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RESUMO



O diabetes mellitus (DM) esta associado a diversas doencas
vasculares e cardiacas. Nos ultimos anos, aumentaram as evidéncias de que
pacientes diabéticos sdo acometidos por uma forma de doenca miocdrdica
denominada miocardiopatia diabética. O aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), causado por alteracdes metabélicas induzidas pelo
DM, é um dos principais mecanismos desencadeadores de alteracdes miocardicas.
A maior fonte de EROs no sistema cardiovascular esta relacionada a atividade da
familia de enzimas da NADPH oxidase. Em relacdo ao DM, ha evidéncias de que a
elevacdo da glicose sérica, induzida por estreptozotocina em camundongos ou em
pacientes diabéticos, causa aumento na atividade da NADPH oxidase nos vasos.
Sendo o sistema NADPH oxidase o principal responsdvel por desequilibrio no
sistema de producdo e eliminacdo de EROs, e também por estar envolvido em
muitas patologias cardiacas, estudos a respeito de seu bloqueio tém aumentado
nos ultimos anos. O objetivo do presente trabalho foi analisar a influéncia da
inibicdo da NADPH oxidase por apocinina sobre o remodelamento cardiaco de
ratos com DM. Foram utilizados ratos Wistar machos com 6 meses de idade,
divididos em 4 grupos: controle (CTL, n=15), controle+apocinina (CTL+APO,
n=20), diabético (DM, n=20) e diabético+apocinina (DM+APO, n=20). O diabetes
foi induzido por estreptozotocina. Apés 7 dias, foi iniciado tratamento com
apocinina e mantido por 8 semanas. A avaliacdo estrutural e funcional in vivo do
coracdo foi realizada por ecocardiograma. O estudo funcional in vitro foi
realizado em musculo papilar isolado do ventriculo esquerdo (VE) em condicdes
basal e apds estimulacdo com manobras inotrdpicas (contracdo pos-pausa,
aumento da concentracdo extracelular de calcio e adicao de isoproterenol a
solucdo nutriente). Para andlise de varidveis anatomicas foram medidos os pesos
umidos e secos do VE, ventriculo direito (VD), atrios, pulmao e fragmento do
figado. Cortes histolégicos do VE foram utilizados para medida da fracdo coldgena
intersticial. As enzimas antioxidantes glutationa peroxidase (GSH-Px), catalase e
superoxido dismutase (SOD) foram dosadas no soro. Amostras do VE foram
utilizadas para medidas da concentracdo de hidroxiprolina e quantificacdo do
estresse oxidativo através da dosagem de malonaldeido (MDA) e andlise da

atividade da NADPH oxidase. As comparacdes entre os grupos foram realizadas
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por ANOVA, esquema fatorial 2x2. Ao final do experimento, o peso corporal (PC)
foi estatisticamente menor e a glicemia maior nos animais diabéticos. O estudo
ecocardiografico mostrou aumento do atrio esquerdo, do didametro diastélico do
VE e de sua massa normalizados pelo PC nos animais diabéticos, e a apocinina nao
interferiu nesses indices. Os indices de funcao sistélica do VE in vivo mostraram-
se comprometidos nos grupos diabéticos; no entanto, a apocinina ndo causou
alteracdes nesses indices. Em relacdo a funcdo diastdlica, houve aumento do
tempo de relaxamento isovolumétrico, e a apocinina aumentou a razdo onda
Efonda A do fluxo transmitral nos animais diabéticos. Na analise do musculo
papilar, ocorreu comprometimento contratil e de relaxamento nos animais
diabéticos, tanto em condicdo basal quanto nas manobras inotrépicas positivas. A
tensdo desenvolvida maxima (TD), apds manobras de estimulacdo inotropica, foi
menor no grupo DM em relacdio ao CTL; no entanto, o grupo DM+APO
apresentou melhora da funcdo, embora estatisticamente nado significante em
relacdo aos grupos CTL+APO e DM. No estudo anatomico, os pesos do VE, VD e
atrios normalizados pelo PC foram maiores nos grupos diabéticos. Na relacdo
peso umido/seco, apenas o figado apresentou-se maior no grupo diabético. A
concentracdo de hidroxiprolina foi maior nos grupos diabéticos em relacdo aos
grupos controle, e a apocinina causou elevac¢do adicional nos animais diabéticos. A
medida da fracdo de coldgeno instersticial foi maior no grupo DM, e a apocinina
atenuou esse efeito. As enzimas antioxidantes séricas foram menores no grupo
DM em relacdo ao CTL, e a apocinina foi benéfica nas enzimas catalase e SOD. A
quantificacdo do estresse oxidativo miocardico ndo apresentou diferenca entre os
4 grupos estudados. Concluindo, a apocinina proporciona melhora da funcao
diastdlica ventricular, da funcdo contratil miocardica e das enzimas antioxidantes
séricas, sem alterar a atividade da NADPH oxidase dos cardiomidcitos em ratos

com diabetes mellitus.

Palavras-chave: Miocardiopatia diabética; Remodelacdo cardiaca; Estresse

oxidativo; Apocinina; Ratos.
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ABSTRACT



Diabetes mellitus (DM) is associated with cardiac and vascular
diseases. In recent years, there has been increased evidence that diabetic patients
are affected by a form of myocardial disease known as diabetic cardiomyopathy.
High production of reactive oxygen species (ROS), caused by diabetes-induced
metabolic changes, is one of the main mechanisms leading to myocardial damage.
A major source of ROS in the cardiovascular system is related to the activity of
NADPH oxidase enzymes family. In streptozotocin-induced diabetic mice or in
diabetic patients, serum glucose elevation increases NADPH oxidase activity in
vessels. As NADPH oxidase is involved in imbalance of ROS production and
elimination systems, and in pathophysiology of cardiac diseases, research on its
blockade has increased in recent years. The purpose of this study was to analyze
the influence of NADPH oxidase inhibition by apocynin on cardiac remodeling in
rats with DM. Six month old male Wistar rats were assigned into 4 groups:
control (CTL, n=15), control+apocynin (CTL+APO, n=20), diabetic (DM, n=20)
and diabetic+apocynin (DM+APO, n=20). Diabetes was induced by streptozotocin.
Seven days later, apocynin was initiated and maintained for 8 weeks. In vivo
cardiac structures and functions were assessed by echocardiography. In vitro left
ventricular (LV) functional study was performed in isolated papillary muscle
preparation at basal condition and after inotropic stimulation with post-rest
contraction, increase of extracellular calcium concentration, and addition of
isoproterenol to the nutrient solution. Wet and dry weights of LV, right ventricle
(RV), atria, lung, and liver sample were measured. LV histological sections were
used to analyze interstitial collagen fraction. Antioxidant enzymes glutathione
peroxidase (GSH-Px), catalase, and superoxide dismutase (SOD) were measured in
serum. LV tissue samples were obtained for determination of hydroxyproline
concentration and quantification of oxidative stress [measurement of
malondialdehyde (MDA) and NADPH oxidase activity]. Comparisons between
groups were performed by the 2x2 factorial ANOVA. At the end of the
experiment, body weight (BW) was lower and glucose levels higher in diabetic
animals. Echocardiogram showed increased left atrial diameter, LV diastolic
diameter, and LV mass normalized by BW in diabetic animals; apocynin did not

affect these indices. In vivo LV systolic function was impaired in diabetic groups
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and unchanged by the treatment. Isovolumic relaxation time was increased in
diabetic animals, and transmitral E/A waves ratio was higher in DM+APO
compared to DM group. In vitro LV functional study showed impaired contractile
function and relaxation in diabetic animals, at baseline and after inotropic
estimulation. The maximum developed tension (DT), after inotropic stimulation,
was lower in DM group than CTL; however, the DM+APO group showed improved
function, although without difference statistically compared to CTL+APO and DM.
LV, RV, and atria weights normalized by BW were higher in diabetic groups. Liver
wet-to-dry weights ratio was greater in DM group compared to CTL. Myocardial
hydroxyproline concentration was increased in diabetic groups compared to
controls, and higher in DM+APO than DM group. Interstitial collagen fraction was
higher in DM group, and apocynin attenuated this effect. Serum antioxidant
enzymes were lower in DM group than CTL, and apocynin was beneficial in
catalase and SOD enzymes. Myocardial oxidative stress did not differ between the
groups. In conclusion, apocynin improves ventricular diastolic function,
myocardial contractile function, and serum antioxidant enzymes without

changing cardiomyocytes NADPH oxidase activity in rats with diabetes mellitus.

Keywords: Diabetic cardiomyopathy; Cardiac remodeling; Oxidative stress;

Apocynin; Rats.
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INTRODUCAO



Diabetes mellitus (DM) é considerado um grupo de desordens
metabdlicas caracterizado por hiperglicemia cronica em decorréncia de deficiéncia
na secre¢do e/ou acdo da insulina. A hiperglicemia resultante estd relacionada a
danos e faléncia de vdrios 6rgdos, estando associada a doencas vasculares e
cardiacas, incluindo hipertensao arterial sistémica, doenca arterial coronariana e
insuficiéncia cardiaca; sendo que 75% dos pacientes diabéticos morrem por algum
evento cardiovascular (Kannel et al, 1974; Selvin et al., 2004; Voltarelli et al.,
2009).

Atualmente, o DM pode ser considerado uma epidemia mundial,
provocando enorme desafio para a saude publica de todo o mundo. O
envelhecimento populacional, a urbanizacdo e o estilo de vida pouco saudavel
como o sedentarismo, dieta inadequada e a obesidade sdo os principais
responsaveis pelo aumento da incidéncia e prevaléncia do diabetes (Ministério da
Saude, 2006).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, o nimero de portadores
de DM foi de 194 milhdes em todo o mundo no ano de 2003, com expectativa de
alcancar 333 milhdes de pessoas em 2025 (Graziano, 2008).

