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CONTIERO, Wellington. Efeito do diabetes cronico induzido por estreptozotocina sobre
o estresse oxidativo e atrofia do misculo esquelético. 2014. 55f. Dissertacdo (Mestrado em
Patologia Experimental) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

No musculo esquelético, o diabetes do tipo | é capaz de iniciar um processo atrofico
precocemente. A hiperglicemia sistémica promove aumento de radicais livres por ativar vias
do metabolismo glicolitico geradoras de radicais livres. Este fato parece contribuir com o
quadro de atrofia. Os modelos experimentais de diabetes ndo avaliam modelos de longa
exposicao a hiperglicemia, o que pode ndo refletir o quadro real da doenca no que diz respeito
ao musculo esquelético, ja que o paciente permanece hiperglicémico por décadas. O objetivo
do presente estudo foi avaliar o estado oxidativo do musculo esquelético e a atrofia muscular
em um modelo de diabetes induzido por estreptozotocina, 120 dias ap06s inducdo. Assim, ratos
Wistar machos de 90 dias de idade foram divididos entre normoglicémicos (N) e diabéticos
(D). Os animais destinados ao grupo D sofreram inducé@o do diabetes com estreptozotocina
(35 mg/kg). Os animais destinados ao grupo N ndo sofreram nenhum procedimento. Apés 120
dias, a glicemia de jejum foi avaliada, os animais foram sacrificados e os musculos
gastrocnémio esquerdo e direito colhidos. Para caracterizacdo do estresse oxidativo, foram
realizados ensaios para quantificacdo de peroxidacdo lipidica (quimiluminescéncia estimulada
por hidroperoxido de t-butil, e teste das substancias reativas ao &cido tiobarbiturico),
capacidade antioxidante (capacidade antioxidante total e glutationas total e oxidada), e
alteragdo oxidativa de proteinas (carbonilacdo e quantificagdo de cloraminas). Para
caracterizacdo da atrofia, a andlise morfométrica foi realizada. As analises de
lipoperoxidagdo, capacidade antioxidade total, e proteinas carboniladas né&o revelaram
diferencas significantes entre os grupos. Tanto a glutationa total quanto a glutationa oxidada
demonstraram estar diminuidas em D, assim como o0s produtos avancados de oxidagdo de
proteinas. A analise morfométrica revelou aumento de frequéncia de areas de seccédo
transversa menores no musculo gastrocnémio dos animais diabéticos. Desta forma, parece
razoavel inferir que, apds 120 dias de inducdo do diabetes por estreptozotocina, as principais
mudancas oxidativas tenham deixado de ocorrer. E possivel que este estado tenha sido
induzido por uma adaptacdo a demanda metabolica ocorrida durante o periodo e que o0s
sistemas de degradacdo ja tenham agido em resposta as modificacGes e que as proteias em
guestdo ja tenham sido degradadas, levando a atrofia.

Palavras-chaves: Diabetes. Perda de massa. Estresse oxidativo.



CONTIERO, Wellington. Chronic diabetes induced by streptozotocin effect on oxidative
stress, and skeletal muscle atrophy. 2014. 55p. Master Thesis (Master in Experimental
Pathology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

ABSTRACT

In skeletal muscle, type | diabetes is capable of initiating a process Atrophicus prematurely.
Systemic hyperglycemia promotes increase of free radicals by activating pathways of
metabolism glicolitico generate free radicals. This fact seems to contribute to the framework
of atrophy. The experimental models of diabetes do not evaluate models of long exposure to
hyperglycemia, which may not reflect the real picture of the illness with regard to the skeletal
muscle, since the patient remains Hyperglycemic for decades. The objective of the present
study was to evaluate the oxidative State of skeletal muscle and muscular atrophy in a model
of diabetes induced by Streptozotocin, 120 days after induction. Thus, male Wistar rats for 90
days of age were divided between normoglicémicos (N) and diabetic (D). The animals
intended for Group D suffered diabetes induction with Streptozotocin (35 mg/kg). The
animals intended for group N not suffered any procedure. After 120 days, the fasting glucose
was assessed, the animals were sacrificed and the left and right gastrocnemius muscles
harvested. For characterization of oxidative stress, trials were carried out to quantify of lipid
peroxidation (chemiluminescence analysers stimulated by t-butyl hydroperoxide, and test of
the thiobarbituric acid reactive substances), antioxidant capacity (total antioxidant capacity
and total glutationas and oxidized), and oxidative modification of proteins (carbonylation and
quantification of chloramines). For characterization of the atrophy, morphometric analysis
was performed. Analyses of lipoperoxidation, total antioxidade capacity, and carboniladas
proteins did not reveal significant differences between the groups. Both the oxidized
glutathione to glutathione total showed be diminished in D, as well as advanced oxidation
protein products. Morphometric analysis revealed increased frequency of smaller cross-
sectional areas in the gastrocnemius muscle of diabetic animals. Thus, it seems reasonable to
infer that, after 120 days of induction of diabetes by Streptozotocin, the major oxidative
changes have ceased to occur. It is possible that this State has been induced by an adaptation
to the metabolic demand during the period and that the degradation systems have already
acted in response to changes and that the proteias in question have already been degraded,
leading to atrophy.

Keywords: Diabetes. Mass loss. Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

1.1 DIABETES MELITUS E O MODELO EXPERIMENTAL DE INDUCAO POR
ESTREPTOZOTOCINA.

O diabete mellitus foi considerado uma das maiores doencas do século
passado e vem aumentando sua incidéncia nos altimos 10 anos, sendo considerada uma
epidemia. Em 2013, a Organizacao Mundial da Satde apontou, segundo dados obtidos até 2008,
que 347 milhdes de pessoas eram portadoras da doenca no mundo, o que correspondia a 9,5%
da populacdo mundial adulta com predominio de morte em 80% dos casos em paises de baixa
a média renda. Estima-se que aproximadamente 700 milhdes de pessoas serdo portadoras do
diabetes em 2030 (FORBES; COOPER, 2013; SHAW, SICREE; ZIMMET, 2010).

O diabetes € caracterizado como wuma sindrome cronica pelo
comprometimento do metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas; € causada pela falta
de secrecao de insulina pelo pancreas ou reducao da sensibilidade dos tecidos a ela, o que
impede o0 uso da glicose pelo metabolismo e consequente hiperglicemia. Dentre as alteracdes
provocadas pelo diabetes estdo as associadas a danos secundarios em maultiplos sistemas de
orgdos como rins, olhos, nervos e vasos sanguineos (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2013; FORBES; COOPER, 2013; KRAUSE et. al, 2011).

Existem dois tipos gerais de diabete melitus denominados tipo I e tipo Il. O
tipo I, denominado insulino-dependente é causado por um conjunto de fatores genéticos e
ambientais, que levam a destruicdo de até¢ 80% das células B pancreaticas. As alteragdes estao
envolvidas com a producao de anticorpos contra as células B, contra a insulina e contra outras
substancias como o 4cido glutamico descarboxilase e tirosina fosfatase, além de alteracGes em
genes do antigeno leucocitario humano (HLA); ja as alteragdes ambientais, parecem estar
envolvidas com infecgdes virais, promovendo processos inflamatorios nas células B e
consecutivamente, destruicdo das mesmas (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2013;
HVIID et al., 2004).

Devido a lesdo das células P, deficiéncia na producdo de insulina e
hiperglicemia, os portadores de diabetes do tipo | apresentam aumento da concentragdo de

glicose na urina, desidratacdo nos tecidos por aumento da pressdao osmotica intracelular



12

facilitando a entrada de glicose na célula, leséo tecidual por funcionamento anormal e alteracdes
nas estruturas dos tecidos, suprimento sanguineo inadequado levando a hipoxia, além da
deplecéo de proteinas e lipideos para provimento de fonte de energia, o que justifica a perda
rapida de peso e astenia (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2013; FORBES;
COOPER, 2013).

O diabetes do tipo Il € causado por uma reducéo da sensibilizacao dos tecidos-
alvo aos efeitos metabdlicos da insulina (resisténcia a insulina), estando também associada a
maltiplas anormalidades metabdlicas. A insulina se encontra em niveis elevados nas
concentragcdes plasmaticas, em decorréncia da resposta compensatéria das células B do
pancreas, devido a diminuicdo e armazenamento dos carboidratos, e consequente elevacéo do
nivel de glicemia. Entretanto, niveis elevados de insulina ndo s&o suficientes para manter a
regulagdo normal da glicose pela acentuada desensibilizagdo dos receptores de insulina nos
tecidos. A consequéncia dessas alteracdes € a hiperglicemia apds a ingesta de carboidratos ainda
nos estagios iniciais da doenga. Ja nos estagios avangados do diabetes tipo II, as células B
entram em exaustdo e param a producéo de insulina em quantidades suficientes para impedir o
desenvolvimento de hiperglicemia, sobretudo sob ingesta de carboidratos. (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2013; FORBES; COOPER, 2013; KRAUSE et. al, 2011).

Ainda ha outros tipos de diabetes, como por defeitos genéticos nas células
ou na acao da insulina, endocrinopatias e a inducdo por farmacos, alvo de diversos estudos
(FERREIRA; NICOLAU, 2011). Na experimentacdo animal, diversos farmacos sé&o
empregados para a inducdo do diabetes, dentre eles os que prejudicam a secre¢éo de insulina,
como o N-3 piridilmetil-N' 4 nitrofenil uréia, um raticida que deprime a nicotinamida adenina
dinucleotideo na célula  pancreatica (possibilitando a sintese de insulina); a pentamidina, um
farmaco que se liga aos acidos nucleicos e DNA inibindo a sintese de insulina; o aloxano,
envolvido no aumento de calcio intracelular, alteragcdes no DNA e aumento de estresse
oxidativo destruindo as células B pancreaticas e impossibilitando a sintese de insulina; e a
estreptozotocina, detalhada abaixo. ‘O aloxano e a estreptozotocina destroem especificamente
e apresentam citotoxicidade nas células B pancreaticas quando em doses adequadas
(FERREIRA; NICOLAU, 2011, DORNAS W. C. et. al., 2006, MILLER et. al., 1978).

