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RESUMO  

GODOI, V. Avaliação da lesão e recuperação muscular após estiramento em 
ratos diabéticos. 2011. 87 f.  Dissertação (Mestrado em Farmacologia) - Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2011.  

Introdução: O diabetes tipo 1 é uma doença auto-imune cuja suscetibilidade é 

determinada pela combinação de fatores químicos, genéticos e ambientais. Neste 

estudo avaliamos a resposta de ratos diabéticos frente a lesão muscular através de 

parâmetros bioquímicos e funcionais. Materiais e métodos: Ratos Wistar machos 

dos grupos lesão e lesão+diabético foram submetidos a lesão por estiramento. Cada 

animal foi posicionado em decúbito dorsal com o membro posterior direito 

firmemente preso com uma linha, que passa por uma roldana, e se prende a uma 

pisseta com volume de água correspondente a 150% do peso corporal do animal. 

Esta linha foi fixada sobre o dorso da pata, realizando uma flexão plantar, alongando 

o músculo tibial anterior. O animal recebeu a tração durante 40 minutos. Foram 

realizadas análises de extravasamento protéico, níveis de TNF-a pelo teste 

imunoenzimático, expressão gênica de miostatina por real time RT-PCR, índice 

funcional e estudo eletromiográfico. Resultados e discussão: O diabetes promove 

um prejuízo na resistência à fadiga muscular e na recuperação funcional, elevação 

na expressão gênica de miostatina e na expressão protéica de TNF-a, além de 

aumento do extravasamento protéico.  

Palavras-chave: Diabetes Mellitus. Alongamento passivo. Lesão muscular. Ratos. 

Citocinas. Inflamação.  



  
ABSTRACT  

GODOI, V. Evaluation of muscle injury and recovery after stretching in diabetic 
rats. 2011. 87 p. Masters thesis (Pharmacology) - Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2011.  

Introduction: Type I diabetes is a autoimmune disease where its susceptibility is 

determined by combination of chemical, genetic and environmental factors. In this 

study we evaluated the response of diabetic rats to muscle injury by biochemical and 

functional parameters. Materials and methods: Male Wistar rats of injury and 

injury+diabetes groups were submitted to stretching induced muscle injury. Each 

animal was positioned in dorsal decubitus with right posterior member firmly attached 

with a line, passing by a sheave, and attaching to a bottle with a water volume 

corresponding to 150% of animal body weight. The line was attached on the dorsal 

side of the paw, leading to a plantar flexion, and stretching the tibial anterior muscle. 

The animal received traction during 40 minutes. Protein extravasation, TNF-a by 

immune-enzimatic test, myostatin genic expression by real time PCR, functional 

index, and electromyographic analysis were performed. Results and discussion: 

Diabetes promotes a loss in resistance to muscle fatigue and in functional recovery, 

enhancement in myostatin genic expression and in TNF-a protein expression, 

besides increasing protein extravasation.  

Key words: Diabetes Mellitus. Passive stretch. Muscle injury. Rats. Cytokines. 

Inflammation.  
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1 INTRODUÇÃO  

O diabetes mellitus tornou-se uma epidemia e sua prevalência vem 

aumentando rapidamente devido ao crescimento da população, o envelhecimento, a 

urbanização e o aumento da incidência da obesidade e inatividade física. Em termos 

mundiais, em 1985 estimava-se que existissem 30 milhões de adultos com diabetes 

mellitus. Esse número aumentou para 135 milhões em 1995, atingiu 171 milhões de 

indivíduos em 2000 e em 2002 chegou a 173 milhões.  Existe uma projeção de 

atingir 366 milhões em 2030, dos quais dois terços habitarão países em 

desenvolvimento. Já em relação ao Brasil, o número de pessoas com diabetes em 

2000 era de 4,6 milhões e a estimativa para 2030 é de que esse número ultrapasse 

11 milhões de pessoas (WILD et al., 2004).  

O diabetes mellitus (DM) é um grupo heterogêneo de distúrbios metabólicos 

que apresentam em comum a hiperglicemia, que é o resultado de defeitos na ação 

da insulina, na secreção de insulina ou em ambos. O diabetes tipo 1 compreende 

cerca de 5 a 10% do total de pessoas diagnosticadas com diabetes mellitus 

(PORTH, 2005). A crescente prevalência da doença representa uma preocupação 

significativa para a saúde pública, devido às suas numerosas e muitas vezes, graves 

complicações. Dentre as quais podemos destacar a nefropatia, retinopatia, 

neuropatia e doenças cardiovasculares (SOSKOLNE e KLINGER, 2001). O diabetes 

tipo 1 é uma doença auto-imune multifatorial cuja suscetibilidade é determinada pela 

combinação de fatores químicos, genéticos e ambientais (ROSSINI, 2004; PORTH, 

2005). Modelos experimentais de diabetes mellitus têm sido utilizados há um longo 

tempo permitindo uma avaliação mais profunda das causas e conseqüências da 

doença, que são de grande importância para uma melhor compreensão do problema 

(ROSSINI, 2004). 

Diferentes condutas, tanto farmacológicas quanto não farmacológicas tem 

sido prescritas para a prevenção e tratamento do paciente diabético. Dentre estas, o 

exercício físico é sem duvida, de grande importância. Exercícios físicos de 

resistência são recomendados para pacientes com diabetes mellitus devido à 

melhora no controle da glicose e redução de outros fatores de risco (ALBRIGHT et 

al., 2000). Por outro lado, lesões musculares são muito comuns na prática 

desportiva, podendo causar na maioria das vezes, dor e incapacidade, levando a um 
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comprometimento tanto nas atividades ocupacionais quanto nas atividades de lazer 

(KIRKENDALL e GARRETT, 2002).  

A cicatrização ou reparo tecidual de lesões musculares segue um padrão 

morfológico, independente dos diferentes mecanismos indutores da lesão (contusão, 

estiramento ou ruptura) em indivíduos normais (JÄRVINEN et al., 2005). Este 

processo é composto por três fases: destruição, reparo e remodelamento (HURME 

et al., 1991).  

No entanto pouco se sabe a respeito do processo de recuperação funcional 

e respostas bioquímicas após uma lesão músculo-esquelética na vigência do quadro 

de diabetes. 

No entanto, pouco se sabe a respeito da dinâmica do processo de 

recuperação funcional e respostas bioquímicas após uma lesão muscular na 

vigência do quadro de diabetes.   

1.1 Diabetes Mellitus  

O DM tipo 1, forma presente em 5% - 10% dos casos, é caracterizado por 

uma deficiência de insulina determinada pela destruição gradual das células 

produtoras de insulina no pâncreas, as células beta ou B. Na maioria dos casos essa 

destruição das células beta é mediada por auto-imunidade, porém existem casos em 

que não há evidências de processo auto-imune, sendo portanto, referida como forma 

idiopática do DM tipo 1. Este processo, mediado pelo sistema imunológico, ocasiona 

um quadro permanente de hiperglicemia o qual é característico da doença. No DM 

tipo 1 ocorrem alterações no metabolismo de hidratos de carbono, lipídios e 

proteínas, assim como alterações estruturais em diversos sistemas orgânicos 

incluindo micro angiopatia (retinopatia, nefropatia e neuropatia) e macro angiopatia 

(doença coronariana, insuficiência arterial periférica). 

Muitos fatores são conhecidos por contribuir para o desenvolvimento do 

diabetes e suas complicações, e dentre estes estão carga genética, dieta, 

sedentarismo, estilo de vida, fatores perinatais, idade e obesidade (SINGH et al., 

2004). O diabetes tipo 1 pode se desenvolver em qualquer faixa etária, sendo mais 

freqüente antes dos 20 anos de idade. A doença acomete cerca de 0,3% das 

populações caucasianas, com pico de início da doença entre os 11 e 12 anos de 

idade (LIU e EISENBARTH, 2002).  
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O diabetes tipo 1 é uma doença auto-imune multifatorial cuja suscetibilidade 

é determinada pela combinação de fatores químicos, genéticos e ambientais 

(ROSSINI, 2004; PORTH, 2005). Este tipo de diabetes não é diretamente herdado, 

porém, indivíduos que apresentam um determinado antígeno leucocitário humano 

(HLA – Human Leucocytes Antigens), encontrado no braço curto do cromossomo 6, 

podem herdar uma predisposição genética ao tipo 1 (KAWABATA et al., 2009).  

Neste tipo de diabetes, células linfocitárias, macrófagos e células natural 

killers promovem a destruição das células beta, este processo é conhecido como 

insulite. As células linfocitárias predominantes no processo de insulite são os 

linfócitos T CD8+ (citotóxicos), porém também pode-se detectar a presença de 

linfócitos T CD4+ (auxiliares ou helper) e linfócitos B (responsáveis pela produção de 

anticorpos) (BALDA e PACHECO-SILVA, 1999).  

Diversos mecanismos contribuem para a destruição das células beta. É 

provável que muitos desses mecanismos trabalhem em conjunto para produzir a 

perda progressiva destas células. Os linfócitos T reagem contra os antígenos das 

células beta, provocando a lesão celular (JANEWAY et al., 2007). Os linfócitos T 

CD4+ causam a lesão tecidual através da ativação dos macrófagos enquanto os 

linfócitos T citotóxicos CD8+ destroem as células beta diretamente e também 

secretam citocinas que ativam os macrófagos (MORRAN et al., 2008). Estas 

citocinas produzidas localmente pelos linfócitos T, como o interferon-gama (IFN- ), e 

citocinas produzidas pelos macrófagos, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-

a) e interleucina-1 beta (IL-1ß), são ativadas durante a reação imune lesionando as 

células beta. Este processo resulta em hiperglicemia crônica (BROWNLEE, 2001). 

As manifestações clínicas do distúrbio metabólico surgem quando cerca de 80% das 

células beta são destruídas (LIU e EISENBARTH, 2002). Os sintomas de 

hiperglicemia acentuada incluem poliúria, polidipsia, perda de peso e às vezes com 

polifagia e visão turva. Comprometimento no crescimento e suscetibilidade a 

determinadas infecções também podem acompanhar a hiperglicemia crônica.   

O DM é uma das principais causas de prejuízo na cicatrização de lesões, 

sendo comuns os casos de amputação como resultado de feridas que não 

cicatrizam (GREENHALGH, 2003). A cicatrização de feridas é uma resposta 

fibroproliferativa que visa substituir os tecidos lesionados ou perdidos. É um 

fenômeno complexo que envolve processos tais como: recrutamento de células 
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inflamatórias, proliferação e migração de células do tecido conjuntivo, angiogênese e 

em seguida, formação do tecido de granulação (MARTIN, 1997). 

Vários aspectos do processo de cicatrização estão alterados no diabetes, 

incluindo: disfunção na resposta inflamatória, formação reduzida do tecido de 

granulação e angiogênese prejudicada. Tem sido proposto que o aumento do 

número de células apoptóticas, o agravamento da apoptose de fibroblastos e a 

migração reduzida de fibroblastos são alguns dos mecanismos através dos quais 

ocorre o prejuízo na cicatrização no DM (LIU et al., 2004; DARBY et al., 1997; 

LERMAN et al., 2003). 

