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O diabetes mellitus (DM) pode produzir alteracdes metabdlicas, fibrose
intersticial, hipertrofia miocardica, doenca microvascular e disfuncdo autonémica,
gue resultam em doenca miocardica. O comprometimento miocardico pode ser
decorrente do aumento de espécies reativas de oxigénio. Os antioxidantes, como a
guercetina, podem ser Uteis na prevencao das complicacbes do DM. Neste estudo,
testamos a hipotese de que o DM causa aumento do estresse oxidativo e disfuncao
miocardica, e que a quercetina é capaz de atenuar essas alteracdes. Foram
utilizados ratos Wistar divididos em quatro grupos: 1) controle (CTL, n=24); 2)
quercetina (QC, n=29); 3) diabético (DM, n=35); e 4) diabético + quercetina
(DM+QC, n=32). O diabetes foi induzido por estreptozotocina e a administracéo de
quercetina foi iniciada 7 dias apdés a inducdo de DM durante 10 semanas. A
avaliagdo estrutural e funcional in vivo do ventriculo esquerdo (VE) foi realizada por
ecocardiograma. O estudo funcional in vitro foi realizado pela avaliagdo do musculo
papilar do VE. Para analise de varidveis anatbmicas foram medidos os pesos umidos
e secos do VE, ventriculo direito, atrios e amostras de figado e pulmédo. A medida da
frac@o colagena instersticial foi realizada em cortes histologicos do VE. Amostras do
VE foram utilizadas para quantificar a concentracdo de hidroxiprolina. O estresse
oxidativo miocardico e sérico foi avaliado pela dosagem de hidroperéxido de lipidio,
superoxido dismutase e glutationa peroxidase. O estudo foi complementado pela
avaliacdo da expressao génica de proteinas reguladoras do transito intracelular de
célcio (Ca*%-ATPase do reticulo sarcoplasmatico - SERCA-2a, fosfolamban - PLB e
receptor rianodinico tipo 2 - RyR-2). O numero final de animais em cada grupo
experimental foi de 19 no CTL, 21 no QC, 24 no DM e 19 no DM+QC. No final do
experimento, o peso corporal foi estatisticamente menor e a glicemia maior nos

animais diabéticos. A analise ecocardiografica mostrou que os grupos diabéticos




Resumo 8

apresentaram dilatacdo do VE e do atrio esquerdo e a quercetina atenuou o
aumento do diametro do atrio esquerdo. Como os valores da espessura relativa do
VE nao diferiram entre os grupos, a dilatacdo do VE foi acompanhada de aumento
proporcional de suas paredes. Os valores de massa do VE/peso corporal obtidos por
ecocardiograma ou medidos post mortem mostraram-se maiores Nnos grupos
diabéticos. A funcéo sistdlica do VE apresentou-se comprometida no grupo DM e a
guercetina foi capaz de atenuar a reducdo da porcentagem de encurtamento
endocardico e da fracdo de ejecao. Nos grupos diabéticos a funcéo diastolica do VE
mostrou-se alterada e a quercetina ndo apresentou efeito nestes indices. Na analise
do musculo papilar, o grupo DM apresentou piora da funcdo contratii e de
relaxamento na condicao basal e apés manobras para avaliacdo da reserva contréatil
e a quercetina preveniu ou atenuou tais alteracdes. No estudo anatdmico, 0s pesos
do VE, do ventriculo direito e dos étrios, quando normalizados pelo peso corporal,
foram maiores nos grupos diabéticos. A avaliagdo do tecido colageno pela medida
da concentragdo miocérdica de hidroxiprolina revelou elevacdo significante nos
grupos diabéticos. A medida da fracdo colagena intersticial mostrou aumento nos
grupos diabéticos, mas ndo atingiu significancia estatistica. A quercetina ndo causou
efeito benéfico nessas variaveis. A expressdao génica da SERCA-2a foi
significantemente reduzida nos grupos diabéticos e a quercetina nao interferiu em
sua expressdo. Em relacdo a PLB e RyR-2, ndo houve diferenca da expressao
génica entre os grupos. As analises da atividade oxidativa no soro e no VE
mostraram aumento nos grupos diabéticos e, no soro, a quercetina foi capaz de
atenuar ou normalizar o estresse oxidativo. Concluindo, no modelo experimental de
diabetes mellitus em ratos ocorre remodelacdo cardiaca associada a aumento do

estresse oxidativo, que € atenuada ou normalizada pelo antioxidante quercetina. No
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entanto, a reducado da expressdo génica da SERCA-2a miocardica ndo se altera com

a quercetina.

Palavras-chave: antioxidante, cardiomiopatia diabética, estresse oxidativo,

guercetina, remodelamento cardiaco, ratos.
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Diabetes mellitus (DM) can cause myocyte hypertrophy, cardiac
metabolic changes, interstitial fibrosis, microvascular disease, and autonomic
dysfunction, resulting in myocardial disease. Increase of reactive oxygen species is
one of the main mechanisms of myocardial injury. Antioxidants, such as quercetin,
can be useful to prevent DM complications. In this study, we tested the hypothesis
that DM increases oxidative stress and induces myocardial dysfunction, and
quercetin can attenuate these changes. Wistar rats were divided into four groups: 1)
control (CTL, n=24); 2) quercetin (QC, n=29); 3) diabetes (DM, n=35); and 4) diabetic
+ quercetin (DM+QC, n=32). Diabetes was induced by streptozotocin. Seven days
later quercetin administration was started and maintained for 10 weeks. In vivo
cardiac structural and functional assessment was performed by echocardiography. In
vitro myocardial function was studied on left ventricular papillary muscle. For
anatomical post mortem analysis, wet and dry weights of left ventricle (LV), right
ventricle, atria, and samples of liver and lung were measured. Interstitial collagen
fraction was measured on LV histological sections. Left ventricular samples were
used to quantify hydroxyproline concentration. Left ventricular myocardial and serum
oxidative stress were evaluated by measuring lipid hydroperoxide, superoxide
dismutase and glutathione peroxidase. Gene expression of proteins involved in the
intracellular calcium transient (Ca*>-ATPase of the sarcoplasmic reticulum - SERCA-
2a, phospholamban — PLB, and ryanodine receptor type 2 - RyR-2) was evaluated by
RT-PCR. The final number of animals in each experimental group was 19 in CTL, 21
in QC, 24 in DM, and 19 in the DM+QC. At the end of the experiment, body weight
was lower and serum glucose higher in diabetic animals. The echocardiographic
analysis showed that the diabetic group had a dilated LV and left atrium and

guercetin attenuated the increase of left atrial diameter. Since the values of LV
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relative wall thickness did not differ between groups, LV dilation was accompanied by
proportional increase of LV wall thickness. LV mass/body weight ratio evaluated by
echocardiography or measured post mortem was higher in both diabetic groups. The
LV systolic function was impaired in the DM group; quercetin administration
attenuated the reduction of endocardial fractional shortening and ejection fraction.
The LV diastolic function was altered in diabetic groups and quercetin had no effect
on this function. In the analysis of papillary muscle function, the DM group presented
worsening of contractile function and relaxation, at basal condition and after inotropic
stimulation for assessment contractile reserve, and quercetin prevented or attenuated
these changes. In the anatomical evaluation, weights of LV, right ventricle, and atria
normalized by body weight were higher in diabetic groups. The evaluation of collagen
tissue by measuring myocardial hydroxyproline concentration revealed a significant
increase in the diabetic groups. Interstitial collagen fraction was increased in the
diabetic groups, but with no significant difference. Quercetin caused no beneficial
effect on these variables. Gene expression of SERCA-2a was significantly reduced in
diabetic groups and quercetin did not interfere with its expression. PLB and RyR-2
gene expression did not differ between groups. Oxidative activity in serum and LV
was increased in diabetic groups; quercetin reduced or normalized oxidative stress in
serum. In conclusion, diabetes mellitus-induced cardiac remodeling and increased
oxidative stress in rats is attenuated or prevented by the antioxidant quercetin.
However, quercetin administration does not ameliorate the reduction of myocardial

SERCA-2a gene expression.

Key-words: antioxidants, diabetic cardiomyopathy, oxidative stress, quercetin,

cardiac remodeling, rats.
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O diabetes mellitus (DM), segundo a Organizacdo Mundial da Saude, é
uma desordem metabdlica de etiologia mdltipla, caracterizada por hiperglicemia
cronica, que acarreta disturbios no metabolismo de carboidratos, gorduras e

proteinas resultantes de defeitos na secrecéo e/ou acéo da insulina.t

No ano 2000, a prevaléncia de DM era de 2,8% na populacdo mundial,
equivalente a 171 milhdes de pessoas. Estima-se que para 2030 a prevaléncia seja
de 4,4% na populacdo mundial, representando cerca de 366 milhdes de pessoas
acometidas pela doenca.? Em outro estudo, Shaw et al.® realizaram uma estimativa
da prevaléncia mundial de DM na faixa etaria de 20 a 79 anos, e concluiram que em
2010 seria de 6,4% (285 milhdes) e aumentaria para 7,7% (439 milhées) em 2030.
De acordo com esse estudo, entre 2010 e 2030 haveria aumento de 69% no numero
de adultos com DM em paises em desenvolvimento e aumento de 20% em paises

desenvolvidos.

Em relacdo ao Brasil, um estudo da populagédo urbana de Ribeirdo
Preto, SP, na faixa etaria de 30 a 69 anos, mostrou prevaléncia de DM de 12,1%.*
Outro estudo realizado em S&o Carlos, SP, na faixa etaria de 30 a 79 anos,
encontrou prevaléncias de DM e tolerancia diminuida a glicose de 16,6% e 6,2%,

respectivamente.® De acordo com dados do DATASUS, em 2009 a prevaléncia de

DM era de 9,5% na populacéo brasileira acima de 34 anos de idade.®

No DM, os disturbios do metabolismo de glicose causam complicacdes
gue envolvem as doencas cardiovasculares progressivas e severas, incluindo
hipertenséo arterial sistémica, insuficiéncia cardiaca e doenca arterial coronariana,
sendo que 75% dos pacientes diabéticos morrem por algum desses eventos

1

cardiovasculares.”* As complicacbes cronicas do DM sdo as principais
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responsaveis pela morbidade e mortalidade dos pacientes diabéticos.

Dentre as diversas complicacbes cardiacas que surgem em
decorréncia do diabetes, a cardiomiopatia diabética ndo aterogénica tem sido
reconhecida como forma unica de doenca cardiaca em aproximadamente 30% dos
pacientes com DM insulino-dependente, apresentando-se precocemente com
anormalidade na funcdo diastolica seguida de disfuncédo sistdlica do ventriculo

esquerdo.*?*?