Os modelos experimentais mais utilizados para a inducéo de diabetes tipo |
consistem na administracdo de aloxano ou estreptozotocina uma unica vez (ZANOELLO et.
al., 2011, AUGHSTEEN, et. al, 2006, CHAO et al,1976). A estreptozotocina é uma nitrosamina
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que atua por diminuicdo da acdo da adenina-nicotinamida nas células 3 pancreaticas, inibindo
a sintese e consequentemente, bloqueando de forma irreversivel a producéo de insulina, uma
condicdo similar ao diabetes insulino-dependente. Ademais, a lesdo leva a ativacdo de NF-xB
e consequente aumento na producdo de citocinas pré-inflamatorias como interleucina 1(IL-1) e
isotipos (CHEN et al., 2001), que vé&o ativar diversos fatores (figural), como pré apoptéticos
e de inducdo de estresse oxidativo, que acabam contribuindo para a destruicdo das células 3
pancreaticas e consequentemente, hiperglicemia (FAHIM; EL-SABBAN; DAVIDSON, 1998;
FERREIRA; NICOLAU, 2011; CARVALHO; CARVALHO; FERREIRA, 2003).

IL-1p y PNy
| ~
.. . ANFxB m‘ —
nos g T~ ASTAT-1
ANO C - iIRFd
+Mnsou + Fas + CIEBPp AML-15 A MHC- | related '} RF-T
Ac-Myc ysercaz | AwBa  AeMyc 4 c/EBPS Ap-10 prolnee cun
{Pdx-1 A cHop AHsp70 ACD40 A cmye Awmcp- components
Lisl-1 ATRAF2  AHsp27 [Gas-6 A pbind. Aicam
J-Glui-z +ATF4 .1. CREM rep. l l
Lok rec A xBP-1spl ¥ myT3
¢PLD~1 * Cel. Mononuclear/ ? Apresentacéo Marcadores
T Marcadores ativagéo de antigenos Genes?
Genes? \ /
T Defesalreparagao ‘“«(—_-\\(? h T agressio +
T ER/estresse - - -#H“' \ +)
R _C‘.-}__————.____:-:\‘
Células B especializadas/ @ _: ,
fungao ~ Morte da célula - B

Figura 1: Vias de fatores de transcricio mediadas por IL-1f e INF-y, aumentando os fatores de transcri¢cao
NF - B e STAT-1, sendo os principais reguladores das vias apoptéticas no modelo com Estreptozotocina.
Adaptado de CNOP et.al, 2005.
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1.2 HIPERGLICEMIA E COMPLICACOES SISTEMICAS ASSOCIADAS AO
DIABETES

As complicagdes sistémicas ou comorbidades associadas ao diabetes variam
de acordo com o tempo de exposicdo a hiperglicemia. Varios sdo os tecidos envolvidos, e as
consequéncias da interacdo com altas concentracfes de glicose. As microangiopatias, por
exemplo, incluem uma variedade de anormalidades estruturais e funcionais da angiogénese na
retina, apresentando espessamento de parede dos vasos na membrana basal da retina, e
consecutivamente, hipertensdo ocular e hipdxia, além da formagdo de microaneurismas e de
edema na macula, o que leva a perda de visdo (FORBES; COOPER, 2013).

Ainda relacionadas as lesGes microangiopaticas encontram-se as nefropatias,
outra consequéncia comum do diabetes, causadas por lesdes glomerulares devido ao
espessamento da membrana basal capilar renal, esclerose mesangial e glomeruloesclerose
nodular (COTRAN et al., 2000; FORBES; COOPER, 2013); as neuropatias, que estdo
associadas com a progressdo da doenca, sendo mais comuns na fase cronica e causadas por
anormalidades dos nervos periféricos. O mecanismo de alteracdo dos nervos estdo ligados as
alteracbes causadas pelas vias dos polidis e pela glicacdo de proteinas, levando a
desmielinizagdo segmentar do nervo, perda de fibras de pequeno e grande calibre e
espessamento das arteriolas endoneurais com quadros de hipdxia local (DYCK; GIANNINI,
1996; COTRAN et al., 2000; FORBES; COOPER, 2013).

Dentre as complicacBes macroangiopaticas, podem ser citadas as alteracGes
vasculares pela disfuncdo endotelial, predispondo para a formacao de aterosclerose e outras
morbidades cardiovasculares, como uma consequéncia dos efeitos deletérios no compartimento
vascular. O inicio desses eventos ocorre pela formacao acelerada de placas aterosclerdticas em
vasos de médio a grande calibre (COTRAN et al., 2000; FORBES; COOPER, 2013).

Outra comorbidade extensivamente apresentada por individuos diabéticos € a
perda de massa muscular. O diabetes do tipo | é capaz de induzir atrofia da musculatura
esquelética, que ocorre pelo aumento do catabolismo celular. A insulina € um potente
sinalizador para sintese protéica, e sua falta acaba por promover sinalizacdo a favor da
degradacéo proteica. Os individuos diabéticos apresentam perda de forga, o que é atribuido a
perda de estruturas musculares contrateis. Uma das causas € a hipdxia consequente do

espessamento difuso dos vasos e diminui¢gdo do fluxo sanguineo, diminuindo o oxigénio
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disponivel para sobrevida da célula. Desta forma, hé a necessidade de alteracdo da producéo de
energia para a via glicolitica, e consequente mudanca do predominio do tipo de fibra muscular
de maneira geral ( KRAUSE et. al, 2011; LUCIANO; MELLO, 1998).

Modelos experimentais de inducdo de diabetes do tipo | parecem promover
as mesmas alteracGes observadas em seres humanos. A inducdo de diabetes por
estreptozotocina ou aloxano em diversos tempos mostra mudanga do tipo de fibra muscular em
varios musculos. O transplante de ilhotas pancreéticas, recuperando a habilidade de produzir
insulina é capaz de reverter a mudanga do tipo de fibra (JERKOVIC, et al, 2009; FEWELL,
MOERLAND, 1995; MEDINA-SANCHEZ, 1994).

1.3 METABOLISMO E FORMACAO DE ENERGIA NO MUSCULO DE
DIABETICOS DO TIPO I

O musculo esquelético é responsavel por aproximadamente 80% da captacao
de glicose mediada por insulina in vivo (HARDIN et al., 1993), o que torna o musculo
esquelético um alvo altamente sensivel frente a oscilagdes dos niveis de glicose ou insulina.
Como mencionado, a insulina é produzida nas células B pancreaticas. O estimulo para indugdo
ou inibi¢do da sua produgdo pelas células ¢ dado através de proteinas transportadoras de
glicose conhecidas como GLUT. Uma familia de GLUT homdlogos foi identificada,
caracterizando transportadores tecido-especificos. Neste caso, o subtipo que funciona como
sensor nas células B ¢ o GLUT-2, que também esta presente como transportador de glicose do
figado. Esse subtipo, que é insulino—independente, faz com que a glicose transloque até a
membrana plasmatica da células B, e passe do meio extra para o meio intracelular, iniciando a
sintese da producdo de insulina em pré-proinsulina no complexo de golgi, e finalizando no
reticulo endoplasmatico rugoso, formando vesiculas para transporta-la para 0 meio extracelular.
Para que a insulina seja liberada, a célula é estimulada pela prépria glicose, por hormdnios
intestinais, por alguns aminoacidos, e por sufoniluréias (CONTRAN et al., 2000; WANG;
GLEICHMANN, 1998).

O mecanismo pelo qual a insulina promove a captacdo no mausculo
esquelético envolve o transportador de glicose do tipo 4 (GLUT-4), que é insulino-dependente

e esta presente no musculo esquelético, musculo cardiaco e tecido adiposo (HARDIN et. al.,
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1993). Uma vez a insulina liberada no meio extracelular, os GLUT-4 presentes nas células
musculares vao ativar uma cascata de sinalizacdo, para aumento da captacdo de glicose e
producdo de energia. (WANG; GLEICHMANN, 1998).

No diabético tipo I, o mecanismo de captacdo de glicose pelo GLUT-4
encontra-se deficiente, fato explicado pela destrui¢ao das células  pancreaticas, inibi¢ao da
producdo de insulina e consecutivamente a translocacao de glicose. Assim, o GLUT-4, que é
insulino-dependente, tem a sua agdo e expressao diminuidas. Mediante essa situagdo, as células
musculares aumentam a quantidade da proteina transportadora de glicose-2 (GLUT-2) na
membrana das células musculares para a captacdo de glicose independente de insulina, e
provimento de energia de forma anaerdbia no musculo (KRAUSE et al., 2011; FORBES;
COOPER, 2013). Um problema dessa adaptacdo a captacdo de glicose € a baixa concentracdo
de GLUT-2 na membrana do mdusculo esquelético, fato que diminui sensivelmente o
rendimento e eficiéncia das rea¢es dependentes de glicose. Um novo mecanismo adaptativo
surge ai, promovendo aumento da disponibilizacdo de glicose intramuscular por oxidacédo de
acidos graxos (REIS et al., 2008; LAAKSONEN et al., 2002; LUCIANO; MELLO, 1998).

Além do aumento da disponibilizacdo de energia por via anaertbia, a
disponibilizagdo de oxigénio para o musculo esquelético no diabetes também est4 diminuida.
O aumento da viscosidade sanguinea por aumento da glicose encontra-se elevada, o que
dificulta o transporte de oxigénio, e a difusdo do mesmo para os tecidos. Outras sdo as
modificacfes que agravam o quadro de hipdxia muscular, como o espessamento de membrana
basal; das proteinas constituintes da parede do vaso com enrijecimento do mesmo; diminui¢do
da atividade do oOxido nitrico, das prostaglandinas e aumento da endotelina -1, um potente
vasoconstritor (REIS et al., 2008).

