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Resumo

Campos-Lima, T.; Lotufo, C.M.C. Avaliacdo morfologica e funcional do sistema sensorial
nociceptivo em prole de ratas com Diabetes mellitus. Universidade Federal de Uberlandia,
2013.

O periodo de gestacdo representa um desafio para o controle glicémico tanto de individuos
diabéticos quanto de ndo diabéticos, que podem desenvolver o diabetes gestacional neste
periodo. Além das complicagbes médicas que se evidenciam ao nascimento dos individuos
filhos de mées diabéticas, uma série de estudos, em humanos e animais, vem indicando que
estes individuos possuem também alteracdes cronicas que o0s predispde a apresentarem
patologias ao longo da vida. Embora ndo exista descricdo de alteracfes no desenvolvimento
do sistema nervoso periférico, um estudo realizado em ratos por Germani et al. (1999)
mostrou que os niveis de RNAm para os fatores neurotroficos NGF e BDNF estdo bastante
reduzidos na prole de ratas diabéticas. Visto que estes fatores de crescimento sdo essenciais
para o desenvolvimento do sistema sensorial periférico, o estudo tem como objetivo avaliar se
a exposicdo do rato in Utero ao diabetes materno induzido por aloxana altera o
desenvolvimento do sistema sensorial nociceptivo periférico. A avaliacdo nos animais recém-
nascidos foi feita em culturas primarias de ganglios da raiz dorsal. A avaliacéo histoldgica de
neurdnios sensoriais primarios de animais adultos foi realizada através de cortes congelados
dos ganglios (L5). Para avaliar se existia alteracdo nos tipos de fibras sensoriais foi realizada
uma analise morfométrica entre neurdnios de pequeno (<30 um), médio (entre 30 e 40 um) e
grande diametro (>40 um). N&do foi detectada diferenca no padrdo de distribuicdo dos
neurdnios nos testes realizados em animais neonatos e adultos. Os subtipos de neurbnios
foram ainda categorizados de acordo com a marcacao fluorescente: TRPV1(receptor vaniléide
presente apenas em nociceptores), NFH (neurofilamento H presente em fibras de didmetro
grande), substancia P (presente em neurbnios nociceptivos peptidérgicos) e IB4 (nociceptivos
ndo peptidérgicos). Nas culturas de ratos recém-nascidos, nao foi observada diferenca entre as
proporcdes de neurbnios que apresentaram marcagdo positiva para os diferentes marcadores
testados. Os animais filhos de ratas diabéticas apresentaram uma menor proporcdo de
neurdnios grandes positivos para NFH (P=0.0078) e uma maior propor¢do de neurdnios com
marcacdo para substéncia P e isolectina B4 (P=0.0291 e P=0.0353, respectivamente). Foram
realizados também testes comportamentais que revelaram uma menor sensibilidade mecénica

dos animais filhos de mées diabéticas no teste de VVon Frey eletronico apds 6 horas da injecao



de carragenina. Os animais filhos de ratas diabéticas apresentarem uma maior sensibilidade
térmica em condic¢des basais. No teste da formalina, foi observado que os animais tratados
apresentam um aumento de resposta no inicio da segunda fase, que seria a fase inflamatoria
deste teste. Portanto, neste estudo foi verificado que as respostas nociceptivas estdo alteradas
em animais adultos filhos de ratas diabéticas e que estas alteracdes sdo acompanhadas por

mudangas no perfil dos neurdnios presentes no ganglio da raiz dorsal.

Palavras-chave: diabetes, gestacdo, dor, ganglio da raiz dorsal.



Abstract

Campos-Lima, T.; Lotufo, C.M.C. Morphological and functional evaluation of the
nociceptive sensory system in the offspring of rats with diabetes mellitus. Federal University
of Uberlandia. 2013.

Glycemic control during gestational period may be challenging for both diabetic and non-
diabetic patients, who may develop gestational diabetes. A series of studies has been
indicating that infants of diabetic mothers have also chronic changes that predispose them to
diseases throughout life. Although there is no description of alterations in the development of
peripheral sensory system, a study in rats by Germani et al. (1999) showed that the levels of
MRNA for the neurotrophic factors NGF and BDNF are greatly reduced in the offspring of
rats in which diabetes. Since these growth factors are essentials for the development of
nociceptive neurons, the present study aims to evaluate if the exposure of rats in utero to
maternal diabetes induced by alloxan alters the development of nociceptive peripheral system.
The evaluation in newborn animals was done on primary cultures of dorsal root ganglia.
Histological evaluation of primary sensory neurons in adult animals was performed using
frozen sections of the dorsal root ganglia (L5). To assess the types of sensory fibers it was
performed a morphometric analysis in order to categorize neurons according to soma
diameters. Neurons were separated in small (<30 microns), medium (between 30 and 40 mm)
and large soma (> 40 mm). There was no difference in the distribution of neurons by size in
newborns or adults. The subtypes of neurons were also categorized according to the
fluorescent labeling: TRPV1 (vanilloid receptor present only on nociceptors), NFH (H
neurofilament present in large diameter fibers), substance P (present in peptidergic
nociceptive neurons) and 1B4 (non peptidergic nociceptive neurons). In the cultures of
newborn rats, no difference was observed between the proportions of neurons that were
marked positive for the selected molecules. Adult offspring of diabetic rats had a lower
proportion of large neurons positive for NFH (P = 0.0078) and a higher proportion of positive
neurons for substance P and isolectin B4 (P = 0.0291 and P = 0.0353, respectively). We also
performed behavioral tests that showed a lower mechanical sensitivity (electronic VVon Frey)
of animals in offspring of diabetic mothers after 6 hours of intrapantar carrageenan injection.
The offspring of diabetic rats showed an enhanced thermal sensitivity. In the formalin test, it
was observed an increased response in the beginning of the second phase, which corresponds

to the inflammatory phase of this test. Therefore, in this study it was found that nociceptive



responses are altered in adult offspring of diabetic rats and these changes are accompanied by
changes in the profile of neurons present in the dorsal root ganglion.

Key words: diabetes, gestation, pain, dorsal root ganglia.
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1 Introdugéo

A diabetes mellitus (DM) é definida como sendo um grupo de alteracfes genetica e
clinicamente heterogéneas que tem em comum a intolerancia aos carboidratos.

O nUmero de individuos diabéticos esta aumentando devido ao crescimento e ao
envelhecimento populacional, maior urbanizagdo, crescente prevaléncia de obesidade e
sedentarismo, bem como a maior sobrevida do paciente com DM. Em estudo publicado no
ano de 2009 realizado em todas as capitais brasileiras e Distrito Federal a prevaléncia de
diabetes auto referida foi de 5,3%, sendo que esta foi maior em mulheres, pessoas em idade
mais avancada e mais bem nutridas e, a partir desses dados foi possivel estimar que mais de 6
milhGes de adultos no pais apresentam a doenca (SCHMIDT et al, 2009) .

Os efeitos do diabetes na gestacdo tém sido bastante investigados, devido as
complicacgdes observadas tanto na méde como no concepto. Além das complicacbes médicas
que se demonstram ao nascimento dos filhos de maes diabéticas, uma série de estudos,
realizados em humanos e animais, vem indicando que estes individuos possuem também
alteracdes que permanecem ou se desenvolvem ao longo da vida, inclusive um estudo de
Germani e colaboradores em 1999 sugere possiveis alteracBes no sistema sensorial
nociceptivo.

Dada a grande prevaléncia do diabetes mellitus é fundamental que se conhegam as
possiveis alteracbes sofridas por individuos que nascem de maes que apresentaram diabetes
durante a gestacdo para que estes tenham um tratamento adequado. Alteracdes no
desenvolvimento do sistema somestésico possivelmente estdo ocorrendo e ndo sdo
diagnosticadas nestes individuos. Por exemplo, estes individuos podem apresentar maior
incidéncia de dores cronicas ou neuropaticas que muitas vezes ndo tem a causa estabelecida.
O sistema nociceptivo é especialmente importante e qualquer alteracdo, seja uma
sensibilidade aumentada ou diminuida causa prejuizo na qualidade de vida.

A transmissdo da nocicepgdo esta associada a atividade elétrica de algumas fibras
nervosas aferentes primérias. Estas fibras possuem terminagdes nervosas livres, denominadas
nociceptores, presentes nos tecidos periféricos e visceras, as quais sao capazes de transduzir e
codificar os estimulos nociceptivos (LOESER; TREEDE, 2008). Os nociceptores sao
normalmente ativados por estimulos de alta intensidade, tanto mecanicos, quanto térmicos ou
quimicos.

Assim, a nocicepgdo é muito importante para detectar estimulos que possivelmente

geraram lesdo tecidual (LOESER; TREEDE, 2008) e estdo geralmente envolvidos com o
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processo de dor, que além dessa experiéncia sensorial esta relacionada a uma experiéncia
emocional desagradavel. Dai a grande importancia de se estudar provaveis alteracfes que
podem ocorrer no sistema sensorial nociceptivo de filhos de mées que tem diabetes no

periodo da gestacdo.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar se a exposi¢do do rato in Utero ao diabetes materno altera o desenvolvimento

do sistema sensorial nociceptivo periférico.

2.2 Objetivos Especificos

1) Avaliar se ocorrem alteracGes nos tipos de fibras sensoriais presentes em ratos
controle comparados aos ratos filhos de gestantes diabéticas. A populacdo de
neurdnios foi comparada através da analise morfométrica das proporcdes de corpos
neuronais de didmetros pequenos, médios e grandes e por meio da técnica de
imunofluorescéncia usando marcadores especificos para os diferentes subtipos de
fibras.

2) Avaliar a sensibilidade mecanica nas patas de animais controle e filhos de ratas
diabéticas comparando-se as respostas basais e a hiperalgesia inflamatdria
induzida por carragenina.

3) Auvaliar a sensibilidade termina nas patas de animais controle e filhos de mées
diabéticas.