A diversidade de mecanismos propostos para a patogénese da
cardiomiopatia diabética reflete a sua natureza multifatorial e complexa.** Segundo
Codinach Huix & Freixa Pamias,*? o diabetes pode produzir alteracdes metabdlicas,
fibrose intersticial, hipertrofia miocéardica, doenca microvascular e disfuncéo
autondmica, sendo que todas essas alteracfes seriam responsaveis pela doenca
miocardica. Nesse aspecto, a disfun¢do ventricular tem sido descrita em pacientes
diabéticos, jovens, assintométicos, sem outras doencas que poderiam afetar o
musculo cardiaco, sendo nesse caso o diabetes considerado a Unica causa da

doenca miocéardica.*?**°

O aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) é um
dos principais fatores responsaveis pelo comprometimento miocardico decorrente
do DM.**%? Evidéncias sugerem que o acentuado aumento do metabolismo da
glicose esta associado a formacdo aumentada de ERO devido ao aumento da
producdo mitocondrial do anion superoxido, além de falhas no sistema antioxidante

como reducdo da glutationa peroxidase, superéxido dismutase e catalase.?*%

Os quatro principais mecanismos responsaveis pelos danos oxidativos
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hiperglicémicos séo: glicacdo ndo enzimatica de proteinas e lipides e auto-oxidacao
da glicose com consequente formacédo de produtos finais da glicacdo avancada
(AGE); aumento do fluxo através da via dos polidis; ativacao de isoformas de proteina
C quinase; e aumento do fluxo da via de hexosaminas.??"3° O aumento de AGE
promove a formacdo de ligacdes irreversiveis com varias macromoléculas. Por
exemplo, a sua ligacéo ao colageno induz fibrose intersticial, e a ligacéo as proteinas
Ca"-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA-2a) e ao receptor rianodinico
(RyR-2), responséaveis pelo transito intracelular de calcio, causa inativagdo ou
reducdo de suas funcdes.** Além disso, pode haver reducdo da quantidade de
SERCA-2a decorrente de aumento de hexosamina no miécito.** Estes dados
fornecem evidéncias para a associacdo entre hiperglicemia e alteragdo da expressao
e funcéo das enzimas SERCA-2a e RyR-2, com consequente piora do relaxamento,
contratilidade e rigidez miocardica.***® De acordo com a relac&o entre hiperglicemia e
alteragcbes subcelulares, foi verificado que a severidade da disfungéo diastdlica do
ventriculo esquerdo em pacientes diabéticos se correlaciona positivamente com o0s

valores séricos da hemoglobina glicada.*”

Na prevengdo das complicagBes cronicas do diabetes, é consenso a
necessidade da manutencdo de um controle glicémico satisfatério por meio de

medicamento, dieta adequada, controle de peso corporal e atividade fisica regular.

Os antioxidantes tém gerado grande interesse devido aos efeitos
potencialmente benéficos no DM.***° Estudos realizados em cultura de células
vasculares, em animais de laboratério e em pacientes diabéticos tém mostrado que
antioxidantes como as vitaminas C e E, o beta-caroteno, o acido lipdico, entre outros,

podem ser Uteis na prevencdo do desenvolvimento e progressdo das complicacfes
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do DM.**° No entanto, ha outros estudos mostrando resultados divergentes quanto
ao beneficio dessas substancias, em particular a vitamina E, que em pacientes

diabéticos ndo mostrou efeito esperado.®>*

Entre os principais antioxidantes presentes na dieta, além das
vitaminas, est&o os flavondides como a quercetina.”® Em estudos experimentais com
ratos diabéticos, os flavonodides mostraram melhora dos niveis glicémico e lipidico, da
atividade das ERO e das funcdes miocardica e cardiaca.”®™® A administracdo de
guercetina resultou em menores niveis plasmaticos de glicemia, substancias reativas
ao acido tiobarbitirico e hidroperéxidos. Além disso, regularizou a atividade das
enzimas superoxido dismutase e catalase, atenuando dessa forma as reacdes
ocasionadas pelo estresse oxidativo.”® Em outro estudo de diabetes induzido por
estreptozotocina em ratos, a quercetina demonstrou efeito protetor diminuindo a
lipoperoxidagéo e a producdo de 6xido nitrico e aumentando a atividade enzimatica
antioxidante. Além disso, ocorreu maior preservacdo das células das ilhotas

pancreaticas no grupo tratado com quercetina.®°

Apesar dos varios estudos mostrarem efeito benéfico da quercetina no
DM, ha relato de efeito desfavoravel, com intensificacdo dos efeitos do DM como
aumento na lipoperoxidacao e alteracdes na atividade da glutationa peroxidase e da

catalase.®*

O estudo do efeito direto da hiperglicemia sobre o miocéardio tem
merecido pouca atencdo e muitas pesquisas, especialmente in vitro, tém direcionado
principalmente para mecanismos moleculares através das alteracdes patologicas
nas células de musculo liso vascular e das células endoteliais.®*®* Experimentos em

ratos com diabetes induzido por estreptozotocina tém mostrado depressédo da
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contratilidade miocardica, reducdo da complacéncia ventricular e menor resposta
inotrépica e cronotrépica as drogas estimulantes.®°® No modelo experimental de
agressao cardiaca induzida por doxorubicina, os flavonéides mostraram efeito

benéfico sobre o miocardio.®”"°

Diante do exposto, a hipétese deste estudo é que o DM, induzido por
estreptozotocina em ratos, causa aumento da atividade do estresse oxidativo e
disfuncdo ventricular, e o flavondide quercetina é capaz de atenuar essas

alteracoes.




2. Objetivos
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Avaliar a influéncia do antioxidante quercetina sobre a remodelacao
cardiaca e a atividade oxidativa de ratos com diabetes mellitus induzido por
estreptozotocina, além de investigar a expressao génica de proteinas reguladoras do

transito intracelular de calcio.




3. Material e Métodos
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3.1 Animais e Constitui¢cdo dos Grupos Experimentais

Foram utilizados 120 ratos Wistar, machos, com peso corporal (PC)
inicial de 326+2 g, provenientes do Biotério Central do Campus de Botucatu da
Universidade Estadual Paulista, UNESP. O projeto foi aprovado pela Comisséo de

Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.
Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos experimentais:
- Controle (CTL, n=24): ratos normais
- Quercetina (QC, n=29): ratos normais que receberam quercetina
- Diabético (DM, n=35): ratos diabéticos

- Diabético + quercetina (DM+QC, n=32): ratos diabéticos que receberam

guercetina
Todos os grupos receberam ragdo comercial e agua ad libitum.

A inducédo de DM foi realizada por meio da administracéo intraperitoneal
(i.p.) de estreptozotocina (Sigma Chemicals Company), em dose Unica, nha
concentracéo de 50 mg/kg de PC, diluida em tampao citrato 0,1 M e pH 4,5.7" Os

animais controle receberam apenas a solugcédo tampéo.

Sete dias apds a administracdo de estreptozotocina ou tampéao,
amostras de sangue foram retiradas pela puncdo da cauda e a glicemia foi
determinada através de um glicosimetro (Advantage®).”* Os animais que

apresentaram concentracdo de glicose sérica acima de 220 mg/dL foram
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75-77

considerados diabéticos e incluidos nos grupos diabéticos. A determinacao de

glicemia sérica foi realizada também no inicio (antes da indu¢ao do DM) e ao final do

periodo experimental.

Os ratos pertencentes ao grupo DMQC, apds confirmado o estado
diabético, e aqueles integrantes do grupo QC receberam, semanalmente, o
flavonoide quercetina (Sigma Chemicals Company), na concentracdo de 50 mg/kg

i.p. diluida em propileno glicol, durante 10 semanas.

Os animais foram alojados em gaiolas individuais, sendo mantidos em
ambiente com temperatura (25+2°C) e fotoperiodo (ciclos 12/12 horas claro/escuro)

controlados. Além disso, os ratos foram pesados semanalmente.

3.2 Afericao da Pressao Arterial

A presséo arterial sistolica (PAS) foi medida na cauda do animal ao
final do periodo experimental. Para afericdo da PAS foi utilizado o método da
pletismografia.”® 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 causal. Para afericdo da PAS foi
utilizado o eletro-esfigmomandémetro Narco Bio-System®, modelo 709-0610
(International Biomedical Inc., USA). O manguito foi posicionado em torno da cauda
do animal e conectado a um transdutor de pressao (Gould, OH, USA). Em seguida, o
manguito foi insuflado a um valor superior a PAS e desinsuflado. O registro das

curvas de PAS foi feito por um poligrafo (Gould, modelo RS 3200, OH, USA).
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3.3 Estudo Ecocardiografico

O ecocardiograma foi realizado no final do periodo experimental. Os
ratos foram submetidos a sedagédo com cloridrato de cetamina (50 mg/kg, i.p.) e
cloridrato de xilidino (1 mg/kg, i.p.). Apés tricotomia da regido anterior do térax, os
animais foram posicionados em 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 avaliar as medidas
estruturais do coragao foram obtidas imagens em modo monodimensional (modo-M)
orientado pelas imagens em modo bidimensional, estando o transdutor em posi¢ao
paraesternal 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.”®®® As imagens da aorta e do atrio esquerdo foram obtidas
posicionando o cursor do modo-M ao nivel do plano da valva aértica. As imagens
obtidas no modo-M foram registradas em impressora modelo UP-895 da Sony Co.
Posteriormente, as estruturas cardiacas foram medidas, manualmente, com o auxilio
de um paquimetro. As seguintes estruturas foram medidas: diametros diastélico
(DDVE) e sistélico (DSVE) do VE; espessuras diastélica da parede posterior do VE
(EDPP) e do septo interventricular (EDSIV); e diametros da aorta (AO) e do atrio
esquerdo (AE). A espessura relativa do VE foi calculada dividindo o dobro da EDPP
pelo DDVE [(2xEDPP)/DDVE]. A massa do VE (MVE) foi calculada pela férmula
[(DDVE+EDPP+EDSIV)® — (DDVE)®] x 1,04, onde 1,04 representa a densidade
especifica do miocardio.®®®!. A funcéo sistdlica do VE foi avaliada pelos seguintes
indices: 1) porcentagem de encurtamento endocéardico (%A endo) [(DDVE-

DSVE)/DDVE]; 2) fracdo de ejecéo (FE) [(DDVE3-DSVE®)/DDVE?]; 3) velocidade de
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encurtamento da parede posterior (VEPP), que é a tangente maxima do movimento
sistélico da parede posterior. A funcéo diastélica do VE foi avaliada pelos seguintes
indices: 1) picos de velocidade de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da
contracao atrial (onda A) do fluxo transmitral; 2) razéo entre as ondas E e A (E/A); 3)
tempo de desaceleracdo da onda E (TDE); 4) tempo de relaxamento isovolumétrico
(TRIV); e 5) TRIV normalizado pela frequéncia cardiaca (TRIVn) [TRIV/(R-R)*"],

onde R-R representa o intervalo entre dois ciclos cardiacos consecutivos.®

3.4 Estudo do Musculo Isolado

A avaliacdo funcional do musculo isolado foi realizada dentro de 48
horas apds a realizacdo do ecocardiograma, de acordo com o0s procedimentos
rotineiramente realizados em nosso laboratério.®*# Sob anestesia com pentobarbital
sbdico (50 mg/kg, i.p.), os animais foram submetidos a toracotomia mediana. O
coracao foi rapidamente removido e colocado em solucdo de Krebs-Henseleit a
temperatura de 28°C, previamente oxigenada por 10 minutos com 95% de oxigénio
(O,) e 5% de diéxido de carbono (CO;). A composicdo da solucdo de Krebs-
Henseleit,?® em milimoles por litro, é: 118,5 NaCl; 4,69 KCI; 2,52 CaCly; 1,16 MgSOy.;

1,18 KH,POy; 5,50 glicose e 25,88 NaHCO3.

