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1. INTRODUGCAO



1.1 Consideragbes Gerais

O diabetes mellitus € uma doenga metabdlica crénica que
afeta o metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas. Uma
caracteristica tipica do diabetes & a hiperglicemia, que reflete a
incapacidade de utilizagdo da glicose pelos tecidos, causada pela
insuficiente secregéo de insulina e/ou pela resisténcia dos tecidos
periféricos responderem & acao desse horménio (Olefsky, 1992)

Em funcdo dos mecanismos patogenéticos que o determinam
e de suas caracteristicas metabdlicas, o diabetes tem sido classificado
em tipo |, ou dependente de insulina (DMDI), e tipo II, ou nao
dependente de insulina (DMNDI). Em ambos os tipos, porém, as
complicagbes vasculares, renais, nervosas e musculares, que se
desenvolvem no decurso da doenca sdo semelhantes, e costumam ser
as principais causas de morbidade (Olefsky, 1992)

Dentre as complicagdes nervosas, as neuropatias periféricas
s&o as mais comuns e afetam com frequéncia as fibras nervosas
motoras e sensitivas que inervam os membros inferiores. Os sinais e
sintomas caracteristicos da neuropatia diabética estdo relacionados
principalmente com a reduc@o da velocidade de condugio nervosa e
com déficits somesiésicos e proprioceptivos. A neuropatia diabética

pode vir acompanhada também por disturbios na inervagéo de orgéos



pélvicos, levando a impoténcia sexual e a disfungdes da bexiga urinaria
e dos esfincteres reto-anais (Asbury & Johnson, 1978),

O emprego de modelos experimentais para o estudo das
neuropatias diabéticas é de extrema importancia para melhor se
conhecer suas caracteristicas anatomo-patolégicas e, principaimente,
para investigar suas possiveis causas e elaborar estratégias mais
adequadas de tratamento e prevencao. Os camundongos da linhagem
NOD represenfam um modelo experimental de DMDI, cujas
caracteristicas estruturais e fisioldgicas de seu sistema nervoso
periférico ainda nao foram adequadamente analisadas, quer na

vigéncia da doenga, quer antes que a mesma se manifeste.

1.2 Aspectos morfolégicos dos nervos periféricos

1.2.1 As fibras nervosas

Os nervos sao formados essencialmente por fibras nervosas, que
correspondem ao prolongamento dos axénios que se originam de
neurbnios localizados no neuroeixo ou no interior de ganglios
sensitivos e viscerais. A partir de sua origem, no chamado cone de

implantacdo do neurdnio, os axdnios caracterizam-se por conter

neurofilamentos e microtabulos, reticulo endoplasmético liso,



mitocdndrias, vesiculas. Ao longo do nervo os axénios se encontram
sempre associados as células de Schwann, que podem ou nio formar
ao redor dos mesmos uma bainha lipoproteica, a bainha de mielina. Os
axonios que apresentam esta bainha sdo denominados mielinicos e os
demais, amielinicos. Ao atingir o 6rgao alvo, o axbnio da origem a uma
estrutura arborescente, denominada terminacao axonal ou telodendro
(Carpenter, 1988).

Os axdnios mielinicos possuem, em geral, didmetro maior que
1,0 micrbmetro e as células de Schwann encontram-se dispostas
sequencialmente ao longo do mesmo. Cada uma delas forma ao redor
do axdnio a bainha de mielina a partir do enrolamento de sua propria
membrana plasmatica. O nimero de voltas determina a espessura da
bainha de mielina, sendo esta proporcional ao calibre do axénio.

Durante este processo, contudo, pequenas porgdes do
citoplasma das células de Schwann ficam aprisionadas entre os
folhetos de membrana plasmatica. Isto pode ser evidenciado em
secgOes longitudinais de fibras mielinicas nas quais se observam
pontuais dilatagbes na bainha de mielina denominadas incisuras de
Schmidt-Lantermann. Ao longo do axdnio mielinico, as células de
Schwann vizinhas éstéo separadas umas das outras por intervalos,

denominados nodos de Ranvier, destituidos de mielina e parcialmente



cobertos por digitagcbes laterais do seu citoplasma (Landon & Hall,
1976; Peters et al., 1976).

Os ax6nios amielinicos, por sua vez, apresentam uma relacao
diferente com as células de Schwann. Neste caso, projecdes
citoplasmaticas de uma célula de Schwann envolvem, total ou
parcialmente entre 5 e 25 axdnios, n&o havendo a formacgao da bainha
de mielina. Como resultado, estes axbénios encontram-se
individualmente situados no interior de sulcos ou canais formados
pelas expansbes das células de Schwann (Petefs et al., 1976). Ao
longo destes feixes de axb6nios amielinicos, os prologamentos das
células de Schwann vizinhas apresentam-se interdigitadas (Peters et
al., 1976).

As células de Schwann sao também responséveis pela sintese e
estruturagcdo de uma membrana basal que reveste externamente tanto
os conjuntos de fibras amielinicas quanto cada uma das fibras
mielinicas. Esta membrana € continua, ndo sendo interrompida nem
mesmo nos nodos de Ranvier das fibras mielinicas. Ela é composta
por colageno (tipos IV e V), glicoproteinas e proteoglicanos. Quando
observada ao microscopio eletrénico de transmissdo, pode ser dividida
em trés camadas distintas: a primeira é a lamina rara, que constitui-se

numa regiao mais clara, possuindo de 20 a 40 nandémetros de



espessura. A segunda € a l&mina densa (ou basal), localizada numa
posicdo intermediaria (entre a ldmina licida e a lamina reticular).
Possui uma espessura de 20 a 100 nandmetros, é elétron-densa e
contém uma complexa malha de filamentos. A terceira é a ladmina
reticular (ou rara interna), que igualmente a lamina rara, apresenta-se
eletronlucente ao microscopio eletrdnico de transmissdo. Sua
espessura € variavel, localizando-se entre a lamina densa e o
endoneuro (Martin & Webster,1973).

A membrana basal parece constituir também uma importante
barreira seletiva na troca de substéncias entre as fibras nervosas e o
seu meio externo (Oldfors & Johansson , 1979).

E importante mencionar que a relacdo morfofuncional entre os
axbnios e as ceélulas de Schwann estabelecem-se j& durante o
desenvolvimento embrionario (Le Douarin, 1982). Na formacdo do
préprio sistema nervoso periférico, 0s axdnios emitidos pelos neurdnios
jovens em diregdo a periferia s8o acompanhados pelas células de
Schwann que migram a partir da crista neural. Durante este processo
migratério, contudo, elas ainda apresentam um aspecto ovoide e ndo
possuem lamina basal. Somente apds sua associagdo com um ou
mais axonios, elas passam a apresentar seu caracteristico aspecto

fusiforme (Webster & Favilla, 1984). Embora ainda ndo se conhegam



exatamente quais 0s sinais que desencadeiam a formacao da bainha
de mielina, sabe-se que sua indugado depende do contato entre o
axbénio e a ceélula de Schwann (Aguayo et al.1977; Bray et al., 1987,

Lemke & Chao,1988; Gupt_a et al.,1993).

1.2.2 Envolitrios conjuntivos e vascularizacdo dos nervos

No interior dos nervos as fibras mielinicas e os conjuntos de
fibras amielinicas encontram-se intimamente envolvidas por um tecido
conjuntivo frouxo, denominado endoneuro. O endoneuro contem
fibrilas de colageno tipo lll, geralmente dispostas longitudinaimente em
relacdo a fibra nervosa, alguns fibroblastos e eventuais mastécitos e
macréfagos residentes (Junqueira et al.,, 1979; Montes et al., 1984,
Carpenter, 1988; Monaco et al., 1992).

A irrigacéo e drenagem sanguinea do endoneuro e das fibras
nervosas € realizada por uma rede de capilares cujas células
encontram-se unidas por "tight junctions”. Esta caracteristica estrutural
confere a rede capilar endoneural o0 papel de barreira hemato-nervosa,
responsavel pelo controle seletivo da entrada e saida de substancias

no microambiente do nervo, contribuindo assim para a sua

homeostase.