Além disso, a hiperglicemia induz um estado pró-inflamatório que inclui 

células inflamatórias e estresse oxidativo. A inflamação a nível celular pode ser 

descrita como um aumento no fator de transcrição nuclear kappa B (NF B). A 

ativação de NF B induz a transcrição de citocinas pró-inflamatórias como TNF-a, IL-

1ß, interleucina-2 (IL-2), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-8 (IL-8), moléculas de 

adesão e outros genes que regulam a transcrição, apoptose e a proliferação celular 

(DANDONA et al., 2007). Apesar de a hiperglicemia induzir este estado pró-

inflamatório, ela tem efeitos específicos que bloqueiam o sistema imune inato, o que 

provavelmente contribui para os resultados negativos observados em estudos 

clínicos, particularmente aqueles que demonstram aumento de complicações 

infecciosas (COLLIER et al., 2008).  

1.2 Modelo experimental de diabetes mellitus induzido por aloxana  

Modelos experimentais de diabetes mellitus têm sido utilizados há um longo 

tempo permitindo uma avaliação mais profunda das causas e conseqüências do 

diabetes, que são de grande importância para uma melhor compreensão desta 

doença (ROSSINI, 2004). A indução de diabetes experimental em ratos, utilizando 

produtos químicos que destroem seletivamente as células beta pancreáticas são 

muito convenientes e simples de usar. Uma das substâncias mais comuns para 

induzir esta doença em ratos é a aloxana (2,4,5,6-tetraoxypyrimidine; 5,6-dioxyuracil) 

(SZKUDELSKI, 2001).  

Por ser uma molécula similar à glicose, a aloxana é transportada para dentro 

do citosol pelo transportador de glicose tipo 2 (GLUT 2) (GORUS et al., 1982). 

Através da inativação da enzima glicoquinase, que é o sensor de glicose das células 
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beta, a aloxana inibe seletivamente a secreção de insulina induzida pelo aumento da 

glicose, o que provoca um estado de diabetes insulino-dependente (LENZEN, 2008). 

Animais em jejum são mais suscetíveis à aloxana. Isso se deve ao fato de que o 

aumento no nível de glicose sanguínea acarreta uma competição contra a aloxana, 

pelo GLUT 2 (SZKUDELSKI et al., 1998).  

A aloxana exerce sua ação diabetogênica quando administrada por via 

parenteral: intravenosa, intraperitoneal ou subcutânea. A dose necessária para 

indução do diabetes depende da espécie animal, da via de administração e do 

estado nutricional (EIZIRIK et al., 1994). A dose de aloxana utilizada por via 

intravenosa em trabalhos prévios apresenta valores diversos como 40 mg/kg 

(TOLEDO et al., 2003) chegando até a 100 mg/kg de peso corporal (SINGH et al., 

2009).  

1.3 Lesão e recuperação muscular  

Pacientes com diabetes tipo 1 de longa duração apresentam um decréscimo 

na força muscular das articulações do tornozelo e joelho (ANDERSEN, 1998; 

ANDERSEN et al., 1996).  A fraqueza muscular observada pode ser explicada, em 

parte, pela atrofia secundária à neuropatia diabética (ANDERSEN et al., 1997). 

Entretanto, outros mecanismos celulares e substâncias podem estar envolvidos na 

alteração do desempenho muscular associado ao diabetes (ARMSTRONG e 

PHELPS, 1984). Uma destas substâncias parece ser a miostatina, apontada por 

alguns estudos como uma das responsáveis pela inibição do crescimento muscular. 

Esta afirmação é sustentada por evidências de que a inibição da miostatina suprime 

dramaticamente o aumento de massa muscular em várias espécies animais 

(McPHERRON et al., 1997; McPHERRON e LEE, 1997; SHELTON e ENGVALL, 

2007; CLOP et al., 2006) e em humanos (WILLIAMS, 2004). 

Exercícios físicos de resistência são recomendados para pacientes com 

diabetes devido à melhora no controle da glicose e redução de outros fatores de 

risco (ALBRIGHT et al., 2000). Em indivíduos sadios, este tipo de atividade física 

promove aumento no número de capilares (GUTE et al., 1996), diminuição da 

espessura da membrana basal capilar (WILLIAMSON et al., 1996) e vasodilatação, 

melhorando assim o fluxo sanguíneo (CAMERON et al., 1992), o qual é necessário 

para o fornecimento de aminoácidos para os músculos e estimulação da síntese 
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protéica (TIPTON e WOLFE, 1998). Além disso, o exercício de resistência aumenta 

o fator de crescimento insulínico-1 (IGF-1) (ELIAKIM et al., 1997; FEDELE et al., 

2001), o qual tem o potencial de manter a massa muscular por ativação de células 

satélite (CHAKRAVARTHY et al., 2000) e redução da quebra de proteínas (KEE et 

al., 2002).  

A lesão muscular decorrente da prática desportiva é muito comum em 

indivíduos ativos, causando na maioria das vezes dor e incapacidade, levando a um 

comprometimento tanto nas atividades ocupacionais quanto nas atividades de lazer 

(KIRKENDALL e GARRETT, 2002). De acordo com estudos realizados nos Estados 

Unidos, as lesões por contusão e por estiramento muscular correspondem a 

aproximadamente 90% de todas as lesões relacionadas ao esporte (CRISCO et al., 

1994; GARRETT Jr., 1990). Estas lesões são muitas vezes localizadas próximas a 

junção miotendínea dos músculos superficiais biarticulares, como o reto femoral, 

semitendíneo e gastrocnêmio, por exemplo. 

As principais alterações morfológicas que ocorrem nas fibras musculares 

estriadas esqueléticas após lesão por estiramento são identificadas por desarranjos 

e rompimento de miofilamentos, linha Z e sarcômeros, rompimento da arquitetura e 

desorganização das organelas, rompimento do sarcolema, acentuada atividade 

lisossomal, presença de células inflamatórias e/ou células satélite, basofilia e 

hipercontração de miofilamentos (GARRETT JR., 1996). 

A magnitude da resposta inflamatória depende de dois fatores principais: a 

gravidade do dano e o grau de vascularização do tecido no momento da lesão 

(MERRICK, 2002). Após uma lesão muscular, ocorre ruptura de capilares e 

consequente chegada de células inflamatórias e citocinas ao local da lesão 

(TIDBALL, 2005; MERRICK, 2002). Posteriormente, as substâncias liberadas das 

partes necrosadas das fibras musculares atuam como quimiotáticos e aumentam 

ainda mais o extravasamento de células inflamatórias. Macrófagos e fibroblastos 

também são ativados e fornecem mais sinais quimiotáticos (por exemplo, fatores de 

crescimento) para células inflamatórias (TIDBALL, 1995).  

Na resposta inicial à lesão músculo-esquelética, fatores quimiotáticos 

estimulam a infiltração de neutrófilos, incluindo prostaglandinas, TNF-a e as 

interleucinas IL-1ß e IL-6. Na fase aguda, os neutrófilos são as células mais 

abundantes no sítio da lesão, mas dentro das primeiras 24 horas, o número de 

neutrófilos começa a decair e a quantidade de macrófagos aumenta (TIDBALL, 
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2005). Estas células produzem enzimas proteolíticas que realizam a fagocitose do 

material necrótico e reparo do tecido lesionado, porém, esta resposta não é 

específica, podendo acarretar lesão de células normais adjacentes ao local 

lesionado (HONG et al., 2009).  Apesar deste declínio, os neutrófilos permanecem 

funcionalmente ativos e sua quantidade no sítio de lesão ainda se mantém elevada 

comparada ao nível basal, por aproximadamente cinco dias, após os quais sua 

atividade retorna gradualmente aos níveis pré-lesão (BUNN et al., 2004; 

SHEPHARD e SHEK, 1998). Notavelmente, a lâmina basal que circunda as partes 

necrosadas das fibras musculares é resistente ao ataque dos macrófagos, que 

permanece intacta e serve como um arcabouço dentro do qual as células satélite 

viáveis começam a formação de novas fibras musculares (HURME e KALIMO, 

1992). 

A cicatrização de lesões musculares segue um padrão razoavelmente 

similar, independente dos diferentes mecanismos indutores da lesão (contusão, 

estiramento ou ruptura) (JÄRVINEN et al., 2005). Este processo é composto por três 

fases (HURME et al., 1991): 

1) Destruição: caracterizada pela ruptura e necrose subseqüente de fibras 

musculares, formação de hematoma entre as fibras rompidas e uma 

reação de células inflamatórias. 

2) Reparo: é constituída por fagocitose do tecido necrosado, regeneração 

de fibras musculares e produção concomitante de uma cicatriz de tecido 

conjuntivo bem como revascularização com surgimento de capilares na 

área lesada. 

3) Remodelamento: período durante o qual ocorre a maturação de fibras 

musculares regeneradas, a contração e reorganização do tecido 

cicatricial e a recuperação da capacidade funcional do músculo. 

Quando ocorre a formação de cicatriz fibrótica, subseqüente a dano tecidual, 

ela está associada a uma recuperação lenta e incompleta da força muscular 

(FOSTER et al., 2003). Alguns estudos sugerem que a fibrose ocasionada após 

lesão, pode ser a causa de rupturas musculares recorrentes (GRECO et al., 1991; 

KUJALA et al., 1997). Há muito tempo é investigado se a diminuição na quantidade 

de macrófagos (como na fase tardia da inflamação) teria conseqüências negativas 

sobre o processo de cicatrização, incluindo a redução da regeneração muscular, da 
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diferenciação de células satélite e do crescimento de fibras musculares (LEIBOVICH 

e ROSS, 1975; TIDBALL e WEHLING-HENRICKS, 2007).  
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2 OBJETIVOS  

O objetivo deste trabalho foi estudar o processo inflamatório e aspectos 

funcionais decorrentes da lesão muscular por estiramento em ratos diabéticos, 

comparados a ratos não diabéticos. Neste contexto, pretendemos contribuir para o 

entendimento da reação inflamatória na vigência do estado de hiperglicemia, onde o 

exercício físico é indicado e lesões musculares ocorrem com freqüência.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

3.1 Animais  

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando em torno de 200g, com 8 a 

10 semanas de vida, provenientes do biotério do Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade de São Paulo – USP. Os animais foram mantidos em condições 

padrão de temperatura (22-24 ºC), umidade relativa (40-60%), ciclo de 12 horas 

claro-escuro com água e ração ad libitum. Nossos protocolos experimentais foram 

aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação animal do Instituto de Ciências 

Biomédicas da Universidade de São Paulo (ICB_USP) ( nº 139).   