Apés disseccao 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 numa placa de vidro contendo solugéo descrita acima. Os
musculos papilares, ap0s terem as suas extremidades presas a anéis de acgo

inoxidavel, foram rapidamente transferidos para camara de vidro contendo solucéo
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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.

Os musculos papilares foram mantidos em posicdo vertical na camara
de vidro. O anel inferior foi ligado a fio de aco inoxidavel de 0,31 mm de diametro,
conectado a transdutor de for¢ca (Kyowa 120T-20B), e o superior conectado a fio de
aco, semelhante ao anterior, preso a extremidade do braco longo de uma alavanca
isotbnica. Sobre esta extremidade havia um micrémetro que controlava a extensao
dos movimentos da alavanca permitindo ajustar o comprimento do musculo na fase
de relaxamento muscular. O estiramento inicial da fibra cardiaca foi realizado com
carga de pequeno peso (pré-carga) suspensa ha extremidade do braco curto da
alavanca, acoplado ao transdutor de comprimento (Hewlett Packard, modelo 7

DCDT-050).

Os mausculos foram estimulados 12 vezes por minuto por meio de
eletrodos de platina tipo agulha, acoplados a estimulador elétrico, programado para
liberar estimulos em onda quadrada de 5 ms, com voltagem aproximadamente 10%
maior que 0 mIiNiMoO necessario para provocar resposta mecanica maxima do
musculo. Os musculos papilares foram estudados em contracfes isométricas e
registrados em um poligrafo. Os indices de contracdo avaliados foram: tenséo
desenvolvida maxima (TD); derivada positiva maxima de tensdo desenvolvida
(+dT/dt); e tempo para atingir o pico de tensédo desenvolvida (TPT). O relaxamento
muscular foi avaliado pelos indices derivada negativa méxima da tensdo

desenvolvida (-dT/dt) e tenséo de repouso (TR).

O estudo funcional in vitro foi complementado por manobras que
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aumentam a contratilidade miocéardica, com a finalidade de avaliar a reserva contratil.
Apos periodo de estabilizacao, foi realizada a manobra de pos-pausa, a qual consiste
em permitir que o musculo figue em repouso durante 30 segundos, e a primeira
contracdo apos esse periodo é analisada. Passados 5 minutos, foi trocada a solucéo
nutriente de Krebs-Henseleit para outra com 2,5 mM de calcio, estabilizada por 10
minutos e realizado o registro das contracdes. A seguir, 0 musculo retornou a solugéao
de 1,25 mM de célcio, com periodo de estabilizacdo de 10 minutos antes da adicéao
de isoproterenol na concentracdo de 10° M. Dez minutos apés a manobra era

realizado novo registro das contracoes.

3.5 Andlise Histoldgica do Coragéo

Apods 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 48 horas a 4°C. Ap0s esse
periodo, o tecido foi lavado, desidratado e incluido em parafina. Cortes histolégicos
de 5 a 7 um de espessura foram submetidos a coloracdo por picrosirius red para

guantificacao da fracéo colagena miocardica.

A andlise morfométrica foi realizada utilizando-se uma camara de video
acoplada a um microscopio Leica, com objetiva 40x, conectado a computador
equipado com um programa analisador de imagem (Image-Pro Plus 3.0, Media

Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA).

Para avaliacdo do colageno nas laminas coradas por picrosirius red, foi




Material e Métodos 28

utiizada a videodensitometria. Retidas as imagens, os componentes do tecido
cardiaco foram identificados, segundo o realce de cor. Os filamentos de colageno
refletiram a cor vermelha, enquanto os midcitos foram vistos na coloracdo amarela.

Areas contendo vasos sanguineos foram excluidas da analise.

3.6 Analise de Variaveis Anatomicas

O grau de hipertrofia ventricular foi avaliado pelos pesos dos
ventriculos direito e esquerdo em valores absolutos e normalizados pelo peso
corporal dos animais. Apos a retirada do coragdo do torax, os atrios foram separados
e fragmentos do pulmédo e figado foram coletados para determinacédo da relagéo

peso umido/peso seco desses 6rgaos.

3.7 Quantificacdo de Hidroxiprolina

A concentracdo de hidroxiprolina foi mensurada em tecido miocardico
obtido da ponta do VE, de acordo com o método descrito por Switzer,?’ utilizando-se

a técnica previamente descrita em outros trabalhos de nosso laboratério.®

Inicialmente foram obtidas as solucbes-padrdao de trabalho de
hidroxiprolina (diluicdo 60 pl HOP / 2940 pl HCI) e a soluc&o branca (agua destilada).
Previamente a execucdo do processamento bioquimico, foi necessaria a preparacao

dos seguintes reagentes quimicos: tampéao borato 0,2 M (pH 8,7), tiossulfato de sodio
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3,6 M e o reagente de Ehrlich.

O processamento bioquimico para determinacdo da concentracdo de
hidroxiprolina foi iniciado por secagem das solucdes-padrdao e das amostras no
concentrador de amostras (Speed Vac). A hidrélise acida foi realizada mediante
adicdo de HCI 6 N em cada um dos tubos das amostras, que foram aquecidas na
estufa a 100°C por 8 horas. A oxidacéo foi realizada apos 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 adicionado em cada uma, 1ml de agua destilada e
tamponadas com solu¢édo tampéao borato 0,2 M pH 8,7; apds 20 minutos, a reacao foi
inibida com a solugdo tiossulfato de sodio 3,6 M e as amostras foram agitadas.
Posteriormente, a solucéo foi saturada com KCI e colocada em banho-maria a 90°C.
Os tubos foram resfriados e neles adicionados 2,5 ml de tolueno; em seguida, foram
agitados por 5 minutos para a separacao das fases agua e tolueno. Foram retirados
1,5 ml de tolueno da solucdo e estes foram colocados em tubos de hemdlise para
serem acrescentados 0,6 ml de solugcéo de Ehrlich. As amostras foram mantidas em
repouso por 30 minutos a fim de se alcancar a estabilidade do cromogeno. A leitura

foi realizada por espectrofotometria com filtro de 565 nm.

3.8 Obtencado de Amostras para Avaliacdo do Estresse Oxidativo

O sangue foi coletado por decapitacdo sob anestesia, antes da retirada
do coracéo para estudo do musculo papilar. O soro foi separado por centrifugacéo a

4.000 rpm por 15 minutos e utilizado para determinacdo da concentracdo de
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hidroperoxido de lipidio e da atividade da glutationa peroxidase e superéxido

dismutase.

ApoOs obtencao de sangue e retirada dos muasculos papilares, o coracao
foi imediatamente isolado e amostras do VE (aproximadamente 200 mg) foram
estocadas a -80°C. Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas em tampao
fosfato de sodio (0,1 M) pH 7,4 e o homogeneizado centrifugado a 12.000 g, durante
15 minutos a -4°C.%? O sobrenadante foi utilizado para determinar a concentracéo de

hidroperoxido de lipidio e atividade da glutationa peroxidase e superoxido dismutase.

3.8.1 Determinacdes Séricas e Cardiacas

3.8.1.1 Determinacao de Hidroperdxido de Lipidio

Foi determinado através da oxidacdo do sulfato ferroso amoniacal
(Fe?") na presenca de alaranjado de xilenol, acido sulfdrico e butilato hidroxitolueno
(BHT) em metanol & temperatura ambiente. O Fe** reage com o alaranjado de
xilenol e forma cromogeno, cuja intensidade de coloracdo foi medida

espectrofotometricamente.®

3.8.1.2 Determinacéo da Atividade de Glutationa Peroxidase (GSH-Px)

A atividade da glutationa peroxidase foi determinada segundo método

de Nakamura et al. na presenca de perdxido de hidrogénio.®* A mistura de reacéo foi
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preparada com tampao fosfato de sédio, NADPH,, azida sodica, EDTA, glutationa
reduzida (GSH) e glutationa redutase. Através da oxidacdo do NADPH; a 340 nm na
presenca de glutationa redutase, que catalisa a reducdo da glutationa oxidada

(GSSG), determinou-se a atividade da GSH-Px.

3.8.1.3 Determinacdo da Atividade de Superdxido Dismutase (SOD)

A atividade da superéxido dismutase foi determinada pela técnica de
Crouch et al, tendo como base a capacidade da enzima de inibir a reducdo do
nitroblue-tetrazolico (NBT) por radicais livres gerados pela hidroxilamina em meio
alcalino, pH 10,0.%? A hidroxilamina gera fluxo de O,- do NBT para blue-formazana
em temperatura ambiente. Quando a amostra é adicionada, a velocidade de reducgéo

do NBT ¢ inibida, conforme a porcentagem de SOD presente na amostra.

