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RESUMO

Introducéo: A disfuncdo endotelial, precursora de doencas vasculares, é modulada
pela inflamacéo sistémica, intensificada no diabete melito tipo 2 (DM2). Modelos
induzidos por estreptozotocina (STZ) permitem investigar a relacédo entre inflamacdo
sistémica e alteracdes vasculares precoces, especialmente na aorta.

Objetivo: Avaliarinflamacéo sistémica e vascular em ratos Wistar diabéticos induzidos
por STZ, por meio da dosagem plasmatica de IL-6 e TNF-a e da andlise histolégica/
imuno-histoquimica (CD68) em diferentes segmentos da aorta.

Método: Estudo experimental com 20 ratos machos distribuidos em controle (n = 10)
e diabético (n = 10). Amostras plasméticas foram analisadas para IL-6 e TNF-q, e
segmentos da aorta submetidos & histologia e imuno-histoquimica.

Resultado: Ratos diabéticos apresentaram aumento significativo de TNF-a (p < 0,05),
confirmando inflamacéo sistémica. IL-6 permaneceu inalterada. N&o houve inflamacéo
vascular detectdvel em nenhum dos segmentos adrticos estudados (histologia e CD68).
Conclusdo: O modelo demonstrou inflamacédo sistémica associada ao DM2. Néo
houve evidéncia de inflamacdo vascular detectdvel em nenhum dos segmentos da
aorta estudados. Os achados reforcam a utilidade de marcadores sistémicos, como
TNF-0, na deteccdo precoce do risco cardiovascular em diabéticos.
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ABSTRACT

Introduction: Endothelial dysfunction, a precursor of vascular diseases, is modulated
by systemic inflammation, intensified in type 2 diabetes mellitus (T2DM). Streptozotocin
(STZ)-induced models allow investigating the relationship between systemic inflammation
and early vascular changes, especially in the aorta.

Objective: To evaluate systemic and vascular inflammation in STZ-induced diabetic
Wistar rats by measuring plasma IL-6 and TNF-a and histological /immunohistochemical
analysis (CD68) in different aortic segments.

Method: Experimental study with 20 male rats distributed as control (n = 10) and
diabetic (n = 10). Plasma samples were analyzed for IL-6 and TNF-q, and aortic
segments were subjected to histology and immunohistochemistry.

Result: Diabetic rats showed a significant increase in TNF-a (p < 0.05), confirming
systemic inflammation. IL-6 remained unchanged. There was no detectable vascular
inflammation in any of the aortic segments studied (histology and CD68).
Conclusion: The model demonstrated systemic inflammation associated with T2DM.
There was no evidence of detectable vascular inflammation in any of the aortic segments
studied. These findings reinforce the usefulness of systemic markers, such as TNF-q, in
the early detection of cardiovascular risk in diabetics.
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Mensagem Central

Em um modelo experimental de diabete
melito fipo 2, observa-se aumento da
inflamacéo sistémica (niveis de TNF-a
elevados), mas sem sinais de inflamacéo
vascular  defectdvel, em  diferentes
segmentos da parede da aorfa. Esses
achados indicam que a agresséo
vascular no diabete pode comecar de
forma silenciosa, antes da instalagdo
da aterosclerose visivel, reforcando
a importancia  do  diagndstico e
intervengdo precoce.

Perspectiva

Os resuliados deste estudo sugerem que
a inflamagéo  sistémica no  diabefe
antecede eventual inflamagéo vascular
defectdvel,  analisando-se  diversos
segmentos da artéria aorfa. Desse modo,
abre oportunidade para ferapias que
visem modular a resposta inflamatdria
antes do  desenvolvimento  da
aterosclerose. O modelo experimental
de diabete tipo 2, com a utilizacgo de
estreptozotocina (STZ), pode contribuir
para identificar marcadores precoces
e orienfar estratégias de prevencgo
das complicacées cardiovasculares em
pacientes diabéticos.
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INTRODUCAO

inflamacéo crénicade baixo grau éreconhecida

como um dos principais mecanismos

fisiopatolégicos associados ao diabete melito
(DM), particularmente no que se refere ao aumento do risco
cardiovascular. Pacientes ele apresentam maior propenséo
ao desenvolvimento de aterosclerose, fenémeno que
decorre da interacdo complexa entre fatores metabdlicos,
imunolégicos e hemodindmicos. Nesse cendrio, as citocinas
pré-inflamatérias, como a interleucina-6 (IL-6) e o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), assumem papel central por
modularem processos de resisténcia insulinica, disfuncéo
endotelial e remodelamento vascular.'