3.2 Indução do Diabetes Experimental tipo 1  

Após restrição alimentar de 12 horas, o diabetes foi induzido por injeção 

intravenosa (veia caudal) de aloxana (40 mg/kg), dissolvida em solução salina 

(cloreto de sódio 0,9%). Ratos do grupo controle receberam igual volume de solução 

salina. Após o período de dez dias, foram coletadas amostras de sangue da cauda 

dos animais que receberam aloxana e dos animais controle para análise de glicemia 

por meio de glicosímetro portátil Accu-Chek® (Roche Diagnóstica Brasil Ltda., São 

Paulo, S.P., Brasil). Aqueles animais que receberam a injeção de aloxana e que 

apresentaram glicemia < 200mg/dL não foram utilizados no experimento. Os animais 

(grupo hígido, lesão, lesão diabético e diabético) foram pesados no dia da indução 

do diabetes e novamente após 10 dias.  

3.3 Grupos Experimentais  

Os ratos que receberam aloxana e que apresentaram glicemia > 200mg/dL 

foram divididos aleatoriamente em dois grupos de cinco animais: grupo lesão 

diabético e grupo diabético. Os animais do grupo controle foram divididos 

aleatoriamente em dois grupos de 5 animais: grupo hígido e grupo lesão. Os 

procedimentos pelos quais os grupos passaram estão descritos a seguir. 

Grupo hígido – os animais não sofreram nenhum tipo de procedimento. 
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Grupo lesão – os animais foram submetidos ao protocolo de lesão muscular 

por estiramento. 

Grupo lesão diabético – animais diabéticos que foram submetidos ao 

protocolo de lesão muscular por estiramento dez dias após a indução do diabetes 

experimental. 

Grupo diabético – animais diabéticos sem lesão. 

O músculo tibial anterior foi coletado para análise nos períodos de 12, 24, 48 

e 72 horas após a lesão muscular, seguida de eutanásia por dose excessiva do 

anestésico inalatório Halotano.  

3.4 Modelo de Lesão Muscular por Estiramento  

O protocolo de lesão muscular do músculo tibial anterior utilizado neste 

trabalho foi desenvolvido em nosso laboratório baseado em um protocolo de 

Nikolaou et al. (1987). Segundo o protocolo original de Nikolaou, o alongamento era 

realizado diretamente no tendão distal do músculo tibial anterior. Neste momento era 

realizada uma avulsão, a fim de separar o músculo tibial do tecido subcutâneo 

juntamente com a pele. Para tal procedimento adentrava-se no pequeno corte já 

realizado com uma tesoura fechada sobre o músculo, retornando no sentido caudal 

com a tesoura aberta, expondo todo o músculo do animal. Em seguida, com o 

auxílio de um bisturi, o tendão era separado de sua inserção. Ao término do 

alongamento, a incisão era fechada e o animal recebia uma única dose de 

antibiótico.  

No novo protocolo, desenvolvido e padronizado em nosso laboratório, ao 

contrário do protocolo de Nikolaou et al. (1987), realizamos o 

alongamento/estiramento muscular sem exposição cirúrgica do músculo, para evitar 

uma exacerbação do processo inflamatório pelo procedimento cirúrgico ou possíveis 

infecções oportunistas. 

Os animais dos grupos lesão e lesão diabético foram anestesiados com uma 

mistura de Cetamina e Xilazina (90 mg/kg  e 10 mg/kg respectivamente; König, 

Avellaneda, Argentina), por via intraperitoneal (i.p), antes de serem submetidos ao 

protocolo de alongamento passivo do músculo tibial anterior. 

Após a pesagem, cada animal foi posicionado em decúbito dorsal, sobre 

cortiça acoplada ao sistema de alongamento (Figura 1). O membro posterior direito 
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ficou firmemente preso com uma linha que passa por uma roldana e se prende a 

uma pisseta com volume de água correspondente a 150% do peso corporal do 

animal. Esta linha foi fixada sobre o dorso da pata do animal, realizando uma flexão 

plantar, alongando o músculo tibial anterior da pata posterior direita do animal. O 

protocolo foi realizado uma única vez sendo que o animal recebeu a tração durante 

40 minutos.  

   

3.5 Análise Funcional  

A avaliação funcional foi realizada utilizando a walking track analysis, 

descrita por De Medinacelli, 1982. Na walking track analysis o animal foi colocado 

em um corredor de madeira com acesso a um ambiente escuro e sobre o corredor 

foi colocado um papel com a mesma largura, o rato testado estava com as patas 

traseiras marcadas com tinta. O início da avaliação se deu com o animal sendo 

liberado no início do corredor, por onde caminhou em direção ao ambiente escuro, 

deixando impressas as marcas das patas traseiras (Figura 2). Todos os ratos 

tiveram uma adaptação e exploração do local. 

Figura 1. Sistema utilizado para alongamento do músculo tibial anterior 
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O teste foi realizado antes do protocolo de alongamento para registro da 

normalidade de cada animal e uma hora antes do sacrifício. As seguintes medidas 

foram coletadas com paquímetro após o registro em papel: 1) o espaço entre a 

segunda e a quarta falange distal (ITS intermediary toe spready); 2) o espaço entre a 

primeira e a quinta falange distal (TS toe spready); e 3) o espaço entre a borda 

proximal do pé e a terceira falange distal (PL print length) (figura 3).  

Figura 2. Rato andando em um corredor com as dimensões de 42 × 8,2 cm, em 
direção a uma caixa colocada num dos seus extremos, deixando as suas 
pegadas impressas na tira de papel.  
Fonte: Varejão et al. (2001). 
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Após serem calculados os valores nos testes de walking track, foi realizado o 

cálculo do SFI (sciatic function index) antes do protocolo de alongamento para 

registro da normalidade de cada animal (pré lesão) e também uma hora antes do 

sacrifício (pós lesão), de acordo com a fórmula abaixo: 

SFI = - 38.3 x (EPL – NPL)

 

+ 109,5 x (ETS – NTS)

 

+ 13,3 x (EITS – NITS)

 

– 8,8                                

                                 NPL                     NTS                              NIT 

As medidas foram identificadas pela letra E, para a pata em estudo, e pela 

letra N, para a pata normal. 

Para a interpretação dos resultados, foram subtraídas as médias pós lesão 

da pré lesão de cada animal. Quanto maior o resultado do SFI, mais alterações nos 

padrões de deambulação foram apresentados pelo animal.  

3.6 Estudo Eletromiográfico  

O animal foi anestesiado com Cetamina e Xilazina (90 mg/kg  e 10 mg/kg 

respectivamente) e fixado numa mesa cirúrgica. Em seguida, o animal foi submetido 

a um pequeno corte na pele próximo a região dorsal do metatarso. Neste momento 

foi realizada uma avulsão, a fim de separar o músculo tibial do tecido subcutâneo 

Figura 3.

 

(A) Medição dos parâmetros numa pegada de um rato normal. (B) Face 
plantar do pé de um rato para ilustrar a correspondência anatômica dos 
parâmetros avaliados. PL = Comprimento da Pegada; TS = Largura da 
Pegada; e ITS = Largura Intermédia da Pegada.  
Fonte: Varejão et al. (2001). 

A

 

B
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juntamente com a pele, para tal procedimento adentramos no pequeno corte já 

realizado com uma tesoura fechada sobre o músculo, retornando no sentido caudal 

com a tesoura aberta, expondo todo o músculo do animal. Então, com o auxílio de 

um bisturi, o tendão foi separado de sua inserção e amarrado a um fio. O próximo 

passo foi remover a fáscia muscular e dessa forma tornando mais fácil para isolar o 

músculo. Após a secção, o músculo foi puxado no sentido contrário a sua inserção 

através do fio, de forma a ficar isolado da tíbia (Figuras 4 e 5). 

     

Figura 4. Músculo tibial anterior isolado. 
Fonte: Lopes-Martins (2002). 

 

Figura 5. Estimulação indireta do músculo tibial anterior.  
Fonte: Lopes-Martins (2002). 
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Durante todo o procedimento de estimulação do músculo tibial anterior, o 

mesmo foi hidratado com solução salina (0,09%). Na região da inserção, próximo a 

região dorsal do metatarso, o músculo foi conectado através do tendão a um 

transdutor isométrico (Ugo Basile®; Vareze, Italy) e o nervo ciático a um eletrodo 

bipolar. 

O músculo foi submetido a uma tensão constante de 10g. A preparação foi 

estimulada indiretamente por pulsos de 6-7V, 0,2Hz e 2ms. de duração. As 

contrações musculares em resposta aos estímulos indiretos foram registradas em 

fisiógrafo GEMINI 7070 da UGO BASILE® (Ugo Basile Srl., Milão, Itália) através do 

transdutor isométrico. Para induzir a contração tetânica, elevou-se a freqüência para 

60Hz. A fadiga muscular foi caracterizada pela incapacidade de se manter a 

contração muscular, havendo o decaimento da amplitude em 50% da máxima 

registrada, para se evitar a morte do tecido, decorrente da contração tetânica. 

Para cada grupo, foram realizadas as contrações tetânicas a cada 5 

minutos, no período de 15 minutos, perfazendo um total de 3 contrações para cada 

animal de cada grupo. 

A partir dos registros, foram analisados: 

a) a intensidade da força de contração (amplitude) em gramas; 

b) o tempo necessário para que a contração decaísse a metade da máxima 

(50% de fadiga muscular) em segundos; 

c) a área sob a curva tempo X intensidade.   

3.7 Análises Bioquímicas  

3.7.1 Extravasamento Protéico – Técnica de Azul de Evans  

A determinação do extravasamento protéico, avaliado pela técnica que 

utiliza o corante Azul de Evans como marcador de alteração de permeabilidade 

vascular em músculo tibial anterior de ratos foi realizada de acordo com Moitra et al. 

(2007). Uma solução de azul de Evans a 2,5%, MERCK® (Merck KGaA, Darmstadt, 

Alemanha) artigo 3169, foi preparada em solução salina e posteriormente filtrada em 

membrana esterilizante (0,22µm; MILLIPORE®, Millipore Corporation, Billerica, M.A., 

EUA). 
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Após anestesia com Cetamina e Xilazina (90 mg/kg  e 10 mg/kg 

respectivamente), os animais receberam o corante azul de Evans (25mg/Kg, intra-

venosa) 1h antes de serem sacrificados. Após o sacrifício dos animais, com 

superdose de anestésico, o músculo tibial anterior foi coletado, pesado e 

posteriormente conservado por 24 horas a 37 ºC em um tubo de vidro com solução 

de formamida (MERCK artigo 9684.1000, 5ml/g) para extração do azul de Evans das 

amostras do músculo.  

Em seguida, os tubos foram agitados mecanicamente por 15 segundos em 

agitador PHOENIX

 

(Phoenix Indústria e Comércio de Equipamentos Científicos 

Ltda., Araraquara, São Paulo, S.P., Brasil) modelo AT 56 e finalmente 200 l do 

corante extraído pela formamida foram transferidos para micro placas de 96 poços 

para leitura de absorbância em leitor de ELISA (Espectra Max plus 384, EUA) a 620 

nm. A solução de formamida foi usada como branco para o teste. As leituras foram 

interpoladas por regressão linear em uma curva padrão do corante (concentrações 

entre 1000 e 9 M). As concentrações das amostras foram calculadas em 

nanogramas de azul de Evans por miligrama de tecido muscular.  