4) Avaliar o efeito da exposicdo ao diabetes materno in Gtero em dois modelos de dor

manifesta, teste da formalina e injec&o intraplantar de capsaicina.
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3 Reviséo e Atualizacédo da Literatura

3.1 Diabetes mellitus

3.1.1 Definigéo e prevaléncia

O diabetes mellitus é uma doenca metabélica de causa multipla. E caracterizada pela
hiperglicemia cronica resultante de distirbios no metabolismo de carboidratos, proteinas e
gorduras, em funcdo de secrecdo insuficiente e/ou ausente de insulina, como também por
defeitos da sua acdo nos tecidos-alvo da insulina como o figado, os tecidos musculares e
tecido adiposo (LEBOWITZ, 1998).

O diabetes mellitus é considerado um problema de saude universal, com proporcoes
endémicas e afeta pessoas de todos os paises em diferentes estagios de desenvolvimento. Nas
ultimas décadas, devido ao aumento da expectativa de vida, sedentarismo, dietas
hipercaléricas e obesidade, a sua importancia vem crescendo muito (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2013).

A prevaléncia desta doenca vem aumentando exponencialmente em varios paises, e
prevé-se que, em 2030, 366 milhdes de individuos sejam portadores de DM (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2013).

No Brasil, em 2000, havia aproximadamente 4,5 milhGes de individuos portadores de
diabetes com previsdo de que em 2030 essa doenca atinja 11 milhdes de individuos. O
namero estimado de pessoas com diabetes nas Américas é de 62,8 milhGes em 2010 e é
esperado um aumento de 45%, 91,1 milhdes em 2030. Mais de 80% das mortes por diabetes
ocorrem em paises de baixa e média renda e a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima
que Obitos por diabetes aumentem em dois tercos em 2030 (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2013).

3.1.2 Critérios Diagnosticos

De acordo com a American Diabetes Association em 2008, existem trés formas pelas
quais é possivel o diagnostico de Diabetes mellitus: sintomas classicos de diabetes mellitus
mais concentracdo de glicose plasmatica casual (a qualquer momento do dia desconsiderando

o tempo da Gltima refei¢do) ser maior ou igual a 200 mg/dl, glicose plasmatica de jejum (pelo
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menos 8 horas) ser maior ou igual a 126 mg/dl e glicose p6s-sobrecarga de glicose (75¢g de
glicose anidra dissolvida em &gua) ser maior ou igual a 200 mg/dl.

3.1.3 Classificacdo dos tipos de diabetes mellitus

Os tipos de diabetes, com base em sua etiologia, sdo: tipo 1, tipo 2, gestacional e
outros tipos especificos de diabetes (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2007).

Diabetes de tipo 1 (anteriormente conhecido como insulino-dependente, juvenil ou de
inicio na infancia) é caracterizada pela produgdo de insulina deficiente e requer a
administracdo diéria de insulina. A causa da diabetes de tipo 1 resulta primariamente da
destruicdo das células B pancreaticas, de natureza auto-imune ou idiopatica e ndo pode ser
evitada com o conhecimento atual. Os sintomas incluem a excrecdo excessiva de urina
(polidria), sede (polidipsia), fome constante, perda de peso, alteracBes na visdo e fadiga. Estes
sintomas podem ocorrer repentinamente (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013).

A destruicdo autoimune apresenta predisposicdes genéticas e influéncia ambiental
ainda pouco conhecida. Os marcadores imunologicos incluem auto anticorpos a insulina e
também as células da ilhota pancreéatica. As pessoas portadoras de diabetes mellitus tipo 1 tém
mais propensao a desenvolver outras doencas autoimunes, tais como a doenga celiaca, doenca
de Addison, miastenia grave, tireoidite de Hashimoto, hepatite autoimune e anemia perniciosa
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013).

O metabolismo celular de um diabético tipo 1 ndo-tratado é semelhante ao da pessoa
em inanicdo. Como a insulina ndo esta presente, para ajudar a entrada de glicose para as
células corporais, a maioria dessas células usa os acidos graxos para produzir ATP. O
acumulo dos produtos de degradacdo dos acidos graxos (corpos cetdnicos) produz a forma de
acidose chamada cetoacidose, que abaixa 0 pH do sangue, podendo resultar em morte. A
degradacdo dos triglicerideos e das proteinas armazenados também leva a perda de peso.
Conforme os lipideos séo transportados pelo sangue, de seus locais de armazenamento, para
as células, particulas lipidicas sdo depositadas nas paredes dos vasos sanguineos, causando
aterosclerose e numerosos problemas cardiovasculares, incluindo a insuficiéncia cérebro-
vascular, doenca cardiaca isquémica, doenca vascular periférica e gangrena. Umas das
principais complicacdes do diabetes é a perda da visdo, devido a cataratas (a glicose em
excesso se prende as proteinas do cristalino, causando opacificacdo) ou a lesdo de vasos
sanguineos da retina e problemas renais graves que também podem resultar da lesdo dos vasos
sanguineos renais (TORTORA; GRABOWSKI, 2002).
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Diabetes tipo 2 (anteriormente chamado de ndo insulino-dependente ou de inicio
adulto) resulta de um processo de resisténcia do receptor de insulina, de forma que a atuagao
deste horménio nas células alvo fica comprometida. A diabetes tipo 2 acomete cerca de 90%
de pessoas com diabetes em todo o mundo, e é em grande parte resultado de excesso de peso e
sedentarismo. Os sintomas podem ser semelhantes aos da diabetes do Tipo 1, mas séo muitas
vezes menos intensos. Como resultado, a doenca pode ser diagnosticada varios anos apds o
inicio, uma vez que ja tenham surgido complicacdes (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2013).

Estudos demonstram que a obesidade generalizada favorece o risco de
desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 por induzir resisténcia a insulina. Esse risco é
diretamente associado ao aumento do indice de Massa Corporal (IMC), um método de
avaliacdo do estado nutricional de adultos e idosos a partir do peso e altura (MARINHO et al,
2012).

Muitas vezes algum medicamento é usado para estimular a secrecdo de insulina pelas
células B do pancreas. Embora alguns diabéticos do tipo 2 precisem de insulina, muitos
conservam quantidade suficiente (ou até mesmo um excesso) de insulina no sangue. Com o
agravamento da patologia, os niveis constantemente altos de glicose podem induzir alteracoes
nas células B pancreéticas e a producio de insulina pode se tornar deficiente. E nesta situagéo
que a maior parte dos pacientes com diabetes do tipo 2 passa a necessitar de tratamento com
insulina (TORTORA; GRABOWSKI, 2002).

O diabetes gestacional € a hiperglicemia com inicio ou primeiro reconhecimento
durante a gravidez. Os sintomas do diabetes gestacional sdo semelhantes a diabetes tipo 2. O
diabetes gestacional é mais frequentemente diagnosticado através de exames pré-natal, ao
invés de sintomas relatados (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013).

Tolerancia diminuida a glicose e glicemia em jejum diminuida sdo condicdes
intermediarias na transicdo entre a normalidade e o diabetes. As pessoas com essas
caracteristicas tem risco elevado de progressao para diabetes tipo 2, embora este risco nao seja
inevitavel (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013).

3.1.4 Efeitos cronicos do Diabetes mellitus
A glicose € o principal substrato energético para as células e na falta dela as células

degeneram. Por outro lado, o excesso de glicose no sangue € uma condi¢do danosa para as

células de todos os tecidos, pois quando estd acima do limite necessario para a nutricdo
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celular, liga-se quimicamente e de forma irreversivel as proteinas estruturais dos tecidos -
glicagdo proteica ndo enzimatica, alterando estrutura e funcgéo, afetando o bem-estar tecidual,
levando a rigidez dos masculos e tenddes, das articulagdes e das paredes vasculares. Fato que
esta relacionado a doenca vascular e as deformidades 6sseas (COTRAN et al.,1996 ).

A maior sobrevida de individuos diabéticos aumenta as chances de desenvolvimento
das complicacBes cronicas da doenca que estdo associadas ao tempo de exposi¢do a
hiperglicemia. Tais complicagdes, como a macroangiopatia, retinopatia, nefropatia e
neuropatias podem ser muito debilitantes ao individuo e sdo muito onerosas ao sistema de
salde. A doenga cardiovascular é a primeira causa de mortalidade de individuos com diabetes
do tipo 2; a retinopatia representa a principal causa de cegueira adquirida e a nefropatia uma
das maiores responsaveis pelo ingresso a programas de dialise e transplante; o pé diabético se
constitui em importante causa de amputacfes de membros inferiores. Assim, além dos
prejuizos na qualidade de vida dos pacientes, procedimentos diagnosticos e terapéuticos
(cateterismo, bypass coronariano, fotocoagulagdo retiniana, transplante renal e outros),
hospitalizacBes, absenteismo, invalidez e morte prematura elevam substancialmente os custos
diretos e indiretos da assisténcia a salude da populacdo diabética (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2013).

3.1.5 Neuropatia Diabética Periférica

A dor neuropética € um tipo de dor que comeca devido a alguma lesdo primaria ou
disfungdo do sistema nervoso. Essa dor surge como sintoma de um grupo heterogéneo de
condic@es, incluindo neuropatia diabética, neuralgia trigeminal, neuralgia pés-herpética e
lesdo da coluna dorsal (CHONG et al., 2003).

O comprometimento do sistema nervoso periférico €, inquestionavelmente, uma das
complicacbes mais frequentes do diabetes mellitus, presente em 50% dos pacientes. As
neuropatias diabéticas sdo heterogéneas, com ampla variedade de sintomas e mecanismos
subjacentes, comprometimento neurofisiopatoldgico, curso evolutivo e fatores de risco
implicados, destacando-se a exposic¢do crénica a hiperglicemia como o mais comum para o
desenvolvimento e progressdao da neuropatia diabética (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2013).

A alta glicemia da diabetes mellitus causa aumento da concentracdo de glicose,
sorbitol e frutose no nervo periférico, provocando um edema osmotico no nervo, diminuigdo

na sintese de acetilcolina, decomposicdo das células de Schwann e da bainha de mielina. Tudo
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Isso ocasiona alteragdes na velocidade de conducdo e mudangas na conducdo aferente e
eferente (PICKUP; WILLIAMS, 1991).

