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O diabetes mellitus (DM) pode produzir alterações metabólicas, fibrose 

intersticial, hipertrofia miocárdica, doença microvascular e disfunção autonômica, 

que resultam em doença miocárdica. O comprometimento miocárdico pode ser 

decorrente do aumento de espécies reativas de oxigênio. Os antioxidantes, como a 

quercetina, podem ser úteis na prevenção das complicações do DM. Neste estudo, 

testamos a hipótese de que o DM causa aumento do estresse oxidativo e disfunção 

miocárdica, e que a quercetina é capaz de atenuar essas alterações. 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 administração de 

quercetina foi iniciada 7 dias após a indução de DM durante 10 semanas. A 

avaliação estrutural e funcional in vivo do ventrículo esquerdo (VE) foi realizada por 

ecocardiograma. O estudo funcional in vitro foi realizado pela avaliação do músculo 

papilar do VE. Para análise de variáveis anatômicas foram medidos os pesos úmidos 

e secos do VE, ventrículo direito, átrios e amostras de fígado e pulmão. A medida da 

fração colágena instersticial foi realizada em cortes histológicos do VE. Amostras do 

VE foram utilizadas para quantificar a concentração de hidroxiprolina. O estresse 

oxidativo miocárdico e sérico foi avaliado pela dosagem de hidroperóxido de lipídio, 

superóxido dismutase e glutationa peroxidase. O estudo foi complementado pela 

avaliação da expressão gênica de proteínas reguladoras do trânsito intracelular de 

cálcio (Ca+2-ATPase do retículo sarcoplasmático - SERCA-2a, fosfolamban - PLB e 

receptor rianodínico tipo 2 - RyR-2). O número 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 análise ecocardiográfica mostrou que os grupos diabéticos 
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apresentaram dilatação do VE e do átrio esquerdo e a quercetina atenuou o 

aumento do diâmetro do átrio esquerdo. Como os valores da espessura relativa do 

VE não diferiram entre os grupos, a dilatação 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 nos grupos 

diabéticos. A função sistólica do VE apresentou-se comprometida no grupo DM e a 

quercetina foi capaz de atenuar a redução da porcentagem de encurtamento 

endocárdico e da fração de ejeção. Nos grupos diabéticos a função diastólica do VE 

mostrou-se alterada e a quercetina não apresentou efeito nestes índices. Na análise 

do músculo papilar, o grupo DM apresentou piora da função contrátil e de 

relaxamento na condição basal e após manobras para avaliação da reserva contrátil 

e a quercetina preveniu ou atenuou tais alterações. No estudo anatômico, os pesos 

do VE, do ventrículo direito e dos átrios, quando normalizados pelo peso corporal, 

foram maiores nos grupos diabéticos. A avaliação do tecido colágeno pela medida 

da concentração miocárdica de hidroxiprolina revelou elevação significante nos 

grupos diabéticos. A medida da fração colágena intersticial mostrou aumento nos 

grupos diabéticos, mas não atingiu significância estatística. A quercetina não causou 

efeito benéfico nessas variáveis. A expressão gênica da SERCA-2a foi 

significantemente reduzida nos grupos diabéticos e a quercetina não interferiu em 

sua expressão. Em relação à PLB e RyR-2, não houve diferença da expressão 

gênica entre os grupos. As análises 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 remodelação cardíaca associada a aumento do 

estresse oxidativo, que é atenuada ou normalizada pelo antioxidante quercetina. No 
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entanto, a redução da expressão gênica da SERCA-2a miocárdica não se altera com 

a quercetina.     

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

quercetina, remodelamento cardíaco, 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+2-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 

quercetin 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 Organização Mundial da Saúde, é 

uma desordem metabólica de etiologia múltipla, caracterizada por hiperglicemia 

crônica, que acarreta distúrbios no metabolismo de carboidratos, gorduras e 

proteínas resultantes de defeitos na secreção e/ou ação da insulina.1 

  No ano 2000, a prevalência de DM era de 2,8% na população mundial, 

equivalente a 171 milhões de pessoas. Estima-se que para 2030 a prevalência seja 

de 4,4% na população mundial, representando cerca de 366 milhões de pessoas 

acometidas pela doença.2 Em outro estudo, Shaw et al.3 realizaram uma estimativa 

da prevalência mundial de DM na faixa etária de 20 a 79 anos, e concluíram que em 

2010 seria de 6,4% (285 milhões) e aumentaria para 7,7% (439 milhões) em 2030. 

De acordo com esse estudo, entre 2010 e 2030 haveria aumento de 69% no número 

de adultos com DM em países em desenvolvimento e aumento de 20% em países 

desenvolvidos.    

  Em relação ao Brasil, um estudo da população urbana de Ribeirão 

Preto, SP, na faixa etária de 30 a 69 anos, mostrou prevalência de DM de 12,1%.4 

Outro estudo realizado em São Carlos, SP, na faixa etária de 30 a 79 anos, 

encontrou prevalências de DM e tolerância diminuída à glicose de 16,6% e 6,2%, 

respectivamente.5 De acordo com dados do DATASUS, em 2009 a prevalência de 

DM era de 9,5% na população brasileira acima de 34 anos de idade.6  

  No DM, os distúrbios do metabolismo de glicose causam complicações 

que envolvem as doenças cardiovasculares progressivas e severas, incluindo 

hipertensão arterial sistêmica, insuficiência cardíaca e doença arterial coronariana, 

sendo que 75% dos pacientes diabéticos morrem por algum desses eventos 

cardiovasculares.7-11 As complicações crônicas do DM são as principais 
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responsáveis pela morbidade e mortalidade dos pacientes diabéticos. 

  Dentre as diversas complicações cardíacas que surgem em 

decorrência do diabetes, a cardiomiopatia diabética não aterogênica tem sido 

reconhecida como forma única de doença cardíaca em aproximadamente 30% dos 

pacientes com DM insulino-dependente, apresentando-se precocemente com 

anormalidade na função diastólica seguida de disfunção sistólica do ventrículo 

esquerdo.12,13  

A diversidade de mecanismos propostos para a patogênese da 

cardiomiopatia diabética reflete a sua natureza multifatorial e complexa.14 Segundo 

Codinach Huix & Freixa Pamias,12 o diabetes pode produzir alterações metabólicas, 

fibrose intersticial, hipertrofia miocárdica, doença microvascular e disfunção 

autonômica, sendo que todas essas alterações seriam responsáveis pela doença 

miocárdica. Nesse aspecto, a disfunção ventricular tem sido descrita em pacientes 

diabéticos, jovens, assintomáticos, sem outras doenças que poderiam afetar o 

músculo cardíaco, sendo nesse caso o diabetes considerado a única causa da 

doença miocárdica.12,15-19  

O aumento na produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) é um 

dos principais fatores responsáveis pelo comprometimento miocárdico decorrente 

do DM.20-22 Evidências sugerem que o acentuado aumento do metabolismo da 

glicose está associado à formação aumentada de ERO devido ao aumento da 

produção mitocondrial do ânion superóxido, além de falhas no sistema antioxidante 

como redução da glutationa peroxidase, superóxido dismutase e catalase.23-26  

Os quatro principais mecanismos responsáveis pelos danos oxidativos 
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hiperglicêmicos são: glicação não enzimática de proteínas e lípides e auto-oxidação 

da glicose com consequente formação de produtos finais da glicação avançada 

(AGE); aumento do fluxo através da via dos polióis; ativação de isoformas de proteína 