Nos ultimos anos, aumentaram evidéncias de que pacientes
diabéticos sdo acometidos por uma forma de doenca miocardica conhecida como
miocardiopatia diabética, a qual ndo estd relacionada a doenca arterial
coronariana ou a hipertensao arterial sistémica (Boudina et al., 2007; Drimal et
al., 2008; Linthout et al., 2008; Herz et al., 2010).

A miocardiopatia diabética, considerada uma das principais causas de
aumento de morbidade e mortalidade na populacdo diabética, é caracterizada por
uma mudanca fenotipica no miusculo cardiaco. Apresenta-se também por
prolongamento na duracdo do potencial de acédo e prejuizo da funcéo ventricular,
inicialmente durante a diastole (Dutta et al, 2001). Além disso, disfuncio
sistolica também tem sido observada em varios estudos (Joffe et al., 1999; Trost
et al, 2002; Gonzalez-Vilchez et al, 2005). Dentre os provaveis fatores
responsdveis pela miocardiopatia diabética podem ser mencionados alteracdes
metabodlicas, hipertrofia miocardica, fibrose intersticial miocardica, apoptose,

doenca microvascular, disfuncdao autonémica, comprometimento da producio
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energética, alteracées na homeostase intracelular de célcio e alteracdes nas
proteinas contrateis do miocardio (Dutta et al., 2001; Poornima et al., 2006;
Asghar et al., 2009; Li et al., 2009; Privratsky et al., 2010).

O aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
causado por alteracbes metabdlicas induzidas pelo DM, é um dos principais
mecanismos desencadeadores de alteracbes miocardicas (Xu et al, 2002;
Aydemir-Koksoy et al., 2010).

Vérios estudos tém relatado aumento do estresse oxidativo no
coracdo de ratos diabéticos (Kaul et al, 1996; Aragno et al., 2008; Wang et al.,
2011). As enzimas catalase, superdxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase
(GSH-Px) fazem parte do sistema de defesa antioxidante. Essas enzimas impedem
e/ou controlam a formacéo de radicais livres e espécies ndo radicais, envolvidos
com a iniciacdo das reacoes em cadeia que resultam em propagacdo e
amplificacdo do processo e, em consequéncia, a ocorréncia de danos oxidativos
(Ferreira & Matsubara, 1997; Schneider & Oliveira, 2004; Barbosa et al., 2010).

Espécies reativas de oxigénio efetivamente contribuem em doencas
cardiovasculares como pressdao arterial elevada, aterosclerose, hipertrofia
miocardica e insuficiéncia cardiaca, além de lesées decorrentes de isquemia e
reperfusdo. Muitos sistemas enzimdticos produzem EROs e seus derivados no
sistema vascular, incluindo a ciclo-oxigenase, lipoxigenase, citocromo P450,
xantina oxidase, mieloperoxidase, 6xido nitrico sintase e nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase (Onozato & Tojo, 2005; Rabélo et al.,
2010).

A maior fonte de EROs no sistema cardiovascular esta relacionada a
atividade da familia de enzimas da NADPH oxidase. Estudos experimentais
recentes sugerem papel importante da NADPH oxidase na fisiopatologia cardiaca,
relatando aumento da expressao e atividade de NADPH oxidase em cardiomidcitos
e células endoteliais na hipertrofia cardiaca experimental por sobrecarga de
pressdo, e sugere também papel das EROs, derivadas dessa oxidase, na génese da
disfuncao contratil cardiaca (Li et al., 2002; Murdoch et al., 2006).

Em relacdo ao DM, ha evidéncias de que a elevacdo da glicose sérica,

induzida por estreptozotocina em camundongos ou em pacientes diabéticos,
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causa aumento na atividade da NADPH oxidase nos vasos (Ding et al., 2007; Guzik
et al., 2002). Estudos em animais diabéticos também tém demonstrado elevacio
da atividade da NADPH oxidase no miocardio ventricular associado a hipertrofia
do cardiomiocito, deposicdo coldgena, apoptose e comprometimento da funcéo
contratil (Privratsky et al., 2003; Shen et al., 2009; Thandavarayan et al., 2009;
Li et al, 2010). Sendo o sistema NADPH oxidase o principal responsavel por
desequilibrio no sistema de producéo e eliminacdo de EROs, e também por estar
envolvido em muitas patologias cardiacas, estudos a respeito de seu bloqueio tém
aumentado nos ultimos anos (Dusting et al., 2005).

Varios inibidores farmacoldgicos da NADPH oxidase tém sido isolados
e estudados. Um deles, a apocinina, isolada da planta medicinal Picrorhiza kurroa,
tem sido amplamente utilizada para bloquear a atividade da NADPH oxidase desde
os anos 80 (Heumiiller et al., 2008; Touyz, 2008). A apocinina inibe a liberacédo
de anion superéxido pela NADPH oxidase, bloqueando a migracdo de p47phox a
membrana que estd criticamente envolvida na formacdao do complexo funcional
NADPH oxidase. O mecanismo bioquimico subjacente das acdes da apocinina foi
elucidado em células fagocitdrias (Ximenes et al., 2007). A reatividade do radical
apocinina com compostos tiol é, possivelmente, o mecanismo envolvido no efeito
inibitério da apocinina sobre o complexo NADPH oxidase (Touyz, 2008; Wang et
al., 2008).

Os poucos estudos disponiveis sobre a administracdo da apocinina
em modelo experimental de miocardiopatia diabética tém sugerido efeito benéfico
nas alteracées miocardicas observadas nessa patologia (Privratsky et al., 2003;
Shen et al, 2009; Li et al., 2010). No entanto, a literatura dispoe de limitado
numero de estudos a respeito da inibicdo da NADPH oxidase sobre o

remodelamento cardiaco.
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OBJETIVO



Analisar a influéncia da inibicdio da NADPH oxidase por apocinina

sobre o remodelamento cardiaco em ratos com diabetes mellitus.
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MATERIAL E METODOS



Animais e Constituicao dos Grupos

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com 6 meses de idade,
pesando aproximadamente 460 g, provenientes do Biotério do Departamento de
Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. O projeto foi
aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de
Medicina de Botucatu (CEEA 867-2011).

Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos:

e Controle (CTL, n=15): animais que receberam racdo comercial e dgua ad
libitum

e Controle + apocinina (CTL+APO, n=20): animais que receberam apocinina,
racdo comercial e dgua ad libitum

e Diabético (DM, n=20): animais diabéticos que receberam racdo comercial e
agua ad libitum

e Diabético + apocinina (DM+APO, n=20): animais diabéticos que receberam

apocinina, racdo comercial e dgua ad libitum

A inducdo de DM foi realizada por meio da administracdo
intraperitoneal de estreptozotocina (Sigma Chemicals Co.), em dose unica, na
concentracdo de 50 mg/kg de peso corporal, diluida em tampao citrato 0,1 M pH
4.5 (Hebden et al., 1986; Ozdemir et al., 2005; Fernandes et al., 2010). Os dois
grupos controle (CTL e CTL+APO) receberam tampdo citrato. As amostras de
sangue foram retiradas, apds 7 dias, pela puncdo da cauda e a glicemia foi
determinada através de glicosimetro (Advantage®). Os animais que apresentaram
concentracdo de glicose acima de 220 mg/dL foram considerados diabéticos
(Babu & Srinivasan, 1999). Apds confirmacdo do estado diabético, os ratos
pertencentes ao grupo CTL+APO e DM+APO passaram a receber, diariamente, o
inibidor da NADPH oxidase, apocinina (Sigma Chemicals Co.), ha concentracéo de
16 mg/kg(dia diluida na agua dos animais, durante 8 semanas (Asaba et al,
2005; Shi & Vanhoutte, 2008; Olukman et al., 2010).

O consumo de agua foi medido diariamente, além disso, os animais

foram pesados semanalmente.
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Os animais foram alojados em gaiolas individuais, sendo mantidos em
ambiente com temperatura (25x2°C) e fotoperiodo (ciclos 12/12 horas

claro/escuro) controlados.

Aferigao da Pressao Arterial

A pressao arterial sistolica (PAS) foi medida na cauda do animal, ao
final do periodo experimental, utilizando-se o método da pletismografia (Pfeffer
et al., 1971). Os ratos foram colocados em uma caixa de madeira (50x40 cm),
forrada com maravalha de pinus autoclavada, a temperatura de 40° C por 5
minutos com a finalidade de causar vasodilatacdo da artéria caudal. Para afericdo
da PAS foi utilizado o eletro-esfigmomanémetro Narco Bio-System®, modelo 709-
0610 (International Biomedical Inc., USA). O manguito foi posicionado em torno
da cauda do animal e conectado a transdutor de pressdao (Gould, OH, USA). Em
seguida, o manguito foi insuflado a um valor superior a pressao arterial sistélica
e desinsuflado. O registro das curvas de pressdo arterial foi feito por um

poligrafo (Gould, modelo RS 3200, OH, USA).