No caso das células nervosas, o transporte de glicose para o interior da célula nédo
depende da ativacdo do receptor para insulina, 0 que causa acumulo de glicose dentro da
célula e uma série de reagbes metabolicas que produzem fatores toxicos responsaveis pela
degeneracgéo celular. Existem outros mecanismos que estdo envolvidos com a patogénese da
neuropatia diabética como as alteracBes vasculares e hipoxia endoneural, diminuicdo de
fatores neurotréficos, estresse oxidativo e mecanismos imunoldgicos. Essa degeneragédo
nervosa ocorre inicialmente em locais distais para depois afetar nervos proximais
(YAGIHASHI, YAMAGISHI, WADA, 2007).

A neuropatia diabética pode ser dividida em duas categorias: a primeira inclui
fendmenos de duracdo rapida e reversiveis com parestesias distais nos membros e velocidade
de conducdo nervosa reduzida; a segunda categoria se caracteriza por problemas mais
persistentes como nas neuropatias focais e multifocais (cranial, téraco-abdominal, nos
membros, neuropatia motora assimétrica proximal nos membros inferiores), neuropatias
simétricas como polineuropatia autonémica/sensorial e neuropatia motora proximal ou distal
dos membros inferiores. Alguns diabéticos podem apresentar formas mistas de apresentacao
das neuropatias diabéticas (PICKUP; WILLIAMS, 1991).

A neuropatia sensitiva aguda tem aparecimento agudo com sintomas sensitivos graves,
como dor em queimacdo e alodinia e sem alteracdes motoras, pode ter inicio com episddio de
instabilidade glicémica e a melhora gradual dos sintomas ocorre com tratamento sintomatico
apropriado e controle da glicemia. A neuropatia crénica tem manifestacfes mais pronunciadas
em membros inferiores. Os sintomas podem ser dolorosos (queimagéo, congelante, choque)
ou ndo (formigamento, adormecimento e anestesia) e sdo constantes. Uma vez que nao ha
restauracdo da funcdo neuronal, o tratamento farmacoldgico baseia-se no controle dos
sintomas dolorosos (SPRUCE et al, 2003; BOULTON, 2005).

Mononeuropatias sé@o neuropatias focais, que ocorrem principalmente em adultos mais
velhos. Seu inicio é geralmente agudo, associado a dor, e curam-se espontaneamente,
normalmente dentro de 6-8 semanas. Estas sdo neuropatias causadas por obstrugdo vascular,
tipicamente em alguns nervos cranianos, como o |1, VI, e VII, mediano, ulnar, e peroneal.
Mononeuropatias sdo diferentes de outras sindromes que comegcam devagar, progridem e
persistem sem intervencdo. Entre as neuropatias difusas, se destacam a neuropatia motora
proximal, caracterizada por fraqueza e perda de massa muscular, além de perda axonal,

desmielinizacdo que pode levar até a paralizacdo; e também se destaca a polineuropatia
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cronica sensitivo-motora distal, que é a mais comum forma de neuropatia diabética. Ela pode
ser tanto sensorial ou motora, e envolve pequenas fibras, fibras grandes, ou ambas (VINIK et
al, 2008).

O inicio da neuropatia sensitivo-motora crénica € insidioso, e 0s sintomas menores
iniciais podem passar despercebidos pelo paciente. O dano as fibras sensoriais grossas
(prejuizo as fibras de maior didmetro A o/f) produz diminuida sensacdo ao toque leve e
posicional, os pacientes apresentam diminuida propriocepcdo e senso de posicao, além de
ausente ou reduzida sensacdo de vibragdo, enquanto o dano as fibras finas (prejuizo as fibras
de menor didmetro Ad e as nao-mielinizadas C) produz uma sensacdo diminuida de dor e
temperatura. O paciente pode se apresentar com trauma ndo-detectado das extremidades,
sintomas de amortecimento ou sensacdo de pés frios, bem como varios tipos de dor
espontanea (SCHIMID et al, 2003; WITZKE; VINIK, 2005).

O envolvimento autondémico pode ser responsavel por sinais que afetam quase todos
0s sistemas, mas geralmente os sintomas sdo vagos e permanecem n&o-reconhecidos por
algum tempo. Contudo, a neuropatia autonémica grave pode se apresentar com uma variavel
combinacéo de hipotensdo postural, diarreia noturna, problemas gastricos, sintomas urinarios,
sudorese anormal, impoténcia (em homens) e dificuldade de reconhecer a hipoglicemia. A
maioria dos pacientes com neuropatia autondémica grave sintomatica também tem avancada

nefropatia, retinopatia e neuropatia somatica (SCHIMID et al, 2003).

3.1.6 Diabetes e gestacdo

O DM gestacional ocorre em 1% a 14% de todas as gestagdes, dependendo da
populacdo estudada e esta associado ao aumento da morbidade e mortalidade perinatal.
Resulta de qualquer intolerancia a glicose, de magnitude variavel, com inicio ou diagndstico
durante a gestacdo, ndo se excluindo, portanto, a possibilidade de a doenca existir antes da
gravidez (BRASIL, 2006; PEDROSA; MACEDO; RIBEIRO, 2006). Na maioria dos casos,
ha reversdo para a tolerancia normal a glicose ap0s a gravidez, porém existe um risco de 17%
a 63% de desenvolvimento de diabetes tipo 2 dentro de 5 a 16 anos apés o parto (HANNA,;
PETERS, 2002).

A diabetes gestacional é definida como um agravamento da intolerancia a carboidratos
no periodo da gravidez (ARTAL, 2003). A prevaléncia de diabetes mellitus gestacional é em
média de 10% e ocorre em cerca de 90% das gestacOes de maes com intolerancia a glicose
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011). Durante o periodo de gestacéo ocorre um
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aumento da resisténcia a insulina, devido a interferéncia de horménios que sdo produzidos
pela placenta que servem para garantir um suprimento adequado de nutrientes para o feto em
desenvolvimento (BEN-HAROUSH et al., 2004). Esta resisténcia insulinica, juntamente com
0 aumento na demanda energética, dificulta o adequado controle glicémico em gestantes
diabéticas.

E importante ressaltar que a diabetes gestacional ¢ uma condicio distinta da gravidez
complicada por diabetes mellitus tipo 1 ou 2 (JOVANOVIC, 2009).

Os fatores de risco relacionados com a diabetes gestacional sdo: historia de diabetes
gestacional em gravidezes prévias; historia familiar de diabetes mellitus, especialmente
quando em familiares do 1° grau; excesso de peso; idade superior a 25 anos; gestacdo anterior
com recém-nascido de peso superior a 4,1 Kg ou peso inferior a 2,7 Kg; histéria pessoal de
anomalia de tolerancia a glicose; pertencer a um grupo étnico especifico (nos EUA: afro-
americanas, latinas, populacdo india e asiatica); aborto ou nascimento de crianga com
malformacdo inexplicados; mulher que ao nascimento pesava mais que 4,1 Kg ou peso
inferior a 2,7 Kg; glicosuria na primeira visita pré-natal; sindrome do ovario policistico;
terapéutica com esteroides durante a gravidez; hipertensdo arterial prévia ou induzida pela
gravidez e aumento de peso rapido na primeira metade da gravidez (JOVANOVIC, 2009).

A partir da segunda metade da gravidez ocorre a resisténcia fisioldgica a insulina
devido a alteragfes hormonais podem diminuir a quantidade de receptores de insulina, afetar
mecanismos intracelulares de resposta a ela, e reduzir a captacdo de glicose mediada por
insulina (YOGEV et al, 2003; METZGER et al, 2007). Em muitos casos parece que
resisténcia a insulina ja pode existir previamente e se agrava durante a gravidez (METZGER
et al, 2007).

Durante a gestacdo, a insulino-resisténcia prolongada pode ocasionar uma disfuncédo
das células B pancreaticas e consequente diminui¢do da producdo de insulina, mas varios
estudos indicam que a gravidez apenas evidencia esses defeitos que podem ser crénicos e
estarem presentes antes e depois da gravidez (METZGER et al, 2007).

Apesar da evolucdo nos cuidados obstétricos e neonatais, a diabetes gestacional ainda
condiciona inimeros riscos para a mae, o feto e o recém-nascido (COUTINHO et al., 2010).
O aumento dos niveis de glicose na gravidez faz com que aumente a producdo de insulina
pelo feto e, ocorre lipogénese, conferindo maior risco para obesidade, macrossomia,
hipoglicemia ao nascer e nascimento prematuro, resultando em acréscimo de taxas de
mortalidade neonatal (OKEN et al, 2006; HILLIER et al, 2008). Para a gestante também pode

ocorrer uma série de complicagcdes como retinopatias, pré-eclampsia, hiperlipidemia, infecgéo



26

urindria e chances para desenvolver diabetes na proxima gestacdo, além de outras
consequéncias negativas obstétricas e perinatais, como o parto prematuro (COETZEE, 2009;
DAMM; NIELSEN, 2010; HEATH, 2010).

Além das complicacBes medicas que se evidenciam ao nascimento dos individuos
filhos de mées diabéticas, uma série de estudos, realizados em humanos e animais, vem
indicando que estes individuos possuem também alteracGes cronicas que predispde essas
pessoas a apresentarem patologias ao longo da vida. As alteracdes mais estudadas e evidentes
sdo alteracdes metabdlicas (para revisdo, FETITA et al., 2006). Individuos que passaram por
hiperglicemia in Utero devido ao diabetes materno tém uma maior probabilidade de apresentar
obesidade, alteracdes na tolerancia a glicose, resisténcia insulinica aumentada, diabetes
mellitus, hipertensdo e doencas cardiovasculares. Essas alteracdes metabdlicas estdo
normalmente associadas a um aumento de mediadores inflamatdrios sistémicos. Estudos em
humanos mostram que individuos ndo diabéticos filhos de mées com diabetes do tipo 2
apresentam niveis aumentados de mediadores inflamatdrios como IL-1p, IL-1ra, IL-6 e a
proteina C-reativa (RUOTSALAINEN et al, 2008, 2010).