Paralelamente, a afivacdo de macréfagos na
parede vascular consfitui evento critico na progresséo
da inflamacédo local. O marcador CDé48, classicamente
utilizado como indicativo da presenca de macréfagos
teciduais, permite avaliar a intensidade e a distribuicéo
regional da resposta inflamatéria em diferentes segmentos
da drvore arterial. A heterogeneidade da aorta, com
variacdes estruturais e hemodindmicas entre  seus
segmentos, pode influenciar a infiliracdo celular e a
resposta inflamatéria, configurando potenciais padres
regionais de vulnerabilidade ao dano vascular.*¢

A investigacdo simultdnea de mediadores inflamatérios
sisttmicos e de marcadores celulares de inflamacdo
vascular em modelo experimental de diabete fornece
subsidios importantes para a compreenséo da interface
entre inflamacdo sistémica e inflamacdo local. Além
disso, o estudo dessas varidveis em diferentes regides
da acorta pode contribuir para esclarecer mecanismos
iniciais da aterogénese em individuos diabéticos,
oferecendo perspectivas para a identificacdo de alvos
terapéuticos e estratégias de prevencdo de complicacdes
cardiovasculares.”?

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivos
avaliar a presenca de inflamacédo sistémica por meio da
dosagem plasmdtica de IL-6 e TNF-0, bem como investigar
a expressdo de CD68 em diferentes segmentos da aorta
de ratos diabéticos, buscando identificar possiveis padrées
regionais de inflamacdo vascular associados ao diabete.

METODO

Trata-se de um estudo experimental, aprovado
pelo Comité de Efica no Uso de Animais do Sefor
de Ciéncias Biolégicas (CEUA-UFPR), protocolo n®
23075.065293/2022-16, em conformidade com a Lei
n® 11.794/2008 e normas de experimentacdo animal
vigentes (Figura 1).

Foram obtidos 20 ratos machos da linhagem Wistar
(Rattus norvegicus, var. albinus), a partir de acasalamento
prévio, e mantidos em gaiolas pldsticas padréo, sob ciclo
claro/escuro de 12 h, temperatura de 23 = 1°C, com livre
acesso & dgua e racdo comercial (Nuvital Nutrientes Ltda,
Curitiba, PR). Os animais foram distribuidos aleatoriamente
em 2 grupos: controle (GC, n = 10) e diabético (GD, n =
10).

A inducdo ocorreu no 52 dia pds-natal, por injecdo
intraperitoneal Gnica de estreptozotocina (STZ, 100 mg/
kg), dissolvida em tampé&o citrato 10 mM (pH 4,5). Os
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animais do grupo controle receberam apenas o tampdo
citrato. A confirmacdo do diabete foi realizada aos 80 dias
de vida, por teste de toleréncia & glicose (GTT).

Durante o experimento, os animais foram pesados
semanalmente e o crescimento avaliado mensalmente
pelo indice de Lee. Aos 90 dias, foram eutanasiados
por decapitacdo, com coleta de sangue em tubos
heparinizados, centrifugado a 4528 g por 7 min. O
plasma obtido foi armazenado a -80°C. A artéria aorta
foi removida e segmentada (arco e abdominal), fixada em
formalina e posteriormente armazenada em dlcool 70%
para andlises histoldgicas e imuno-histoquimicas.

As concentracdes plasmdticas de interleucina-6 (IL-6) e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) foram determinadas
por ensaio imunoenzimdtico (ELISA), conforme instrucdes
dos fabricantes (Biomatik, Ontdrio, Canadd). A andlise
histolégica (hematoxilina-eosina e tricrémio de Gomori)
e a imuno-histoquimica para CD68 foram realizadas no
Laboratério loshii Patologia Diagnésticos e Consultoria
LTDA, Curitiba-PR.

Andlise estatistica

Os dados foram avaliados quanto & normalidade
pelo teste de Shapiro-Wilk. As comparacdes entre grupos
foram feitas pelo teste t de Student ou teste de Mann-
Whitney, considerando p<0,05 como significativo.

RESULTADO

O ganho de massa corporal foi monitorado
semanalmente da 4° & 139 semana de idade. Né&o foram
observadas diferencas significativas entre os grupos no
ganho de massa corporal ou na érea sob a curva (AUC)
do indice de Lee.

No teste de tolerdncia & glicose intravenosa
(ivGTT), realizado aos 80 dias, os animais diabéticos
apresentaram intoleréncia acentuada & glicose em
relac&o aos controles (p < 0,0001, Figura 2).

A andlise por ELISA revelou niveis plasmadticos
de TNF-a significativamente mais elevados no grupo
diabético (p<0,0001), sem diferencas nas concentracdes
de IL-6 entre os grupos (Figura 3).