Conjuntos de fibras mielinicas e amielinicas constituem no nervo
pequenos feixes ou fasciculos, que séo delimitados externamente pelo
perineuro. Esta estrutura € uma membrana conjuntiva formada por
células achatadas, semelhantes a fibroblastos e de perfil fusiforme,
colageno e vasos sanguineos. Ao microscépio eletronico pode-se
observar que as células perineurais achatadas sao revestidas por uma
membrana basal e estdo dispostas em camadas concéntricas (Peters
et al.,, 1976). Entre as sucessivas camadas celulares encontra-se
longas fibras de colageno tipo | e tipo lll (Peters et al., 1976; Montes et
al.,, 1984). Aléem disso, as ceélulas perineurais das camadas mais
profundas exibem citoplasma levemente granuloso, algumas
mitocdndrias e grupos de vesiculas de diferentes tamanhos (Carpenter,
1988).

O estudo das caracteristicas morfofuncionais do perineuro,
mostrou que esta bainha conjuntiva é extremamente importante na
manutencdo da homeostase do nervo. Em particular, as células
perineurais estdo unidas por "tight junctions" o que dificulta a
passagem de substancias de alto peso molecular através do perineuro
(Peters et al., 1976). De fato, Oldfors & Johansson (1979), ao
estudarem as propriedades ligadas & permeabilidade do perineuro, em

nervos ciaticos de ratos, observaram que este atua como uma barreira



seletiva. Substéncias de alto peso molecular s6 conseguem difundir-se
através do perineuro com muita lentiddo por atividade pinocitética,
havendo consumo de energia.

Mais externamente, os diversos fasciculos encontram-se reunidos por
outro envoltério de tecido conjuntivo denominado epineuro. Ele é
composto por células epineurais, vasos sanguineos e fibras de
colageno tipo I. As células epineurais, assim como as perineurais,
também apresentam um perfil fusiforme semelhantes aos fibroblastos,
porem, nao estdo envolvidas por membrana basal. Estas células
apresentam um reticulo endoplasmatico rugoso bem desenvolvido e
sdo responsaveis pela producgio das fibras de colageno (Peters et al.,
1976). Elas se organizam em camadas concéntricas, separadas pelas
fibras colagenas, as quais se dispdem longitudinalmente ao nervo,
promovendo um reforgo estrutural. Os vasos sanguineos que nutrem
0s nervos periféricos penetram o epineuro e emitem varios ramos.
Aqueles de menor calibre prosseguem seu curso, penetrando no
perineuro e, a seguir no endoneuro. (Peters et al., 1976; Junqueira et

al., 1979; Montes et al., 1984; Carpenter, 1988).



1.3 Neuropatia Diabética

As causas das neuropatias s3o ainda incertas e diversas
hipéteses tém sido aventadas (Dyck, 1987) A microangiopatia difusa,
por exemplo, que afetaria a manutencdo nutricional dos nervos
periféricos, parece ser a causa mais provavel das mononeuropatias

diabéticas que afetam os nervos obturador, femoral ou ciatico {Dyck et

al., 1986). Por outro lado, os distirbios no metabolismo da glicose
propriamente, e ndo a insuficiéncia vascular, sdo considerados a causa
mais provavel das polineuropatias (Gabbay, 1973)  De fato, nos
tecidos onde ndo ha necessidade de insulina para o transporte de
glicose, como € o caso do tecido nervoso, a .hipergiicemia leva ao
aumento da concentracdo da glicose intracelular. A glicose. € entéo
transformada em sorbitol (poliol), pela aldose redutase e,
eventualmente, este poliol é transformado em frutose por uma

desidrogenase (Kador & Kinoshita, 1985)

O acumulo de sorbitol e de frutose leva ao aumento da
osmolaridade intracelular, que pode determinar lesao da célula. Além
disso, o acumulo de sorbitol parece estar associado & reducdo do
contetido de mio-inositol que resulta na diminuicdo do metabolismo de
fosfoinositideos e da atividade da proteina quinase C e da ATPase

10



Na+/K+ (Greene, Latlimer & Sima, 1987; Sima et al., 1986; Greene &

Lattimer, 1984) Este mecanismo tem sido proposto como responsavel
pelas alteracdes fisiologicas e ultra-estruturais irreversiveis das células
de Schwann e das fibras nervosas. Realmente, nos ultimos anos
diversos autores tem relatado que através de tratamentos crénicos
com inibidores da aldose redutase ou da administracdo de mioinositol
€& possivel impedir o desenvolvimento da neuropatia em ratos
diabéticos (Yagihashi et al., 1990; Greene, de Jesus & Winegrad,

1975; Greene & Lattimer, 1983)

A analise anatomo-patoldégica dos nervos periféricos na
vigéncia do diabetes revela a ocorréncia de desmielinizagdo e

degeneracao axonal, cujas caracteristicas morfolégicas nao diferem do

observado em neuropatias periféricas de etiologia diversa (Asbury,

1987). Por outro lado, a deposicao difusa de glicogénio em axdnios
mielinicos tem sido relatada como tipica da neuropatia diabética em

ratos cujo o diabetes foi induzido pela administracao de streptozotocina

(Yagihashi et al., 1990) Ao nivel ultra-estrutural & possivel observar
com freqUéncia as chamadas formagdes em bulbo de cebola, que
evidenciam a recorréncia de episédios de desmielinizacio-

remielinizacdo, encontradas também nas neuropatias hipertréficas

(Cotran, Kumar, Robbins, 1992)

11



A interacdo neuromuscular tem sido relativamente pouco
abordada no estudo das neuropatias diabéticas. Em geral, ¢ maior
enfoque € dado ao fato de que as alteracdes patolégicas das fibras
nervosas acabam levando & denervacido e atrofia da fibra muscular

(Constantini et al., 1987; Klueber & Feczko, 1894) Contudo, no

diabetes a fisiologia das fibras musculares também fica comprometida. |
O acumulo de lipidios no citoplasma das fibras musculares, as
alteragdes morfofuncionais das mitocéndrias e a mudanca no perfil de
distribuicao dos tipos 2A e 2B, sao evidéncias desse comprometimento

(Feczko & Klueber, 1988; Cotter et al., 1889; Klueber et al., 1989) g

sabido que entre a fibras muscular e nervosa existe uma dependéncia
trofica importante. Diversos autores tém obtido evidéncias sobre a
producdo de fatores neurotréficos pelas fibras musculares
esqueléticas, importantes na manutencdo das fibras nervosas durante
a fase adulta. Assim, tem sido postulado que o desenvolvimento da
miopatia diabética poderia comprometer o fornecimento destes fatores
e, consequentemente, contribuir de maneira significativa na expressao

das neuropatias periféricas (Bathgate,1993).

12



1.4 Modelos experimentais para o estudo das neuropatias diabéticas

A investigacdo das causas e consequéncias do diabetes tem sido
realizada experimentalmente empregando-se modelos animais onde a
doenga € introduzida pela administracdo de drogas (aloxana ou
streptozotocina), ou modelos animais nos quais os diabetes se

desenvolve espontaneamente, determinado por causas genéticas

(Woltman & Wilder, 1929) pDentre estes ultimos, a maioria dos
modelos sdo constituidos por animais que desenvolvem DMNDI
freqlentemente associados & obesidade. Por outro lado, apenas duas
linhagens de roedores que desenvolvem DMDI, semelhante ao
humano, estdo disponiveis para estudos experimentais. Essas
linhagens correspondem a dos ratos Wistar BB (Bio-Breading) e a dos
camundongos NOD (non-obese diabetic). Em ambas as linhagens, o
aparecimento do diabetes € precedido de insulite e da subsequente
eliminacdo das ceélulas beta da ilhotas de Langerhans mediada por
mecanismos de autoimunidade (Fagerberg, 1859)

No que diz respeito ao estudo das neuropatias periféricas,
diversos trabalhos tém mostrado que os animais de linhagem Wistar