C quinase; e aumento do fluxo da via de hexosaminas.23,27-30 O aumento de AGE 

promove a formação de ligações irreversíveis com várias macromoléculas. Por 

exemplo, a sua ligação ao colágeno induz fibrose intersticial, e a ligação às proteínas 

Ca+2-ATPase do retículo sarcoplasmático (SERCA-2a) e ao receptor rianodínico 

(RyR-2), responsáveis pelo trânsito intracelular de cálcio, causa inativação ou 

redução de suas funções.31-33 Além disso, pode haver redução da quantidade de 

SERCA-2a decorrente de aumento de hexosamina no miócito.34 Estes dados 

fornecem evidências para a associação entre hiperglicemia e alteração da expressão 

e função das enzimas SERCA-2a e RyR-2, com consequente piora do relaxamento, 

contratilidade e rigidez miocárdica.35,36 De acordo com a relação entre hiperglicemia e 

alterações subcelulares, foi verificado que a severidade da disfunção diastólica do 

ventrículo esquerdo em pacientes diabéticos se correlaciona positivamente com os 

valores séricos da hemoglobina glicada.37 

Na prevenção das complicações crônicas do diabetes, é consenso a 

necessidade da manutenção de um controle glicêmico satisfatório por meio de 

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

Os antioxidantes têm gerado grande interesse devido aos efeitos 

potencialmente benéficos no DM.38-40 Estudos realizados em cultura de células 

vasculares, em animais de laboratório e em pacientes diabéticos têm mostrado que 

antioxidantes como as vitaminas C e E, o beta-caroteno, o ácido lipóico, entre outros, 

podem ser úteis na prevenção do desenvolvimento e progressão das complicações 
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do DM.41-50 No entanto, há outros estudos mostrando resultados divergentes quanto 

ao benefício dessas substâncias, em particular a vitamina E, que em pacientes 

diabéticos não mostrou efeito esperado.51-54 

Entre os principais antioxidantes presentes na dieta, além das 

vitaminas, estão os flavonóides como a quercetina.55 Em estudos experimentais com 

ratos diabéticos, os flavonóides mostraram melhora dos níveis glicêmico e lipídico, da 

atividade das ERO e das funções miocárdica e cardíaca.56-58 A administração de 

quercetina resultou em menores níveis plasmáticos de glicemia, substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico e hidroperóxidos. Além disso, regularizou a atividade das 

enzimas superóxido dismutase e catalase, atenuando dessa forma as reações 

ocasionadas pelo estresse oxidativo.59 Em outro estudo de diabetes induzido por 

estreptozotocina em ratos, a quercetina demonstrou efeito protetor diminuindo a 

lipoperoxidação e a produção de óxido nítrico e aumentando a atividade enzimática 

antioxidante. Além disso, ocorreu maior preservação das células das ilhotas 

pancreáticas no grupo tratado com quercetina.60 

Apesar dos vários estudos mostrarem efeito benéfico da quercetina no 

DM, há relato de efeito desfavorável, com intensificação dos efeitos do DM como 

aumento na lipoperoxidação e alterações na atividade da glutationa peroxidase e da 

catalase.61 

O estudo do efeito direto da hiperglicemia sobre o miocárdio tem 

merecido pouca atenção e muitas pesquisas, especialmente in vitro, têm direcionado 

principalmente para mecanismos moleculares através das alterações patológicas 

nas células de músculo liso vascular e das células endoteliais.62-64 Experimentos em 

ratos com diabetes induzido por estreptozotocina têm mostrado depressão da 
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contratilidade miocárdica, redução da complacência ventricular e menor resposta 

inotrópica e cronotrópica às drogas estimulantes.65,66 No modelo experimental de 

agressão cardíaca induzida por doxorubicina, os flavonóides mostraram efeito 

benéfico sobre o miocárdio.67-70 

  Diante do exposto, a hipótese deste estudo é que o DM, induzido por 

estreptozotocina em ratos, causa aumento da atividade do estresse oxidativo e 

disfunção ventricular, e o flavonóide quercetina é capaz de atenuar essas 

alterações.
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  Avaliar a influência do antioxidante quercetina sobre a remodelação 

cardíaca e a atividade oxidativa de ratos com diabetes mellitus induzido por 

estreptozotocina, além de investigar a expressão gênica de proteínas reguladoras do 

trânsito intracelular de cálcio. 



 

 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
             3. Material e Métodos 
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3.1 Animais e Constituição 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 Comissão de 

Ética em Experimentação Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. 

 Os animais foram distribuídos 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 

quercetina 

 Todos os grupos receberam ração comercial e água ad libitum. 

 A indução de DM foi realizada por meio da administração intraperitoneal 

(i.p.) de estreptozotocina (Sigma Chemicals Company), em dose única, na 

concentração de 50 mg/kg de PC, diluída em tampão citrato 0,1 M e pH 4,5.71-73 Os 

animais controle receberam apenas a solução tampão.  

 Sete dias após a administração de estreptozotocina ou tampão, 

amostras de sangue foram retiradas pela punção da cauda e a glicemia foi 

determinada através de um glicosímetro (Advantage ).74 Os animais que 

apresentaram concentração de glicose sérica acima de 220 mg/dL foram 
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considerados diabéticos e incluídos nos grupos diabéticos.75-77  A determinação de 

glicemia sérica foi realizada também no início (antes da indução do DM) e ao final do 

período experimental.  

 Os ratos pertencentes ao grupo DMQC, após confirmado o estado 

diabético, e aqueles integrantes do grupo QC receberam, semanalmente, o 

flavonóide quercetina (Sigma Chemicals Company), na concentração de 50 mg/kg 

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

 Os animais foram alojados em gaiolas individuais, sendo mantidos em 

ambiente com temperatura (25±2oC) e fotoperíodo (ciclos 12/12 horas claro/escuro) 

controlados. Além disso, os ratos foram pesados semanalmente. 