Estudo Ecocardiografico

O ecocardiograma foi realizado ao final do periodo experimental. Os
ratos foram anestesiados com cloridrato de cetamina (50 mg/kg, i.p.) e cloridrato
de xilidino (1 mg/kg, i.p.). Apds tricotomia da regido anterior do térax, os animais
foram posicionados em leve decubito lateral esquerdo para a realizacdo do exame.
Foi utilizado o equipamento modelo HDI-5000 da Philips, equipado com
transdutor eletronico multifrequencial de 5-12 MHz. Para realizar as medidas
estruturais do coracdo, foram obtidas imagens em modo monodimensional
(modo-M) orientado pelas imagens em modo bidimensional, com o transdutor em
posicdo para-esternal, eixo menor. A avaliacdo do ventriculo esquerdo (VE) foi
realizada posicionando o cursor do modo-M logo abaixo do plano da valva mitral

no nivel dos musculos papilares (Simone et al., 1992; Litwin et al.,, 1995; Okoshi
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et al, 2004). As imagens da aorta e do 4atrio esquerdo foram obtidas
posicionando o cursor do modo-M ao nivel do plano da valva adrtica. As imagens
obtidas no modo-M foram registradas em uma impressora (Sony Co., modelo UP-
895, Japan). Posteriormente, as estruturas cardiacas foram medidas,
manualmente, com o auxilio de um paquimetro (Mitutoyo, Japan). As seguintes
estruturas foram medidas: diametros diastélico (DDVE) e sistolico (DSVE) do VE;
espessuras diastolicas da parede posterior do VE (EDPP) e do septo
interventricular (EDSIV); diametros da aorta (AO) e do &trio esquerdo (AE). A
espessura relativa do VE (ERVE) foi calculada dividindo-se o DDVE pela EDPP
multiplicada por dois. A massa do VE (MVE) foi calculada pela formula [(DDVE +
EDPP + EDSIV)® - (DDVE)?] x 1,04, onde 1,04 representa a densidade especifica do
miocardio (Litwin et al., 1995; Paiva et al.,, 2003). O indice de MVE (IMVE) foi
calculado normalizando a MVE para o peso corporal. A funcédo sistélica do VE foi
avaliada pelos seguintes indices: 1) porcentagem de encurtamento endocdrdico
(%A endo) [(DDVE - DSVE) [ DDVE]; 2) fracdo de ejecdo [(DDVE® - DSVE®) [
DDVE’]; 3) velocidade de encurtamento da parede posterior (VEPP), que ¢ a
tangente maxima do movimento sistélico da parede posterior. A funcdo diastoélica
do VE foi avaliada pelos seguintes indices: 1) pico de velocidade do enchimento
diastélico inicial (onda E); 2) pico de velocidade do enchimento diastodlico tardio
(onda A); 3) razdo entre as ondas E e A (E/A); 4) tempo de desaceleracdo da onda
E (TDE); 3) tempo de relaxamento isovolumétrico em valores absolutos (TRIV) e
normalizados pela frequéncia cardiaca (TRIVn). A avaliacdo conjunta da funcao
diastodlica e sistdlica do VE foi realizada pelo indice de desempenho miocdrdico
também conhecido por indice de Tei (soma do tempo de contracédo isovolumétrica
e TRIV, dividido pelo tempo de ejecdo do VE) (Tei et al, 1997). O estudo foi
complementado pela avaliacdo por Doppler tissular dos deslocamentos sistélico
(8", diastdlico inicial (E’) e tardio (A’) do anel mitral (média aritmética das
velocidades de deslocamento das paredes lateral e septal), e pela razdo entre as

ondas E e E’ (E/E).
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Estudo do Musculo Isolado

A avaliacdo funcional do musculo isolado foi realizada no dia
seguinte a realizacdo do ecocardiograma, de acordo com os procedimentos
rotineiramente realizados em nosso laboratério (Cicogna et al., 2000; Cicogna et
al., 2001; Sugizaki et al, 2005). Sob anestesia com pentobarbital sédico (50
mg/kg, i.p.), os animais foram submetidos a toracotomia mediana. O coracéo foi
rapidamente removido e colocado em solucdo de Krebs-Henseleit, a temperatura
de 28° C, previamente oxigenada (10 minutos) com 95% de oxigénio (O,) e 5% de
dioxido de carbono (CO,). A composicdo da solucdo de Krebs-Henseleit, em
milimoles por litro, é: 118,5 NaCl; 4,69 KCI; 2,52 CaCl,; 1,16 MgSO,; 1,18 KH,PO,;
5,50 glicose e 25,88 NaHCO; (Krebs & Henseleit, 1932).

Apés disseccdo do ventriculo direito e corte no septo
interventricular, o VE foi dividido em duas partes, cada uma contendo o seu
musculo papilar e, em seguida, dissecados huma placa de vidro contendo solucéo
descrita acima. O musculo de aspecto macroscépico mais adequado teve suas
extremidades presas a anéis de aco inoxidavel e, a seguir, o musculo papilar foi
transferido para camara de vidro contendo solucdo de Krebs-Henseleit,
constantemente oxigenada com 95% de O, e 5% de CO, e mantida a temperatura
de 28° C, gracas ao uso de banho circulante (PAPST, K-5058). O pH da solucao foi
mantido entre 7,38 a 7,42 e a pressdo parcial de oxigénio entre 550 a 660
mmHg. O musculo papilar foi mantido em posicdo vertical na camara de vidro. O
anel inferior foi ligado a fio de aco inoxidavel de 0,38 mm de didmetro, conectado
a transdutor de forca (Kyowa 120T 20B) e o superior conectado a fio de aco,
semelhante ao anterior, preso a extremidade do braco longo de uma alavanca
isotonica. Sobre esta extremidade localiza-se um micrometro que permite ajustar
o comprimento de repouso do miusculo. Na extremidade do braco curto da
alavanca foi suspenso, por fio de aco, peso de 2,5 a 5,0 g, denominado pré-carga,
que tem por finalidade promover o estiramento inicial do musculo papilar.

O musculo foi estimulado 12 vezes por minuto por meio de
eletrodos de platina tipo agulha (E8 - Grass), posicionados paralelamente ao eixo

longitudinal do musculo. Os eletrodos foram acoplados a estimulador elétrico,
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programado para liberar estimulos em onda quadrada de 5 ms. A voltagem de
estimulo utilizada, 12 a 15 volts, corresponde a valor 10% acima do minimo
necessario para provocar resposta mecanica maxima do musculo.

Apods periodo de 60 minutos no qual o musculo permaneceu sob
contracdes sem desenvolver forca (contracgdo isoténica) foi colocada pés-carga de
50 g. A carga total (pré-carga + pds-carga) impediu que o miusculo encurtasse
passando a desenvolver somente forca (contracao isométrica). Apos estabilizacao
do musculo em contracdo isométrica, este foi progressivamente estirado, por
meio do micrometro, até a forca desenvolvida atingir o seu valor méaximo. O
comprimento de estiramento da fibra muscular que corresponde a forca ou
tensdo mdaxima desenvolvida, em contracdo isométrica, denomina-se Lmax. Apos
atingir Lmax, o musculo foi novamente colocado em contracao isotonica durante
5 minutos. A seguir, o musculo papilar foi recolocado em contracdo isométrica,
para determinacdo final de Lmax. O registro das varidveis foi iniciado apds
verificar-se que o musculo permaneceu estavel em contracdo isométrica durante
15 minutos. Os seguintes parametros foram analisados: tensdo desenvolvida (TD),
tensdo de repouso (TR), tempo para atingir o pico da tensdo desenvolvida (TPT),
velocidade maxima de elevacdo da tensdo desenvolvida (+dT/dt) e velocidade
maxima de queda da tensdo desenvolvida (-dT/dt). As contracdes isométricas
foram registradas utilizando sistema de aquisicdo de dados computadorizado
(Acgknowledge* MP100, Biopac Systems Inc.). Com o objetivo de comparar o
desempenho de musculos de tamanhos diferentes, os valores de TD, TR, +dT/dt e
-dT/dt foram normalizados pelas respectivas dreas seccionais.

As varidveis morfoldgicas utilizadas para caracterizar os musculos
papilares foram: comprimento (mm), peso (mg) e drea seccional (AS, mm?). O
comprimento (Lmax) foi medido com o auxilio de catetometro Gartner (Gartner
Scientific Corporation). A porcdo muscular entre os anéis de aco foi cortada,
submetida a secagem com papel filtro e pesada. Considerando-se que o musculo
papilar possui forma cilindrica, é uniforme e apresenta peso especifico
aproximado de 1,0, a AS foi calculada dividindo-se o peso pelo comprimento.

O estudo funcional in vitro foi complementado por manobras que

aumentam a contratilidade miocardica, com a finalidade de avaliar a reserva

MATERIAL E METODOS 18



contrétil. Apés o periodo de estabilizacdo em Lmax, foi realizada a manobra de
pOs-pausa, que consiste em analisar a primeira contracdo muscular apds repouso
de 30 segundos. Passados 10 minutos, foi trocada a solucdo nutriente de Krebs-
Henseleit para outra com concentracdo extracelular de Ca** de 0,625 mM,
deixando o musculo se estabilizar por 10 minutos; a seguir, foi realizada elevacéo
de célcio para 1,25 mM e 2,50 mM, com cinco minutos de intervalo entre cada
concentracdo. Apds essas manobras, o musculo foi recolocado em solucéo
nutriente com Ca** de 1,25 mM, deixando-se estabilizar por 10 minutos. A seguir,
foi realizada adicdo de isoproterenol na concentracdo de 10° M e, apés 10

minutos de estabilizacdo, os parametros foram obtidos.

Analise Histolégica do Coragao

Apoés a pesagem dos ventriculos direito e esquerdo, foram cortados
fragmentos da parte central do VE, com 3 a 5 mm de espessura. O material foi
imerso em formalina 10% neutra e tamponada, durante 72 horas, a 4° C. Apos
esse periodo, o tecido foi lavado, desidratado e incluido em parafina. Cortes
histolégicos com 5 a 7 um de espessura foram submetidos a coloracdo por
hematoxilina e eosina, para quantificacdo do didmetro dos midcitos, e a coloracéo
por picrosirius red para quantificacdo do coldgeno miocardico.