Desta forma, com o quadro de hipoxia constituido, ha reducéo na producgéo
de energia pela via oxidativa, e consequentemente menor producdo de ATP por via aerobia, 0
que acarreta em aumento da formag&o de espécies reativas de oxigénio. Esse quadro acaba por
alterar a forma de obtencéo de energia pelo muasculo esquelético no individuo diabético, por
modificar as vias metabolicas de produgdo de energia e contribuindo para o processo de
alteracdo de qualidade e quantidade de fibras musculares, o que caracterizaria a adaptagéo da
célula muscular em longo prazo (HARCOURT; PENFOLD; FORBES, 2013; JERKOVIC et
al., 2009).
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Como observado, todas as vias metabdlicas encontram-se alteradas no
individuo diabético. A ativacao de vias alternativas para obtencdo de glicose intramuscular e a
diminuicdo do oxigénio disponivel para geracdo de energia por via aerGbia acabam por
aumentar consideravelmente a producdo de espécies reativas de oxigénio (REIS et al., 2008).
Evidéncias apresentadas a partir da metade da década de 90 demonstram que o aumento do
estresse oxidativo seria capaz de modular a degradacdo protéica no musculo estriado
esquelético (figura 2) (POWERS et.al., 2010), colaborando para a inducdo de um quadro de
atrofia e astenia em doencas cronicas. No entanto, poucas sdo as evidéncias que demonstrem
mudanca de padrfes de estresse oxidativo e modifica¢fes adaptativas do musculo esquelético
com o tempo, ja que o individuo permanece doente e apresentando as mesmas comorbidades

por muito mais de uma década.
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Figura 2: Vias proteoliticas ativadas por espécies reativas de oxigénio — a via da calpaina, caspase-3 e o
sistema proteassomal em musculo esquelético. Adaptado de POWERS et. al, 2010.

1.4 MODIFICACOES OXIDATIVAS NAS CELULAS DO MUSCULO ESQUELETICO
DE DIABETICOS

Radicais livres sdo moléculas instaveis, com elétrons desemparelhados na sua
ultima camada eletronica. S&o formados por reaces de 6xido-reducéo, isto €, ou cedem o

elétron solitario, oxidando-se, ou recebem outro, reduzindo-se. Ainda, alguns compostos nédo
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apresentam elétrons desemparelhados, mas se comportam como radicais livres. A geracdo de
radicais livres in vivo é um constante fendmeno, tanto do metabolismo fisiolégico como em
alteraces adaptativas nas doencas. O oxigénio faz um papel duplo na célula: é essencial para
organismos aerdbios, mas também atua com um radical livre, pois contém dois pares de elétrons
disponiveis para reacdes de 0xido-redugdo. Quando o oxigénio captura um elétron, se torna um
radical livre, recebendo a denominacdo de anion superéxido, podendo ser gerado na cadeia
respiratoria durante a fosforilagio oxidativa na mitocondria (DOMINGUEZ et al., 1998). Um
dos locais mais atingidos pelas espécies reativas € a membrana plasmatica, tendo como
resultado a lipoperoxidacdo, que acarreta alteracGes na estrutura e na permeabilidade das
membranas celulares, com consequente perda da seletividade na troca i6nica, liberacdo do
conteddo intracelular e morte celular. A lipoperoxidacdo é uma reacdo em cadeia, representada
pelas etapas de iniciacdo, propagacao e terminacdo (FERREIRA, A.; MATSUBARA, 1997,
MELLO FILHO; HOFFMANN; MENEGHINI, 1984).

O estresse oxidativo € caracterizado pelo desequilibrio entre a producédo de
radicais livres, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO e ERN) e a neutralizacdo dos
mesmos por defesa antioxidante. As ERO sofrem acgdo de sistemas antioxidantes enzimaticos
como a superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase, encontrados na
mitocondria e no citosol. (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; KUYVENHOVEN;
MEINDERS, 1999). Os radicais livres também atuam como importantes sinalizadores
intracelulares e estdo envolvidos em muitos processos de adaptacédo celular, principalmente no
tecido muscular (HALLIWELL ; GUTERRIDGE, 2007; PARTHIBAN et al., 1995).

O estresse oxidativo apresenta um papel central nas reacdes bioguimicas
associadas com a hiperglicemia crénica, contribuindo para a mudanca no padrdo de tipo de
fibras musculares. O diabetes em humanos e induzido experimentalmente tem apresentado
evidéncias crescentes como uma situacdo geradora de estresse oxidativo sistémico e tecidual.
Em ambos os casos sdo encontrados niveis aumentados de oxidacdo de lipidios, DNA e
proteinas, além de diminuicdo dos niveis de antioxidantes (KHAMAISI et al., 2000). Além
disso, evidéncias sugerem que a leséo celular oxidativa causada pelos radicais livres contribuem
para o desenvolvimento das complicages no diabetes tipo I, e que a diminuigdo das defesas
antioxidantes (enzimaticas e ndo-enzimaticas) parecem correlacionar-se com a gravidade das
alteracOes oxidativas relacionadas aos efeitos deletérios no diabetes em diversos tecidos. Estes

padrdes tém sido observados em alguns modelos experimentais e em diversos tempo de
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exposicdo. No entanto, longos periodos de exposicdo ndo sdo extensivamente estudados
(GIACCO; BROWNLEE, 2010; REIS et al., 2008; HALLIWELL, GUTERRIDGE, 2007).

Cadeia respiratoéria

Xantina oxidase

Cicloxigenase

Superéxido- H

o = 0, Glutationa-reduzida
plact H,0,+ 2GSH
Catalase Glutationa- Glutationa--
U:T peroxidase redutase
2H,0, GSH-Px GSH-Rd

2H,0+ 0, 2H,0
Glutationa-oxidada
GSSG

Figura 3. Sistema enzimaitico oxidante e antioxidante. O:°= dnion superoéxido; H20: = peroxido de
hidrogénio. Adaptado de DELBIN; ANTUNES; ZANESCO, 2009.

Neste sentido, a glicose pode sofrer glicosilagdo oxidativa, sendo assim uma
fonte potencial para formacao de espécies reativas no diabético. Este mecanismo é seguido por
um processo no qual a glicose se liga quimicamente ao grupo amino de proteinas, sem a ajuda
de enzimas, formando produtos de glicosilacdo, que se reorganizam para formar produtos de
glicosilacdo inicial do tipo Amadori, mais estaveis e quimicamente reversiveis. 1sso acaba por
estimular enzimas capazes de reorganizar proteinas modificadas ou formar proteinas altamente
modificadas se o processo de reorganizacdo for ineficiente (KIKUCHI et al., 2003,
KUYVENHOVEN; MEINDERS, 1999; BAYNES et. al., 1991).

Os produtos de glicosilagdo inicial em tecidos como o0 musculo, ndo sofrem
dissociacdo e realizam uma lenta série de rearranjos quimicos para formar os produtos de
glicacdo avangada - advanced glycation end-products (AGE). E uma segunda fase, os AGE podem
ser formados por alteracdo entre a producdo de espécies reativas de oxigénio e antioxidantes
(HOHN; KONIG; GRUNE, 2013; KIKUCHI et al., 2003). A hiperglicemia e o estresse
oxidativo tém demonstrado acelerar a formagdo de AGE no musculo estriado esquelético, visto
que dentre as possiveis alteracfes oxidativas que as proteinas musculares podem sofrer, a

glicacdo da miosina de cadeia leve e de cadeia pesada tém sido apontadas como grande fonte
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de dano protéico, e consequente degradacdo, o que poderia acarretar em disfuncdo e astenia
(HOHN; KONIG; GRUNE, 2013; KIKUCHI et al., 2003 BAYNES et al., 1991).

A hiperglicemia, com consequente aumento de ERO, reduz os niveis de 6xido
nitrico ativando a aldose redutase (Figura 4). O aumento do fluxo pela via dos polidis, induzido
pelo aumento de ERO, principalmente pelas mitocondrias, determina maior conversdo de
glicose a sorbitol, reduzindo NADPH e glutationa (antioxidante intracelular) e aumentando o
estresse oxidativo induzido pela hiperglicemia e a conversdo do sorbitol & frutose, resultando
aumento da relagdo NADH e NAD+, o que aumentaria a sintese “de novo” de diacilglicerol
(DAG), principal ativador fisioldgico da proteina kinase C, uma das proteinas responsaveis pela
degradacéo de proteinas musculares geradoras de atrofia (GIACCO; BROWNLEE, 2010; REIS
et. al., 2008; VASCONCELOS et al., 2007; FERREIRA, A.; MATSUBARA, 1997)

K Aldeldos

toxicos

SDH
Hiperglicemia | * - -

Alcoois inativos

Aldose redutase

Gluratluna
@ redutase

Oxidada Reduzida

Figura 4. Vias dois poliéis induzidas por espécies reativas de oxigénio. Adaptado de REIS et. al., 2008.

Além disso, os AGE né&o séo os Unicos produtos de oxidacdo de proteinas no
musculo do diabético. A geragédo de espécies radicalares em varias vias metabolicas é capaz de
formar diferentes produtos de oxidacéo de proteinas. A carbonilacdo e a formag&o de produtos
avancados de oxidacdo de proteinas (AOPP) por interacdo com o processo inflamatério sdo as
mais comuns (HOHN; KONIG; GRUNE, 2013). O estresse oxidativo seria, entdo, capaz de
modular direta e indiretamente a balanga sintese/degradacédo de proteinas, levando a atrofia
(KRAUSE et al., 2011; LECKER et al., 2004; POWERS; JACKSON, 2008; POWERS et al.,
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2005). No entanto, parece que o perfil de geracdo de estresse oxidativo difere no tempo de
exposicdo a hiperglicemia, o que interferiria diretamente no padréo de resposta a atrofia.

Reis et al. (2008) em sua revisdao, mostraram diferentes parametros de estresse
oxidativo em pacientes expostos a diversos tempos de hiperglicemia (tempo definido a partir
do diagnostico) (Figura 5). Em suma, o estresse oxidativo parece exercer seus efeitos toxicos
em estéagios precoces da doenca, deixando de aparecer em estagios mais avancados (REIS et
al., 2008). O fato traz a luz a participacao do estresse oxidativo em processos adaptativos e ndo
somente em mecanismos de lesdo celular. Quando a adaptacdo esta estabelecida e o equilibrio

metabolico é alcangado, os parametros deixariam de aparecer.