3.9 Avaliacdo da Expressdo Génica das Proteinas Reguladoras do

Transito de Calcio no Miocardio por RT-PCR em Tempo Real

A andlise da expressdo génica das proteinas reguladoras do transito
de calcio no miocardio (ATPase do Ca** do reticulo sarcoplasmatico — SERCA-2a,
fosfolamban — PLB e receptor de rianodina — RyR-2) e do gene constitutivo ciclofilina
foi realizada por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real apés transcri¢cao

reversa, RT-PCR.%®




Material e Métodos 32

3.9.1 Extracdo de RNA com TRizol

O fragmento do miocardio congelado foi homogeneizado em Polytron
com TRizol (1ml de TRizol/50-100 mg de tecido). O homogenato foi transferido para
tubo de 1,5 ml e incubado por 5 minutos a temperatura ambiente para permitir a
completa dissociacdo dos complexos nucleo-protéicos. A seguir, foram
acrescentados 0,2 ml de cloroférmio por ml de TRizol utilizado, homogeneizado
vigorosamente e incubado por 3 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o
material foi centrifugado a 12.000 g por 15 minutos a 4°C. Para a precipitacdo do
RNA, a fase aquosa formada apos a centrifugacdo do material foi separada e
precipitada por intermédio de incubag¢do com 0,5 ml de isopropanol (por ml de TRizol
utilizado inicialmente) por 10 minutos, a temperatura ambiente. Apos esse periodo, 0
material foi novamente centrifugado a 12.000 g por 10 minutos a 4°C. O sedimento
formado foi lavado com 1 ml de etanol 75% (por ml de TRizol utilizado inicialmente) e
centrifugado a 7.500 g por 5 minutos a 4°C. O sedimento de RNA secou por 10
minutos a temperatura ambiente e foi ressuspenso em solucdo 0,01% de
dietilpirocarbonato (DEPC) e incubado a 60°C, por 10 minutos, para a inativacdo de
possiveis residuos de RNase. O RNA foi, entdo, quantificado por espectrofotometria
a 260 nm, utilizando-se o fator de correcao préprio para o RNA (40) e o fator de
diluicho do RNA (70). Foi também determinada, por espectrofotometria, a razao
entre 260 e 280 nm, o que fornece uma estimativa da qualidade do processo de

extracao.
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3.9.2 Gel Analitico de Agarose para RNA

Para analisar a integridade do RNA, foi realizada eletroforese (1ul da
solucdo contendo o RNA total, 1 yl de carregador Orange e 8 pl de agua ultra-pura)
em gel de agarose (1%), tampao TAE (Tris 45 mM, acido bérico 45 mM, EDTA 1

mM), corado com brometo de etidio, a voltagem de 60 mV.

3.9.3 Transcricao Reversa (RT) do RNA

A RT do RNA de cada amostra foi realizada utilizando-se o0s
componentes do Kit SuperScript First-Strand Synthesis for RT-PCR (Invitrogen,
Brasil). Uma mistura contendo 1 pg de RNA total, 1 yl de dNTP mix 10 mM e 1 ul de
Random Hexamers (50 ng/ul), com volume total ajustado para 10 ul de H,O tratada
com DEPC, foi incubada por 5 minutos a 65°C. A seguir, foram adicionados a essa
mistura 9 pl de uma solucéao contendo 2 pl de tampéo RT 10x, 4 ul de MgCl, 25 mM,
2 yl de DTT 0,1 M e 1 pl de inibidor de RNAse recombinante RNAseOUT™ (40
unidades/ul). ApGs leve agitacdo e incubacéo a 42°C por 2 minutos, foi adicionado a
reacdo 1 pl da enzima SuperScript™ Il RT (50 unidades/ul) e a mistura foi
novamente incubada por 50 minutos a 42°C. Em seguida, a mistura de reacéao foi
colocada no gelo e adicionado 1 pyl de RNase H para finalmente incubar essa

mistura por 20 minutos a 37°C.

Para comprovar a auséncia de DNA gendmico residual nas amostras
de RNA submetidas a reacédo de RT, uma amostra de RNA (controle negativo da RT)

foi submetida a reacdo de RT acima descrita com a substituicdo da enzima
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SuperScript™ Il RT por 1 pl de H,O com DEPC. Esse produto de reacao foi utilizado
em todas as reacdes de PCR e a auséncia de DNA gendmico residual foi confirmada

pela auséncia de produtos de amplificacao.

3.9.4 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em Tempo Real

Aliquotas da reacdo de RT de cada amostra contendo 10 — 100 ng de
cDNA foram adicionadas a uma mistura contendo 10 pyl 2X TagMan Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e 1 pl de ensaio pré-
otimizado (20X) contendo sonda FAM dye-labeled Tagman MGB e primers “sense” e
“antisense” ndo marcados (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) especificos
para cada gene. Foi adicionada agua tratada com DEPC para se obter um volume
final de 20 yl. As reacdes foram realizadas em triplicata para cada gene alvo e para
0 gene constitutivo no sistema Real Time PCR 7500 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA), seguindo protocolo sugerido pelo fabricante: 1 ciclo a 95°C por 10
minutos para ativacdo da AmpliTag Gold Enzime; 40 ciclos de desnaturagéo (95°C
por 15 segundos) e anelamento-extenséo (60°C por 1 minuto). Para cada amostra
foi “plotado” um grafico de amplificacdo mostrando aumento do reporter dye
florescente em cada ciclo da PCR. A partir desse grafico, foi determinado o ciclo em
gue a reacédo atinge o limiar de deteccao (critical threshold cycle - Cy), baseado na
variabilidade dos dados da linha de base obtidos a partir dos ciclos iniciais da PCR.
Os primers para 0s genes analisados (Quadro 1) foram obtidos através do software
Primer Express® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), a partir de sequéncias

publicadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide).
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A gquantificacdo relativa de cada gene, normalizada pela referéncia enddgena

(ciclofilina), foi realizada pelo método 24T,

Quadro 1. Ensaios utilizados na PCR em tempo real

Gene Ensaio Genbank
SERCA- 2a Rn00568762_m1 NM_01729.0
PLB Rn01434045_m1 NM_022707.1
RyR-2 Rn01470303_ml AF_112257.1
Ciclofilina RnN00690933_m1 NM_017101.1

SERCA-2a: ATPase de Ca° do reticulo sarcoplasmatico; PLB:
fosfolamban; RyR-2: receptor rianodina; Ciclofilina: gene constitutivo.

3.10 Analise Estatistica

Os dados numeéricos sdo expostos como média = desvio padrdo ou
mediana e percentis 25 e 75 de acordo com a distribuicdo normal ou ndo 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.’* As comparacées
consideradas de interesse entre os quatro grupos foram: CTL x QC; CTL x DM; QC x
DM+QC; e DM x DM+QC. Todas as conclusfes estatisticas foram discutidas no

nivel de significancia de 5% (p<0,05).




4. Resultados
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4.1 Caracterizagdo da Amostra Quanto ao Peso Corporal, Glicemia e

Pressao Arterial Sistélica

Neste estudo foram utilizados 120 ratos Wistar machos com peso
corporal (PC) inicial de 326+2 g. O grupo CTL era constituido de 24 ratos, sendo que
cinco foram a 6bito. No grupo QC havia 29 ratos no inicio do experimento, e oito
morreram no decorrer do experimento. O grupo DM era composto por 35 animais, no
entanto quatro ndo ficaram diabéticos e sete morreram. Ja no grupo DM+QC, que
contava com 32 ratos, cinco ndo ficaram diabéticos e oito morreram. Portanto, o
namero final de animais em cada grupo experimental foi de 19 no CTL, 21 no QC, 24

no DM e 19 no DM+QC.

Os valores de PC e glicemia, iniciais e finais, assim como da pressao

arterial sistélica dos quatro grupos experimentais, estdo apresentados na Tabela 1.

Nao houve diferenca estatisticamente significante quanto ao PC inicial
entre os grupos. O PC final apresentou diferenca estatisticamente significante entre
0S grupos, sendo menor no grupo DM em relacdo ao CTL, e menor no grupo

DM+QC em relacao ao grupo QC (Grafico 1).

A glicemia inicial dos animais ndo apresentou diferenca significante
entre os grupos. A glicemia final foi maior nos animais diabéticos em relacdo ao
grupo CTL e nos diabéticos que receberam quercetina em relagcdo ao grupo QC.
Apesar do grupo DM+QC apresentar mediana de glicemia final inferior em relacao

ao grupo DM, essa diferenca ndo apresentou relevancia estatistica (Grafico 2).
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A pressao arterial sistolica, medida ao final do periodo experimental,

nao foi estatisticamente diferente entre os grupos.

Tabela 1. Peso corporal, glicemia e pressao arterial sistélica dos animais

., CTL QC DM DM+QC
Variavel _
(n=19) (n=21) (n=24) (n=19)

PCI (g) 325+ 27 326 +24 329+ 22 326+ 24
PCF (g) 433+ 32 421+ 42" 283 + 49 * 307 + 55
Gl (mg/dL) 112 (103 - 116) 103 (97,0 - 110) 113 (102 - 119) 104 (101 - 118)
GF (mg/dL) 87,5(79,0-92,0) 82,0 (77,0-925)" 396 (370-448)* 363 (284 - 419)
PAS (mmHg) 133+ 15 131 +10 138 + 11 143 + 10

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: grupo controle;
QC: grupo quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC: grupo diabético + quercetina; PCI: peso corporal
inicial; PCF: peso corporal final; Gl: glicemia inicial; GF: glicemia final; PAS: pressédo arterial sistolica; *:
p<0,05 vs. CTL; T p<0,05 vs. DM+QC (ANOVA, esquema fatorial 2X2).

500 A 1.
400 A
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Peso Corporal Final (g)
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CTL QcC DM DM+QC
(n=19) (n=21) (n=24) (n=19)

Gréfico 1: Peso corporal dos animais ao final do experimento. CTL:
grupo controle; QC: grupo quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC:
grupo diabético + quercetina; *: p<0,05 vs. CTL; * p<0,05 vs. DM+QC.
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Grafico 2: Glicemia ao final do experimento. CTL: grupo controle; QC:
grupo quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC: grupo diabético +
quercetina; *: p<0,05 vs. CTL; i p<0,05 vs. DM+QC.

4.2 Avaliacdo Ecocardiografica

A Tabela 2 apresenta as variaveis estruturais cardiacas relativas ao
ecocardiograma dos animais. O grupo DM apresentou as variaveis DDVE/PC,
AE/PC, MVE/PC estatisticamente maiores em relacdo ao grupo CTL. Da mesma
forma, o grupo DM+QC apresentou valores de DDVE/PC e MVE/PC
significantemente maiores em relacdo ao grupo QC (Graficos 3 e 5). No entanto, a
variavel AE/PC, no grupo DM+QC, apresentou valor intermediario entre 0s grupos

DM e QC, havendo diferenca significante com ambos (Gréfico 4); assim a quercetina
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atenuou a elevacao desta variavel. As variaveis EDPP, EDSIV, AO e MVE foram
menores nos grupos diabéticos DM e DMQC em relacdo aos respectivos grupos
CTL e QC. A FC, DDVE, DSVE, AE e a espessura relativa do VE nao apresentaram

diferenca significante entre os grupos.