 

3.2 Aferição da Pressão Arterial 

  A pressão arterial sistólica (PAS) foi medida na cauda do animal ao 

final do período experimental. Para aferição da PAS foi utilizado o método da 

pletismografia.78 Os ratos foram colocados em uma caixa de madeira (50x40 cm), 

forrada com maravalha de pinus autoclavada, à temperatura de 40 C por 5 minutos 

com a finalidade de causar vasodilatação da artéria causal. Para aferição da PAS foi 

utilizado o eletro-esfigmomanômetro 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 pressão (Gould, OH, USA). Em seguida, o 

manguito foi insuflado a um valor superior à PAS e desinsuflado. O registro das 

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

 O ecocardiograma foi realizado no final do período experimental. Os 

ratos foram submetidos à sedação com cloridrato de cetamina (50 mg/kg, i.p.) e 

cloridrato de xilidino (1 mg/kg, i.p.). Após tricotomia da região anterior do tórax, os 

animais foram posicionados em decúbito lateral esquerdo para a realização do 

exame. Foi utilizado o equipamento modelo HDI-5000 da Philips, equipado com 

transdutor eletrônico multifrequencial de 5-12 MHz. Para avaliar as medidas 

estruturais do coração foram obtidas imagens em modo monodimensional (modo-M) 

orientado pelas imagens em modo bidimensional, estando o transdutor em posição 

paraesternal eixo menor. A avaliação do ventrículo esquerdo (VE) foi realizada 

posicionando o cursor do modo-M logo abaixo do plano da valva mitral no nível dos 

músculos papilares.79,80 As imagens da aorta e do átrio esquerdo foram obtidas 

posicionando o cursor do modo-M ao nível do plano da valva aórtica. As imagens 

obtidas no modo-M foram registradas em impressora modelo UP-895 da Sony Co. 

Posteriormente, as estruturas cardíacas foram medidas, manualmente, com o auxílio 

de um paquímetro. As seguintes estruturas foram medidas: diâmetros diastólico 

(DDVE) e sistólico (DSVE) do VE; espessuras diastólica da parede posterior do VE 

(EDPP) e do septo interventricular (EDSIV); e diâmetros da aorta (AO) e do átrio 

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 fórmula 

[(DDVE+EDPP+EDSIV)3 – (DDVE)3] x 1,04, onde 1,04 representa a densidade 

específica do miocárdio.80,81. A função sistólica do VE foi avaliada pelos seguintes 

índices: 1) porcentagem de encurtamento endocárdico (%  endo) [(DDVE-

DSVE)/DDVE]; 2) fração de ejeção (FE) [(DDVE3-DSVE3)/DDVE3]; 3) velocidade de 
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encurtamento da parede posterior (VEPP), que é a tangente máxima do movimento 

sistólico da parede posterior. A função diastólica do VE foi avaliada pelos seguintes 

índices: 1) picos de velocidade de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da 

contração atrial (onda A) do fluxo transmitral; 2) razão entre as ondas E e A (E/A); 3) 

tempo de desaceleração da onda E (TDE); 4) tempo de relaxamento isovolumétrico 

(TRIV); e 5) TRIV normalizado pela frequência cardíaca (TRIVn) [TRIV/(R-R)0,5], 

onde R-R representa o intervalo entre dois ciclos cardíacos consecutivos.82 

 

3.4 Estudo do Músculo Isolado  

 A avaliação funcional do músculo isolado foi realizada dentro de 48 

horas após a realização do ecocardiograma, de acordo com os procedimentos 

rotineiramente realizados em nosso laboratório.83-85 Sob anestesia com pentobarbital 

sódico (50 mg/kg, i.p.), os animais foram submetidos a toracotomia mediana. O 

coração foi rapidamente removido e colocado em solução de Krebs-Henseleit à 

temperatura de 28 C, previamente oxigenada por 10 minutos com 95% de oxigênio 

(O2) e 5% de dióxido de carbono (CO2). A composição da solução de Krebs-

Henseleit,86 em milimoles por litro, é: 118,5 NaCl; 4,69 KCl; 2,52 CaCl2; 1,16 MgSO4; 

1,18 KH2PO4; 5,50 glicose e 25,88 NaHCO3. 

 Após dissecção do ventrículo direito e corte no septo interventricular, o 

VE foi dividido em duas partes, cada uma contendo o seu músculo papilar e, em 

seguida, dissecados numa placa de vidro contendo solução descrita acima. Os 

músculos papilares, após terem as suas extremidades presas a anéis de aço 

inoxidável, foram rapidamente transferidos para câmara de vidro contendo solução 
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de Krebs-Henseleit, constantemente oxigenada com 95% de O2 e 5% de CO2 e 

mantida à temperatura de 28 C, graças ao uso de banho circulante.  

 Os músculos papilares foram mantidos em posição vertical na câmara 

de vidro. O anel inferior foi ligado a fio de aço inoxidável de 0,31 mm de diâmetro, 

conectado a transdutor de força (Kyowa 120T-20B), e o superior conectado a fio de 

aço, semelhante ao anterior, preso à extremidade do braço longo de uma alavanca 

isotônica. Sobre esta extremidade havia um micrômetro que controlava a extensão 

dos movimentos da alavanca permitindo ajustar o comprimento do músculo na fase 

de relaxamento muscular. O estiramento inicial da fibra cardíaca foi realizado com 

carga de pequeno peso (pré-carga) suspensa na extremidade do braço curto da 

alavanca, acoplado ao transdutor de comprimento (Hewlett Packard, modelo 7 

DCDT-050).  

 Os músculos foram estimulados 12 vezes por minuto por meio de 

eletrodos de platina tipo agulha, acoplados a estimulador elétrico, programado para 

liberar estímulos em onda quadrada de 5 ms, com voltagem aproximadamente 10% 

maior que o mínimo necessário para provocar resposta mecânica máxima do 

músculo. Os músculos papilares foram estudados em contrações isométricas e 

registrados em um polígrafo. Os índices de contração avaliados foram: tensão 

desenvolvida máxima (TD); derivada positiva máxima de tensão desenvolvida 

(+dT/dt); e tempo para atingir o pico de tensão desenvolvida (TPT). O relaxamento 

muscular foi avaliado pelos índices derivada negativa máxima da tensão 

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

 O estudo funcional in vitro foi complementado por manobras que 
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aumentam a contratilidade miocárdica, com a finalidade de avaliar a reserva contrátil. 

Após período de estabilização, foi realizada a manobra de pós-pausa, a qual consiste 

em permitir que o músculo fique em repouso durante 30 segundos, e a primeira 

contração após esse período é analisada. Passados 5 minutos, foi trocada a solução 

nutriente de Krebs-Henseleit para outra com 2,5 mM de cálcio, estabilizada por 10 

minutos e realizado o registro das contrações. A seguir, o músculo retornou a solução 

de 1,25 mM de cálcio, com período de estabilização de 10 minutos antes da adição 

de isoproterenol na concentração de 10-6 M. Dez minutos após a manobra era 

realizado novo registro das contrações. 

 

3.5 Análise Histológica do Coração 

 Após a pesagem dos ventrículos 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. Após esse 

período, o tecido foi lavado, desidratado e incluído em parafina. Cortes histológicos 

de 5 a 7 m de espessura foram submetidos à coloração por picrosirius red para 

quantificação da fração colágena miocárdica. 

  A análise morfométrica foi realizada utilizando-se uma câmara de vídeo 

acoplada a um microscópio 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 avaliação do colágeno nas lâminas coradas por picrosirius red, foi 
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utilizada a videodensitometria. Retidas as imagens, os componentes do tecido 

cardíaco foram identificados, segundo o realce de cor. Os filamentos de colágeno 

refletiram a cor vermelha, enquanto os miócitos foram vistos na coloração amarela. 