A analise morfométrica foi realizada utilizando-se uma camara de
video acoplada a um microscépio Leica, com objetiva 40 X, conectado a
computador equipado com um programa analisador de imagem (Image-Pro Plus
3.0, Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). Em secc¢des transversas do
VE, serdo medidos os menores didmetros transversos de, no minimo, 50 fibras
cardiacas nas quais o nucleo possa ser claramente identificado (Ahmet et al.,
2005). Para avaliacdo do coldgeno nas laminas coradas por picrosirius red, foi
utilizada a videodensitometria. Retidas as imagens, os componentes do tecido
cardiaco foram identificados, segundo o realce de cor. Os filamentos de colageno
refletem a cor vermelha, enquanto os midcitos sdo vistos na cor amarela. Areas

contendo vasos sanguineos foram excluidas da andlise.
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Analise Macroscoépica Post-Mortem

O grau de hipertrofia foi avaliado pelos pesos dos ventriculos direito
e esquerdo e dos 4trios e pela razdo entre os pesos umidos dessas estruturas e o
peso corporal dos animais. Apds a retirada do coracdo do térax, foram colhidos o
pulméo e fragmentos do figado para determinacdo da razdo peso umido/peso
seco desses Orgdos. As razdes entre os pesos Umidos e secos também foram
calculadas para os atrios e ambos os ventriculos. A razdo peso umido/seco reflete

a quantidade de liquido no tecido.

Quantificagao de Hidroxiprolina

A hidroxiprolina é um aminoacido presente exclusivamente no tecido
coldgeno. A determinacdo de sua concentracdo no miocdrdio, juntamente com a
medida da fracdo de coldgeno intersticial, sdo duas técnicas habitualmente
utilizadas para quantificar o tecido coldgeno miocardico.

A concentracdo miocdrdica de hidroxiprolina foi mensurada em tecido miocardico
obtido da ponta do VE, de acordo com o método descrito por Switzer (1991) e
padronizado em nosso laboratério por Matsubara et al. (2000).

Inicialmente foram obtidas as solucbes-padrdao de trabalho de
hidroxiprolina (diluicdo 60 pyL HOP [ 2940 pL HCI) e a solucdo branca (dgua
destilada). Previamente a execucdo do processamento bioquimico, foi necessdria a
preparacdo dos seguintes reagentes quimicos: tampao borato 0,2 M (pH 8,7),
tiossulfato de sédio 3,6 M e o reagente de Ehrlich. O processamento bioquimico
para determinacdo da concentracdo de hidroxiprolina foi iniciado por secagem
das solucbes-padrdo e das amostras no concentrador de amostras (Speed Vac). A
hidrdlise acida foi realizada mediante adicdo de HCl 6 N em cada um dos tubos
das amostras, que foram aquecidas na estufa a 100° C por 8 horas. A oxidacéo foi
realizada apods retirada e resfriamento dos tubos da estufa. A seguir, as amostras
foram centrifugadas a 8.000 rpm por 10 minutos e colocadas novamente no

concentrador de amostras (Speed Vac) por 3 horas. Retiradas as amostras, foi
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adicionado em cada uma, 1 mL de agua destilada e tamponadas com solucédo
tampdo borato 0,2 M pH 8,7; apds 20 minutos, a reacdo foi inibida com a
solucdo tiossulfato de sédio 3,6 M e as amostras agitadas. Posteriormente, a
solucéo foi saturada com KCl e colocada em banho-maria a 90° C. Os tubos foram
resfriados e neles adicionados 2,5 mL de tolueno e, em seguida, foram agitados
por 5 minutos para a separacdo das fases dgua e tolueno. Foram retirados 1,5 mL
de tolueno da solucédo e estes foram colocados em tubos de hemdlise para serem
acrescentados 0,6 mL de solucdo de Ehrlich. As amostras foram mantidas em
repouso por 30 minutos a fim de se alcancar a estabilidade do cromdégeno. A

leitura foi realizada por espectrofotometria com filtro de 565 nm.

Glicemia e Atividade Oxidativa Sérica

Apos a anestesia dos ratos e antes da retirada do coracdo para estudo
do musculo papilar, os animais foram decapitados e o sangue coletado. O soro foi
separado por centrifugacdo a 4000 rpm, por 15 minutos, e foi utilizado para
determinacdo de glicose, glutationa peroxidase (GSH-Px), catalase e superoéxido
dismutase (SOD).

A glicemia foi determinada por acdo da glicose-oxidase, que ¢
oxidada a dcido gliconico e forma perdxido de hidrogénio. Este perdxido de
hidrogénio (H,0,) formado reage por acdo da peroxidase com 4-aminoantepirina
e com 1,4-diclorofenol. Por juncdo oxidativa forma-se antipirilquinonimina, de
cor vermelha. A intensidade de coloracdo é proporcional a concentracao de
glicose (Soloni, 1971; Moura, 1982).

A GSH-Px foi analisada utilizando o tampao fosfato 0,15 M, pH 7,0,
contendo 5 mM EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético), 0,1 mL de 0,0084 M
NADPH, 0,005 mL GSSG redutase, 0,01 mL de 1,125 M NaN; e 0,1 mL 0,15 M GSH
(forma reduzida da glutationa) (Nakamura et al., 1974).

A atividade da SOD foi determinada baseada na habilidade da
enzima de inibir a reducdo do nitro azul de tetrazélio (NBT), o qual tem sido

gerado pela hidroxilamina 37,5 mM (Carlo Erba, Milan, Italy) em solucao
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alcalina (Crouch et al, 1981). Atividade da catalase foi determinada utilizando-

se solucdo tampao fosfato, pH 7,0 a 240 nm.

Quantificagao do Estresse Oxidativo Miocardico

O estresse oxidativo foi analisado por meio da quantificacdo de
malonaldeido (MDA) no miocdrdio. A geracdo total de EROs foi avaliada pelos
produtos de oxidacdo derivados do dihidroetidio (DHE) por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC). Para elucidar a fonte de EROs, a atividade da NADPH
oxidase foi avaliada pela oxidacdo do DHE (composto 2-hidroxietideo, EOH) por

HPLC e por fluorometria.

Quantificagdo de Malonaldeido Miocardico

Parte do sobrenadante obtido para analise de atividade enzimatica
foi utilizado para quantificacdo de hidroperoxido de lipideo e malonaldeido. A
concentracdo de hidroperodxido de lipideo foi determinada por espectrofotometria
utilizando-se kit disponivel comercialmente. A quantificacdo de malonaldeido foi

realizada por HPLC.

Avaliacao da Geracao de Superoxido por Produtos de Oxidagdao Derivados do
DHE por HPLC

O tecido miocédrdico foi lavado em PBS para remocdo de codgulos
sanguineos e trombos. O tecido foi cortado em fragmentos com peso aproximado
de 200 mg. O tecido foi incubado em 500 pL de solucdo PBS/DTPA contendo DHE
150 pM por 30 minutos a 37° C em ambiente sem luz. A seguir, o tecido foi
lavado com PBS, transferido para nitrogénio liquido, homogeneizado e
ressuspenso em solucdo de acetonitrila. O lisado foi centrifugado a 12.000 g por
10 minutos a 4° C (Fernandes et al, 2007; Laurindo et al, 2008). O

sobrenadante foi entdo utilizado para avaliar a geracdo de superdxido por
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produtos de oxidacdo derivados do DHE por HPLC, de acordo com método

previamente descrito por Fernandes et al. (2007) e Laurindo et al. (2008).

Avaliagao da Atividade da NADPH Oxidase em Fragées de Membrana Celular
por Oxidagcao do DHE

A atividade da NADPH oxidase foi avaliada em fracdes de membrana
celular pela quantificacdo da fluorescéncia de produtos da oxidacdo do DHE
(composto EOH) que foi detectada por meio de HPLC e por fluorometria em
microplaca, conforme detalhadamente descrito por Fernandes et al. (2007) e

Laurindo et al. (2008).

Analise Estatistica

Os dados numéricos sdo expostos como média + desvio padrdo ou
mediana e percentis 25% e 75% de acordo com a distribuicdo normal ou nao
normal. Para as comparacdes entre os grupos foi utilizada a técnica da analise de
variancia (ANOVA) complementados por célculos ou testes recomendados para o
esquema fatorial 2 X 2, de acordo com a distribuicdo probabilistica (Zar, 1999).
As comparacdes consideradas de interesse entre os quatro grupos foram as
seguintes: CTL vs. CTL+APO; CTL vs. DM; CTL + APO vs. DM+APO; e DM vs.
DM+APO. Todas as conclusdes estatisticas sdo discutidas no nivel de significancia

de 5% (p<0,05).
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Peso corporal, Glicemia e Pressao arterial Sistélica

Os valores de PC inicial e final, assim como da PAS dos quatro grupos

experimentais, estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Peso corporal dos animais

Variaveis CTL CTL+APO DM DM+APO
(n=13) (n=19) (n=17) (n=16)
PCI (9) 460(447-503)  461(442-493)  467(443-498)  469(443-490)
PCF (9) 543+53 51952 316+43* 313+44*
PAS (mmHg) 118+10,3 114£11,5 129£12,6* 131+14,8"

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: grupo
controle; CTL+APO: grupo controle e apocinina; DM: grupo diabético; DM+APO: grupo diabético e
apocinina; PCI: geso corporal inicial; PCF: peso corporal final; PAS: pressao arterial sistdlica. *:
p<0,05 vs. CTL; *: p <0,05 vs. CTL + APO (ANOVA + esquema fatorial 2x2).