Anos a partir do

Investigadores n  Marcador Marcador Resultados Comentdrios . 19S o
oxidativo antioxidante diagnostico (em média)
Santinl e cols. (9) 72 ROOH Diene CAOT t ROOH e DC Aumento do estresse oxidativo e
conjugados | CAOT reduc¢do das defesas antioxidantes,
(DC) Independentemente do controle
glicémico ou de complicagdes
Dominguez 54 MDA plasmatico GPx t MDA Estresse oxidativo esta presente em
e cols. (30) | GPx estaglos precoces da doenga e —> Precocg -7a
mantém-se no curso dela 10 dias
Vessby e cols. (31) 38 MDA CAOT + CAOT Auséncia de estresse oxidativo no DM1
8-Is0-PGF,, a e y-tocoferol  t a e y-focoferol ’ 16 anos
Hata e cols. (32) 27 8-OhdG = t 8-OhdG Aumento do estresse oxidativo em > 55
estaglos precoces da doenga 0 anos
Glelsnere cols.(33) 27 8-s0-PGF,, CAOT NSemrelagdo  Auséncia de estresse oxidativo no DM1, > <5
aos controles nos primelros cinco anos de doen¢a anos
Rels e cols. (34) 16 ROS Redugdo de t ROS Manuteng¢do do balango oxidante/
MIT pelo plasma 1 redugdo do MTT antioxidante nos primelros cinco anos 2,62
apbs o diagnéstico
Mera e cols. (35) 37 ROOH Diene CAOT t ROOH e DC Aumento do estresse oxidativo e
conjugados | CAOT redug¢do das defesas antioxidantes,

principalmente em mulheres

ROOH = lipides oxidados; MDA = malonaldeido; GPX = glutationa peroxidase; 8-iso-PGF,, = 8-iso-prostaglandina F,,; CAOT = capacidade antioxidante total do
plasma; 8-OhdG = 8-hidroxi-2"-deoxiguancsina; ROS = espécies reativas de oxigénio; MIT = sais de tetrazolio.

Figura 5. Estudos avaliando o efeito do estresse oxidativo no diabético tipo I. Adaptado de REIS et.al., 2008.

1.5 CONCENTRACAO DE GLUTATIONA REDUZIDA NO CONTEXTO DA
ADAPTACAO CELULAR DO MUSCULO ESQUELETICO

Como mencionado, as glutationas sdo uma familia de enzimas envolvidas em
sistemas antioxidantes enzimaticos. A glutationa é sintetizada no citoplasma de todas as células
animais, sendo o figado o 6rgdo mais ativo na producdo. A mitocondria contém de 10 a 20%
do total de glutationa de uma célula, o que é adquirido do citosol, ja que a organela néo é capaz
de produzi-la. O principal substrato para a acdo da glutationa peroxidase (GPx), € um
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tripeptideo que representa a forma reduzida da glutationa, o0 GSH (gama-glutamil-cisteinil-
glicina). Além de ser um cofator para a agdo da GPx, a GSH esta envolvida em uma série de
processos metabdlicos, incluindo o metabolismo do ascorbato, manutencdo da comunicagéao
entre as células, e geralmente prevenindo grupos proteina-SH de se oxidarem e promoverem
ligacGes cruzadas. Pelos seus altos niveis encontrados em sistemas celulares, o equilibrio entre
GSH e GSSG (a forma oxidada da glutationa, apds sofrer acdo da glutationa peroxidase) é o
maior responsavel pela manutencdo do estado redox da célula. Em uma situacdo normal no
balanco redox de 10mM de glutationa total, 99% representa GSH e 1% GSSG (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2007).

Além do seu importante papel no balanco redox, a GSH é um cofator para
diversas enzimas em diversas vias metabdlicas, incluindo enzimas envolvidas na sintese de
leucotrienos. O metilglioxal, por exemplo, é produzido a partir de gliceraldeido 3-fosfato e de
dihidroxicetona fosfato (intermediarios da glicélise), e durante a lipoperoxidacdo. A GSH ¢
capaz de oxidar metilglioxal, acelerando a sua remocéo, ja que a molécula reage rapidamente
com DNA e proteinas, formando ligagdes covalentes com residuos de cisteina, arginina e lisina,
por exemplo. Adicionalmente, a glutationa possui capacidade de assistir na remocao de aldeidos
toxicos, e possui um papel na manutencdo do dobramento das proteinas e na sua degradacédo
com ligagdes S-S (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Como um antioxidante direto, in vitro, a GSH pode reagir com os radicais
hidroxil, &cido hipocloroso, peroxinitrito, carboxil, peroxil, radicais carbono-centrados e
oxigénio singlet, mas ndo muito efetivamente com o anion superoxido HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2007).

No musculo esquelético, os niveis de GSH e GPx (38 Ul/mg de proteina) séo
modestos. No musculo do diabético, a geracdo de AGE, modificacdo de estrutura de proteinas,
ativacdo da glicolise e o aumento de espécies radicalares parecem ser fontes importantes de
consumo de GSH. Como a direcdo da GSH pode tomar diferentes rumos, a tradicional relacédo
GSSG/GSH pode ndo oferecer o resultado esperado quando o estresse oxidativo estiver
estabelecido. Mastrocola et al. (2008), em um modelo de diabetes induzido por estreptozotocina
verificaram aumento do indice GSSG/GST no musculo de ratos, 21 dias apés a indugdo. Nao
sdo encontrados estudos na literatura que avaliem o musculo esquelético em modelos
experimentais de longa duragdo. Em um modelo de 6 semanas de duragéo, Aragno et al. (2012)

encontraram, no musculo esquelético de animais com diabetes induzido por estreptozotocina,
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niveis aumentados da razdo GSSG/GSH (%) 6 semanas (aproximadamente 42 dias) apos a
inducéo.

1.6 MODIFICACOES MACROSCOPICAS E MICROSCOPICAS NO MUSCULO
ESQUELETICO DO DIABETICO TIPO I

Como mencionado, uma das primeiras comorbidades encontradas em
diabéticos do tipo | é a perda de massa magra, com desenvolvimento da perda e forga muscular
e atrofia (MEDINA-SANCHEZ et al., 1994; JERKOVIC et al., 2009). O diabetes do tipo |
apresenta tipicamente atrofia do musculo esquelético associada ao aumento de morbidade e
mortalidade. De acordo com o ja exposto, a atrofia resulta da diminuicdo da sintese proteica
e/ou aumento da protedlise nas fibras musculares. Apesar de 0 mecanismo preciso destes
eventos ainda ndo ser totalmente conhecido, sabe-se que a indugdo do processo atrofico
acontece via ubiquitinacdo e inducdo do sistema proteolitico ATP-ubiquitina-proteassoma,
induzindo a reducdo do diametro das fibras musculares (KELLEHER et al., 2010). O diabetes
do tipo | é capaz de iniciar um processo atréfico, com aumento do estado catabdlico pela falta
da acdo de insulina, tal fato é explicado pelo aumento da producéo de energia pela via anaerdbia
induzindo a alteracdo no perfil metabdlico e contratil das fibras musculares, com predominancia
das fibras tipo 1A e I1B. Em estados avancados ha predominio das fibras tipo 1B, com reducéo
no tamanho das fibras tipo | correlacionada com perda de massa muscular, redugéo do diametro
de fibras, aumento da sua densidade numérica por unidade de area de referéncia e ligeira
diminuicdo no didmetro e comprimento do miondcleo (Figura 6) (FAHIM; EL-SABBAN;
DAVIDSON, 1998)
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Figura 6. Corte histolégico em H. E. do musculo extensor digitério longo. Corte transversal do misculo A.
animal induzido com STZ. B. animal controle. Corte longitudinal do misculo C. animal induzido com
STZ D. animal controle. Adaptado de AUGHSTEEN; KHAIR; SULEIMAN, 2006.

Na morfometria quantitativa de ratos nao diabéticos e diabéticos pela indugédo
de estreptozotocina, e acompanhados por 30 dias, AUGHSTEEN et al. (2006) verificaram que
0s musculos dos amimais apresentavam diminuic&o no tamanho da fibra muscular, aumento de
densidades por unidade de referéncia de area e consequente diminuig¢do do peso do animal. Em
um estudo de JERKOVIC et al. (2009) sobre o efeito do diabetes induzido por estreptozotocina
sobre a capacidade regenerativa do musculo esquelético 10 dias, 4 e 8 semanas
(aproximadamente 56 dias) apds inducdo, os autores mostraram que 0s animais diabéticos
apresentaram perda de peso e atrofia.

As fibras musculares sdo classificadas de acordo com sua fungéo,
caracteristicas citoquimicas, ultraestruturais, propriedades contrateis e perfil metabolico. Essa
classificacdo divide as diferentes fibras em: fibras oxidativas - tipo | (vermelhas), que realizam
contracdo lenta e apresentam predominancia no organismo em individuos saudaveis; fibras
oxidativas-glicoliticas — tipo Il A (vermelhas e brancas), que apresentam contracdo rapida e
exercem papel de transicdo para as fibras glicoliticas; e fibras glicoliticas — tipo 11B (brancas),

exercem contracdo rapida, e estdo em menor quantidade (SARTORI et al., 2003).

O processo adaptativo durante a hiperglicemia crbnica também induz

modificacdo dos tipos de fibras musculares. Fewell et al., (1995) mostraram diminuicdo das
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fibras de contracdo rapida em musculos de animais diabéticos, 5 semanas (aproximadamente
35 dias) apds inducdo do diabetes experimental. Medina —Sénchez et al. (1994) mostraram
aumento das fibras do tipo 1B (glicoliticas) em um modelo de 12 semanas (aproximadamente
84 dias) de inducéo de diabetes por streptozotocina. Jerkovic et al. (2009) mostraram em seu
modelo de acompanhamento da indugéo do diabetes por estreptozotocina por 10 dias, 4 e 8
semanas (aproximadamente 56 dias), mudangas da redistribuicdo das fibras musculares
dependente da duracdo da exposicdo a hiperglicemia, e afetando todos os tipos de fibras
musculares. CHAO et al., 1978, em estudos sobre as alteracbes morfoldgicas e ultraestruturais
das celulas musculares em ratos diabéticos, utilizando modelo de inducéo por estreptozotocina,
por um periodo de 90 dias até o sacrificio, mostraram troca no padrdo de fibras musculares para
glicoliticas tipo 1IB e diversas alteracbes morfolégicas nas mitocondrias musculares desse

animais.