O risco de malformacdes fetais esta aumentado nas gestaces de mulheres diabéticas.
Estdo descritos aumentos na incidéncia de defeitos ao nascimento, entre estes, defeitos nos
sistemas cardiaco, esquelético, renal e no sistema nervoso central (CORREA et al., 2008,
DAVIS et al., 2010, ANDERSON et al., 2005). Embora ndo exista descri¢do de alteragdes no
desenvolvimento do sistema nervoso periférico, um estudo realizado em ratos por GERMANI
et al. (1999) mostrou que os niveis de RNAm para os fatores neurotréficos NGF e BDNF
estdo bastante reduzidos na prole de ratas onde o diabetes foi induzido por injegéo de aloxana.
Os niveis de RNAm para NGF estdo reduzidos em tecidos alvo do sistema sensorial, sendo
observada uma diminuicdo de 90% da expressdo do RNAm para NGF na lingua e uma
reducdo de 56% do mesmo no intestino. Também foi observada uma reducdo de RNAm para
BDNF e um aumento no RNAm para NGF nas vibricas de embrides. Este estudo indica que
deve haver alteracGes no desenvolvimento do sistema sensorial na prole de ratas diabéticas,
visto que o NGF é essencial para a sobrevivéncia e crescimento axonal de fibras nociceptivas
de pequeno didmetro (tipo C e Ad) enquanto que o BDNF parece estar mais envolvido no
desenvolvimento das fibras mielinizadas (tipo AP) envolvidas no tato e propriocepcao (para
revisdo, DAVIES, 1994, SNIDER; WRIGHT, 1996). Um estudo realizado in vitro mostrou
que células de Schwann cultivadas em meio com alta concentracdo de glicose produzem
menos NGF e por esse motivo o meio condicionado por estas células induz menor

crescimento axonal de neurdnios do ganglio da raiz dorsal (TOSAKI et al., 2008).
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Camundongos geneticamente modificados, em que foi deletado o receptor TrkA para NGF,
além de serem insensiveis a dor e temperatura apresentam uma grande perda de neurdnios nos
ganglios da raiz dorsal e ganglios trigeminais (SMEYNE et al., 1994). Estes estudos sugerem
que, na prole de ratas diabéticas, uma alteracdo na producdo de NGF pode levar ao

desenvolvimento anormal do sistema sensorial.

3.2 Sistema Sensorial Nociceptivo

3.2.1 Dor: Viséo Geral

A dor é definida pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) como
“Uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a dano tecidual real ou
potencial, ou ainda descrita em termos de tal dano”. A dor, portanto, constitui um dos
componentes essenciais do sistema de defesa do organismo, que se origina de uma
estimulacdo especifica de nociceptores, e alerta o encéfalo acerca de perigos causados por
estimulos nocivos (PURVES et al, 2010). Essa sensacao fornece um rapido aviso ao sistema
nervoso podendo iniciar uma resposta motora reflexa e minimizar o prejuizo fisico. A falta da
capacidade de experimentar a dor — como na rara condicao de insensibilidade congénita a dor
com anidrose — pode causar varios problemas sérios para a salde, tais como: automutilacdes,
autoamputacdes e perda da visdo (AXELROD; HILZ, 2003).

3.2.2 Os neurdnios nociceptivos primarios.

As terminag6es nervosas que iniciam a sensacdo de dor sdo chamadas de nociceptores.
Eles originam-se de corpos celulares nos ganglios das raizes dorsais (ou no ganglio do
trigémeo) que emitem um processo axonal para a periferia e outro para dentro da medula
espinhal ou tronco encefalico (PURVES et al, 2010).

Os axonios associados aos nociceptores, ao contrario das fibras associadas aos
receptores sensoriais (que sdo mielinizadas e por isso tem uma condugcdo mais rapida do
impulso), apresentam velocidade de conducdo mais lenta, sendo mielinizados apenas de leve
ou, mais comumente, ndo mielizados (PURVES et al, 2010). Assim, axonios conduzindo
informag¢@o nociceptiva estdo no grupo Ad de axdnios mielinizados, que conduzem a 5-30

m/s, ou no grupo de fibras C de axdnios ndo mielinizados, que conduzem a velocidades quase
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sempre menores do que 2 m/s, ou seja, ha vias de conducéo rapidas e lentas (PURVES et al,
2010).

Levando em conta o critério funcional, as fibras Ad respondem a estimulagdo
mecanica, porém podem ser sensibilizadas pelo calor, enquanto as fibras do tipo C respondem
tanto a estimulos térmicos quanto mecénicos e quimicos, sendo classificadas, por isso, como
nociceptores polimodais (OLIVEIRA IN LENT, 2008).

O ganglio abriga também corpos celulares grandes, que contem filamentos em seu
interior € cujos axonios calibrosos e mielinizados constituem as fibras AP, que tem alta
velocidade de condugdo. Essas fibras sdo encarregadas de detectar estimulos indcuos
aplicados a pele, musculos e articulacGes, sendo responsaveis por sensacOes tateis e de
propriocepcdo (OLIVEIRA IN LENT, 2008).

3.2.3 Ganglio da Raiz Dorsal

Situados na coluna vertebral e dispostos lateralmente ao longo da medula espinhal os
ganglios da raiz dorsal contém corpos celulares de neurdnios sensoriais que levam ao sistema
nervoso central toda a informac&o sensorial proveniente da pele, musculos, tendGes e visceras.
Esses neurbnios do ganglio da raiz dorsal sdo encapsulados por células satélites de origem
glial, sdo pseudo-unipolares e o axonio se bifurca em dois ramos: um forma o terminal
sensorial periférico e outro segue pela raiz dorsal até a medula espinhal, onde forma sinapses
ou prossegue até o bulbo. No caso dos neurdnios nociceptivos a sinapse com o neurdnio
sensorial de segunda ordem se d& no corno dorsal da medula espinhal. O neurossoma é
desprovido de dentritos e aferéncias sinapticas. Essa morfologia garante que toda a
informacdo que trafega pelo axdnio seja proveniente exclusivamente da terminacao sensorial
que ele forma. Cada neurdnio possui seu proprio conjunto de células satélites, ou células
gliais, que limitam o contato dos neurdnios com o intersticio do ganglio e com os capilares
sanguineos. Os ganglios da raiz dorsal contém ainda células dendriticas e macrofagos, além
de uma rica rede de capilares sanguineos. (BATISTA, 2008; OLSSON, 1990; BESSON,
1999; WILLIS, COGGESHALL, 2004).

3.2.4 Transdugdo de sinais nociceptivos

Estudos recentes mostraram que na membrana plasmatica dos nociceptores

encontram-se familias de proteinas transmembranas constituindo receptores e canais que
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participam no processo de transducdo das varias modalidades de estimulos nocivos diversos
(OLIVEIRA IN LENT, 2008).

Alguns receptores especificos sdo associados a terminagdes aferentes nociceptivas.
Um exemplo muito importante sdo os receptores vaniloides membros de uma familia maior de
canais de potencial de receptor transitorio (TRP) (PURVES et al, 2010). O receptor vanildide
TRPV1 ¢ encontrado em fibras C e Ad e ativado por calor moderado (45° C — uma
temperatura que é percebida como desfavoravel) e também por capsaicina (principio ativo
responsavel pela pungéncia das pimentas ardentes) (PURVES et al, 2010). No estagio ativado,
aberto, esses receptores permitem um influxo de sédio e calcio que inicia a geracdo de
potenciais de agéo nas fibras nociceptivas (PURVES et al, 2010).

Existem ainda nociceptores do tipo C cujo estimulo natural é de dificil identificacao,
sO respondem guando o tecido € lesado e ocorre a sensibilizacdo dos mesmos (OLIVEIRA IN
LENT, 2008). Estes nociceptores sdo conhecidos como nociceptores silenciosos.

Os estimulos nocivos intensos que ocasionam a lesdo tecidual, frequentemente
conduzem a um aumento na resposta a estimulos dolorosos subsequentes, denominado
hiperalgesia, sendo que a hiperalgesia primaria ocorre devido a sensibilizacdo do nociceptor
ou a hipersensibilidade (FEIN, 2011).

3.2.5 Vias Nociceptivas

As vias responsaveis pela nocicepcdo originam-se junto a outros neur6nios sensoriais
nos ganglios das raizes dorsais, e 0s ax6nios centrais das células nociceptivas entram na
medula espinhal através das raizes dorsais (PURVES et al, 2010). O corno dorsal da medula
espinhal funciona como uma estacdo para a transmissdao da dor. Os nociceptores chegam de
forma ordenada no corno dorsal da medula espinhal, com as fibras mielinizadas Ad
terminando principalmente nas laminas | e V e as fibras C, ndo mielinizadas, na lamina Il
(MILLAN, 1999). A partir destas regides, sdo acionados neurdnios de projecdo e
interneurdnios de segunda ordem na medula espinhal, sendo que alguns sdo ativados somente
por estimulos nocivos (especificos para a nocicepcdo) (MILLAN, 1999). O glutamato é o
principal neurotransmissor liberado na medula por neurdnios nociceptivos primarios. Dentre
0S nociceptores existe ainda uma subpopulacdo que libera, possivelmente junto com o
glutamato, substancia P (SP) e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), sendo

denominados neurénios peptidérgicos e uma subpopulacdo de neurbnios ndo peptidérgicos
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que tem como caracteristica a ligacdo a isolectina B4 (BATTAGLIA; RUSTIONI, 1988;
MILLAN, 1999).

As vias ascendentes da dor podem ser divididas em vias monossinapticas e
polissinapticas. As primeiras projetam para centros cerebrais superiores e incluem os tratos
espinomesencefalico, espinoparabraquial, espinotalamico e espinorreticular (MILLAN, 1999).
As vias polissinapticas possuem uma estacdo de neurdnios de segunda ordem antes de
projetarem aos centros cerebrais superiores, sendo estas as vias pos-sinaptica da coluna dorsal
e do trato espinocervical (MILLAN, 1999). Esses ax6nios dos neurdnios de segunda ordem
no corno dorsal cruzam a linha média e ascendem ao tronco encefélico e ao tdlamo no
quadrante anterolateral, via conhecida como sistema anterolateral (PURVES et al, 2010).