3.7.2 Avaliação dos níveis de citocinas em músculo esquelético  

As dosagens da citocina TNF-a nas amostras de tibial anterior foram 

realizadas pelo teste imunoenzimático (ELISA), seguindo instruções do kit comercial 

(R&D System, EUA). Para isto, placas de 96 poços foram sensibilizadas com 100µl 

de anticorpo monoclonal para TNF- a (anti-TNF-a). O anti-TNF-a foi diluído em 

tampão fosfato de sódio (0,2M, pH 6,5). As placas foram incubadas (4 ºC) por 18 

horas. Para o bloqueio, as placas foram lavadas com PBST (solução PBS contendo 

0,05% de Tween 20) por 4 vezes e depois preenchidas com 300µl/poço de solução 

de bloqueio (3% gelatina em PBST, Sigma) à 37 ºC por 3 horas e submetidas a novo 

ciclo de lavagens. A seguir, 100µl das amostras devidamente diluídas ou dos 

padrões das citocinas recombinantes foram adicionados à placa e deixadas por 18 

horas em temperatura de 4 ºC. Após lavagem, 100µl do anticorpo biotinilado 

específico de detecção para a citocina foi acrescentado e deixado por 1 hora em 

temperatura ambiente. Após lavagem das placas, o volume de 100µl de 

estreptavidina – peroxidase foi adicionado e deixado por 1 hora em temperatura 
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ambiente (22 ºC) seguida de novas lavagens. A reação foi revelada pela adição de 

100µl/poço da solução de 3.3’5.5’ tetrametilbenzidina (TMB) e interrompida pela 

adição de 50µl/poço de ácido sulfúrico (2 N). A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro Espectra Max Plus 384 (Sunnyvale, CA, EUA) em comprimento 

de onda de 450nm com correção de 570nm. As concentrações das amostras foram 

calculadas a partir das curvas-padrão obtidas com as citocinas recombinantes. O 

limite de detecção para TNF-a foi de 1,95 pg/ml.  

3.7.3 Análise de expressão gênica pela reação em cadeia da polimerase após 

transcrição reversa em tempo real (real time RT-PCR)  

A expressão gênica da enzima miostatina foi quantificada pela reação em 

cadeia da polimerase (PCR) em tempo real. O músculo tibial anterior direito, depois 

de removido foi imediatamente congelado em nitrogênio líquido e permaneceu a -

80ºC até o processamento. O RNA total foi extraído usando o reagente Trizol (Gibco 

BRL, EUA) de acordo com instruções do fabricante. Após tratamento com DNAse, a 

síntese dos cDNAs foram processadas pelo método da transcriptase reversa 

empregando a enzima SuperScript (Invitrogen) a partir de 2 g de RNA total e na 

presença de mistura de primers randômicos e oligo dT. Os experimentos de Real-

Time PCR foram programados da seguinte maneira: 1 ciclo de desnaturação inicial 

de 10 minutos a 95 °C, e 40 ciclos de amplificação (30 segundos de desnaturação a 

95 C e 1 minutos de anelamento e extensão a 60 C); as sequências dos primers 

são as mesmas utilizadas por Wang et al. (2004). Os resultados foram interpretados 

usando a fórmula 2- Ct (Ct: número de ciclos necessários para atingir o limiar de 

fluorescência acima do valor de fundo - background) que relaciona a expressão do 

gene de interesse comparado aquela do gene controle ß-actina.   

3.8 Análise Estatística  

Os resultados foram expressos como médias ± EPM e submetidos ao teste 

t-Student não pareado ou análise de variância (ANOVA) seguida da aplicação do 

teste Tukey para múltiplas comparações. Valores de P<0,05 foram considerados 

estatisticamente significantes.  
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4 RESULTADOS  

4.1 Glicemia  

No gráfico 01 podemos observar os dados relativos aos níveis glicêmicos 

dos grupos controle e diabético. A glicemia basal após 4 horas de privação alimentar 

foi significativamente elevada nos ratos diabéticos (490 ± 31) quando comparados 

aos animais do grupo controle (110 ± 2,8) com 

 

p<0,0001.  

   

Gráfico 1. Glicemia basal 10 dias após a injeção de aloxana nos ratos diabéticos e 
injeção de salina nos ratos controle. Os dados representam a média 
±EPM, n=5 (teste t-Student não pareado, 

 

p<0,0001 vs. controle). 
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4.2 Variação de Peso  

O gráfico 2 demonstra a variação de peso corporal nos ratos controle, dez 

dias após injeção de salina, e nos ratos diabéticos, dez dias após a injeção de 

aloxana. Podemos observar que os animais diabéticos (-20 ± 5,2) apresentaram 

perda significativa de peso corporal quando comparados aos animais do grupo 

controle (49 ± 4,5) com 

 

p<0,0001.  

    

Gráfico 2. Variação de peso 10 dias após a injeção de aloxana nos ratos diabéticos e 
injeção de salina nos ratos controle. Os dados representam a média 
±EPM, n=10 (teste t-Student não pareado, 

 

p<0,0001 vs. controle). 
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4.3 Extravasamento Plasmático por Azul de Evans  

O Gráfico 3 demonstra o extravasamento do azul de Evans no músculo tibial 

anterior de ratos nos diferentes grupos (hígido, diabético, lesão e lesão + diabético) 

no período de 2 horas após protocolo de alongamento passivo. Não se observou 

diferença estatisticamente significante entre os grupos nos níveis de extravasamento 

de Azul de Evans.  

 

Gráfico 3. Extravasamento plasmático do azul de Evans no músculo tibial anterior de 
ratos Wistar após 2 horas do protocolo de alongamento passivo. Os dados 
representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA seguido do teste Tukey). 
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O Gráfico 4 demonstra o extravasamento do azul de Evans no músculo tibial 

anterior de ratos nos diferentes grupos (hígido, diabético, lesão e lesão + diabético) 

no período de 6 horas após protocolo de alongamento passivo. Observamos um 

aumento significativo do extravasamento do grupo lesão (12 ± 0,30) comparado ao 

grupo hígido (8,4 ± 0,31) com **p<0,01 e também do grupo lesão (12 ± 0,30) 

comparado ao grupo diabético (8,5 ± 0,75) com ##p<0,01.  

 

Gráfico 4. Extravasamento plasmático do azul de Evans no músculo tibial anterior de 
ratos Wistar após 6 horas do protocolo de alongamento passivo. Os dados 
representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA seguido do teste Tukey, 
**p<0,01 vs. hígido, ##p<0,01 vs. diab.). 
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O Gráfico 5 demonstra o extravasamento do azul de Evans no músculo tibial 

anterior de ratos nos diferentes grupos (hígido, diabético, lesão e lesão + diabético) 

no período de 12 horas após protocolo de alongamento passivo. Observamos um 

aumento significativo do extravasamento do grupo lesão (9,3 ± 1) comparado ao 

grupo hígido (4,9 ± 0,86) com **p<0,01 e também do grupo lesão + diabético (8,5 ± 

0,43) comparado ao grupo hígido (4,9 ± 0,86) com *p<0,05.  

      

Gráfico 5. Extravasamento plasmático do azul de Evans no músculo tibial anterior de 
ratos Wistar após 12 horas do protocolo de alongamento passivo. Os 
dados representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA seguido do teste Tukey, 
*p<0,05 vs. hígido, **p<0,01 vs. hígido). 
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O Gráfico 6 demonstra o extravasamento do azul de Evans no músculo tibial 

anterior de ratos nos diferentes grupos (hígido, diabético, lesão e lesão + diabético) 

no período de 24 horas após protocolo de alongamento passivo. Não se observou 

diferença estatisticamente significante entre os grupos nos níveis de extravasamento 

de Azul de Evans.  

 

Gráfico 6. Extravasamento plasmático do azul de Evans no músculo tibial anterior de 
ratos Wistar após 24 horas do protocolo de alongamento passivo. Os 
dados representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA seguido do teste Tukey). 
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O Gráfico 7 demonstra o extravasamento do azul de Evans no músculo tibial 

anterior de ratos nos diferentes grupos (hígido, diabético, lesão e lesão + diabético) 

no período de 48 horas após protocolo de alongamento passivo. Não se observou 

diferença estatisticamente significante entre os grupos nos níveis de extravasamento 

de Azul de Evans.  

     

Gráfico 7. Extravasamento plasmático do azul de Evans no músculo tibial anterior de 
ratos Wistar após 48 horas do protocolo de alongamento passivo. Os 
dados representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA seguido do teste Tukey). 
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O Gráfico 8 demonstra o extravasamento do azul de Evans no músculo tibial 

anterior de ratos nos diferentes grupos (hígido, diabético, lesão e lesão + diabético) 

no período de 72 horas após protocolo de alongamento passivo. Não se observou 

diferença estatisticamente significante entre os grupos nos níveis de extravasamento 

de Azul de Evans.  

      

Gráfico 8. Extravasamento plasmático do azul de Evans no músculo tibial anterior de 
ratos Wistar após 72 horas do protocolo de alongamento passivo. Os 
dados representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA seguido do teste Tukey). 
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4.4 Análise dos níveis de TNF-a no músculo tibial anterior de ratos após 

protocolo de estiramento muscular  

O Gráfico 9 demonstra os níveis de TNF-a no músculo tibial anterior de ratos 

nos diferentes grupos (hígido, lesão, diabético e lesão+diabético) 12 horas após o 

protocolo de alongamento passivo. Podemos observar um aumento estatisticamente 

significante nos níveis de TNF-a nos grupos lesão (720 ± 38), diabético (819 ± 41) 

e lesão + diabético (800 ± 33) quando comparados com o grupo hígido (190 ± 39) 

com ***p<0,001.  

 

Gráfico 9. Níveis de TNF-a em músculo tibial anterior de ratos Wistar após 12 horas 
do protocolo de alongamento passivo. Os dados representam a média 
±EPM, n=5 (ANOVA seguido do teste Tukey, ***p<0,001 vs. hígido).  
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O Gráfico 10 demonstra um aumento nos níveis de TNF-a, 24 horas após o 

protocolo de alongamento passivo no músculo tibial anterior de ratos nos grupos 

lesão (660 ± 56), diabético (520 ± 50) e lesão+diabético (590 ± 76) quando 

comparados ao grupo hígido (190 ± 39) com ***p<0,001, **p<0,01 e ***p<0,001 

respectivamente.  

