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RESUMO

O diabetes Mellitus (DM) é uma doenca cronica considerada epidemia mundial e
associada a inUmeras complicacdes. Uma das complicagBes vasculares, denominada
Doenca Arterial Periférica (DAP), ocorre pelo estreitamento do Iimen das artérias dos
membros inferiores e consequente prejuizo do suprimento sanguineo. A isquemia
estimula resposta vascular e inflamatoéria tanto no musculo quanto na pele do membro,
podendo ocasionar Ulceras, que podem evoluir para amputacdo do membro afetado. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial uso de leucécitos marcados com — *°MTc-
ECD na identificagdo do processo inflamatorio na pele de membros posteriores
isquémicos em modelo de DM tipo 2 induzido por dieta hiperlipidica. Camundongos
C57BL/6 (n=45) com 8 semanas de idade foram divididos em dois grupos: diabéticos
(D) (n=25) e nao diabéticos (ND) (n=20). O grupo D recebeu dieta hiperlipidica contendo
60% de gordura, enquanto o grupo ND recebeu dieta padrdo. Apds 12 semanas de
dieta, foram realizados testes de sensibilidade a insulina e de tolerancia a glicose e,
posteriormente, a isquemia do membro posterior foi induzida pela ocluséo unilateral
permanente da artéria femoral (OAF) e confirmada por imagem de perfusdo por Laser
Doppler. A isquemia se manteve durante todo o periodo experimental, com discreto
aumento na perfusdo no dia 3 (p<0,05). A OAF estimulou a expressao de HIF1 na pele
de membros posteriores isquémicos e essa expressao foi menor nos animais diabéticos
em relacdo aos ndo diabéticos (p<0,01). Os animais do grupo D apresentaram
resisténcia a insulina e intolerancia a glicose, bem como obesidade (observado por
ganho de peso exacerbado e maior adiposidade quando comparado ao grupo controle
ND). Nos animais diabéticos, observou-se maior contelddo de leucdcitos totais no
sangue periférico (p<0,001 vs. ND antes da OAF), o qual, entretanto, manteve-se
inalterado apds a OAF. Os animais nao diabéticos, ao contrario, apresentaram aumento
significativo no namero de leucdcitos circulantes 1 dia apés a OAF (p<0,001 vs. ND
antes da OAF), o qual se manteve até o 3° dia. Inicialmente, avaliou-se a atividade
inflamatéria na pele integra de membros posteriores 1 e 3 dias apés inducédo de
isquemia. Na pele dos membros isquemiados dos animais diabéticos, observou-se
maiores niveis da citocina pro-inflamatéria TNFa (avaliada por ELISA) 1 dia apés a OAF
(p<0,05 vs. ND). O conteudo cutaneo de neutréfilos e macréfagos foi avaliado de forma
indireta através da quantificacdo da atividade das enzimas MPO e NAG,
respectivamente. Os animais ndo diabéticos apresentaram aumento significativo no
infiltrado cutédneo de neutréfilos apenas no 3° dia apos a OAF (p<0,05 vs. ND 1° dia).
Os animais diabéticos, entretanto, apresentaram menor infiltrado neutrofilico tanto no 1°
(p<0,05 vs. ND) gquanto no 3° (p<0,001 vs. ND) dia ap6s a OAF. Ao contréario, o contetido
de macréfagos na pele manteve-se inalterado em ambos os grupos durante todo o
periodo experimental. Para a avaliacdo do potencial diagnéstico de leucdcitos
radiomarcados, leucécitos totais foram isolados do sangue periférico, marcados com
9mTc-ECD e injetados na veia da cauda dos animais 1 ou 3 dias apés a OAF. No dia 1,
observou-se menor captacao de radioatividade no membro isquémico tanto dos animais
diabéticos (p<0,05) quanto dos ndo diabéticos (p<0,01), enquanto que, no dia 3,
observou-se aumento da captagdo nos membros isquémicos de ambos 0s grupos
(p<0,01). De forma interessante e corroborando os dados de infiltrado inflamatério de
neutrdéfilos, a captagao de radioatividade foi menor na pele dos animais diabéticos tanto
no 1° (p<0,05 vs. ND), quanto no 3° (p<0,01 vs. ND) dia ap6s a OAF. Dessa maneira,
0s nossos dados sugerem a capacidade de leucdcitos radiomarcados em identificar o
processo inflamatério na pele de membros posteriores isquémicos de camundongos
obesos com diabetes do tipo 2.

Palavras-chave: inflamacédo; diabetes mellitus; doenca arterial periférica; isquemia;
leucdcitos; leucdcitos radiomarcados; **™Tc-ECD.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a chronic disease considered worldwide epidemic and
associated with numerous complications. One of the vascular complications,
Peripheral Arterial Disease (PAD), is the narrowing of the lumen of lower arteries
and consequent loos of blood supply. Ischemia stimulates vascular and
inflammatory response both in the limb muscle and skin, which can lead to ulcers
and possible progress to amputation of the affected limb. The objective of this
study was to evaluate the potential of *"Tc-ECD-labeled leukocytes in the
identification of inflammatory processes in the skin of ischemic hindlimbs in a type
2 DM model induced by a hyperlipid diet. C57BL/6 mice (n = 45) 8 weeks old
were divided into two groups: diabetic (D) (n = 25) and non-diabetic (ND) (n = 25
ou 2077?). Group D received a hyperlipid diet containing 60% of fat, while the ND
group received standard diet. After 12 weeks of diet, insulin sensitivity and
glucose tolerance tests were performed, and the posterior limb ischemia was
induced by permanent unilateral occlusion of the femoral artery (OAF) and
confirmed by laser Doppler perfusion imaging. Ischemia was maintained
throughout the experimental period, with a slight increase in perfusion on day 3
(p <0.05). The OAF stimulated the expression of HIF1 in the skin of ischemic
hindlimbs and this expression was reduced in diabetic animals compared to non-
diabetic (p <0.01). The animals of group D presented insulin resistance and
glucose intolerance, as well as obesity (observed by exacerbated weight gain
and greater adiposity when compared to the ND control group). In diabetic
animals, higher total leukocyte was observed in peripheral blood (p 0.001 vs. ND
before OAF). There was no number of circulating leukocytes 1 day after OAF (p
<0.001 vs. ND before OAF), which was maintained until the 3rd day. Initially, we
evaluated an inflammatory activity in the intact skin of hind limbs 1 and 3 days
after ischemia induction. In the skin of the ischemic limbs of diabetic animals,
higher levels of the proinflammatory cytokine TNFa (assessed by ELISA) were
observed 1 day after an OAF (p <0.05 vs. ND). The content of cutaneous
neutrophils and macrophages was evaluated indirectly by measurement of
enzyme activity MPO and NAG, respectively. Non-diabetic animals showed
significant non-infiltrated cutaneous neutrophils only on day 3 after OAF (p <0.05
vs. ND 1 day). The diabetic animals, however, presented less neutrophilic
infiltrate both on 1st (p <0.05 vs. ND) and no 3rd (p <0.001 vs. ND) day after an
OAF. In contrast, the content of macrophages in the skin remained unchanged in
all groups throughout the experimental period. For an evaluation of the diagnostic
potential of radiolabeled leukocytes, total leukocytes were isolated from the
peripheral blood, labeled with 99mTc-ECD and injected into the tail vein of the
animals 1 or 3 days after an OAF. On day 1, there was lower uptake of
radioactivity without ischemic limbs of both diabetic (p <0.05) and non-diabetic
animals (p <0.01), whereas on day 3, in the ischemic limbs of both groups (p
<0.01). Interestingly and corroborating the data of neutrophil inflammatory
infiltrate, the uptake of radioactivity was lower in the skin of the diabetic animals,
both at 1st (p <0.05 vs. ND), and 3rd (p <0.01 vs. ND ) days after an OAF. Thus,
our data suggest the ability of radiolabeled leukocytes to identify the inflammatory
processes in the skin of ischemic hindlimbs of obese mice with type 2 diabetes
Keywords: Inflammation; Diabetes mellitus; Peripheral arterial disease;
Ischemia; Leukocytes; Radiolabeled leukocytes; **"Tc-ECD.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 INFLAMACAO

A inflamag&o apresenta-se como uma resposta de defesa do organismo
que se inicia apds a ocorréncia de danos celulares causados por microrganismos,
agentes fisicos, quimicos, necrose tecidual ou ainda reacdes imunolégicas. O
objetivo da resposta inflamatoria € a eliminacdo da causa da lesdo no organismo
e consiste em dois componentes principais: uma reacao vascular caracterizada
por aumento do calibre vascular e consequente aumento de fluxo sanguineo e
modificacdes da permeabilidade vascular, o que permite o extravasamento de
exsudato; e uma reacao celular em que as células envolvidas nessa resposta
estdo localizadas nos tecidos ou acessam o local a partir da circulagédo (ABBAS
et al., 2008). Estao envolvidos nessas reac¢des tecidos e células, incluindo o fluido
e as proteinas do plasma, células circulantes, vasos sanguineos e componentes
celulares e extracelulares do tecido conjuntivo. Dentre as células circulantes
podem ser citados os neutréfilos, mondcitos, eosindfilos, linfocitos, basdfilos e
plaguetas. J& as células do tecido conjuntivo sdo os mastdcitos, fibroblastos e
macrofagos. Os constituintes da matriz extracelular compreendem as proteinas
fibrosas (colageno e elastina), glicoproteinas de adeséo e proteoglicanos (Figura
1) (MITCHELL e COTRAN, 2003).

Mastécito Fibroblasto Macréfago
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Figura 1- Componentes da resposta inflamatoria

Fonte: MITCHELL e COTRAN, 2003
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O processo inflamatério se inicia pelo reconhecimento da lesdo ou
infeccdo pelos macrofagos residentes nos tecidos e pelos mastocitos, que
produzem uma grande variedade de mediadores inflamatérios incluindo
quimiocinas, citocinas, aminas vasoativas, eicosanoides e produtos da cascata
proteolitica. Esses mediadores quimicos sédo produzidos em resposta a diversos
estimulos e desencadeiam a resposta inflamatoria através da secrecdo de
mediadores proé-inflamatérios como por exemplo a histamina, e de citocinas,
como o fator de necrose tumoral a (TNF-a) (MEDZHITOV, 2008). A fungao dos
mediadores quimicos € iniciar a resposta inflamatéria provocando o aumento do
aporte sanguineo para o local da inflamacéo (vasodilatacdo) e o aumento da
permeabilidade da parede vascular, que permitird a passagem do plasma e de
moléculas maiores através do endotélio. Assim sendo, € possivel o acesso de
mediadores solluveis no local da inflamacdo, o que permite que o exsudato
inflamatorio de leucdcitos (principalmente neutrdéfilos), que normalmente esta
restrito aos vasos sanguineos, possa chegar aos tecidos extravasculares
(CALDER, 2014; MEDZHITOV, 2008). Desta maneira, os leucécitos migram
ativamente da circulacdo para o local da inflamacéo, aderindo-se ao endotélio
vascular através de moléculas de adesao ("rolling" e adesédo). Em seguida,
ocorre a etapa de transmigracdo na qual os leucdcitos passam através do
endotélio e da membrana basal devido a sinalizagdo de quimioatratores. Por fim,
ocorre a migracdo para o foco inflamatorio por meio da quimiotaxia (Figura 2)
(ABBAS et al., 2008; MITROULIS et al., 2015; RANG et al., 2007).
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Figura 2- Migrag&o dos leucécitos para o foco inflamatorio

Fonte: JUNIOR et al., 2005

O processo inflamatério pode ser dividido em agudo ou crbnico. A
inflamacéo aguda é a resposta inicial & leséo celular e tecidual, caracterizada por
aumento do fluxo sanguineo no local da inflamacéo; da permeabilidade vascular
na area afetada; da transmudacdo de proteinas do plasma e do influxo de
leucdcitos, sendo de duracdo relativamente curta (MITCHELL e COTRAN,
2003). As alteragOes vasculares e o recrutamento celular causam trés dos cinco
sinais classicos da inflamacdo aguda, sendo eles calor, rubor e tumor. Se a
reacao for intensa, pode haver envolvimento regional dos linfonodos e resposta
sistémica na forma de neutrofilia e febre, o que também caracteriza a fase aguda
da inflamacé&o. Os dois sinais restantes, dor e diminui¢ao da funcao, ocorrem em
consequéncia da liberagdo dos mediadores inflamatorios e dos danos
provocados pelos leucdcitos. Na inflamacgéo aguda o infiltrado celular é formado
predominantemente por células polimorfonucleares (MITCHELL e COTRAN,
2003; RENNEN et al., 2001).
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Entretanto, em alguns casos, a inflamacéo nao evolui para resolucao e se
torna crénica (DUMITRIU et al., 2009). A inflamacé&o crénica acontece dentro de
semanas ou meses e € caracterizada por inflamacao ativa com destruicdo
tecidual e tentativa de reparagéao dos danos (cicatrizagcéo). Eventualmente, pode
ser consequéncia da continuacdo de um processo inflamatério agudo, mas,
muitas vezes, acontece de maneira insidiosa, como uma rea¢ao pouco intensa
e, frequentemente, assintomatica. Observa-se infiltrado mononuclear
(macrofagos, linfocitos e células plasmaticas); destruicdo do tecido provocada
principalmente pelas células inflamatérias e mecanismos de reparacao,
envolvendo a formacdo de novos vasos sanguineos (angiogénese) e fibrose
(MITCHELL e COTRAN, 2003).

Esse processo inflamatério crénico tem sido considerado fundamental no
desenvolvimento de doencas inflamatérias como a obesidade, cancer e
aterosclerose (BROOKS-WORRELL e PALMER, 2012). Quando ndo ha uma
restituicdo dos vasos, as alteracdes que ocorrem na oxigenacdo dos tecidos
podem impedir a reparacao normal, resultando em atrofia e necrose (NATHAN
e DING, 2010).

As causas e 0s mecanismos celulares e moleculares envolvidos na
inflamac&o cronica, que ocorre em uma grande variedade de doencgas como as
cardiovasculares e o diabetes mellitus (DM), ainda ndo sdo bem compreendidas
(MEDZHITOV, 2008). Contudo, sabe-se que o0s eventos de isquemia e
reperfusdo desencadeiam uma resposta inflamatoria que pode levar desde
lesBes celulares, até a faléncia de 6rgaos, sendo os leucécitos fundamentais
nesse processo (FRANCISCHETTI et al., 2010).

1.2 DIABETES MELLITUS

O Diabetes Mellitus (DM) é definido como uma doenca caracterizada pela
elevacdo nos niveis de glicose sanguinea (hiperglicemia) em decorréncia de
defeitos na secrecdo ou na agcdo do horménio insulina, produzido no pancreas
(ASSOCIATION, 2015). Tanto o DM quanto as alteracdes na tolerancia a glicose
sao frequentes na populacdo adulta e estdo associadas a um aumento das
mortalidades por doenca cardiovascular e complica¢cdes microvasculares. O DM

€ uma doenca que pode ser controlada, mas exige mudancas nos habitos de
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vida, devendo os portadores adotarem uma série de comportamentos
especificos de autocuidado, cuidados médicos, bem como ac¢des de vigilancia e
assisténcia a saude para que os niveis de glicose sejam mantidos o mais
proximo possivel da normalidade (ASSOCIATION, 2013).

Nas Américas, o numero de individuos com diabetes foi projetado para 64
milhdes em 2025. Nos paises desenvolvidos, 0 aumento ocorrera principalmente
nas faixas etarias mais avancadas, decorrente do aumento da expectativa de
vida e do crescimento populacional. J& nos paises em desenvolvimento, 0
aumento sera observado em todas as faixas etarias, principalmente no grupo de
45-64 anos, onde sua prevaléncia devera triplicar, e nas faixas de 20-44 e acima
de 65 anos, onde € esperado duplicacdo no numero de individuos acometidos
pelo DM. E ainda, ha uma projecdo alarmante de crescimento de 170% na
prevaléncia do DM, com um aumento de 84 para 228 milhdes de individuos
afetados, (FERREIRA et al., 2005; GUARIGUATA et al., 2014). A mortalidade
causada por essa enfermidade em individuos com idade superior a 40 anos sO

€ superada pelas doencas cardiovasculares (VIGO et al., 2006).