BB desenvolvem polineuropatia sensorial, distal e simétrica, bem como

polineuropatia autonémica no decorrer do diabetes (Dyck, 1987)

i3



Alguns autores tém reportado, também, a ocorréncia de neuropatia
motora proximal em ratos Wistar BB durante os estadgios mais
avancados da doenga (Thomas & Sharma, 1987). Por outro lado,
apenas dois estudos foram realizados sobre possiveis alteracdes
patolégicas no sistema nervoso periférico de camundongos da
linhagem NOD (Kamijo, Yagihashi & Baba, 1990; Marques et al,
1987), desde sua descrigao por Makino e colaboradores (1980).
Kamijo, Yagihashi & Baba (1990) mantiveram camundongos
NOD sob condigcbes de hiperglicemia, porém, com tratamento
insulinico, de 1 a 16 semanas ap6s o diagnéstico do diabetes. Estes
autores observaram uma reduc¢dc da velocidade de conducdo do
impulso nervoso no nervo tibial proporcional ao tempo de diabetes.
Contudo, os autores relataram ndo haver alteraggdo morfolbgica nos
nervos tibiais apds 1 a 8 semanas de diabetes. Por outro lado, apés 16
semanas de diabetes 0s animais apresentaram uma acentuada
reducéo das dimensdes de seus axdnios, especialmente os do nervo
sural. Por sua vez, recentemente, Marques e colaboradores (1997)
verificaram uma baixa densidade de receptores de acetilcolina na
juncdo neuromuscular em camundongos NOD diabéticos mantidos

sem tratamento por um periodo de 2 a 3 semanas.
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Os animais empregados no estudo realizado por Marques et al.
(1997) pertenciam a colbnia de camundongos da linhagem NOD

recentemente implantada na Universidade Estadual de Campinas

(Pavin & Zollner, 1994) Esta linhagem foi derivada da coldnia de
animais NOD do laboratério INSERM U-25, Paris, Franca, de alta
freqiéncia de DMID clinico espontaneo (565% em fémeas e menor que
5% em machos). Resultados preliminares da freqiiéncia do DMID
clinico espontaneo da coldnia NOD brasileira revelaram similaridade

com a coldénia NOD de origem: 55% em fémeas e menor que 5% em

machos, ambos com 25 semanas de idade (Pavin et al., 1995)- O
estudo da ontogénese e morfologia da insulite, através de preparagtes

histologicas de pancreas realizadas até o0 momento, mostrou que esta

também n&o difere daquela verificada na colénia NOD francesa (Pavin

et al., 1995).

Estudos relativos ao sistema nervoso periférico de camundogos
da linhagem NOD s&o escassos na literatura, confome ja referimos.
Neste sentido, faz-se particularmente interessante a caracterizacéo
morfolégica dos elementos do SNP desses animais antes e apds a

instalagao do diabetes.
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2. OBJETIVO



O presente trabalho tem como objetivo a caracterizagio
morfolégica e morfométrica de nervos periféricos de
camundongos da linhagem NOD (non-obese diabetic) da colénia
brasileira (NOD/Uni) visando seu emprego como modelo

experimental para o estudo da neuropatia diabética.
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3. MATERIAL E METODOS



3.1 Animais

Foram empregados neste estudo 20 camundongos da linhagem

NOD/Uni, 10 machos e 10 fémeas, com idade entre 19 e 21 semanas,

diagnosticados clinicamente como normais ou diabéticos. Foram

usados, também, 5 camundongos machos normais da linhagem A/J,

com 21 semanas de idade. Desta forma, como mostra a tabela abaixo,

estabeleceram-se os seguintes grupos:

LINHAGEM NOD AlJ
ESTADO DIABETICOS NAO DIABETICOS NAO DIABETICOS
cLiNICO

SEXO MACHOS FEMEAS MACHOS FEMEAS MACHOS
Namero do SEMANAS SEMANAS SEMANAS SEMANAS SEMANAS
animal no
grupo
1 21 19 19 19 21
2 21 19 21 19 21
3 19 19 21 21 21
4 19 19 21 21 21
5 19 19 21 21 21

3.2 Selecao dos Animais Diabéticos e Nio Diabéticos

A evidéncia clinica do diabetes nos camundongos NOD/Uni pode

ocorrer a partir da 5° semana de vida. Por razbes de padronizacio do

protocolo experimental, foi estabelecido o uso apenas daqueles

animais cuja doenca evidenciou-se entre 17 e 19 semanas de vida. Os
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animais foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Unicamp com
idade entre 4 e 5 semanas e passaram a ser mantidos no biotério do
Departamento de Anatomia do Instituto de Biologia, recebendo racio
padrac para roedores e agua ad libitum. A partir da 10 semana de
vida, foi monitorada, a cada dois dias, a ocorréncia de glicosutria
(Glukotest, Boehringer-Mannhein, Germany). Os animais, com idade
entre 17 e 19 semanas de vida, que apresentaram glicosUria positiva,
foram mantidos por mais duas semanas ap6s o diagndstico sem
qualquer tipo de tratamento. Durante esse periodo foi avaliada a
glicosuria a cada dois dias e a glicemia (Haemoglukotest/Reoflolux F,
Boehring-Mannhein, Germany) ao fim da primeira e da segunda
semanas. Ao fim deste periodo foram selecionados e sacrificados para
estudo apenas aqueles animais cuja glicemia apresentava valores
iguais ou acima de 300 mg/dl.

Camundongos NOD que néo apresentaram glicosuria até a idade
de 19 a 21 semanas e cuja glicemia exibia valores até 120 mg/dl foram
considerados nao diabéticos.O0 mesmo critério foi seguido para

camundongos da linhagem A/J.
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3.3 Procedimentos

3.3.1 Obtenc¢éo dos nervos

Alcancgada a idade estabelecida, os animais foram anestesiados
com pentobarbital sédico (50 mg/kg) e, a seguir, o nervo ciatico
esquerdo foi exposto na regiao da coxa a partir do tend&o do musculo
obturador ate é penetracdo dos seus ramos na regido da fossa
poplitea. Foram, entdo, identificados e isolados cirurgicamente os
nervos tibial, fibular e sural. Para fixagdo in situ, todo o conjunto de
nervos foi banhado com uma solugcdo fixadora contendo 2% de
glutaraldeido e 1% de paraformaldeido, dissolvidos em tampao fosfato
de sodio 0,1M (pH 7,4), durante 10 minutos a 4°C. A seguir, o conjunto
de nervos foi removido, transeccionando-se o nervo ciatico junto ao
tendao do m. obturador e os seus ramos na altura da fossa poplitea.
Imediatamente apds este procedimento, o conjunto de nervos foi

mergulthado e mantido na respectiva solucao fixadora durante 24 horas

a 4°C.

3.3.2 Processamento dos nervos

Apoés 24 horas na solugao fixadora de aldeidos, os nervos tibial,

fibular e sural foram entdo separados e os segmentos lavados com
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solug@o tampaéo fosfato 0,1M (pH7.4) (3x) e a seguir submetidos & pds-
fixaggo em OsO,4 (2%) durante duas horas. Apds este procedimento
foram lavados em agua destilada (3x), deixados em solucio de acetato
de uranila (0,5%) durante 12 horas. A seguir, foram processados para
embebicao em resina Araldite. De cada segmento de nervo foram
obtidos cortes transversais semi-finos (1,0 ym), abrangendo toda a
area do mesmo. Apos serem corados com azul de toluidina (1%) e
montados, o0s mesmos foram empregados para a analise histolégica,
contagem do numero total dos axdnios mielinicos e para a avaliacdo

morfometrica das fibras mielinicas no nervo sural.

3.3.3 Analise histolégica dos nervos

Secgbes transversais dos nervos tibial, fibular e sural foram
observadas ao microscopio de luz. Foram considerados na analise
histolégica dos nervos a morfologia das fibras mielinicas, a natureza e
distribuicdo dos elementos do endoneuro, as caracteristicas
morfologicas das bainhas conjuntivas perineural e epineural e as

caracteristicas estruturais dos vasos sanguineos presentes nas

mesmas.
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3.3.4 Analise morfométrica das fibras mielinicas

Para a contagem do numero de fibras mielinicas um corte
transversal de cada nervo foi fotografado ao fotomicroscopio (Zeiss
Axioskop), sob objetiva de imersdao (100X) e optovar 2,5. Em cada
corte foram fotografados campos adjacentes abrangendo-se a
totalidade de sua area transversal. Os negativos foram entao copiados
com ampliagdo de 6,3 vezes obtendo-se um aumento final de 1.575
vezes. Associando-se 0s campos adjacentes a area total do nervo foi
reconstruida e contadds todos os axdnios mielinicos empregando-se
um contador digital construido para este fim.

