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RESUMO

Objetivos: Comparar a nocicepgao e, histomorfometricamente, a sec¢@o transversa de nervos periféricos de ratos Wistar submetidos ao modelo
de obesidade induzida pelo glutamato monossodico com animais controle.

Métodos: Foram utilizados ratos Wistar, divididos em grupo obeso e grupo controle. Desde o nascimento, durante os primeiros cinco dias de
vida, os ratos do grupo obeso receberam uma injegao diaria subcutinea de glutamato monossodico (4g/kg de peso corporal/dia), enquanto os
ratos do grupo controle receberam solugdo salina hiperosmotica (1,25 g/kg de peso corporal/dia). Foi avaliada a nocicepgao, pelo limiar de
retirada do membro, com uso de analgesimetro digital tipo Von Frey, com o estimulo dado na regido palmar da pata anterior direita. A primeira
avaliacdo foi realizada cerca de 20 dias antes da eutanasia, sendo a segunda avaliagdo realizada no dia anterior ao da eutanasia. Posteriormente,
foi dissecado o nervo mediano, na regido do cotovelo e processado com cortes transversais para analise histologica. As variaveis analisadas
foram: numero de axdnios por campo; didmetros dos axdnios, das fibras e da bainha de mielina, e coeficiente G. Os resultados foram analisados
por meio do teste t de Student para amostras independentes e t pareado, com nivel de significancia de 5%.

Resultados: Foram estudados 14 ratos, sendo sete no grupo obeso e sete no grupo controle. A avaliacdo da nocicepgdo mostrou que os
animais do grupo obeso apresentavam menor limiar de retirada. Para os dados histomorfométricos, os resultados ndo mostraram diferengas
significativas entre os dois grupos estudados.

Conclusdes: Os animais obesos apresentaram menor limiar nociceptivo, porém ndo houve diferencas morfométricas dos nervos medianos
entre animais submetidos a0 modelo de obesidade induzida pelo glutamato monossddico e os controles.

DESCRITORES: OBESIDADE; MEDICAO DA DOR; NERVO MEDIANO; RATOS WISTAR.

ABSTRACT

Aims: To compare nociception and, histomorphometrically, the transverse section of peripheral nerves (median) of Wistar rats submitted to
obesity model induced by monosodium glutamate with control animals.

Methods: Fourteen Wistar rats divided into control and obese groups were used. During the five first days since birth the rats from obese group
received a daily subcutaneous injection of monosodium glutamate (4 g/kg body weight/day), while the control group received hypertonic saline
(1.25 g/kg body weight/day). Nociception was evaluated by the withdrawal threshold of the limb, using digital analgesymeter type Von Frey,
with the stimulus given in the palmar region of the right hind paw. The first assessment was carried out about 20 days before euthanasia, and
the second assessment was performed on the day before euthanasia. Subsequently the median nerve was dissected in the elbow region and
processed with cross sections for histological analysis. The analyzed variables were: number of axons per field; axons, fibers and myelin sheath
diameters, and G coefficient. The results were analyzed using the ¢ test for independent samples and paired ¢ test, with a significance level of 5%.
Results: Fourteen rats were assessed, being seven of the obese group and seven of control group. The evaluation of nociception showed that
the animals of the obese group had lower withdrawal threshold. For histomorphometric data, the results showed no significant differences
between the two groups.

Conclusions: The obese animals showed lower nociceptive threshold, however, there were no morphometric differences of the median nerves
between animals subjected to the model of obesity induced by monosodium glutamate and the control group.
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INTRODUCAO

A obesidade pode ser caracterizada como o acimulo
de gordura corporal, generalizado ou localizado,
que acarreta prejuizos a saude de um individuo.!
Além dos fatores socioculturais, as alteragdes no
balango energético que causam a obesidade podem
estar relacionadas a fatores genéticos, metabolicos,
enddcrinos e neurais.? Alteragdes no hipotdlamo,
regido que exerce um papel chave na homeostase
energética e no controle do peso corporal, levam ao
desenvolvimento de distirbios metabdlicos, ganho
de peso e obesidade conhecida como obesidade
hipotalamica.> A obesidade esta associada a alguns
disturbios metabdlicos que incluem intolerancia a
glicose, hipertensdo arterial, dislipidemia e diabetes
mellitus tipo 2.4