Novamente, ndo se encontram estudos na literatura que avaliem exposicdes
a hiperglicemia de longa duracéo, o que refletiria diretamente um quadro real do individuo
diabético que permanece exposto a doenca por mais de uma década. Ainda, ndo existem
relagOes entre o perfil do estresse oxidativo gerado e o estabelecimento da atrofia neste mesmo

perfil de exposicéo.
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2. JUSTIFICATIVA

A hiperglicemia cronica de longa duracdo induzida em individuos diabéticos
leva a alteracdes metabolicas importantes de forma a mudar o padrdo de obtengao de energia
do individuo. O musculo esquelético é responsavel por aproximadamente 80% da captacao de
glicose mediada por insulina in vivo, o que torna o musculo esquelético um alvo altamente
sensivel frente a oscilagfes dos niveis de glicose ou insulina. O estresse oxidativo gerado por
estas vias metabolicas ativadas parece ter fundamental importancia no processo de adaptacédo
muscular e desenvolvimento do processo de atrofia e/ou mudanca do perfil do tipo de fibra
muscular. No entanto, os estudos que investigam separadamente 0s aspectos citados utilizam
modelos de curta ou média duracdo de exposicdo a hiperglicemia. No se encontram estudos
na literatura que avaliem exposicdes a hiperglicemia de longa duracdo, o que refletiria
diretamente um quadro real do individuo diabético que permanece exposto a doencga por mais
de uma década. Ainda, ndo existem relacbes entre o perfil do estresse oxidativo gerado e 0

estabelecimento da atrofia neste mesmo perfil de exposigao.
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3. HIPOTESE

A exposicéo de longo prazo a hiperglicemia possui caracteristicas oxidativas
diferentes da exposicdo de curto prazo, e influencia positivamente no estabelecimento do
quadro de atrofia.
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4. OBJETIVOS

4.1 GERAIS

Verificar se a exposicdo cronica de longo prazo a um quadro de
hiperglicemia, influencia na quantidade/qualidade de estresse oxidativo e a relacdo com a

atrofia do musculo estriado esquelético no diabetes tipo | induzido por estreptozotocina.

4.2 ESPECIFICOS

Avaliar os niveis de lipoperoxidacdo de membrana nas células musculares, 0s
niveis de Glutationa, na forma reduzida e oxidada e alteracfes das proteinas constituintes do
tecido muscular, caracterizando o estado das alteracbes promovidas pelo estresse oxidativo a

longo prazo;

Estabelecer as alteracGes microscépicas do musculo esquelético por meio da
morfometria em animais diabéticos, 120 dias ap0s inducéo por estreptozotocina, caracterizando

a atrofia.
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5. CONSIDERACOES

Esta dissertacdo deu origem a um artigo cientifico intitulado “Atrofia e
estresse oxidativo apos longo periodo de exposicao a hiperglicemia em musculo de ratos

com diabetes induzido por estreptozotocina” e submetido a um periodico cientifico.
Os resultados nos permitiram chegar as seguintes conclusdes:

1. Ap0s 120 dias de inducdo do diabetes por estreptozotocina, as mudancas

oxidativas tenham deixado de ocorrer.

2. E possivel que este estado tenha sido induzido por uma adaptacio a

demanda metabdlica ocorrida durante o periodo;

3. Os sistemas de degradacdo ja promoveram as modificacfes nas proteinas

musculares gerando o quadro atrofico estabelecido.
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RESUMO

No mausculo esquelético, o diabetes do tipo | é capaz de iniciar um processo atrofico
precocemente. A hiperglicemia sistémica promove aumento de radicais livres por ativar vias do
metabolismo glicolitico geradoras de radicais livres. Este fato parece contribuir com o quadro
de atrofia. Os modelos experimentais de diabetes ndo avaliam modelos de longa exposicéo a
hiperglicemia, o que pode ndo refletir o quadro real da doenca no que diz respeito ao musculo
esquelético, ja que o paciente permanece hiperglicémico por décadas. O objetivo do presente
estudo foi avaliar o estado oxidativo do musculo esquelético e a atrofia muscular em um modelo
de diabetes induzido por estreptozotocina, 120 dias apds inducgdo. Assim, ratos Wistar machos
de 90 dias de idade foram divididos entre normoglicémicos (N) e diabéticos (D). Os animais
destinados ao grupo D sofreram inducdo do diabetes com estreptozotocina (35 mg/kg). Os
animais destinados ao grupo N ndo sofreram nenhum procedimento. Apos 120 dias, a glicemia
de jejum foi avaliada, os animais foram sacrificados e os musculos gastrocnémio esquerdo e
direito colhidos. Para caracterizagdo do estresse oxidativo, foram realizados ensaios para
quantificacdo de peroxidacdo lipidica (quimiluminescéncia estimulada por hidroperdxido de t-
butil, e teste das substdncias reativas ao &cido tiobarbitdrico), capacidade antioxidante
(capacidade antioxidante total e glutationas total e oxidada), e alteracdo oxidativa de proteinas
(carbonilacdo e quantificacdo de cloraminas). Para caracterizacdo da atrofia, a analise
morfomeétrica foi realizada. As analises de lipoperoxidacdo, capacidade antioxidante total, e
proteinas carboniladas ndo revelaram diferencas significantes entre os grupos. Tanto a
glutationa total quanto a glutationa oxidada demonstraram estar diminuidas em D, assim como
os produtos avancgados de oxidacao de proteinas. A analise morfométrica revelou aumento de
frequéncia de areas de seccdo transversa menores no musculo gastrocnémio dos animais
diabéticos. Desta forma, parece razoavel inferir que, apds 120 dias de inducdo do diabetes por
estreptozotocina, as principais mudancas oxidativas tenham deixado de ocorrer. E possivel que
este estado tenha sido induzido por uma adaptacdo a demanda metabdlica ocorrida durante o
periodo e que os sistemas de degradacdo ja tenham agido em resposta as modificacdes e que as
proteinas em questdo ja tenham sido degradadas, levando a atrofia.

Palavras Chaves: diabetes, perda de massa, estresse oxidativo
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INTRODUCAO

O Diabetes melito é uma das maiores doencas do século passado e vem
aumentando sua incidéncia nos ultimos 10 anos, sendo considerada uma epidemia. Em 2013, a
Organizacao Mundial da Satde apontou que, até o ano de 2008, haviam 347 milhdes de pessoas
portadoras de Diabetes no mundo. Estima-se que até o ano de 2030 este indice podera ser
duplicado em relacdo aos portadores no mundo (SHAW; SICREE; ZIMMET, 2010). No
diabético tipo |, a hiperglicemia ocorre por um processo complexo ocasionado por destrui¢éo
de células beta, as responsaveis pela producao de insulina (FORBES E COOPE, 2013).

As complicagdes sistémicas ou comorbidades associadas ao diabetes variam
de acordo com o tempo de exposicdo a hiperglicemia (FORBES; COOPER, 2013). Uma das
primeiras comorbidades encontradas em diabéticos do tipo | é a perda de massa magra, com
desenvolvimento da perda de forca muscular e atrofia (MEDINA-SANCHEZ et al., 1994;
JERKOVIC et al., 2009). O diabetes do tipo | apresenta tipicamente atrofia do musculo
esquelético associada ao aumento de morbidade e mortalidade. De acordo com o ja exposto, a
atrofia resulta da diminuicdo da sintese proteica e/ou aumento da protedlise nas fibras
musculares. Apesar de o0 mecanismo preciso destes eventos ainda ndo ser totalmente conhecido,
sabe-se que a inducdo do processo atréfico acontece via ubiquitinacdo e inducdo do sistema
proteolitico ATP-ubiquitina-proteassoma, induzindo a reducdo do didmetro das fibras
musculares (KELLEHER et al., 2010). Modelos experimentais de inducdo de diabetes do tipo
| parecem promover as mesmas alteracdes observadas em seres humanos. A inducéo de diabetes
por estreptozotocina ou aloxano em diversos tempos mostra atrofia, com mudanca do tipo de
fibra muscular em vérios masculos. O transplante de ilhotas pancreéticas, recuperando a
habilidade de produzir insulina é capaz de reverter o quadro JERKOVIC et al, 2009; FEWELL,
et. al., 1995; MEDINA-SANCHEZ, 1994).

O musculo esquelético é responsavel por aproximadamente 80% da captacao
de glicose mediada por insulina in vivo (HARDIN et al., 1993), o que torna o masculo
esquelético um alvo altamente sensivel frente a oscilagfes dos niveis de glicose ou insulina.
Com o quadro de hipdxia constituido pelo aumento da viscosidade sanguinea e transporte
diminuido de oxigénio para os tecidos, ha reducdo na producéo de energia pela via oxidativa, e
consequentemente, menor producdo de ATP por via aerdbia, 0 que acarreta em aumento da

formacdo de espécies reativas de oxigénio. Ainda, o estresse oxidativo apresenta um papel
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central nas reacfes bioquimicas associadas com a hiperglicemia cronica. Todas as vias
metabolicas encontram-se alteradas no individuo diabético. A ativacéo de vias alternativas para
obtencdo de glicose intramuscular e a diminuicdo do oxigénio disponivel para geracdo de
energia por via aerobia acabam por aumentar consideravelmente a producdo de espécies
reativas de oxigénio (REIS et al., 2008). Evidéncias apresentadas a partir da metade da década
de 90 demonstram que o0 aumento do estresse oxidativo seria capaz de modular a degradacao
protéica no musculo estriado esquelético (POWERS, 2010), colaborando para a indugéo de um
quadro de atrofia e astenia em doencas cronicas. No entanto, poucas sdo as evidéncias que
demonstrem mudanca de padrGes de estresse oxidativo e modificacbes adaptativas do muasculo
esquelético com o tempo, j& que o individuo permanece doente e apresentando as mesmas

comorbidades por muito mais de uma década.

As glutationas sdo uma familia de enzimas envolvidas em sistemas
antioxidantes enzimaticos. A glutationa é sintetizada no citoplasma de todas as células animais,
sendo o figado o 6rgdo mais ativo na producdo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Além
do seu importante papel no balango redox, a GSH é um cofator para diversas enzimas em
diversas vias metabdlicas. No musculo esquelético, os niveis de GSH sdo modestos. No
musculo do diabético, a geracao de produtos de glicacdo, modificacdo de estrutura de proteinas,
ativacdo da glicolise e o aumento de espécies radicalares parecem ser fontes importantes de
consumo de GSH. Como a direcdo da GSH pode tomar diferentes rumos, a tradicional relagéo
GSSG/GSH pode ndo oferecer o resultado esperado quando o estresse oxidativo estiver
estabelecido. Mastrocola et al. (2008), em um modelo de diabetes induzido por estreptozotocina
verificaram aumento do indice GSSG/GSH no musculo de ratos, 21 dias ap6s a inducdo. N&do
sdo encontrados estudos na literatura que avaliem o mdsculo esquelético em modelos
experimentais de longa duragdo. Em um modelo de 6 semanas de duragéo, Aragno et al. (2012)
encontraram, no musculo esquelético de animais com diabetes induzido por estreptozotocina,
niveis aumentados da razdo GSSG/GSH (%) 6 semanas (aproximadamente 42 dias) ap6s a
indugéo. Trabalhos recentes avaliando concentracdo de GSH e GSSG muscular em modelos
experimentais de doengas crénicas com componentes de perda de massa muscular mostraram
diminuicdo dos niveis de GSH, sem aumento de GSSG. (GUARNIER et al., 2010;
BERNARDES et al., 2014).