    

Gráfico 10. Níveis de TNF-a em músculo tibial anterior de ratos Wistar após 24 horas 
do protocolo de alongamento passivo. Os dados representam a média 
±EPM, n=5 (ANOVA seguido do teste Tukey, ***p<0,001 vs. hígido, 
**p<0,01 vs. hígido). 
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O Gráfico 11 demonstra os níveis de TNF-a no músculo tibial anterior de 

ratos nos diferentes grupos (hígido, lesão, diabético e lesão+diabético) 48 horas 

após o protocolo de alongamento passivo. Podemos observar um aumento 

estatisticamente significante nos níveis de TNF-a nos grupos lesão (550 ± 32), 

diabético (490 ± 46) e lesão+diabético (430 ± 55) quando comparados ao grupo 

hígido (190 ± 39) com ***p<0,001, **p<0,01 e **p<0,01 respectivamente.  

 

Gráfico 11. Níveis de TNF-a em músculo tibial anterior de ratos Wistar após 48 horas 
do protocolo de alongamento passivo. Os dados representam a média 
±EPM, n=5 (ANOVA seguido do teste Tukey, ***p<0,001 vs. hígido, 
**p<0,01 vs. hígido). 
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O Gráfico12 demonstra um aumento nos níveis de TNF-a, 72 horas após o 

protocolo de alongamento passivo no músculo tibial anterior de ratos nos grupos 

lesão (600 ± 120), diabético (470 ± 28) e lesão+diabético (510 ± 36) quando 

comparados ao grupo hígido (190 ± 39) com ***p<0,001, **p<0,01 e **p<0,01 

respectivamente.  

 

Gráfico 12. Níveis de TNF-a em músculo tibial anterior de ratos Wistar após 72 horas 
do protocolo de alongamento passivo. Os dados representam a média 
±EPM, n=5 (ANOVA seguido do teste Tukey, ***p<0,001 vs. hígido, 
**p<0,01 vs. hígido). 



45   

4.5 Quantificação da expressão gênica de miostatina pela reação em cadeia da 

polimerase após transcrição reversa em tempo real (Real Time RT-PCR)  

O gráfico 13 demonstra a expressão gênica de miostatina no músculo tibial 

anterior de ratos nos diferentes grupos (hígido, lesão, diabético e lesão + diabético) 

no período de 12 horas após protocolo de lesão muscular por estiramento. Não se 

observou diferença estatisticamente significante entre os grupos nos níveis de 

expressão gênica da miostatina.  

   

Gráfico 13. Quantificação da expressão gênica de miostatina em músculo tibial 
anterior de ratos Wistar após 12 horas do protocolo de alongamento 
passivo. Os dados representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA seguido do 
teste Tukey). 



46   

O gráfico 14 demonstra a expressão gênica de miostatina no músculo tibial 

anterior de ratos no período de 24 horas após protocolo de lesão muscular por 

estiramento. Observamos um aumento estatisticamente significante na expressão 

gênica de miostatina no grupo diabético (2,8 ± 0,26) e lesão + diabético (3,2 ± 

0,56) comparados ao grupo hígido (1,0 ± 0,11) com **p<0,01.   

  

Gráfico 14. Quantificação da expressão gênica de miostatina em músculo tibial 
anterior de ratos Wistar após 24 horas do protocolo de alongamento 
passivo. Os dados representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA seguido do 
teste Tukey, **p<0,05 vs. hígido). 
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O gráfico 15 demonstra a expressão gênica de miostatina no músculo tibial 

anterior de ratos nos diferentes grupos (hígido, lesão, diabético e lesão + diabético) 

no período de 48 horas após protocolo de lesão muscular por estiramento. Não se 

observou diferença estatisticamente significante entre os grupos nos níveis de 

expressão gênica da miostatina.  

  

Gráfico 15. Quantificação da expressão gênica de miostatina em músculo tibial 
anterior de ratos Wistar após 48 horas do protocolo de alongamento 
passivo. Os dados representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA seguido do 
teste Tukey). 
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O gráfico 16 demonstra a expressão gênica de miostatina no músculo tibial 

anterior de ratos nos diferentes grupos (hígido, lesão, diabético e lesão + diabético) 

no período de 72 horas após protocolo de lesão muscular por estiramento. Não se 

observou diferença estatisticamente significante entre os grupos nos níveis de 

expressão gênica da miostatina.  

   

Gráfico 16. Quantificação da expressão gênica de miostatina em músculo tibial 
anterior de ratos Wistar após 72 horas do protocolo de alongamento 
passivo. Os dados representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA seguido do 
teste Tukey). 
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4.6 Avaliação Funcional  

O Gráfico 17 demonstra o comparativo entre as diferenças das médias do 

índice funcional obtido no teste walking track nos grupos (hígido, diabético, lesão e 

lesão diabético), no período de 12 horas após protocolo de alongamento passivo.  

Observamos que o índice funcional apresentou um aumento estatisticamente 

significante na dificuldade de deambulação dos animais do grupo lesão (7,2 ± 0,75) 

quando comparados ao grupo hígido (0,16 ± 0,88) com ***p<0,001 e também do 

grupo lesão + diabético (5,6 ± 1,3) comparado ao grupo hígido (0,16 ± 0,88) com 

**p<0,01. Tanto o grupo lesão (7,2 ± 0,75) quanto o grupo lesão + diabético (5,6 ± 

1,3) apresentou o índice funcional com um aumento significativo na dificuldade de 

deambulação comparado ao grupo diabético (0,77 ± 0,58) com ###p<0,001 e 

##p<0,01 respectivamente.  

  

Gráfico 17. Comparativo entre as diferenças das médias do índice funcional obtido no 
teste walking track. Os dados representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA 
seguido do teste Tukey, ***p<0,001 vs. hígido, **p<0,01 vs. hígido, 
###p<0,001 vs. diabético e ##p<0,01 vs. diabético). 



50   

O Gráfico 18 demonstra o comparativo entre as diferenças das médias do 

índice funcional obtido no teste walking track nos grupos (hígido, diabético, lesão e 

lesão diabético), no período de 24 horas após protocolo de alongamento passivo. 

Observamos que o índice funcional apresentou um aumento estatisticamente 

significante na dificuldade de deambulação dos animais do grupo lesão + diabético 

(4,1 ± 0,8) comparado ao grupo hígido (0,06 ± 0,81) com **p<0,01.  

    

Gráfico 18. Comparativo entre as diferenças das médias do índice funcional obtido no 
teste walking track. Os dados representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA 
seguido do teste Tukey, **p<0,01 vs. hígido). 
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O Gráfico 19 demonstra o comparativo entre as diferenças das médias do 

índice funcional obtido no teste walking track nos grupos (hígido, diabético, lesão e 

lesão diabético) no período de 48 horas após protocolo de alongamento passivo. 

Não se observou diferença estatisticamente significante entre os grupos no índice 

funcional.  

        

Gráfico 19. Comparativo entre as diferenças das médias do índice funcional obtido no 
teste walking track. Os dados representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA 
seguido do teste Tukey). 
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O Gráfico 20 demonstra o comparativo entre as diferenças das médias do 

índice funcional obtido no teste walking track nos grupos (hígido, diabético, lesão e 

lesão diabético) no período de 72 horas após protocolo de alongamento passivo.  

Não se observou diferença estatisticamente significante entre os grupos no índice 

funcional.  

 

Gráfico 20. Comparativo entre as diferenças das médias do índice funcional obtido no 
teste walking track. Os dados representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA 
seguido do teste Tukey). 
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4.7 Eletroestimulação Indireta do Músculo Tibial Anterior  

A contração tetânica foi induzida através do aumento da freqüência de 0,2Hz 

para 60Hz (LOPES-MARTINS et al., 2006). 

O Gráfico 21 demonstra o tempo gasto para que a força muscular decaísse 

50% de sua amplitude máxima durante a primeira tetania nos grupos (hígido, lesão, 

diabético e lesão + diabético) no período de 12 horas após protocolo de 

alongamento passivo. Observamos uma redução significativa do tempo gasto para 

que a força muscular decaísse 50% de sua amplitude máxima no grupo diabético 

(39,07 ± 7,72) e no grupo lesão + diabético (54,43 ± 7,61) quando comparados ao 

grupo hígido (100 ± 0) com **p<0,01 e *p<0,05 respectivamente.  

      

Gráfico 21. Tempo gasto para que a força muscular decaísse 50% de sua amplitude 
máxima, 12 horas após protocolo de alongamento passivo. Os dados 
representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA seguido do teste Tukey, 
*p<0,05 vs.

 

hígido, **p<0,01 vs.

 

hígido). 
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O Gráfico 22 demonstra uma redução significativa no tempo gasto para que 

a força muscular decaísse 50% de sua amplitude máxima durante a primeira tetania 

nos grupos lesão + diabético (54,43 ± 7,61) e diabético (39,07 ± 7,72) comparados 

ao grupo hígido (100 ± 0) com *p<0,05 e **p<0,01 respectivamente. Na segunda 

tetania foi observado uma redução significativa no tempo gasto para que a força 

muscular decaísse 50% de sua amplitude máxima nos grupos lesão + diabético 

(71,66 ± 11,77) e diabético (42,83 ± 8,38) comparados ao grupo hígido (144,51 ± 

15,91) com **p<0,01 e ***p<0,001 respectivamente. Houve também uma redução 

significativa deste parâmetro no grupo diabético (42,83 ± 8,38) comparado ao grupo 

lesão (99,52 ± 11,92) com #p<0,05. Na terceira tetania também observamos uma 

redução significativa no tempo gasto para que a força muscular decaísse 50% de 

sua amplitude máxima nos grupos lesão (85,99 ± 13,87), lesão + diabético (70,61 ± 

7,41) e diabético (45,19 ± 6,58) comparados ao grupo hígido (149,33 ± 17,36) com 

*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 respectivamente.  

  

Gráfico 22. Tempo gasto para que a força muscular decaísse 50% de sua amplitude 
máxima, 12 horas após protocolo de alongamento passivo. Os dados 
representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA seguido do teste Tukey, 
*p<0,05 vs. hígido, **p<0,01 vs. hígido, ***p<0,001 vs. hígido, #p<0,05 
vs. lesão).  
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O Gráfico 23 demonstra o tempo gasto para que a força muscular decaísse 

50% de sua amplitude máxima durante a primeira tetania nos grupos (hígido, lesão, 

diabético e lesão + diabético) no período de 24 horas após protocolo de 

alongamento passivo. Observamos uma redução significativa do tempo gasto para 

que a força muscular decaísse 50% de sua amplitude máxima no grupo lesão (47,61 

± 6,35) e no grupo lesão + diabético (39,93 ± 7,24) quando comparados ao grupo 

hígido (100 ± 0) com  *p<0,05.  

     

Gráfico 23. Tempo gasto para que a força muscular decaísse 50% de sua amplitude 
máxima, 24 horas após protocolo de alongamento passivo. Os dados 
representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA seguido do teste Tukey, 
*p<0,05 vs.