A neuropatia periférica diabética é uma das
mais frequentes complicacdes da diabetes mellitus,
sendo considerada a principal causa de morbidade
e mortalidade entre diabéticos; esta frequentemente
associada com dor debilitante e lidera as amputagoes
ndo traumaticas.>’ Existem evidéncias epidemiologicas
e laboratoriais para sustentar outros fatores, além da
hiperglicemia, para o desenvolvimento da neuropatia
periférica diabética, incluindo obesidade, hipertensao,
dislipidemia, inflamagao e resisténcia a insulina.>® A
neuropatia periférica pode ocorrer tanto em pacientes
pré-diabéticos quanto em diabéticos, e também pode
ser desenvolvida em modelos animais.’ Tal neuropatia
¢ associada com perda sensitiva e degeneragdo de
todos os tipos de fibras em nervos periféricos, sendo
observada, em animais de experimentagao, uma fase
de hiperalgesia seguida por hipoestesia.'’

Para melhor compreensdo dos mecanismos
envolvidos com a obesidade e suas comorbidades, sdo
utilizados diferentes modelos animais experimentais
obesos, diabéticos e pré-diabéticos. Um modelo
amplamente utilizado ¢ o de obesidade induzida por
les@o hipotalamica através de injecdes de glutamato
monossodico (MSGQG).!"! Quando o MSG ¢ administrado
no periodo neonatal, em roedores, ocorrem lesdes
no nucleo arqueado do hipotalamo, na eminéncia
mediana, levando a obesidade nesses animais, na
vida adulta.!! A obesidade hipotalamica MSG em
roedores simula a obesidade hipotalamica em humanos
e também esta associada a hiperinsulinemia, com
posterior resisténcia a insulina.'*!* Entretanto, esses
animais sao considerados pré-diabéticos, visto que sao
normoglicémicos frente a hiperinsulinemia.'s

A neuropatia periférica ¢ um grande problema para
apopulacdo diabética, sendo a obesidade um dos fatores
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de risco para essa condi¢gao. No modelo experimental de
obesidade por MSG ocorrem alteragdes pré-diabéticas
¢ inflamatoérias,' e outros modelos de obesidade
em animais apontam para alteragdes na conducdo
nervosa.” Levando em conta esses fatos, o presente
estudo teve como objetivo comparar a nocicepgao e,
histomorfometricamente, a sec¢do transversa do nervo
mediano de ratos Wistar submetidos ao modelo de
obesidade MSG, com animais controle.

METODOS

Todos os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Uso Animal da
Universidade Estadual do Oeste do Parana (Unioeste),
sob numero 25/2013-CE. Este estudo caracteriza-se
como um ensaio experimental e transversal, no qual
foram utilizados ratos Wistar, que ao nascimento
receberam uma injecdo diaria subcutanea de MSG
(4g/kg de peso corporal/dia — grupo obeso) ou solugao
salina hiperosmotica (1,25 g/kg de peso corporal/dia
— grupo controle), durante os primeiros cinco dias de
vida."

Os animais foram mantidos em fotoperiodo claro/
escuro de 12 horas a uma temperatura ambiente
de 23+2° C, com agua e ragdo ad libitum. Quando
completados 94+4 dias de idade, os animais foram
anestesiados com solugdo de cloridrato de quetamina
(50 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg), e foi
dissecado o nervo mediano direito, logo superior a
articulacdo do cotovelo. Posteriormente, os animais
foram eutanasiados por decapitagdo em guilhotina.