Como visto, a hiperglicemia crénica de longa duracdo induzida em individuos
diabéticos leva a alteracGes metabdlicas importantes de forma a mudar o padréo de obtencéo de

energia do individuo. O estresse oxidativo gerado por estas vias metabolicas ativadas parece ter
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fundamental importancia no processo de adaptacdo muscular e desenvolvimento do processo
de atrofia e/ou mudanca do perfil do tipo de fibra muscular. No entanto, os estudos que
investigam separadamente os aspectos citados utilizam modelos de curta ou média duracéo de
exposicao a hiperglicemia. Nao se encontram estudos na literatura que avaliem exposicoes a
hiperglicemia de longa duracéo, o que refletiria diretamente um quadro real do individuo
diabético que permanece exposto a doenca por mais de uma década. Ainda, ndo existem
relacBes entre o perfil do estresse oxidativo gerado e o estabelecimento da atrofia neste mesmo
perfil de exposicdo. O objetivo do presente estudo € verificar se a exposi¢édo cronica de longo
prazo a um quadro de hiperglicemia, influencia na quantidade/qualidade de estresse oxidativo
e a relacdo com a atrofia do masculo estriado esquelético no diabetes tipo | induzido por

estreptozotocina.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Este trabalho foi realizado em colaboragcdo com o Departamento de Ciéncias
Morfoldgicas, Laboratério de Pesquisa em Plasticidade Neural Entérica coordenado pela Prof?.
Dr2. Jacqueline Nelisis Zanoni da Universidade Estadual de Maringad (UEM), e aprovado pelo

Comité de Etica em Utilizacdo de Animais da UEM.

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus) machos, provenientes do
biotério central da Universidade Estadual de Maringa (200-250 g, 90 dias de idade), divididos
em 2 grupos (n = 9/grupo): controle normoglicémico (N), acondicionados em gaiolas e
acompanhados por 120 dias); e diabéticos (D), que sofreram inducdo por inoculagdo e.v. (veia
peniana) de estreptozotocina 35 mg/kg (Sigma, St Louis, EUA; ap06s jejum de 14 horas) e
acompanhados por 120 dias. Os animais foram pesados antes e apds o periodo de tratamento.
Para verificar o estabelecimento do modelo experimental, uma gota de sangue foi obtida da
cauda dos animais para mensuragdo da glicemia pela determinacdo fotométrica da glicose por
meio de glicoso-colorante-oxidorredutase (glicosimetro Accu-Chek Active, Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, BW, Alemanha). Somente foram utilizados ratos com glicemia superior a
200 mg/dL nos grupos D. Apos o periodo estabelecido, os animais foram pesados, anestesiados
com solucdo de tiopental sodico (40 mg/kg i.p.), e eutanaziados por rompimento da aorta
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abdominal. O sangue para a quantificacdo da glicemia final foi colhido pela aorta abdominal
antes do sacrificio, e os musculos gastrocnémio colhidos e pesados. O indice de caquexia foi
calculado pela formula: IC=[mi-mf+(gmc)]/(mi+gmc)x100, onde, mf - massa final, mi - massa
inicial e gmc - ganho de massa corporea (adaptado de GUARNIER et al., 2010). Um dos
musculos gastrocnémio foi destinado a fixacdo com metanol e &cido acético glacial (3:1 v/v)
por 70 minutos, e entdo incluido em parafina. O masculo contralateral foi imediatamente

congelado em N2 liquido e estocado a -86°C ateé o uso.

Avaliacio do estado oxidativo do musculo

Preparo do tecido: Para as técnicas de estresse oxidativo, os tecidos foram
colocados em tubos gelados e homogeneizados em homogeneizador tipo ultra-turrax (Marconi
- MA102/mini) em ciclos Unicos de 45s, contendo concentracdo de tecido e tampao previamente
estabelecido para cada técnica. O homogenato total a 10 mg/mL em 10 mM
KH2PO4/K2HPO4/120 mM KCI, pH 7.4 foi usado para as técnicas de quimiluminescéncia
estimulada por t-butil hidroperéxido (QL) e teste das substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS). Para determinacdo da quantidade de proteinas carboniladas, um
homogenato 50 mg/mL em 50mM KH2PO4/K>HPO4/120 mM KCI, pH 7.4 foi utilizado
(Reznick & Packer, 1994). Para capacidade antioxidante total (TRAP) e ensaios de glutationas
reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), um sobrenadante proveniente de uma centrifugagéo a 10000
X g por 15 minutos a 4°C foi de um homogenato 50 mg/mL em 50mM KH2PO4/K:HPO4/120
mM KCI, pH 7.4 foi utilizado. Para a determinacdo de proteinas altamente oxidadas, foi
utilizado um homogenato total 40 mg/mL em tampao tris-HCI 20 mM, pH 7.4 e centrifugado a
3600 x g por 10 minutos por 4°C.

Quimiluminescéncia estimulada por tert-butil hidroperéxido: Para
avaliar o grau de estresse oxidativo prévio do tecido, foi utilizado o método de
guimiluminescéncia (QL) induzida por tert-butil hidroperdxido, descrito por Gonzalez-Flecha
et al. (1991). Os homogenatos totais foram incubados com tampdo KH2PO; 10mM a 37°C por
5 minutos. A reacdo teve inicio apos a adicdo de tert-butil & amostra. A emissdo de

luminescéncia pela amostra foi determinada em lumindmetro durante 40 minutos. Apés 0
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periodo, uma curva de iniciagdo, propagacdo e terminacdo foi obtida e a area sob a curva
determinada por obtencdo da integral. Os resultados foram expressos em Area sob a curva de

QL.

Quantificacdo da Capacidade Antioxidante Total (CAT): A avaliacdo da
capacidade antioxidante total foi medida por quimiluminescéncia (QL) e foi realizada conforme
descrito anteriormente para Repetto et al. (1996). Em um meio de reagdo contendo 20uM de 2-
azo-bis-(2-amidinopropano) (ABAP) e 200uM de luminol. Depois da emissdo maxima ser
atingida, 70uL de sobrenadante ou trolox (analogo hidrossolivel do alfa-tocoferol) foi
adicionado ao meio de reacdo. O tempo total de quenching foi comparado com o tempo do

trolox, e os resultados expressos em uM de trolox.

Quantificacio de substancias de reacio acido tiobarbitiarico (TBARS): A
peroxidacdo lipidica nos homogenatos dos musculos dos dois grupos foi determinada pela
reacdo de TBARS, conforme descrito por Oliveira e Cecchini (2000). No ensaio de TBARS, o
malondialdeido (MDA) formado durante a peroxidacao lipidica reage e forma um produto de
coloracdo rosa translucido, 2-MDA (TBA). Em solucdo de acido 2-MDA (TBA) absorve luz
em 532 nm e é facilmente extraivel em solventes organicos tais como o n-butanol. O nivel de

MDA foi estimado em nmol/100 mg de tecido.

Glutationa reduzida e Glutationa oxidada: Segundo Tietize(1969) para
determinacéo de GSH, foi adicionada glutationa redutase ao sobrenadante do homogenato a fim
de converter toda GSSG a GSH e promover a determinacdo espectrofotométrica das duas
formas. Para a determinacdo de GSSG, os sobrenadantes foram incubados por uma hora com
2-vinilpiridina, ligando-se irreversivelmente a GSH do meio. Ambos os resultados foram

expressos em pM/mL.

Determinacio de Proteinas Carboniladas: Foram determinadas como
descrito por Reznick e Packer (1996), com modificagcdes. Brevemente, os homogenatos foram
primeiramente centrifugados a 3000 x g por 10 min, em temperatura ambiente (TA), e 0s

sobrenadantes submetidos a reagdo com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) em HCI 2,5N. A
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seguir foram incubados por 1h a TA com agitacGes a cada 15 minutos. As amostras foram entéo
lavadas em 20% (p/v) de &cido tricloroacético (TCA) e centrifugadas por 10 minutos para
coletar o precipitado de proteinas, quando foi realizada uma nova lavagem com TCA 10% e 0s
pellets foram dispersados mecanicamente. Finalmente, os pellets foram lavados 3 vezes em
etanol:etilacetato (1:1; v:v) para remocdo da DNPH livre e dos contaminantes lipidicos. O
precipitado final foi dissolvdo em Guanidina 6M e qualquer material ndo soltvel foi removido
por uma centrifugacdo adicional. O conteddo de grupos carbonil foi calculado pela leitura do
pico de absorbancia entre 355 e 390nm. E a férmula C1/4 Abs (355-390 nm) 45,45 nmol/mL,
onde C é a concentragdo de DNPH/mL e 45,45 ¢é a constante de absorbancia. Os resultados
foram expressos em nmol de proteinas carboniladas/mg de proteinas totais.

Determinacdo dos Produtos Avancados de Oxidacdo de Proteinas —
AOPP: Para quantificar os produtos avancados de oxidagdo de proteinas utilizou-se a técnica
descrita por Witko-Sarsat et al. (1996), com modificacGes. Ao sobrenadante, foi acrescentado
iodeto de potassio (K1) e acido aceético. Para o branco foi utilizado PBS, Kl e cido acético. As
aminas das amostras sdo, in vivo, oxidadas pelo &cido hipocloroso (HOCI, do processo
inflamatorio) presente no meio e convertidas em compostos organoclorados (cloraminas), que
reagem com o Kl a fim de produzir triiodeto, que foi detectado em leitora de microplaca a

340nm. Os resultados foram expressos em pmol de cloramina/L.

Quantificacio de proteinas totais: A quantificagdo de proteinas totais dos
homogenatos foi determinada para normalizacdo dos resultados, utilizando albumina bovina
como padrédo (LOWRY, 1951; MILLER, 1959).