1.2.1 CLASSIFICACAO:

O DM é classificado em tipo 1, tipo 2, tipos especificos devido a outras
causas e o diabetes gestacional, conforme demonstrado na Figura 3.
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DIABETES TIPO 1

Destruic&ao das celulas beta, usualmente levando a deficiéncia completa de
insulina

A. Autoimune

B. Idiopatico

DIABETES TIPO 2
Graus variados de diminuicéo de secrecéo e resisténcia a insulina
OUTROS TIPOS ESPECIFICOS

Defeitos genéticos da funcéao da célula 5

Defeitos genéticos da acéo da insulina
| Doencas do pancreas exocrino
Endocrinopatias
Induc&o por drogas ou produtos quimicos
Infeccbes
Formas incomuns de diabetes imuno-mediado
DIABETES GESTACIONAL

Figura 3- Classificacdo do Diabetes Mellitus
Fonte: GROSS et al., 2002 adaptado

No diabetes tipo 1 (DM1) ocorre destruicdo das células beta do
pancreas, usualmente por processo autoimune (tipo 1A), ou menos comumente,
por causa desconhecida (tipo 1B). Geralmente, o DM1 é diagnosticado na
infancia ou adolescéncia e acaba usualmente culminando na deficiéncia
absoluta de insulina, sendo necessario, portanto, a administracdo diaria de
insulina exégena (ASSOCIATION, 2015).

O diabetes tipo 2 (DM2) esté associado a populacdo em envelhecimento
e resulta em um defeito progressivo na secrec¢ao de insulina, ou da incapacidade
de utilizar adequadamente a insulina produzida, fenbmeno conhecido como
resisténcia a insulina (ASSOCIATION, 2015).

Os outros tipos de diabetes podem ter diversas causas como defeitos
genéticos na fungao das células B, defeitos genéticos na agédo da insulina,
doencas no pancreas (como a fibrose) ou em consequéncia do uso de alguma
droga indutora de danos ao pancreas. Atribuir um tipo de diabetes a um individuo
muitas vezes depende das circunstancias presentes no momento do diagndstico,

sendo que alguns individuos ndo necessariamente se encaixam claramente em
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uma Unica categoria. Por exemplo, alguns pacientes ndo podem ser claramente
classificados como tendo DM1 ou DM2. A apresentacao clinica e a progressao
da doenca podem variar consideravelmente em ambos os tipos de diabetes. O
diagndstico do tipo 1 versus tipo 2 € comumente feito utilizando critérios como
idade de inicio, gravidade de sintomas hiperglicémicos, presenca de cetose, grau
de obesidade e a necessidade de reposicéo de insulina (ASSOCIATION, 2013;
ASSOCIATION, 2015; GROSS et al., 2002; EHSES et al., 2009).

Ha ainda o diabetes gestacional, que € definido como a tolerancia
diminuida aos carboidratos, de graus variados de intensidade, diagnosticado no
segundo ou terceiro trimestre da gravidez, que ndo € claramente diabetes
evidente, podendo ou néo persistir apés o parto (ASSOCIATION, 2013;
ASSOCIATION, 2015).

1.2.2 DIABETES MELLITUS TIPO 2:

O DM2 tornou-se uma das doencas crénicas mais prevalentes no mundo
sendo frequentemente acompanhada por varias sindromes metabdlicas, como
nefropatia, neuropatia, retinopatia e doenca arterial coronariana (BONI-
SCHNETZLER e DONATH, 2013; HEIDEMANN et al., 2013; POOVATHUMKAL
et al., 2017). O DM2 foi identificado como um dos maiores desafios para saude
humana no século XXI. Estima-se que mais de 350 milhdes de pessoas em todo
o mundo sofram desta doenca (MARTIN e MCGEE 2014). O DM2 é
caracterizado por hiperglicemia, disfuncao de células B e dislipidemia resultante
de desregulacdes metabdlicas mediadas pela insulina, como diminuicdo da
utilizacdo de glicose, defeitos na secre¢do de insulina e uma resisténcia
periférica a insulina no musculo esquelético, no tecido adiposo e no figado
(CHAWLA et al., 2011; DONATH e SHOELSON, 2011; OUCHI et al., 2011,
POOVATHUMKAL et al,. 2017; SHOELSON et al., 2006). A hiperglicemia cronica
pode prejudicar muitos sistemas de 0rgaos e representa um consideravel desafio
a saude e um fardo econdmico, tanto para o individuo como para a sociedade
(CHEN, 2012; DANAEI, 2011). Além das limitagBes funcionais na vida diaria, o
DM2 pode levar a uma reducao significativa na expectativa de vida (SESHASAI
et al., 2011; SCHUNK et al., 2012).
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O DM2 é uma patologia de evolucdo lenta e assintomatica por muitos
anos. Na fase sintomatica, os sintomas classicos séao a perda de peso, polidpsia,
polidria, polifagia e fraqueza. Os individuos diabéticos podem apresentar apenas
resisténcia a insulina, bem como uma deficiéncia relativa de insulina, mas
principalmente, um defeito secretorio de insulina acompanhado de resisténcia a
insulina. No ultimo caso, a secrecdo de insulina pode estar defeituosa e desta
forma, insuficiente para promover reducdo nos niveis de glicos,e uma vez que
as células também apresentam resisténcia a insulina. Essa resisténcia a insulina
pode melhorar com a reducdo de peso e ou tratamento farmacoldgico da
hiperglicemia, mas raramente consegue se restabelecer e retomar 0s niveis
normais (ASSOCIATION, 2015).

A observacédo de que a maioria dos individuos diagnosticados com DM2
eram obesos; despertou o interesse de pesquisadores, que recentemente
identificaram evidéncias que apoiam o envolvimento do sistema imunoldgico no
desenvolvimento da obesidade concomitante ao de DM2 (ASSOCIATION, 2015;
BONI-SCHNETZLER et al., 2008; EHSES et al., 2009; DONATH et al., 2008;
DONATH et al., 2009).

Historicamente, o DM2 era considerado uma doenca metabdlica do
individuo envelhecido, contudo, atualmente a prevaléncia do DM2 esta
aumentando de forma exponencial em faixas etarias mais jovens, adquirindo
caracteristicas epidémicas em Vvarios paises, particularmente os em
desenvolvimento. Hoje em dia observa-se que mais de 80% dos casos de
diabetes sdo do tipo DM2. O aumento da incidéncia desse tipo € largamente
atribuido as mudancas no estilo de vida, o que inclui a dieta hipercal6rica e o
sedentarismo, bem como a obesidade e o envelhecimento da populacéo
(AHMED e GOLDSTEIN, 2006; ISMAIL-BEIGI, 2012).

O risco de desenvolver DM2 aumenta com a idade, obesidade e
sedentarismo e é mais prevalente em mulheres, individuos hipertensos ou
dislipidémicos e em determinados subgrupos raciais/étnicos (afro-americano,
americano, hispanico/latino e asiatico-americano). O DM2 é frequentemente
associado a uma forte predisposi¢cdo genética, no entanto, a genética do DM2
ainda ndo é completamente compreendida (ASSOCIATION, 2015).

O excesso de peso e a obesidade sdo os principais fatores de risco
modificaveis para o DM2. A obesidade, em particular a excessiva adiposidade
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visceral, estd associada a resisténcia a insulina, hiperglicemia, dislipidemia e
hipertensédo, que em conjunto sdo denominadas "sindrome metabdlica". Estes
distarbios metabolicos aumentam o risco de desenvolvimento de DM2 e de
doencas cardiovasculares, que juntas, contribuem para altas taxas de
mortalidade e morbidade (ALBERTI et al., 2009). A obesidade em si causa algum
grau de resisténcia a insulina uma vez que o tecido adiposo produz uma série de
citocinas pro-inflamatorias, incluindo TNFa, interleucinas e inibidor 1 do ativador
do plasminogénio, que sdo associados com a resisténcia a insulina (WILCOX,
2005). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconheceu que a prevaléncia
da obesidade estd aumentando rapidamente para proporcdes epidémicas em
todo o mundo a uma taxa alarmante (SMITHY e HERONNATURE, 2005). Os
diabéticos que ndo sdo considerados obesos pelos critérios tradicionais,
comumente apresentam um aumento da porcentagem de gordura corporal,
predominantemente na regido abdominal (ASSOCIATION, 2004; SARTORELLI
e FRANCO, 2003).

Um dos grandes problemas com o DM2, & o diagndéstico, que
normalmente ocorre tardiamente, quando os danos na microcirculacao e outros
sistemas ja estéo estabelecidos. Isso ocorre porque o DM2 normalmente é uma

doenca assintomatica de lenta progressao.

1.2.3 DIAGNOSTICO:

Anteriormente, o diagnéstico do diabetes se baseava nos niveis de
glicemia em jejum (GJ) e no Teste de Tolerancia Oral a Glicose (TTOG), no qual
a glicose é medida no sangue duas horas apdés administracédo oral de 75 g de
dextrosol. Em 2009, o International Expert Committee, que inclui representantes
do American Diabetes Association, do International Diabetes Federation (IDF), e
do European Association for the Study of Diabetes (EASD) passaram a
recomendar o uso da hemoglobina glicada (A1C) no diagnéstico do diabetes,
pois reflete um estado metabolico do individuo (ASSOCIATION, 2015).

Os parametros a serem analisados para o diagnostico estao descritos na
Tabela 1:
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A1c 2 6,5%. O teste deve ser realizado em um laboratério especializado usando método certificado
pelo NGSP e padronizado para o ensaio clinico DCCT.

GJ = 126mg/dL. O jejum é definido como a auséncia de ingestao calérica de pelo menos 8h.

TTOG = 200mg/dL. O teste deve ser realizado como descrito pela OMS, usando uma carga de
glicose contendo o equivalente a 75 g de glicose anidra dissolvida em agua e quantificacdo da
glicose 2 horas depois

Paciente com sintomas classicos de hiperglicemia ou crise hiperglicémica, a glicose plasmatica
aleatoria = 200mg/dL.

Tabela 1- Critérios diagnésticos do diabetes
Fonte: ASSOCIATION, 2015

1.2.4 COMPLICACOES:

O DM2 raramente € diagnosticado nas etapas iniciais da doenca uma vez
gue a hiperglicemia se desenvolve gradualmente, e em fases precoces, muitas
vezes nao é grave o suficiente para que o paciente possa notar qualquer um dos
sintomas classicos de diabetes. Com isso tais pacientes possuem um maior risco
de desenvolver complicacbes microvasculares e macrovasculares
(ASSOCIATION, 2004; SARTORELLI e FRANCO, 2003).

Véarias sdo as complicacdes decorrentes do DM e a inflamacao
desempenha um importante papel ao longo da patogénese das complicacfes
microvasculares (AARON, 2004). A lipotoxicidade e a glicotoxicidade, bem
como a formacdo de produtos finais de glicacdo avancada e fenémenos
epigenéticos ocorrem mais tarde na evolugéo da sindrome metabdlica e diabetes
(Figura 4).
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Figura 4- Evolugdo da sindrome metabdlica e diabetes

Fonte: VINIK e MEHRABYAN, 2004 Adaptado

Dentre as complicacdes microangiopaticas destacam-se as que causam
cegueira (retinopatia diabética), doenca renal (nefropatia diabética) e dano
neuronal (neuropatia sensitiva distal). Existem também as complicacdes
macroangiopaticas, nas quais ocorre o comprometimento aterosclerético das
artérias dos membros inferiores e das artérias cerebrais (SCHEFFEL et al.,
2004). A doenga cardiovascular é a principal causa de morbidade e mortalidade
em pacientes com DM2, e o risco relativo para essas doencas € de duas a quatro
vezes maior nos pacientes diabéticos que na populacédo geral (MOHAMMEDI et
al., 2016; TRICHES et al., 2009) sendo o DM um fator de risco maior para
Doenca Arterial Periférica (DAP) (THIRUVOIPATI, 2015).

1.3 DOENCA ARTERIAL PERIFERICA

A DAP é uma manifestacdo clinica comum e grave, especialmente
frequente em pacientes com DM2, que ocorre pelo estreitamento do calibre das
artérias dos membros inferiores, com obstrugéo progressiva do fluxo sanguineo

arterial, que resulta em estenose ou oclusdo de vasos sanguineos nao
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coronarianos, e prejuizo cronico do suprimento sanguineo (MASCARENHAS et
al., 2014; PENUELAS et al., 2007). Muitas vezes, essa obstrucdo se deve a
formacdo de uma placa aterosclerotica nas artérias dos membros inferiores, e
pode ainda ser devida a formagéo de trombo local ou embolizagdo nos membros
afetados (CASSAR e BACHOO, 2006; SAAB et al., 2009). Os principais fatores
de risco para o desenvolvimento da DAP sao idade, sexo, tabagismo,
hipertensdo arterial, dislipidemia e DM, sendo sua principal causa a
aterosclerose (MASCARENHAS et al., 2014; NG et al., 2014; VALDIVIELSO et
al., 2014); podendo estar mais elevada, cerca de 20-30% entre a populacéo que
apresenta fatores de risco tais como DM, hipertensdo e/ou dislipidemia (GHOSH
e ARONOW, 2004; MURABITO et al., 2002).

Muitos estudos ja demonstraram que a hiperglicemia cronica leva a
doencas vasculares, com alteracdes do metabolismo e das funcdes endoteliais
(MADONNA e DE CATERINA, 2011; ROBERTS e PORTER, 2013; ALTABAS,
2015). A disfuncdo do endotélio decorrente da hiperglicemia ocorre
principalmente por uma diminuicdo na producéo de 6xido nitrico (NO) e aumento
na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Esse desequilibrio é
conhecido como estresse oxidativo e tem um papel determinante na progressao
das complicacdes vasculares associadas ao DM (KOLLURU et al., 2012).

A DAP é uma condicdo de saude incapacitante que afeta 20% das
pessoas com mais de 75 anos, sendo predominantemente uma doenca da
populacéo idosa. A medida que a populacdo do mundo ocidental envelhece, a
taxa de incidéncia também aumenta; uma revisdo estimou uma carga global de
202 milhdes de casos de DAP diagnosticados desde 2010, numero que
aumentou substancialmente em relagéo a ultima década (FOWKES et al., 2013).

A prevaléncia de DAP varia em diferentes populacdes no mundo, e nos
Estados Unidos, cerca de 4,2% dos adultos com mais de 40 anos sao
assintomaticos, taxa esta que pode chegar a 7,0% naqueles com sindrome
metabdlica (SUMNER et al., 2012). A prevaléncia exata de DAP nas pessoas
com DM tem sido dificil de determinar devido alguns fatores, incluindo a auséncia
de sintomas e em alguns casos, a percepcdo diminuida da dor devido a
neuropatia e o rastreio inadequado. Apesar desses complicadores, estudos
epidemiologicos tém correlacionado DM com um aumento da prevaléncia de
DAP (FAGLIA, 2011).
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A medida que a doenga progride as quantidades de oxigénio e nutrientes
para os tecidos sao insuficientes, a isquemia progressiva presente na DAP pode
levar a complicacbes como dor crbnica nas pernas, ulceracbes na pele,
claudicacéo intermitente, gangrena e, eventualmente, amputacdo, e em casos
mais graves, morte (PEACH et al., 2012; STACY et al.,, 2015). Apesar da
gravidade desta doenca, uma proporcao significativa de individuos com DAP
permanecem nao diagnosticados na pratica clinica porque em grande parte das
vezes esses pacientes sdo assintomaticos (CHAUDRU et al., 2016; PANICO et
al., 2015).

Uma das manifestacdes mais comuns e mais antigas da DAP é a
claudicacdo intermitente; descrita como dor em um grupo muscular de
extremidade inferior que € provocada pelo esfor¢o e aliviada dentro de alguns
minutos de repouso. Ao longo do tempo, a dor pode ser provocada por esforco
menor e tornar-se mais frequente, mesmo em repouso. Ha evidéncias de que
dois tercos das pessoas com Uulceras de perna arterial venosa mista
experimentam dor moderada a grave diariamente. Como tal, as pessoas com
DAP sdo mais propensas a experimentar uma perda de autonomia, deficiéncia,
incapacidade para o trabalho, sofrimento emocional e ma qualidade de vida em
comparacao com individuos sem DAP (MASCARENHAS et al., 2014).