O talamo estd envolvido na recepcgdo, integracdo e transferéncia do potencial
nociceptivo. As diferentes projecdes para seus nucleos e deles para o cortex definem a
circuitaria funcional de processamento da dor (WENG et al., 2000). Aspectos sensoriais e
discriminativos sdo interpretados no cortéx somatossensorial e aspectos afetivos e
motivacionais sdo direcionados a outras regides como amigdala, hipotdlamo, substancia
cinzenta periaquedutal, coliculo superior, formacdo reticular e nucleos talamicos da linha
meédia (PURVES et al, 2010; WENG et al., 2000).

Em relacdo a modulacdo da dor, o sistema nervoso central contém opiaceos
enddgenos: a encefalina, cuja distribuicdo parece ser paralela aos locais de ligacdo de
receptor opiaceo e a B-endorfina. Assim, 0s receptores opioides e os opidides endogenos
compdem um sistema de supressdo de dor intrinseco. As fibras C parecem liberar glutamato e
substancia P, o que justifica a dupla sensacdao de dor répida e lenta, que seria produzida no
inicio pela liberacdo de glutamato e, logo depois, pela substancia P. Um grande nimero de
neurdnios que se originam nos nudcleos da rafe, no tronco cerebral, projeta-se para a medula
liberando encefalina e serotonina. A encefalina, de certo modo, pode inibir a liberacdo de
substancia P. A acdo analgésica dos peptideos opidides enddgenos é produzida pelo
acoplamento dos mesmos com os diferentes tipos de receptores opidides. A maior densidade
de receptores e dos peptideos opidides enddgenos coincide com os locais do sistema nervoso
central cuja estimulacdo induz analgesia, e é onde atua a morfina, produzindo seu efeito
analgesico (OLIVEIRA IN LENT, 2008; INSTITUTO PAULO BRITO, 2013).
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4 Material e Métodos

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar fémeas e machos (neonatos e adultos com 300 @)
mantidos em sala com temperatura e luminosidade controladas e acesso a 4gua e comida ad
libitum até o dia do experimento. Todos 0s experimentos seguiram as normas de ética
estabelecidas para experimentacdo com animais acordados, recomendadas pela IASP
(International Association for the Study of Pain) (ZIMMERMANN, 1983). Os procedimentos
experimentais foram analisados e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentaco
Animal da Universidade Federal de Uberlandia (Protocolo 093/11)

4.2 Inducéo de diabetes mellitus em ratas gestantes

Foram utilizadas 30 ratas Wistar pesando no minimo 180g e 15 ratos Wistar pesando
mais de 300g para acasalamento. As fémeas de ratos Wistar foram colocadas para
acasalamento na proporcdo de 2 a 3 fémeas para um macho, a gravidez foi constatada pela
presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal. Apds a constatacdo da gravidez, as fémeas
foram separadas, mantidas em jejum por 8 horas e foram tratadas por injecéo intraperitoneal
com solugdo salina 0,9% (controle) ou com aloxana (100 mg/kg). A glicemia das ratas
gravidas foi avaliada (dosagem da glicemia com o aparelho Accu Check) 3 dias apés a injecédo
de aloxana, sendo consideradas diabéticas e utilizadas no experimento as maes com glicemia

acima de 150mg/dl no periodo da manhd, as 8 horas.

4.3 Teste de pressdo crescente: VVon Frey eletronico

A avaliacdo da hipernocicepcdo mecéanica na pata de ratos foi realizada pelo método
de pressdo crescente previamente descrita por Moller et al., (1998). Avaliou-se a sensibilidade
mecanica utilizando esse teste de von Frey eletrénico nas patas traseiras dos animais em
condigdes basais e depois de inducdo de hipernocicepgdo (hiperalgesia), por injeccao
subcutanea intraplantar de carragenina (1%). Resumidamente, este método utiliza-se de um
anestesiometro eletrénico (von Frey eletronico, Insight, Riberdo Preto, Brasil). Este aparelho é
composto de um transdutor de pressdo ligado por um cabo a um detector digital de forca, a
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qual é expressa em gramas. Ao transdutor é adaptada uma ponteira Universal Tips 10 pL (T-
300, Axygen) que estimula diretamente a pata do animal. O experimentador € treinado a
aplicar a ponteira em angulo reto na regido central da pata traseira do animal com uma
pressdo gradualmente crescente, o qual provoca uma resposta de flexdo caracteristica com
retirada da pata. O estimulo é interrompido ap6s a observagdo da resposta caracteristica,
descrita acima. Foram realizadas trés medidas distintas para cada animal, sendo calculada a
média aritmética das medidas. A intensidade de hipernocicepcdo mecanica é quantificada
como a variacdo na pressao (D de reacdo em gramas) obtida subtraindo-se o valor observado
antes do procedimento experimental (0 hora) do valor de reacdo (apds a administracdo do
estimulo inflamatdrio). Durante os experimentos os animais foram mantidos em caixas
acrilicas medindo 12 x 100 por 17cm de altura, com assoalho formado por uma rede de
malhas medindo cerca de 5mm? constituida de arame ndo maleavel de 1mm de didmetro.
Essas caixas foram mantidas a cerca de 25 cm da superficie de uma bancada, de modo que a
estimulacdo da pata traseira dos animais fosse realizada. Antes do inicio dos experimentos 0s

animais permaneceram nessas caixas por quinze minutos para a adaptacao.

4.4 Teste da Placa Quente

A sensibilidade térmica foi avaliada por meio do teste da placa quente (EDDY;
LEIMBACH, 1953), que consiste em um modelo comportamental de nocicep¢do no qual o
animal é colocado sobre uma placa aquecida (55 ° C), e a laténcia para a manifestacdo de
qualquer resposta de um comportamento nociceptivo como sacudir a pata ou saltar é

registrado.

4.5 Teste da formalina

O sistema sensorial nociceptivo foi avaliado através de um modelo de nocicepgdo
induzida por injecdo de formalina na pata de ratos. Este teste induz uma resposta bifésica que
parece envolver mecanismos de sensibilizacdo central e periférica (CODERRE et al, 1990,
1994, PARADA et al. 2001). Os animais foram colocados em uma camara de acrilico e
mantidos por 15 minutos para adaptacdo ao ambiente. Foi entdo realizada uma injecéo
intraplantar subcutanea (50 pl) de uma solugdo contendo 2,5% de formalina. Os animais
retornaram para a cdmara e foram observados por 60 minutos. O tempo de registro foi

separado em blocos de 5 minutos e um escore de dor foi determinado para cada bloco



33

determinando-se o nimero de vezes que o animal sacodiu ou levantou a pata afetada (sem que

fosse para se locomover).

4.6 Teste da injecdo intraplantar de capsaicina

Esse modelo foi proposto por Sakurada et al em 1992, para o estudo de compostos que
atuam sobre a dor neurogénica. A injecdo de capsaicina induz a estimulacdo direta dos
neurdnios nociceptivos e causa a liberacdo de varios neuropeptidios envolvidos na
transmissdo dolorosa. Os animais foram colocados em uma camara de vidro e mantidos por
15 minutos para adaptacdo ao ambiente. Foi entdo realizada uma inje¢do intraplantar
subcutanea (50 pl) de uma solucdo contendo 10 pg de capsaicina. Os animais retornaram para
a camara e foram observados por 5 minutos. Foi registrado o nimero de vezes que o animal
sacodiu e 0 tempo em segundos que o animal lambeu a pata afetada. A reacéo nociceptiva foi

considerada como sendo a somatdria dos dois comportamentos observados.

4.7 Cultura primaria de células dos ganglios da raiz dorsal

Ratos Wistar machos neonatos (1 dia) foram eutanasiados por decaptacéo e os ganglios
da raiz dorsal da regido lombar e torécica foram removidos (16 a 20 ganglios por animal),
dissecados e colocados em solucdo salina de Hank’s estéril com 10 mM de tampao HEPES.
As células foram dissociadas por incubagédo a 37°C por 30 minutos em solugdo contendo 0,25
mg/ml de tripsina. Os ganglios foram lavados em meio DMEM suplementado com 10 % de
soro fetal bovino inativado, 2 mM de glutamina, 50 U/ml de penicilina, 50 mg/ml de
estreptomicina. As células foram dissociadas mecanicamente com o auxilio de uma pipeta
Pasteur de vidro e foram cultivadas em placas cobertas com Matrigel e mantidas em
atmosfera de 5% CO, e temperatura de 37°C com o mesmo meio de cultura ja descrito. As
culturas foram fixadas em paraformaldeido utilizadas ap6s 24 horas e estocadas em freezer até

sua utilizacdo nos ensaios de imunofluorescéncia.

4.8 Obtencdo de cortes congelados de ganglios da raiz dorsal de animais adultos.

Foram retirados os ganglios sensoriais de animais anestesiados em halotano apés

perfusdo cardiaca com salina (250 ml) e paraformaldeido 4% (PFA, 150 ml). Estes ganglios
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foram pos-fixados por 2 horas em PFA 4% e desidratados em solucdo de sacarose 30% por 48

horas. Foram realizados cortes de 14 um em criostato em laminas silanizadas.

4.9 Imunofluorescéncia

Para 0 ensaio em culturas primarias, as culturas foram lavadas duas vezes em PBS e
entdo fixadas por 20 minutos em PFA 4%. O protocolo descrito a seguir foi utilizado tanto
nos cortes quanto nas culturas. Os tecidos foram incubados por 30 minutos em tampé&o salina
fosfato (PBS) contendo glicina (0,1M) para inativar os aldeidos livres presentes no PFA. Em
sequida, foi feita a permeabilizacdo com triton X-100 0,1% por 20 minutos e bloqueio com
3% de albumina bovina sérica (BSA) diluida em PBS durante 30 minutos. Depois disso foi
feita a incubacdo com os anticorpos primarios em solucdo PBS contendo BSA 3% por 1 hora
em temperatura ambiente. Os tecidos foram lavados 3 vezes por 5 minutos com PBS e em
seguida, os anticorpos secundarios foram incubados por 1 hora em solucdo igual a utilizada
para incubacdo dos anticorpos primarios. Os cortes ou culturas foram entdo lavados 3 vezes
por 5 minutos em PBS, as laminas montadas em fluoromount e as culturas reservadas com
PBS. As imagens foram inicialmente observadas em microscdpio de fluorescéncia e depois
fotografadas em microscopio confocal (LSM 510 Meta, Zeiss).