Áreas contendo vasos sanguíneos foram excluídas da análise. 

 

3.6 Análise de Variáveis Anatômicas 

 O grau de hipertrofia ventricular foi avaliado pelos pesos dos 

ventrículos direito e esquerdo em valores absolutos e normalizados pelo peso 

corporal dos animais. Após a retirada do coração do tórax, os átrios foram separados 

e fragmentos do pulmão e fígado foram coletados para determinação da relação 

peso úmido/peso seco desses órgãos. 

 

3.7 Quantificação de Hidroxiprolina 

  A concentração de hidroxiprolina foi mensurada em tecido miocárdico 

obtido da ponta do VE, de acordo com o método descrito por Switzer,87 utilizando-se 

a técnica previamente descrita em outros trabalhos de nosso laboratório.88 

  Inicialmente foram obtidas as soluções-padrão de trabalho de 

hidroxiprolina (diluição 60 μl HOP / 2940 μl HCl) e a solução branca (água destilada). 

Previamente à execução do processamento bioquímico, foi necessária a preparação 

dos seguintes reagentes químicos: tampão borato 0,2 M (pH 8,7), tiossulfato de sódio 
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3,6 M e o reagente de Ehrlich.  

  O processamento bioquímico para determinação da concentração de 

hidroxiprolina foi iniciado por secagem das soluções-padrão e das amostras no 

concentrador de amostras (Speed Vac). A hidrólise ácida foi realizada mediante 

adição de HCl 6 N em cada um dos tubos das amostras, que foram aquecidas na 

estufa à 100ºC por 8 horas. A oxidação foi realizada após 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 água destilada e 

tamponadas com solução tampão borato 0,2 M pH 8,7; após 20 minutos, a reação foi 

inibida com a solução tiossulfato de sódio 3,6 M e as  amostras foram agitadas. 

Posteriormente, a solução foi saturada com KCl e colocada em banho-maria a 90ºC. 

Os tubos foram resfriados e neles adicionados 2,5 ml de tolueno; em seguida, foram 

agitados por 5 minutos para a separação das fases água e tolueno. Foram retirados 

1,5 ml de tolueno da solução e estes foram colocados em tubos de hemólise para 

serem acrescentados 0,6 ml de solução de Ehrlich. As amostras foram mantidas em 

repouso por 30 minutos a fim de se alcançar a estabilidade do cromógeno. A leitura 

foi realizada por espectrofotometria com filtro de 565 nm. 

 

3.8 Obtenção de Amostras para Avaliação do Estresse Oxidativo  

 O sangue foi coletado por decapitação sob anestesia, antes da retirada 

do coração para estudo do músculo papilar. O soro foi separado por centrifugação a 

4.000 rpm por 15 minutos e utilizado para determinação da concentração de 
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hidroperóxido de lipídio e da atividade da glutationa peroxidase e superóxido 

dismutase.   

 Após obtenção de sangue e retirada dos músculos papilares, o coração 

foi imediatamente isolado e amostras do VE (aproximadamente 200 mg) foram 

estocadas à -80oC. Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas em tampão 

fosfato de sódio (0,1 M) pH 7,4 e o homogeneizado centrifugado a 12.000 g, durante 

15 minutos a -4oC.89 O sobrenadante foi utilizado para determinar a concentração de 

hidroperóxido de lipídio e atividade da glutationa peroxidase e superóxido dismutase. 

 

3.8.1 Determinações Séricas e Cardíacas 

     3.8.1.1 Determinação de Hidroperóxido de Lipídio 

 Foi determinado através da oxidação do sulfato ferroso amoniacal 

(Fe2+) na presença de alaranjado de xilenol, ácido sulfúrico e butilato hidroxitolueno 

(BHT) em metanol à temperatura ambiente. O Fe3+ reage com o alaranjado de 

xilenol e forma cromógeno, cuja intensidade de coloração foi medida 

espectrofotometricamente.90 

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

 A atividade da glutationa peroxidase foi determinada segundo método 

de Nakamura et al. na presença de peróxido de hidrogênio.91 A mistura de reação foi 
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preparada com tampão fosfato de sódio, NADPH2, azida sódica, EDTA, glutationa 

reduzida (GSH) e glutationa redutase. Através da oxidação do NADPH2 a 340 nm na 

presença de glutationa redutase, que catalisa a redução da glutationa oxidada 

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

     3.8.1.3 Determinação da Atividade de Superóxido Dismutase (SOD) 

 A atividade da superóxido dismutase foi determinada pela técnica de 

Crouch et al, tendo como base a capacidade da enzima de inibir a redução do 

nitroblue-tetrazólico (NBT) por radicais livres gerados pela hidroxilamina em meio 

alcalino, pH 10,0.92 A hidroxilamina gera fluxo de O2- do NBT para blue-formazana 

em temperatura ambiente. Quando a amostra é adicionada, a velocidade de redução 

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

 

3.9 Avaliação da Expressão Gênica das Proteínas Reguladoras do 

Trânsito de Cálcio no Miocárdio por RT-PCR em Tempo Real 

 A análise da expressão gênica das proteínas reguladoras do trânsito 

de cálcio no miocárdio (ATPase do Ca2+ do retículo sarcoplasmático – SERCA-2a, 

fosfolamban – PLB e receptor de rianodina – RyR-2) e do gene constitutivo ciclofilina 

foi realizada por reação em cadeia da polimerase em tempo real após transcrição 

reversa, RT-PCR.93 
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3.9.1 Extração de RNA com TRizol 

  O fragmento do miocárdio 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 à temperatura ambiente para permitir a 

completa dissociação dos complexos núcleo-protéicos. A seguir, foram 

acrescentados 0,2 ml de clorofórmio por ml de TRizol utilizado, homogeneizado 

vigorosamente e incubado por 3 minutos à temperatura ambiente. Em seguida, o 

material foi centrifugado a 12.000 g por 15 minutos a 4ºC. Para a precipitação do 

RNA, a fase aquosa formada após a centrifugação do material foi separada e 

precipitada por intermédio de incubação com 0,5 ml de isopropanol (por ml de TRizol 

utilizado inicialmente) por 10 minutos, à temperatura ambiente. Após esse período, o 

material foi novamente centrifugado a 12.000 g por 10 minutos a 4ºC. 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 4ºC. O sedimento de RNA secou por 10 

minutos à temperatura ambiente e foi ressuspenso em solução 0,01% de 

dietilpirocarbonato (DEPC) e incubado a 60ºC, por 10 minutos, para a inativação de 

possíveis resíduos de RNase. O RNA foi, então, quantificado por espectrofotometria 

a 260 nm, utilizando-se o fator de correção próprio para o RNA (40) e o fator de 

diluição do RNA (70). Foi também determinada, por espectrofotometria, a razão 

entre 260 e 280 nm, o que fornece uma estimativa da qualidade do processo de 

extração. 
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3.9.2 Gel Analítico de Agarose para RNA 

 Para analisar a integridade do RNA, foi realizada eletroforese (1μl da 

solução contendo o RNA total, 1 μl  de carregador Orange e 8 μl de água ultra-pura) 

em gel de agarose (1%), tampão TAE (Tris 45 mM, ácido bórico 45 mM, EDTA 1 

mM), corado com brometo de etídio, à voltagem de 60 mV. 