Tem-se ainda a isquemia aguda e a isquemia crbnica (critica) de membro
inferior, causadas pela reducdo do fluxo sanguineo para os membros inferiores
com prejuizo para a perfusdo dos tecidos. Esses quadros sdo caracterizados
pela dor em repouso, desenvolvimento de Ulceras isquémicas ou gangrena
iIsquémica, e envolve ainda alteragbes micro e macrovasculares, incluindo a
perda da densidade capilar e disfun¢des endoteliais que pode levar a perda de
membros ou até mesmo a morte, se ndo tratada a tempo. A dor isquémica é
complexa e € causada por uma infinidade de mecanismos, incluindo a falta de
oxigénio, acumulo de residuos metabdlicos, lesdes de reperfuséo, inflamacéo,
lesdo nervosa, vasoespasmo, trauma e ansiedade.

Para agravar a situacao, a DAP isquémica ainda é sub-reconhecida, sub-
diagnosticada e, portanto, sub-tratada (MASCARENHAS et al., 2014; SUMPIO
2012; VEMULAPALLI e PATEL, 2015). Atualmente, o diagnéstico é feito a partir
da avaliacao clinica e de exames como o indice tornozelo-braquial, e técnicas

tradicionais de imagem, como Doppler ultrassonografia, ressonancia magnética
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(RM) e angiografia de contraste (ANDERSEN, 2010; CLAIR et al., 2012; STACY
et al., 2015;).

1.3.1 COMPLICACOES NO DIABETICO

Com base no UK Prospective Diabetes Study, a duracdo e o grau de
hiperglicemia estdo associados a um risco aumentado de DAP. O aumento da
predisposicdo a DAP no DM é multifatorial e complexo. Os pacientes com DAP
e DM possuem uma funcéo pior das extremidades inferiores do que aqueles
somente com DAP. Além disso, os pacientes diabéticos com DAP sao propensos
a isquemia subita de trombose arterial e Ulcera isquémica das extremidades
inferiores (ASSOCIATION, 2003; CRIQUI e ABBOYANS, 2015).

A fisiopatologia da DAP na populacdo diabética é semelhante ao da
populacdo nao-diabética (MARSO e HIATT, 2006). No entanto, em pacientes
diabéticos, a superproducdo de produtos de glicacdo (AGEs), aumento do
estresse oxidativo, fatores inflamatorios aumentados e dislipidemia podem piorar
direta ou indiretamente a DAP (Figura 5). Isto é, essas anormalidades no DM
complicam a fisiopatologia e os mecanismos da DAP (JUDE et al., 2010; GERRY
et al., 2016; ASSOCIATION, 2003).
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|
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Figura 5- Fisiopatologia da DAP em diabéticos
FONTE: GERRY et al., 2016 Adaptado

A isquemia, mesmo na auséncia de lesdo, desencadeia respostas
moleculares e celulares que irdo determinar o remodelamento do tecido
isquémico. A isquemia provoca hipoxia, ativando a produc¢éo do fator induzido
pela hipéxia (HIF). Além disso, resposta inflamatoria também é desencadeada,
com o recrutamento de varios tipos de células inflamatorias para o local da
isquemia, onde estas desempenham papel ativo no remodelamento vascular e
tecidual (SILVESTRE et al.,, 2013). No caso de pacientes diabéticos, ocorre
prejuizo nesses processos em decorréncia de uma menor capacidade em lidar
com a hipoxia. H4 menor producgéo de HIF e de fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), e consequentemente, menor capacidade de formar novos
vasos para suprir a demanda de oxigénio e responder a lesdo com células
inflamatorias (HOWANGYIN e SILVESTRE, 2014).

Em comparacdo com a populacdo em geral, os diabéticos sdo afetados
pela aterosclerose em uma idade mais jovem, sendo que esse processo tende a

progredir em um ritmo muito mais rapido, resultando em maiores taxas de
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amputacao (SUMPIO, 2012). O risco de claudicacao intermitente é cerca de duas
vezes maior em pacientes com diabetes quando comparado com individuos nao-
diabéticos. Além disso, os riscos de DAP aumentam com a gravidade e a
duracéo do diabetes, bem com o uso de insulina (KALLIO et al., 2003; JONES,
2015; SELVIN et al.,, 2004). Em relacdo ao risco de amputacdo, pacientes
diabéticos apresentam chances cerca de cinco vezes maiores do que em
individuos sem diabetes (JONES, 2015; JUDE et al., 2001), o que pode ser
explicado pela neuropatia sensorial associada ao diabetes, microangiopatia e
infeccdo, bem como um padrdo especifico de DAP que afeta as artérias mais
distais com menos possibilidades de revascularizacao.

A associacao da epidemia mundial de diabetes com o0 aumento dos niveis
de obesidade pode provocar um aumento na proporcdo de casos de DAP
(GUARIGUATA et al., 2014).

As doencas vasculares sdo responsaveis por mais de 70% do total de
Obitos em pacientes com DM2 (TANII et al., 2006), sendo que a isquemia
periférica resultante de uma DAP é vista como um componente causal em cerca
de 60% dos casos de ulceracdes (RATHUR e BOULTON, 2007; NDIP, 2012).
Essa isquemia pode levar a necrose do tecido muscular e fibrose; podendo,
ainda, desencadear uma resposta vascular (vasodilatacdo e angiogénese) e
inflamatéria (LI et al., 2015). Esses eventos propiciam o aparecimento de lesdes
cutaneas no diabético que sédo conhecidas como feridas diabéticas.

Como resposta compensatdria a isquemia, o corpo humano regula
positivamente a expressao de fatores de crescimento angiogénicos, tais como o
VEGF, o fator de crescimento de fibroblastos, e os receptores correspondentes,
gue coletivamente estimulam o desenvolvimento de vasos colaterais. Nos casos
em que esses mecanismos compensatorios bioldgicos falham (o que
normalmente ocorre), intervencdes terapéuticas como exercicios, cirurgia de
revascularizacéo, fatores de crescimento exodgeno, terapias de células-tronco e
sistemas de liberacdo de farmacos podem ser usadas para ajudar na
reconstituicdo da circulacdo sanguinea das extremidades (CLAIR et al., 2012;
HINCHLIFFE et al.,, 2012). A revascularizagdo cirdrgica ainda é o melhor
tratamento para DAP, no entanto, outras estratégias podem ser consideradas
quando, por qualquer motivo, um procedimento cirdrgico ndo é possivel
(OURIEL, 2001).
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1.4 FERIDA DIABETICA

As feridas diabéticas, conhecidas popularmente como “pé diabético”,
ocorrem em consequéncia a DAP, associada a neuropatia. S&o resultado de
varios processos fisiopatolégicos, caracterizados por diversas alteracbes e
complicagBes, que podem ocorrer nos pés e nos membros inferiores dos
diabéticos (CAIAFA et al., 2011). Ocorrem como consequéncia de neuropatia,
de doenca vascular periférica e de deformidades. As lesGes geralmente
decorrem de traumas e frequentemente se complicam com gangrena e infeccao,
ocasionadas por falhas no processo de cicatriza¢do. Quando ndo ha instituicdo
de um tratamento adequado e precoce, as lesdes podem culminar em
amputacdo (MENKE et al., 2014, VIGO et al., 2006). Representam uma das mais
incapacitantes complicacfes crénicas advindas do mau controle da doenga, com
impacto social e econémico tanto para as familias, quanto para o sistema de
salude e a sociedade, em paises desenvolvidos e emergentes. Ainda hoje, as
Ulceras de pé e amputacdes continuam sendo complicacBes comuns e sérias do
diabetes, e associam-se a uma mortalidade significativa (DUARTE e
GONCALVES; 2011). Relatos na literatura indicam que cerca de 50% dos
pacientes submetidos a amputa¢des ndo traumaticas dos membros inferiores
sdo diabéticos e estes ainda tém uma elevada mortalidade seguinte a
amputacao, que pode variar de 39% a 80% em cinco anos (GUO e DIPIETRO,
2010; MOULIK, et al., 2003).

Pessoas diabéticas com Ulcera e/ou amputacdo prévia possuem
importantes fatores de risco para recidivas. Anualmente, de 2% a 3% das
pessoas com diabetes podem desenvolver Ulceras nos membros inferiores,
podendo esse percentual aumentar para 15% ao transcorrer da vida. As Ulceras
superficiais correspondem a 85% dos casos graves de hospitalizacdo (VIGO et
al., 2006). Além disso, a hiperglicemia prejudica a eficiéncia da resposta
inflamatoéria por meio de alteracdes nas funcbes de neutrofilos, macrofagos e
linfécitos (LADEIRA et al.,, 2011). Os fatores de risco mais estudados para
desenvolvimento de Ulceras, incluem neuropatia com diminuicdo da
sensibilidade e deformidades, calosidades, educacéo terapéutica deficiente,

descontrole metabdlico, obesidade, idade, sexo, tempo de evolucao do diabetes,
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dificuldade de acesso ao sistema de saude, uso de calgados inadequados,
tabagismo entre outros fatores (Figura 6).

Um dos principais mecanismos do ferimento se refere a baixa pressao
prolongada sobre a proeminéncia 6ssea que juntamente com o uso de cal¢cados
impréprios causa feridas sobre os pés. O trauma vindo dos sapatos, a perda da
sensacao protetora devido a neuropatia, associada a deformacdo nos pés, a
mobilidade limitada, contribuem para a ulceracdo nos pés de pessoas com
diabetes (FRYKBERG et al., 2006).

As complicacOes dessas lesdes podem causar formigamento, dor que
pode aparecer em forma de ardéncia ou de picadas, fragueza e perda de

sensibilidade no pé, dificultando a percepc¢éo de calor, frio e mesmo de algum

machucado.
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Figura 6- Via da Ulcera diabética
Fonte: LEPANTALO et al., 2011
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Destaca-se nesse contexto a necessidade de os profissionais de saude
avaliarem os pés das pessoas com diabetes de forma minuciosa e com
frequéncia regular, bem como desenvolverem atividades educativas, visando
melhorar o autocuidado, e principalmente a manutencdo de um bom controle
glicémico (BOIKE et al., 2002). A avaliacdo dos pés constitui-se em passo
fundamental na identificacdo desses fatores de risco que podem ser
modificados, 0 que, consequentemente, reduzird o risco de ulceracdo e
amputacao de membros inferiores nas pessoas com diabetes (TAVARES et al.,
2009).

As ulceracbes representam barreiras distintas para as terapias
conservadoras devido a dificuldade em tratar adequadamente as feridas até
cicatrizar, ou manté-las curadas ao longo do tempo; incapacidade de
proporcionar higiene diaria suficiente dos pés em pacientes debilitados; e por fim
o comprometido do fluxo vascular distal. Com isso, consequentemente, muitos
destes pacientes progridem para uma amputacdo, e um dado importante, € que
a mortalidade ap6s uma grande amputacdo é muito alta (VAN DAMME et al.,
2001; FAGLIA et al., 2009). O prejuizo da perfusdo arterial pode ser uma causa
isolada de amputacéo e predisponente a gangrena (FRYKBERG et al., 2006). A
infeccdo também tem um importante papel neste contexto. Pacientes diabéticos
descompensados, ou seja, agueles sem um controle adequado da glicemia tém
um aumento da predisposicao as infeccdes de pele causadas principalmente por
Candida albicans, Staphylococcus e Streptococcus. Esse aumento da
predisposicdo esta associado a mdltiplos fatores como deficiéncia na
microcirculacdo, doenca vascular periférica, neuropatia periférica e diminuicao
da resposta imune observada nos pacientes diabéticos (AHMED e GOLDSTEIN,
2006).

Testes clinicos laboratoriais tais como glicose em jejum, hemoglobina
glicada, hemograma com ou sem a contagem diferencial de leucdcitos séo
utilizados no acompanhamento do diabetes e podem ser uteis no cuidado com
essas lesdes cutaneas (FRYKBERG et al., 2006).

O diagndstico da neuropatia dessas feridas pode ser realizado através de
varios testes sensitivos. Existem ainda os diagndésticos que séo realizados pelo
exame de imagem. A radiografia fornece informages anatdbmicas e de detecgéo

de infeccbes de partes moles quando ha producdo de gas. A tomografia
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computadorizada (TC) é indicada no caso de suspeita da patologia no 0sso ou
na articulacdo néo evidenciados na radiografia. A RM é preferivel a TC quando
se investiga osteomielite para avaliar a patologia nos tecidos moles e nos 0Sso0s.
A tomografia pela emissdo de positrons (PET) distingue osteomielite de
artropatia neuropatica, porém essa técnica ainda ndo € amplamente disponivel
(CAIAFA et al., 2010; FRYKBERG et al., 2006).

Pode ser avaliada a perfusdo dos membros inferiores, utilizando-se o
Doppler que identifica o grau de isquemia através da medida das pressdes
absolutas na extremidade inferior e também através da medida relativa
comparada com o membro superior: indice tornozelo/braco. Em relacdo a esse
meétodo ainda ha davidas se ele pode predizer o progndstico de hemorragias e
de eventos isquémicos. A arteriografia por puncéo direta € muito utilizada como
ferramenta diagndéstico-terapéutica ao evidenciar o0 territorio a ser
revascularizado, com detalhes de qualidade, da anatomia da doenca
arteriosclerotica. O exame deve estender-se até a visualizacao das artérias do
pé e seus ramos, pois nos diabéticos é frequente o padrdo de oclusédo das
artérias da perna, poupando as artérias dos pés (CAIAFA et al.,, 2010;
FRYKBERG et al., 2006; GABRIEL et al., 2010).

1.5 MEDICINA NUCLEAR / RADIOFARMACIA

A Medicina Nuclear (MN) é uma especialidade médica que utiliza métodos
cintilogréficos para o diagnostico de diversas doencas, sendo aplicada em todas
as modalidades clinicas, inclusive nos diagnosticos de inflamacéo e infec¢éo. A
Radiofarmacia € o ramo da ciéncia que estuda os aspectos da quimica,
farmacologia, bioquimica e fisiologia de compostos radioativos denominados
radiofarmacos que séo utilizados em Medicina Nuclear, para fins de diagndstico
e tratamento de diversas doencas (THRALL e ZIESSMAN, 2003).

A cintilografia € um método de diagndstico por imagem néo invasivo de
alta sensibilidade, que utiliza baixas doses de radiacéo, é indolor, tem custo e
disponibilidade razoaveis, e permite avaliacédo funcional ou metabdlica de 6rgaos
ou estruturas a partir da utilizacédo de radiofarmacos (SIMON et al., 2012).

Os radiofarmacos s&o preparagcbes farmacéuticas, sem acéo

farmacoldgica, que contém na sua composi¢cdo um radionuclideo (emissor de
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radiacdo) capaz de permitir a detec¢do, e uma molécula que atua como
carreador e determina localizacdo e biodistribuicdo. Os radiofarmacos séo
utilizados na dose de “tragos” e por isso também sdo conhecidos como
radiotracadores, sendo utilizados para avaliar a fisiologia, bioguimica ou
patologia no corpo humano (ARAUJO et al., 2008; HARVEY et al., 2014).

As caracteristicas fisico-quimicas do radiofarmaco determinam a sua
farmacocinética, isto €, a sua fixacao no o6rgao alvo, metabolizac&o e eliminacéo
do organismo, enquanto que as caracteristicas fisicas do radionuclideo
determinam a aplicagdo do composto em diagndstico ou terapia. Os mecanismos
que promovem a ligacdo do radiofarmaco ao sitio alvo podem ser diversos,
envolvendo desde uma simples perfusdo sanguinea do composto pelos 6rgaos
de interesse, até a ligacéo a receptores celulares especificos ou participacao em
uma via metabdlica ou processo bioquimico. Esta particularidade distingue a MN
de outras técnicas como a RM ou TC que se limitam, na maioria das vezes, a
obter imagens da estrutura anatébmica, sem uma correlacdo funcional (SILVA
et.al, 2011).