Para a avaliagdo morfométrica das fibras mielinicas, em um corte
de cada nervo sural foram amostrados 3 campos, segundo 0 esquema
abaixo. Os negativos foram ampliados conforme descrito acima e em
cada foto foi segmentado manuaimente cada _ﬁbra mielinica,
evidenciando-se o axénio € sua respectiva bainha de mielina. Cada
imagem, contendo o contorno das fibras foi entao digitalizada
empregando-se um "scanner” de mesa (Microtek, ScanMaker IlISP). A
seguir estas imagens foram processadas morfometricamente
computado-se o diametro dos axonios (DA), o didametro das fibras (DF),
a espessura da bainha de mielina e razdo g (DF/DA). Para este fim foi

utilizado o programa SigmaScan Pro (SigmaScan Measurements,
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Jandel Co., USA) instalado em um microcomputador Pentium Il (233

Mhz).

Campos amostrados

3.4 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados quantitativos foi realizada através
da analise da varianga (ANOVA) dos valores das médias registradas
ge cada parametro seguida do teste "t' de Student-Newman-Keuis,

assumindo-se um nivel de significancia igual a 0,05.
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4. RESULTADOS



4.1. Caracteristicas clinicas dos animais empregados

Os animais com idade entre 17 e 19 semanas de vida foram
avaliados clinicamente, a cada dois dias, durante duas semanas,
antes do sacrificio. Em todos os animais foi avaliado o peso corporal,
a glicemia e a ocorréncia de glicostria.

A tabela 1 mostra a ultima medida realizada ao fim da primeira e
da segunda semanas, respectivamente. Pode se verificar que todos
0s animais que apresentaram glicostiria positiva (+) na primeira
semana tiveram esse parametro aumentado (++ ou +++) na segunda
semana. Este aumento foi maior nas fémeas do que nos machos da
linhagem NOD. Os valores de glicemia nestes animais também
aumentou de maneira expressiva da primeira (Machos=215,2+27:
Fémeas=233,0+42,1) para a segunda semana (Machos=318,6+15,5:
Fémeas=377,0+23,4) apbés a detecgdo da glicemia positiva. Os
animais NOD, machos e fémeas, que ndo desenvolveram glicosuria,
bem como os animais da linhagem A/J, mantiveram os valores de
glicemia estaveis e dentro da faixa de normalidade (1'semana:
Machos=92,6+10,8; Fémeas=94,0+7.5; A/J=91,0+12,2; 2° semana:

Machos=94,8+9 2 , Fémeas= 95,0+7,0; A/J=92+11,6)
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DOSAGEM DA GLIMEMIA E GLICOSURIA NOS ANIMAIS APGS A
1* E 2" SEMANAS ANTES DO SACRIFICIO

GLICEMIA (mg/dl) GLICOSURIA
NUMERO DO 12 24 12 24
A’i;’;;g;g" semana semana semana semana
1 Q8 98 - -
NOD 2 100 102 - -
Macho 3 80 85 - -
nao 4 103 104 - -
diabético 5 82 85 - -
Médiatep  92,6+4,8 (A,a) 94+4,1 (A,a)
1 230 325 ++ +++
NOD 2 255 340 ++ +++
Macho 3 190 308 + ++
diabético 4 205 320 ++ +++
5 196 300 + ++
Médiatep 215,2412,1 (B,a) 318,616,9(B,b)
1 104 105 - -
NOD 2 99 99 - -
Fémea 3 92 92 - -
nao 4 90 92 - -
diabética 5 85 87 - -
Médiatep 94+3,4 (A.a) 95:3,1 (A,a)
1 306 410 ++ + bt
NOD 2 198 370 + ++
Fémea 3 216 345 ++ ++4
diabética 4 220 380 ++ +++
5 225 380 ++ +4+
Médiatep  233,0:18,8 (B,a) 377,0:10,5 (A,b)
1 83 84 - -
2 110 110 - -
AlJ Macho 3 92 85 - -
4 78 80 - -
5 91 91 - -
Médiatep 91,0+5,5(4,2) 92,0+5,2 (A.a)

TABELA 1 - A tabela mostra a média (+erro padrao) dos valores de glicemia e
glicosuria avaliada nos animais machos e fémeas, diabéticos e n&o diabéticos, da
linhagem NOD e dos animais machos da linhagem A/J. A letras anotadas ao lado
de cada media correspondem ao significado da comparacéo entre as médias
observadas entre os animas diabéticos e ndo diabéticos (letras mailsculas) e
entre as medias observadas na 1° e na 2° semanas (letras mintsculas). As
médias que apresentam letras iguais ndo sfo diferentes dentro do nivel de
significancia de 0,05 adotado no teste "t" de Student-Newmans Keuls.
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A tabela 2 mostra que todos animais da linhagem NOD que

desenvolveram glicosuria positiva e glicemia acima de 120 mg/di

tiveram queda do peso corporal entre a primeira e a segunda semana

antes do sacrificio. N&o houve diferenca significativa na queda de

peso entre animais machos e fémeas.

PESO (gramas) DOS ANIMAIS AC FINAL DA 1" E 2" SEMANAS ANTES DO SACRIFICIO

No. do animal 1 2 3 4 5 Médiatep
Linhagem ha grapo
NOD 1" semana 30 28 28 29 30 29,0 10,4 (A,a)
Macho ndo 2° semana 32 28 28 30 31 29,1+0,8 (A.a)
diabético
No. do animal 1 2 3 4 5 Médiatep
Linhagem no grupo
NoD 1" semana 30 28 28 30 30 29,2+0,5 (A,a)
Macho 2" semana 26 23 22 26 26 24,6+0,9 (B,b)
diabético
No. do animal 1 2 3 4 5 Médiatep
Linhagem  fogrupo
NOD 1" semana 30 29 28 28 28 28,6+0,4 (A,a)
Fémea ndo 2° semana 30 30 28 28 28 28,8+0,5 (A,a)
diabética
No. do animal 1 2 3 4 5 Médiatep
Linhagem  7ogrupo
oD 1° semana 29 30 28 28 30 29.0+0,4 (A,a)
Fémea a
diabética 2 Semana 24 23 24 22 23 23,2+0,4 (B,b)
No. do animal 1 -] 3 4 5 Médiatep
Linhagem  fogrupe
Al 1° semana 33 30 32 30 30 31,0+0,6 (A,a)
Macho 2" semana 33 30 33 30 30 31,2+0,7 (a.a)

TABELA 2 - A tabela mostra os valores do peso corporal em gramas avaliado nos animais
machos e fémeas, diabéticos e ndo diabéticos, da linhagem NOD e dos animais machos da
linhagem A/J. As letras anotadas ao lado de cada média correspondem ao significado da
comparagao entre as médias observadas entre os animas diabéticos e ndo diabéticos
(letras maiisculas) e entre as médias observadas na 1° e na 2° semanas (letras mintsculas).
As meédias que apresentam letras iguais néo sdo diferentes dentro do nivel de significancia

de 0,05 adotado no teste "t" de Student-Newmans Keuls. (ep=erro padrio)
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4.2. Analise histoldgica das fibras mielinicas

Observados ao microscopio de fuz, os cortes transversais
dos nervos tibial, fibular e sural dos animais da linhagem NOD,
diabéticos e nao diabéticos, bem como dos animais da linhagem
A/J, mostraram-se normais quanto a sua morfologia (figs 1-9). As
fibras mielinicas se encontravam bem delineadas sem evidéncias
de alteracbes patoldégicas decorrentes, por exemplo, de
processos desmielinizantes. Nos axbnios mielinicos de maior
calibre foi possivel observar a presenca de elementos
axoplasmaticos, tais como mitocondrias (figs. 2B e 5B). Nao
foram encontradas alteracdes estruturais evidenciando alguma
patologia axonal, tais como acimulo de neurofilamentos ou
vacuolizacao axoplasmatica.

Distribuidos entre as fibras mielinicas foi possivel
evidenciar grupos de axbnios amielinicos (figs. 4B, 6B, 7B, 8B e
9B), embora a clara definicdo do perfii dos mesmos s foi
possivel ser observado naqueles de maior calibre.

