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Resumo

Introducao: O diabetes é uma doenga autoimune multifatorial cuja suscetibilida-
de é determinada por fatores quimicos, genéticos e ambientais. Objetivo: Avaliar
parametros bioquimicos e funcionais do processo inflamatério apés lesdo mus-
cular em ratos diabéticos. Métodos: Por meio de uma flexdo plantar foi realiza-
do o estiramento controlado do musculo tibial anterior nos grupos lesdo (n=5) e
lesdo diabético (n=5). O extravasamento proteico foi determinado por Azul de
Evans, citocinas TNF-a, IL-15, IL-6 e IL-10 por ELISA e avaliagdo funcional pela
walking track analysis. Resultados: Observou-se um maior extravasamento protei-
co nos grupos les e les + diab em relagdo ao grupo higido (p<0,01 e p<0,05). Houve
um aumento significativo nos niveis de TNF-a, IL-10 e IL-6 nos grupos les, diab
e les + diab (p<0,001) e IL-18 nos grupos les (p<0,05), diab e les + diab (p<0,01)
em relacdao ao grupo higido. Verificou-se um aumento do indice funcional no
grupo les p<0,001) e les + diab(p<0,01) comparados ao grupo higido e ao grupo
diab. Conclusao: A lesao por estiramento controlado no musculo tibial anterior
de ratos induziu uma resposta imune reduzida no animal diabético e um déficit
na fungdo motora.

Descritores: Azul Evans; Citocinas; Diabetes mellitus.

Abstract

Introduction: Diabetes is a multifactorial autoimmune disease whose suscepti-
bility is determined by chemical, genetic and environmental factors. Objective:
Evaluate functional and biochemical parameters of inflammation after muscle
injury in diabetic rats. Methods: Through a plantar flexion was performed con-
trolled stretch the tibialis anterior muscle in groups les (n=5) and les+diab (n=>5).
The protein extravasation was determined by Evans Blue, cytokines TNF-a, IL-
18, IL-6 and IL-10 by ELISA and functional evaluation by walking track analy-
sis. Results: We observed an increase in protein extravasation in groups les and
les+diab compared to the healthy group (p<0.01 and p<0.05). There was a sig-
nificant increase of TNF-¢, IL-10 and IL-6 groups les, les+diab and diab (p<0.001)
and IL-18 les groups (p <0.05) les+diab and diab (p<0.01) compared to the healthy
group. We observed an increase in the functional index les group (p<0.001) and
les+diab (p<0.01) compared to the healthy group and the group diab. Conclusion:
The controlled stretch injury in the tibial anterior muscle of rats, induce an im-
mune response reduced in diabetic animals and a deficit in motor function.

Key words: Cytokines; Diabetes mellitus; Evans Blue.
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Introducéo

O diabetes é uma doenca autoimune mul-
tifatorial cuja suscetibilidade € determinada
pela combinagdo de fatores quimicos, genéticos
e ambientais'. Ele consiste em um grupo hete-
rogéneo de distirbios metabdlicos que apre-
sentam em comum a hiperglicemia, a qual é o
resultado de defeitos na acdo e na secrecao de
insulina ou em ambas. O diabetes mellitus tipo
1, forma presente em 5 a 10% dos casos, é ca-
racterizado por uma deficiéncia de insulina de-
terminada pela destruigao gradual das células
beta ou B produtoras desse horménio no pan-
creas. Na maioria dos casos, essa destruicao das
células beta é mediada por autoimunidade; po-
rém, existem casos em que ndo ha evidéncias de
processo autoimune, sendo, portanto, referida
como forma idiopética do diabetes mellitus tipo
1. Esse processo, mediado pelo sistema imunol6-
gico, ocasiona um quadro permanente de hiper-
glicemia o qual é caracteristico da doenca. No
diabetes mellitus tipo 1, ocorrem alteragdes no
metabolismo de hidratos de carbono, lipidios e
proteinas, assim como altera¢des estruturais em
diversos sistemas organicos incluindo microan-
giopatia (retinopatia, nefropatia e neuropatia) e
macroangiopatia (doenga coronariana, insufici-
éncia arterial periférica)’.