A escolha de um radionuclideo para o desenvolvimento de um
radiofarmaco para aplicacdo em diagnostico ou terapia em Medicina Nuclear
depende principalmente das suas caracteristicas fisicas. Considerando todas as
caracteristicas desejaveis, o tecnécio-99m (°**™Tc) é o radionuclideo mais usado
em medicina nuclear. As suas propriedades fisicas ideais séo, o tempo de meia-
vida fisica de 6 horas, emissdo de fotons de 140 keV (88%) que permite uma
boa penetracdo tecidual e qualidade nas imagens, além disso, a boa
disponibilidade através do gerador Molibdénio-99/Tecnécio-99m (KRISTEN et
al., 2012; TSOPELAS, 2015).

1.5.1 TECNECIO-99m

O isétopo radioativo, °°®™Tc foi descoberto por Perrier e Segre (1937), num
ciclotron, na Universidade da California, em Berkeley.

O is6topo metaestavel **™Tc é originado da desintegracdo de um elemento
radioativo o molibdénio-99 (**Mo), isétopo este proveniente da fissdo nuclear do

urénio e do bombardeamento do Mo (estavel) por néutrons em um reator
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nuclear (KRISTEN et al., 2012; THRALL e ZIESSMAN, 2003) esquematicamente

escreve-se.

*®Mo (n, y)
Mo (B)—> ®"Tc(y)—»>  *Tc(B.) — °°Ru (estavel)
42 43 43 44

235U (n, fissdo)

152 O PAPEL DA MEDICINA NUCLEAR NO DIAGNOSTICO DE
PROCESSOS INFLAMATORIOS

O estudo de processos inflamatérios em MN é de grande relevancia para
a clinica médica. O diagnostico de doencas inflamatérias geralmente requer
exames laboratoriais e procedimentos de imagem. A abordagem para
diagnosticar uma doenca inflamatéria especifica depende do tipo de suspeita de
doenca e da apresentacdo clinica. Portanto, o contexto em que 0s
procedimentos de imagem sao usados varia consideravelmente. As técnicas de
imagem para a deteccdo de inflamacdo incluem ultrasonografia, TC, RM,
técnicas endoscopicas, PET, cintilografia planar e tomografia computadorizada
por emissdo de foton Unico (SPECT). Para melhor compreender o papel dessas
modalidades em relacéo as técnicas de MN, € importante estar ciente de suas
respectivas vantagens e desvantagens (GOTTHARDT et al., 2010).

O processo inflamat6rio é caracterizado por aumento no fluxo sanguineo,
aumento da permeabilidade vascular e influxo de células do plasma para o
tecido. O radiofarmaco usado na imagem de processos inflamatérios acumula-
se no local da lesdo devido as mudancas fisiol6gicas que ocorrem no local da
inflamacédo. Portanto, a imagem cintilografica ndo depende de alteracbes
morfologicas e sim de alterac¢des fisico-quimicas no tecido acometido. Este fato
confere ao método cintilografico a capacidade de detectar processos
inflamatorios na sua fase inicial. Além disso, a cintilografia permite rastrear o
corpo inteiro e determinar a extensao do processo inflamatério (BOERMAN et
al., 2001).

34



Varios radiofarmacos tém sido desenvolvidos na Gltima década, cada um
com suas vantagens e limitacfes (Tabela 3). No diagnostico de inflamacdes, o
acumulo e a retencéo do radiofarmaco no sitio da inflamacéo podem ocorrer por
mecanismos especificos ou ndo especificos. Os processos especificos
compreendem interagbes entre o radiofarmaco e o alvo, como peptideos
quimiotaticos ou ligacdes anticorpo-antigeno. Os radiofarmacos néao especificos
acumulam-se no local da inflamacao devido ao aumento do fluxo sanguineo,
aumento da permeabilidade vascular e ao processo de transudagéo
(CORSTENS e MEER, 1999; GOTTHARDT et al., 2010; RENNEN et al., 2001).

BE-FDG Macrofagos (células metabolicamente ativas),
leucécitos

9mTc/1n-leucdcitos autdlogos Migracéo ativa para os sitios da inflamacéo

67Ga-Citrato Aumento da perfusdo, extravasamento devido
aumento da permeabilidade, ligacdo a lactoferrina

%mTc-Nanocoloides Absorc¢édo pelos macréfagos

9Tc/*n- proteinas (IgG) Extravasamento  (aumento de perfusdo e

permeabilidade dos vasos)

Tabela 2- Mecanismo de acumulac¢éo dos radiofarmacos no tecido inflamado
Fonte: GOTTHARDT et al., 2010 modificado

1.5.3 RADIOFARMACOS CONVENCIONAIS UTILIZADOS PARA O
DIAGNOSTICO DE PROCESSOS INFLAMATORIOS

Leucécitos radiomarcados

Em 1976, McAfee e Thakur descreveram seus estudos com um quelato
lipofilico, a oxima, que forma um complexo lipofilico com o !In capaz de
atravessar livremente a membrana celular. No interior da célula, o complexo
1ln-oxima dissocia-se e o 'lin liga-se de forma irreversivel a componentes

citoplasmaticos, nao sendo liberado com o tempo.
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Em 1986, Peters e colaboradores descreveram a marcacgéao de leucécitos
com o complexo lipofilico °°MTc-Hexametilpropilenamina oxima (HMPAO).
Devido ao seu carater lipofilico e a auséncia de carga, o complexo *"Tc-HMPAO
penetra na membrana celular permanecendo no interior da célula por um
determinado tempo (ENGRONYAT et al., 2005). A meia vida no sangue é de 4
horas e o composto normalmente acumula-se de maneira fisiolégica no cérebro,

figado, baco, medula 6ssea, rins e trato gastrointestinal (SIGNORE et al., 2002).

O complexo ?°™Tc-HMPAO é um marcador indiscriminado, ou seja, é
capaz de marcar qualquer tipo de célula. Portanto, € imprescindivel utilizar
técnicas de separacdo celular para que se obtenha uma alta porcentagem de
granulécitos para serem marcados. Para a realizacédo da cintilografia podem ser
utilizados os leucdcitos, ou apenas os granulécitos. Com o procedimento de
marcacao habitual alguns poucos granuldcitos sdo danificados, eles séo
eliminados rapidamente da circulacao depois da sua reinjecdo (ENGRONYAT et
al., 2005).

As principais aplicacdes atuais séo as doencas inflamatorias do intestino,
tais como retrocolite ulcerativa, osteomielite, febre de origem indeterminada, e
diagnéstico infeccioso do pé diabético (FILIPPI et al., 2009). Entretanto, néo
existe relato na literatura com relacdo ao emprego deste procedimento na
avaliacao das alteracbes que ocorrem na pele devido a DAP associada ao DM.

O Etilenodicisteinato de dietila (ECD) apresenta caracteristicas similares
ao HMPAO como carater lipofilico, estabilidade e pequeno tamanho. Ambos sdo
metabolizados dentro da célula cerebral e apresentam boa extracdo e boa taxa
de retencdo. Se comparados, o ECD apresenta duas vantagens em relacéo ao
HMPAO: maior estabilidade in vitro e uma depuracéo dos tecidos extra cerebrais
mais rapida. O ECD tem sido amplamente utilizado para imagens do fluxo
cerebral (ASENBAUM et al., 1998). O ECD é outro radiofarmaco que também
pode ser utilizado para a marcacao de leucoécitos (COUTINHO, 2015).

O uso dos leucécitos radiomarcados para identificar o processo antes da
abertura da ferida diabética € interessante pois as caracteristicas do processo
inflamatoério permitem que eles se acumulem no local da lesdo devido as

mudancas fisioldégicas que ocorrem.
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1.6 MODELOS ANIMAIS DE DIABETES:

Além da predisposicado genética associada, o risco de desenvolvimento
do diabetes também esta relacionado a fatores ambientais. O que faz com que
a patogénese da doenca ainda ndo tenha sido completamente elucidada
(SRINIVASAN et al., 2005).

Os modelos animais de diabetes sdo amplamente utilizados a fim de se
obter esclarecimentos sobre os principais mecanismos moleculares, bem como
a funcéo de cada um dos mediadores envolvidos na fisiopatologia, assim como
possibilidades de tratamentos das complicacdes e ainda desenvolvimento de
novos farmacos (CESARETTI et al., 2006; KIRSTEN et al., 2010).

Apesar de existirem diversos modelos animais de DM (Tabela 3), tanto
espontaneos quanto induzidos, eles ndo séo capazes de simular de maneira fiel
a patogénese observada em humanos. Assim sendo, o melhor modelo deve ser
escolhido a partir da definicdo do que se deseja observar no experimento
(CORREIA-SANTOS et al., 2012; KIRSTEN et al., 2010).

Os modelos animais classificados como espontaneos ou geneticamente
derivados podem ser obtidos a partir de mutacfes genéticas que séo repassadas
de geracdo a geracéo, tais como os camundongos db/db e os camundongos
ob/ob (SRINIVASAN et al., 2005). Esses animais desenvolvem diabetes
espontaneamente e tem a causa predominantemente genética, diferente do
observado nos humanos com DM2, onde outros fatores de risco externos como
obesidade, qualidade de vida e envelhecimento estédo diretamente relacionados
ao surgimento da doenca (MARQUES-LOPES et al., 2004, NOLAN et al., 2011).

Os modelos que utilizam animais transgénicos ou knockouts
proporcionam excelente oportunidade para investigacdo da funcéo de produtos
genéticos especificos, avaliacdo da influéncia da deplecdo de determinados
genes, bem como da ativacéo de vias metabdlicas especificas. Portanto, esses
modelos sdo Uteis para pesquisar sobre a influéncia dos genes na patogénese
do DM2 e na busca de novos alvos moleculares para o tratamento da doenca.
(BIRNBAUM, 2001; LIVINGSTON, 1999; NANDI et al., 2004).

Os modelos de indugdo quimica de diabetes podem ser realizados de
duas maneiras. A primeira utiliza altas doses de estreptozotocina (STZ), que é

uma glicosamina-nitrosureia com propriedades diabetogénicas, capaz de causar
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hiperglicemia principalmente pela sua acgdo citotoxica direta sobre as células
beta pancreaticas. Esta é a principal droga utilizada na inducéo do diabetes tipo
1 (QUONDAMATTEO, 2014; SRINIVASAN et al., 2005). Uma segunda forma, &
utilizar o aloxano, uma pirimidina com estrutura semelhante ao &cido Urico e a
glicose, que age destruindo seletivamente as ilhotas pancreaticas beta levando
a deficiéncia de insulina, hiperglicemia e cetose (QUONDAMATTEO, 2014;
RERUP, 1970; SRINIVASAN et al., 2005).

Os mecanismos de acao desses modelos ndo sdo bem compreendidos,
porém sabe-se que ndo podem ser usados como modelo de DM2, pois a
hiperglicemia induzida ndo € decorrente de um quadro de resisténcia insulinica
(MALAISSE, 1982; PORTHA et al., 1989; SRINIVASAN et al., 2005). Modelos
de diabetes induzidos quimicamente sdo comuns na elucidagdo da possivel
influéncia dos fatores ambientais nos processos destrutivos pancreaticos
endocrinos e, consequentemente, no desenvolvimento de diabetes
(SRINIVASAN et al., 2005).

Os modelos animais de diabetes induzido pela dieta sédo possiveis devido
a manutencdo de condicbes ambientais adequadas e controladas para os
animais. Sao utilizados elevados teores de carboidratos e gorduras para o
desenvolvimento de obesidade e, consequentemente, levam ao DM2. Desta
forma, esses modelos manifestam a maioria dos tracos caracteristicos dos
pacientes com predisposicdo para desenvolver DM2 quando se tornam obesos
(SRINIVASAN et al., 2005), sendo util devido a sua semelhanca com as
respostas metabodlicas na obesidade humana (TSCHOP e HEIMAN, 2001).
Assim sendo, o modelo caracteriza-se, por obesidade, hiperinsulinemia,
resisténcia a insulina e intolerancia a glicose, além de resisténcia periférica a
leptina, sendo capaz ainda de manifestar essas caracteristicas associadas aos
pacientes com predisposicédo genética (CESARETTI et al., 2006; SRINIVASAN
et al., 2005; WINZELL e AHREN, 2004).
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Espontaneos ou Camundongos ob/ob Camundongo ALS/Lt
geneticamente Camundongos db/db Camundongo mutante (Akita)
derivados Camundongos KK

Camundongos NZO
Camundongos NONcNzZO10
Camundongos TSOD
Camundongos M16

Induzido por dietas Camundongos C57BL/6

Camundongos Spiny

Rato Sand
Quimicamente Camundongos tratado com Baixas doses de aloxano ou
induzidos GTG STZ em camundongos e ratos
Animais transgénicos Camundongos Knock-out no  Camundongo transgénico ou
(knock-out) receptor B3 Knock-out envolvendo genes

da insulina ou receptor de

Camundongos Knock-out g jina (1IRS-1, IRS-2, GLUT-4)

UCP1

Tabela 3- Modelos animais de inducdo de diabetes

Fonte: SRINIVASAN et al., 2005 - MODIFICADO

O DM2 é um disturbio metabdlico complexo no qual fatores genéticos e
ambientais interagem e contribuem para o estabelecimento da doenca. Devido
a variedade de impacto desses fatores, o DM2 pode manifestar-se em varias
condicdes clinicas e fisiopatologicas.

Modelos animais de DM2 s6 podem representar alguns dos fenétipos que
sdo prevalentes em humanos. Como a obesidade é um dos principais fatores
ambientais predisponente ao DM2, embora ndo seja uma condicdo
determinante, a capacidade de um animal para desenvolver em primeiro lugar a
obesidade, para finalmente desenvolver diabetes, € um dos critérios mais
importantes utilizados para selecionar um modelo (CHATZIGEORGIOU et al.,
20009).

A utilizagdo de modelos animais diabéticos relacionados com estudos de
isquemia utilizando a ocluséo da artéria femoral sao raros (COUTINHO, 2015;
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LIMA, 2015). A avaliacdo da pele integra apés essa inducao foi feita apenas para
DM1 (COUTINHO, 2015).
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2 JUSTIFICATIVA

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca cronica caracterizada pelo
aumento dos niveis de glicemia (hiperglicemia) e associada a inumeras
complicacdes, disfuncdes e insuficiéncia de véarios 6rgéos, especialmente olhos,
rins, nervos, cérebro, coracdo e membros inferiores. O DM é consequéncia de
defeitos na secrecdo e/ou na acdo da insulina envolvendo processos
patogénicos especificos, por exemplo, destruicdo das células beta do pancreas,
resisténcia a acdo da insulina, disturbios da secrecao da insulina, entre outros.
Desde 1980 o numero de pessoas vivendo com diabetes quadriplicou e alcancou
0os 422 milhdes de pessoas em 2014, especialmente em paises em
desenvolvimento de acordo com dados da OMS. Além disso, é previsto aumento
de 114% na incidéncia de diabetes até 2030, o que faz com que a doenca seja
considerada uma epidemia mundial, que acomete criangas, jovens, adultos e
idosos e, consequentemente, um sério problema de saude publica. O DM é uma
doenca multifatorial e a previsédo de progressao alarmante para 0os proOXimos anos
pode ser explicada principalmente devido ao estilo de vida moderno pouco
saudavel, com o aumento do sedentarismo e da obesidade, além do
envelhecimento da populacdo. O DM2 tornou-se uma das doencgas crénicas mais
comuns do mundo, presente em 90% a 95% dos casos, essa alta prevaléncia
associada ao fato de que o desenvolvimento do DM impacta negativamente a
vida do individuo, além de provocar reflexos na sociedade e na economia dos
paises, demonstram a importancia do estudo dessa doenca.

Avaliando as possiveis complicacbes do DM, as lesdes cutaneas,
caracterizadas pelo aparecimento de feridas de dificil cicatrizacdo e passiveis de
infecgdo, sdo de extrema relevancia devido sua alta incidéncia e por serem a
principal causa de internacdo dentre os pacientes diabéticos. Os riscos
associados a diabetes sdo muito maiores, com risco de amputacdo maior em
torno de cinco vezes em pacientes diabéticos do que em individuos sem
diabetes. O impacto socioecondbmico €é grande, incluindo gastos com
tratamentos, internacbes prolongadas e recorrentes, incapacitagdes fisicas,
além dos prejuizos econémicos, como a perda de emprego e produtividade. Para

0 paciente prejudica diretamente a vida pessoal, afetando a autoimagem,
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autoestima, papel na familia e sociedade e, em consequéncia da limitacao fisica,

pode haver um isolamento social.