 

3.9.3 Transcrição Reversa (RT) do RNA 

 A RT do RNA de cada amostra foi realizada utilizando-se os 

componentes do Kit SuperScript First-Strand Synthesis for RT-PCR (Invitrogen, 

Brasil). Uma mistura contendo 1 μg de RNA total, 1 μl de dNTP mix 10 mM e 1 μl de 

Random Hexamers (50 ng/μl), com volume total ajustado para 10 μl de H2O tratada 

com DEPC, foi incubada por 5 minutos a 65°C. A seguir, foram adicionados a essa 

mistura 9 μl de uma solução contendo 2 μl de tampão RT 10x, 4 μl de MgCl2 25 mM, 

2 μl de DTT 0,1 M e 1 μl de inibidor de RNAse recombinante RNAseOUTTM (40 

unidades/μl). Após leve agitação e incubação a 42°C por 2 minutos, foi adicionado à 

reação 1 μl da enzima SuperScriptTM II RT  (50 unidades/μl) e a mistura foi 

novamente incubada por 50 minutos a 42°C. Em seguida, a mistura de reação foi 

colocada no gelo e adicionado 1 μl de RNase H para finalmente incubar essa 

mistura por 20 minutos a 37°C.  

 Para comprovar a ausência de DNA genômico residual nas amostras 

de RNA submetidas à reação de RT, uma amostra de RNA (controle negativo da RT) 

foi submetida à reação de RT acima descrita com a substituição da enzima 
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SuperScriptTM II RT  por 1 μl de H2O com DEPC. Esse produto de reação foi utilizado 

em todas as reações de PCR e a ausência de DNA genômico residual foi confirmada 

pela ausência de produtos de amplificação. 

 

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

  Alíquotas da reação de RT de cada amostra contendo 10 – 100 ng de 

cDNA foram adicionadas a uma mistura contendo 10 μl 2X TaqMan Universal PCR 

Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e 1 μl de ensaio pré-

otimizado (20X) contendo sonda FAM dye-labeled Taqman MGB e primers “sense” e 

“antisense” não marcados (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) específicos 

para cada gene. Foi adicionada água tratada com DEPC para se obter um volume 

final de 20 μl. As reações foram realizadas em triplicata para cada gene alvo e para 

o 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 ativação da AmpliTaq Gold Enzime; 40 ciclos de desnaturação (95°C 

por 15 segundos) e anelamento-extensão (60°C por 1 minuto). Para cada amostra 

foi “plotado” um gráfico de amplificação mostrando aumento do reporter dye 

florescente em cada ciclo da PCR. A partir desse gráfico, foi determinado o ciclo em 

que a reação atinge o limiar de detecção (critical threshold cycle - CT), baseado na 

variabilidade dos dados da linha de base obtidos a partir dos ciclos iniciais da PCR. 

Os primers para os genes analisados (Quadro 1) foram obtidos através do software 

Primer Express® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), a partir de sequências 

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

(ciclofilina), foi realizada pelo método 2-∆∆CT. 

 

    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_m1 AF_112257.1 

Ciclofilina Rn00690933_m1 NM_017101.1  
SERCA-2a: ATPase de Ca2+ do retículo sarcoplasmático; PLB: 
fosfolamban; RyR-2: receptor rianodina; Ciclofilina: gene constitutivo. 
 
 

 

3.10 Análise Estatística 

 Os dados numéricos são expostos como média ± desvio padrão ou 

mediana e percentis 25 e 75 de acordo com a distribuição normal ou não normal.  

Para as comparações entre os grupos foi utilizada a técnica da análise de variância 

(ANOVA) complementados por cálculos ou testes recomendados para o esquema 

fatorial 2 X 2, de acordo com a distribuição probabilística.94 As comparações 

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 conclusões estatísticas foram discutidas no 

nível de significância de 5% (p<0,05). 
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4.1 Caracterização da Amostra Quanto ao Peso Corporal, Glicemia e 

Pressão Arterial Sistólica  

Neste estudo foram utilizados 120 ratos Wistar machos com peso 

corporal (PC) inicial de 326±2 g. O grupo CTL era constituído de 24 ratos, sendo que 

cinco foram a óbito. No grupo QC havia 29 ratos no início do experimento, e oito 

morreram no decorrer do experimento. O grupo DM era composto por 35 animais, no 

entanto quatro não ficaram diabéticos e sete morreram. Já no grupo DM+QC, que 

contava com 32 ratos, cinco não ficaram diabéticos e oito morreram. Portanto, o 

número 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 pressão 

arterial sistólica dos quatro grupos experimentais, estão apresentados na Tabela 1. 

Não houve diferença estatisticamente significante quanto ao PC inicial 

entre os grupos. O PC final apresentou diferença estatisticamente significante entre 

os grupos, sendo menor no grupo DM em relação ao CTL, e menor no grupo 

DM+QC em relação ao grupo QC (Gráfico 1). 

  A glicemia inicial dos animais não apresentou diferença significante 

entre os grupos. A glicemia final foi maior nos animais diabéticos em relação ao 

grupo CTL e nos diabéticos que receberam quercetina em relação ao grupo QC.  

Apesar do grupo DM+QC apresentar mediana de glicemia final inferior em relação 

ao grupo DM, essa diferença não apresentou relevância estatística (Gráfico 2).  
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  A pressão arterial sistólica, medida ao final do período experimental, 

não foi estatisticamente diferente entre os grupos. 

 
Tabela 1. Peso corporal, glicemia e pressão arterial sistólica dos animais 

Variável 
CTL  

(n=19) 
QC  

(n=21) 
DM  

(n=24) 
DM+QC 
(n=19) 

PCI (g) 325 ± 27 326 ± 24 329 ± 22 326 ± 24 

PCF (g) 433 ± 32   421 ± 42 †   283 ± 49 * 307 ± 55 

GI (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 - 92,5) † 396 (370 - 448) * 363 (284 - 419) 

PAS (mmHg)  133 ± 15 131 ± 10 138 ± 11 143 ± 10 

Valores expressos em média e desvio padrão 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; GI: glicemia inicial; GF: glicemia final; PAS: pressão arterial sistólica; *: 
p<0,05 vs. CTL; †: p<0,05 vs. DM+QC (ANOVA, esquema fatorial 2X2). 
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Gráfico 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. 
 