 

hígido). 
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O Gráfico 24 demonstra uma redução significativa no tempo gasto para que 

a força muscular decaísse 50% de sua amplitude máxima durante a primeira tetania 

nos grupos lesão (47,61 ± 6,35) e lesão + diabético (39,93 ± 7,24) comparados ao 

grupo hígido (100 ± 0) com *p<0,05. Na segunda tetania foi observado uma redução 

significativa no tempo gasto para que a força muscular decaísse 50% de sua 

amplitude máxima nos grupos diabético (73,06 ± 16,74), lesão (59,05 ± 7,07) e 

lesão + diabético (52,35 ± 13,04) comparados ao grupo hígido (144,51 ± 15,91) 

com *p<0,05, **p<0,01 e **p<0,01 respectivamente. Na terceira tetania também 

observamos uma redução significativa no tempo gasto para que a força muscular 

decaísse 50% de sua amplitude máxima nos grupos diabético (72,85 ± 18,82) e 

lesão + diabético (54,90 ± 14,60) comparados ao grupo hígido (149,33 ± 17,36) 

com *p<0,05.  

  

Gráfico 24. Tempo gasto para que a força muscular decaísse 50% de sua amplitude 
máxima, 24 horas após protocolo de alongamento passivo. Os dados 
representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA seguido do teste Tukey, 
*p<0,05 vs. hígido, **p<0,01 vs. hígido). 
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O Gráfico 25 demonstra o tempo gasto para que a força muscular decaísse 

50% de sua amplitude máxima durante a primeira tetania nos grupos (hígido, lesão, 

diabético e lesão + diabético) no período de 48 horas após protocolo de 

alongamento passivo. Observamos uma redução significativa do tempo gasto para 

que a força muscular decaísse 50% de sua amplitude máxima no grupo diabético 

(41,53 ± 5,65) quando comparado ao grupo hígido (100 ± 0) com ***p<0,001.  

     

Gráfico 25. Tempo gasto para que a força muscular decaísse 50% de sua amplitude 
máxima, 48 horas após protocolo de alongamento passivo. Os dados 
representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA seguido do teste Tukey, 
***p<0,001

 

vs.

 

hígido). 
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O Gráfico 26 demonstra uma redução significativa no tempo gasto para que 

a força muscular decaísse 50% de sua amplitude máxima durante a primeira tetania 

nos grupos diabético (41,53 ± 5,65) comparados ao grupo hígido (100 ± 0) com 

***p<0,001. Na segunda tetania foi observado uma redução significativa no tempo 

gasto para que a força muscular decaísse 50% de sua amplitude máxima nos 

grupos lesão + diabético (77,54 ± 15,9) e diabético (48,9 ± 5,61) comparados ao 

grupo hígido (144,51 ± 15,91) com  **p<0,01 e ***p<0,001 respectivamente. Houve 

também uma redução significativa deste parâmetro no grupo diabético (48,9 ± 5,61) 

comparado ao grupo lesão (96,18 ± 8,37) com #p<0,05. Na terceira tetania também 

observamos uma redução significativa no tempo gasto para que a força muscular 

decaísse 50% de sua amplitude máxima nos grupos lesão (57,09 ± 12,81) e 

diabético (52,31 ± 7,04) comparados ao grupo hígido (149,33 ± 17,36) com 

**p<0,01.  

  

Gráfico 26. Tempo gasto para que a força muscular decaísse 50% de sua amplitude 
máxima, 48 horas após protocolo de alongamento passivo. Os dados 
representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA seguido do teste Tukey, 
**p<0,01 vs. hígido, ***p<0,001 vs. hígido, #p<0,05 vs. lesão).  
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O Gráfico 27 demonstra o tempo gasto para que a força muscular decaísse 

50% de sua amplitude máxima durante a primeira tetania nos grupos (hígido, lesão, 

diabético e lesão + diabético) no período de 72 horas após protocolo de 

alongamento passivo. Observamos uma redução significativa do tempo gasto para 

que a força muscular decaísse 50% de sua amplitude máxima no grupo lesão (56,36 

± 10,62) quando comparado ao grupo hígido (100 ± 0) com *p<0,05.  

     

Gráfico 27. Tempo gasto para que a força muscular decaísse 50% de sua amplitude 
máxima, 72 horas após protocolo de alongamento passivo. Os dados 
representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA seguido do teste Tukey, 
*p<0,05 vs.

 

hígido). 
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O Gráfico 28 demonstra uma redução significativa no tempo gasto para que 

a força muscular decaísse 50% de sua amplitude máxima durante a primeira tetania 

no grupo lesão (56,36 ± 10,62) comparados ao grupo hígido (100 ± 0) com *p<0,05. 

Na segunda tetania foi observado uma redução significativa no tempo gasto para 

que a força muscular decaísse 50% de sua amplitude máxima nos grupos diabético 

(71,51 ± 10,99) e lesão (65,76 ± 13,11) comparados ao grupo hígido (144,51 ± 

15,91) com  *p<0,05. Na terceira tetania também observamos uma redução 

significativa no tempo gasto para que a força muscular decaísse 50% de sua 

amplitude máxima nos grupos lesão + diabético (86,53 ± 15,18), diabético (66,93 ± 

9,74) e lesão + diabético (86,53 ± 15,18) comparados ao grupo hígido (149,33 ± 

17,36) com *p<0,05, **p<0,01 e **p<0,01 respectivamente.  

  

Gráfico 28. Tempo gasto para que a força muscular decaísse 50% de sua amplitude 
máxima, 72 horas após protocolo de alongamento passivo. Os dados 
representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA seguido do teste Tukey, 
*p<0,05 vs. hígido, **p<0,01 vs. hígido). 
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O Gráfico 29 demonstra a área sob a curva de fadiga muscular após 

contração tetânica e da relação da intensidade de contração muscular com o tempo 

para que a força decaísse 50% da amplitude máxima na primeira tetania no período 

de 12 horas após protocolo de alongamento passivo. Observamos uma redução 

estatisticamente significante da área sob a curva no grupo diabético (47,63 ± 6,16) 

comparado ao grupo hígido (100 ± 0) com **p<0,01.   

   

Gráfico 29. Área sob a curva de fadiga muscular após contração tetânica, 12 horas 
após protocolo de alongamento passivo. Relação da intensidade de 
contração muscular com o tempo para que a força decaísse 50% da 
amplitude máxima. Os dados representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA 
seguido do teste Tukey, **p<0,01 vs. hígido).  
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O Gráfico 30 demonstra uma redução da área sobre a curva de fadiga 

muscular após contração tetânica e da relação da intensidade de contração 

muscular com o tempo para que a força decaísse 50% da amplitude máxima durante 

a primeira tetania no grupo diabético (47,63 ± 6,16) comparado ao grupo hígido 

(100 ± 0) com **p<0,01. Na segunda tetania também observamos uma redução da 

área sobre a curva de fadiga muscular após contração tetânica e da relação da 

intensidade de contração muscular com o tempo para que a força decaísse 50% da 

amplitude máxima no grupo diabético (55 ± 7,78) comparado ao grupo hígido 

(133,19 ± 11,98) com **p<0,01. Na terceira tetania observamos uma redução deste 

parâmetro no grupo diabético (59,46 ± 8) comparado ao grupo hígido (125,87 ± 

14,46) com *p<0,05.  

    

Gráfico 30. Área sob a curva de fadiga muscular após contração tetânica, 12 horas 
após protocolo de alongamento passivo. Relação da intensidade de 
contração muscular com o tempo para que a força decaísse 50% da 
amplitude máxima. Os dados representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA 
seguido do teste Tukey, *p<0,05 vs. hígido, **p<0,01 vs. hígido, 
***p<0,001 vs. hígido).  



63   

O Gráfico 31 demonstra a área sob a curva de fadiga muscular após 

contração tetânica e da relação da intensidade de contração muscular com o tempo 

para que a força decaísse 50% da amplitude máxima na primeira tetania no período 

de 24 horas após protocolo de alongamento passivo. Observamos uma redução 

estatisticamente significante da área sob a curva no grupo lesão + diabético (32,97 

± 8,94) comparado ao grupo hígido (100 ± 0) com *p<0,05.   

  

Gráfico 31. Área sob a curva de fadiga muscular após contração tetânica, 24 horas 
após protocolo de alongamento passivo. Relação da intensidade de 
contração muscular com o tempo para que a força decaísse 50% da 
amplitude máxima. Os dados representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA 
seguido do teste Tukey, *p<0,05 vs. hígido).  
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O Gráfico 32 demonstra uma redução da área sobre a curva de fadiga 

muscular após contração tetânica e da relação da intensidade de contração 

muscular com o tempo para que a força decaísse 50% da amplitude máxima durante 

a primeira tetania no grupo lesão + diabético (32,97 ± 8,94) comparado ao grupo 

hígido (100 ± 0) com *p<0,05. Na segunda tetania também observamos uma 

redução da área sobre a curva de fadiga muscular após contração tetânica e da 

relação da intensidade de contração muscular com o tempo para que a força 

decaísse 50% da amplitude máxima no grupo lesão (69,48 ± 12,11), diabético 

(65,31 ± 17,91) e lesão + diabético (43,74 ± 10,86) comparado ao grupo hígido 

(133,19 ± 11,98) com *p<0,05, *p<0,05 e **p<0,01 respectivamente. Na terceira 

tetania observamos uma redução deste parâmetro no grupo lesão + diabético 

(41,99 ± 10,58) comparado ao grupo hígido (125,87 ± 14,46) com *p<0,05.  

   

Gráfico 32. Área sob a curva de fadiga muscular após contração tetânica, 24 horas 
após protocolo de alongamento passivo. Relação da intensidade de 
contração muscular com o tempo para que a força decaísse 50% da 
amplitude máxima. Os dados representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA 
seguido do teste Tukey, *p<0,05 vs. hígido, **p<0,01 vs. hígido).  
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O Gráfico 33 demonstra a área sob a curva de fadiga muscular após 

contração tetânica e da relação da intensidade de contração muscular com o tempo 

para que a força decaísse 50% da amplitude máxima na primeira tetania no período 

de 48 horas após protocolo de alongamento passivo. Observamos uma redução 

estatisticamente significante da área sob a curva no grupo diabético (43,03 ± 8,58) 

comparado ao grupo lesão + diabético (127,17 ± 27,62) com ##p<0,01.   

   

Gráfico 33. Área sob a curva de fadiga muscular após contração tetânica, 48 horas 
após protocolo de alongamento passivo. Relação da intensidade de 
contração muscular com o tempo para que a força decaísse 50% da 
amplitude máxima. Os dados representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA 
seguido do teste Tukey, ##p<0,01 vs. lesão + diabético).  