Tabela 2. Varidveis estruturais do coracao obtidas por ecocardiograma ao final do

periodo experimental

Variavel CTL QC DM DM_+QC
(n=19) (n=21) (n=24) (n=19)

FC (bpm) 305 (277 - 399) 294 (280 - 363) 315 (279 - 351) 276 (265 - 297)
DDVE (mm) 8,13+0,79 8,09+0,76 7,74 + 0,60 7,81+0,73
DDVE/PC (mm/Kg) 18,7 (17,7-20,2) 18,9 (18,3-20) ' 26,7 (24,3-30,6)* 26,0 (22,8 - 28,7)
DSVE (mm) 4,12 +£0,71 4,21 £0,64 4,29 +£0,74 4,16 £ 0,61
EDPP (mm) 1,43 (1,35-1,53) 1,39 (1,35-1,45) " 1,31 (1,27-1,35)* 1,35 (1,28 - 1,39)
EDSIV (mm) 1,47 (1,39-1,55) 1,39 (1,35-1,45) " 1,32(1,28-1,37)* 1,35 (1,31 - 1,39)
AO (mm) 3,90 (3,73-4,20) 3,90 (3,70-4,03) " 3,70 (3,40-3,85) * 3,70 (3,50 - 3,88)
AE (mm) 5,67 £ 0,62 570+0,77 5,68 £ 0,67 545+0,71
AE/PC (mm/Kg) 13,1 +£1,15 13,6 £ 2,25 T 20,6 + 3,97 «t 18,1+ 2,59
MVE (g) 0,85+ 0,16 0,81+0,14 " 0,70+0,12 * 0,72 +0,14
MVE/PC (g/Kg) 1,96 + 0,31 1,92+0,32 " 2,49 +0,40 * 2,37 +0,44
Esp. Rel. VE 0,36 + 0,05 0,35+ 0,04 0,35+ 0,03 0,35+ 0,04

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: grupo controle; QC:
grupo quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC: grupo diabético + quercetina; FC: frequéncia cardiaca;
DDVE: diametro diastélico do ventriculo esquerdo (VE); PC: peso corporal; DSVE: diametro sistolico do VE;
EDPP: espessura diastdlica da parede posterior; EDSIV: espessura diastélica do septo interventricular; AO:
diametro da aorta; AE: diametro do atrio esquerdo; MVE: massa do VE; Esp. Rel. VE: espessura relativa do

VE; *: p<0,05 vs. CTL; . p<0,05 vs. DM+QC (ANOVA, esquema fatorial 2X2).
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Gréafico 3: Diametro diastdlico do ventriculo esquerdo normalizado pelo
peso corporal (DDVE/PC). CTL: grupo controle; QC: grupo quercetina;
DM: grupo diabético; DM+QC: grupo diabético + quercetina; *: p<0,05 vs.
cTL; " p<0,05 vs. DM+QC.
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Gréafico 4: Diametro do atrio esquerdo normalizado pelo peso
corporal (AE/PC). CTL: grupo controle; QC: grupo quercetina; DM:
grupo diabético; DM+QC: grupo diabético + quercetina; *: p<0,05 vs.
CTL; ": p<0,05 vs. DM+QC.
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Grafico 5: Massa do ventriculo esquerdo normalizada pelo peso
corporal (MVE/PC). CTL: grupo controle; QC: grupo quercetina; DM:
grupo diabético; DM+QC: grupo diabético + quercetina; *: p<0,05 vs.
CTL; " p<0,05 vs. DM+QC.

Os resultados da avaliacdo funcional do VE, avaliado por meio de
ecocardiograma, estdo expostos na Tabela 3. Em relacdo a funcéo sistdlica,
avaliada pela porcentagem de encurtamento endocéardico (Grafico 6), fracdo de
ejecado (Grafico 7) e a velocidade de encurtamento da parede posterior foram
menores no grupo DM em relacdo ao grupo CTL. A velocidade de encurtamento da
parede posterior foi significantemente menor no grupo DM+QC quando comparado
ao grupo QC. A avaliacao da funcao diastélica mostrou que o tempo de relaxamento
isovolumétrico (TRIV) assim como TRIV normalizado pela frequéncia cardiaca
(TRIVN) (Grafico 8) foram estatisticamente maiores no grupo DM e grupo DM+QC
em relacdo ao grupo CTL e grupo QC, respectivamente. Os valores da onda E, onda
A, razdo entre as ondas E e A e o tempo de desaceleracdo da onda E (TDE) néo

diferiram entre 0s grupos.
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Tabela 3. Variaveis funcionais do ventriculo esquerdo obtidas por ecocardiograma

ao final do periodo experimental

Variavel CTL (n=19) QC (n=21) DM (n=24) DM+QC (n=19)
%A endo 49,6 +5,72 48,1 £ 4,90 44,8 + 6,96 * 46,8 £ 4,75
FE 0,87 £ 0,04 0,86 + 0,04 0,82 +£0,06 * 0,85+ 0,04
VEPP (mm/s)  37,1(33,7-41,4) 381(365-40,9)' 30,3(27,3-33,8)* 31,4 (25,7 -35,1)
Onda E (cm/s) 82,9+ 15,3 81,6 + 13,2 86,3+ 13,4 80,2+ 12,6
Onda A (cm/s) 58,8 +17,5 61,0 £ 18,9 69,3+13,4 66,9 + 15,2
E/A 1,35(1,19-1,72)  1,50(1,13-1,57)  1,23(1,18-1,33) 1,18 (1,09 - 1,41)
TRIV (ms) 28,2 +5,16 27,4+394" 34,6 +5,08 * 37,3+5,18
TRIVn (ms) 64,0 + 8,61 63,7 £ 10,2 f 78,6 +9,62 * 80,9 + 8,36
TDE (ms) 51,0 (42,0-54,8)  45,0(39,0-53,3)  48,0(38,3-54,0) 54,0 (42,0 - 56,3)

Valores expressos em média e desvio padrao ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: grupo controle;
QC: grupo quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC: grupo diabético + quercetina; %A endo: porcentagem
de encurtamento endocardico do VE; FE: fracdo de ejecdo; VEPP: velocidade de encurtamento da parede
posterior do VE; E/A: razdo entre os picos de velocidade de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da
contracdo atrial (onda A) do fluxo transmitral; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; TRIVn: TRIV

normalizado pela frequéncia cardiaca; TDE: tempo de desaceleracdo da onda E; *: p<0,05 vs. CTL;

p<0,05 vs. DM+QC (ANOVA, esquema fatorial 2X2).
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Grafico 6: Porcentagem de encurtamento endocardico do
ventriculo esquerdo (%A endo). CTL: grupo controle; QC: grupo
quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC: grupo diabético +

guercetina; *: p<0,05 vs. CTL.
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Grafico 7: Fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo. CTL: grupo
controle; QC: grupo quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC:
grupo diabético + quercetina; *: p<0,05 vs. CTL.
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Grafico 8: Tempo de relaxamento isovolumétrico normalizado pela
frequéncia cardiaca (TRIVn). CTL: grupo controle; QC: grupo
quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC: grupo diabético +
guercetina; *: p<0,05 vs. CTL; " p<0,05 vs. DM+QC.
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4.3 Estudo Funcional do Mdsculo Papilar

4.3.1 Condicao Basal

Os resultados obtidos do estudo funcional do musculo papilar estéo

apresentados na Tabela 4. A tensdo desenvolvida maxima (TD) foi menor no grupo

DM quando comparado com o grupo CTL, e a quercetina foi capaz de evitar a

reducao desse indice de contratilidade no grupo DM+QC (Gréfico 9).

O tempo para atingir o pico da tensao desenvolvida (TPT) foi maior nos

grupos QC e DM em relacdo ao grupo CTL, e apresentou-se ainda maior no grupo

DM+QC em relacao aos grupos QC e DM.

Tabela 4. Variaveis funcionais do musculo

isométricas na condi¢édo basal

isolado obtidas em contracdes

Variavel CTL (n=11) QC (n=17) DM (n=19) DM+QC (n=15)
TD (g/mm?) 5,31 + 1,36 5,31 + 1,52 3,89+1,31*" 5,00 + 1,01
TPT (ms) 204 + 16 226 +24 %" 252 £ 24 % 279 + 17
+dT/dt (g/mm2/s) 49,8 + 13,8 46,2+13,6 " 29,7 +10,3 * 35,2 +7,57
-dT/dt (g/mm?/s) 18,0 (16,1-21,5) 16,5(12,9-20,9) 12,2(10,7-15,7)* 14,0 (12,3 - 15,6)
TR (g/mm? 0,58 (0,50-0,84) 0,77 (0,52-0,99) 0,57 (0,45-0,77) " 0,79 (0,67 - 1,06)

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: grupo controle; QC:
grupo quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC: grupo diabético + quercetina; TD: tensdo desenvolvida
maxima; TPT: tempo para atingir o pico da tensdo desenvolvida; +dT/dt: velocidade maxima de elevagéo da
tensdo desenvolvida; -dT/dt: velocidade maxima de queda da tenséo desenvolvida; TR: tens&o de repouso; *:

p<0,05 vs. CTL; . p<0,05 vs. DM+QC (ANOVA, esquema fatorial 2X2).
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Grafico 9: Tensao desenvolvida maxima (TD). CTL: grupo controle;
QC: grupo quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC: grupo diabético
+ quercetina; *: p<0,05 vs. CTL; ': p<0,05 vs. DM+QC.

As velocidades maximas de elevacédo e decréscimo da TD (+dT/dt e -
dT/dt, respectivamente) foram menores no grupo DM em relacdo ao grupo CTL, e a
guercetina ndo melhorou significativamente esses indices (Graficos 10 e 11). Quanto
a tensao de repouso (TR), a quercetina causou aumento desse indice em animais
diabéticos, no entanto ndo foi observada diferenca entre eles e o grupo que recebeu

somente quercetina.
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Grafico 10: Velocidade maxima de elevacdo da tensao desenvolvida
(+dT/dt). CTL: grupo controle; QC: grupo quercetina; DM: grupo
diabético; DM+QC: grupo diabético + quercetina; *: p<0,05 vs. CTL;
p<0,05 vs. DM+QC.
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Grafico 11: Velocidade maxima de queda da tensdo desenvolvida (-dT/dt).
CTL: grupo controle; QC: grupo quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC:
grupo diabético + quercetina; *: p<0,05 vs. CTL.
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4.3.2 Manobras Inotrépicas

Na Tabela 5 estdo apresentadas as variaveis funcionais do estudo do
musculo papilar obtidas sob acdo de manobras inotropicas positivas. Foram
realizadas trés manobras: pos-pausa de 30 segundos, elevacdo da concentracao

extracelular de célcio de 1,25 mM para 2,5 mM e adicdo de isoproterenol 10° M.

Em todas as manobras realizadas, a tensdo desenvolvida (TD) foi
estatisticamente menor no grupo DM em relagcdo ao grupo CTL. Nas manobras de
pés pausa e de elevacdo da concentracao extracelular de calcio, a TD foi maior no
grupo DM+QC em relacéo ao grupo DM, e sem diferenca em relacado ao grupo QC.
A adic&o de isoproterenol, o valor de TD do grupo DM+QC ficou entre os valores dos

grupos DM e QC e nao apresentou diferenca significante em relagéo a esses grupos.

