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INFORMAQ@ES SOBRE O ARTIGO RESUMO

Historico do artigo: Objetivos: a lesdo muscular por esmagamento (lesdo por compressdo muscular) estd asso-

Recebido em 11 de outubro de 2013 ciada a manifesta¢des sistémicas conhecidas como sindrome do esmagamento. A reagcdo

Aceito em 23 de janeiro de 2014 inflamatéria sistémica pode também ser desencadeada pela lesdo muscular isolada. O obje-

On-line em 1 de agosto de 2014 tivo deste estudo foi investigar os niveis plasmaticos de interleucinas (IL) 1, 6, 10 e TNF-q,
marcadores de uma possivel reacdo inflamatéria sistémica, apés a lesdo muscular isolada

Palavras-chave: resultante da compressdo de membros inferiores de ratos.

Sindrome de esmagamento Meétodos: ratos Wistar machos foram submetidos a uma hora de compressao dos membros

Modelos animais inferiores por uma faixa de borracha. Os niveis plasmaticos de IL 1, 6, 10 e TNF-a foram

Interleucinas medidos uma, duas e quatro horas apés a liberagdo da compressao.

Fator de necrose tumoral « Resultados: os niveis plasmaticos de IL 10 diminuiram quando comparados com outros gru-

pos com diferenca estatisticamente significante (p <0,05). Ndo houve deteccao, pelo método,
da presenca de IL 1, 6 e TNF-a.
Conclusdo: nossos resultados demonstraram que as altera¢oes dos niveis plasmaticos de IL
10 encontradas podem ser um sinal da presenca de interleucinas circulantes nesse modelo
de compressao de membros inferiores de ratos.
© 2014 Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. Publicado por Elsevier Editora
Ltda. Todos os direitos reservados.

Plasma cytokine expression after lower-limb compression in rats

ABSTRACT

Keywords: Objectives: muscle injury due to crushing (muscle compression injury) is associated with
Crush syndrome systemic manifestations known as crush syndrome. A systemic inflammatory reaction
Animal models may also be triggered by isolated muscle injury. The aim of this study was to investigate
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Interleukins
Tumor necrosis factor a

the plasma levels of interleukins (IL) 1, 6 and 10 and tumor necrosis factor alpha (TNF-
-a), which are markers for possible systemic inflammatory reactions, after isolated muscle
injury resulting from lower-limb compression in rats.

Methods: male Wistar rats were subjected to one hour of compression of their lower limbs
by means of a rubber band. The plasma levels of IL 1, 6 and 10 and TNF-a were measured
one, two and four hours after the rats were released from compression.

Results: the plasma levels of IL 10 decreased in relation to those of the other groups, with
a statistically significant difference (p <0.05). The method used did not detect the presence
of IL 1, IL 6 or TNF-a.

Conclusion: our results demonstrated that the changes in plasma levels of IL 10 that were
found may have been a sign of the presence of circulating interleukins in this model of

lower-limb compression in rats.
© 2014 Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. Published by Elsevier Editora

Ltda. All rights reserved.

Introducao

Estd bem estabelecido que o trauma musculoesquelético esta
associado a uma importante resposta inflamatéria mediada
por um complexo sistema biolégico de mediadores quimicos.!
Tais mecanismos estdo presentes nas lesdes musculares.’
Além da resposta inflamatéria local, érgaos distantes estdo
sujeitos aos efeitos desses mediadores.’ A sindrome da res-
posta inflamatéria sistémica (SIRS) é uma complicacdo grave
desse processo.n*

A sindrome de esmagamento (SE) € a repercussao sistémica
das lesdes musculares, especialmente quando os membros
inferiores sdo afetados.” O tipo de lesdo muscular associado
a SE ocorre por compressdo, como na situacdo de vitimas sob
escombros. Classicamente hd um extravasamento de mioglo-
bina na circulagéo, com repercussoes renais e em muitos casos
a insuficiéncia renal.® Outros mecanismos relacionados com
a SE tém sido estudados, com especial interesse na resposta
inflamatéria.”:

Citoquinas sdo mediadores quimicos estudados na
inflamacdo e na SIRS. Agem como fatores quimiotaxicos para
células inflamatérias, como neutréfilos, e sdo capazes de
promover repostas clinicas sistémicas, como dor e febre.’
A producdo de citoquinas anti-inflamatérias ocorre simul-
taneamente durante o processo e diminui ou até cessa a
inflamagdo.’® Atualmente, diversas citoquinas s@o conhe-
cidas. Dentre as mais estudadas, as interleucinas (IL) 1, 6
e TNF-a (fator de necrose tumotal o) caracterizam-se por
estar fortemente associadas ao processo inflamatério e a IL
10 caracteriza-se pela funcdo antagdnica as anteriores, ou
seja, acdo anti-inflamatéria. A propor¢do entre a producdo
de citoquinas pré e anti-inflamatérias parece determinar a
gravidade da reposta inflamatéria.®

Recentemente desenvolvemos um modelo experimental
para compressao de membros inferiores de ratos com as carac-
teristicas de uma lesdo muscular por esmagamento.® Com
o objetivo de contribuir para a compreensdo da fisiopatolo-
gia da compressdo muscular em nivel celular e molecular,
investigamos, neste artigo, se as citoquinas plasmaticas estdo
presentes em ratos submetidos a compressdo muscular dos
membros inferiores em um modelo experimental que simule
a lesdo muscular por esmagamento.

Material e métodos

Apés a aprovacdo do comité de ética para pesquisa em ani-
mais, ratos Wistar adultos, com 250-300g, n = 24, foram
privados de comida, com acesso livre a 4gua em um periodo
de 12 horas antes dos experimentos. Sob anestesia geral
(pentobarbital, intraperitoneal, 30 mg/kg e xilazina 2% intra-
muscular, 5 mg/kg), os animais foram mantidos em respiracdo
esponténea no inicio dos experimentos. Apos a estabilizacdo
clinica, 24 animais foram randomizados e divididos em qua-
tro grupos (n=6), de acordo com o tempo de sobrevida apés
liberacao da compressao (uma hora, seis horas e quatro horas)
ou grupo controle (n = 6). Uma faixa de borracha eléstica (faixa
de Esmarch) de 10cm de largura e 80cm de comprimento
foi firmemente aplicada com 10 voltas sobre ambos os mem-
bros inferiores, de forma simultanea, pelo mesmo pesquisador
(fig. 1). A pressao produzida pela faixa foi mensurada com
valor de 300 mmHg, com o uso de uma variacdo do método
de Whitesides, com a faixa ainda aplicada (fig. 2).!* Apds
uma hora, a faixa foi retirada. Anestesia foi complementada
quando necessario. De acordo com a prévia randomizacao,
a eutanasia foi feita ap6s uma, duas e quatro horas depois
da retirada da faixa. Controles foram mantidos sob aneste-
sia geral por quatro horas, sem compressao ou qualquer outro
procedimento. A eutanasia foi feita com pentobarbital intrape-
ritoneal (80 mg/kg) e amostras de sangue (2mL) coletadas por
puncdo do coracao com agulha e seringa. O sangue retirado
foi centrifugado imediatamente (4° C) e o plasma foi conge-
lado (-80° C) para posterior andlise das citoquinas. O desenho
experimental desse modelo foi estabelecido e previamente
conduzido por nosso grupo de pesquisa.®

Expressao de interleucinas 1, 6, 10 e TNF-«

Amostras de sangue foram coletadas (2mlL) por puncao
cardiaca imediatamente antes da eutandsia. Foram centri-
fugadas por 10 minutos em 1.000g (4° C) e o sobrenadante
(aproximadamente 1mL de plasma) foi colocado em tubos
plasticos eppendorf a -80° C para analise posterior. A expressao
de interleucinas 1, 6 e 10 e do TNF-a foi feita de acordo
com as instrugdes do fabricante (PharMingen - OptEia®, BD
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Figura 1 - Faixa de Esmarch aplicada com 10 voltas
em torno dos membros inferiores.

Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Inicialmente, os pogos
da placa de leitura receberam o anticorpo especifico (Bio-
tinylated anti-rat IL 1, anti-rat IL 6, anti-rat IL 10 ou TNF-«
monoclonal antibodies; PharMingen - OptEia®). As placas
foram incubadas por 12horas (4° C). Os pogos foram lavados
por cinco vezes com solucédo salina em tampao fosfato (PBS)
com 0,05% Tween-20 (Polyoxyethylene sorbitan monooleate,
Sigma®, USA) (solucdo padrdo). Depois, 200 uL da solucédo
salina em tampéao fosfato (pH=7,0) com 10% de «soro fetal
bovino» foram adicionados nas placas, que foram incubadas
por 30 minutos a 4° C. Na sequéncia, as placas foram lavadas
com a solugdo padrdo. A primeira coluna da placa (oito pogos)
recebeu 100 pL da solugdo do antigeno (IL 1, IL 6, IL 10 ou
TNF-a) em dilui¢des crescentes (PharMingen - OptEia®). A
seguir, foram adicionados 100 pL de cada uma das amostras
nas células a partir da segunda coluna (a primeira coluna,
como descrevemos, foi reservada para a construgdo da curva
padrdo de cada uma das interleucinas estudadas). Cada
amostra foi estudada em duas células contiguas para que
pudéssemos trabalhar com a média dos valores obtidos. O
periodo de incubacdo nessa fase foi de duas horas e seguiu-se,
novamente, a lavagem das células (cinco vezes) com a solucéo
padrdo. Anticorpos monoclonais ligados a biotina foram
adicionados as placas monoclonais (Biotinylated anti-rat,
PharMingen - OptFEia®). Apés incubagdo por uma hora, os
pocos foram novamente lavados com a solu¢ao padrao. Nessa
fase, foram incorporados para cada pogo 100 pL de HRP (horse
radish peroxidase) conjugada a avidina. As placas foram incuba-
das por 30 minutos e lavadas sete vezes com a solug¢éo padrao.
Na fase final, foram adicionados 100 uL de tetrametilbenzi-
dina e peréxido de hidrogénio. As placas foram incubadas por
30 minutos. Resultados finais foram obtidos com espectro-
fotometria (onda de 570nm, para IL 1, IL 6 e IL 10 e onda de
450 nm para TNFa).

Figura 2 - Método de Whitesides modificado. Seringa
preenchida com ar com o &mbolo tracionado com 15mL
conectada a uma «torneira de trés vias», conectada a um
tubo plastico com ar e a outro tubo preenchido até a metade
com soro fisiolégico. Tubo conectado a um
esfignomandmetro de merciirio e o outro tubo conectado a
uma agulha entre a pele e a faixa de Esmarch. Com a
padronizacdo de 10 voltas da faixa de Esmarch, a pressao
necessaria para deslocar o menisco liquido foi de

300 mmHg. Esquema do experimento (escalas nao
correspondem a realidade para melhor compreensio

do método).

Andlise estatistica

A estatistica foi analisada com o software SigmaStat® (Sig-
maStat for Windows Version 1.0, Copyright 1992-1994, Jandel
Corporation). Foi usado o teste ndo paramétrico de Kruskal-
-Wallis (Anova by ranks test) com os resultados descritos com
a mediana e o intervalo interquartil. Na sequéncia, foram fei-
tos pds-testes para comparagdo de pares nos grupos. Para tal,
foi usado o teste t de Student-Newman-Keuls. Para comparar
os pares apds o teste de Kruskal-Wallis, foi usado o teste de
Dunn.

Resultados

O plasma dos animais foi investigado para a presenga
de interleucinas pré-inflamatérias (IL 1, IL 6 e TNF-a)
e anti-inflamatérias (IL 10). Nao foi detectada, para o
limite do método usado, a presenca das interleucinas pré-
-inflamatérias. Ao contrario, a IL 10 foi encontrada em todos
os animais estudados e, apés um aumento inicial, apresentou
uma diminuicdo progressiva da sua concentracdo plasma-
tica (fig. 1). As medianas obtidas foram 0,09 pg/mL (0,073-0,17
pg/mL) para o controle, 0,142 pg/mL (0,085-0,259 pg/mL) para
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Figura 3 - Variac¢6es encontradas dos niveis plasmaticos
de interleucina 10 durante o experimento.

* Significativo quando comparados os grupos apés uma
e quatro horas da liberagcdo da compressao (p <0,05).

uma hora, 0,09 pg/mL (0,061-0,121 pg/mL) para duas horas e
0,03 pg/mL (0,020-0,047 pg/mL) para quatro horas (Kruskal-
-Wallis Analysis of Variance on Ranks). No ultimo periodo de
estudo (quatro horas apds a liberacdo da compressdo mus-
cular), essa diminuicdo adquiriu significancia estatistica em
comparag¢do com o grupo uma hora (teste de Dunn p <0,05)

(fig. 3).