Ndo houve diferenca estatisticamente significante quanto ao PC
inicial entre os grupos. O PC final foi menor nos grupos diabéticos em relacao aos

seus respectivos controles (Gréfico 1).
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Grafico 1:  Peso corporal dos animais ao final do experimento. CTL: grupo
controle; CTL+APO: grupo controle + apocinina; DM: grupo diabético;
DM+APO: grupo diabético + apocinina. *: p<0,05 vs. CTL; *: p <0,05 vs.
CTL+APO.
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A pressdo arterial sistdlica, medida ao final do periodo experimental,
foi maior nos grupos diabéticos em relacdo aos seus respectivos controles

(Grafico 2). Nao houve interferéncia da apocinina nas varidveis PC e PAS.
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Grafico 2:  Pressdo arterial sistélica dos animais ao final do experimento. CTL:
grupo controle; CTL+APO: grupo controle + apocinina; DM: grupo
diabético; DM+APO: grupo diabético + apocinina. *: p<0,05 vs. CTL; *
p <0,05 vs. CTL+APO.

Avaliagao Ecocardiografica

A Tabela 2 apresenta as varidveis estruturais cardiacas obtidas por
ecocardiograma. A FC foi menor nos grupos diabéticos. O DDVE, AE e MVE
normalizados pelo PC foram significantemente maiores nos grupos diabéticos em
relacdo aos seus controles (Grafico 3, 4 e 5). Embora os valores da EDPP e EDSIV
tenham sido menores nos grupos diabéticos, a ERVE ndo foi diferente entre os
grupos. O DSVE foi maior nos grupos diabéticos, no entanto nao atingiu diferenca
estatisticamente significante. A apocinina ndo influenciou os valores dessas

variaveis.
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Tabela 2. Varidveis estruturais do coracdo obtidas por ecocardiograma ao final do

periodo experimental

Variaveis CTL CTL+APO DM DM+APO
(n=13) (n=19) (n=17) (n=16)

FC 277428 271430 237+37* 247+43%
DDVE 8,390,62 8,24+0,49 8,03+0,51 7,82+0,65"
DDVE/PC 15,6+2,15 16,0174 25,742 87* 25,3+3,13"
DSVE 3,0240,48 3,87+0,62 4,11£0,62 4,16+0,58
EDPP 1,47+0,07 1,47+0,07 1,37+0,08* 1,32+0,08"
EDSIV 1,48+0,07 1,48+0,06 1,38+0,08* 1,33+0,08"
ERVE 0,34(0,32-0,37)  0,36(0,33-0,38)  0,33(0,32-0,36)  0,33(0,32-0,36)
AO 3,90(3,80-4,10)  4,00(3,90-4,20)  3,80(3,70-3,83)  3,80(3,70-3,85)"
AE 576+0,95 5,92+0,63 5,68+0,77 5,35+0,81%
AE/AO 1,4620,16 1,46+0,16 1,49+0,19 1,42+0,24
AE/PC 10,8+2,35 11,641,91 18,1+2,35* 17,3+3,03"
MVE 0,900,11 0,8940,10 0,76+0,10* 0,70£0,12%
IMVE 1,68+0,27 1,71+0,26 2 44+0,32* 2.25+0,32%

Valores expressos em média e desvio padrao ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: grupo
controle; CTL+APO: grupo controle e apocinina; DM: grupo diabético; DM+APQO: grupo diabético e
apocinina; FC: frequéncia cardiaca (bpm); DDVE: didmetro diastélico do ventriculo esquerdo (VE)
(mm); PC: peso corporal (kg); DSVE: didmetro sistélico do VE (mm); EDPP: espessura diastélica
da parede posterior do VE (mm); EDSIV: espessura diastélica do septo interventricular (mm);
ERVE: espessura relativa da parede do VE; AO: didmetro da aorta (mm); AE: didmetro do &atrio
esquerdo (mm); MVE: massa do VE (g); IMVE: indice de massa do VE (g/kg). *: p<0,05 vs. CTL; #.

p<0,05 vs. CTL+APO (ANOVA + esquema fatorial 2x2).
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Grafico 3: Diametro diastdlico do ventriculo esquerdo normalizado pelo peso
corporal (DDVE/PC). CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle +
apocinina; DM: grupo diabético; DM+APO: grupo diabético + apocinina.
*: p<0,05 vs. CTL; % p <0,05 vs. CTL+APO.

RESULTADOS

27



25 ~

@
-t
S
£ 15 1
£
J
=%
S 10
<I
[
0 A

CTL CTL+APO DM DM+APO

Grafico 4: Diametro do 4trio esquerdo normalizado pelo peso corporal (AE/PC).
CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle + apocinina; DM: grupo
diabético; DM+APO: grupo diabético + apocinina. *: p<0,05 vs. CTL; * p
<0,05 vs. CTL+APO.
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Gréfico 5: Indice de massa do ventriculo esquerdo (IMVE). CTL: grupo controle;
CTL+APO: grupo controle + apocinina; DM: grupo diabético; DM+APO:
grupo diabético + apocinina. *: p<0,05 vs. CTL; * p <0,05 vs. CTL+APO.
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Os resultados

da avaliacdo funcional

do VE por meio do

ecocardiograma estdo expostos na Tabela 3. Observa-se comprometimento

consistente da funcao sistélica nos grupos diabéticos comparados aos respectivos

controles (menores valores da %A endo, FE, VEPP e S’ média), e a apocinina nao

causou qualquer efeito nessas variaveis (Grafico 6, 7 e 8).

Tabela 3. Varidveis funcionais do ventriculo esquerdo obtidas por ecocardiograma

ao final do periodo experimental

Varidveis CTL CTL+APO DM DM+APO
(n=13) (n=19) (n=17) (n=16)
%A endo 53,3+4,90 53,35,45 49,0+5,19* 46,9+5,59"
FE 0,90+0,03 0,89:0,03 0,86+0,04* 0,85:0,05"
VEPP 38,1+3,84 37,2+3,51 27,9+2,21* 30,245,35"
E 74,1(72,5-80,0) 74,0(73,0-81,5) 67,0(64,8-73,3)* 71,5(68,0-77,5)
A 53,0(46,0-55,0)  49,0(43,5-60,0)  50,0(46,5-58,8)  51,0(42,5-57,5)
E/A 1,46£0,16 1,550,28 1,29:0,20 1,47+0,30%
TDE 47,2+6,31 44,9+6,14 47 244,74 41,045,588
TRIV 28,9+2,63 30,1%3,12 38,6+6,05* 38,64,56"
TRIVn 62,06,26 63,77,12 76,2¢11,3* 78,0£9,20"
Tei 0,55+0,06 0,53+0,06 0,5710,10 0,56+0,06
S'média  3,50(3,25-3,56)  3,50(3,50-3,75)  300(3,94-3,00)*  3,00(2,50-3,00)*
E' média 4,29+0,51 4,16+0,60 3,78+0,73 3,84+0,93
A média  3,75(3,19-4,44)  3,75(3,31-5,56)  3,75(3,44-4,56)  4,38(3,50-5,25)
E/E 18,3£3,51 18,8+3,40 18,4+3,01 19,7+3,86

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: grupo
controle; CTL+APO: grupo controle e apocinina; DM: grupo diabético; DM+APQO: grupo diabético e
apocinina; %A endo: porcentagem de encurtamento endocardico; FE: fracdo de ejecdo; VEPP:
velocidade de encurtamento da parede posterior do VE (mm/s); E: pico da velocidade do
enchimento diastolico inicial (cm/s); A: pico da velocidade do enchimento diastdlico tardio (cm/s);
TDE: tempo de desaceleracdo da onda E (ms); TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico (ms);
TRIVn: TRIV normalizado pela frequéncia cardiaca; Tei: indice de performance miocardica; S’: pico
da velocidade de deslocamento sistdlico do anel mitral (média das paredes lateral e septal, cm/s);
pico da velocidade de deslocamento diastdlico inicial (E’) e tardio (A’) do anel mitral (média das
paredes lateral e septal). *: p<0,05 vs. CTL; #. p<0,05 vs. CTL+APO; . p<0,05 vs. DM (ANOVA +
esquema fatorial 2x2).
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Grafico 6: Porcentagem de encurtamento endocardico do ventriculo esquerdo (%
A endo). CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle + apocinina;
DM: grupo diabético; DM+APO: grupo diabético + apocinina. *: p<0,05
vs. CTL; *: p <0,05 vs. CTL+APO.
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Grafico 7: Velocidade de encurtamento da parede posterior do ventriculo
esquerdo (VEPP). CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle +
apocinina; DM: grupo diabético; DM+APO: grupo diabético + apocinina.
*: p<0,05 vs. CTL; % p <0,05 vs. CTL+APO.
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Grafico 8: Pico da velocidade de deslocamento sistdlico do anel mitral (S° média;
média das velocidades das paredes lateral e septal). CTL: grupo controle;
CTL+APO: grupo controle + apocinina; DM: grupo diabético; DM+APO:
grupo diabético + apocinina. *: p<0,05 vs. CTL; * p <0,05 vs. CTL+APO.

Em relacdo a funcdo diastdlica, o DM causou aumento do tempo de
relaxamento do VE que nao foi afetado pela apocinina. No entanto, a apocinina
induziu aumento da relacdo E/A e reducdo do TDE (Grafico 9 e 10). O tempo de
relaxamento isovolumétrico (TRIV) foi maior nos grupos diabéticos em relagdo ao
controle (Grafico 11). As varidveis de funcdo diastélica obtidas por Doppler

tissular ndo mostraram diferenca entre os grupos.
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Grafico 9: Razdo entre o pico da velocidade do enchimento diastélico inicial pelo
pico da velocidade do enchimento diastodlico tardio (E/A). CTL: grupo
controle; CTL+APO: grupo controle + apocinina; DM: grupo diabético;

DM+APO: grupo diabético + apocinina. %: p<0,05 vs. DM.
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Grafico 10: Tempo de desaceleracdo da onda E (TDE). CTL: grupo controle;
CTL+APO: grupo controle + apocinina; DM: grupo diabético; DM+APO:
grupo diabético + apocinina. 5: p<0,05 vs. DM.
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Grafico 11: Tempo de relakamento isovolumétrico (TRIV). CTL: grupo controle;
CTL+APO: grupo controle + apocinina; DM: grupo diabético; DM+APO:
grupo diabético + apocinina. *: p<0,05 vs. CTL; * p <0,05 vs.
CTL+APO.