A hiperglicemia induz um estado proé-
inflamatoério que inclui células inflamatérias e
estresse oxidativo. A inflamacao a nivel celular
pode ser descrita como um aumento no fator
de transcri¢do nuclear kappa B (NF«B). A ati-
vacao de NF«p induz a transcrigdo de citocinas
pré-inflamatérias, tais como TNF-qa, IL-16, in-
terleucina-2 (IL-2), interleucina-6 (IL-6) e inter-
leucina-8 (IL-8), moléculas de adesdo e outros
genes que regulam a transcrigdo, apoptose e a
proliferacdo celular®. Apesar de a hiperglice-
mia induzir esse estado pré-inflamatério, ela
tem efeitos especificos que bloqueiam o siste-
ma imune inato, o que provavelmente contribui
para os resultados negativos observados em
estudos clinicos, em particular aqueles que de-
monstram aumento de complicagdes.

Pacientes com diabetes tipo 1 de longa
duragdo apresentam um decréscimo na forga
muscular das articulagdes do tornozelo e joe-
lho*. A fraqueza muscular observada pode ser
explicada, em parte, pela atrofia secundaria a
neuropatia diabética®. Entretanto, outros me-
canismos celulares podem estar envolvidos na
alteragdo do desempenho muscular associado
ao diabetes®.

Diferentes condutas, tanto farmacolégicas
quanto ndo farmacolégicas, tém sido prescritas
para a prevencao e tratamento do paciente dia-
bético. Dentre essas, o exercicio fisico é, sem du-
vida, de grande importancia. Exercicios fisicos
de resisténcia sao recomendados para pacientes
com diabetes mellitus devido a melhora no con-
trole da glicose e redugdo de outros fatores de
risco’. Entretanto, lesbes musculares sdo muito
comuns na pratica desportiva, podendo causar,
na maioria das vezes, dor e incapacidade, levan-
do a um comprometimento nas atividades ocu-
pacionais e nas de lazer®.

A cicatrizagdo ou reparo tecidual de lesdes
musculares segue um padrao morfolégico inde-
pendente dos diferentes mecanismos indutores
da lesdo (contusao, estiramento ou ruptura) em
individuos normais. Esse processo é composto
por trés fases: destruicdo, reparo e remodela-
mento. No entanto, pouco se sabe a respeito da
dinamica da acdo inflamatdria e do reparo teci-
dual apds uma lesdo muscular na vigéncia do
quadro de diabetes’. O objetivo neste trabalho
foi estudar o processo inflamatério e aspectos
funcionais decorrentes da lesdo muscular por
estiramento em ratos diabéticos, comparados a
ratos nao diabéticos.

Materiais e métodos

O projeto de pesquisa foi submetido a
apreciacio do Comité de Etica e Pesquisa em
Experimentagao Animal do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo n’
139, seguidos dos principios éticos da experi-
mentacdo animal, de acordo com as Normas



Internacionais de Protecdo aos Animais e do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). Foram utilizados ratos Wistar machos,
pesando em torno de 200 g, com 8 a 10 semanas
de vida.

Inducéao do diabetes mellitus

Apoés restricdo alimentar de 12 horas, o
diabetes foi induzido por injecdo intravenosa
(veia caudal) de aloxana (40 mg/kg), dissolvida
em solucao salina (cloreto de s6dio 0,9%). Ratos
do grupo controle receberam igual volume de
solucdo salina. Apés o periodo de dez dias, fo-
ram coletadas amostras de sangue da cauda dos
animais que receberam aloxana, ocorrendo o
mesmo procedimento com os do grupo contro-
le para analise de glicemia por meio de glicosi-
metro portatil. Os ratos que receberam a injegao
de aloxana e que apresentaram glicemia < 200
mg/dL ndo foram utilizados no experimento. Ja
aqueles que receberam aloxana e que apresenta-
ram glicemia > 200 mg/dL foram divididos ale-
atoriamente em dois grupos de cinco animais:
grupo lesdo diabético e diabético. Os ratos do
grupo controle foram distribuidos de igual ma-
neira em dois grupos de cinco animais: grupo
higido e lesao.