 
 

Resultados     39 
 

 
 

 

G
lic

em
ia

 F
in

al
 (m

g/
dl

)

0

100

200

300

400

500

CTL
(n=19) 

QC
(n=21)

DM
(n=24)

DM+QC
(n=19)

*

†

 

 

 

 

4.2 Avaliação Ecocardiográfica 

A Tabela 2 apresenta as variáveis estruturais cardíacas relativas ao 

ecocardiograma dos animais. O grupo DM apresentou as variáveis DDVE/PC, 

AE/PC, MVE/PC estatisticamente maiores em relação ao grupo CTL. Da mesma 

forma, o grupo DM+QC apresentou valores de DDVE/PC e MVE/PC 

significantemente maiores em relação ao grupo QC (Gráficos 3 e 5). No entanto, a 

variável AE/PC, no grupo DM+QC, apresentou valor intermediário entre os grupos 

DM e QC, havendo diferença significante com ambos (Gráfico 4); assim a quercetina 

Gráfico 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; †: p<0,05 vs. DM+QC. 
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atenuou a elevação desta variável. As variáveis EDPP, EDSIV, AO e MVE foram 

menores nos grupos diabéticos DM e DMQC em relação aos respectivos grupos 

CTL e QC. A FC, DDVE, DSVE, AE e a espessura relativa do VE não apresentaram 

diferença significante entre os grupos. 

 

  

Tabela 2. Variáveis estruturais do coração obtidas por ecocardiograma ao final do       

período experimental 

Variável 
CTL  

(n=19) 
QC  

(n=21) 
DM  

(n=24) 
DM+QC 
(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 5,70 ± 0,77 5,68 ± 0,67 5,45 ± 0,71 

AE/PC (mm/Kg) 13,1 ± 1,15    13,6 ± 2,25 †    20,6 ± 3,97 *† 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 padrão ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: grupo controle; QC: 
grupo quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC: grupo diabético + quercetina; FC: frequência cardíaca; 
DDVE: diâmetro diastólico do ventrículo esquerdo (VE); PC: peso corporal; DSVE: diâmetro sistólico do VE; 
EDPP: espessura diastólica da parede posterior; EDSIV: espessura diastólica do septo interventricular; AO: 
diâmetro da aorta; AE: diâmetro do átrio 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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Gráfico 3: Diâmetro diastólico do ventrículo 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. 

Gráfico 4: Diâmetro do átrio 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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 Os resultados da avaliação funcional do VE, avaliado por meio de 

ecocardiograma, estão expostos na Tabela 3. Em relação à função sistólica, 

avaliada pela porcentagem de encurtamento endocárdico (Gráfico 6), fração de 

ejeção (Gráfico 7) e a velocidade de encurtamento da parede posterior foram 

menores no grupo DM em relação ao grupo CTL. A velocidade de encurtamento da 

parede posterior foi significantemente menor no grupo DM+QC quando comparado 

ao grupo QC. A avaliação da função diastólica mostrou que o tempo de relaxamento 

isovolumétrico (TRIV) assim como TRIV normalizado pela frequência cardíaca 

(TRIVn) (Gráfico 8) foram estatisticamente maiores no grupo DM e grupo DM+QC 

em relação ao grupo CTL e grupo QC, respectivamente. Os valores da onda E, onda 

A, razão entre as ondas E e A e o tempo de desaceleração da onda E (TDE) não 

diferiram entre os grupos.  

Gráfico 5: Massa do ventrículo 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. 
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Tabela 3. Variáveis funcionais do ventrículo esquerdo obtidas por ecocardiograma 

ao final do período experimental 

Variável CTL (n=19) QC (n=21) DM (n=24) DM+QC (n=19) 
%  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) 38,1 (36,5 - 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 ± 3,94 †    34,6 ± 5,08 * 37,3 ± 5,18 

TRIVn (ms) 64,0 ± 8,61    63,7 ± 10,2 †    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 padrão ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: grupo controle; 
QC: grupo quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC: grupo diabético + quercetina; %  endo: porcentagem 
de encurtamento endocárdico do VE; FE: fração de ejeção; VEPP: velocidade de encurtamento da parede 
posterior do VE; E/A: razão entre os picos de velocidade de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da 
contração atrial (onda A) do fluxo transmitral; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; TRIVn: TRIV 
normalizado pela frequência cardíaca; TDE: tempo de desaceleração da onda E; *: p<0,05 vs. CTL; †: 
p<0,05 vs. DM+QC (ANOVA, esquema fatorial 2X2). 
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Gráfico 6: Porcentagem de encurtamento endocárdico do 
ventrículo esquerdo (%  endo). CTL: grupo controle; QC: grupo 
quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC: grupo diabético + 
quercetina; *: p<0,05 vs. CTL. 
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Gráfico 7: Fração de ejeção do ventrículo esquerdo. CTL: grupo 
controle; QC: grupo quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC: 
grupo diabético + quercetina; *: p<0,05 vs. CTL. 

Gráfico 8: Tempo de relaxamento isovolumétrico normalizado pela 
frequência cardíaca (TRIVn). 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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4.3 Estudo Funcional do Músculo Papilar 

4.3.1 Condição Basal 

Os resultados obtidos do estudo funcional do músculo papilar estão 

apresentados na Tabela 4. A tensão desenvolvida máxima (TD) foi menor no grupo 

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

redução desse índice de contratilidade no grupo DM+QC (Gráfico 9). 

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

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

DM+QC em relação aos grupos QC e DM. 

 

Tabela 4. Variáveis funcionais do músculo isolado obtidas em contrações 

isométricas na condição basal 

Variável CTL (n=11) QC (n=17) DM (n=19) DM+QC (n=15) 
TD (g/mm2)   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/mm²/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/mm2) 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 padrão ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: grupo controle; QC: 
grupo quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC: grupo diabético + quercetina; TD: tensão desenvolvida 
máxima; TPT: tempo para atingir o pico da tensão desenvolvida; +dT/dt: velocidade máxima de elevação da 
tensão desenvolvida; -dT/dt: velocidade máxima de queda da tensão desenvolvida; TR: tensão de repouso; *: 
p<0,05 vs. CTL; †: p<0,05 vs. DM+QC (ANOVA, esquema fatorial 2X2). 
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  As velocidades máximas de elevação e decréscimo da TD (+dT/dt e -

dT/dt, respectivamente) foram menores no grupo DM em relação ao grupo CTL, e a 

quercetina não melhorou significativamente esses índices (Gráficos 10 e 11). Quanto 

à tensão de repouso (TR), a quercetina causou aumento desse índice em animais 

diabéticos, no entanto não foi observada diferença entre eles e o grupo que recebeu 

somente quercetina. 

 
 

Gráfico 9: Tensão desenvolvida máxima (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. 
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Gráfico 11: Velocidade máxima de queda da tensão desenvolvida (-dT/dt). 
CTL: grupo controle; QC: grupo quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC: 
grupo diabético + quercetina; *: p<0,05 vs. CTL. 

Gráfico 10: Velocidade máxima de elevação da tensão 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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4.3.2 Manobras Inotrópicas 

Na Tabela 5 estão apresentadas as variáveis funcionais do estudo do 

músculo papilar obtidas sob ação de manobras inotrópicas positivas. Foram 

realizadas três manobras: pós-pausa de 30 segundos, elevação da concentração 

extracelular de cálcio de 1,25 mM para 2,5 mM e adição de isoproterenol 10-6 M.  