Estudo funcional do musculo papilar

Os resultados obtidos do estudo funcional do musculo papilar do VE
nas condicdes basal e apés manobras inotrdpicas estdo apresentados nas Tabelas
4 e 5, respectivamente. Na condicdo basal, observa-se comprometimento da
funcado contratil (menor +dT/dt e maior TPT) e de relaxamento (menor -dT/dt)
nos grupos diabéticos em relacdo aos respectivos controles (Grafico 12, 13 e 14).
As demais varidveis ndo apresentaram diferenca significante entre os grupos. A

apocinina nao influenciou os valores dessas variaveis.
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Tabela 4. Variaveis funcionais do musculo

isométricas na condicdo basal

isolado obtidas

em contracodes

Variaveis CTL CTL+APO DM DM+APO
(n=13) (n=13) (n=12) (n=13)

TD (g/mm?) 7,53+1,48 7,671,20 5,08+2,86 7,231,82

+dT/dt (g/mm?s) 79,9154 78,5+13,6 52,5255 63,5¢16,5"

TPT (ms) 183+12,5 194:16,6 224415 6 230+12,9*

-dT/dt (g/mm?/s) 32,0£6,17 31,3t6,55 20,7+8,11* 23,815,84"

TR (g/mm?) 1,00£0,31 0,860,38 0,85£0,47 0,79+0,25

Valores expressos em média e desvio padrdo. CTL: grupo controle; CTL+APQO: grupo controle e
apocinina; DM: grupo diabético; DM+APO: grupo diabético e apocinina TD: tensdo desenvolvida
maxima; +dT/dt: velocidade maxima de elevagao da tensao desenvolvida; TPT: tempo para atingir
0 pico da tensao desenvolvida; -dT/dt: velocidade maxima de queda da tensao desenvolvida; TR:
tensao de repouso. *: p<0,05 vs. CTL,; #. p<0,05 vs. CTL+APO (ANOVA + esquema fatorial 2x2).

+dT/dt - Basal (g/mm?/s)
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Velocidade maxima de elevacdo da tensdo desenvolvida (+dT/dt) em

condicdo basal. CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle +

DM+APO: grupo diabético +
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Grafico 13:
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Tempo para atingir o pico da tensdo desenvolvida (TPT) em condicao
basal. CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle + apocinina; DM:
grupo diabético; DM+APO: grupo diabético + apocinina. *: p<0,05 vs.
CTL; *: p <0,05 vs. CTL+APO.
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Velocidade mdxima de queda da tensdo desenvolvida (-dT/dt) em
condicdo basal. CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle +
apocinina; DM: grupo diabético, DM+APO: grupo diabético +
apocinina. *: p<0,05 vs. CTL; *: p <0,05 vs. CTL+APO.
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Os resultados das manobras realizadas para avaliacdo da reserva

contratil do miocardio, PP30, elevacdo de calcio para 2,5 mM e adicdo de

isoproterenol, nao foram diferentes daqueles observados em condicdo basal,

exceto pelo menor valor de TD no grupo DM em relacdo ao grupo CTL nas trés

manobras estudadas. A apocinina atenuou a redugdo da TD nos animais

diabéticos nas trés manobras supracitadas (Grafico 15, 16 e 17).

Tabela 5. Varidaveis funcionais do musculo

isométricas sob manobras inotrépicas positivas

isolado obtidas em contracoes

Variaveis CTL CTL+APO DM DM+APO
(n=13) (n=13) (n=12) (n=13)

D 9,47+2,36 9,44+1,97 6,73t3,23%  8,272,29

+dT/dt 10123,1 98,7+22,8 58,8+28,1*  71,6+20,2"

PP30 TPT 194+18,0 1994222 237+21,9% 242+15,2%
-dT/dt 35,247,53 35,449,71 20,4+7,91*  23,1+6,84"

TR 0,96£0,31 0,80£0,34 0,87¢0,49  0,88:0,38

D 8,61+2,14 8,05+1,87 6,28+2,04*  7,602,11

- +dT/dt 97,3+24,5 99,8+23,0 59,4+28,1*  735:21,1%
25mm  TPT 173+13,8 177418,0 211£22,3*  213x19,7"
-dT/dt 36,8+7,86 38,4+9,68 22.8+945%  27,046,64"

TR 0,83+0,28 0,69+0,32 0,69£0,38  0,670,23

D 7,79+2,32 7,86+1,63 562+2,61*  6,542,06
+dT/dt 10128,4 101£19,7 59,8+25,9%  67,8+17,4"

1:)5.3,\,, TPT 151£10,4 152+13,4 180£17,1*  186217,1%
~dT/dt 55,9+14,7 56,3£13,9 28,3:104*  33,0:9,48"

TR 0,77+0,33 0,62+0,21 0,59:0,46  0,60+0,30

Valores expressos em média e desvio padrao. CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle e
apocinina; DM: grupo diabético; DM+APO: grupo diabético e apocinina; TD: tensdo desenvolvida
maxima (g/mm?); +dT/dt: velocidade maxima de elevagao da tensdo desenvolvida (g/mm?2/s); TPT:
tempo para atingir o pico da tensdo desenvolvida (ms); -dT/dt: velocidade maxima de queda da

tensdo desenvolvida (g/mm?/s); TR: tensdo de repouso (g/mmz). *: p<0,05 vs. CTL; #. p<0,05 vs.
CTL+APO (ANOVA + esquema fatorial 2x2).
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Tensdo desenvolvida maxima (TD) apdés a manobra de pés-pausa de 30
segundos (PP30). CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle +
apocinina; DM: grupo diabético, DM+APO: grupo diabético +
apocinina. *: p<0,05 vs. CTL.
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Grafico 16: Tensdao desenvolvida maxima (TD) apds a manobra de elevacdo de

célcio para 2,5 mM. CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle +
apocinina; DM: grupo diabético, DM+APO: grupo diabético +
apocinina. *: p<0,05 vs. CTL.
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Grafico 17: Tensdao desenvolvida maxima (TD) apdés a manobra de adicdo de
isoproterenol 10° M. CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle +
apocinina; DM: grupo diabético, DM+APO: grupo diabético +
apocinina. *: p<0,05 vs. CTL.

Analise Macroscoépica Post-Mortem

Na Tabela 6 sdo mostradas as varidveis macroscépicas dos animais
dos grupos estudados. As varidveis VE, VD e Atrios mostraram-se menores nos
grupos diabéticos em relacdo aos seus respectivos grupos controles. No entanto, a
normalizacdo dessas varidveis pelo PC mostra valores maiores nos grupos
diabéticos (Gréfico 18, 19 e 20). A razdo entre os pesos umido e seco (U/S) do VE,
VD, atrios e pulmio ndao mostraram diferenca entre os grupos. No entanto, no
figado o valor foi maior no grupo DM comparado ao CTL. Ndo se observou efeito

da apocinina nessas variaveis.
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Tabela 6. Varidveis anatdmicas dos animais

Variaveis CTL CTL+APO DM DM+APO
(n=13) (n=13) (n=12) (n=13)
VE 0,89(0,77-0,91)  0,90(0,81-0,95) 0,57(0,53-0,65)* 0,60(0,52-0,70)#
VE/PC 1,79(1,72-1,92)  1,72(1,60-1,79)  2,12(2,01-2,28)* 2,11(2,01-2,37)#
VD 0,24+0,04 0,25+0,04 0,18+0,03* 0,1910,04#
VD/PC 0,50+0,08 0,49+0,05 0,66+0,08* 0,6910,09#
Atrios 0,10+0,02 0,10+0,01 0,08+0,01* 0,0810,01#
Atrios/PC 0,20+0,04 0,20+0,02 0,28+0,05* 0,3010,04#
VE (U/S) 3,73(3,53-3,92)  3,81(3,67-4,00) 3,90(3,82-4,25) 4,00(3,66-4,03)
VD (U/S) 4,10+0,17 4,13+0,10 4,15+0,18 4,14+0,20

Atrios (U/S)

Pulmao(U/S)
Figado (U/S)

4,63(4,42-4,69)
4,63(4,55-4,74)
3,03(2,99-3,05)

4,61(4,44-4,74)
4,62(4,52-4,66)
3,05(2,99-3,08)

4,68(4,48-4,81)
4,51(4,43-4,62)
3,12(3,05-3,17)*

4,74(4,54-5,05)
4,57(4,34-4,65)
3,09(3,04-3,26)

Valores expressos em média e desvio padrdo. CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle e
apocinina; DM: grupo diabético; DM+APQO: grupo diabético e apocinina; VE: ventriculo esquerdo
(9); PC: peso corporal (kg); VD: ventriculo direito (g); Atrios: g; U/S: raz&o entre os pesos Umido e
seco. *: p<0,05 vs. CTL; ": p<0,05 vs. CTL+APO (ANOVA + esquema fatorial 2x2).
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Grafico 18: Peso

do ventriculo esquerdo normalizado pelo peso corporal (VE/PC).

CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle + apocinina; DM:

grupo diabético; DM+APO: grupo diabético + apocinina. *: p<0,05 vs.
CTL; *: p <0,05 vs. CTL+APO.
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Grafico 19:

Atrios/PC (g/ke)

Grafico 20:
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Peso do ventriculo direito normalizado pelo peso corporal (VD/PC).
CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle + apocinina; DM:
grupo diabético; DM+APO: grupo diabético + apocinina. *: p<0,05 vs.
CTL; *: p <0,05 vs. CTL+APO.
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Peso dos atrios normalizado pelo peso corporal (Atrios/PC). CTL:
grupo controle; CTL+APO: grupo controle + apocinina; DM: grupo
diabético; DM+APO: grupo diabético + apocinina. *: p<0,05 vs. CTL; *
p <0,05 vs. CTL+APO.
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Concentracdao de Hidroxiprolina e Fragao Colagena Intersticial

Miocardica

A medida do didmetro dos midcitos em amostras do VE dos animais
ndo mostraram diferenca estatisticamente significante entre os grupos (Grafico
21). A concentracdo de hidroxiprolina miocdrdica mostrou-se maior nos grupos
diabéticos em relacdo aos seus respectivos grupos controles, e o grupo DM+APO
apresentou-se maior em relacdo ao grupo DM. A fracdo coldgena intersticial
miocdrdica foi maior no grupo DM em relacdo ao CTL, e o grupo DM+APO néo se
mostrou diferente em relacdo aos grupos DM e CTL+APO, mostrando efeito

benéfico da apocinina em animais diabéticos (Tabela 7 e Gréficos 22-23).

Tabela 7. Concentracédo de hidroxiprolina e fracdo coldgena intersticial miocdrdica

Variaveis CTL CTL+APO DM DM+APO
HOP VE 2,13£0,15 2,16£0,19 2,51+0,24* 2,8110,32"
Mibcito 15,8+2,29 15,9+1,55 15,3+1,39 17,242,17
FCI VE (%) 2,14+1,29 1,74+0,90 5,05+2,98* 3,1241,35

Valores expressos em média e desvio padrdao. HOP VE (n=10); FCI VE (n=8); CTL: grupo
controle; CTL+APO: grupo controle e apocinina; DM: grupo diabético; DM+APO: grupo diabético e
apocinina; HOP VE: concentragdo de hidroxiprolina no miocardio do ventriculo esquerdo (mg/g);
Midcito: diametro do midcito, um; FCI VE: fragao de colageno intersticial do ventriculo esquerdo. *:

p<0,05 vs. CTL,; #. p<0,05 vs. CTL+APO; 8. p<0,05 vs. DM (ANOVA + esquema fatorial 2x2).
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Grafico 21:
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Grafico 22:
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Diametro dos midcitos. CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle
+ apocinina; DM: grupo diabético, DM+APO: grupo diabético +

apocinina.
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Concentracdo miocardica de hidroxiprolina (HOP). CTL: grupo
controle; CTL+APO: grupo controle + apocinina; DM: grupo diabético;
DM+APO: grupo diabético + apocinina. *: p<0,05 vs. CTL; *: p <0,05 vs.
CTL+APO; 5: p<0,05 vs. DM.
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Grafico 23: Fracdo coldgena intersticial do ventriculo esquerdo (FCI VE). CTL:
grupo controle; CTL+APO: grupo controle + apocinina; DM: grupo

diabético; DM+APO: grupo diabético + apocinina. *: p<0,05 vs. CTL.

Glicemia e Atividade Oxidativa Sérica

Os valores obtidos da andlise da glicemia e da atividade oxidativa

sérica estdo expostos na Tabela 8.

Tabela 8. Analise da glicemia e da atividade oxidativa sérica

Variaveis CTL CTL+APO DM DM+APO
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Glicemia 100+22,3 99,6+16,4 59945 02* 589+37,3"
GSH-Px 42,2+7,70 25,0+4,41* 30,9+3,43* 29,5+3,44
Catalase 4,21+1,10 3,8811,40 1,08+0,58* 4,43+1,73%
SOD 6,43+0,59 565:0,56*  535:0,28* 6,670,807

Valores expressos em média e desvio padrdo. CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle e
apocinina; DM: grupo diabético; DM+APO: grupo diabético e apocinina; Glicemia: mg/dL; GSH-Px:
glutationa peroxidase (nmol/mg tecido); Catalase: umol/g tecido; SOD: superodxido dismutase
(nmol/mg proteina). *: p<0,05 vs. CTL; #. p<0,05 vs. CTL+APO; §: p<0,05 vs DM (ANOVA +
esquema fatorial 2x2).
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A glicemia foi significativamente superior nos grupos diabéticos em
relacdo aos seus respectivos controles. A GSH-Px foi menor no grupo DM em
relacdo ao CTL e ndo se observou diferenca entre os grupos DM+APO e CTL+APO.
No entanto, o valor do grupo CTL+APO foi menor em relacdo ao CTL. Ndo houve
diferenca entre os grupos diabéticos. Em relacdo a catalase, houve reducdo no
grupo DM que foi normalizada pela apocinina. A SOD também foi menor no
grupo DM e a apocinina mostrou ser benéfica em animais diabéticos (Graficos 24,

25 e 26).
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Grafico 24: Glicemia ao final do experimento. CTL: grupo controle; CTL+APO:
grupo controle + apocinina; DM: grupo diabético; DM+APO: grupo
diabético + apocinina. *: p<0,05 vs. CTL; *: p <0,05 vs. CTL+APO.
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Grafico 25: Enzima catalase em amostra miocdrdica do ventriculo esquerdo. CTL:
grupo controle; CTL+APO: grupo controle + apocinina; DM: grupo
diabético; DM+APO: grupo diabético + apocinina. *: p<0,05 vs. CTL; 5
p<0,05 vs. DM.
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Grafico 26: Enzima superdxido dismutase (SOD) em amostra miocardica do
ventriculo esquerdo. CTL: grupo controle; CTL+APO: grupo controle +
apocinina; DM: grupo diabético, DM+APO: grupo diabético +
apocinina. *: p<0,05 vs. CTL; * p <0,05 vs. CTL+APO; %: p<0,05 vs. DM.
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Quantificacado do Estresse Oxidativo Miocardico e Atividade da

NADPH Oxidase em Fragcdes de Membrana

Os valores obtidos da quantificacdo de estresse oxidativo miocardico

e da analise da atividade da NADPH oxidase ndo mostraram diferencas

significantes entre os 4 grupos (Tabela 10).

Tabela 10. Quantificacdo do estresse oxidativo miocardico e atividade da NADPH

oxidase em fracoes de membrana

Variaveis CTL CTL+APO DM DM+APO
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

MDA (uM/L) 1,26+0,23 1,38+0,27 1,38+0,23 1,25+0,45

DHE (uM) 9,77+2,40 8,32+1,23 9,20+1,94 9,13+1,55

EOH (nM) 36,3+13,0 36,2+10,5 34,9+5,07 29,846,38

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: grupo
controle; CTL+APO: grupo controle e apocinina; DM: grupo diabético; DM+APO: grupo diabético e
apocinina; MDA: malonaldeido; DHE: dihidroetidio; EOH: hidroxietidio. *: p<0,05 vs. CTL; #. p<0,05
vs. CTL+APO; . p<0,05 vs. DM (ANOVA + esquema fatorial 2x2).
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Neste estudo avaliamos a influéncia do bloqueio da NADPH oxidase
na remodelacdo cardiaca e a atividade oxidativa de ratos Wistar diabéticos. A
inducdo do estado diabético foi realizada por meio de administracdo do
quimioterdpico STZ.

A STZ é uma glicosamina-nitrosuréia que causa morte de células
beta pancredticas, com consequente deficiéncia na biossintese e secrecdo de
insulina (Yamamoto et al, 1981; Bedoya et al, 1996). Entre os mecanismos
propostos para a citotoxicidade desta substancia estda a alquilacdo do DNA e a
formacdo de EROs (Tjalve et al,, 1976; Schnedl et al., 1994). A acédo intracelular
da STZ causa uma cadeia de eventos que resulta na fragmentacdo do DNA nas
células beta pancredticas. Evidéncias indicam que a STZ gera EROs que
contribuem para fragmentacdo do DNA. As EROs podem, portanto, ter papel
essencial no efeito diabetogénico da STZ (Takasu et al, 1991; Bedoya et al,
1996).

As caracteristicas metabdlicas da indu¢dao do DM por STZ incluem o
desenvolvimento rapido de hiperglicemia profunda, modesta hipertrigliceridemia,
cetose e reducdo acentuada nos niveis de insulina plasmatica (Tahiliani & McNeill,
1986; Feng et al., 2004). No modelo experimental de diabetes tipo 1 os efeitos da
hiperglicemia sdo avaliados na auséncia de hiperinsulinemia (Poornima et al.,
2006).

No presente trabalho foi utilizada apocinina, substancia isolada da
planta medicinal Picrorhiza kurroa, utilizada amplamente para bloquear a
atividade da NADPH oxidase (Heumdtller et al., 2008; Touyz, 2008). Na literatura,
os trabalhos descrevem a dose utilizada de apocinina que varia de 4 mg/kg/dia
(Roe et al., 2011), até 100 mg/kg/dia (Cotter & Cameron, 2003; Shi et al.,
2008). Em nosso estudo, foi optado por utilizar a concentracdo de 16 mg/kg/dia,
que é a mais relatada na literatura (Asaba et al., 2005; Olukman et al., 2010).

Em nosso estudo, a mensuracdo inicial da glicemia e do peso
corporal dos animais mostrou que os grupos CTL, CTL+APO, DM e DM+APO nao
apresentaram  diferenca  estatisticamente significante, evidenciando a
homogeneidade entre os grupos. Conforme esperado para esse modelo

experimental, os animais diabéticos apresentaram elevacdo da glicemia e perda de
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peso (Gimenes, 2012; Xavier, 2012). A apocinina ndo foi capaz de atenuar a
elevacdo da glicemia nem a perda de peso.