A nocicepgao foi avaliada pelo limiar de retirada.!”
O equipamento utilizado para realizar o teste de
sensibilidade dolorosa foi o analgesimetro digital
tipo Von Frey da marca Insight® (Ribeirdao Preto, Sdo
Paulo), o qual consiste de um brago mecénico, com
filamento descartavel afilado de polipropileno.'® Os
animais foram contidos manualmente e o filamento de
Von Frey aplicado na regido palmar da pata anterior
direita, com pressdo crescente até 0 momento em que
o animal retirava 0 membro, ou seja, até o limiar de
retirada do membro. A primeira avaliacdo foi realizada
cerca de 20 dias antes da eutanasia e a segunda foi
realizada no dia anterior ao da eutanasia. Em cada
avaliagdo o teste foi repetido trés vezes e utilizado
o valor médio das repeticdes, com unidade em
gramas-forga (gf).

Para avaliar a obesidade, com o animal anestesiado
foi realizado o calculo do Indice de Lee, por meio da
raiz cubica da massa corporal (g) e o comprimento
naso-anal (cm), multiplicado por 1000. O resultado
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demonstra o estado nutritivo, pois o indice de Lee tem
correlagdo com a massa gorda.!” Além desse indice,
visando avaliar o modelo de obesidade, apos a eutanasia
dos animais foi dissecada a gordura das regides
perigonadal e retroperitoneal, que posteriormente
foram pesadas em balanca analitica.

Foi dissecado o nervo mediano direito, na regiao
do cotovelo, sendo processado com cortes transversais
para analise histologica. O processamento histo-
l6gico foi baseado e adaptado do protocolo de Scipio
et al.?® Os nervos foram fixados em tetréxido de
o6smio 2% em PBS pH 7,4, emblocados em parafina e
cortados transversalmente, com espessura de 5 um, em
micrétomo CUT 4055 (Olympus, Mainz, Alemanha).
As laminas foram desparafinizadas em xilol, duas
vezes de cinco minutos cada, ¢ montadas com
Entellan® (Merck, Darmstadt, Alemanha), ndo havendo
necessidade de coloragdo. Na captura das imagens, 0s
nervos foram subdivididos em quatro quadrantes, sendo
fotomicrografados individualmente em microscopio
de luz BX60 (Olympus, Toquio, Japao), com objetiva
de 100 vezes. Posteriormente as imagens foram ana-
lisadas com auxilio do programa Image-Pro-Plus 6.0,
sendo que em todas foi utilizado um zoom de 25%.
As variaveis analisadas foram: nimero de axdnios
em quatro campos visuais, localizados nas extremi-
dades superior direita, superior esquerda, inferior
direita e inferior esquerda; didmetros dos axonios,
das fibras e da bainha de mielina, que foram contabi-
lizadas 50 fibras por nervo, e coeficiente G (razdo
entre o didmetro do axdnio pelo didmetro da fibra
nervosa).

Os resultados foram expressos e analisados por
meio da estatistica descritiva e inferencial. Realizou-se
o teste de Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade
dos dados e posteriormente foi utilizado o teste t de
Student para amostras independentes, comparando os
grupos. Na comparagdo intragrupo (nocicepc¢ao) foi
utilizado o teste t pareado. O nivel de significAncia
aceito foi de 5%.

RESULTADOS

Foram utilizados no estudo 14 ratos Wistar, sendo
sete alocados no grupo obeso e sete no grupo controle.
Nao foram realizadas medidas nos primeiros cinco dias
de vida, porém, os animais eram nascidos na mesma
época, de ratas normais (sem obesidade), sendo de
tamanhos similares. Aos 90 dias de vida, os grupos
apresentaram-se bem definidos, com caracteristicas
corporais distintas, indicando que o grupo MSG
realmente tornou-se obeso (Tabela 1).
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A avaliacdo da nocicep¢do mostrou que os animais
do grupo MSG apresentavam menor limiar de retirada,
tanto na primeira quanto na segunda avaliagdo, porém
na comparagdo intragrupo nao houve diferencgas
significativas (Tabela 2).

Para os dados histomorfométricos, os resultados
ndo mostraram diferengas significativas entre os dois
grupos estudados (Tabela 3).