O espaco endoneural encontrava-se compactado, e em
alguns casos observamos células, que identificamos como
mastocitos (fig. 5B), distribuidas neste espaco. Nio foram

observados células com morfologia similar a macréfagos, quer
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nos animais ndo diabélicos, quer nos animais diabéticos. O
perineuro se apresentava com aspecto normal e bem delineados.
Nenhuma alteracdo significativa, de natureza patolégica, pode
ser evidenciada com a técnica de coloragao empregada (azul de
toluidina). Um numero variavel de capilares foi observado,

distribuidos principalmente no endoneuro (figs. 1A, 2A, 4A e 6B).

4.3. Analise morfomeétrica das fibras mielinicas

4.3.1 Numero de fibras mielinicas

A tabela 3 mostra a contagem do numero total de fibras
mielinicas computada nos cortes tranversais dos nervos tibial, fibular e
sural, dos animais machos e fémeas da linhagem NOD e machos da
linhagem A/J.

Os valores obtidos mostraram ndo haver diferencas
significativas entre os animais machos e fémeas da linhagem NOD,
diabéticos e nao diabeticos. O mesmo ocorreu quando comparado o
numero de fibras mielinicas obtido nestes animais com o obtido nos

animais machos da linhagem A/J.
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Figura 1.

A. Corte transversal de nervo tibial de camundongo NOD macho diabético. Observe a3
presenca de axdnios mielinicos organizados compactamente com reduzido espaco
endoneural ao seu redor e a presenca de vasos sanguineos (cabeca de setfa). O
perineuro mostra-se bem delineado (seta curva). Observa-se a presenca de varics
grupamentos de axdnios amieiinicos (seta reta). Barra=30um

B. Detathe de um nervo tibial de camundongo NOD macho diabético cortado
transversalmente. Observe a presenca de axénios mielinicos de diferentes calibres, com
bainha de mielina bem definida (seta reta), e a presenca de grupos de axbnios
amielinicos (seta curva) entre os mesmos. Barra=10um. Coloracdo: azul de toluidina
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Figura 3.
A. Corte transversal de nervo tibial de camundongo A/J macho ndo-diabético. Observe a
presenga do perineuro (seta curva) e de axdnios mielinicos de diferentes calibres (seta

reta). Barra=30um

B. Detalhe de um nervo tibial de camundongo A/J machc ndo-diabético cortado
transversaimente. Observe a presenca de axénios mielinicos de diversos calibres (setas

retas). Barra=10um.
Coloracédo: azul de toluidina
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Figura 4.

A. Corte transversal de nervo fibular de camundonge NOD macho diabético. Observe o
perineuro (seta curva) e a presenca de vasos sanguineos localizados mais
perifericamente (seta reta). O endoneuro se apresenta bem compactado neste caso
Barra=30um

B. Detalhe de um nervo fibular de camundongo NOD macho diabético cortado
transversalmente. Nota-se espaco endoneural reduzido e axdnios mielinicos de
diferentes calibres (seta reta). Observe a presenca de grupos de axénios amielinicos
{seta curva). Barra=10um.

Coloracéo: azul de toluidina
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Figura 5.
A. Corte transversal de nervo fibular de camundonge NOD f8mea nioc-diabética.
Observe ¢ perineuro bem delineado (seta curva) e a presenga de axdnios de diferentes

calibres (seta reta). Barra=30um

B. Detalhe de um nervo fibular de camundongo NOD fémea nfo-diabética cortado
transversaimente. Observe a presenca de axdnios mielinicos de variados calibres (setas
retas) podendo-se observar mitocdndrias no interior de axbnios de maior calibre (cabegas
de setas) e a presenca de um mastocito (seta curva). Barra=10um.

Coloragéo. azul de toluidina

o
L%



Figura 8.
A. Corte transversal de nervo fibular de camundongo A/} macho ndo-diabético. Note z
presenca do perineuro bem delineado (seta curva) Barra=30um

B. Detalhe de um nervo fibular de camundongo A/J macho ndo-diabético cortado
transversaimente. Observe a presenga de axbnios mielinicos (cabeca de seta) e a
presenca de axonios amielinicos entre eles (setas retas). Nota-se a presenca de vaso
sanguineo (asterisco). Barra=10um.

Coloracgo: azul de toluidina
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Figura 7.
A. Corte transversal de nervo sural de camundongo NOD macho nio-diabético. Presenca
do perineuro  bem delineado {seta curva). Barra=30um

B. Detalhe de um nerve sural de camundonge NOD macho nfo-diabético cortado
fransversaimente. Note a presenca de axdnios mislinicos de calibres variados e o

grande numero de conjuntos de axdnios amielinicos entre eles (setas retas). Barra=10um
Coloracdo: azu! de toluiding



Figura 8.
A. Corte transversal de nervo sural de camundongo NOD fémea diabética. Observe o

perineuro bem delineado (seta reta). Barra=30um

B. Detalhe de um nervo surai de camundonge NOD fémea diabética cortado
transversalmente.Observe ax0nios mielinicos com bainha de mielina bem definida (seta
reta) e grande nimero de grupos de axdnios amielinicos associados a células de
Schwann (cabeca de seta}. Barra=10um.

Coloracdo: azul de toluidina



Figura 8.
A. Corte transversal de nervo sural de camundongo A/J macho ndo-diabético. Observe o
perineurc com morfologia similar acs observados nos animais da inhagem NOD (seta

reta). Barra=30um

B. Detalhe de um nervo sural de camundongo A/J macho ndo-diabético cortado
transversalmente. Observe axdnios mielinicos (seta reta) com bainha de mielina bem
definida e grande numero de grupos de axdnios amielinicos (seta curva) ao seu redor.
Barra=10um

Coloragdo: azul de toluidina
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NUMERO TOTAL DE FIBRAS MIELINICAS

LINHAGENS NERVOS
Tibia!l Fibular Sural
NOD Macho
Diabético 1647187 (a) 93616(a) 439%10 (a)
(n=5)
NOD Macho
Nao Diabeético 1709136 (a) 93418 (a) 443%25 (a)
(n=5)
NOD Fémea
Diabética 1769156 (a) 100816 (a) 457116 (a)
(n=5) -
NOD Fémea
Nao Diabética 1594+39 (a) 990+27 (a) 461%+10(a)
(n=5)
A/J Macho 4
(n=5) 1630134 (a) 983%16 (a) 474+27 (a)

TABELA 3 - A tabela mostra as médias (+ erro padréo) do nimero de
fibras mielinicas contadas nos nervos tibial, fibular e sural dos animais
machos e fémeas, diabéticos e nao diabéticos, da linhagem NOD e
dos animais machos da linhagem A/J. A letra anotada ao lado de cada
média corresponde ao significado da comparagdo entre as medias
observadas nos animas diabéticos e nao diabéticos e animais da
linhagem A/J. As médias que apresentam letras iguais nao sao
diferentes dentro do nivel de significancia de 0,05 adotado no teste "t
de Student-Newmans Keuis.



4.3.2 Avaliagdo morfomeétrica das fibras mielinicas do nervo sural

A tabela 4 apresenta a meédia dos valores do didmetro dos
axbnios (DA), didmetro das fibras (DF), espessura da bainha de
mielina (EBM) e razao “g” (DA/DF), computados no nervo sural dos
animais machos e fémeas da linhagem NOD, diabéticos e nao
diabéticos, assim como dos da linhagem A/J.

Os valores obtidos para o didmetro dos axdnios mielinicos
mostram que houve uma reducdo significativa deste parametro nos
animais diabéticos, machos e fémeas, quando comparédos,
respectivamente, com os animais nao diabéticos. O mesmo pdde ser
observado quando analisado o didmetro das fibras mielinicas. Por
outrc lado, ndo foi detectada diferenca significativa na espessura da
bainha de mielina entre os grupos de animais machos e fémeas da
linhagem NOD, diabéticos e nado diabéticos. Também ndc hé
diferenca significativa no valof da espessura da bainha de mielina
entre 0s animais da linhagem NOD e os animais da linhagem A/J.

Com relacao aos valores da razéo "g", foi observada diferenca
significativa entre as fémeas diabéticas e nao diabéticas da linhagem
NOD, sendo maior nestas Gltimas. Contudo, este parameiro nao
apresentou diferenca significativa entre os animais machos da

linhagem NOD. Por outro lado o valor da razéo "g" para as fibras
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mielinicas dos animais da linhagem A/J foi semelhante ao das fémeas
nao diabéticas da linhagem NOD e superior ao dos machos nao

diabéticos desta mesma linhagem.