Em nosso estudo, a pressdo arterial apresentou discreto aumento
estatisticamente significante nos grupos diabéticos em relacdo aos seus
respectivos controles. Assim ndo podemos descartar a influéncia da presséo
arterial na remodelacdo cardiaca induzida por DM. No entanto, ndo houve
diferenca entre os grupos diabéticos. Na literatura, hd descricbes de que o DM
induzido por STZ aumenta a pressao arterial (Ramos, 1988; Fein et al, 1991;
Takeda et al, 1991), embora outros ndo tenham observado esse efeito
(Yamamoto, 1988; Wienen et al., 2001). Essas alteracoes estariam relacionadas a
volemia ou as diferentes técnicas de medida de pressdo arterial (Kusaka et al,
1987; Yamamoto, 1988).

Através do ecocardiograma realizamos a analise in vivo das variaveis
estruturais do coracdo, assim como dos parametros das funcdes sistélica e
diastélica do VE. Observamos que as varidveis DDVE, AE, MVE eram relativamente
menores nos grupos diabéticos. No entanto, os animais diabéticos apresentavam
PC significativamente menor. Assim, a normalizacdo dessas varidveis pelo PC
mostrou significativo aumento nos valores nos grupos diabéticos em relacdo aos
seus respectivos controles. Sabe-se que a normalizacdo das estruturas cardiacas
pelo PC pode acarretar erros de interpretacdo, uma vez que essas varidveis nao
sdo exatamente proporcionais (Moreira et al., 2006). Portanto em nosso estudo,
ndo é possivel assumir que houve dilatacdo do VE e do atrio esquerdo e aumento
da MVE. Existem vdrios relatos na literatura mostrando que o DM provoca
dilatacdo das camaras cardiacas (Joffe et al, 1999; Akula et al., 2003; Wang et
al., 2011). Em nosso estudo, ndo observamos diferenca nos grupos tratados com
apocinina.

Os indices de funcdo sistélica do VE mostraram-se comprometidos
no grupo DM, uma vez que a %A endo, a FE, a VEPP e a S’ média foram menores
em relacdo ao grupo controle, e a apocinina nao foi capaz de atenuar a reducéo
dos indices acima. A funcédo diastdlica também apresentou-se alterada nos grupos
diabéticos, tendo em vista o aumento do TRIV, assim como o TRIV normalizado

pela frequéncia cardiaca, e ndo se alterou com a apocinina, exceto pela razao E/A
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que aumentou no grupo DM+APO em vrelacdio ao DM, atenuando o
comprometimento diastélico. Muitos autores, igualmente, relataram prejuizo nas
funcodes sistolica e diastdlica do VE, em estudos com ratos diabéticos induzidos
por STZ (Joffe et al., 1999; Mihm et al,, 2001; Akula et al, 2003; Kim et al.,
2010).

O estudo funcional do musculo papilar isolado, em condicdo basal e
apds manobras inotrépicas positivas para verificacdo da reserva contratil,
mostrou comprometimento da contracio e de relaxamento nos grupos diabéticos,
assim como relatado em trabalhos anteriores do nosso grupo (Gimenes, 2012;
Xavier, 2012). A apocinina atenuou a queda da TD nos animais diabéticos nas trés
manobras inotrépicas positivas.

A avaliacdo macroscopica mostrou que o peso do VE, VD e dos &trios
foram menores nos grupos diabéticos, no entanto, ao normalizar pelo PC, os
pesos foram maiores nesses grupos. Considerando as varidveis VE/PC, VD/PC e
atrios/PC, podemos supor que o DM causou hipertrofia miocardica; no entanto, é
possivel que esse resultado seja apenas efeito da normalizacdo pelo PC. Portanto,
o resultado deve ser interpretado com cautela devido a ndo proporcionalidade
exata dessas varidveis (Moreira et al., 2006).

No que diz respeito a relacdo peso umido/seco das estruturas
cardiacas, pulmdo e figado, ndo observamos diferencas consistentes entre os
grupos. Assim, o grau de congestdo dessas estruturas e O6rgdos nao foi
influenciado pela apocinina.

Para avaliarmos o tecido colageno miocdrdico realizamos a
determinacdo da concentracdo miocdrdica de hidroxiprolina e medida da fracéo
de coldgeno intersticial. A hidroxiprolina é um aminodcido presente
exclusivamente no tecido coldgeno e a determinacdo de sua concentracdo no
miocdrdio, juntamente com a medida da fracdo de coldgeno intersticial, sdo duas
técnicas habitualmente utilizadas para quantificar o tecido coldgeno miocdrdico
(Matsubara et al., 2000). Nos nossos dados, a concentracdo de hidroxiprolina
estd aumentada nos grupos diabéticos, em relacdo aos seus respectivos controles.

Ao contrario do esperado, a apocinina causou aumento do tecido coldgeno nos
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animais diabéticos. Em relacdo a fracdo de coldgeno intersticial, entretanto, a
apocinina mostrou efeito atenuante nos animais diabéticos.

A relacdo entre o aumento do estresse oxidativo e os danos causados
pelo diabetes, incluindo o miocardico, é de reconhecida importancia (Maritim et
al., 2003). Varios estudos tém relatado aumento do estresse oxidativo no coracio
de ratos diabéticos (Kaul et al., 1996; Aragno et al., 2008; Wang et al., 2011). As
enzimas catalase, superéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px)
fazem parte do sistema de defesa antioxidante. Essas enzimas impedem e/ou
controlam a formacdo de radicais livres e espécies ndo radicais, envolvidos com a
iniciacdo das reacdes em cadeia que resultam em propagacdo e amplificacdo do
processo e, em consequéncia, a ocorréncia de danos oxidativos (Ferreira &
Matsubara, 1997; Schneider & Oliveira, 2004; Barbosa et al., 2010).

Em nosso estudo, a andlise da atividade oxidativa no soro mostrou
que hos grupos diabéticos houve diminuicdo das enzimas GSH-Px, catalase e SOD,
e a apocinina foi capaz de normalizar ou atenuar os niveis de catalase e SOD.

O complexo NADPH oxidase é um dos principais, sendo o principal,
responsdvel pela producdo do anion superoéxido. A producdo desse radical livre é
controlada por enzimas antioxidantes, como por exemplo, a SOD. O aumento na
producdo de superdxido no organismo causa oxidacdo da dihidroetidina (DHE). A
DHE é amplamente utilizada como marcador da producdo de anion radical
superoxido, principalmente pela observacdo por microscopia de fluorescéncia
total em células e tecidos (Bindokas et al., 1996; Miller et al., 1998). Outros
oxidantes nao sdo capazes de oxidar a DHE em produtos fluorescentes.

A oxidacdo da DHE forma os compostos etidio e o 2-hidroxietideo
(EOH), e este ultimo é separado por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) com deteccdo por fluorescéncia. A formacdo do EOH esta associada a
oxidacdo especifica da DHE pelo superoxido, enquanto que a producdo de etideo
estaria relacionada a oxidacdo da DHE por outras espécies reativas (Zhao et al,,
2003; Fink et al., 2004; Fernandes, 2007). Assim, a DHE quantificada de células e
tecidos representa o estresse oxidativo total, isto é, a soma dos compostos

fluorescentes etidio e EOH.
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O malonaldeido (MDA) é um aldeido de cadeia curta, sendo um dos compostos
medidos pela reacdo com o acido tiobarbiturico (TBARS). A formacdo de
malonaldeido ocorre pela decomposicdo dos hidroperdxidos lipidicos e sua
concentracdo tem sido utilizada para estimar a intensidade da peroxidacdo
lipidica, que estd elevada em situacées de estresse oxidativo em sistemas
biolégicos, células e tecidos (Bonnes & Guérin, 1992).

Em relacdo as andlises de quantificacdo de estresse oxidativo
miocardico e a atividade da NADPH oxidase ndo observamos diferencas
significativas entre os 4 grupos. A apocinina ndo teve efeito sobre os grupos
tratados. Embora esse resultado possa ser visto como inesperado, uma possivel
explicacdo, descrita por Riganti et al. (2006), Heumiiller et al. (2008) e Touyz
(2008), seria de que a apocinina atuaria apenas como inibidor do complexo
NADPH oxidase em células fagocitdrias e na presenca de mieloperoxidase. Em
células ndo fagocitarias e na auséncia de mieloperoxidase, a apocinina poderia
servir apenas como um antioxidante ou em alguns casos como pré-oxidante
(Castor et al., 2010).

Resumindo, estudos mostram a importancia da apocinina no
bloqueio do complexo NADPH oxidase, mas os mecanismos de acdo dessa
substancia e seus beneficios ainda nao estdo elucidados. Estudos adicionais sao
necessdrios para melhorar o entendimento da influéncia do bloqueio da NADPH
oxidase por apocinina na fisiopatologia da miocardiopatia diabética. Em nosso
estudo, a apocinina proporcionou discreta melhora da funcdo diastdlica
ventricular e da funcido contratil miocardica e melhora dos niveis de enzimas
antioxidantes. No entanto, o diabetes mellitus e a apocinina ndo causaram
alteracoes nas variaveis relacionadas a atividade da NADPH oxidase da membrana

celular dos cardiomidcitos.
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CONCLUSAO



A apocinina proporciona melhora da funcdo diastdlica ventricular,
da funcdo contratil miocardica e das enzimas antioxidantes séricas, sem alterar a

atividade da NADPH oxidase dos cardiomidcitos em ratos com diabetes mellitus.
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