O diagnostico desta complicacéo do DM é realizado por meio de inUmeros
testes, dependo de sua origem neuropética, isquémica ou neuro-isquémica.
Esse diagnostico € demorado e muitas vezes tardio, pois requer o aparecimento
de sintomas nos pés como as Ulceras, seguidas ou ndo de infeccdo, ou as
deformidades anatbmicas, sendo que nos casos mais graves, nagueles
associados a isquemia, muitas vezes, o quadro pode evoluir rapidamente para a

gangrena, amputacao do membro e morte.

N&o ha relatos na literatura da avaliacdo da pele integra do membro
posterior apds isquemia em modelos animais de diabetes tipo 2 induzido por
dieta hiperlipidica. Diante desse contexto, torna-se interessante gque novos
estudos sejam realizados para o melhor entendimento das alteragbes
provocadas devido o evento isquémico. Com isso, o presente trabalho tem como
proposta investigar alteracbes que ocorrem ha pele integra de membros
posteriores de animais DM2, ap8s oclusdo da artéria femoral. Espera-se com 0s
resultados desse trabalho identificar, precocemente, o processo inflamatorio

antes da abertura da ferida diabética isquémica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial do uso de leucécitos radiomarcados com *°*™T¢-ECD
como método para identificacdo do processo inflamatério na pele de membros
posteriores isquémicos em modelo pré-clinico de diabetes do tipo 2 induzido por

dieta hiperlipidica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Avaliar os efeitos da ingestao de dieta hiperlipidica a 60% sobre:

e O estado nutricional (peso corporal e consumo alimentar), o indice de
adiposidade e parametros bioquimicos/metabdlicos (niveis sanguineos
de glicose, colesterol e triglicérides);

e A sensibilidade a insulina e a tolerancia a glicose;

e A contagem total e diferencial de leucocitos no sangue periférico.

- Avaliar o fluxo sanguineo de membros posteriores apos a oclusdo permanente
da artéria femoral (OAF) de animais alimentados com dieta padrdao controle
(grupo néo diabético — ND) ou dieta hiperlipidica a 60% (grupo diabético — D);

- Avaliar a expressao de HIFla na pele integra de membros posteriores apoés a
OAF de animais ndo diabéticos e com diabetes do tipo 2 induzida por dieta

hiperlipidica a 60%;

- Analisar a ocorréncia de alteracdes inflamatorias na pele integra de membros
posteriores ap6s a OAF em animais nao diabéticos e com diabetes do tipo 2
induzida por dieta hiperlipidica a 60%, especificamente sobre:

¢ Os niveis da citocina pré-inflamatéria TNFa;

e O contetudo de neutréfilos e de macréfagos por meio de dosagens de

biomarcadores enziméticos.
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- Avaliar a captacdo dos **"Tc-ECD-leucécitos na pele do membro posterior
isquémico nos animais ndo diabéticos e com diabetes do tipo 2 induzida por dieta

hiperlipidica a 60%.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 com idade de 8
semanas, obtidos do Centro de Bioterismo (CEBIO) da UFMG. Os animais foram
mantidos sob condi¢Bes controladas de luminosidade (ciclo claro/escuro de 12
h) e temperatura (24°C), e com livre acesso as racdes especificas de cada grupo
e agua. Esse projeto foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais da UFMG (CEUA/UFMG), Protocolo n° 358/2016.

4.2 MODELO DE INDUGCAO DE DIABETES POR DIETA HIPERLIPIDICA

Foram utilizados 45 animais (n=45) com 8 semanas de idade. Destes
animais, 25 foram submetidos a dieta hiperlipidica (60% de gordura) para
desenvolver o DM2, de acordo com o protocolo utilizado por Souza et al. (2013)
por 12 semanas consecutivas. Ao completar a 122 semana de dieta, foi realizado
o teste de tolerancia a glicose (TTG) e teste de sensibilidade a insulina (TSI),
utilizando glicosimetro e fitas reagentes. Os animais com resultados positivos
foram selecionados para os experimentos. Os animais do grupo controle, n&o

diabéticos, receberam a dieta padrao AIN95M.

““ -
-

| 12 SEMANAS
| ) |
DIETA PADRAO TG CIRURGIA
DIETA HIPERLIPIDICA 60 IS ISQUEMIA

Figura 7- Modelo animal

45



Apbs os testes confirmatorios da inducéo do diabetes, dos 45 animais, 25
animais diabéticos e os 20 ndo diabéticos foram submetidos a isquemia dos

membros posteriores.

4.3 PREPARO DAS DIETAS

As dietas dos animais foram preparadas de acordo com LIMA, 2015. O
grupo controle recebeu uma dieta padrao (Purina — Labina®), utilizado para
manutenc¢ao dos animais (7,8% lipideo, 50,3% carboidrato e 41,9% de proteina).
Os animais diabéticos receberam uma dieta obesogénica. Para cada quilo
preparado de racédo, foram utilizados 0,014 g de hidroxitolueno butilado, 2,5 g de
bitartarato de colina, 3 g de cistina, 10 de mix vitaminico AIN93M, 35 g de
minerais AIN93M, 50 g de celulose, 62 g de amido, 200 g de caseina, 20 g de
Oleo de soja, 310 g de groselha, 355 g de banha de porco. Todos os ingredientes
foram misturados em uma vasilha, em seguida foram peneirados para garantir
uma mistura homogénea. Apés peneirar, a racdo foi colocada em pequenos

potes dentro da gaiola, devido sua consisténcia pastosa.

INGREDIENTES CONTROLE HIPERLIPIDICA 60 (g)
(9)
Amido de milho 465,7 62
Caseina 140 200
Amido dextrinizado 155 0
Sacarose 100 0
Oleo de soja 40 20
Fibra 50 0
Mix de minerais 35 35
Mix de vitaminas 10 10
L-Cistina 1,8 3
Bitartarato de colina 2,5 2,5
Tetrabuil-hidroquinona 0,008 0,014
Groselha 0 310
Banha de porco 0 355

Tabela 4- Preparo das dietas padrdo e DH60
(LIMA, 2015)
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4.4 TESTES DE TOLERANCIA INTRAPERITONEAL A GLICOSE (TTG)

Apoés 12 semanas de tratamento com a dieta indutora de resisténcia a
insulina os animais foram submetidos ao teste de tolerancia a glicose e
resisténcia a insulina (Figura 8).

Apo6s o periodo de jejum de 12 horas foi injetado via intraperitoneal uma
solucéo de 25% de glicose preparada em salina 0,9% estéril na dose de 2 g de
glicose/kg de peso corporal do animal. Apds pequeno corte na ponta da cauda
do animal, o sangue foi coletado e utilizado para quantificacdo de glicose nos
intervalos de O (antes da administracdo de glicose), 15, 30, 60 e 90 minutos

utilizando fitas reagentes e glicosimetro (LIMA, 2015).

TTG

Jejum 12h
- 0 minutos

. DIETA 129fK£::e 53"‘;°SE'P DIETA  PROTOCOLO
12semanas | aoriios EXPERIMENTAL

- 30 minutos
- 60 minutos
- 90 minutos

Figura 8- Protocolo de tolerancia a glicose

Os animais que se tornaram resistentes foram selecionados e utilizados no
experimento. Os animais que receberam a dieta controle também passaram

pelos testes.

4.5 TESTES DE SENSIBILIDADE INSULINICA (TSI)

O teste de sensibilidade insulinica (TSI) foi realizado dois dias ap6s a
realizagdo do TTG com os animais alimentados. Foi administrado 0,75 U de
insulina/kg de peso corporal para cada animal, via intraperitoneal. O sangue foi
coletado para quantificacdo de glicose apds pequeno corte na ponta da cauda
do animal nos intervalos de 0 (antes da administracéo de insulina), 30, 60, 90 e
120 minutos decorridos a partir da aplicacéo (Figura 9) (LIMA, 2015).
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TSI

-0 minutos
0,75 U Insulina/Kg IP

“ DIETA |  -30 minutos DIETA __ _ PROTOCOLO
12 semanas Pt EXPERIMENTAL

-90 minutos
-120 minutos

Figura 9- Protocolo de resisténcia a insulina

4.6 PESO CORPORAL E PESO DE TECIDO ADIPOSO

Para determinacédo do ganho de peso, os animais foram pesados sempre
no mesmo horéario, vezes por semana duas. A massa adiposa foi avaliada
através da coleta e pesagem do tecido adiposo epididimal, mesentérico e o
retroperitoneal apds eutanasia dos animais. O peso do tecido adiposo foi
corrigido pelo peso corporal (LIMA, 2015).

4.7 INGESTAO ALIMENTAR

A racéao foi pesada em balanca semi-analitica duas vezes por semana. A
pesagem era feita antes e depois de acrescentar mais racdo e entdo pela
diferenca entre a quantidade de racdo administrada e o que sobrou, calculava-
se a quantidade de racédo ingerida por cada gaiola na semana. Foi necessaria a
correcdo da quantidade de comida ingerida por caixa: onde a quantidade
ingerida de comida na semana foi dividida pelo nimero de animais da caixa,

dividido pela quantidade de dias na semana (LIMA, 2015).

4.8 ANALISE BIOQUIMICA

No dia da eutanasia, os animais foram submetidos a 8 horas de jejum e 0
sangue foi coletado no plexo braquial e colocado em eppendorffs, que passaram
por centrifugacao a 4000 rpm por 10 minutos. Em seguida, o soro foi transferido
para um novo tubo para ser utilizado na proxima etapa. As dosagens realizadas

foram de colesterol plasmatico, triglicerideos e glicose, utilizando kits comerciais
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(enzimaticos colorimétricos - Labtest) de acordo com a bula e normas do

fabricante, a leitura foi realizada por espectrofotometria.

4.9 MODELO EXPERIMENTAL DE ISQUEMIA

O modelo experimental de isquemia de membro posterior utilizado no
trabalho foi 0 modelo de oclus&o unilateral permanente da artéria femoral (OAF)
comum esquerda, adaptado de Barcelos et al.,, 2009. Para o procedimento
cirdrgico, os camundongos foram anestesiados via intraperitoneal com xilazina
(10 mg/kg) e cetamina (100 mg/kg), submetidos a tricotomia e a assepsia da
regido inguinal dos membros posteriores. No membro posterior do lado esquerdo
a artéria femoral foi exposta e dissecada até a regido da artéria poplitea,
amarrada por dois nés (fio de nylon 6-0); em seguida a regido entre os nos foi
eletrocoagulada (eletrocoagulador Deltronix, Brasil). No membro posterior do
lado direito (contralateral) também foi feito uma abertura da pele e as incisées
foram suturadas também com fio de nylon 5-0. Apdés as suturas foi feita
novamente a assepsia do local e os animais foram mantidos sob aquecimento
artificial até a completa recuperacado. Os dias escolhidos para as analises foram
baseados no tempo de fechamento das feridas diabéticas isquémicos, de acordo
com o trabalho publicado por (BARCELOS et al., 2009).

Figura 10- Cirurgia de Ocluséo da Artéria Femoral. Modelo animal de isquemia de membros
posteriores.
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4.10 AVALIACAO DA RECUPERACAO HEMODINAMICA POS-ISQUEMICA

O fluxo sanguineo dos membros posteriores de camundongos
anestesiados foi escaneado, antes (condicdo basal) e imediatamente apés a
oclusdo unilateral da arterial femoral através de imagem de perfusdo por laser
Doppler (Moor Instruments, UK). Os animais foram mantidos a temperatura
constante de 37°C por 5 minutos antes e durante as mensuragoes.

O equipamento de imagem de perfusdo por Laser Doppler (MoorLDPI-2,
Inglaterra) é utilizado para o monitoramento ndo-invasivo (e sem contato fisico)
da circulacdo sanguinea, permitindo a avaliacdo do fluxo sanguineo na
microcirculacdo (Figura 11). A técnica permite o acompanhamento de alteragfes
no fluxo de uma area ao longo do tempo ou a avaliacao de diferencas no fluxo

entre mais de uma area.

Figura 11- Equipamento de imagem de perfuséo por laser Doppler (MoorLDPI-2, Inglaterra).
Laboratério de Angiogénese e Células Tronco/lUFMG.

4.11 QUANTIFICACAO DO NUMERO TOTAL E DIFERENCIAL DE
LEUCOCITOS NO SANGUE

A contagem de células foi realizada em cAmara de Neubauer. A contagem
total do numero de células foi feita nos quatro quadrantes das duas camaras de
contagem seguindo sempre a mesma dire¢do para que a mesma célula ndo

fosse contada duas vezes. Para preparo das células antes da contagem, 5 pL
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de sangue da cauda do animal foi retirado e diluido em 45 pL de solugdo de Turk
(acido acético 2% com azul de metileno) que atuou lisando as hemacias que nao
seriam contadas. Essa solucao de células e Turk foi entdo homogeneizada e 10
ML desta colocada em cada um dos lados da camara de Neubauer para
contagem com auxilio do microscoépio 6ptico (Olympus, Philippines), no aumento
de 40x. Foram feitas duas contagens e a média do numero de células calculada.

Para realizacdo da contagem diferencial dos leucdcitos também foram
retirados 5 pL de sangue da cauda dos animais e realizado um esfregaco
sanguineo em uma lamina de vidro. Apds secagem do esfregago foi entdo
corado com a coloracdo do Pandtico. Apds as laminas serem confeccionadas e
coradas, foi realizada a contagem diferencial das células em neutrofilos,
linfécitos e mondcitos, com o auxilio do microscépio 6tico. Foi contado um total

de cem células e o valor expresso em porcentagem.

4.12 ANALISE DA EXPRESSAO DE HIF1 NA PELE INTEGRA DE MEMBROS
POSTERIORES POR PCR TEMPO REAL

4.12.1 EXTRACAO DE RNA

As amostras de pele foram retiradas e uma quantidade entre 50 a 100 mg
de cada amostra foi separada, armazenada em eppendorfs contendo um volume
de 0,75 mL de TRIzol®. Em seguida, foram homogeneizadas no vortex e, por
fim, congeladas utilizando nitrogénio liquido para posterior utilizacdo. Para a
realizacdo da extracdo de RNA, as amostras foram descongeladas e novamente
homogeneizadas no vortex. Inicialmente, em cada eppendorf foi adicionado 0,2
mL de cloroférmio e as amostras homogeneizadas no vortex por 15 segundos e
entdo, incubadas por 15 minutos no gelo. Decorrido esse tempo, as amostras
foram centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos a 4°C, e entdo o sobrenadante
foi removido e coletado em outro eppendorf para dar continuidade ao processo.
Na proxima etapa foi adicionado 0,5 mL de isopropanol, as amostras incubadas
por 10 minutos no gelo e entdo centrifugadas em 12.000 g por 10 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi entdo desprezado e ao pellet adicionados 1 mL de alcool e
as amostras foram novamente homogeneizadas no vortex por 30 segundos. Por

fim foram centrifugadas a 7.500 g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante
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descartado. Os eppendorfs contendo o pellet foram posicionados virados para
baixo, para poder secar por 10 minutos. Decorrido esse tempo o pellet de RNA
foi ressuspendido com 40 pL de agua livre RNAse e incubado a 60°C por 15

minutos.