PARAMETROS MORFOMETRICOS DO NERVO SURAL

LINHAGENS i PARAMETROS
DIAMETRO DIAMETRO ESPESSURA RAZAQ
AXONIO (um) FIBRA (um}  MIELINA (um) "g"

NOD Macho
nao diabético  3,88+1,59(a) 6,15+1,93(a) 1,13+0,25(a) 0,61+0,08 (a)
(n=3)
180 fibras

NOD Macho

diabético 3,40:1,27(b) 5,67+1,59(b) 1,14:0,26 (2) 0,59+0,09 (a)
(n=3)

246 fibras

NOD Fémea

nao diabética 4,13+1,76 (c) 6,30+1,67 (¢} 1,09+0,56 (a) 0,64+0,20 (b)
(n=3) ,

205 fibras

NOD Fémea
diabética 3,56+1,51(b) 5,86+1,50 (b) 1,15+0,47{a) 0,60+0,16 (a)
(n=3)
371 fibras

AlJ Macho

(n=3) 4,25+1,80 (¢} 6,5312,14(a) 1,1510,27 (a) 0,63+0,10 (b)
184 fibras

TABELA 4 - A tabela mostra a média (+desvio padrdo) dos valores de didmetro dos
axonios, diametro das fibras, espessura da bainha de mielina e razdo "g" avaliada
nos animais machos e fémeas, diabéticos e néoc diabéticos, da linhagem NOD e dos
animais machos da linhagem AJJ. As letras anotadas ao lado de cada media
correspondem ao significado da comparagio entre as médias observadas entre os
animas diabéticos e nido diabéticos. As médias que apresentam letras iguais néo
s3o diferentes dentro do nivel de significincia de 0,05 adotado no teste "t" de
Student-Newmans Keuls.
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Os gréficos da figura 10 mostram a distribuic@o de frequéncia
dos diametros das fibras mielinicas nos animais diabéticos e n&o
diabéticos da linhagem NOD e dos animais da linhagem A/J. Pode-se
observar que nas fémeas diabéticas a maior frequéncia de diametro
das fibras correspondeu a classe daquelas possuem de 6 a 7 um, ao
passo que nas fémeas n&o diabéticas a maior frequéncia ocorreu
entre 7 € 8 um. Além disso, nas fémeas nado diabeticas ha um
aumento do percentual de fibras mielinicas com diémetro entre 8 e 9
um em relacdo as fémeas nao diabéticas, (12,5% e 4,5%,
respectivamente).

Quanto aos animais machos da linhagem NOD pode-se
observar que houve um aumento na frequéncia das fibras mielinicas
de menor diametro (3 a 4 um) nos animais diabéticos (18%) se
comparada aos animais ndo diabéticos (10%). Pode-se observar
também que houve uma redugéo da frequéncia de fibras de diametro
entre 8 € 10 um nos animais diabéticos (6,5%), quando comparada
aos animais ndo diabéticos (20,5%). Ainda, nos animais diabéticos a
maior frequéncia correspondeu as fibras com didmetro entre 5e 6 um
(22%), a0 passo que nos animais nao diabéticos ela foi igualmente

alta para as fibras com digdmetro entre 5 e 6 pm (22,5%)e entre 6e 7

pm  (22,5%). Quanto aos animais da linhagem A/J, estes
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apresentaram uma maior frequéncia de fibras com didmetro maior que
10 um se comparados com animais macho e fémeas nao diabéticas
da linhagem NOD.

Os gréficos da figura 11 mostram a distribuicdo de frequéncia
'dos diametros dos axdnios mielinicos nos animais diabéticos e nao
diabéticos da linhagem NOD e dos animais da linhagem A/J. Observa-
se que nas fémeas diabéticas a maior frequéncia correspondeu aos
axonios com didmetro entre 3 € 4 um, ao passo que nas fémeas nao
diabéticas a maior frequéncia correspondeu aqueles com diémetrol
entre 4 e 5 um. Por sua vez, nos animais machos diabéticos houve
uma reducgio na frequéncia dos axdnios de maior calibre, ou seja
daqueles com diametro entre 5 e 9 pm, quando comparados aos
machos nao diabéticos. Neste caso, ainda, houve um aumento na
frequéncia dos axdnios com didmetro entre 3 € 5 um nos animais
diabéticos, se comparado aos animais nao diabéticos.

Nos animais da linhagem A/J os axénios de maior frequéncia
foram aqueles com didmetro entre 3 e 4 um, contudo 38% dos axdnio
se encotravam nas classes de diametro entre 4 e 6 um.

Os graficos da figura 12 mostram a distribuigao de frequéncia da
espessura da bainha de mielina nos animais diabéticos e nao

diabéticos da linhagem NOD e dos animais da linhagem A/J. Pode-se



observar a ocorréncia de uma distribuicdo semelhante da espessura
da bainha de mielina entre as fémeas diabéticas e ndo diabética.
Sendo que, a maior frequéncia ocorreu para as fibras com espessura
da bainha de mielina entre 1,0 e 1,1 um para o0s animais diabéticos e
entre 1,1 @ 1,2 para 0s animais nao diabéticos.

Nos animais machos da linhagem NOD, a distribuicdo de
frequéncia da espessura da bainha de mielina também foi sémeihante
entre os animais diabéticos e nao diabéticos. Sendo que a maior parte
das fibras apresentavam espessura da bainha de mielina entre 0,8 e
14 um para ambos os grupos. Contudo pode-se observar uma
reducdo na frequéncia das fibras com espessura da bainha de mielina
entre 0,8 e 1,1um nos animais diabéticos (39,5%) em relacao aos
animais nao diabéticos (41,5%).

Os animais da linhagem A/J apresentaram uma distribuicdo de
frequéncia de espessura da bainha de mielina semelhante a dos
animais da linhagem NOD. Contudo, diferiram dos animais machos
n&o diabéticos, desta Gltima linhagem, no que se refere as fibras com

espessura da bainha de mielina entre 0,8 e 1,0 (NOD n&o diabético=

28,5%; AlJ=25,5%)
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Os gréaficos da figura 13 mostram os valores da razao "g" em
funcdo do didmetro dos axdbnios, nos animais diabéticos € nao
diabéticos da linhagem NOD e nos animais da linhagem A/J. Pode-se
observar que tanto nos animais da linhagem linhagem NOD,
diabéticos e nao diabéticos, como nos animais da linhagem A/J
normomielinizados (razédo "g" entre 0,6 e 0,75), extramielinizados
(razéo "g" acima de 0,75) e submielinizados (razdo "g" abaixo de 0,6).
Em todos o©0s grupos estudados pode-se observar que ha uma
proporcionalidade inversa entre o aumento do diametro axonal e a
espessura da bainha de mielina.

Pode-se observar também que nas fémeas diabéticas esta
presénte um maior contingente de fibras com valor de razdo "g"
abaixo de 0,6 se comparada com as fémeas nao diabéticas. Nestas
gltimas predominam os axénios normomieglinizados. Fato semelhante
pode ser observado quando se comparam os valores da razéo "g" dos
animais machos diabéticos e nao diabéticos. Contudo, neste caso

foram pouicos 0s axdnios com razéo "g" abaixo de 0 4.
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5. DISCUSSAO



O diabetes mellitus € uma doenga metabdlica que acomete
uma expressiva porcentagem da populacio humana.
Caracteristicamente, € uma patologia cronica progressiva que atinge
diferentes 6rgaos, diminuindo sensivelmente a qualidade de vida do
individuo (Thomas & Tomlinson, 1993).