Protocolo de les@o por estiramento

Os grupos lesao e lesdo diabético fo-
ram submetidos a anestesia dissociativa com
Quetamina e Xilazina (90 mg/kg e 10 mg/kg,
respectivamente; Konig, Avellaneda, Argentina),
por via intraperitoneal (ip), antes de serem sub-
metidos ao protocolo de alongamento passivo
do musculo tibial anterior.

Apos a pesagem, cada animal foi posicio-
nado em dectbito dorsal, sobre cortica acoplada
ao sistema de alongamento. O membro posterior
direito ficou firmemente preso com uma linha
que passa por uma roldana e se prende a uma
pisseta com volume de dgua correspondente a
150% do peso corporal do animal. Essa linha foi
fixada sobre o dorso da pata do animal, reali-

zando uma flexao plantar, alongando o muscu-
lo tibial anterior de sua pata posterior direita.
O protocolo foi realizado uma tnica vez, tendo
0 animal recebido a tragdo durante 40 minutos.

Extravasamento proteico

Ap6s anestesia os animais receberam o
corante azul de Evans (25mg/Kg, intravenosa)
uma hora antes de serem sacrificados para de-
terminacdo do extravasamento proteico. Em se-
guida ao sacrificio dos animais — realizado com
uma superdose de anestésico —, o musculo tibial
anterior foi coletado, pesado e conservado por
24 horas a 37 °C em um tubo de vidro com so-
lugdo de formamida (5 ml/g) para extragdo do
azul de Evans das amostras do musculo. Em
seguida, 200 ul do corante extraido pela forma-
mida foram transferidos para microplacas de 96
pogos para leitura de absorbancia, em leitor de a
620 nm. A solugao de formamida foi usada como
branco para o teste. As leituras foram interpola-
das por regressdo linear em uma curva padrao
do corante.

Dosagens de citocinas

As dosagens das citocinas TNF-a, IL-15,
IL-6 e IL-10 foram realizadas pelo teste imuno-
enzimatico, Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA). Placas de 96 pogos foram sensibilizadas
com 100ul de anticorpo monoclonal para cada ci-
tocina: anti-IL-18 e IL-6 foram diluidos em tam-
pao carbonato de sédio (0,1 M, pH 9,6), enquanto
anti-IL-10 e TNF-a foram diluidos em tampao
fosfato de so6dio (0,2 M, pH 6,5). As placas foram
incubadas (4 °C) por 18 horas. Para o bloqueio, as
placas foram lavadas com solucdo PBS contendo
0,05% de Tween 20, por quatro vezes, e depois
preenchidas com 300 ul/pogo de solugao de blo-
queio a 37 °C por trés horas e submetidas a novo
ciclo de lavagens. A seguir, 100ul das amostras
devidamente diluidas ou dos padrdes das cito-
cinas recombinantes foram adicionados a placa
e deixadas por 18 horas em temperatura de 4 °C.
Apos lavagem, 100pl dos respectivos anticorpos
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biotinilados especificos de detecgdo para cada
citocina foram acrescentados e deixados por
uma hora em temperatura ambiente. Apos lava-
gem das placas, o volume de 100ul de estreptavi-
dina — peroxidase foi adicionado e deixado por
uma hora em temperatura ambiente (22 °C) se-
guida de novas lavagens. A reacao foi revelada
pela adi¢do de 100ul/pogo da solugao de 3.3'5.5
tetrametilbenzidina e interrompida pela adicao
de 50pl/poco de acido sulfdrico (2 N). A leitu-
ra foi realizada em espectrofotometro em com-
primento de onda de 450 nm com correcao de
570 nm. As concentracdes das amostras foram
calculadas a partir das curvas-padrdo obtidas
com as citocinas recombinantes. O limite de de-
teccao para IL-14, IL-10 e TNF-« foi 1,95 pg/ml,
enquanto para IL-6 foi 15,6 pg/ml.