4.12.2 QUANTIFICACAO DE RNA

Uma aliquota de 1 pL de cada amostra de RNA total foi quantificada
atraves de leitura em espectrofotometro (Nanovue) usando-se comprimento de
onda de 260 nm e 280 nm. A pureza das amostras foi verificada a partir da
relacdo 260/280 nm, considerando a relacédo (260/280) das densidades Opticas
(OD) igual ou maior que 1.8, como referéncia de boa qualidade para uso. A
guantificacdo de RNA é recomendavel para avaliar a qualidade do RNA extraido

e verificar se este esta adequado para as analises.
4.12.3 SINTESE DO DNA COMPLEMENTAR (cDNA)

O cDNA foi obtido utilizando o High-Capacity cDNA Reverse Transcription
kit (Applied Biosystems). Foi adicionada uma aliquota de 2 pL de cada iniciador
10X RT (RandomPrimers) em cada tubo e, em seguida, adicionado 0,8 pL do
mix RNA RT (Tabela 5). Em cada tubo de RT foram adicionados 30 ng da
amostra de RNA. O volume final de reacgé&o foi de 20 uL por tubo. Os tubos foram
devidamente fechados e centrifugados. Para a sintese do cDNA a reacéao foi
incubada a 25°C por 10 min; 37°C por 120 min; seguido de aquecimento a 85°C
por 5 min para deshaturacdo da enzima empregada. Os tubos foram

armazenados a -80°C até o momento de uso.

Componentes Volume por reagao

10X RT Buffer 2.00 uL
25XdNTP Mix (100 mM) 0.8 uL
MultiScribe ™reverse transcriptase 1.00 pL
RNase Inhibitor 0uL

Nuclease-freeWater 4.2 uL
TOTAL 8.00 L

Tabela 5: Preparo do mix de RT- PCR.
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4.12.4 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA

Uma vez sintetizado, este cDNA foi submetido a amplificacéo pela reacéo
em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) para quantificacao relativa da
expressao de HIF1 utilizando o sistema Syber Green (Life) conforme protocolo.
A PCR foi realizada no equipamento Step one Real Time PCR System (Applied
Biosystems). A quantificacdo de cada amostra foi realizada em duplicata e o
meétodo utilizado foi o de comparagao de AACt. O gene m 18s foi usado como

controle enddgeno da reacédo (Tabela 6).

m 18s
FW:5'-GCAATT ATT CCC CAT GAACG -3
RV: 5'- TTG GAT GGT TTAGTG AGG CC -3'
HIF1
FW:5'- TCAAGT CAG CAA CGT GGA AG -3'
RV: 5'- TAT CGA GGC TGT GTC GAC TG -3'

Tabela 6: Sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados para o PCR em tempo real.

Na ativacao da polimerase o equipamento foi programado para aquecer
até 95°C por 10 minutos, em seguida foram feitos 40 ciclos de desnaturacdo
(95°C por 15 segundos), anelamento e amplificacdo (60°C por 1 minuto). A
quantificacado relativa descreve mudancas de nivel de expressdo de um gene de
interesse em uma amostra teste, relacionando esses valores a uma amostra
utilizada como referéncia (calibrador). Apos o processo de amplificacdo, as
amostras foram submetidas a curva melt que representa a temperatura na qual
a metade das fitas de cDNA esta na forma de fitas simples e a outra metade na

forma de dupla hélice.

4.13 AVALIACAO DA ATIVIDADE DE N-ACETIL-B-D-GLICOSAMINIDASE
(NAG) — PRESENCA DE MACROFAGOS

A atividade da enzima NAG foi avaliada para quantificagdo da presenca de
macrofagos na pele. Inicialmente foi feito o processamento da pele que consistiu
na homogeneizacdo das amostras, previamente coletadas e pesadas nos dias

1, 3 apos a realizagcao da isquemia, em solugéo salina 0,9%/ Triton x-100 0,1%
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vlv. Em seguida esse homogeneizado foi centrifugado e o sobrenadante foi
coletado. Para o ensaio enzimatico, as amostras foram diluidas em tampéao
citrato/fosfato, pH 4,5. As amostras diluidas, foi adicionado o substrato P-
nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminida (Sigma) também diluido em tampé&o
citrato/fosfato (pH 4,5), seguindo-se um periodo de incubac¢édo a 37°C por 10
minutos. ApOs esse intervalo, a reacao foi interrompida através da adicédo de
tampao glicina 0,2 M (pH 10,6). A leitura da absorbancia foi realizada em 400 nm
(COUTINHO, 2015; LIMA, 2015).

4.14 AVALIACAO DA ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE (MPO) -
PRESENCA DE NEUTROFILOS

A atividade de MPO foi utilizada como indice da presenca de neutrofilos.
As amostras de pele foram previamente coletadas e pesadas nos dias 1 e 3 ap0s
a isquemia, e entdo foram homogeneizadas em tampao fosfato (pH 4,7) e por
fim centrifugadas. Ao precipitado remanescente foi adicionado NaCl 0,2% p/v e
apos incubacéo, foi entdo adicionado NaCl 1,6%, glicose 5% p/v e as amostras
novamente centrifugadas. O precipitado foi ressuspendido em brometo de
hexadeciltrimetilamonio 0,5% diluido em tampédo fosfato (pH 5,4). Apoés
homogeneizagéo as amostras sofreram processo de
congelamento/descongelamento em nitrogénio liquido. Para o0 ensaio
enzimatico, foi adicionado as amostras o substrato TMB diluido em DMSO
seguindo-se um periodo de incubacéo. Apés esse periodo, foi adicionado H20:2
0,003% e as amostras novamente incubadas a 37°C por 5 minutos. Em seguida,
a reacdo foi interrompida através da adicdo de H2SOs4 4M. A leitura da
absorbancia foi realizada em 450 nm (COUTINHO, 2015; LIMA, 2015).

4.15 DOSAGEM DA CITOCINA TNFa

Para avaliar a expresséo do Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), as
amostras de pele do membro posterior foram ressuspendidas em 1,0 mL/100 mg
de solugdo Tampao de extragcdo de citocinas (PBS contendo inibidor de
proteases: PMSF 0,1mM, cloreto de benzet6nio 0,1mM, EDTA 10mM e 20 Kl de
aprotinina A) e 0,05% Tween-20. Em seguida, os homogeneizados foram
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centrifugados a 4°C por 10 minutos a 10000 rotagbes por minuto (rpm) e 0s
sobrenadantes coletados e armazenados a -20°C para posterior dosagem. Os
kits para citocinas foram obtidos da R&D System® e a instru¢bes do fabricante
para a realizacdo dos ensaios foram seguidas para as dosagens de TNFa pelo
método de ELISA (COUTINHO, 2015).

4.16 MARCACAO DOS LEUCOCITOS COM 9MT¢-ECD

4.16.1 ISOLAMENTO DOS LEUCOCITOS DO SANGUE TOTAL

O sangue total coletado para o isolamento dos leucdcitos totais foi retirado
através do corte do plexo braquial dos camundongos. O sangue foi entdo
colocado em um tubo de fundo cénico (Falcon) de 15,0 mL estéril contendo 3,0
mL do anticoagulante EDTA e o volume foi completado com uma solucéo de lise
de hemacias ACK (da expressdo Ammonium-Chloride-Potassium). O tubo
Falcon foi homogeneizado por 3 minutos, e em seguida foi centrifugado a 1600
rpm durante 10 minutos a 4 °C. Desprezou-se 0 sobrenadante e o volume foi
completado novamente com ACK. O procedimento foi repetido a fim de lisar mais
hemacias e obter um sedimento mais puro. Apds desprezar novamente o
sobrenadante, foi acrescentado 13,0 mL de PBS, homogeneizado e centrifugado
a 1600 rpm durante 10 minutos a 4°C pela ultima vez. O sedimento de leucocitos
obtido, foi ressuspendido com 500 uL de PBS, obtendo-se dessa forma uma
suspensdo de leucécitos que foi posteriormente marcada com °°™Tc-ECD
(COUTINHO, 2015).

4.16.2 ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi avaliada pelo método de exclusédo do corante azul
de Tripano na camara de Neubauer. Foi realizada apds a separacdo dos
leucdcitos do sangue total e apés marcacdo dos leucécitos com *°"Tc-ECD.
Neste método tem-se a diferenciacdo das células viaveis e ndo viaveis, pois as
células mortas coram-se de azul uma vez que sua membrana se torna permeavel
ao corante, enquanto que a membrana das células viaveis ndo. Ao visualizar as

células ao microscopio, observam-se as células mortas coradas em azul e as
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vivas transparentes. Para o calculo do percentual de células viaveis, a média de
células vivas foi dividida pela média total de células (vivas e mortas) contadas na
camara de Neubauer. O valor obtido foi multiplicado por 100 e, dessa forma, a
viabilidade é dada em porcentagem.

Viabilidade = Células vivas x 100
Células totais

A viabilidade celular deve ser maior que 85%, garantindo que o
procedimento utilizado para o isolamento dos leucécitos totais foi executado da
maneira correta (COUTINHO, 2015).

4.16.3 MARCACAO DO ETILENODICISTEINA DIETIL ESTER (ECD) COM

99mTC

A marcacdo foi realizada de acordo com a bula desenvolvida pela
fabricante. Um frasco com 1,0 mg de ECD fornecido pelo Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares (IPEN/CNEN) foi colocado em uma blindagem de
chumbo. A este frasco foi adicionado 1,0 mL de solucéo fisiologica estéril (NaCl
0,9% estéril), 1,0 mL da solucdo contendo tampédo fosfato de sédio e uma
solucéo de pertecnetato de sddio (Na®™TcO4) contendo 1295 MBq (35 mCi) de
atividade, conforme instrucdes contidas na bula. A solucdo de pertecnetato de
sodio (Na*MTcO4) foi obtida de uma segunda eluicdo recente do gerador de
Molibdénio-99/Tecnécio-99m (IPEN/CNEN). O controle de qualidade da
marcacao do ECD para avaliacdo da pureza radioquimica foi realizado conforme
instrucdes do fabricante. Foram utilizadas fitas de silica gel em alumina como
suporte de 1,5 cm de largura x 12,5 cm de comprimento utilizando NaCl 20%
como solvente e fita de papel whatman de 1,5 cm de largura x 9,0 cm de
comprimento utilizando acetato de etila:etanol (3:7) como solvente. As fitas foram
cortadas no ponto 5,5 cm e a leitura foi realizada em contador de pogo.

4.16.4 MARCACAO DOS LEUCOCITOS

O método utilizado para a marcacdo de leucdcitos com °9MTc-ECD
baseou-se na descricdo de MARTIN-COMIN et al., (2002) com modificagbes. No
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recipiente contendo o0s leucécitos previamente isolados, adicionou-se por
gotejamento 2,0 mL de solugdo de *°"Tc-ECD contendo 1073 MBq (29 mCi) de
atividade. Apds cinco minutos em temperatura ambiente, adicionou-se 0,1 mL de
EDTA 2,2% e incubou-se as células por 15 minutos a 37°C. As células entdo
foram centrifugadas a 1200 rpm durante cinco minutos. Para a determinagéao do
rendimento da marcacéao, retirou-se uma aliquota de 10 pL do sobrenadante e
10 pL do sedimento. As aliquotas foram contadas em um Calibrador de dose
CRC-15R (Capintec - U.S.A).

4.17 ESTUDO EX VIVO DA PELE DO MEMBRO POSTERIOR

Apds marcagdo dos leucécitos, os animais foram anestesiados e os *"Tc-
ECD-Leucdcitos foram injetados na veia da cauda dos animais. Apés 2 horas da
injecdo a pele do membro posterior dos animais foram retiradas, pesadas e a
radioatividade foi determinada utilizando o contador de poco Wizard (Turku,
Finlandia). Padrdes de dose foram utilizados para corrigir o decaimento fisico do
99MTc e para calcular o percentual de dose injetada por grama de tecido (% DI/g),

conforme a férmula representada abaixo.

% DI/g =cpm (pele/g) x 100

cpm do padrao

*cpm = contagem por minuto

Figura 12- Contador de radiacdo gama — Wizard (Turku/Finlandia)
Fonte: Lab. de Radiois6topos/UFMG

4.18 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados seréo representados como meédia + erro padréo da média.

Os dados da curva tempo-resposta foram analisados utilizando o teste de analise
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de variancia de duas vias (two-way ANOVA), para verificar a interagédo entre as
variaveis independentes tempo e dieta, seguido pelo pos-teste de Bonferroni.
Para os outros dados, as comparacfes foram feitas utilizando a analise de
variancia de uma via (one-way ANOVA) para a comparagao entre trés ou mais
grupos, seguido do pdés-teste de Newman-Keuls para comparacdo entre os
grupos. O teste t de Student foi realizado para a comparacao entre os dois

grupos. Os valores de p<0,05 serdo considerados significantes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 VALIDACAO DO MODELO DE DIABETES MELLITUS TIPO 2.

O modelo de DM2 foi desenvolvido a partir de uma dieta contendo 60%
de gordura (DH60) na sua composi¢cdo de acordo com Souza et al. (2013) em
camundongos machos C57BL/6. O modelo de obesidade provoca uma sindrome
metabdlica no animal com consequente indugédo de DM2 (ANDRADE et al., 2014;
HENRIQUE et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2015). O grupo de animais que
recebeu essa dieta foi denominado Diabético (D). O grupo que consumiu a dieta
padréao foi denominado Nao Diabético (ND), pois a dieta ingerida ndo provoca
nenhuma alteracdo metabdlica. Desta forma, os animais do grupo ND foram
considerados grupo controle para o DM2.

Durante as 12 semanas de dieta para inducédo da obesidade, os animais
foram pesados duas vezes por semana para avaliacdo do ganho de peso
induzido pelo consumo cronico das ra¢des durante o experimento. Os resultados
encontrados demonstram que apés a 52 semana de consumo, 0s animais que
receberam DH60 comecam a ganhar mais peso quando comparado aos que
receberam a dieta padrédo, diferenca que continuou aumentando até o final do
experimento (Figura 13A).

Associado ao aumento do ganho de peso do grupo D, também foi
observado maior adiposidade desse grupo (Figura 13B), que foi calculada a partir
da andlise da gordura abdominal (inguinal, mesentérica e retroperitonial). O
resultado encontrado ja era esperado devido ao alto teor de gordura presente na
racao.

Por fim, a avaliagdo no consumo alimentar dos animais que receberam a
dieta padrdo e a DH60 ndo demonstrou diferenca estatistica entre os grupos
(Figura 13C). Apesar das dietas possuirem composicdes diferentes, o que
poderia provocar um consumo de racdo alterado devido a palatabilidade das
racdes, o consumo foi 0 mesmo. Com isso, foi possivel afirmar que todas as
alteracdes observadas nas andlises realizadas para padronizacdo do modelo
foram decorrentes da composicéo da dieta e ndo de um maior consumo de um

dos grupos.
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Figura 13- Perfil corporal. (A) Variagdo do ganho de peso; o peso inicial nos animais foi
considerado igual a zero, para que fosse avaliado somente o peso em funcédo das dietas. (B)
Adiposidade. (C) Consumo Alimentar. Dados expressos como média * EPM, n=5-6
animais/grupo. **p<0,01, ***p<0,001.

Apos as 12 semanas de inducéo do diabetes por ingestdo da dieta DH60,
foram realizados os TSI e TTG para validacdo do modelo de diabetes através do
perfil glicémico e metabdlico. No TSI observou-se uma elevacdo mais rapida nos
valores da glicemia e manutencéo desses valores maios altos nos animais que
receberam a DH60, em comparacdo ao grupo que recebeu a dieta padrdo que
apresentou uma recuperacdo mais gradual (Figura 14A).

No TTG os animais do grupo que recebeu a dieta com alto teor de lipideos
apresentaram um aumento acentuado nos valores de glicemia, demorando mais
tempo para retornar aos valores iniciais, € o grupo que recebeu dieta padrao,
apresentou essa resposta em tempo menor (Figura 14B). Nos dois testes foram
demonstrados perfil semelhante de resposta entre os grupos, os niveis de
glicose nos animais diabéticos foram sempre superiores aos valores
encontrados nos animais ndo diabéticos, indicando maior resisténcia a insulina
e intoleréncia a glicose (Figura 14). Essas alteracOes nas respostas glicémicas
do grupo diabético em relacdo ao ndo diabético foram relatados em outros
estudos, demonstrando a capacidade do consumo cronico da dieta em induzir a

obesidade, com consequente desenvolvimento de sindrome metabdlica e
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inducdo do DM2 (LIMA, 2015; MING ZHANG et al., 2008; WINZELL e AHREN,
2004).