Avaliacao da atrofia muscular

Para se estabelecer um pardmetro histolégico de perda de massa muscular, a
area de seccdo transversa das fibras do musculo gastrocnémio foi determinada. Apds a incluséo
em parafina, como descrito, cortes semi-seriados de 5um de espessura foram realizados (5
cortes/lamina, intervalo de 50um/corte) em cada musculo. Os cortes foram corados em

hematoxilina e eosina. Para medida da area de seccao transversa, as identificacdes das laminas
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foram cobertas, e fotomicrografias foram registradas (5 campos/corte/animal), totalizando 600
fibras medidas/animal, usando um microscépio optico (aumento de 200x) acoplado a uma
camera de alta resolucdo. Um sistema de analise de imagens (Image-Pro_plus 4.0; Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA\) foi utilizado para determinar a area de cada fibra medida
em pum?, Pela heterogeneidade natural intra-grupo no tamanho das fibras, os valores foram
agrupados or procedimento (N ou D), a distribuicdo de frequéncia foi determinada baseada nos

intervalos de classes (20 classes) de 0 a 10000 pm?.

Analise estatistica

Os resultados foram analisados pelos softwares Origin 8.6 e GraphPad Prism,
e expressos em forma de média + erro padrdo da média e comparados por teste t de student para
dados ndo pareados quando a distribuicdo foi considerada normal pelo teste de Kormolgorov-
Smirnov. Quando a distribuicdo ndo foi considerada normal, as comparac6es entre os grupos N
e D foram expressas por meio da mediana e intervalo interquartis, € 0s grupos foram
comparados pelo teste de Mann-Whtiney. Os resultados foram considerados significativos
guando p<0,05. Na andlise da morfometria do musculo estriado esquelético, histogramas de
distribuicdo de frequéncia da area de seccdo transversa foram construidos e a frequéncia
absoluta calculada.

RESULTADOS

Modelo animal

A tabela 1 mostra os parametros relacionados ao estabelecimento do diabetes
experimental, evolugéo da glicemia durante os 120 dias, perda de massa muscular e do indice
de caquexia. A glicemia realizada apds 2 dias da inducdo nos animais no grupo D mostrou-se
maior que 200 mg/dL, caracterizando o quadro de diabetes precocemente. Ao final do
experimento os animais do grupo N apresentaram glicemia considerada normal (148,17 + 2,38
mg/dL), enquanto que os animais do grupo D apresentaram valores de 574,17 + 25,74 mg/dL
ao fnal do experimento (p<0,05). O indice de caquexia, que reflete 0 comportamento da massa
total apresentada durante todo o periodo experimental em relacdo ao grupo controle
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(GUARNIER et al., 2010), mostrou perda de 36,71 = 1,49% pelos animais D na comparagéo
com N. Da mesma forma, quando a massa do gastrocnémio foi comparada, 0s animais
diabéticos mostraram diminuicdo significativa em relacdo ao controle (1127 + 101,0 e 1647 +
81,2 mg, respectivamente), mostrando variacao percentual préxima ao indice de caquexia de
31,6%.

Alteracoes oxidativas no musculo esquelético apos 120 dias de inducao

A Tabela 2 demonstra os niveis das variaveis relacionadas ao estresse
oxidativo no musculo esquelético de ratos diabéticos, 120 dias apos a inducdo. Os valores de
dialdeido maldnico (MDA) estimados pela técnica de TBARS ndo mostraram diferengas
estatisticamente significantes (0,340 £ 0,19 em N e 0,404 £ 0,22 nmol de MDA/100mg de
tecido em D) na comparacao entre os grupos. Os niveis de antioxidantes solUveis de baixa massa
molecular quantificados no ensaio de CAT também ndo mostrou diferencas significativas
quando N (30,92 + 11,09 uM de trolox) e D (30,21 £+ 10,69 uM de trolox) foram comparados.
Da mesma maneira, o teste t de student para dados ndo pareados mostrou diferengas nos perfis
das curvas de Quimluminescéncia, ou na avaliacdo da area sob a curva. Os animais do grupo N
apresentaram 13562 + 9325 Unidades Relativas de Luz?, enquanto os diabéticos mostraram
7861 + 2511 Unidades Relativas de Luz?.

Nos parametros relacionados a oxidacao de proteinas, 0s niveis de proteinas
carboniladas ndo mostraram-se diferentes no grupo diabético (0,072 + 0,06 nmol de grupos
carbonil / mg de proteinas totais) quando comparados ao grupo normoglicémico (0,113 + 0.10
nmol de grupos carbonil / mg de proteinas totais). Ainda, quando a interacdo de aminas
primarias com oxidantes clorados através da técnica de deteccdo de produtos avancados da
oxidagdo de proteinas foi avaliada, também néo foram observadas diferencas entre os niveis de
proteinas modificadas no grupo D (10,6 + 0,01 nM cloramina T/mg de proteinas totais) quando

comparado ao grupo N (9,93 + 0,01 nM cloramina T/mg de proteinas totais).

A Tabela 3 demonstrou os niveis de glutationa reduzida e glutationa oxidada
oxidativo no musculo esquelético de ratos diabéticos, 120 dias apds a inducdo. A quantificacdo
de glutationa no masculo esquelético mostra que os niveis de GSH no grupo D (0,48 [0,44—
0,53] umol/mg de proteina) diminuem significativamente quando comparadas ao grupo N (8,36
[4,37-16,66] pumol/mg de proteina, p<0,0001). Ao contrario do esperado, houve diminuigédo
dos niveis de GSSG no grupo D (0,040 £ 0,023 umol/mg de proteina) em relagdo ao grupo N



45

(0,056 + 0,023 pumol/mg de proteina, p<0,05). O célculo da relagdo GSSG/2 GSH apresentou
diferenga significativa entre os grupos.

Caracterizacio da atrofia pela area de sec¢ao transversa do misculo gastrocnémio

A distribuicdo de frequéncia das areas de seccdo transversas mostrou
diferengas quando os dos grupos foram comparados. Imagens representativas dos musculos
gastrocnémios estdo apresentadas na Figura 1 (A e B). Nos animais normoglicémicos, o 50°
percentil (3317um?) das areas ocorreu na sétima classe (3000 a 3500 pm?). Ja nos animais
diabéticos, o0 50° percentil (2320 um?) ocorreu na quinta classe (2000 a 2500 um?). Os

histogramas de distribuicdo de frequéncia completos encontram-se apresentados na figura 1.

DISCUSSAO

Modelos experimentais de inducdo de diabetes do tipo | parecem promover
as mesmas alteracOes observadas em seres humanos (ZANOELLO et. al., 2011, AUGHSTEEN,
et al, 2006, CHAO et al,1976). No presente estudo, a estreptozotocina foi capaz de promover a
sindrome diabética nos animais do grupo D, demonstrada pelo aumento da glicemia em quase
trés vezes, dois dias apds a inducdo experimental. Ao final do experimento, a diferenca de
glicemia em relacdo ao controle superou 3,5 vezes, caracterizando uma exposicdo a
hiperglicemia de muito longa duracdo. Ademais, dados publicados pelo nosso grupo com o
mesmo modelo experimental observaram ao longo do tempo reducdo no ganho de peso
corporal, aumento no consumo de racgdo (polifagia), polidpisia e politria (Hermes-Uliana et al.
2013). A estreptozotocina é a substancia mais utilizada para estudar DM tipo 1 em animais
(Dias et al., 2004), e tem demonstrando ser um bom modelo para o estabelecimento de DM
experimental (Delfino et al., 2002; Szkudelski, 2001; Zanoni et al., 2003). Confirmando a perda
de massa apresentada por pacientes ao longo da doencga, os animais diabéticos apresentaram
indice de caquexia acima de 30%, e perda da massa do musculo gastrocnémio de 31,5% em
relacdo ao controle. Desta forma, parece razodvel inferir que existe predominancia de perda de

massa magra durante o curso de desenvolvimento da doenga.
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As complicagdes sisttmicas ou comorbidades associadas ao diabetes variam
de acordo com o tempo de exposi¢do a hiperglicemia. (FORBES; COOPER, 2013). Uma
comorbidade extensivamente apresentada por individuos diabéticos é a perda de massa
muscular. O diabetes do tipo | é capaz de induzir atrofia da musculatura esquelética, que ocorre
pelo aumento do catabolismo celular (KRAUSE et al, 2011; LUCIANO; MELLO, 1998).
Além do aumento da disponibilizacdo de energia por via anaerdbia, a disponibilizacdo de
oxigénio para 0 musculo esquelético no diabetes também esta diminuida. A viscosidade
sanguinea por elevacdo da glicose encontra-se em aumentada , o que dificulta o transporte de
oxigénio, e a difusdo do mesmo para os tecidos. Outras sdo as modificagdes que agravam o
quadro de hip6xia muscular, como o0 espessamento de membrana basal; das proteinas
constituintes da parede do vaso com enrijecimento do mesmo; diminuicdo da atividade do 6xido
nitrico, das prostaglandinas e aumento da endotelina -1, um potente vasoconstritor (REIS et al.,
2008). Este conjunto de alteragcbes metabolicas, juntamente com o aumento de um quadro
inflamatorio, acabam por contribuir para o aumento do estresse oxidativo sistémico e tecidual

apresentado por pacientes diabéticos.

Evidéncias apresentadas a partir da metade da década de 90 demonstram que
0 aumento do estresse oxidativo seria capaz de modular a degradacdo protéica no musculo
estriado esquelético (POWERS, 2010), colaborando para a inducdo de um quadro de atrofia e
astenia em doencas cronicas. No entanto, poucas sdo as evidéncias que demonstrem mudanca
de padrdes de estresse oxidativo e modificacdes adaptativas do musculo esquelético com o
tempo, j& que o individuo permanece doente e apresentando as mesmas comorbidades por muito
mais de uma década. Gumieniczek et al. (2001) mostraram diferencas somente no estado
antioxidante no musculo esquelético de ratos com diabetes induzida por estreptozotocina 3, 6 e
12 semanas (84 dias) apdés a inducdo. O trabalho demonstrou diminuicdo de grupos
antioxidantes SH, e de &cido ascorbico, além do aumento das atividades das enzimas

antioxidantes catalase e superdxido dismutase até a 122 semana ap0s inducgéo.