66   

O Gráfico 34 demonstra uma redução da área sobre a curva de fadiga 

muscular após contração tetânica e da relação da intensidade de contração 

muscular com o tempo para que a força decaísse 50% da amplitude máxima durante 

a primeira tetania no grupo  diabético (43,03 ± 11,52) comparado ao grupo lesão + 

diabético (127,17 ± 27,62) com ++p<0,01. Na segunda tetania observamos uma 

redução da área sobre a curva de fadiga muscular após contração tetânica e da 

relação da intensidade de contração muscular com o tempo para que a força 

decaísse 50% da amplitude máxima nos grupos lesão (47,80 ± 7,8) e diabético 

(45,51 ± 5,48) comparados ao grupo hígido (133,19 ± 11,98) com *p<0,05 e 

**p<0,01 respectivamente; e também dos grupos lesão (47,80 ± 7,8) e diabético 

(45,51 ± 5,48) comparados ao grupo lesão + diabético (144,53 ± 30,62) com 

++p<0,01. Na terceira tetania observamos uma redução deste parâmetro nos grupos 

diabético (53,69 ± 9,04) e lesão (39,02 ± 6,11) comparado ao grupo lesão + 

diabético (171,53 ± 47,21) com +p<0,05 e ++p<0,01 respectivamente.  

  

Gráfico 34. Área sob a curva de fadiga muscular após contração tetânica, 48 horas 
após protocolo de alongamento passivo. Relação da intensidade de 
contração muscular com o tempo para que a força decaísse 50% da 
amplitude máxima. Os dados representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA 
seguido do teste Tukey, *p<0,05 vs. hígido, **p<0,01 vs. hígido, +p<0,05 
vs. lesão + diabético, ++p<0,01 vs. lesão + diabético).  
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O Gráfico 35 demonstra a área sob a curva de fadiga muscular após 

contração tetânica e da relação da intensidade de contração muscular com o tempo 

para que a força decaísse 50% da amplitude máxima na primeira tetania no período 

de 72 horas após protocolo de alongamento passivo. Não foi observada diferença 

estatisticamente significante entre os grupos.  

  

Gráfico 35. Área sob a curva de fadiga muscular após contração tetânica, 72 horas 
após protocolo de alongamento passivo. Relação da intensidade de 
contração muscular com o tempo para que a força decaísse 50% da 
amplitude máxima. Os dados representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA 
seguido do teste Tukey).  
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O Gráfico 36 demonstra a área sobre a curva de fadiga muscular após 

contração tetânica e da relação da intensidade de contração muscular com o tempo 

para que a força decaísse 50% da amplitude máxima durante as 3 tetanias. Não foi 

observada diferença estatisticamente significante entre os grupos.  

 

Gráfico 36. Área sob a curva de fadiga muscular após contração tetânica, 72 horas 
após protocolo de alongamento passivo. Relação da intensidade de 
contração muscular com o tempo para que a força decaísse 50% da 
amplitude máxima. Os dados representam a média ±EPM, n=5 (ANOVA 
seguido do teste Tukey).  
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5 DISCUSSÃO  

O diabetes mellitus tipo 1 experimental pode ser induzido em ratos através 

da injeção de aloxana - substância que promove a destruição seletiva das células 

beta pancreáticas - sendo um dos produtos mais comumente utilizados para indução 

desta doença em ratos (SZKUDELSKI, 2001; FORTES et al., 1983; FORTES et al., 

1984; SPADELLA et al., 2010). No presente trabalho a injeção de aloxana (40mg/kg) 

via intravenosa em ratos de 8 a 10 semanas, provocou um aumento da glicemia e 

uma redução do peso corporal, 10 dias após a indução do diabetes. Estes dois 

achados confirmam o estado diabético dos animais e caracterizam a doença, que 

acarreta hiperglicemia crônica (BROWNLEE, 2001), impedindo a captação de 

glicose pelos tecidos dependentes de insulina, aumentando a degradação e 

reduzindo a síntese de proteínas e levando à perda do peso corporal (SMITH et al., 

1989).  

Neste trabalho realizamos análises de parâmetros funcionais e bioquímicos 

em ratos normais e diabéticos, após terem sido submetidos a um modelo de lesão 

muscular por estiramento controlado em músculo tibial anterior. 

O aumento do extravasamento de azul de Evans encontrado no grupo lesão 

no protocolo de 6 horas e nos grupos lesão e lesão+diabético no protocolo de 12 

horas são resultado das mudanças vasculares que ocorrem quando há algum tipo 

de injúria tissular aguda. Nestas condições ocorrem alterações do fluxo vascular, 

calibre e também na permeabilidade dos vasos sanguíneos. A quantidade de 

albumina que extravasa para os tecidos não é significativa em condições fisiológicas 

normais, no entanto, o extravasamento é importante na vigência de processo 

inflamatório (YASUDA et al., 2008).  

As alterações de permeabilidade vascular normalmente ocorrem devido à 

liberação inicial de substâncias como histamina, serotonina e bradicinina que, além 

de causar dilatação arteriolar, tem como ação principal a indução do aumento de 

permeabilidade vascular, permitindo o extravasamento de macromoléculas protéicas 

do plasma para o interstício. A atividade edematogênica dos mediadores citados 

anteriormente pode ser potencializada pela ação concomitante de prostaglandinas 

vasodilatadoras (RÁKOS et al., 2007).  

No protocolo de 2 horas após a lesão não houve diferença no 

extravasamento de azul de Evans entre os grupos. Devido ao protocolo ser muito 
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agudo, o processo inflamatório dos grupos lesão e lesão+diabético possivelmente 

encontrava-se em um estágio inicial, desta forma, não alterando a permeabilidade 

vascular.  Já nos protocolos de 24, 48 e 72 horas foi observado o retorno ao nível 

basal da permeabilidade vascular nos grupos lesão e lesão+diabético. 

Não foi observado diferença entre o extravasamento plasmático dos animais 

diabéticos que não foram submetidos a nenhum procedimento e dos animais 

diabéticos que sofreram o protocolo de lesão muscular (grupo diabético e grupo 

lesão + diabético respectivamente). De acordo com esses resultados, podemos 

inferir que no diabetes mellitus há uma resposta deficiente dos microvasos à 

histamina e à bradicinina, que encontram-se em níveis elevados após uma lesão 

tecidual e estão entre as primeiras substâncias a serem liberadas no processo 

inflamatório (TIDBALL, 1995). Esta resposta deficiente dos microvasos é 

consequência das alterações endoteliais provocadas pela ausência de insulina 

(FORTES et al., 1983). Além disto, estes achados podem também refletir o retardo 

e/ou redução na resposta inflamatória presente no diabetes mellitus. Esta alteração 

é decorrente da baixa produção de fatores de crescimento, tais como fator de 

crescimento transformante beta (TGF-ß), IGF-1 e fator de crescimento do endotélio 

vascular (VEGF), da diminuição do depósito de colágeno e de uma redução na 

síntese de óxido nítrico (BITAR e LABBAD, 1996; LERMAN et al., 2003; LOBMANN 

et al., 2002; SCHAFFER et al., 1997; WETZLER et al., 2000).  

Sabe-se que alterações funcionais e estruturais na macro e micro-circulação 

estão entre as complicações de maior prevalência em pacientes com diabetes 

mellitus tipo 1. A principal causa dessas complicações é a hiperglicemia persistente, 

que acarreta anormalidades bioquímicas e estruturais de olhos, rins, coração, vasos 

sangüíneos e nervos periféricos (AGUIAR et al., 2007; TOOKE, 1995). Diversos 

pesquisadores afirmam que dentre as disfunções que ocorrem nos microvasos estão 

déficits funcionais, tais como alterações do fluxo sanguíneo e aumento da 

permeabilidade vascular (AGUIAR et al., 2007; TOOKE, 1995). Este aumento de 

permeabilidade vascular já foi encontrado em tecido periodontal (SIMA et al., 2010), 

pele, pâncreas, duodeno, rins (CHAKIR et al., 1995), dentre outros.  

Já em dois trabalhos de Sexton et al. realizados com tecido muscular de 

ratos diabéticos, houve uma diminuição da permeabilidade vascular (SEXTON, 

1994; SEXTON et al., 1994). Estes dois estudos tiveram suas análises de 

extravasamento vascular realizadas nos animais em 6 a 8 semanas e 17 a 20 
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semanas após a indução do diabetes mellitus respectivamente. No presente estudo, 

o período entre a indução do diabetes e as análises de extravasamento de azul de 

Evans foi de 10 a 13 dias. Nos resultados obtidos, não foram observadas diferenças 

entre os grupos diabéticos comparados aos grupos hígidos em relação à 

permeabilidade vascular, provavelmente devido ao DM encontrar-se em estágio 

inicial. 

Nossos resultados demonstram um aumento na expressão de TNF-a nos 

grupos lesão, diabético e lesão + diabético em todos os tempos analisados. Esses 

achados denotam o estado inflamatório nos três grupos citados e corroboram com 

achados anteriores como o de Bunn et al. (2004). Eles realizaram um estudo 

analisando o comportamento das citocinas utilizando como modelo experimental a 

lesão músculo-esquelética por queda de massa. No grupo exposto a uma contusão 

leve (queda de 130 milímetros de uma massa de 100g), o nível de IL-1ß e TNF-a 

teve pico no músculo em 4 dias após a lesão. No grupo exposto a uma contusão 

grave (queda de 130 milímetros de uma massa de 200g) os níveis de IL-1ß e de 

TNF-a aumentaram de forma mais gradual e contínua até o dia 8 pós-lesão. Além do 

estudo citado anteriormente, nossos resultados também corroboram com um estudo 

de Mesquita-Ferrari et al. (2010) que avaliaram os níveis de TNF-a no mRNA de 

ratos submetidos a lesão muscular de tibial anterior por congelamento. A retirada do 

material para análise foi realizada no dia 7 e 14 após a lesão. No 7º dia pós-lesão foi 

encontrado um aumento sgnificativo no nível de TNF-a no mRNA dos animais 

lesionados. Coletivamente, estes achados mostram que a maneira como as 

citocinas se apresentam, pode diferir dependendo do local, gravidade, tipo e estágio 

da lesão muscular, visto que nossos resultados demonstram padrões semelhantes, 

porém com picos de expressão diferentes dos citados anteriormente. 

Apesar de termos encontrado em nosso trabalho um aumento na expressão 

de TNF-a nos ratos diabéticos (lesionados e não-lesionados), em um estudo de 

Ohno et al. (1993) com pacientes diabéticos tipo 1, diabéticos tipo 2 e indivíduos 

saudáveis, não houve diferença na expressão de TNF-a no sangue periférico de 

pacientes diabéticos tipo 1 em relação aos controles sadios. Entretanto, Kulseng et 

al. (1996) em um estudo com diferentes grupos de pacientes diabéticos tipo 1, 

encontraram uma maior expressão de TNF-a em pacientes com diagnostico recente, 

após a estimulação com lipopolissacarídeo, comparados ao grupo controle. Hussain 

et al. (1998) também encontraram uma elevada expressão de TNF-a  tanto em 
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crianças com diabetes tipo 1 como em seus parentes de primeiro grau não-

diabéticos.  