Tabela 1. Caracteristicas corporais de 14 ratos Wistar aos 90
dias de vida, sendo que sete foram submetidos ao modelo
de obesidade induzida pelo glutamato monossédico (Grupo
Obeso) e sete avaliados como controle (Grupo Controle)

Caracteristicas Grupo Controle  Grupo Obeso p
Peso corporal (g) 402,4+28,3 267,4+59,0 0,0001*
(O 17T 22,5+1,3 18,2+2,1 0,0003*
naso-anal (cm)
indice de Lee 328,7+18,6 354,3+30,4 0,0406*
Peso da gordura 1,363+0,398 2,263+0,269  0,0002*
perigonadal (g)

Peso da gordura 1,713+0,321 2.031+0,352  0,0511

retroperitoneal (g)

Os dados representam a média=desvio-padrao.
* Diferenca significativa entre os grupos.

Tabela 2. Valores obtidos para o limiar de retirada da pata,
ao estimulo pressorico, em 14 ratos Wistar aos 74 e 94+4
dias de vida, sendo que sete foram submetidos ao modelo
de obesidade induzida pelo glutamato monossédico (Grupo
Obeso) e sete avaliados como controle (Grupo Controle)

Avaliacao Grupo Controle  Grupo Obeso P

Avaliacao com

74 dias de vida UaR) /UsE o0

118,63+14,25  0,0096*

Avaliacao com

94 dias de vida 1S Se=E 1 210

114,29+11,32  0,0126*

p=0,6889 p=0,4671

Os dados representam a média + desvio-padrao.
Os valores sao apresentados em gramas.
* Diferenca significativa.

Tabela 3. Valores para as varidveis da secgdo transversa dos
nervos medianos a andlise histolégica, em 14 ratos Wistar
anestesiados aos 94 +4 dias de idade, sendo que sete foram
submetidos ao modelo de obesidade induzida pelo glutamato
monossédico (Grupo Obeso) e sete foram avaliados como
controle (Grupo Controle)

Variaveis Grupo Controle  Grupo Obeso P
Ndmero de axdénios 77,7£32,0 73,0£36,0 0,3999
Didmetro de 2,99+0,58 2,89+0,37 0,3511
axonios (um)

DIENTE 6 o2 il e 1,1520,31 1,5920,41 0,4090
de mielina (um)

DG el iloren 6,061,11 6,07+0,94 0,4917
nervosa (um)

Coeficiente G 0,49+0,03 0,48+0,06 0,2730

Os dados representam a média+desvio-padrao.



DISCUSSAO

A obesidade é considerada um importante fator de
risco para o desenvolvimento da neuropatia diabética,
com forte evidéncia para a importancia de doenca
microvascular do nervo na patogénese dessa doenga.?!
Davidson et al.,” avaliando a progressao da neuropatia
periférica em ratos obesos (com dieta rica em gordura)
e diabéticos, observaram que ambos foram resistentes
ainsulina, sendo que desenvolveram déficits nervosos
sensitivos, porém, apenas os diabéticos apresentaram
déficits motores. Desta forma, buscou-se no presente
estudo avaliar se animais pré-diabéticos, obesos,
apresentariam diferencas funcionais e morfométricas
em nervos medianos, quando comparados com animais
eutréficos. Com relacdo a nocicepgao, foi possivel
observar um menor limiar para os animais obesos, ou
seja, os animais do grupo MSG apresentaram-se mais
sensiveis ao limiar de retirada, com menores pressdes
gerando a irritagdo necessaria para que ocorresse a
prote¢do do membro.