O estudo das sequelas causadas pelo desenvolvimento da
doenca torna-se bastante dificil no ser humano, sendo que muitos
detalhes da evolucdo da mesma permanecem obscuros. Neste
sentido, o estudo experimental das neuropatias diabéticas tem sido
realizado em diferentes modelos animais, incluindo linhagens capazes
de desenvolver espontaneamente o diabetes, tais como os ratos
Wistar BB e os camundongos NOD (Sharma & Thomas, 1987; Sima,
Brismar & Yagihashi, 1987; Kamijo, Yagihashi & Baba 1990; Marques
et al., 1997). Contudo, no caso especifico dos camundongos da
linhagem NOD, ha escassos dados na literatura no que diz respeito ao
possivel desenvolvimento de neuropatias subsequentes & instalacao
da doenca nesses animais. Sendo assim, e associado o fato do
estabelecimento de uma colbnia de animais NOD no Centro de
Bioterismo da Unicamp, acreditamos ser importante a analise
morfolégica e morfométrica de nervos periféricos desses animais, com

o objetivo de melhor conhecer esta linhagem como modelo

experimental.
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Este trabalho baseou-se em observacbes realizadas a
microscopia de luz convencional, empregando-se os nervos tibial,
fibular e sural de animais nao diabéticos e diabéticos. A titulo de
comparagdo e controle foi realizada a mesma andlise em
camundongos da linhagem A/J. Esta andlise baseou-se na
observacdo da morfologia geral dos nervos, corados com azul de
toluidina, € na obtencdo de dados morfométricos do nervo sural, pela
mensuracdo do didmetro das fibras e dos axbnios, espessura da
bainha de mielina e cOmputo da razéo “g”.

Os animais selecionados para este éstudo foram aqueles cujo
desenvolvimento da doenga ocorreu entre a 17 e 19 semanas de vida
e animais n&o diabéticos de mesma idade.

Interessantemente, observamos gque os animais da coldnia
brasileira desenvolveram a doenga mais rapidamente que os animais
da colbnia francesa de origem, havendo uma diferenca de
aproximadamente seis a sete semanas, confirmando assim dados
previamente obtidos por outros autores (Makino, 1980; Kikutani &
Makino, 1992; Pavin & Zoliner, 1994). Tal fato pode ser explicado
pelas diferengas ambientais e climaticas entre os dois paises, nao
interferindo porém no desenvolvimenio subseqliente da doengs,

conforme apontado também por Pavin & Zollner (1994).
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Entre os animais selecionados para este trabalho a avalicao do
peso corporal mostrou uma clara reducdo nos animais diabéticos em
relacdo aos nao diabéticos, evidenciando assim o desenvolvimento da
doenca. Mais importante ainda, estes dados foram coerentes com 0s
observados para os valores de glicose sanguinea. A glicemia
aumentou significativamente entre o final da primeira e da segunda
semanas nos animais diabéticos. Além disso, em todos os animais
diabéticos o0 aumento da glicemia refletiu-se nos valores de glicosuria
observados ao final da segunda semana. Por sua vez, 0s animais
NOD nao diabéticos, assim como os animais da linhagem A/J, ndo
exibiram variacoes estatisticamente significativas da glicemia, entre o
final da primeira e da segunda semana antes do sacrificio.

Assim, os parametros clinicos avaliados no decurso de tempo
antes do sacrificio, em todos os animais empregados neste trabalho,
forneceram evidéncias claras da ocorréncia da doenca nos grupos por
noés considerados como diabéticos e concordam com dados da
literatura (Kamijo, Yagihashi & Baba,1990; Pavin & Zollner,1994)

Com relacdo aos dados histoldgicos qualitativos, pode-se
observar que as fibras mielinicas se encontravam bem delineadas,
quer nos animais normais quer nos animais diabéticos. Nao pudemos
constatar evidéncias de alteracdes patolégicas decorrentes, por

exemplo, de processos desmielinizantes nos animais diabéticos. Nos
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axbnios mielinicos ndo encontramos alteracbes estruturais que
evidenciassem alguma patologia axonal.

Também o numero de fibras mielinicas ndo apresentou
diferencas significativas entre os grupos de animais diabéticos e nao
diabéticos.

Numerosos estudos histopatciégicos, realizados em pacientes
humanos diabéticos tém demonstrado a ocorréncia de lesbes em
nervos periféricos, tais como a marcada perda de fibras associadas
com alteracdes microangiopaticas endoneurais (Sima & Greene,
1990, 1991;Giannini & Dyck, 1894; Malik, 1997). Por outro lado, ainda
é um tema de estudo se nos modelos experimentais de diabetes as
alteracbes estruturais sdo similares aos observados em humanos
(Yagihashi, 1997).

De fato, diversos autores tém mostrado, por exemplo, que a
deteccdo de tais alteragbes depende da metodologia empregada,
tempo de vigéncia da doenga e da regi@o anatdmica do nervo
analisado (Sharma & Thomas, 1987; Yagihashi, 1997). Assim,
alteracbes similares ao observado em humanos, s&o detectaveis nos
modelos experimentais estudados apés periodos longos de diabetes,
tais como 12 meses (Zemp, Bestetti & Rossi, 1981; Mattingly & Fisher,
1985, Sima, Yagihashi & Greene, 1990). Além disso, tem sido descrito

que as alteragbes morfologicas parecem se desenvoiver no sentido
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distal-proximal, sendo que diversos autores ndo foram capazes de
detectar redugdo do numero de fibras mielinicas nas porgcdes
proximais dos nervos tibial, fibular e sural em ratos tornados
diabéticos pela streptozotocina (Jakobsen, 1976; Brown et al., 1980;
Sharma & Thomas, 1987, Yagihashi et al., 1992).

Nossos resultados corroboram tais dados da literatura,
especialmente aqueles reportados por Kamijo, Yagihashi & Baba
(1990). Realmente, em nosso trabalho os animais estudados se
encontravam diabéticos por um periodo ndo superior a trés semanas
(vide material e métodos). Portanto, durante um espago de tempo
onde possiveis alteragdes morfologicas nas fibras mielinicas,
estruturas conjutivas e vasculares do nervo ndo puderam ser
detectadas. Por outro lado, devemos considerar que neste estudo foi
empregada exclusivamente a técnica de exame de cortes semi-finos a
microscopia de luz. Certamente, a andlise dos espécimes ao nivel de
microscopia eletrdnica poderia confirmar nossos resultados ou
evidenciar alteragbes ultraestruturais importantes. Além disso, outra
abordagem que poderia trazer informagbes adicionais neste sentido
seria 0 estudo de fibras isoladas, através da técnica das "teased
fibers", que permitiria uma avaliacdo das regides nodais e internodais
das fibras mielinicas. Contudo, a eventual auséncia de alteracbes

morfologicas detectaveis n&o necessariamente significa auséncia de
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alteragGes funcionais . Neste sentido, os resultados de Kamijo,
Yagihashi & Baba (1990) mostraram haver uma reducdo da
velocidade de conducdo do impulsoc nervoso no nervo tibial
proporcional ao tempo de diabetes, estudado entre 1 a 16 semanas.
Além disso, recentemente Marques et al. (1997) mostraram que em
camundongos NOD h& uma importante alteracio da distribuicdo de
receptores de acetilcolina na jungdo neuromuscular de animais
diabéticos, ndo obstante a auséncia de alteracbes estruturais no nervo
correspondente, observado através de microscopia confocal.

Por sua vez, o curto espaco de tempo de vigéncia do diabetes
associado ao fato da contagem do nimero de fibras mielinicas ter sido
feita em niveis relativamente proximais dos nervos estudados, pode
explicar a observacdo de ndo terem sido detectadas diferengas
significativas entre os animais diabéticos e néo diabéticos neste
trabalho.

Por outro lado, dentro de nosso estudo podemos considerar
particularmente importantes os dados obtidos na avaliacado
morfomeétrica das fibras mielinicas no nervo sural.

Primeiramente, destacamos que, ndc obstante o tempo
relativamente curto de durac&o da doenca, os animais diabéticos da
linhagem NOD, machos e fémeas, apresentaram uma significativa

reducao do didmetro dos axdnios mielinicos no nervo sural.
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Dentre as alteracbes morfométricas descritas por diversos
autores, a reducdo do calibre dos axbnios mielinicos em animais
diabéticos é uma das caracteristicas mais comuns (Sharma &
Thomas, 1987; Sasaki et al. 1990, Yagihashi, 1990 a,b). Este
fendbmeno tem sido atribuido a uma redugdo na sintese de
neurofilamentos e microtibulos, j& que a quantidade destes parece
regular as dimensdes dos axoénio (Medori et al., 1985, 1988a,b;
Yagihashi et al., 1990 a,b; Yagihashi, 1993).