Nas trés manobras o TPT foi maior no grupo DM em relagao ao CTL.
Nas manobras de pds pausa e de elevacdo da concentracéo extracelular de célcio, a
quercetina prolongou o TPT nos animais diabéticos e nao diabéticos. A adigdo de
isoproterenol, o TPT foi maior nos animais diabéticos que receberam quercetina em

relagdo ao grupo QC.

Em todas as manobras realizadas, a +dT/dt e a —dT/dt foram menores
no grupo DM e no grupo DM+QC em relacéo ao grupo CTL e QC, respectivamente,
exceto que na manobra de elevacdo da concentracéo extracelular de calcio o grupo
DM+QC apresentou -dT/dt maior em relagcdo ao grupo DM. Nas demais manobras,
tanto a -dT/dt como a +dT/dt, embora apresentassem valores maiores no grupo

DM+QC em relacdo ao grupo DM, essas diferencas ndo foram estatisticamente
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significantes.

O valor da TR foi significantemente maior no grupo DM+QC em relacao

ao grupo DM apenas na manobra de pds pausa.

Tabela5. Variaveis funcionais do musculo isolado obtidas em contracfes
isométricas sob manobras inotrépicas positivas
Variavel CTL (n=11) QC (n=17) DM (n=19) DM+QC (n=15)
TD (g/mm?) 6,56 + 1,84 6,74 + 1,59 439+1,60*" 5,69 +1,18
o TPT (ms) 215 + 14 232+25" 261+£22*" 289 + 24
& +dT/dt (g/mma/s) 61,1+18,5 60,4+ 14,2 " 33,1+129* 39,6 + 8,95
= -dT/dt (g/mm2/s) 18,8 + 3,29 19,3+ 4,43 " 12,7 +3,50 * 14,1+ 2,02
TR (g/mm?) 0,57 (0,55-0,84) 0,75(0,58-1,08) 0,60 (0,43-0,79) " 0,93 (0,77 - 1,24)
s TD (g/mm?) 6,49+ 1,70 6,58 + 1,54 431+1,43*" 5,44 + 1,23
UE) TPT (ms) 189 + 15 201+20" 232+20* " 251 + 19
N L dT/dt (g/mmis) 66,0 + 18,5 652+155 " 36,5+ 13,6 * 433+11,8
‘i“; -dT/dt (g/mmz/s) 21,4 + 3,93 23,0+5096 ' 13,9+3,44* " 17,1+ 3,65
e TR (g/mm?) 0,52 (0,39-0,73) 0,55(0,40-0,80) 0,52(0,35-0,67) 0,63 (0,53-0,70)
TD (g/mm?) 6,13+ 1,77 5,97 + 2,10 4,02+1,30* 5,04 + 1,15
E TPT (ms) 160 (140 - 160) 160 (140 -180) ' 200 (190 - 200) * 200 (200 - 220)
S +dT/dt (g/mm2s) 70,9 +19,6 70,1+24,0" 39,6 +13,7* 459+120
@ -dT/dt (g/mm2/s) 34,8 +5,86 36,8+12,8" 20,1+5,08 * 23,6 +5,55
TR (g/mm?) 0,52+ 0,22 0,47 + 0,24 0,42+ 0,20 0,51+0,14

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: grupo controle; QC:
grupo quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC: grupo diabético que recebeu quercetina; PP30: pés pausa de
30 segundos; [Ca+2]o: concentragdo extracelular de célcio; Iso: isoproterenol; TD: tensdo desenvolvida maxima;
TPT: tempo para atingir o pico de tensé@o desenvolvida; +dT/dt: velocidade maxima de elevagdo da tenséo
desenvolvida; -dT/dt: velocidade méaxima de queda da tensdo desenvolvida; TR: tensdo de repouso; *: p<0,05
vs. CTL; T: p<0,05 vs. DM+QC (ANOVA, esquema fatorial 2X2).
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4.4 Variaveis Anatdmicas

Na Tabela 6 sdo mostradas as variaveis anatbmicas dos animais dos
grupos estudados. Os pesos do VE e ventriculo direito (VD) foram inferiores nos
animais dos grupos DM e DMQC em relacdo aos animais do grupo CTL e QC,
respectivamente. No entanto, os pesos do VE, VD e atrios normalizados pelo PC
foram maiores nos animais dos grupos DM e DM+QC em relagdo aos respectivos
grupos controles. O peso absoluto dos atrios néo foi estatisticamente diferente entre
0s grupos. Os valores das razdes entre os pesos Umido e seco do VE, VD, étrios,
pulméo e figado ndo mostraram diferenca estatisticamente significante entre os

grupos.

4.5 Concentracdo de Hidroxiprolina e Fracdo Colagena Intersticial

Miocardica

A concentracdo de hidroxiprolina em amostras do VE dos animais foi
maior nos grupos DM e DM+QC em relagédo aos grupos CTL e QC, respectivamente

(Tabela 7 e Gréfico 12).

Em relagéo a avaliagdo da fragdo de colageno intersticial no miocardio

do VE, ndo observamos diferencga significante entre os grupos (Tabela 7).
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Tabela 6. Variaveis anatdbmicas dos animais

Variavel

CTL (n=18)

QC (n=21)

DM (n=24)

DM+QC (n=18)

VE (9)

VE/PC (g/kg)
VD (9)

VD/PC (g/kg)
Atrios (g)
Atrios/PC (g/kg)
VE Umido/seco
VD Umido/seco

Atrios Umido/seco

0,65 (0,60 - 0,74)
1,59 (1,51 - 1,70)
0,20 (0,18 - 0,25)
0,50 (0,44 - 0,58)
0,072 + 0,021
0,18 (0,15 - 0,21)
3,60 (3,27 - 4,00)
3,75 (3,45 - 4,23)
4,34 (3,61 - 4,57)

0,60 (0,59 - 0,70) '
1,62 (1,50 - 1,81)
0,19 (0,17 - 0,21)
0,50 (0,45 - 0,56) '

0,069 + 0,017

0,18 (0,17 - 0,20) '

3,27 (1,70 - 3,77)
3,77 (2,33 - 4,20)
4,08 (3,84 - 4,37)

0,54 (0,51 - 0,58) *
2,09 (1,89 - 2,28) *
0,18 (0,16 - 0,20) *
0,68 (0,61 - 0,81) *
0,060 + 0,019
0,25 (0,20 - 0,31) *
3,25 (2,79 - 3,57)
3,71 (3,26 - 3,87)
4,25 (3,25 - 4,59)

0,54 (0,50 - 0,62)
2,00 (1,87 - 2,27)
0,16 (0,15 - 0,18)
0,63 (0,58 - 0,68)
0,066 + 0,020
0,24 (0,22 - 0,31)
4,07 (2,82 - 4,78)
3,50 (2,56 - 4,37)
4,29 (3,89 - 4,86)

Pulmé&o Uumido/seco 4,52 (4,42 - 4,68)

3,33 (3,25 - 3,40)

4,53 (4,36 - 4,61)
3,25 (3,15 - 3,35)

4,51 (4,40 - 4,61)
3,21 (3,00 - 3,34)

4,52 (4,23 - 4,67)

Figado umido/seco 3,27 (3,13 - 3,44)

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: grupo controle; QC: grupo
quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC: grupo diabético + quercetina; VE: ventriculo esquerdo;, PC. peso
corporal;, VD: ventriculo direito; *: p<0,05 vs. CTL; ': p<0,05 vs. DM+QC (ANOVA, esquema fatorial 2X2).

Tabela 7. Concentracdo de hidroxiprolina e fracdo colagena intersticial no

miocardio do ventriculo esquerdo

Variavel CTL QC DM DM+QC
HOP VE (mg/g) 2,43 +0,40 2,62 +0,25 f 2,92+0,25* 3,04 £0,44
FCI VE (%) 1,82 + 0,96 1,91 +0,80 2,23+£1,07 2,17 +£1,09
FCI Papilar (%) 1,47 + 0,80 2,09 + 0,51 2,52 +1,06 2,13+1,12

Valores expressos em média e desvio padréo. CTL: grupo controle; QC: grupo quercetina; DM:
grupo diabético; DM+QC: grupo diabético + quercetina. HOP VE: concentracdo de hidroxiprolina
no miocardio do ventriculo esquerdo; FCI: fracdo de colageno intersticial: *: p<0,05 vs. CTL; T,
p<0,05 vs. DM+QC (ANOVA, esquema fatorial 2X2). Obs.: para avaliacdo da HOP VE foram
utilizados 9, 9, 10 e 9 animais, e para FCI 5, 6, 6 e 6 animais nos respectivos grupos CTL, QC,
DM e DM+QC.
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HOP VE (mg/qg)
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Grafico 12: Concentracdo de hidroxiprolina no miocardio do
ventriculo esquerdo (HOP VE). CTL: grupo controle; QC: grupo
quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC: grupo diabético +
quercetina; *: p<0,05 vs. CTL; T p<0,05 vs. DM+QC.

4.6 Avaliacdo do Estresse Oxidativo

Na Tabela 8 estdo apresentados os valores obtidos da avaliagdo do
estresse oxidativo no soro dos animais. O hidroperoxido de lipidio estava mais
elevado nos grupos diabéticos, e a quercetina atenuou a elevagéo considerando que
o valor observado situou-se entre os dos grupos DM e QC, havendo diferenca com
ambos os grupos (Grafico 13). Em relacdo as enzimas antioxidantes, nos animais do
grupo DM houve menor concentracdo de superoxido dismutase e glutationa
peroxidade em relacdo ao grupo CTL, e a quercetina evitou a reducdo dos niveis

dessas enzimas (Gréficos 14 e 15).
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Tabela 8. Avaliacao do estresse oxidativo no soro

Variavel CTL (n=8) QC (n=8) DM (n=8) DM+QC (n=8)
Hidroperoxido de t <1
lipidio (nmol/mi) 8,81+ 0,90 9,15 + 0,64 12,3 +£ 0,66 11,1+0,71
Superoxido dismutase 1
(Ulg proteina) 487 + 105 518 + 43 297 £ 100 581 + 43
Glutationa peroxidase 51 1, 4 og 22,3+ 4,06 134+3,22*" 22,8+5,86

(nmol/ml)

Valores expressos em média e desvio padrdo. CTL: grupo controle; QC: grupo quercetina; DM: grupo diabético;
DM+QC: grupo diabético + quercetina; *: p<0,05 vs. CTL; . p<0,05 vs. DM+QC (ANOVA, esquema fatorial 2X2).