A patogénese da neuropatia periférica diabética
¢ complexa e envolve varios mecanismos, como
a alteragdo do metabolismo da cicloxigenase com
subsequente producdo de prostaglandinas, tendo
consequéncias especificas aos tecidos, como a
ativagdo de reagdes inflamatoérias.® Ainda, o modelo
experimental de obesidade por MSG produz alteracoes
teciduais pro-inflamatorias. '

Como limitag¢des do presente estudo, pode-se citar
a auséncia de avalia¢des de caracteristicas bioquimicas
do processo inflamatorio; contudo, Hernandéz-Bautista
et al.,”? avaliando animais submetidos ao mesmo
modelo de obesidade, observaram que animais jovens
apresentavam alteragdes no metabolismo, com aumento
do fator de necrose tumoral-a. Além dessa alteracao,
também encontraram aumento no indice de Lee,
triglicérides, colesterol total e niveis de transaminases,
com grande alteracdo na tolerdncia a glicose e
sensibilidade a insulina. Esses achados corroboram os
de Roman-Ramos et al.,'* que citam que tal modelo de
obesidade apresenta, além de aumento da resisténcia a
insulina, alteracdes inflamatodrias cronicas observadas
em obesos com diabetes tipo 2. Miranda et al.? citam
ainda hiperatividade vagal nesse modelo de obesidade,
que ¢é caracteristica da obesidade em humanos, ou seja,
alterag@o no equilibrio do sistema nervoso autonomo, que
pode ser originada por lesdo de células do nicleo arqueado
hipotalamico e areas adjacentes, que o MSG produz.

No presente estudo ndo foram avaliadas caracte-
risticas de condugdo ou fun¢do nervosa, porém, devido
as diferencas morfométricas corporais observadas
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entre os animais submetidos ao MSG e os eutroficos,
foi possivel observar que os primeiros apresentaram
menor massa € comprimento nasoanal, porém com
maior acumulo de gordura, o que lhes conferiu
diferencas significativas no indice de Lee, indicativo
de obesidade. Essas caracteristicas foram semelhantes
as observadas por Souza et al.>* em estudo biométrico
de animais MSG. Acreditava-se que podiam ser
encontradas diferencas em algumas caracteristicas
do nervo periférico, além da funcional (nocicepg¢ao)
anteriormente citada. Contudo, nao foi observada
qualquer alteracdo, dentro das variaveis analisadas para
a morfometria do nervo mediano, ou seja, ndo houve
diferengas significativas para o nimero de axonios,
diametros de bainha de mielina, ax6nio e fibra nervosa,
ou quociente G. Tal fato também foi observado por
Soares et al.>> ao avaliar a densidade de populacido de
neurdnios mioentéricos do ileo de ratos obesos MSG
comparados com animais controle.

Para a contagem do nimero de axdnios, padronizou-
se que dentro do campo de observagao todas as fibras
compreendidas no campo visual seriam contadas, exceto
aquelas que tocassem nas bordas superior e esquerda, o
que foi padronizado para todos os animais. O diametro
da fibra nervosa ¢é considerado como uma importante
avaliagdo para observar regeneragdo nervosa.? No
presente estudo havia a hipdtese de presenca de fibras
com menor didmetro para o grupo obeso, o que poderia
indicar alterag¢des inclusive para o diametro da bainha
de mielina, podendo refletir a atividade das células de
Schwann na fibra nervosa.?”” Para ambos os grupos,
os valores encontrados para o quociente G ficaram
proximos a 0,5, fugindo do indicativo de degeneracao
axonal (valores baixos) ou degeneragdo de mielina
(valores altos).?¢2® Ou seja, ndo foram observados
indicios de degeneragdo das fibras nervosas, como
era esperado para os animais obesos. Salienta-se que
ndo foram analisados aspectos funcionais do nervo
mediano, como por exemplo, a eletroneuromiografia,
ou aspectos moleculares do mesmo. Sugerem-se futuros
estudos incluindo esses aspectos e os niveis glicEémicos
dos animais, visto que o modelo de obesidade utilizado
induz a quadro de pré-diabetes.

Com base nos pardmetros avaliados, os animais
obesos apresentaram menor limiar nociceptivo, porém
nao houve diferencas morfométricas dos nervos
medianos entre animais submetidos ao modelo de
obesidade MSG com ratos controle. Assim, o modelo
de obesidade utilizado induziu algumas caracteris-
ticas hipernociceptivas importantes para pesquisas
envolvendo modelos de lesdo nervosa, sem prévias
diferengas morfométricas do nervo periférico.
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