4.10 Andlise estatistica

Nos ensaios comportamentais, os resultados foram expressos como média * erro
padrdo da média (e.p.m.) de pelo menos 6 animais por grupo. A anéalise dos resultados foi
feita pelo teste t, quando apenas duas médias foram comparadas ou por andlise de variancia
(ANOVA), quando mais de duas médias foram comparadas. Foi realizada ANOVA de uma
via ou duas, conforme necessario. Quando o nivel de significancia indicou diferenca
estatistica entre as medias testadas foi utilizado o Teste Bonferroni para comparar 0s

tratamentos. O nivel de significancia foi de P<0.05.
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5 Resultados

5.1 Glicemia das maes diabéticas e de seus filhos

Para a realizacdo desse estudo foram avaliados dois grupos experimentais de ratas
gravidas. Um dos grupos, o controle, ap6s detectada a gravidez foi tratado com uma injecao
de solucéo salina 0,9% (veiculo da aloxana), enquanto o outro grupo foi tratado com aloxana
para a inducédo do diabetes. O acompanhamento da glicose sanguinea realizado mostrou que a
glicemia média das mées que desenvolveram diabetes apds a injecdo de aloxana e tiveram
seus filhos foi de 325.1 mg/dl, enquanto que as mées que desenvolveram diabetes, mas nédo
pariram foi de 360.6 mg/dl.

Em relacdo aos animais neonatos utilizados no experimento, o grupo controle
apresentou uma média de peso de 8.1g e média de glicose sanguinea de 86.4mg/dl; j& o grupo
dos filhos de mées diabéticas apresentou média de peso de 7.3 g e média de glicose sanguinea
de 89 mg/dl. Néo foi detectada diferenca estatistica nos valores de glicemia e peso entre estes

dois grupos.

5.2 Imunofluorescéncia e avaliagdo morfométrica dos neurdnios sensoriais do ganglio da raiz

dorsal de ratos neonatos e adultos

Avaliacdo dos neurdnios sensoriais primarios de recém-nascidos (1-3 dias ap6s o
nascimento) foi realizada em culturas primarias de ganglios da raiz dorsal e foram utilizados 7
a 8 animais por grupo.

A avaliacdo histologica dos neurdnios sensoriais primarios em animais adultos (200 a
300 g) foi realizada utilizando-se secBes congeladas de ganglios da raiz dorsal (L5) de 6 a 7
animais por grupo experimental.

Para avaliar se houve mudancas na proporcdo dos tipos de fibras sensoriais, foi
realizada uma analise morfométrica e determinada a propor¢do de neurénios pequeno (<30
pum), médio (entre 30 e 40 um) e grande diametro (> 40 um) de acordo com Harper e Lawson,
1985. Néo foi observada diferenca quanto a distribuicdo dos neurdnios quando separados por

didmetro de soma neuronal, como pode ser observado nas figuras 1 e 2.
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Figura 1: Porcentagem de neur6nios de pequeno (<30 pum), médio (entre 30 e 40 um) e grande diametro (>40
pum) em culturas primérias de ganglios da raiz dorsal de animais recém-nascidos. Esta sendo mostrada a média e
E.P.M. de 7-8 animais por grupo experimental.
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Figura 2: Porcentagem de neur6nios de pequeno (<30 pum), médio (entre 30 e 40 um) e grande diametro (>40
pum) em cortes congelados de ganglios da raiz dorsal (L5) de animais adultos. Estd sendo mostrada a média e
E.P.M. de 7-8 animais por grupo experimental.

Os subtipos de neur6nios também foram classificados através de imunofluorescéncia
utilizando anticorpos contra as moléculas: TRPV1 - receptor vaniloide presente apenas em

nociceptores; NFH - neurofilamento H presente em fibras de maior diametro e Substancia P -
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presente em neuronios nociceptivos peptidérgicos. A marcacdo dos neurdnios nociceptivos
ndo-peptidérgicos foi realizada utilizando 1B4 (Isolectina B4) fluorescente que se liga
especificamente a este subtipo de neurdnios. A figura 3 ilustra as marcacGes obtidas em
culturas primarias de ganglios da raiz dorsal de animais recém-nascidos e a Figura 4 ilustra as

marcagdes observadas em cortes congelados de ganglios da raiz dorsal de animais adultos.
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Animais Controle Animais Tratados

A1)

B.1)

C.1)

D.1) D.2)
Figura 3: Imagens de imunofluorescéncia de culturas primérias de ganglios da raiz dorsal obtidas de ratos recém-
nascidos. A esquerda estio sendo mostradas culturas de animais controles e a direita imagens de culturas de ratos
filhos de mées diabéticas. A) Imunofluorescéncia para NFH. B) Imunofluorescéncia para VR1. C)

Imunofluorescéncia Substancia P. D) Marcacg&o fluorescente para 1B4.
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Figura 4: Imagens de imunofluorescéncia de cortes congelados de ganglios da raiz dorsal obtidos de ratos
adultos. A esquerda estio sendo mostrados cortes de ganglios de animais controles e a direita imagens de cortes
de ganglio de ratos filhos de médes diabéticas. A) Imunofluorescéncia para NFH. B) Imunofluorescéncia para
VRL1. C) Imunofluorescéncia Substancia P. D) Marcacéo fluorescente para I1B4.
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Nos experimentos de imunofluorescéncia realizados em culturas de ratos recém-
nascidos, ndo foi observada diferenca entre as propor¢des de neur6nios que apresentaram

marcacao positiva para os diferentes marcadores testados, tal como mostrado na figura 5.

1 controle

E Filhos de maes

55 - diabéticas
50 4
§ s T
= 40 4 T
-
S 35 4
8304
S 25
—_
3 20 -
=
215 -
2 10 4
5

NFH VR1 B4 SP

Figura 5: Porcentagem de neurdnios positivos para cada marcacdo fluorescente (NFH, VR1, IB4 e SP) em
culturas primérias de ganglios da raiz dorsal de animais recém-nascidos. Esta sendo mostrada a média e E.P.M.
de 7-8 animais por grupo experimental.

J& nos animais adultos, quando sdo comparadas as marcacgdes entre o0 grupo controle e
0 grupo de animais filhos de maes diabéticas, podem ser observadas algumas diferencgas
estatisticamente significantes mostradas na figura 6. Os animais filhos de mées diabéticas
apresentam menos marcacdo de neurdnios grandes (neurofilamento H) que os animais
tratados (P=0.0078). Além disso, os animais filhos de maes diabéticas apresentam maior
porcentagem de neurdnios marcados positivamente para Substancia P (P=0.0291) e Isolectina
B4 (P=0.0353).
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Figura 6: Porcentagem de neurdnios positivos para cada marcagdo fluorescente (NFH, VR1, IB4 e SP) em cortes
congelados de ganglios da raiz dorsal (L5) de animais adultos. Estad sendo mostrada a média e E.P.M. de 7-8
animais por grupo experimental. * p<0,05 quando comparado ao respectivo controle.

5.3 Avaliacdo da sensibilidade mecanica em patas de animais adultos

Para avaliar se as alteracbes funcionais ocorrem no sistema sensorial de ratos
submetidos a diabetes materno no utero foi utilizado o teste Von Frey eletrdnico nas patas
traseiras direitas dos animais adultos em condi¢Ges basais e ap6s a injecdo intraplantar de
carragenina (1%). N&o foi observada diferenga na sensibilidade mecénica basal nos dois
grupos avaliados (dados ndo mostrados). No entanto, os ratos filhos de mées diabéticas
apresentaram menor intensidade da hiperalgesia (P = 0,045) na 62 hora apos a injecdo de

carragenina, como se mostra na Figura 7.
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Figura 7: Teste Von Frey eletronico: avaliacdo da sensibilidade mecénica em patas de animais adultos. A
intensidade de hiperalgesia induzida por carragenina (100 pg/pata, i.pl.) foi obtida através da subtracéo do limiar
obtido em cada momento do limiar basal de cada animal. Est4 sendo mostrada a média e E.P.M. de 6 animais
por grupo experimental. *significativamente diferente do grupo controle no mesmo tempo de resposta (p<0,05).

5.4 Avaliacdo da sensibilidade térmica em patas de animais adultos

O teste da placa quente avaliou a laténcia da resposta de lamber ou sacudir a pata de
animais adultos apos serem submetidos a uma placa aquecida a 55°C. Esse teste foi realizado
com o objetivo de avaliar a sensibilidade térmica. Observou-se uma diferenca de sensibilidade
térmica nociceptiva entre animais controle e filhos de mées diabéticas. A figura 8 mostra que
os animais filhos de maes diabéticas tem mais sensibilidade térmica uma vez que a laténcia

desses animais na placa quente é menor (P<0.0001).
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Figura 8: Teste da Placa Quente: avaliacdo da sensibilidade térmica em patas de animais adultos. Esta sendo
mostrada a média e E.P.M. de 10-12 animais por grupo experimental. * significativamente diferente do grupo
controle (p<0,0001).

5.5 Avaliacdo da nocicepcdo induzida por formalina nas patas de animais adultos

O sistema sensorial nociceptivo dos animais adultos também foi avaliado pela
nocicepc¢édo induzida por formalina, um teste que apresenta duas fases. A primeira fase (0-5
minutos pos-injecdo) é chamada de fase neurogénica, na qual, supostamente, ocorre a ativacao
direta dos nociceptores locais pela formalina, e a segunda (15-30 minutos ap0s a injecdo) é
chamada de fase inflamatéria, na qual o comportamento observado é resultante da acdo de
mediadores inflamatdrios liberados pelo estimulo. Na primeira fase de nocicepcao induzida
por formalina ndo ha diferenca significativa entre o grupo controle e os filhos de maes
diabéticas. No entanto, no inicio da segunda fase, o numero de flinches dos animais filhos de

mades diabéticas foi maior que o do grupo controle (P=0.02) como mostrado na figura 9.
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Figura 9: Teste da Formalina: avaliacdo da nocicep¢do induzida por formalina (2,5%, i.pl) em patas de animais
adultos. Estd sendo mostrada a média e E.P.M. de 9-10 animais por grupo experimental. *significativamente
diferente do grupo controle no mesmo tempo de resposta (p<0,05).