A avaliacéo histopatolégica dos segmentos da aorta
evidenciou, nos animais diabéticos, células endoteliais
exuberantes, degeneracédo
vacuolar variando de leve a intensa. Né&o foram

depésitos  mixoides e
detectados macréfagos na histologia e nem na imuno-
histoquimica para CD68, com excecdo de poucos
macréfagos em linfonodo de 1 Amostra (Tabela e Figura
4). O grupo controle ndo apresentou alteracdes. Né&o
houve diferenca estatistica entre os segmentos do arco
da aorta e da aorta abdominal.

DISCUSSAO

Modelos experimentais induzidos ao diabete por
estreptozotocina  (STZ)  sdo
para compreender os mecanismos inflamatérios e

ferramentas  essenciais
aterosclerdticos associados & hiperglicemia crénica. A
administracdo intraperitoneal de STZ no 5° dia pés-natal,
como utilizada neste estudo, reproduz caracteristicas
relevantes do diabete melito tipo 2 (DM2) e permite
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Legenda: STZ-ip: Streptozotocina infraperitoneal; GTT-iv: Teste de tolerdncia & glicose intravenoso.
FIGURA 1 — Esquema do delineamento experimental
TABELA — Achados histopatolégicos e imuno-histoquimicos nos
segmentos adrticos de ratos diabéticos 600+ = Controle
=5 -u- Diabético
o
DIABETICO Exuberantes Mixoides Vacuolar CD68 £ Aren 5ot 8 Curva [AUC]
Animal 11 @ - -
Amostia 1 AA 03531 N s 2 __§ 200- /\\_—‘ i"'
Amosira 2 AA 0,2568 S S 2 o [
E
Amostra 3 AAB 0,1947 N N 1 ,_—l
Amosita 4 AAB 01605 N N 0 ? BASAL 5 15 30' 60' 120" e Tiewier
Animal 12 Tempo (min)
Amosira 1 AA 0321 S s 3 Legenda: A glicemia foi medida aos 5, 15, 30, 60 e 120 min apés a injecdo de glicose. Os valores de
Amostra 2 AA 0,2889 N S 2 AUC foram calculados para cada grupo. A normalidade foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk e a
Amostra 3 AAB 01798 N N ] comparacéo estafistica realizada pelo teste t de Student (**** p <0,0001).
Amostra 4 AAB 0,605 S S 2 FIGURA 2 — Teste de toleréncia a glicose intravenosa (ivGTT) em
Animal 13 ratos controle e diabéticos aos 80 dias de idade.
Amostra T AA 0,2054 N N 1
Amostra 2 AA 01926 5 S 2
Amostra 3 AAB 0,1477 N N 1
Amosira 4 AAB 0,1412 N N 1 Citocina IL6 P9 Citocina TNFa -
Animal 14 §
Amostra 1 AA 0,2568 S S 3 %
Amostra 2 AA 01926 N S 2 . = 1
3 % -
Amostra 3 AAB 0,1605 N N 1 I Corerce
Amosira 4 AAB 01605 N s 2 z 4 - Loz
Animal 15 1
Amosia 1. AA 0,3852 s s 3 8 0 =
Amostra 2 AA 0,2568 S S B Controle Diebésico Corirole Disbético
Amostra 3 AAB 0,1733 N N 1 Legenda: A normalidade foi confirmada pelo teste de Shapiro-Wilk e a comparacdo entre os grupos
Amostra 4 AAB 0,1605 N N 1 realizada pelo teste t de Student (* *** p <0,0001).
Animal 16 FIGURA 3 — Andlise estatistica dos niveis plasmaticos de TNF-a e IL-6
Amosira 1. AA 0,2247 N N 1 em ratos controle e diabéticos.
Amostra 2 AA 0,1926 N S 2
Amostra 3 AAB 0,1605 N N 1
Amostra 4 AAB 0,1541 S S 2
Animal 17
Amostra 1 AA 0,2568 S 8§ 3
Amostra 2. AA 0,2375 N N 1
Amostra 3 AAB 0,1605 N N 1
Amostra 4 AAB 0,1605 N 8§ 2
Animal 18
Amostra 1 AA 0,3338 S S 3
Amostra 2 AA 0,2531 S 8§ B
Amostra 3 AAB 0,1669 N N 1
Amostra 4 AAB 0,1412 N N 1
Animal 19
Amostra 1 AA 0,2375 S S 2
Amostra 2 AA 0,2054 N 5 3
Amostra 3. AAB 0,1605 N N 1
Amostra 4 AAB 0,1541 N N 1
Animal 20
Amostra 1 AA 0,244 S § 3 o - )
Legenda: A) Coloragéio por hematoxilina-eosina (HE) da aorta abdominal; B) HE do arco aértico; C)
Amosira 2 AA 01798 S S 2 imuno-histoquimica para CD68 no arco adrtico evidenciando auséncia de macréfagos; D) imuno-
Amostra 3 AAB 0,1605 N N 1 histoquimica para CD68 na aorta abdominal mostrando macréfagos esparsos em linfonodo (anti-
Amosira 4 AAB 01605 N N 1 CDo8, 400%).
Legenda: Foram analisadas 4 Amostras de cada animal (2 do arco adrfico e 2 da aorta abdominal). FIGURA 4 — Imagens histolégicas e imuno-histoquimicas