No entanto, alguns parametros ndo apresentaram diferencas significantes em
relacdo ao controle a partir da 62 semana apds inducdo, como a concentracdo de MDA ou da
glutationa peroxidase. Reis et al. (2008) em sua revisdo, mostraram diferentes parametros de
estresse oxidativo em pacientes expostos a diversos tempos de hiperglicemia (tempo definido
a partir do diagnostico). Em suma, o estresse oxidativo parece exercer seus efeitos toxicos em
estagios precoces da doenca, deixando de aparecer em estagios mais avancados (REIS et al.,

2008). O fato traz a luz a participacdo do estresse oxidativo em processos adaptativos e ndo
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somente em mecanismos de les&o celular. Quando a adaptacdo esta estabelecida e o equilibrio
metabdlico é alcancado, aparentemente alguns dos parametros deixariam de aparecer.

No presente estudo, que utilizou musculo de ratos diabéticos com longa
exposicdo a hiperglicemia (120 dias), ndo foram encontradas diferencas na concentracao de
antioxidantes soldveis de baixa massa molecular, lipoperoxidacio (MDA ou
quimiluminescéncia estimulada por tert-butil hidroperdxido), carbonilacdo de proteinas, ou
produtos avangados de sua oxidagdo. No entanto, a quantidade de glutationa reduzida mostrou-
se diminuida no musculo dos animais diabéticos sem aumento dos niveis de glutationa oxidada.
Trabalhos recentes avaliando concentracdo de GSH e GSSG muscular em modelos
experimentais de doencas crénicas com componentes de perda de massa muscular mostraram
diminuicdo dos niveis de GSH, sem aumento de GSSG. (GUARNIER et al., 2010;
BERNARDES et al., 2014). Até o presente momento, ndo foram encontrados na literatura

trabalhos que avaliem a exposicao de longa duracado a hiperglicemia.

As glutationas sdo uma familia de enzimas envolvidas em sistemas
antioxidantes enzimaticos. A glutationa é sintetizada no citoplasma de todas as células animais,
sendo o figado o 6rgdo mais ativo na producdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Além
do seu importante papel no balango redox, a GSH é um cofator para diversas enzimas em
diversas vias metabdlicas. No musculo esquelético, os niveis de GSH e GPx (38 U/mg de
proteina) sdo modestos. No musculo do diabético, a geracdo de AGE, modificacdo de estrutura
de proteinas, ativacdo da glicolise e o aumento de espécies radicalares parecem ser fontes
importantes de consumo de GSH. Como a direcdo da GSH pode tomar diferentes rumos, a
tradicional relacdo GSSG/GSH pode ndo oferecer o resultado esperado quando o estresse
oxidativo estiver estabelecido. Mastrocola et al. (2008), em um modelo de diabetes induzido
por estreptozotocina verificaram aumento do indice GSSG/GST no musculo de ratos, 21 dias
apos a inducdo. N&o sdo encontrados estudos na literatura que avaliem o musculo esquelético
em modelos experimentais de longa dura¢do. Em um modelo de 6 semanas de duragdo, Aragno
et al. (2012) encontraram, no musculo esquelético de animais com diabetes induzido por
estreptozotocina, niveis aumentados da razdo GSSG/GSH (%) 6 semanas (aproximadamente
42 dias) apos a inducdo. Neste estudo, a relacdo GSSG/2GSH, que refletiria a quantidade de
GSSG formada a partir de GSH mostrou-se aumentada nos animais diabéticos. No entanto, esta
referéncia parece refletir o real estado da condigdo de diminuicdo de GSH, ja que ndo houve

aumento proporcional de GSSG.
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O diabetes do tipo | apresenta tipicamente atrofia do musculo esquelético
associada ao aumento de morbidade e mortalidade (KELLEHER et al., 2010). Na morfometria
quantitativa de ratos ndo diabéticos e diabéticos pela inducdo com estreptozotocina, e
acompanhados por 30 dias, AUGHSTEEN et al. (2006) verificaram que os musculos dos
amimais diabéticos apresentavam diminuicdo no tamanho da fibra muscular, aumento de
densidades por unidade de referéncia de area e consequente diminui¢&o do peso do animal. Em
um estudo de JERKOVIC et al. (2009) sobre o efeito do diabetes induzido por estreptozotocina
sobre a capacidade regenerativa do musculo esquelético 10 dias, 4 e 8 semanas
(aproximadamente 56 dias) apds inducdo, os autores mostraram que os animais diabéticos
apresentaram perda de peso e atrofia. O processo adaptativo durante a hiperglicemia crénica
também induz modificacdo dos tipos de fibras musculares. Fewell et al., (1995) mostraram
diminuicdo das fibras de contracdo rapida em masculos de animais diabéticos, 5 semanas
(aproximadamente 35 dias) ap6s inducdo do diabetes experimental. Medina —Sanchez et al.
(1994) mostraram aumento das fibras do tipo 1B (glicoliticas) em um modelo de 12 semanas
(aproximadamente 84 dias) de inducédo de diabetes por estreptozotocina. Jerkovic et al. (2009)
mostraram em seu modelo de acompanhamento da indugdo do diabetes por estreptozotocina
por 10 dias, 4 e 8 semanas (aproximadamente 56 dias), mudancas da redistribuicdo das fibras
musculares dependente da duracdo da exposicao a hiperglicemia, e afetando todos os tipos de

fibras musculares.

CHAO et al,, 1978, em estudos sobre as alteragdes morfoldgicas e
ultraestruturais das cé,lulas musculares em ratos diabéticos, utilizando modelo de inducéo por
estreptozotocina, por um periodo de 90 dias até o sacrificio, mostraram troca no padrao de fibras
musculares para glicoliticas tipo IIB e diversas alteragdes morfoldgicas nas mitocdndrias
musculares desse animais. Apesar de ndo demonstrar experimentalmente mudanca do tipo de
massa, 0 presente estudo demonstrou aumento da frequéncia de fibras de area menor nos
animais diabéticos. Esse quadro reforca os achados da literatura que demosntram atrofia
precoce. No entanto, parece razoavel inferir que a atrofia esatbelece-se junto com o estresse
oxidativo previamente sofrido, e prevalece, enquanto que o perfil metabdlico se estabiliza e as

espécies radicalares deixam de ser geradas em per6dos mais avangasdos de hiperglicemia.

Assim, diante do exposto, parece razoavel inferir que, apos 120 dias de
inducdo do diabetes por estreptozotocina, as mudangas oxidativas tenham deixado de ocorrer.

E possivel que este estado tenha sido induzido por uma adaptacdo & demanda metabdlica
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ocorrida durante o periodo e que os sistemas de degradacgdo ja tenham agido em resposta as
modificacOes e que as proteinas em questdo ja tenham sido degradadas.
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Grupo Glicemia pés- Glicemia indice de Gastrocnémio
inducéo Final Caquexia
(mg/dL) (mgy/dl) (%)
Massa Variacao
(mg) (o)
N - 148,30 + 2,36 - 1647 + 81,2 -
D 425+ 41,87 543,30+23,06° 36,71+1,49 1127 +101,0 -31,6%

Tabela 1. Caracterizacdo do diabetes induzido por estreptozotocina e do
comprometimento da massa muscular.

N — Grupo de animais (n = 9) normoglicémicos, acompanhados por 120 dias; D — grupo de
animais (n = 9) que sofreu indugdo experimental de diabetes por estreptozotocina (35 mg/kg
e.v.) e foi acompanhado por 120 dias. indice de caquexia = (massa inicial — massa final + ganho
de massa do grupo controle) / (massa inicial — ganho de massa do grupo controle) x 100%.
Valores expressos em média + EP. *p<0,05 em relacdo ao grupo controle utilizando teste t de
student para dados ndo pareados. Valores negativos indicam perda quando comparados ao
controle.
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Grupo Normoglicémicos Diabéticos
MDA (nmol/100g de tecido) 0,340 £ 0,19 0,404 + 0,22
CAT (uM trolox) 30,92 + 11,09 30,21 + 10,69
Area sob a curva de QL 13562 + 9325 7861 + 2511
(Unidades Relativas de Luz?)
Proteinas Carboniladas 0,072 £ 0,06 0,113 +0,10
(nmol/mg de proteinas totais)
AOPP 9,93+0,01 10,6 £ 0,01

(nmol cloramina T/mg de proteinas
totais)

Tabela 2. Niveis das variaveis relacionadas ao estresse oxidativo no musculo esquelético

de ratos diabéticos, 120 dias apds a indugdo por estreptozotocina.

Grupo normoglicémicos(n = 9), acompanhados por 120 dias; grupo diabéticos (n = 9) que
sofreu inducdo experimental de diabetes por estreptozotocina (35 mg/kg e.v.) e foi

acompanhado por 120 dias. Valores expressos em média + EP.
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Grupo Normoglicémicos Diabéticos
GSH (umol/mg de proteina) 8,36 [4,37-16,66] 0,48 [0,44-0,53]*
GSSG (umol/mg de proteina) 0,056 = 0,006 0,040 = 0,005
GSSG/2GSH 0,033 [0,022-0,061] 0,280 [0,122-0,509]*

Tabela 3. Niveis de glutationa reduzida e glutationa oxidada oxidativo no musculo
esquelético de ratos diabéticos, 120 dias apos a induciio por estreptozotocina.

Grupo normoglicémicos(n = 9), acompanhados por 120 dias; grupo diabéticos (n = 9) que
sofreu inducdo experimental de diabetes por estreptozotocina (35 mg/kg e.v.) e foi
acompanhado por 120 dias. Valores expressos em média + EP. *p<0,05 em relacdo ao grupo
controle utilizando teste t de student para dados nao pareados.
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Figura 1
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Figura 1. Diferencas histologicas e morfomeétricas em masculo esquelético de ratos 120 dias
apos inducdo de diabetes por estreptozotocina. (A) animal normoglicémico (N): acompanhado
por 120 dias; (B) animal inoculado e.v. com streptozotocina 35 mg/kg e acompanhado por 120
dias. Os animais foram sacrificados apés o periodo, 0 musculo foi colhido, fixado, incluido em
parafina e corado com hematoxilina e eosina. As imagens representam aumento de 200x. (C)
Histograma de distribuicdo de frequéncia da area de seccdo transversa dos musculos
gastrocnémios, que foram seccionados em cortes semi-seriasdo/lamina (50 um de intervalo
entre cada corte). 3 campos por corte foi capturado em fotomicrigrafias, e 20 areas de seccao
transversa tiveram sua area medida/campo/animal, totalizando 600 medidas por animal. Os
valores foram agrupados em N ou D, e a distribuicdo de frequéncia determinada.