Avaliag¢éao funcional

A avaliagdo funcional foi realizada utili-
zando a walking track analysis. O inicio da ava-
liagdo se deu com o animal sendo liberado no
infcio de um corredor, por onde caminhou em
direcao ao ambiente escuro, deixando impressas
as marcas das patas traseiras em tiras de papel.
Todos os ratos tiveram uma adaptagao e explo-
ragdo do local. As seguintes medidas foram cole-
tadas com paquimetro, ap6s o registro em papel:
1) o espago entre a segunda e a quarta falange
distal (ITS, intermediary toe spready); 2) o espago
entre a primeira e a quinta falange distal (TS, toe
spready) e 3) o espago entre a borda proximal do
pé e a terceira falange distal (PL, print length).
Apo6s serem calculados os valores nos testes de
walking track, foi realizado o calculo do SFI (scia-
tic function index) antes do protocolo de alonga-
mento para registro da normalidade de cada
animal (pré-lesdo) e também uma hora antes do
sacrificio (pds-lesao).

Apos a coleta de dados, os resultados fo-
ram expressos como médias + EPM e submeti-
dos ao teste t-Student nao pareado ou analise
de variancia (ANOVA) seguida da aplicacao do
teste Tukey para multiplas comparagdes. Valores

de P<0,05 foram considerados estatisticamente
significantes.

Resultado e discussdo

O diabetes mellitus tipo 1 experimental
pode ser induzido em ratos por meio da injegao
de aloxana — substancia que promove a destrui-
cao seletiva das células beta pancreéticas — sen-
do um dos produtos mais comumente utilizados
para indugao dessa doenga em ratos'’. Neste tra-
balho, a injegao de aloxana (40 mg/kg), via intra-
venosa, em ratos de 8 a 10 semanas, provocou
um aumento da glicose, dez dias ap6s a indugao
do diabetes (Figura 1). Esse achado confirma o
estado diabético dos animais e caracterizam a
doenga.

Glicemia
600+
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200

0-

diab
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Figura 1: Grafico da Glicemia basal dez
dias apds a inje¢cdo de aloxana nos ratos
diabéticos e inje¢do de salina nos ratos
controle. Os dados representam a média
+EPM, n=3 (teste t-Student né&o pareado,
*p<0,0001 vs. controle).

Nesse tipo de diabetes, a destruicao das
células beta pancreaticas promove auséncia
completa da secrecdo de insulina, o que resulta
em hiperglicemia cronica'’, impedindo a capta-
cao de glicose pelos tecidos dependentes desse
horménio, aumentando a degradacao e reduzin-
do a sintese de proteinas, e levando a perda do
peso corporal®?.



O aumento do extravasamento de azul de
Evans, encontrado no grupo lesdo no protocolo
de 12 horas, é resultado das mudangas vascula-
res que ocorrem quando ha algum tipo de inju-
ria tissular aguda (Figura 2). Nessas condigoes,
ocorrem alteragdes do fluxo vascular, calibre e
também na permeabilidade dos vasos sangui-
neos. A quantidade de albumina que extravasa
para os tecidos ndo é significativa em condi-
¢Oes fisiolégicas normais; no entanto, o extra-
vasamento é importante na vigéncia de proces-
so inflamatério®.

12 horas

154

ng/ml

Figura 2: Grafico do extravasamento
plasmdtico do azul de Evans no musculo
tibial anterior de ratos Wistar apés 12 horas
do protocolo de alongamento passivo. Os
dados representam a média +tEPM, n=5
(ANOVA seguida do teste Tukey, *p<0,05 vs.
higido, **p<0,01 vs. higido).

As alteragdes de permeabilidade vascular
normalmente ocorrem devido a liberacao inicial
de substancias, tais como histamina, serotonina
e bradicinina que, além de causar dilatagdo arte-
riolar, tem como agado principal a indugao do au-
mento de permeabilidade vascular, permitindo
o extravasamento de macromoléculas proteicas
do plasma para o intersticio. A atividade edema-
togénica dos mediadores citados anteriormente
pode ser potencializada pela agdo concomitante
de prostaglandinas vasodilatadoras™.

