaeassimdesenvolvernovasperspectivasterapéuticas

paraseucontrole etratamento (Boultonetal. 2005).

Viriossdoosmecanismosdescritosenvolvidosna géneseda neuropatia
diabéticacomoliberacdodemetabdlicos,alteracdesvascularese reacOesautoimunes. No
entanto,aliteraturasugere uma relagaodiretaentreoestadohiperglicémico,mantido

cronicamente e ascomplicagcdesmicro e macrovasculares,suportandoa hipétese de que a
hiperglicemia seja o fatordeterminante nagénesedascomplicacdesdodiabetes.Temsido
demonstrado que a hiperglicemia induz as complicagdes neurovasculares através da
ativacao davia Diacilglicerol/ProteinoquinaseC (DAG/PKC) (Evcimenand King, 2007).

O DAG ¢é oprincipalativador fisiolégico da PKC.O aumentodosniveisde
DAGnodiabetespodeocorreratravésdemaultiplasvias(EvcimenandKing,2007).0 DAGpodeser
derivadodahidrélisedefosfatidilinositideos;pelo metabolismoda fosfatidilcolina pora¢aoda
fosfolipase C;oupela sinteseatravésdosintermedidrios glicoliticos,fosfatode diidroxiacetona
egliceral-3-fosfato;comsubsequente ativacaoda PKC(EvcimenandKing,2007).Avia
DAG/PKCtambémpode ser ativada pela hiperglicemia
comoresultadodoaumentodoestresseoxidativo,comoporexemplo,pelo
aumentodooxidanteH,O,,0qualéumconhecidoativadordaPKC,sejadeformadireta
ouindiretapeloaumentodaprodu¢cdodoDAG.(Konishietal.,1997;Nishikawaeral.,

2000).

A PKCé umgrupo de enzimasmembrosdafamilia deproteinoquinases
dependentesdoAMPc,queapresentammultiplas funcoescelulareseafetammuitasviasde
transducdode  sinais. No  entanto,omecanismopeloquala ~ PKCcontribuiparao
desenvolvimentoda neuropatia diabética ainda ndoestdesclarecido.Nopresenteestudofoi
demonstradoquea hipoalgesia demonstrada nosanimaisdiabéticosestd relacionadacomo
aumentodaexpressdodasPKC-B1,PKC-B-2,PKC-6ePKC-gediminuiciodaexpressao
daPKC-a.

Oimportantepapeldoaumentodasatividadesdaaldoseredutase(importante

mediadornometabolismodaglicose)ediferentesisoformasdaPKCrelatadosemestudos
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experimentaistétm sidoconfirmados emestudos clinicos em pacientesdiabéticos com
polineuropatiasensério-motora(Obrosova2009).Particularmente,aPKC-B(Sasaneetal.,
2005)e PKC-¢ (Huchoetal.,2005)estaodiretamenteenvolvidasnodesenvolvimentoda
hipernocicep¢ao(incluindohipernocicep¢aodecorrentedodiabetes),enquantoqueaPKC-
0 e PKC-a estdo vinculadasa danosneurais(Robertsetal., 1997, Sakaueetal.,2003).E
importanteressaltar,quepesquisaspara  odesenvolvimentodepossiveistratamentospara  a
neuropatiainduzidapelodiabetesvémutilizandoinibidoresdestesmediadores(Obrosova,
2009).

OaumentodaexpressdodasPKC-B,PKC-6ePKC-grelacionadoa hiperglicemia
induzida pelo diabetes demonstrado no presente estudo, corrobora a
literatura,noentanto,naATMfoiobservadoquadros de hiponocicep¢do.Por outrolado, a
expressdo daPKC-afoisignificativamente menor nosanimaisdiabéticosem relagdoaos
animaisnormoglicémicos.Considerandoofatode que existe umarelacdoentre PKC-a e a
bombaNa*/K*/ATPase(Yangetal.,2012);equeodiabetesinduzumainibi¢iodabomba
Na*/K*/ATPasepromovendoumareten¢iodeNa",comconsequenteedemadabainha
mielinica,disjuncdoaxogliale = degeneracaonervosa (Gagliardietal.,2003),é possivelque
nostecidosda ATMafase inicialdodiabetesinduzumadiminuicdona expressaoPKC-a e
consequentemente inibi¢ioda bombaNa'/K'/ATPase,diminuindoassima excitabilidade

neuronal econsequentemente induzindo a umahiponocicepgao.
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7. CONCLUSAO

Opresenteestudodemonstrouque a faseinicialdodiabetesinduzuma
hiponocicep¢dona ATM de ratose estdassociada aoaumentoda expressao dasisoformas PKC-

B1, PKC-B2, PKC-6 ePKC-¢, assim como com a diminui¢do da expressao daPKC-a.
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