Em um trabalho onde foi realizada a infusão de glicose, aumentando 

agudamente seu nível no plasma, e também o bloqueio da secreção de insulina 

endógena por ocreotide (uma substância que mimetiza a ação da somatostatina 

endógena, a qual inibe a secreção de insulina e também de glucagon) detectou-se 

aumento das citocinas pró-inflamatórias como IL-6 e TNF-a em voluntários 

saudáveis e também em pacientes hiperglicêmicos (ESPOSITO et al., 2002). Além 

disso, a glicose induz um aumento das EROs e reduz a disponibilidade de óxido 

nítrico, e consequentemente criam um ambiente de estresse oxidativo, inflamação, 

constrição vascular e hiperagregabilidade plaquetária. Esse círculo vicioso é 

propagado diminuindo a liberação de insulina por células beta e bloqueando a 

resposta inflamatória (YANG et al., 2004; COLLIER et al., 2008).  

A hiperglicemia também tem efeitos específicos sobre a defesa do 

hospedeiro. A curto prazo a hiperglicemia afeta todos os principais componentes da 

resposta imune inata (TURINA et al., 2005). A atividade de neutrófilos é reduzida, 

levando a quimiotaxia diminuída, diminuição da fagocitose, diminuição da morte 

bacteriana e excesso de radicais livres (BAGDADE et al., 1974). Além de mudanças 

na função celular, outros componentes da resposta imune inata contribuem para o 

estado pró-inflamatório na hiperglicemia. In vitro, os monócitos humanos mostram 

um aumento na expressão de TNF-a e IL-6 dependente da glicose (HÂNCU et al., 

1998; MOROHOSHI et al., 1996). Então, apesar de a hiperglicemia ser globalmente 

pró-inflamatória, ela tem efeitos específicos que bloqueiam o sistema imune inato 

(COLLIER et al., 2008). Isto provavelmente contribuiu para os resultados 

encontrados em nosso estudo em relação aos animais diabéticos, onde o protocolo 

de lesão muscular por estiramento não provocou aumento na expressão de TNF-a 

no grupo lesão + diabético quando comparado ao grupo diabético. 

O aumento na expressão gênica de miostatina nos animais do grupo 

diabético e lesão + diabético no protocolo de 24 horas reforça o que se sabe 

atualmente sobre a miostatina, que é um dos mais potentes inibidores do 

crescimento muscular. A inibição de miostatina aumenta dramaticamente a massa 

muscular em humanos (SCHUELKE et al., 2004; WILLIAMS, 2004) e em várias 

espécies de animais (McPHERRON et al., 1997; McPHERRON e LEE, 1997; 

SHELTON e ENGVALL, 2007; CLOP et al., 2006). 
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Nossos resultados também corroboram com o trabalho de Chen et al. 

(2009), que analisaram a expressão gênica de miostatina no músculo gastrocnêmio 

de camundongos com diabetes tipo 1 induzida por streptozotocina. As análises 

foram realizadas em uma, duas, três, quatro e oito semanas após a indução do DM. 

A expressão gênica de miostatina elevou-se gradualmente nestes animais nas 

primeiras duas semanas, tendo como pico o décimo quinto dia. A partir da terceira 

semana começou a ocorrer uma diminuição da expressão gênica de miostatina, com 

os valores retornando ao nível dos animais controle na oitava semana. Já Barazzoni 

et al. (2004) demonstraram que não houve alteração nos níveis de miostatina no 

mRNA do músculo gastrocnêmio lateral e sóleo de ratos com DM tipo 1 a longo 

prazo. Porém, neste último estudo, os animais foram analisados somente 8 semanas 

após a indução do DM, já em um estado tardio.  

O presente estudo avaliou a função motora, através da análise de marcha 

nos grupos estudados por meio das médias do Índice Funcional do Ciático (SFI). A 

lesão muscular frequentemente produz déficits motores que são observados durante 

a locomoção (FILIPE et al., 2006; VAREJÃO et al., 2002). Esses déficits tornaram-se 

nítidos em nosso protocolo de 12 e 24 horas pós a indução da lesão. No protocolo 

de 12 horas, os dois grupos (lesão e lesão+diabético) que sofreram o estiramento 

muscular passivo, demonstraram uma perda da função motora com conseqüente 

alteração no padrão de marcha. Nossos resultados corroboram com os achados de 

Ramos (2010) no qual os animais foram submetidos à mesma lesão muscular 

utilizada em nosso trabalho e apresentaram uma alteração no padrão de marcha até 

48 horas após a lesão muscular. Outro trabalho que também utilizou o SFI foi o de 

Gigo-Benato et al. (2010). Porém neste estudo, os animais sofreram uma lesão por 

esmagamento do nervo ciático, os quais também apresentaram dificuldade de 

deambulação durante todo o período de experimento, que foi de 14 dias. 

A dificuldade de deambulação persistiu no grupo lesão+diabético ainda no 

protocolo de 24 horas após a lesão, retratando provavelmente a persistência de dor 

nestes grupos, produzida por uma variedade de agentes pró-inflamatórios (SCOTT 

et al., 2004). Sabe-se que no diabetes mellitus ocorre retardo da resposta 

inflamatória, reduzida formação do tecido de granulação e conseqüente prejuízo na 

cicatrização (BITAR e LABBAD, 1996; DARBY et al., 1997; LERMAN et al., 2003 LIU 

et al., 2004; LOBMANN et al., 2002). Entretanto até o momento, não foram 

encontrados estudos que fizeram uso do SFI em animais diabéticos. 
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Através do estudo eletromiográfico visamos avaliar outros parâmetros 

funcionais como força muscular e resistência à fadiga muscular. Analisando as 3 

tetanias em relação ao tempo para que a força decaísse 50% da amplitude máxima, 

observamos uma redução deste parâmetro nos grupos lesão, diabético e lesão + 

diabético em todos os protocolos, o que denota uma reduzida resistência à fadiga 

destes grupos comparados ao grupo hígido. Nossos dados confirmam achados 

anteriores, como em um trabalho realizado em nosso laboratório utilizando o estudo 

eletromiográfico após lesão muscular por estiramento. Foram realizadas análises até 

96 horas após a lesão, sendo que em todos os protocolos houve um déficit motor 

nos animais lesionados (RAMOS, 2010).  

Nossos resultados também demonstraram uma redução da área sob a curva 

e da relação da intensidade de contração muscular com o tempo para que a força 

decaísse 50% da amplitude máxima, nos grupos lesão, diabético e lesão + diabético 

na segunda tetania do protocolo de 24 horas, comparados ao grupo hígido. Isto 

também foi visto no grupo diabético nas 3 tetanias do protocolo de 12 horas e na 

segunda tetania do protocolo de 48 horas nos grupos lesão e diabético. 

Sabe-se que a lesão do músculo-esquelético é caracterizada por uma perda 

imediata da capacidade de produzir força. A causa desta perda de força tem sido 

atribuída a fatores como um defeito no acoplamento excitação-contração (WARREN 

et al., 2001) e/ou a uma ruptura ou perda das estruturas geradoras de força como a 

actina e a miosina (THOMPSON et al., 1999). Crisco et al. (1994) demonstraram um 

déficit na força de tetania máxima imediatamente após lesão por contusão sendo 

que a recuperação a níveis normais ocorreu somente após 24 dias. Uchiyama et al. 

(2001) também apontaram uma redução na força de tetania em ratos após lesão por 

estiramento. O déficit funcional persistiu por 3 semanas nos animais analisados. 

Existem várias definições para a fadiga muscular, e uma delas é a incapacidade de 

manter a força de contração muscular por um período de tempo, como podemos 

observar em nosso trabalho. As principais características da fadiga muscular são: 

diminuição da força muscular e controle motor prejudicado com subseqüente dor 

muscular. Para elucidar o processo e mecanismos envolvidos, diversos estudos têm 

investigado como a fadiga se desenvolve durante os diferentes tipos de exercício 

(LOPES-MARTINS et al., 2006).  

Nos ratos que foram submetidos à lesão muscular (lesão e lesão + 

diabético), era esperado este prejuízo no desempenho motor com uma maior 
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suscetibilidade à fadiga, porém isto também foi encontrado nos animais do grupo 

diabético não submetido à lesão. Diversos pesquisadores têm demonstrado 

alterações nas propriedades estruturais, biomecânicas, elétricas e contráteis do 

músculo-esquelético de animais diabéticos (COTTER et al., 1993; FAHIM et al., 

1998; McGUIRE e MacDERMOTT, 1999). Similarmente aos nossos resultados, 

Cotter et al. (1993) demonstraram um prejuízo na resistência à fadiga no músculo 

sóleo de ratos diabéticos induzidos por streptozotocina e avaliados 4 meses após a 

indução. Ainda corroborando com nossos achados, Ljubisavljevic et al. (2010) 

também demonstraram uma redução na resistência à fadiga nos músculos sóleo e 

gastrocnêmio medial de ratos diabéticos.  

Embora seja provável que os efeitos sobre os músculos esqueléticos no 

diabetes ocorram como resultado da hiperglicemia, é possível que outros 

mecanismos, tais como a função vascular prejudicada e a diminuição da síntese 

proteica, podem ser limitantes do desempenho muscular em pacientes com 

diabetes. As mudanças vasculares, comuns no paciente diabético, causam 

deficiência hemodinâmica capilar e uma oferta reduzida de oxigênio e nutrientes 

para os músculos esqueléticos (KINDIG et al., 1998). O diabetes também pode 

causar o comprometimento neuromuscular em ambos os sítios, pré e pós-sináptico 

que podem representar fatores causais no retardo da velocidade de condução dos 

potenciais de ação (DOCKERY e SHARMA, 1990). É provável que estes fatores 

agiram conjuntamente para provocar o déficit motor encontrado em nosso estudo 

nos animais diabéticos. Juntamente com estas possíveis causas, a miostatina 

também pode ter agido para promover um prejuízo na resistência à fadiga muscular, 

visto que altos níveis de miostatina no mRNA em animais diabéticos tipo 1, pode 

indicar uma alta taxa de catabolismo proteico (CHEN et al., 2009). 
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6 CONCLUSÃO  

O modelo de lesão muscular por estiramento utilizado no presente trabalho, 

foi capaz de reproduzir algumas das características encontradas em outros modelos 

de lesão muscular, como o aumento da permeabilidade vascular, expressão 

aumentada de citocinas e déficit motor. 

Os resultados do presente estudo sugerem que o diabetes mellitus é um 

estado pró-inflamatório, com persistente expressão de citocinas como o TNF-a. 

Além disto, podemos observar uma elevada expressão de miostatina nos animais 

diabéticos, podendo ser uma das possíveis responsáveis pelo maior 

comprometimento muscular encontrado nos animais diabéticos. 

Com base nos resultados obtidos no teste de caminhada (walking track 

analysis), podemos observar que a recuperação funcional apresenta-se retardada no 

animal diabético. Além disso, observou-se menor resistência muscular localizada à 

fadiga em ambos os grupos diabéticos, com e sem lesão muscular.       
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