5.6 Avaliagéo da nocicepcdo induzida por injecdo de capsaicina em patas de animais adultos

O receptor TRPV1 também é conhecido como receptor de capsaicina, portanto, para
avaliar a funcionalidade desses canais e estimulacdo dos neurénios nociceptivos foi realizado
0 teste da injecdo intraplantar de capsaicina. Nado houve diferenga significativa na

sensibilidade entre os dois grupos de animais estudados, como mostrado na figura 10.
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Figura 10: Teste da capsaicina: Efeito do diabetes materno sobre a nocicepcdo induzida por capsaicina. Esta
sendo mostrado o nimero de reacfes nociceptivas composto pela quantidade de vezes em que o animal sacode a
pata tratada somada ao tempo que os animais ficaram lambendo as patas, sendo que cada segundo lambendo a
pata foi contabilizado como uma reagdo. Estd sendo mostrada a média e E.P.M. de 5-6 animais por grupo
experimental.
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6 Discussao

Neste estudo foi verificado que as respostas nociceptivas estdo alteradas na prole de
ratas diabéticas. Além dos ensaios com recém-nascidos, 0s experimentos foram realizados
também em ratos adultos, muito tempo apos o seu contato com o ambiente hiperglicémico no
utero, o que indica que o diabetes materno pode influenciar nas sensagdes nociceptivas ao
longo da vida. O diabetes materno foi induzido no inicio do periodo gestacional utilizando
aloxana para destruir parcialmente as células B do pancreas. Portanto, esse modelo é bastante
similar a uma situacdo de diabetes tipo 1 ndo-controlada, onde a producdo/ administracdo de
insulina ndo é suficiente para compensar a hiperglicemia. No entanto, nos casos em que a
diabetes do tipo 2 ja esta presente antes de gestacdo, alteracBes semelhantes seriam de se
esperar, uma vez que a producdo de insulina pelo feto em desenvolvimento se da ainda no
inicio da gestacdo (SCHARFMANN, 2000) levando a hiperinsulinemia em ambos os tipos de
diabetes maternos (GASPAR; NASCIMENTO, 2004). No caso de diabetes gestacional, que
geralmente se desenvolve durante o segundo ou terceiro trimestre de gestacdo o risco de
malformacdes congénitas sdo reduzidos uma vez que esse € maior quando a hiperglicemia
esta presente durante a fase de organogénese. Por outro lado, o crescimento de terminais
periféricos e centrais de neurdnios sensoriais primarios ocorre tardiamente durante o
desenvolvimento fetal e continua ap6s o nascimento (JACKMAN; FITZGERALD, 2000).
Uma vez que a neuropatia diabética € geralmente causada pela degeneracdo do nervo
periférico, é possivel que a hiperglicemia em fases tardias da gestacdo possa ainda causar
alteracdes sensoriais.

Os resultados obtidos neste estudo mostram que existem diferencas entre as
populacdes de neurdnios dos animais controle e dos animais filhos de ratas diabéticas. Nos
animais adultos, detectou-se um aumento dos neurdnios com marcacdo tipica de nociceptores
ndo peptidérgicos e peptidérgicos, IB4 e Substancia P, respectivamente. Ocorreu uma
tendéncia de aumento também na propor¢cdo de neurdnios nociceptivos positivos para o
receptor vaniléide TRPV1. Seria de se esperar que animais recém-nascidos apresentassem
alteracdes semelhantes ou ainda mais evidentes do que as observadas nos animais adultos. No
entanto, ndo foi possivel observar diferenca entre as populacbes de neurénios nos
experimentos realizados com os animais neonatos. Apesar disto, acreditamos que diferencas
possam estar presentes nos animais neonatos e que o método utilizado para avaliar este grupo
de animais ndo tenha sido eficiente para detectar estas possiveis alteracdes. Devido & pequena

dimensdo dos ganglios da raiz dorsal dos animais neonatos, decidiu-se por avaliar as
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populacbes neuronais através de imunofluorescéncias obtidas de culturas primérias dos
ganglios destes animais. Durante o procedimento de dissocia¢do das células e plagueamento
das culturas é normal ocorrer perda neuronal. Entretanto, a morte neuronal ocorrida durante os
procedimentos de cultura nos nossos experimentos parecem que afetaram principalmente os
neuronios de maior diametro (figura 1), de forma que a quantidade de neur6nios de didmetro
grande ficou muito reduzida se compararmos com 0s resultados obtidos em cortes de ganglios
de animais adultos. E possivel que as populag®es neuronais difiram entre animais neonatos e
adultos, embora ndo tenhamos encontrado dados na literatura que suportem esta ideia.
Portanto, acreditamos que a diferenca & mais bem explicada por uma maior sensibilidade dos
neurénios de diametro grande as condig¢des de cultura. Deste modo, outros experimentos serdo
necessarios para que seja possivel avaliar as provaveis alteracdes no desenvolvimento
nociceptivo dos animais neonatos filhos de ratas diabéticas. Atualmente, esta sendo iniciado
um novo estudo em que provavelmente serd possivel avaliar diferencas no desenvolvimento
dos animais neonatos.

Além disso, em relacdo a proporcdo de marcacdes imunofluorescentes em animais
neonatos ndao foram observadas diferencas significativas, diferente dos resultados obtidos de
animais adultos. Como seria de se esperar que esses animais apresentassem alteracoes
semelhantes ou maiores que animais adultos, isso também pode ser provavelmente explicado
devido as condigdes das células em cultura. Deste modo, os resultados aqui apresentados
mostram que o diabetes materno causa alteracbes no desenvolvimento dos neurdnios
sensitivos periféricos e que estas alteracdes se mantém nos animais adultos. Visto que as
subpopulacdes de neurdnios com caracteristicas de nociceptores estd aumentada nos animais
filhos de ratas diabéticas podemos esperar que estes animais apresentem uma sensibilidade
maior a estimulos nociceptivos do que animais controle. Por outro lado, existem diversos
outros fatores que ndo foram avaliados em nossos experimentos e que podem afetar a
sensibilidade tatil e dolorosa, como, por exemplo, uma expressdo diferenciada de canais
ibnicos dependentes de voltagem. Alteracbes na expressdao ou funcdo de canais i0nicos
parecem ser 0S mecanismos responsaveis por produzir as variacfes de sensibilidade
observadas nas desordens neuropaticas (para revisdo, LIU; WOOD, 2011, ZULIANI et al.,
2010). Alteracdes em correntes ou na expressio dos canais de Na® TTX-R, que sdo
caracteristicos de nociceptores, foram observadas na neuropatia diabética (HONG; WILEY,
2005, HONG et al., 2004) e, portanto, um estudo acerca da expressdo destes canais em ratos
filhos de mées diabéticas estd sendo proposto pelo nosso grupo e podera trazer informacées

adicionais importantes.
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Além de afetar diremente os neurbnios do sistema sensorial nociceptivo, em animais
diabéticos, as lesdes provocadas apos estresse oxidativo se desenvolvem em outras células do
ganglio da raiz dorsal. As lesbes que ocorrem nas céluas da glia irdo acarretar o processo de
desmielinizacdo, explicando a reducdo na velocidade de conducdo do nervo e manifestacfes
dolorosas da neuropatia. O estresse oxidativo também é pro-infamatério e altera a producao
de mediadores inflamatdrios (DOBRETSOV, ROMANOVSKY, STIMERS, 2007).

Os estudos de Ruotsalainen et al em 2008 e 2010 mostraram que humanos nao
diabéticos filhos de mdes com diabetes do tipo 2 apresentam niveis aumentados de
mediadores inflamatorios como IL-1p, IL-1ra, IL-6 e a proteina C reativa. Vérias observagdes
sugerem que a liberacdo de IL-1 logo apos a lesdo do nervo periférico pode ser de particular
importancia no aumento duradouro na excitabilidade do neurdnio sensorial, bem como o
estabelecimento de comportamento relacionado a dor neuropatica. Por exemplo, a expressao
do mRNA do receptor de IL-1, o IL-1RI neurdnios sensoriais (COPRAY et al. 2001) implica
que IL-1 afeta diretamente aferentes primarios. Os estudos de Stemkowski e Smith, em 2012,
mostraram que a exposicdo a IL-1p aumenta a excitabilidade em neurdnios do ganglio da raiz
dorsal com pequenos e médios corpos neuronais marcados positivamente para B4, achados
que podem preceder o desenvolvimento da dor neuropatica. Neste estudo foram realizados
dois testes comportamentais em que ha envolvimento de hiperalgesia inflamatéria; o teste da
formalina (figura 9) e a sensibilidade mecénica frente a administragdo intraplantar de
carragenina (figura 7). No teste da formalina pudemos detectar um aumento da resposta
nociceptiva no inicio da segunda fase deste teste, que € a fase onde ocorre um maior
envolvimento de mediadores inflamatorios (PARADA et al, 2001). Deste modo, este teste
sugere que os animais filhos de ratas diabéticas teriam uma susceptibilidade maior dos
neurdnios aos efeitos dos mediadores inflamatorios, ou ainda, uma resposta inflamatéria que
se desenvolve mais rapidamente. Por outro lado, no teste de sensibilidade mecénica apds
administracdo de carragenina, os animais filhos de ratas diabéticas apresentaram uma
diminuicdo na sensibilidade mecanica ap6s 6 horas da administracdo do agente inflamatério.
Novamente, ndo podemos, através dos nossos resultados, determinar o motivo desta
diminuicdo. E possivel que o efeito da carragenina também tenha se dado de forma mais
rapida nestes animais, visto que nos intervalos de tempo testados ndo pudemos observar o
inicio da resposta, e que por este motivo a resposta inflamatoria também termine mais cedo
nestes animais. Embora ndo tenha sido observada diferenca estatistica, podemos observar na
figura 8 que a segunda fase do teste da formalina parece acontecer mais cedo e que existe uma

tendéncia de que esta fase termine também mais cedo nos animais filhos das ratas diabéticas.
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Em resumo, 0 que pode estar ocorrendo é uma antecipacdo da resposta inflamatdria, talvez
devido ao aumento crénico de mediadores inflamatdrios, como detectado por outros autores
(RUOTSALAINEN et al, 2008, 2010), ou ainda, uma alteracdo na cinética de sensibilizacéo
dos neurdnios nociceptivos. O aumento na proporcdo de neurénios nociceptivos observada
nos animais filhos de ratas diabéticas pode ser um dos fatores que altera a cinética de resposta
aos mediadores inflamatorios.