Neste estudo, os resultados demonstram
um aumento na expressao de TNF-q, IL-18, IL-6,
e IL-10 nos grupos lesdo, diabético e lesao + dia-
bético no protocolo de 12 horas, como mostram

as Figuras 3 a 6.
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Figura 3: Grdfico dos niveis de TNF-a em
musculo tibial anterior de ratos Wistar
apods 12 horas do protocolo de alongamento
passivo. Os dados representam a média
+EPM, n=5 (ANOVA seguida do teste Tukey,
***p<0,001 vs. higido).
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Figura 4: Grafico dos niveis de IL-18 em
mausculo tibial anterior de ratos Wistar
apods 12 horas do protocolo de alongamento
passivo. Os dados representam a média
+EPM, n=5 (ANOVA seguida do teste Tukey,
*p<0,05 vs. higido, **p<0,01 vs. higido).
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Figura 5: Grdfico dos niveis de IL-6 em
musculo tibial anterior de ratos Wistar
apods 12 horas do protocolo de alongamento
passivo. Os dados representam a média
+EPM, n=5 (ANOVA seguido do teste Tukey,
***p<0,001 vs. higido).
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Figura 6: Grdfico dos niveis de IL-10 em
musculo tibial anterior de ratos Wistar
apos 12 horas do protocolo de alongamento
passivo. Os dados representam a média
+EPM, n=5 (ANOVA seguida do teste Tukey,
***p<0,001 vs. higido).

O inicio da resolugao de uma leséo foi pre-
viamente definido como o momento seguinte ao
dano, em que o ntimero de neutréfilos na regiao
afetada comega a diminuir’. No entanto, a re-
solucdo de lesdes musculares é multifacetada e

envolve varios processos que incluem trés fases
principais: a resolugdo da inflamacéo, angiogé-
nese e reparagao do tecido muscular em si”®. A
resposta inicial a uma lesdo muscular inclui a
liberagdo de diversas substancias pro-inflama-
torias. Fatores quimiotéticos estimulam a in-
filtracdo de neutroéfilos, incluindo prostaglan-
dinas, TNF-a e as interleucinas IL-18 e IL-6. O
aumento no nimero de macréfagos presentes no
tecido muscular lesionado, cerca de 2 dias apds
a lesdo, coincide com o declinio do nimero de
neutroéfilos'. Entretanto, existe uma série de
inibidores biolégicos de citocinas inflamatoérias,
como, por exemplo, IL-10, que contribui para o
término da resposta inflamatéria'.

Bunn et al.’® realizaram um estudo anali-
sando o comportamento das citocinas utilizan-
do como modelo experimental a lesdo muscu-
loesquelética por queda de massa. No grupo
exposto a uma contusao leve (queda de 130 mili-
metros de uma massa de 100 g), o nivel de IL-13
e TNF-a teve pico no musculo em quatro dias
apos a lesao. Nessa mesma contusdo, o nivel de
IL-6 permaneceu inalterado em todos os instan-
tes. No grupo exposto a uma contusao grave
(queda de 130 milimetros de uma massa de 200
g) os niveis de IL-15 e de TNF-a aumentaram de
forma mais gradual e continua até o oitavo dia
pos-lesdo. A expressdo de IL-6 foi relativamente
alta em dois dias ap6s a contusao grave, dimi-
nuindo no quarto dia e, em seguida, aumentou
novamente no oitavo dia pés-lesao.

Ainda em relacdo as citocinas, existem evi-
déncias de que o TNF-a possui um papel fisio-
l6gico na regeneragdo do musculo lesionado. A
inibicdo de sua atividade durante o processo de
cicatrizagdo resulta em déficit na recuperagao da
for¢ca muscular?. Assim como o TNF-¢, a IL-6
também tem o potencial de ativar a proliferagao
de células miogénicas, como as satélite. Uma
mesma substiancia pode ter diferentes fungdes
quando secretadas por macréfagos ou por neu-
tréfilos. Isso se deve as diferencas na disponi-
bilidade de fatores promotores ou inibidores. A
prova de tais interagdes é uma mesma citocina,
por exemplo IL-6, possuir fun¢des opostas em



diferentes momentos durante a resposta a lesao.
IL-6 é uma citocina pré e anti-inflamatéria que
regula uma variedade de fungdes celulares®.

Coletivamente, esses achados mostram
que o papel e a maneira como as citocinas se
apresentam, pode diferir dependendo do local,
gravidade, tipo e estdgio da lesdo muscular.