Teste de sensibilidade a insulina Teste de tolerdncia a glicose

A
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Figura 14- DH60 promove resisténcia a insulina e tolerancia a glicose. (A) Teste de
sensibilidade insulinica, (B) Teste de tolerancia a glicose. Avaliacao realizada para confirmar o
diabetes e excluir os animais que nao apresentaram resisténcia a insulina. Dados expressos
como média £ EPM, n=5-6 animais/grupo. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Testes bioguimicos também foram realizados para avaliacdo dos grupos
do estudo. Na glicemia em jejum, observou-se que 0s animais que receberam
DH60 apresentaram niveis glicémicos mais elevados que o0 grupo que recebeu
dieta controle (Figura 15A), demonstrando com isso o estado hiperglicémico dos
animais do grupo Diabético (WINZELL e AHREN, 2004). Dados da literatura
descrevem que a glicemia para camundongos C57BI/6 € de 150 a 275 mg/dL
(SANTOS et al., 2016). Os resultados referentes a triglicérides e colesterol total
nao demonstraram diferenca significativa entre os grupos (Figura 15B e 15C).
Uma possivel explicacdo para esse resultado é o fato de ter sido realizada
apenas a avaliacao do colesterol total, sem analisar separadamente as fragoes.
Se a analise tivesse sido realizada considerando as diferentes fracdes,
possivelmente poderiam ter sido observadas diferencas entre 0s grupos.
Estudos envolvendo o modelo de dieta hiperlipidica com teor de 60% de gordura
em animais C57BL/6 demonstram resultados diferentes para as analises de
colesterol e triglicérides. No estudo de Lima (2016) nao foi relatado diferenca
entre 0s grupos na dosagem de triglicérides e colesterol, entretanto, Lima (2015)

observou diferenca entre os parametros observados. Com isso, € possivel
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afirmar que esses parametros sofrem variacoes, e varios fatores como linhagem,

idade, peso e periodo da dosagem podem influenciar essas dosagens.
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Figura 15- Alteracdes bioquimicas provocadas pela DH60. Os testes bioquimicos de (A)
glicose plasmatica, (B) triglicerideos e (C) colesterol foram realizados 12 semanas apds o inicio
da dieta. Dados expressos como média £+ EPM, n=5-6 animais/grupo. **p<0,01.

Apés a conclusao dessas analises foi possivel afirmar que a dieta utilizada
no estudo induziu distarbios metabdlicos compativeis com o quadro de sindrome
metabdlica. Foram encontradas diferencas no aumento do peso, adiposidade,
perfil glicémico dos animais diabéticos em comparagéo aos ndo diabéticos. Esse
perfil alterado provocado por dietas hiperlipidicas ja € descrito na literatura sendo
utilizado como modelo de diabetes (ANDRADE et al., 2014; OLIVEIRA et al.,
2015; WINZELL e AHREN, 2004), e devido aos resultados encontrados, foi
possivel prosseguir os estudos utilizando esses animais como modelo. Os
animais que receberam a DH60 foram classificados, portanto, como Diabéticos
(D) e os animais que receberam a dieta padrdao foram denominados Nao
Diabéticos (ND).

5.2 AVALIACAO DA ISQUEMIA TECIDUAL DE MEMBROS POSTERIORES

O DM corresponde a um aumento significativo do risco para DAP
(LEPANTALO et al., 2011), e a desregulagdo do controle glicémico, frequente
nos pacientes com diabetes, associado ao quadro isquémico é condicdo
favoravel a génese de ulceracdes (BEVILACQUA et al., 2008). A partir dessa
informacgéo foi promovida a isquemia tecidual de membros posteriores
ocasionada devido a oclusdo da artéria femoral (OAF) unilateral (membro
posterior esquerdo) em camundongos diabéticos e nao diabéticos para avaliacdo
dos efeitos dessa isquemia na pele integra, antes da abertura da ferida diabética.

Para a confirmagéo da reducdo do fluxo sanguineo apos a OAF (Figura 16A),
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utilizou-se a técnica de Imagem de Perfusdo por Laser Doppler — LDPI (da
expressao inglesa Laser Doppler perfusion imaging), essa técnica é comumente
utilizada na clinica para monitorizacdo de DAP (TEHAN et al.,, 2015). Os
resultados mostraram fluxo normal nos membros posteriores esquerdo na
condicdo pré OAF (Figura 16B e 16C). Observa-se nitida reducédo do fluxo
sanguineo no membro posterior esquerdo apoés a OAF para os animais de ambos
0S grupos, ou seja, nao diabéticos e diabéticos. Esse perfil manteve-se inalterado
no primeiro dia apos OAF, entretanto, pode-se notar no terceiro dia ligeira
recuperacédo do fluxo sanguineo no membro posterior esquerdo dos animais dos
dois grupos ocasionado pela presenca de outros vasos colaterais a artéria

femoral no membro posterior.
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Figura 16- Avaliacdo do Fluxo Sanguineo de membro posterior por meio da imagem de
perfusdo por laser Doppler. (A) Imagens representativas do fluxo sanguineo no membro
isquemiado de camundongos diabéticos e ndo diabéticos por LDPI (Laser Doppler perfusion
imaging), antes (pré OAF), imediatamente apos (pds OAF), 1 e 3 dias ap6s OAF. A cor azul
escura indica pouca ou nenhuma perfusao sanguinea e a vermelha indica perfusdo sanguinea
maxima. (B) Quantificacdo do fluxo sanguineo no membro isquemiado dos animais Nao
Diabéticos antes (pré OAF), imediatamente apés (pés OAF), 1 e 3 dias ap6s a OAF. (C)
Quantificacdo do fluxo sanguineo no membro isquemiado dos animais diabéticos antes (pré
OAF), imediatamente apés (pés OAF), 1 e 3 dias apds a OAF. Os valores foram obtidos pela
razdo entre a medida do fluxo sanguineo do membro isquémico pelo ndo isquémico. Os
resultados foram expressos como média + E.P.M., n=5 camundongos por grupo. *p<0,05.
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5.3 PERFIL LEUCOCITARIO DOS ANIMAIS

Os animais foram avaliados quanto ao perfil de leucécitos no sangue total no
tempo 0, antes de realizar a oclusédo da artéria femoral (OAF), para obtencao de
informacdes a respeito do perfil leucocitario basal anterior a qualquer estimulo.
Nos dias 1 e 3 ap0s a OAF também foram realizadas avaliacdes da resposta

leucocitaria (Figura 17).
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Figura 17- Avaliacdo leucocitéaria dos animais antes e ap0s a OAF. Comparagédo da
contagem de leucdcitos totais no sangue (A) entre os grupos ND e D, (B) entre os dias no grupo
ND e (C) entre os dias no grupo D. Dados expressos como média + EPM, n=5-6 animais/grupo.
*p<0,05, ***p<0,001.

A avaliacdo no dia 0 demonstrou que os animais diabéticos (grupo D),
antes de serem submetidos a OAF apresentaram niveis de leucdcitos no sangue
total significativamente mais elevados quando comparado com os animais do
grupo ND (Figura 17A). Esse resultado indica um perfil inflamatério dos animais
diabéticos, o que estd de acordo com trabalho publicado recentemente com
pacientes diabéticos, em que esses pacientes apresentaram uma contagem
fisiologica de leucaocitos totais significativamente maior do que 0 grupo sem a
doenca (PLACZKOWSKA et al., 2014).

Em seguida os animais dos dois grupos foram entdo submetidos a OAF e

foi observado aumento na producdo de leucdcitos nos grupos, nos tempos
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investigados. No dia 1 pés OAF, os animais do grupo ND apresentaram maior
responsividade ao estimulo provocado pela OAF e com isso, houve um aumento
no numero total de leucoécitos quando comparado com o dia 0. Os animais do
grupo D, entretanto, ndo apresentaram essa diferenca, indicando que os animais
nao foram capazes de responder da mesma forma que o grupo ND. Ao comparar
0s grupos no mesmo dia (dia 1), foi possivel observar que ndo ha diferencas
entre 0s grupos no que se refere ao numero total de leucdécitos, como era
observado no dia 0. A andlise feita no dia 3 demonstra que o grupo D manteve
a producdo mais elevada de leucdcitos, sem diferencgas estatisticas entre os dias
1 e 3 (Figura 17B).

No grupo D nado foram observadas diferencas estatisticas na contagem
dos leucdcitos entre os trés dias analisados (Figura 17C), contudo, ao considerar
apenas o dia 3, foi possivel observar que os animais diabéticos apresentaram
producdo de leucdcitos significativamente superior aquela do grupo nao
diabético.

Apbs essas andlises ficou evidente que os animais diabéticos possuem
naturalmente um carater pré-inflamatério, onde a producdo de leucdcitos esta
elevada, e assim permanece independente do estimulo da OAF. Os animais néo
diabéticos, inicialmente apresentaram contagem basal de leucécitos, que apos
o estimulo da OAF, provocou aumento na quantidade total de leucécitos no
sangue, demonstrando a capacidade desses animais de responderem ao
estimulo inflamatdrio provocado pela isquemia.

Os animais foram avaliados também de acordo com o seu perfil de
leucdcitos diferenciais (Figura 18). E descrito que camundongos, ao contrario
dos humanos, possuem uma quantidade significativamente maior de linfocitos
do que de neutrdéfilos (SANTOS et al., 2016).
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Figura 18- Contagem diferencial de leucécitos relativa. Porcentagem de (A) neutréfilos nos
dias 1 e 3 p6s OAF, e porcentagem de (B) Linfécitos nos dias 1 e 3 p6s OAF. Dados expressos
como média £ EPM, n=5-6 animais/grupo. ***p<0,001.

Um dia apds a OAF os animais do grupo D apresentaram uma quantidade
maior de neutrofilos quando comparado com o0s animais nao diabéticos. Contudo
no dia 3, ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativa entre as
contagens de neutrdéfilos dos grupos (Figura 18A). J& na analise de linfécitos, os
dois grupos apresentaram contagens similares no dia 1. Entretanto, no dia 3, o
grupo D apresentou reducdo significativa no numero de linfécitos quando
comparado aos animais do grupo ndo diabético, que mantiveram a contagem
mais elevada de linfécitos (Figura 18B).

A comparacado do numero de neutréfilos no sangue total entre os dias 1 e
3 pés OAF demonstrou que o0s dois grupos apresentaram um aumento
significativo no numero de neutréfilos no dia 3 quando comparado com o dia 1.
A analise dos linfgcitos indicou perfil contréario, em que ocorreu diminui¢cdo na
guantidade de linfécitos decorridos trés dias da OAF. A contagem de mondcitos
nao demonstrou diferenca entre os dias e grupos analisados. Os resultados da
quantificacdo dos leucdcitos estdo apresentados como contagem diferencial
relativa, e com isso é possivel observar o balanco na producdo de células
produzidas, onde o aumento de um tipo celular acarreta na diminuicao relativa
de outro tipo. O processo inflamatério e infeccioso promove producdo de
interleucina-1 e TNFa que atuam estimulando a producéo de fatores de
crescimento e de células de defesa. Como resposta inicial da medula 0ssea

diante desse processo ocorre a liberacdo da populacao de neutrofilos de reserva
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e aceleracdo do processo de maturacao e liberacao dessas células (HOKAMA e
MACHADO, 1997; WALTERS et al., 1996).

5.4 ANALISE DA EXPRESSAO DE HIF1 NA PELE INTEGRA DE MEMBROS
POSTERIORES POR PCR TEMPO REAL

O HIF1 é composto por duas subunidades: HIF1la e HIF1B, sendo que em
condicbes normoxicas, HIFla é rapidamente degradado e indetectavel. A
presenca de um ambiente hipéxico desencadeia a regulagéo de células através
das subunidades do fator indutor de hipéxia (HIF1a). Centenas de genes séo
regulados por HIF1a, sendo que mais de 90 genes séo alvos diretos dele. Esses
genes estado envolvidos em uma infinidade de adaptacées e mecanismos de
sobrevivéncia, como angiogénese, cicatrizacdo de feridas, metabolismo da
energia da glicose anaerobica, eritropoiese e crescimento celular, proliferacéo,
diferenciacdo, sobrevivéncia e apoptose. Entre estes, incluem o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), 6xido nitrico sintase (NOS), endotelina,
eritropoietina (EPO), lactato desidrogenase A (LDH-A), transportador de glicose
1 (GLUT-1), transportador de glicose 3 (GLUT-3) e p53 (BENTO e PEREIRA,
2011). A andlise da expressdo de HIF1 na pele isquémica apds OAF,
demonstrou expressao nas peles analisadas dos dois grupos, e com isso
podemos confirmar que a pele realmente estava hipoxica diante da inducao de
isquemia provocada pela OAF. A andlise dos dados indica que o grupo nao
diabético possui maior expressao génica de mRNA do HIF1 no terceiro dia apos
a OAF em relacdo aos animais diabéticos (Figura 19).

Estudos mostram que a atividade de HIF1a esta prejudicada no ambiente
com altas taxas de glicose, como ocorre no DM2 (THANGARAJAH et al., 2010).
Os resultados encontrados no presente trabalho demonstram uma menor
expressdo de HIF1 pelos animais diabéticos, o que acarretara em menor
regulacdo de diversos genes que podem estar diretamente relacionados a

alteracdes na pele e podem ter relacdo com a abertura das feridas diabéticas.
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Figura 19- Expressdo de mRNA do HIF1 na pele isquémica dos animais diabéticos (D) e
ndo diabéticos (ND). Os resultados da expressdo génica foram analisados utilizando-se o
programa “Sigma Stat” versao 2.03. Os dados passaram pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk,
no qual foi empregado analise de variancia (ANOVA) seguida de teste de comparacdo multipla
de Holm-Sidak. Foi considerado significativo valor de p<0,05.

5.5 ANALISE DO PERFIL INFLAMATORIO DA PELE INTEGRA POR MEIO DE
DOSAGENS DE BIOMARCADORES ENZIMATICOS E CITOCINA PRO-
INFLAMATORIA

Os estudos disponiveis na literatura atualmente possuem como principal
objeto de pesquisa as feridas diabéticas e a avaliacdo da cicatrizacdo dessas
feridas, sendo que nao existe na literatura modelos animais de abertura da ferida
diabética espontanea, em todos, elas sdo provocas mecanicamente. (EMING;
MARTIN et al., 2014; GUO e DIPIETRO, 2010). A avaliacdo da pele integra
diabética, antes do processo de abertura da ferida, associada a isquemia de
membro ndo € comumente relatada na literatura e tem como importancia a
avaliacdo das alteracbes que ocorrem na pele de membros isquémicos de
camundongos com DM2, antes da abertura das feridas. Essa avaliag&do precoce
permite a identificacdo das alteragdes decorrentes da resposta inflamatoria, bem
como modificagdes morfofuncionais que ocorrem diante do quadro de isquemia,
0 que pode indicar a presenca de possiveis alvos moleculares para tratamento

e possibilitar uma identificag&do precoce.
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A doenca arterial periférica culmina na oclusédo de vasos sanguineos néo
coronarianos, que resulta em prejuizo crénico do suprimento sanguineo
(PENUELAS et al., 2007) nos membros inferiores dos pacientes diabéticos, o
que propicia o surgimento das lesbes na pele desses pacientes (LEPANTALO et
al., 2011). Desta forma, foi realizada a oclusao da artéria femoral, promovendo
a isquemia dos membros posteriores para avaliacao das alterac6es decorrentes
na pele. Como ainda ndo ha na literatura estudos a respeito, as analises foram
realizadas nos periodos de tempo baseados no tempo de fechamento das feridas
diabéticas isquémicas em modelo experimental desenvolvido por BARCELOS et
al. (2009).

Mesmo na auséncia de lesdo, a isquemia desencadeia respostas
moleculares e celulares que irdo determinar o remodelamento do tecido
isquémico (SILVESTRE et al., 2013). Para avaliacdo da resposta inflamatéria
celular realizou-se a analise do recrutamento e concentracdo de neutrofilos e
macrofagos na pele integra, uma vez que sao as primeiras células recrutadas na
fase aguda do processo inflamatério e, consequentemente, para a area da ferida
(EMING et al., 2007; JUNIOR et al., 2005).