14 ~
12 4

10 +

Hidroperéxido de Lipidio (nmol/ml)

CTL QC DM DM+QC
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Grafico 13: Concentracdo de hidroperoxido de lipidio no soro. CTL:
grupo controle; QC: grupo quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC:
grupo diabético + quercetina; *. p<0,05 vs. CTL; T p<0,05 vs.
DM+QC.
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Gréfico 14: Concentracdo de superodxido dismutase no soro. CTL:
grupo controle; QC: grupo quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC:

grupo diabético + quercetina; *: p<0,05 vs. CTL; T, p<0,05 vs. DM+QC.
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Grafico 15: Concentracdo de glutationa peroxidase no soro. CTL:
grupo controle; QC: grupo quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC:
grupo diabético + quercetina; *: p<0,05 vs. cTL; ! . p<0,05 vs. DM+QC.
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Os valores obtidos da avaliagdo do estresse oxidativo em amostras do
tecido miocardico do VE estdo expostos na Tabela 9. A concentracdo de
hidroperoxido de lipidio foi maior nos grupos diabéticos (DM e DM+QC) em relacéo
aos seus respectivos controles (CTL e QC). A superoxido dismutase foi menor no
grupo DM em relac&o ao grupo CTL, enquanto que no grupo diabético que recebeu
a quercetina a reducao nao foi observada. Em relacéo a glutationa peroxidase, nao

houve diferenca entre os grupos.

Tabela 9. Avaliacdo do estresse oxidativo em amostras do tecido miocéardico do

ventriculo esquerdo

Variavel CTL (n=8) QC (n=8) DM (n=8) DM+QC (n=8)
Hidroperoxido de lipidio t *
(nmol/mg proteina) 288 + 18 290 + 30 371+ 40 346 + 31
Superoxido dismutase %
(nmol/mg proteina) 11,2+1,45 11,0+ 1,54 9,47 £1,61 11,0+1,54
Glutationa peroxidase 38,2 +9,95 29,5 +10,8 28,7 +10,8 34,5 + 20,9

(nmol/mg proteina)

Valores expressos em media e desvio padrao. CTL: grupo controle; QC: grupo quercetina; DM: grupo diabético;
DM+QC: grupo diabético + quercetina; *: p<0,05 vs. CTL; . p<0,05 vs. DM+QC (ANOVA, esquema fatorial 2X2).

4.7 Avaliacdo da Expresséo Génica por RT-PCR

A expressdo do gene da SERCA-2a foi menor nos grupos diabéticos
(DM e DM+QC) e nao foi observado efeito benéfico da quercetina (Tabela 10 e
Grafico 16). Em relacdo aos genes da PLB e RyR-2, ndo foi observada diferenca

entre os grupos (Tabela 10).
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Tabela 10. Avaliacdo da expressao génica por RT-PCR em tempo real (unidade

arbitraria)

Variavel CTL (n=9) QC (n=9) DM (n=10) DM+QC (n=9)
SERCA-2a 1,0+ 0,39 1,12+ 0,54 f 0,58+0,18* 0,45+ 0,15
PLB 1,0+0,64 0,99 + 0,26 0,84 + 0,36 0,80 £ 0,34
RyR-2 1,0+0,41 1,23 +0,38 0,86 £ 0,23 0,93+0,44

Valores expressos em média e desvio padrdo. Valores normalizados pela expresséo de ciclofilina. CTL:
grupo controle; QC: grupo quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC: grupo diabético + quercetina;
SERCA-2a: Ca"*-ATPase do reticulo sarcoplasmatico; PLB: fosfolamban; RyR-2: receptor rianodinico tipo
2; . p<0,05 vs. DM+QC (ANOVA, esquema fatorial 2X2).

1,8 1
1,6
1,4
1,2
1,0 1

0,8 1

SERCA-2a

0,6 1

0,4 1

0,2 1

0,0 -

CTL QC DM DM+QC
(n=9) (n=9) (n=10) (n=9)

Gréfico 16: Ca™®-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA-2a).
CTL: grupo controle; QC: grupo quercetina; DM: grupo diabético;
DM+QC: grupo diabético + quercetina; *; p<0,05 vs. CTL; T p<0,05 vs.
DM+QC.
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Neste estudo avaliamos a influéncia do antioxidante quercetina na
remodelacéo cardiaca e a atividade oxidativa de ratos Wistar diabéticos. A inducéo
do estado diabético foi realizada por meio de administracdo do quimioterapico

estreptozotocina, e o antioxidante utilizado foi a quercetina.

A estreptozotocina e aloxana sdo duas substancias toxicas para as
células das ilhotas de Langerhans mais comumente usadas para inducdo do

diabetes tipo 1 em modelos experimentais.

A estreptozotocina € uma glicosamina-nitrosuréia que causa morte de
células beta pancreaticas, com consequente deficiéncia na biossintese e secrecéo
de insulina.®**" A estreptozotocina penetra nas células beta via transportador de
glicose GLUT2.%° Entre os mecanismos propostos para a citotoxicidade desta
substancia esta a alquilacdo do DNA e a formacdo de ERO.%° A acao intracelular
da estreptozotocina causa uma cadeia de eventos que resulta na fragmentagcao do
DNA nas células beta pancreaticas. Na tentativa de reparar o DNA, ocorre aumento
da ativacdo da enzima poli (ADP-ribose) sintase, levando a deplecédo da
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD") e dos estoques de ATP, culminando na
destruicdo de células beta.’”*°*%* Evidéncias indicam que a estreptozotocina gera
ERO que contribuem para fragmentacdo do DNA. As ERO podem, portanto, ter

papel essencial no efeito diabetogénico da estreptozotocina.®>%

As caracteristicas metabdlicas da inducédo do DM por estreptozotocina
incluem o desenvolvimento rapido de hiperglicemia profunda, modesta
hipertrigliceridemia, cetose e reducdo acentuada nos niveis de insulina

plasmatica.'®®*°” O modelo experimental de diabetes tipo 1 é (til para examinar 0s
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efeitos da hiperglicemia na auséncia de hiperinsulinemia.'®

A quercetina € um flavondide amplamente distribuido e consumido,
presente em concentracdo elevada no cha, na maca e na cebola.'®**° E o principal
flavonol, uma sub-classe de flavondides e pode ser um poderoso constituinte
bioativo da dieta humana atuando sob duas formas, como agente removedor de
radicais livres e interagindo com véarias proteinas endogenas, por exemplo, agindo
como um inibidor da atividade enzimatica.''**? A quercetina e a rutina, outro
flavonodide, sdo capazes de eliminar os radicais livres atuando em trés processos:
formacdo do ion superéxido, geracdo de radicais hidroxil na reacdo de Fenton e
formac&o de radicais da peroxidacao lipidica.'***** Varios estudos ja demonstraram
efeito favordvel da quercetina, como na remocdo do superdéxido na injuria de
isquemia e reperfusdo, na protecdo contra o estresse oxidativo induzido por luz
ultravioleta A, na hipertensdo arterial sistémica, na cirrose biliar secundaria, na

prevencdo de angiogénese e carcinogénese e gastropatia hipertensiva portal.****?°

No presente estudo, a mensuracdo inicial da glicemia e do peso
corporal dos animais mostrou que os grupos CTL, QC, DM e DM+QC néo
apresentaram  diferengca  estatisticamente  significante, evidenciando a
homogeneidade entre os grupos. Para comprovar o estado diabético dos animais
pertencentes aos grupos DM e DM+QC realizou-se dosagens de glicemia decorridos
sete dias da aplicacdo de estreptozotocina, sendo que apenas 0s animais com
glicemia acima de 220 mg/dL foram considerados diabéticos e incluidos no
estudo.”’’" Outro dado compativel com o estado diabético dos animais foi o peso

corporal final estatisticamente menor nos grupos diabéticos em relacdo aos néo
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diabéticos.****?” Além disso, os animais diabéticos apresentaram maior consumo de
racdo e de agua em relacdo aos nao diabéticos (dados ndo apresentados). A
guercetina néo foi capaz de reduzir os valores de glicemia e de perda de peso

corporal dos ratos diabéticos.

A pressao arterial foi aferida no final do experimento e ndo apresentou
diferenca estatisticamente significante entre os grupos estudados. Dessa forma,
afastamos esse fator que poderia interferir na remodelagéo cardiaca induzida pelo

| 128-130
b

DM. Na literatura, ha relatos de que o DM néo altera a pressao arteria ou

131-133

causa alteracbes, tanto reducéo quanto elevacdo.’****® Essas alteracdes

estariam relacionadas a volemia ou as diferentes técnicas de medida da pressao

arterial. Kusaka et al.**" e Yamamoto!?®

realizaram medidas da pressao arterial em
ratos diabéticos por método direto (insercdo de canula arterial) e indireto
(pletismografia), e observaram que no primeiro a pressao néo se alterou ou foi

menor, enquanto que no segundo, a pressao foi maior em relagdo aos animais nao

diabéticos.

A realizacdo do ecocardiograma possibilitou a andlise in vivo das
variaveis estruturais do coracdo, assim como de parametros das fungdes sistolica e
diastolica do VE. Os resultados mostraram que os grupos diabéticos apresentaram
aumento das camaras cardiacas esquerdas normalizadas pelo PC, e a quercetina foi
capaz de atenuar o aumento do diametro do atrio esquerdo. A normalizacdo desses
diametros pelo PC pode trazer erros de interpretacdo uma vez que os diametros das
cavidades cardiacas ndo guardam proporcdo exata com o PC.'*® No entanto, em
nosso estudo, apesar da grande diferenca do PC entre os grupos, os valores

absolutos dos diametros do VE e do atrio esquerdo ndo se mostraram diferentes.
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Portanto, podemos assumir que os animais diabéticos apresentaram dilatacéo do VE
e do atrio esquerdo e a quercetina atenuou a dilatacdo do atrio esquerdo. Esses
resultados sdo concordantes com varios relatos da literatura em que o diabetes
mellitus acarretou dilatacdo das camaras cardiacas.***** No presente estudo, como
os valores da espessura relativa do VE nao diferiram entre os grupos, a dilatacdo do
VE foi acompanhada de aumento proporcional de suas paredes. Os valores de
MVE/PC obtidos por ecocardiograma ou medidos post mortem mostraram-se
maiores nos grupos diabéticos. Da mesma forma, os valores de massa do ventriculo
direito e dos atrios normalizados pelo PC também foram maiores nos grupos

diabéticos.

Os indices de funcao sistolica do VE mostraram-se comprometidos no
grupo DM, uma vez que a %A endo, a FE e a VEPP foram menores em relacdo ao
grupo controle, e a quercetina foi capaz de atenuar a reducédo dos indices acima,
exceto a VEPP. A funcao diastolica 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 quercetina. Muitos autores, igualmente,
relataram prejuizo nas fungdes sistolica e diastolica do VE, em estudos com ratos

diabéticos. 139142

A andlise da funcdo do musculo papilar isolado mostrou que o grupo
DM apresentou piora da funcao contratil e de relaxamento na condi¢do basal e ap6s
manobras para avaliacdo da reserva contratil. J& foi observado em musculos
papilares de ratos Wistar diabéticos, comprometimento da fung&o miocéardica em
condicdo basal (menor TD, +dT/dt, -dT/dt), porém sem diferenca significante no

TPT."** Esses autores também relataram menor resposta dos musculos papilares a
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estimulacdo B-adrenérgica. Outra pesquisa de diabetes em ratos Wistar mostrou
diminuicdo significante dos indices de contracdo (+dP/dtnhax) € relaxamento (-
dP/dtmax) em animais ndo sedados.'* Por outro lado, Kim et al.*** ndo observaram
diferenca nesses indices obtidos de ratos Sprague-Dawley diabéticos anestesiados,
embora tenham encontrado comprometimento do indice contratil relacdo pressao-

volume sistoélica final.