Um estudo realizado por Devaraj et al.*
constatou niveis elevados de IL-6 em individu-
os diabéticos tipo 1. Nesse mesmo trabalho, os
mondcitos ativados expressaram niveis eleva-
dos de IL-13 quando comparados aos individuos
controle. Ja Ohno et al.? (1993) relataram em sua
pesquisa uma menor expressdo de IL-15 e IL-6
nos pacientes diabéticos tipo 1, comparados aos
de tipo 2 e aos individuos saudaveis, além disso,
ndo houve diferenga na expressao de TNF-a no
sangue periférico de pacientes com diabetes tipo
1 em relagdo aos controles sadios. Entretanto,
Hussain et al.”® relataram aumento na expressao
de TNF-a em pacientes diabéticos tipo 1.

Em um trabalho no qual foi realizada a in-
fusdo de glicose, aumentando agudamente seu
nivel no plasma e também o bloqueio da secre-
¢do de insulina endégena por ocreotide (uma
substancia que mimetiza a agdo da somatostati-
na enddgena, a qual inibe a secre¢do de insuli-
na e também de glucagon), detectou-se aumen-
to das citocinas pré-inflamatérias como IL-6
e TNF-a em voluntarios saudéveis. Pacientes
hiperglicémicos internados em Unidade de
Terapia Intensiva (UTI) também apresentaram
niveis elevados de IL-6 e IL-10. Além disso, a gli-
cose induz um aumento das espécies reativas de
oxigénio (ERO) e reduz a disponibilidade de 6xi-
do nitrico, e, consequentemente, criam um am-
biente de estresse oxidativo, inflamacao, constri-
¢do vascular e hiperagregabilidade plaquetaria.
Esse circulo vicioso é propagado diminuindo a
liberagdo de insulina por células beta e bloque-
ando a resposta inflamatoéria®.

A hiperglicemia também tem efeitos espe-
cificos sobre a defesa do hospedeiro. A curto
prazo ela afeta todos os principais componentes
da resposta imune inata. A atividade de neutré-
filos é reduzida, levando a quimiotaxia diminu-

ida, a diminuigdo da fagocitose, da morte bacte-
Além de
mudancas na fungao celular, outros componen-

riana e do excesso de radicais.

tes da resposta imune inata contribuem para o
estado pro-inflamatério na hiperglicemia. In vi-
tro, os mondécitos humanos mostram um aumen-
to na expressdo de TNF-a e IL-6 dependente da
glicose. Entdo, apesar de a hiperglicemia ser glo-
balmente pré-inflamatodria, ela tem efeitos espe-
cificos que bloqueiam o sistema imune inato®.
Isso provavelmente contribuiu para os resulta-
dos encontrados neste estudo em relagdao aos
animais diabéticos, em que o protocolo de lesdo
muscular por estiramento ndo provocou aumen-
to na expressao de citocinas no grupo lesdo +
diabético, quando comparado ao grupo diabéti-
co (Figura 7).
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Figura 7: Grafico comparativo entre as
diferencas das médias do indice funcional
obtido no teste walking track. Os dados
representam a média +EPM, n=5 (ANOVA
seguida do teste Tukey, ***p<0,001 vs.
higido, **p<0,01 vs. higido, ###p<0,001 vs.
diabético e ##p<0,01 vs. diabético).

No estudo aqui apresentado, avaliou-se a
func¢ao motora. A lesdo muscular frequentemen-
te produz déficits motores que sdo observados
durante a locomocgao. Esses déficits tornaram-se
nitidos neste protocolo de 12 horas pds a indu-
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¢do da lesdo. No protocolo de 12 horas, os dois
grupos (lesdo e lesdo+diabético) que sofreram o
estiramento muscular passivo, demonstraram
uma perda da fungdo motora com consequente
alteracdo no padrao de marcha, retratada pela
transferéncia de peso para o lado nédo lesionado
do animal, retratando provavelmente a persis-
téncia de dor, produzida por uma variedade de
agentes pro-inflamatorios.

Sabe-se que no diabetes mellitus ocorre re-
tardo da resposta inflamatéria, reduzida forma-
¢ao do tecido de granulagao e conseqiiente pre-
juizo na cicatrizagao®.

Conclusdo

Os resultados demonstram que o diabe-
tes mellitus é um estado proé-inflamatério, com
persistente expressao de citocinas e agentes qui-
miotéticos. A lesdo por estiramento controlado
no musculo tibial anterior de ratos induziu uma
resposta imune reduzida no animal diabético e
um déficit na funcdo motora.
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