N.a neuropatia diabética o componente sensitivo € geraimente o
mais afetado (Thomas & Tomlinson, 1993). Sidenius e Jakobsen
(1980, 1981) observaram uma redugdo do volume de neurbnios
sensitivos e do transporte axonal em animais diabéticos ap6s quatro
semanas da indugdo da doenga. Medori et al. (1985, 1988a,b)
mostraram haver uma reducao no transporte axonal lento em nervos
de animais diabéticos da linhagem BB e em animais cujo a doenca foi
induzida por streptozotocina.

Outro aspecto interessante do envolvimento do componente
sensitivo na neuropatia diabética sdo os recentes achados mostrando
a importancia do Fator de Crescimento do Nervo (NGF) réo contexto
da doenca, bem como de outros fatores neurotréficos (McMahon &
Priestley, 1995, Tomlinson et al. 1985, Tomlinson, Fernyhough &

Diemel, 1997). Sabe-se que o NGF tem particular efeito neurotréfico
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sobre neurdnios sensitivos e que o0 mesmo é sintetizado pelas células
que recebem a inervacdo destas fibras (Fernyhough, Carrington &
Tomlison, 1992). E plausivel supor que, no caso do nervo sural dos
animais diabéticos por n6s analisados, j& nas primeiras semanas da
doenca esteja ocorrendo uma reducdo do aporte deste fator
neurotrofico ao corpo celular dos neurbnios, devido a diminuicao do
transporte axonal e de sua disponibilidade no 6rgéo alvo (Korsching &
Thoenen, 1983; Hellweg & Hartung, 1990). Este fato poderia ser
responsavel pela alteracdo do metabolismo dos neurdnios sensitivos,
com reducdo da sintese de elementos do citoesqueleto e a
consequente reducao do didmetro axonal.

Outra possivel explicagdo para a redugdo do didmetro axonal
nos animais diabéticos poderia ser atribuida as alteragbes do
metabolismo da glicose (Kador & Konoshita, 1985; Sima et al. 1986;
Greene, Lattimer & Sima, 1987). Além dos disturbios metabdlicos
decorrentes do acumulo da mesma no interior dos axénios, este fato
poderia determinar um desequilibrio osmético que provocaria reducao
do volume axonal (Greene & Lattimer, 1984; Sima et al. 1986; Greene,
Lattimer & Sima, 1987).

Por outro lado, a analise morfométrica também mostrou que a
espessura da bainha de mielina ndo sofreu alteragao no decurso da

doenca. O envolvimento das células de Schwann no desenvolvimento
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da neuropatia diabética tem sido amplamente estudado (Dick,
Thomas, Asbury, Winegard & Porte, 1987; Ward & Goto, 1990).
Alteracbes no metabolismo destas células poderiam levar ao
desencadeamento do processo de desmielinizag&o (Yagihashi, 1997).
A auséncia de desmielinizagédo e de alleracdes na espessura da
bainha de mielina permite-nos inferir que as eventuais alteracdes
metabdlicas que poderiam estar ocorrendo nas células de Schwann
dos nervos surais analisados nao chegaram a interferir nas
caracteristicas morfolégicas da bainha de mielina.

Nossos resultados mostraram também que o didmetro das
fibras mielinicas também sofre uma redugdo, acompanhando o que foi
observado para o axdnios. Assim, considerando-se o fato da bainha
de mielina nao ter sofrido alteragbes, os valores computados para a
razao "g" s&o consistentes, ou seja, 0 valor das médias da razao "g"
tenderam a ser menores nos animais diabéticos, 0 gque sugere a
presenca de um maior numero de fibras extramielinizadas. Este fato
pode ser comprovado se considerarmos que em geral houve um
aumento do percentual de axdnios mielinicos de menor didmetro nos
animais diabéticos e um concomitante aumento do contingente de
axénios pequenos extramielinizados (fig.19).

Assim o0 conjunto dos nossos resultados mostraram que 0

estado diabético dos animais NOD, com a duracdo de pelo menos
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duas a trés semanas sem tratamento, é capaz de produzir alieracdes
morfométricas em nervos sensitivos.

Comparativamente aos resultados apresentados por Kamijo,
Yagihashi & Baba (1990), nossos dados se revestem de particular
importancia, ja que estes autores observaram fendmeno semelhante,
contudo, apds longos tempos de diabetes e sob fratamento insulinico.
Isto nos permite inferir que os camundongos NOD podem vir a ser um
bom modelo de estudo dos efeitos da hiperglicemia diabética a curto

prazo sobre 0 componente nervoso sensitivo.
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6. CONCLUSOES



Nossos resultados permitem-nos concluir que:

Os camundongos da linhagem NOD/Uni desenvolvem um estado
diabetico semelhante a colbnia francesa de origem.

ApOs um estado diabético de curta duracdo ndo ocorreram
alteracbes morfoldgicas, observaveis ao nivel de microscopia de
luz, compativeis com processos degenerativos axonais ou

desmielinizantes, nos nervos tibial, fibular e sural dos
camundongos NOD/Uni.

Apods um estado diabético de curta duragado os axénios mielinicos
do nervo sural de camundongos NOD/Uni, machos e fémeas,
apresentaram uma reducao do seu didmetro, provavelmente em
funcao de alteragbes metabdlicas dos neurdnios sensitivos.

A reducao do didmetro axonal foi acompanhado pela reducéo do

didmetro da fibra nervosa, porém sem alteracdo da espessura da
bainha de mielina.

A linhagem de camundongos NOD/Uni pode ser empregada
como modelo experimental para o estudo dos efeitos da

hiperglicemia diabética a curto prazo sobre o componente
nervoso sensitivo.
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ABSTRAT

The deverllopment of diabetes neuropathy has not been deeply invesligated
in animals in wich diabetes mellitus is genetically determined, specially in the
lineage of NOD mice. This lineage develops diabetes lype 1 as a consequence
of the autoimmune destruction of the islets of Langerhans. This work had the
purpose of characlerize morfologically the tibial, fibular and sural nerves of the
NOD mice from the brazilian colony (NOD/UNID intending therr possible use as
experimehtal sample for the sludies of diabetes neuropathy. For this work 20
NOD animals, aged between 19 and 21 weeks, were used, and they were
divided into groups of 5 females and 5 males, that have brought out positive
glycosuria during the two sequential weeks (DM) and 5 females and 5 males,
also aged between 19 and 21 weeks whose glycosuria was negative until the
moment of the sacrifice (ND). The ghcosuria was monitored each two days from
the tenth week of life and diabetic state evaluated by the measure of glycemia
level (= 300mg/dl} immediately before the sacrifice.

Another group of 5 male mice from the lineage A/J, aged between 19 and 21
weeks, were taken for comparison. Afther the animals had been anaesthelized,
the tibial, fibular and sural nerves were isolated for fixation in situ wilth solution of
glutaraldehyde 2% and paraformaldehyde 1% at a buffer solution of sodium
phosphate {ph 7,4). Section of each nerve were pos-fixed in a solution of Os0O4
(1%) and processed for inclusion in araldite resin. Using thin transversai cuts,
the morphological analysis was done as well as the counting of the number of
myelinated axons of the tibial, fibular and sural nerves, and the morphological
characlerization of the laller. A compulerized morphomelric system was used
and it has been oblained the following parameter myelinated fibers of the sural
nerves of diabetic animals (DM) and non-diabetic animals (ND): the diameler of
the myelinated axons (AD}); fiber diameler (FD); thickness of the myelin sheath
(TMS) and the rate "g” (AD/FD). The oblained results bring out that there are no
detectable morphological differences among the tibial, fibular and sural nerves
of diabetic and non-diabetlic animals under optical microscopy.

In the same way, the total number of myelinated axons found in the analysed
nerves was same in the groups studied. On the other hand, the morphometric
analysis of the sural nerve made evident a reduction on the diameter of
myelinated axons in the diabetic animals males and females if in comparison to
those of the mon-diabetic animals (p-0,05). The diameter of the fibers also
pointed out a reduction in diabetic animals. Nevertheless the thickness of the
myelin sheath had been statiscally similar in diabetic and non-diabetic animals.
The rate "g’pointed out a greater number of myelinaled fibers bringing out a
extramyelinization, specially in the female diabelic animals. Those results
showed that the diabetic condition in NOD animais, lasting from 2 to 3 weeks, is
able to cause morphomelric alterations in the sensitive nerves.

Therefore, the mice of NOD lineage can become a good studying model of the
effects of diabets hyperglycemia on sensitive nervous component in a short
lapse of time. _