Em todas as manobras realizadas, a tensão desenvolvida (TD) foi 

estatisticamente menor no grupo DM em relação ao grupo CTL. Nas manobras de 

pós pausa e de elevação da concentração extracelular de cálcio, a TD foi maior no 

grupo DM+QC em relação ao grupo DM, e sem diferença em relação ao grupo QC. 

À adição de isoproterenol, o valor de TD do grupo DM+QC ficou entre os valores dos 

grupos DM e QC e não apresentou diferença significante em relação a esses grupos. 

 manobras de pós pausa e de elevação da concentração extracelular de cálcio

Em todas as manobras realizadas, a +dT/dt e a –dT/dt foram menores 

no grupo DM e no grupo DM+QC em relação ao grupo CTL e QC, respectivamente, 

exceto que na manobra de elevação da concentração extracelular de cálcio o grupo 

DM+QC apresentou -dT/dt maior em relação ao grupo DM. Nas demais manobras, 

tanto a -dT/dt como a +dT/dt, embora apresentassem valores maiores no grupo 

DM+QC em relação ao grupo DM, essas diferenças não foram estatisticamente 
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significantes. 

manobra de pós pausa  

 

 

Tabela 5. Variáveis funcionais do músculo isolado obtidas em contrações 

isométricas sob manobras inotrópicas positivas

 Variável CTL (n=11) QC (n=17) DM (n=19) DM+QC (n=15) 

PP
30

 

TD (g/mm2)   6,56 ± 1,84 6,74 ± 1,59      4,39 ± 1,60 * †   5,69 ± 1,18 

TPT (ms) 215 ± 14  232 ± 25 †    261 ± 22 * † 289 ± 24 

+dT/dt (g/mm²/s)   61,1 ± 18,5    60,4 ± 14,2 †   33,1 ± 12,9 *   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/mm2) 0,57 (0,55 - 0,84) 0,75 (0,58 - 1,08) 0,60 (0,43 - 0,79) † 0,93 (0,77 - 1,24) 

[C
a+2

] o
 2

,5
 m

M
 TD (g/mm2)   6,49 ± 1,70 6,58 ± 1,54      4,31 ± 1,43 * †   5,44 ± 1,23 

TPT (ms) 189 ± 15  201 ± 20 †    232 ± 20 * † 251 ± 19 

+dT/dt (g/mm²/s) 66,0 ± 18,5    65,2 ± 15,5 †    36,5 ± 13,6 *   43,3 ± 11,8 

-dT/dt (g/mm²/s)   21,4 ± 3,93    23,0 ± 5,96 †      13,9 ± 3,44 * †   17,1 ± 3,65 

TR (g/mm2) 0,52 (0,39 - 0,73) 0,55 (0,40 - 0,80) 0,52 (0,35 - 0,67) 0,63 (0,53 - 0,70) 

Is
o 

10
-6

 M
 

TD (g/mm2)   6,13 ± 1,77 5,97 ± 2,10    4,02 ± 1,30 *   5,04 ± 1,15 

TPT (ms) 160 (140 - 160) 160 (140 - 180) † 200 (190 - 200) * 200 (200 - 220) 

+dT/dt (g/mm²/s)   70,9 ± 19,6    70,1 ± 24,0 †    39,6 ± 13,7 *   45,9 ± 12,0 

-dT/dt (g/mm²/s)   34,8 ± 5,86    36,8 ± 12,8 †    20,1 ± 5,08 *   23,6 ± 5,55 

TR (g/mm2)   0,52 ± 0,22 0,47 ± 0,24 0,42 ± 0,20   0,51 ± 0,14 

Valores expressos em média e desvio padrão ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: grupo controle; QC: 
grupo quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC: grupo diabético que recebeu quercetina; PP30: pós pausa de 
30 segundos; [Ca+2]o: concentração extracelular de cálcio; Iso: isoproterenol; TD: tensão desenvolvida máxima; 
TPT: tempo para atingir o pico de tensão desenvolvida; +dT/dt: velocidade máxima de elevação da tensão 
desenvolvida; -dT/dt: velocidade máxima de queda da tensão desenvolvida; TR: tensão de repouso; *: p<0,05 
vs. CTL; †: p<0,05 vs. DM+QC (ANOVA, esquema fatorial 2X2).
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4.4 Variáveis Anatômicas 

Na Tabela 6 são mostradas as variáveis anatômicas dos animais dos 

grupos estudados. Os pesos do VE e ventrículo direito (VD) foram inferiores nos 

animais dos grupos DM e DMQC em relação aos animais do grupo CTL e QC, 

respectivamente. No entanto, os pesos do VE, VD e átrios normalizados pelo PC 

foram maiores nos animais dos grupos DM e DM+QC em relação aos respectivos 

grupos controles. O peso absoluto dos átrios não foi estatisticamente diferente entre 

os grupos. Os valores das razões entre os pesos úmido e seco do VE, VD, átrios, 

pulmão e fígado não mostraram diferença estatisticamente significante entre os 

grupos. 

 

4.5 Concentração de Hidroxiprolina e Fração Colágena Intersticial 

Miocárdica 

A concentração de hidroxiprolina em amostras do VE dos animais foi 

maior nos grupos DM e DM+QC em relação aos grupos CTL e QC, respectivamente 

(Tabela 7 e Gráfico 12). 

Em relação à avaliação da fração de colágeno intersticial no miocárdio 

do VE, não observamos diferença significante entre os grupos (Tabela 7). 
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Tabela 6. Variáveis anatômicas dos animais 

Variável CTL (n=18) QC (n=21) DM (n=24) DM+QC (n=18) 
VE (g) 0,65 (0,60 - 0,74) 0,60 (0,59 - 0,70) † 0,54 (0,51 - 0,58) * 0,54 (0,50 - 0,62) 

VE/PC (g/kg) 1,59 (1,51 - 1,70) 1,62 (1,50 - 1,81) † 2,09 (1,89 - 2,28) * 2,00 (1,87 - 2,27) 

VD (g) 0,20 (0,18 - 0,25) 0,19 (0,17 - 0,21) † 0,18 (0,16 - 0,20) * 0,16 (0,15 - 0,18) 

VD/PC (g/kg) 0,50 (0,44 - 0,58) 0,50 (0,45 - 0,56) † 0,68 (0,61 - 0,81) * 0,63 (0,58 - 0,68) 

Átrios (g) 0,072 ± 0,021 0,069 ± 0,017 0,060 ± 0,019 0,066 ± 0,020 

Átrios/PC (g/kg) 0,18 (0,15 - 0,21) 0,18 (0,17 - 0,20) † 0,25 (0,20 - 0,31) * 0,24 (0,22 - 0,31) 

VE úmido/seco 3,60 (3,27 - 4,00) 3,27 (1,70 - 3,77) 3,25 (2,79 - 3,57) 4,07 (2,82 - 4,78) 