Ja analisando os nossos achados em relacdo aos canais TRPV1 e a sensibilidade
térmica, o receptor vaniloide de capsaicina TRPV1 é um canal de cations expresso em
neurdnios sensoriais primarios que tem o soma neuronal pequeno ou médio e estdo
envolvidos no estimulo de dor, provocando uma sensacdo de queimacdo (HOLZER, 1991;
CATERINA et al, 1997).

Embora nossos resultados apontem para a existéncia de uma quantidade semelhante ao
grupo controle desses canais TRPV1 nos animais filhos de mées diabéticas, nds observamos
uma tendéncia de aumento tanto nos recém-nascidos quanto nos animais adultos. Essa
tendéncia pode ser importante para explicar uma maior sensibilidade térmica e também a
injecdo capsaicina dos animais filhos de maes diabéticas, uma vez que esses receptores canais
sdo indispensaveis para esse tipo de sensibilidade (CATERINA et al, 2000). Os estudos de
Caterina et al, em 2000, mostraram que neurdnios sensoriais de ratos sem TRPV1 sdo muito
deficientes em resposta a estimulos nocivos, como a resposta apés injecdo de capsaicina, que
fica muito prejudicada e também em resposta a temperatura elevada, observada no teste da
placa quente (55°C), em que 0s animais nocaute para TRPV1 apresentam uma laténcia maior
na placa comparada ao grupo controle. Nesse mesmo estudo de Caterina et al, em 2000,
quando foi avaliada a sensibilidade mecéanica dos animais com expresséo de TRPV1 e animais
nocaute para TRPV1, ndo foi observada nenhuma diferenca significativa entre os dois grupos
apos a realizacdo do teste de Von Frey e teste de pressdo na cauda. Portanto, essa maior
sensibilidade térmica e a capsaicina observada em nossos resultados pode ser resultante desse
ligeiro aumento de receptores TRPV1 nos neurdnios sensoriais primarios do ganglio da raiz
dorsal. Esses resultados sdo compativeis com o0s encontrados em animais diabéticos
portadores de neuropatia diabética dolorosa, como demonstrados dos estudos de Hong e
Wiley em 2005, onde esses animais tém maior expressdo de TRPV1 na membrana das células
e também uma maior expressdao de uma proteina tetramérica formadora desses canais,
apoiando assim um aumento do nimero de receptores TRPV1 funcionais nas membranas das
células. O trabalho de Ochoa et al, em 2005, também sugere a expressdo ou modulagdo

alterada de receptores TRPV1 em pacientes humanos portadores de neuropatia dolorosa.



50

A captacdo de glicose pelos neurbnios sensoriais primarios ndo € dependente de
insulina (PATEL et al., 1994). No entanto, estes neurdnios possuem receptores funcionais
para insulina (SUGIMOTO et al., 2002). Nestes neur6nios, a insulina e o IGF-1 parecem atuar
como fatores neurotroficos colaborando para a sobrevivéncia e crescimento de neuritos
(RECIO-PINTO et al.,, 1986) sendo atualmente discutida a possibilidade de que estes
hormdénios também sejam importantes para o desenvolvimento da neuropatia diabética. Van
BUREN e colaboradores (2005) mostraram que insulina e IGF-1 sensibilizam o receptor
TRPV1 em neurdnios do ganglio da raiz dorsal, causando aumento nas correntes induzidas
por capsaicina e translocacdo do receptor para a membrana. Além disso, em modelo de
diabetes induzido por injecdo de estreptozotocina foi verificado que tanto animais
hiperglicémicos quanto animais que ndo apresentaram hiperglicemia tiveram uma diminui¢do
do limiar mecénico e térmico nociceptivos (ROMANOVSKY et al., 2004, 2010). Tudo isso
implica que, ndo s6 o ambiente hiperglicémico ao qual os animais estdo submetidos no Utero
materno pode provocar alteragBes no seu sistema nociceptivo sensorial, mas também outros
fatores podem ocasionar esse processo, como a hiperinsulinemia que se desenvolve nesses
animais na tentativa de compensar a hiperglicemia materna, os fatores de crescimento
envolvidos nesse processo e também mediadores inflamatdrios podem alterar o limiar de
excitabilidade neuronal.

Embora aferentes ndo mielinizados geralmente desempenhem um papel mais
significativo na dor neuropatica diabética, alteracGes patoldgicas da neuropatia diabética
ocorrem principalmente nas fibras mielinizadas. Um estudo mostrou que animais diabéticos
desenvolvem alodinia tatil e os registros eletrofisioldgicos registraram maior atividade em
fibras AP e AJ, sendo estas, portanto, muito importantes no desenvolvimento da neuropatia
diabética (KHAN; CHEN; PAN, 2002). Este envolvimento maior das fibras mielinizadas se
da principalmente devido a sensibilidade das células de Schwann a hiperglicemia o que induz
a desmielinizacdo dos neurdnios (TOSAKI et al., 2008) e consequente alteracdo na velocidade
de conducéo. E interessante notar que os animais filhos de ratas diabéticas apresentaram uma
proporcdo menor de neurbnios com caracteristicas de neurdnios mielinizados (marcacao para
NFH) quando comparados aos animais controle. Esta menor quantidade de neurbnios pode
estar relacionada a esta maior sensibilidade destes ha hiperglicemia, embora também possa ser
causada por alteracdo na expressdo do fator de crescimento BDNF, conforme verificado por
Germani et al. em 1999. Este resultado sugere que, além de diferencas nas sensagdes
nociceptivas, os individuos filhos de maes diabéticas podem apresentar também alteragdes nas

sensacOes tateis e proprioceptivas. Estas alteracbes sdo dificeis de serem detectadas em
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animais experimentais. Esperamos que este estudo realizado em animais possa servir de base
para estudos em humanos, em que poderdo ser avaliadas tanto as sensibilidades aos diferentes
estimulos nociceptivos quanto as possiveis alteracdes tateis em individuos filhos de mulheres
que apresentaram diabetes durante a gestacdo. Conforme mencionado anteriormente, ndo ha
em nosso conhecimento, relato de alteragcdes no sistema somestésico em individuos filhos de
mdes diabéticas. Desta forma, este estudo é pioneiro e importante por demonstrar que o
sistema nociceptivos periférico se desenvolve de forma diferente devido ao diabetes materno.
Ainda, observamos que estas alteracdes estdo presentes em animais adultos, muito tempo
depois do contato com o ambiente hiperglicémico. Alteragdes somestésicas congénitas sao
dificeis de serem detectadas a menos que muito intensas. Se o individuo nasceu com uma
maior ou menor sensibilidade tatil ou dolorosa, € bem provavel que ndo va perceber esta
diferenca. Especialmente tratando-se do sistema nociceptivo, onde variacfes individuais na
sensibilidade sdo normalmente grandes, uma possivel diferenca provavelmente sera detectada
apenas em estudos que avaliem um ndmero grande de individuos. Isto ndo significa,
entretanto, que estas alteracfes ndo sejam importantes. Por exemplo, estes individuos podem
apresentar uma maior ou menor propensao em desenvolver neuropatias e também podem
responder de forma diferenciada aos farmacos analgésicos. Devido a grande e ainda crescente
prevaléncia do diabetes mellitus faz-se necessario conhecer qualquer alteracdo decorrente

desta patologia a fim de prevenir e/ou tratar adequadamente os individuos por ela afetados.
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7 Conclusdo

A partir desse estudo podemos entéo concluir que:
- Animais adultos filhos de ratas diabéticas apresentam uma menor proporcdo de neurbénios
com caracteristicas de neurbnios ndo nociceptivos e uma maior propor¢do de neurbnios
nociceptivos.
- Animais adultos filhos de mées diabéticas apresentam sensibilidade térmica aumentada.
- Animais adultos filhos de mdes diabéticas apresentam alteracbes na resposta nociceptiva
associada a efeitos de mediadores inflamatorios.
- Animais adultos filhos de maes diabéticas apresentam diminuicéo da sensibilidade mecénica
apos seis horas da administracdo de um agente inflamatorio.

Portanto, neste estudo foi verificado que as respostas nociceptivas estdo alteradas em
animais adultos filhos de ratas diabéticas e que estas alteragdes sdo acompanhadas por

mudangas no perfil dos neurdnios presentes no ganglio da raiz dorsal.
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Anexo 1: Aprovagio pela Comisséo de Etica na Utilizacdo de Animais

r | Universidade Federal de Uberlandia {%

- Comissio de Etica na Utilizagao de Animais - Utiizag do de Animals
CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo para uso de animais em
experimentacéo n°® 093/11, sobre o projeto de pesquisa intitulado
“Avaliagdo morfolégica e funcional sensorial nociceptivo na prole de
ratas com diabetes melito”, sob a responsabilidade da Professora
Doutora Celina Monteiro da Cruz Lotufo, esta de acordo com os
principios  éticos na  experimentacdo animal conforme
regulamentagdes do Conselno Nacional de Controle e
Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi APROVADO pela
Comissdo de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) — UFU em
reunido de 11 de novembro de 2011.

(We certify that the protocol n° 093/11, about “Morphologic and functional evaluation of the
nociceptive system in the offspring of diabetic rats”, agrees with the ETHICAL PRINCIPLES ON
ANIMAL RESEARCH as regulations of National Advice of Control and Animal Experimentation
(CONCEA) and approved by Ethics Commission on Use of Animals (CEUA) - Federal
University of Uberlandia in 11/11/2011).
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