No nosso estudo, verificamos que a quercetina foi capaz de prevenir ou
atenuar as alteracdes funcionais ventriculares (in vivo) e miocardicas (in vitro). O
efeito benéfico do antioxidante sobre a funcéo cardiaca também foi mostrado por
Krishna et al.'*® Esses autores observaram, por ecocardiograma, reverséo parcial da
disfuncdo diastélica em ratos diabéticos que receberam rutina ou quercetina. No
modelo experimental de agressdo cardiaca induzida por doxorubicina, o0s
flavondides também mostraram efeito benéfico sobre o miocardio.®”®® Além disso,
estudos epidemiolégicos com flavondides constataram diminuicdo da mortalidade

decorrente de complicacées cardiovasculares.**"™**°

As avaliacdes do tecido colageno foram realizadas por duas técnicas, a
determinacdo da concentracdo miocardica de hidroxiprolina e medida da fracdo de
colageno intersticial. Observamos elevacdo significante da concentracdo de
hidroxiprolina nos grupos diabéticos. Em relacdo a medida da fracdo colagena
intersticial, houve aumento nos grupos diabéticos que ndo atingiu significancia
estatistica. A quercetina ndo causou efeito benéfico nessas variaveis. Os estudos
disponiveis na literatura s&o discordantes em relacdo ao aumento do tecido
colageno no miocardio de animais diabéticos. Zhang et al.'** constataram por

imunohistoquimica niveis aumentados de colageno do tipo I. Por outro lado, Cosyns
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et al.’®? ndo observaram aumento de tecido fibroso no corte histolégico do miocardio
de ratos diabéticos. Analise de tecido cardiaco post mortem, de pacientes diabéticos,
demonstrou acumulo de colageno intersticial miocardico e principalmente

perivascular.>®

Os AGE, que estéo elevados no soro e tecido de pacientes diabéticos,
afetam a estrutura dos componentes da matriz extracelular, entre eles o
colageno.®***’ Os AGE ligam-se a receptores especificos tais como receptores de
AGE (RAGE) em uma gama de tipos celulares incluindo macréfagos, células
mesangiais, epiteliais e endoteliais, estimulando respostas celulares especificas que
incluem aumento da liberacéo de citocinas (fator de necrose tumoral a e interleucina-
1) e aumento da producéo de fatores de crescimento (fator de transformacéo do
crescimento beta — TGF-f, fator de crescimento de tecido conjuntivo - CTGF e fator
de crescimento endotelial), resultando em angiogénese e aumento da matriz
extracelular.™®*%? Além disso, os AGE exacerbam o estresse oxidativo intracelular
que pode contribuir para lesdo celular.’®® Em modelos animais de diabetes, uma
série de manifestacbes patoldégicas das complicacbes diabéticas tem sido
observada, incluindo inflamacgéo, deposicdo de coladgeno e aumento da expressao
de fatores de crescimento, que podem ocasionar manifestacao clinica de disfuncéo

diastélica, aterosclerose e nefropatia.*>*%*

NO nosso experimento, a expressao génica da SERCA-2a foi
significantemente reduzida nos grupos diabéticos e a quercetina ndo interferiu na
expressdo. Em relacdo a PLB e RyR-2, ndo houve diferenca da expressao génica
entre os grupos. Da mesma forma, em outro estudo, os ratos diabéticos

apresentaram reducdo de 30% na expressdo génica de SERCA-2a.*® Estudo com
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cardiomiocitos expostos a elevada concentracdo extracelular de glicose resultou em
prejuizo na contracdo e no transito intracelular de calcio.*®® Alteracdes no transito
intracelular de célcio no diabetes mellitus tipo 1 tem sido bem documentada.*®®*% O
modelo de diabetes tipo 1 esta associado com depressdo da funcdo contratil
enfatizada primariamente pela reducdo da recaptacdo de calcio pelo reticulo
sarcoplasmatico decorrente da menor atividade da bomba SERCA-2a. A diminuicao
da atividade da SERCA-2a € resultado da reducao na expressdo de SERCA-2a ou
aumento de expressdo da proteina inibitéria da SERCA-2a, a PLB.'**'® No nosso

estudo, houve reducéo da expressdo da SERCA-2a sem alteracéo da expressao da

PLB.

A relacdo entre o aumento do estresse oxidativo e os danos causados
pelo diabetes é de reconhecida importancia.'™ Varios estudos tém relatado aumento
do estresse oxidativo no coracéo de ratos diabéticos.'*****172173 Em nosso estudo, a
analise da atividade oxidativa no soro mostrou que no grupo DM houve aumento do
hidroperoxido de lipidio e diminuicdo das enzimas SOD e GSH-Px comparado ao
grupo CTL, e a quercetina foi capaz de normalizar ou atenuar o estresse oxidativo.
No tecido miocardico, o hidroperdxido de lipidio apresentou-se elevado nos grupos
diabéticos, e a SOD foi menor no grupo DM. A quercetina normalizou a SOD e nao
afetou a concentracao de hidroperoéxido de lipidio. Em relacdo a GSH-Px miocardica,
nao houve diferenca entre os grupos. O aumento da atividade pré-oxidante e a
significante diminuicdo de enzimas antioxidantes contribuem para o aumento do
estresse oxidativo no diabetes. Embora os estudos mostrem reducéo na atividade de
enzimas antioxidantes como a SOD, catalase e a GPx no diabetes, outros estudos

mostram aumento de sua atividade em ratos diabéticos induzidos por
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60,61,172-180

estreptozotocina. Estas divergéncias podem ser explicadas pela

variabilidade do tecido, da severidade e duracdo da doenca ou pelas condicdes

experimentais. 8183

A complexa e multifatorial natureza das alteragcdes celulares e
moleculares do diabetes mellitus que afetam a estrutura e fungéo cardiaca ainda nao

esta4 completamente elucidada. %4318

Diversas hipbteses tém sido propostas na tentativa de explicar os
mecanismos da diminuicdo da contratilidade miocérdica no diabetes mellitus. Entre
0S mecanismos mais provaveis estdo: comprometimento na homeostase do célcio,
ativacdo do sistema renina-angiotensina, aumento do estresse oxidativo, alteracao

no metabolismo do substrato e disfungéo mitocondrial.'®

Um dos principais moduladores da contratilidade cardiaca é o ion
célcio intracelular. No diabetes, anormalidades em sua homeostase levam a diversas
alteracOes intracelulares como reducéo da atividade de ATPases e diminuicdo da
funcéo do reticulo sarcoplasmatico no transporte e estoque de calcio e de trocadores
como o do sédio-célcio.® ¥ Coracdes de animais com diabetes induzido por
estreptozotocina apresentam diminuicdo da expressao e atividade de ATPases e da
SERCA-2a e da expressao do trocador sédio-calcio, com prejuizo da liberacéo e

recaptura de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico e da funcéo mitocondrial.*8%188192

A ativagcdo do sistema renina-angiotensina constitui outro fator
envolvido na patogénese da cardiomiopatia diabética. A densidade dos receptores

da angiotensina 1l e sua expressdo génica estdo elevadas no coracao
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diabético.’?*'%* A ativacdo do sistema renina-angiotensina tem sido associada a
aumento do dano oxidativo, apoptose e necrose de células endoteliais e

cardiomidcitos,®°

contribuindo para o desenvolvimento de fibrose intersticial no
diabetes. Em estudos experimentais, o bloqueio do sistema renina-angiotensina
resulta em efeitos benéficos como restauracdo da funcdo do reticulo
sarcoplasmatico, reducdo na producdo das espécies reativas de oxigénio,

diminuic&o de apoptose e fibrose, e atenuagéo da disfungéo cardiaca.'***®

Outro fator importante para o desenvolvimento e progressdo da
cardiomiopatia diabética é o aumento da producdo de ERO.?*?%2 Em coracdes de
animais diabéticos, foram observados aumento das espécies reativas de oxigénio,
da producdo de superoxido, e da expressdo da NADPH oxidase, e reducdo da

= : ; : 197,203-208
concentracdo de glutationa oxidada e reduzida. O aumento do estresse
oxidativo tem papel critico em varios mecanismos relacionados a patogénese da
cardiomiopatia diabética como lipotoxicidade, morte celular por apoptose ou necrose
e alteragcbes mitocondriais que levam a perda da eficiéncia energética do
x ~ 185,209,210 4G X . : F ARG
coracao. Estratégias para reducdo das espécies reativas de oxigénio, como
aumento da expressdo de metalotioneina, catalase e superéxido dismutase,

resultaram em reversao da disfuncdo cardiaca de animais com diabetes tipo 1 ou

2 201,202,211-213

Alteracbes no metabolismo energético miocardico também estdo
envolvidas na fisiopatogenia da cardiomiopatia diabética.”>**®> O diabetes é
caracterizado por diminuicdo da utilizacdo de glicose e lactato e aumento no
metabolismo de acidos graxos. O aumento de acidos graxos livres estimula

receptores a ativados por proliferador do peroxissoma (PPARa), resultando na
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transcricdo de genes envolvidos na oxidacdo de &cidos graxos.?®*’ Os &cidos
graxos oxidados induzem aumento da producdo de ERO com consequente
lipotoxicidade e disfuncdo miocardica.?*®%'° Adicionalmente, lipideos intermediarios
como a ceramida podem promover apoptose de cardiomiécitos.??°® Estudos tém
mostrado o papel da disfuncdo mitocondrial na patogénese da cardiomiopatia
diabética.3"?°®?#"2*  Avaliagbes da atividade mitocondrial no diabetes tipo 1
mostraram, além de reducado da fosfoforilagdo oxidativa, diminuicdo da atividade da
creatina fosfato e da sintese de ATP, com menor respiracdo mitocondrial estimulada
por creatina.’?>?*® Essas alteracBes contribuem para a disfuncdo miocardica por
reduzirem a producdo de ATP e, consequentemente, a reserva miocardica de

fosfatos de alta energia.




6. Conclusoes
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No modelo experimental de diabetes mellitus em ratos ocorre
remodelacdo cardiaca associada a aumento do estresse oxidativo, que € atenuada
ou normalizada pelo antioxidante quercetina. No entanto, a reducédo da expressao

génica da SERCA-2a miocérdica ndo se altera com a quercetina.
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