Os neutrofilos séo as células de defesa que atuam nas fases iniciais da
resposta inflamatoria, sendo as primeiras células a deixar 0os vasos sanguineos
e migrar para o tecido, atraidos por quimiocinas e mediadores inflamatorios
(JUNIOR et al., 2005). A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima que € liberada
de granulos citoplasmaticos de neutroéfilos durante o processo de degranulacao
e € amplamente utilizada para avaliacdo indireta do acumulo de neutrofilos no
tecido.

Ao avaliar a quantidade de neutréfilos na pele dos animais pelo método
indireto da MPO (Figura 20), observou-se que nos dias 1 e 3 pds-OAF o grupo
ND apresentou maior quantidade de neutréfilos quando comparado com o grupo
D. Esse resultado indica que os animais diabéticos ndo sédo capazes de produzir
a mesma resposta de neutrofilos na pele como os animais ndo diabéticos.
Apesar dos diabéticos apresentarem maior numero de neutrofilos no sangue
total, como descrito anteriormente, esses neutréfilos aparentemente ndo estéao
sendo dirigidos para a pele. Uma possivel explicacdo é que, provavelmente, 0s
neutrofilos nos animais diabéticos encontram-se no tecido mais préximo ao local

da isquemia, por exemplo nos musculos préximos a artéria femoral, enquanto
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gue no grupo ND estes neutréfilos se encontram mais distribuidos, o que permite
encontra-los também na pele. Foi realizada também a avaliacdo da contagem de
neutrofilos na pele nos trés dias seguintes a OAF dentro de cada grupo. No grupo
ndo diabético a quantidade de neutroéfilos foi maior no terceiro dia apds a OAF,
entretanto ndo houve diferenca entre os dias no grupo diabético. Esse resultado
esta de acordo com os resultados encontrados na contagem de neutrofilos do
sangue total, em que houve um aumento desse tipo celular no 3° dia de isquemia,
e consequentemente, esse aumento também foi visualizado no tecido do animal
ndo diabético. E demonstra que os animais diabéticos mesmo com a global de
leucdcitos elevada ndo sdo capazes de recrutar com eficiéncia os neutréfilos
para regiao da pele no terceiro dia. Coutinho (2015) realizou um estudo avaliando
perfil inflamatorio da pele integra de animais com DM1, e observou que esses
animais diabéticos apresentaram uma quantidade maior de neutréfilos no dia 1
apos a isquemia na pele. Resultado diferente do encontrado no presente
trabalho, onde nado foi observada alteracdo entre os dias analisados no
recrutamento de neutrofilos para a pele nos animais diabéticos. Uma possivel
explicagéo para esse achado seria o fato do DM2 promover uma resposta mais

lenta para recrutar essas células na pele.
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Figura 20- Avaliagcao do Infiltrado de neutrofilos na pele do membro posterior isquémico
de camundongos. Deteccao enzimatica de neutréfilos pela avaliagdo da atividade de MPO
comparacao entre os grupos nao diabético e diabético, no dia 1 e 3 pdés OAF. Os resultados
foram expressos como média + E.P.M., n=5 camundongos por grupo. *p<0,05, **p<0,01. vs. Nao
diabético dia 1 pés OAF. &&& p<0,001 vs. Nao diabético dia 3 p6s OAF.
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Ainda foi realizada uma analise comparativa entre os niveis de MPO nas
amostras de pele do membro no lado isquémico (PI), local onde foi realizada a
OAF, e da pele do membro contralateral (PC), que néo foi submetido a isquemia
(Figura 21). Essa comparagao indicou que os animais ND apresentaram
dosagens maiores de MPO na pele isquémica no dia 3 (Figura 21A), enquanto
gue nos animais diabéticos a Pl apresentou nivel de MPO menor comparado
com o lado contralateral (Figura 21B), que pode ser justificado pelo fato das
células nos animais diabéticos estarem mais deslocadas para os locais mais
proximos da cirurgia, e por iSso apresentarem uma resposta menor na pele.
Esses resultados sugerem que o0s animais diabéticos apresentam maior
concentracdo de células de defesa em determinados tecidos, o que faz com que
alguns tecidos ndo recebam adequadamente essas células e demonstra a nao-
coordenacao na resposta inflamatéria, que pode gerar consequéncias a longo
prazo. Estudos demonstram que algumas infec¢cdes sdo mais propensas a ter
um curso complicado em pacientes diabéticos do que em pacientes nao
diabéticos devido desregulacdo na quimiotaxia celular (GEERLINGS et al.,
1999). Enquanto os animais saudaveis sdo capazes de responder melhor aos

estimulos, e recrutar as células em diferentes locais, inclusive na pele.
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Figura 21- Avaliacao do Infiltrado de neutréfilos na pele do membro posterior isquémico e
na pele do membro contralateral de camundongos. Detec¢do enzimatica de neutréfilos pela
avaliacdo da atividade de MPO comparacédo entre os membros isquémicos e contralaterais dos
grupos (A) nao diabético e (B) diabético, nos dias 1 e 3 pds OAF. Os resultados foram expressos
como média + E.P.M., n=5 camundongos por grupo. **p<0,01.

Estudos relatam que uma quimiotaxia significativamente menor foi

encontrada em polimorfonucleares de pacientes diabéticos (tipo 1 e tipo 2) do
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que nos controles, o que poderia justificar a diminuicdo dessas células na pele
no animal diabético (DELAMAIRE et al., 1997; GEERLINGS et al., 1999).

Os mondcitos sanguineos também sdo recrutados para 0s sitios
inflamatorios, sendo atraidos por mediadores inflamatérios pelo mecanismo de
quimiotaxia. Apos a migracdo do meio intravascular para o tecido eles se
diferenciam em macrofagos e fazem parte do sistema de defesa da imunidade
inata, mas atuam também como indutores da reposta adaptativa (JUNIOR et al.,
2005). A enzima N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) esta presente nos granulos
de macrofagos sendo utilizada como indice da presenca desses macréfagos na
pele. Assim a avaliacdo da quantidade de macrofagos na pele foi feita através
do método indireto da dosagem de NAG.

A andlise nao identificou diferencas estatisticas nos niveis de NAG entre
0s grupos nos dias 1 e 3 apds a OAF (Figura 22). Esse resultado corrobora com
os resultados encontrados na avaliacdo do sangue total, em que ndo houve
alteracdo nos valores encontrados de mondcitos. A auséncia de recrutamento
de macréfagos na regido apds a isquemia se justifica pelo fato do processo
instalado ser inicial, sendo o tempo insuficiente para o recrutamento dessas
células. Acredita-se que se a avaliacdo continuasse a ser feita em dias mais

tardios seria observado uma diferenca nos resultados.
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Figura 22- Avaliagao do Infiltrado de macrdofagos na pele do membro posterior isquémico
de camundongos. Deteccdo enzimatica de macrofagos pela avaliagdo da atividade de NAG
comparacao entre os grupos nao diabético e diabético, no dia 1 e 3 pdés OAF. Os resultados
foram expressos como média + E.P.M., n=5 camundongos por grupo. *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001.
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A comparacao dos resultados de NAG entre a pele do membro que foi
submetida a OAF e a pele do membro contralateral ndo apresentou diferencas
estatisticas, demonstrando mais uma vez que no tempo analisado nao foi
possivel captar a alteracdo no recrutamento desse tipo celular. O estudo
realizado por Coutinho (2015) avaliando pele integra em DM1 demonstrou
resultado semelhante aos encontrados no presente trabalho para DM2,
indicando o mesmo perfil de recrutamento dos macréfagos. No estudo foi
realizada ainda a avaliacéo 7 dias apds a OAF, e observou-se que mesmo apos
um tempo maior, ainda ndo havia recrutamento caracteristico das células para o
tecido.

A migracdo das células circulantes para os tecidos em resposta ao
processo inflamatério instalado € direcionada pela presenca de um gradiente de
substancias quimiotaticas no sitio inflamatério. A citocina TNFa atua como
mediador pré-inflamatorio, ativando o endotélio e atraindo as células de defesa
para o local da inflamacdo (MEDZHITOV, 2008).

A avaliagdo de TNFa foi realizada pelo método de ELISA, utilizando as
amostras de pele retiradas ap6s a OAF. No dia 1 p6s OAF observa-se que o
grupo D possui uma producdo maior de TNFa quando comparado com o grupo
ND, entretanto no dia 3 ndo ha mais essa diferenca na producao da citocina pro-
inflamatéria (Figura 23). Esse resultado esta de acordo com relatos da literatura,
em que doencas cronicas, como DM2 e a obesidade estdo associadas a niveis
mais elevados de citocinas pro-inflamatorias (CARVALHO et al., 2006). Além
disso, alteracdes da producdo de adipocinas provocam aumento da expressao
de TNFa, interleucina 6, inibidor do fator ativador de plasminogénio 1 (MONTANI
et al., 2002), o que poderia explicar o fato de apés 1 dia da OAF ser encontrado
uma quantidade maior de TNFa nos animais diabéticos, uma vez que

naturalmente eles ja possuem essa caracteristica.
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Figura 23- Concentracao da citocina pré-inflamatéria TNFa na pele. Determinacdo da
concentracdo de TNFa nos dias (A) 1 e (B) 3 apos a OAF. Os resultados foram expressos como
média + E.P.M., n=5 camundongos por grupo. *p<0,05.

56  ANALISE DOS LEUCOCITOS RADIOMARCADOS PARA
IDENTIFICACAO DO PROCESSO INFLAMATORIO NA PELE

Uma vez identificadas as alteracfes ocorridas, utilizamos leucécitos
radiomarcados para fazer a avaliacdo ex vivo da pele integra. Os leucdcitos
radiomarcados tém sido utilizados em processos inflamatorios e infecciosos
(GOLDSMITH e VALLABHAJOSULA, 2009). Entretanto ndo ha relatos do uso
na pele de animais diabéticos. Portanto, buscamos avaliar a possibilidade de
usar essa técnica para a identificacdo precoce dessas alteracfes inflamatorias.

Os leucdcitos foram separados do sangue total, e em seguida, marcados
com o radiofarmaco. Apos a separacéo foi realizado o teste de viabilidade celular
que teve um resultado superior a 85%, sendo assim as células foram
consideradas viaveis para continuar o experimento. O ECD é um composto
lipofilico capaz de marcar células polimorfonucleares e mononucleares do
sangue, indicando a presenca de todos esses tipos celulares na pele, sem fazer
distincdo de um tipo celular especifico. A pureza radioquimica da marcacédo do
ECD com %"Tc foi acima de 95%.

Apds a marcacdo com *"Tc-ECD foi realizada a lavagem do pellet e
avaliacdo do rendimento de marcacao cujo resultado foi superior a 90%. Além
disso, foi realizado novamente o teste de viabilidade celular, permanecendo os
resultados superiores a 85%. Ap6s 2 horas da injecdo dos *°™Tc-ECD-leucécitos,
os animais foram eutanasiados e as amostras de pele foram retiradas e

quantificadas em um contador de radiacéo de poco. A analise do dia 1 apos OAF
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dos animais dos dois grupos indicou que uma menor quantidade de radiacao foi
captada na PI, demonstrando menor recrutamento desses leucdcitos para a pele
no primeiro dia. A analise do dia 3 demonstra uma maior captacéo de radiacao
na Pl dos dois grupos, sendo possivel afirmar que ha um recrutamento maior
dos leucdcitos totais na pele isquémica no dia terceiro dia (Figura 24). A andlise
do Doppler demonstra que no 3° dia ha uma discreta reperfusdo dos membros,
permitindo assim que um maior nimero de células sejam capazes de atingir o
tecido.

Os resultados encontrados por Coutinho (2015) no estudo do DM1 n&o
indicaram diferenca de captacéo da radiacdo na pele nos dias analisados, o que
difere dos resultados encontrados no DM2. Isso demonstra que ha uma diferenca
na resposta do sistema imune frente ao processo inflamatério quando se

compara o diabetes do tipo 1 e do tipo 2.
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Figura 24- Percentual da dose injetada por grama de tecido (%Dl/g) dos leucdcitos
radiomarcados nos grupos néo diabético e diabético, 2 horas ap6s a injecdo. As analises
comparativas foram feitas entre a amostra de pele do lado isquémico com a do lado contralateral.
A- Nao Diabético: dia 1 e 3 pdés OAF. B- Diabético: dia 1 e 3 pés OAF. A contagem de radiacao
da pele isquémica foi representada por Pl e da pele do membro contra lateral como PC. Os
resultados foram expressos como média + E.P.M., n=5 camundongos por grupo. *p<0,05,
**p<0,01.

Por fim, quando comparamos a captacdo dos leucécitos da pele apenas
do membro isquémico nos dias 1 e 3 pds OAF entre os dois grupos estudados,
observa-se que a quantidade total de leucocitos radiomarcados que foram
recrutados para a pele no grupo ND é maior que no grupo D (Figura 25). Assim,
esse resultado corrobora os outros dados ja discutidos que demonstram uma
melhor resposta dos animais ndo diabéticos frente ao processo inflamatorio
decorrente da inducdo da OAF. Conforme apresentado anteriormente 0s animais

diabéticos possuem uma contagem maior de leucécitos do que os animais néo
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diabéticos, entretanto ndo possuem uma resposta inflamatéria tdo eficiente para

recruta-los para o sitio da inflamacéao.
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Figura 25- Percentual da dose injetada por grama de tecido (%Dl/g) dos leucécitos
radiomarcados comparando os grupos néo diabético e diabético, 2 horas apds inje¢do. A
andlise realizada comparou a captagdo da radiagdo entre os grupos no dia 1 e no dia 3 apds
oclusdo da artéria femoral. Os resultados foram expressos como média + E.P.M., n=5
camundongos por grupo *p<0,05, **p<0,01.

Dessa forma, observa-se que 0s animais ndo diabéticos, que receberam
a dieta padrdo, apresentaram uma global de leucdcitos menor, assim como
menor concentragcdo de TNFa na pele. Entretanto foram encontrados maior
quantidade de neutréfilos e captacdo maior de *°"Tc-ECD-leucécitos na pele.
Em contrapartida, os animais diabéticos que receberam a dieta hiperlipidica,
apresentaram global de leucécitos maior, antes mesmo do estimulo da OAF e
maior concentragdo de TNFa na pele. Porém houve menor recrutamento de
neutréfilos, assim como menor captacdo dos °°™Tc-ECD-leucécitos na pele
isquémica.

Esses resultados demonstram alteragdes provocadas nos animais devido
a presenca do DM2 e sugerem uma alteracdo no perfil de recrutamento dos

leucdcitos e abre perspectivas para que novas analises sejam feitas.
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6 CONCLUSAO

Os resultados encontrados neste trabalho sugerem que:

A dieta obesogénica hiperlipidica contendo 60% de teor de lipideos foi
capaz de induzir o diabetes mellitus do tipo 2 nos animais;

Os animais diabéticos apresentam fisiologicamente global de leucdcitos
sanguineos maior em relacéo aos nao diabéticos;

Os animais ndo diabéticos possuem uma resposta apés a OAF com
aumento gradual dos leucdcitos circulantes nos dias 1 e 3 e 0s animais
diabéticos ndo apresentam esse aumento;

A OAF provoca um aumento do nimero de neutréfilos circulantes e uma
queda dos linfécitos tanto nos animais diabéticos quanto nos néo
diabéticos;

A OAF estimula a expressao de HIF1la na pele de membros posteriores
isquémicos e essa expressao é reduzida em animais diabéticos quando
comparados aos animais ndo diabéticos;

O infiltrado de neutréfilos na pele de membros posteriores isquémicos é

maior no grupo nédo diabético quando comparado ao diabético;

Como concluséo geral, os leucdcitos radiomarcados com *"Tc-ECD podem

ser utilizados para indicar o processo inflamatério decorrente da isquemia na

pele tanto em animais néo diabéticos quanto em animais diabéticos.
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7 PERSPECTIVAS

e Avaliar a ativacdo endotelial (expressao de VCAM e ICAM)

e Avaliar quimiocinas recrutadoras de leucdcitos

e Analisar a pele por histologia

e Realizar imagens cintilograficas do membro posterior isquémico
apos injecdo dos *MTc-ECD-Leucdcitos

e Analisar estresse oxidativo
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