Discussao

Existem diversos modelos experimentais para o estudo
da lesdo por compressio muscular e sindrome de
esmagamento.”®'>%> Com nosso modelo, os resultados
demonstraram alteracdes significantes dos niveis de IL 10
ap6s quatro horas da liberagdo da compressao.

Embora os resultados mais reprodutiveis tenham sido
encontrados em modelos experimentais, ensaios clinicos rela-
cionam os niveis de citoquinas plasmaticas e a gravidade de
pacientes com multiplas lesdes trauméticas.'® Recentemente,
os modelos de SE tém focado ndo apenas nos achados cléssi-
cos da SE, mas também em altera¢des sistémicas relacionadas
com a resposta inflamatéria.”® Entretanto, dentro do que revi-
samos na literatura, ndo hé estudos que relacionem a SE com
a producao de interleucinas 1, 6, 10 e do TNF-a no plasma,
como neste estudo.

Interleucinas sdo polipeptideos produzidos por células
inflamatoérias e exercem sua agao local préximo de onde foram
produzidos.'” Fibras musculares danificadas podem produzir
citoquinas como TNF-a, IL 1 e IL 6 (2). Quando hd uma grande
producdo das interleucinas, ocorre um extravasamento dessas
substancias para o plasma. Nessas condic¢des biolégicas, algu-
mas dessas citoquinas serviriam de gatilho para uma reacao
inflamatéria sistémica.'’

Resultados interessantes indicam que a IL10 tem um papel
regulatério importante nas repostas imunoldgicas e inflama-
térias, pela sua capacidade de inibir a producdo de citoquinas

pré-inflamatérias por monécitos.'® A IL 10 diminui os niveis
de inflamac&o induzida pelo TNF alfa em células endoteliais,
como a producédo de espécies reativas de oxigénio e adesdo de
leucécitos ao endotélio.'® N&o é claro se a IL 10 esta ligada
a lesdo muscular, mas ha alguma evidéncia de que niveis
moderados a elevados de IL 10 inibam a producao de IL 1 e
IL 6 em tais condi¢des.?’ Nossos achados (aumento de IL 10
e ndo identificacdo de citoquinas inflamatérias) podem ser
explicados por essas interacdes entre a IL 10 e as citoquinas
inflamatorias.

Nesse modelo, citoquinas pré-inflamatérias ndo foram
encontradas no plasma apéds a lesdo causada pela compres-
sdo isolada dos membros inferiores de ratos. Na revisdo
da literatura, encontramos dados que ajudam a discutir a
nio deteccdo dessas substincias. H4 alguma evidéncia de
que a IL 6 seria produzida apenas em musculos contraidos
no momento do trauma.? Por causa do efeito da anestesia,
no modelo aqui proposto os musculos estariam relaxados no
momento da aplicacdo da compressao, fato que pode corro-
borar os resultados negativos encontrados na producao de
citoquinas inflamatdrias. Além disso, é possivel que varia¢oes
sutis da concentracdo de IL 1, IL 6 e TNF-a ndo tenham
sido detectadas nesse modelo pelos limites da metodologia
empregada ou mesmo pelos tempos que determinamos
para a deteccdo (uma, duas e quatro horas), pois sabemos
que as interleucinas podem ter uma meia-vida de apenas
alguns minutos. E importante reforcar que a IL 10 esteve
presente uma hora apés a liberacdo da compressdo e que
houve uma diminuicao progressiva das concentracdes plas-
maticas ao longo do experimento. Como dito anteriormente,
estudos sugerem que a reacdo inflamatoéria final depende da
resultante entre os mediadores pré e anti-inflamatérios.?°
Indiretamente, o decréscimo da concentracdo plasmatica de
IL 10 poderia estar relacionado com a presenca circulante
deIL 1, IL 6 e TNF-a. Como conclusdo, embora a IL 10 seja uma
citoquina anti-inflamatoéria, os niveis encontrados podem ser
um sinal indireto da presenca de interleucinas inflamatérias
nesse modelo de compressao muscular em ratos.

Conclusoes

Nosso modelo experimental de lesao muscular por com-
pressao (lesdo muscular por esmagamento) demonstrou a
presenca e a variacdo dos niveis de IL 10 no plasma, com um
pico uma hora apés a liberagdo da compressdo e diminuicdo
dos valores encontrados quatro horas apés.
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