Avaliaram-se hiperplasia de células endoteliais, depsitos mixoides, degeneracdo vacuolar (graus 1 a . d . d
3) e presenca de macréfagos CD68-positivos. Abreviacdes: AA, arco adrtico; AAB, aorta abdominal; representativas e segmentos aorticos e ratos
N, néo; S, sim; grau 1, leve; grau 2, moderado; grau 3, intenso. diabéticos.
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avaliar precocemente alteracdes vasculares. Essa via
de administracdo apresenta seguranca, eficdcia e
aplicabilidade em protocolos experimentais.'®2

No presente trabalho, a inducdo diabética resultou
em hiperglicemia persistente aos 80 dias, confirmando a
efetividade do modelo. Apesar da alteracdo glicémica,
ndo houve perda de peso significativa, sugerindo que,
nesse estdgio, o metabolismo sistémico dos animais
ainda n&o apresentava comprometimento grave, achado
compativel com estudos que descrevem a progressdo
gradual das alteracées metabdlicas em modelos jovens de
DM induzido por STZ.™3*

A andlise sorolégica demonstrou aumento significativo
de TNF-a no grupo diabético, enquanto os niveis de IL-6
permaneceram inalterados. Este perfil inflamatério sugere
desequilibrio imunolégico: o TNF-a, reconhecido como
mediador central da inflamacdo vascular, estimula a
expressdo de moléculas de adesGo endotelial, promove
o recrutamento de leucécitos e intensifica o estresse
oxidativo. A auséncia de elevacdo da IL-6 pode refletir
exaustdo imunolégica por inflamacéo crénica ou estdgio
precoce da doenca. Estudos indicam que IL-6 e TNF-a
frequentemente atuam de forma sinérgica na aterogénese,
e o descompasso nessa interacdo pode influenciar a
cronologia da lesdo vascular.™"

Do ponto de vista morfolégico, a presenca de
células endoteliais exuberantes, depésitos mixoides e
degeneracdo vacuolar, sem deteccdo de macréfagos
ou células espumosas, sugere alteracdo estrutural inicial,
anterior ao infiltrado inflamatério tipico da aterosclerose. A
imunomarcacdo negativa para CD68 reforca a auséncia
de infiltracdo macrofdgica significativa. Esses achados se
alinham a estudos que descrevem a disfuncdo endotelial
como evento precoce, potencialmente reversivel, na
sequéncia que culmina em inflamacdo e formacdo de
placa aterosclerdtica.'®”

A auséncia de inflamacdo vascular detectdvel neste
estdgio ndo invalida a hipétese de evolucdo futura para
lesdes aterosclerdticas avancadas. Pelo contrdrio, o
aumento isolado de TNF-a sugere ativacdo inflamatéria
sistémica capaz de impactar a parede vascular ao longo
do tempo. Esse momento pode representar janela critica
para intervencdes terapéuticas voltadas & modulacdo
precoce da resposta inflamatéria.2%?

Assim, este estudo contribui para a caracterizacdo
de modelo experimental de DM2 com potencial para
investigacdes futuras sobre a interacdo entre inflamacdo
sisttmica e remodelamento vascular. A integracdo de
andlises temporais, incluindo marcadores adicionais como
IL-1B, PCR e VCAM-1, dliada & avaliacdo funcional da
reatividade vascular, poderd aprofundar a compreensdo
sobre a sequéncia de eventos que ligam a hiperglicemia
& inflamacdo e ao dano arterial. Esses dados podem
subsidiar o desenvolvimento de estratégias diagndsticas
e ferapéuticas mais precoces e eficazes no contexto das
complicacdes cardiovasculares do diabete melito.

CONCLUSAO

A indugdo de diabete melito tipo 2 com STZ no 5° dia
pés-natal mostrou-se eficaz, resultando em hiperglicemia

persistente e aumento significativo de TNF-@, sem alteracéo
nos niveis de IL-6 e sem perda de massa corporal. N&o
foi detectada inflamacéo tecidual nos segmentos de aorta
avaliados, sugerindo que o modelo representa estdgio
inicial de disfuncdo endotelial. Esses resultados reforcam
o potencial do modelo para estudos sobre mecanismos
precoces de les@o vascular no diabete melito tipo 2.
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