VD úmido/seco 3,75 (3,45 - 4,23) 3,77 (2,33 - 4,20) 3,71 (3,26 - 3,87) 3,50 (2,56 - 4,37) 

Átrios úmido/seco 4,34 (3,61 - 4,57) 4,08 (3,84 - 4,37) 4,25 (3,25 - 4,59) 4,29 (3,89 - 4,86) 

Pulmão úmido/seco 4,52 (4,42 - 4,68) 4,53 (4,36 - 4,61) 4,51 (4,40 - 4,61) 4,52 (4,23 - 4,67) 
Fígado úmido/seco 3,33 (3,25 - 3,40) 3,25 (3,15 - 3,35) 3,21 (3,00 - 3,34) 3,27 (3,13 - 3,44) 

Valores expressos em média e desvio padrão ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: grupo controle; QC: grupo 
quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC: grupo diabético + quercetina

g p g p

 *: p<0,05 vs. CTL; †: p<0,05 vs. DM+QC (ANOVA, esquema fatorial 2X2). 

 

 

 

Tabela 7. Concentração de hidroxiprolina e fração colágena intersticial no       

miocárdio do ventrículo esquerdo 

Variável CTL  QC DM  DM+QC 
HOP VE (mg/g) 2,43 ± 0,40   2,62 ± 0,25 †  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 padrão. CTL: grupo controle; QC: grupo quercetina; DM: 
grupo diabético; DM+QC: grupo diabético + quercetina. HOP VE: concentração de hidroxiprolina 
no miocárdio do ventrículo esquerdo; FCI: fração de colágeno intersticial *: p<0,05 vs. CTL; †: 
p<0,05 vs. DM+QC (ANOVA, esquema fatorial 2X2). Obs.: para avaliação 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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4.6 Avaliação do Estresse Oxidativo 

  Na Tabela 8 estão apresentados os valores obtidos da avaliação do 

estresse oxidativo no soro dos animais. O hidroperóxido de lipídio estava mais 

elevado nos grupos diabéticos, e a quercetina atenuou a elevação considerando que 

o valor observado situou-se entre os dos grupos DM e QC, havendo diferença com 

ambos os grupos (Gráfico 13). Em relação às enzimas antioxidantes, nos animais do 

grupo DM houve menor concentração de superóxido dismutase e glutationa 

peroxidade em relação ao grupo CTL, e a quercetina evitou a redução dos níveis 

dessas enzimas (Gráficos 14 e 15). 

Gráfico 12: Concentração de hidroxiprolina no miocárdio do 
ventrículo esquerdo (HOP VE). 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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Tabela 8. Avaliação do estresse oxidativo no soro 

Variável CTL (n=8) QC (n=8) DM (n=8) DM+QC (n=8) 
Hidroperóxido de 
lipídio (nmol/ml) 8,81 ± 0,90  9,15 ± 0,64 † 12,3 ± 0,66 * † 11,1 ± 0,71 

Superóxido dismutase 
(U/g proteína) 487 ± 105 518 ± 43 297 ± 100 * † 581 ± 43 

Glutationa peroxidase 
(nmol/ml) 21,1 ± 4,09   22,3 ± 4,06 13,4 ± 3,22 * †   22,8 ± 5,86  

Valores expressos em média e desvio padrão. 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). 
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Gráfico 13: Concentração de hidroperóxido de lipídio 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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Gráfico 15: Concentração 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. 

Gráfico 14: Concentração de superóxido dismutase 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 avaliação do estresse oxidativo em amostras do 

tecido miocárdico do VE estão expostos na Tabela 9. A concentração de 

hidroperóxido de lipídio foi maior nos grupos diabéticos (DM e DM+QC) em relação 

aos seus respectivos controles (CTL e QC). A superóxido dismutase foi menor no 

grupo DM em relação ao grupo CTL, enquanto que no grupo diabético que recebeu 

a quercetina a redução não foi observada. Em relação a glutationa peroxidase, não 

houve diferença entre os grupos.  

 

Tabela 9. Avaliação do estresse oxidativo em amostras do tecido miocárdico do        

ventrículo esquerdo 

Variável  CTL (n=8) QC (n=8) DM (n=8) DM+QC (n=8) 
Hidroperóxido de lipídio 

(nmol/mg proteína) 288 ± 18  290 ± 30 † 371 ± 40 * 346 ± 31 

Superóxido dismutase 
(nmol/mg proteína)   11,2 ± 1,45  11,0 ± 1,54      9,47 ± 1,61 * †   11,0 ± 1,54 

Glutationa peroxidase 
(nmol/mg proteína)   38,2 ± 9,95 29,5 ± 10,8 28,7 ± 10,8   34,5 ± 20,9 

. 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 Avaliação da Expressão Gênica por RT-PCR 

A expressão do gene da SERCA-2a foi menor nos grupos diabéticos 

(DM e DM+QC) e não foi observado efeito benéfico da quercetina (Tabela 10 e 

Gráfico 16). Em relação aos genes da PLB e RyR-2, não foi observada diferença 

entre os grupos (Tabela 10). 
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Tabela 10. Avaliação da expressão gênica por RT-PCR em tempo real (unidade 

arbitrária)  

Variável  CTL (n=9) QC (n=9) DM (n=10) DM+QC (n=9) 
SERCA-2a 1,0 ± 0,39 1,12 ± 0,54 † 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 padrão. Valores normalizados pela expressão de ciclofilina. CTL: 
grupo controle; QC: grupo quercetina; DM: grupo diabético; DM+QC: grupo diabético + quercetina; 
SERCA-2a: Ca+2-ATPase do retículo sarcoplasmático; PLB: fosfolamban; RyR-2: receptor rianodínico tipo 
2; †: p<0,05 vs. DM+QC (ANOVA, esquema fatorial 2X2). 
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Gráfico 16: Ca+2-ATPase do retículo sarcoplasmático (SERCA-2a). 
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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 Neste estudo avaliamos a influência do antioxidante quercetina na 

remodelação cardíaca e a atividade oxidativa de ratos Wistar diabéticos. A indução 

do estado diabético foi realizada por meio de administração do quimioterápico 

estreptozotocina, e o antioxidante utilizado foi a quercetina. 

  A estreptozotocina e aloxana são duas substâncias tóxicas para as 

células das ilhotas de Langerhans mais comumente usadas para indução do 

diabetes tipo 1 em modelos experimentais.  

  A estreptozotocina é uma glicosamina-nitrosuréia que causa morte de 

células beta pancreáticas, com consequente deficiência na biossíntese e secreção 

de insulina.95-97 A estreptozotocina penetra nas células beta via transportador de 

glicose GLUT2.96 Entre os mecanismos propostos para a citotoxicidade desta 

substância está a alquilação do DNA e a formação de ERO.98,99 A ação intracelular 

da estreptozotocina causa uma cadeia de eventos que resulta na fragmentação do 

DNA nas células beta pancreáticas. Na tentativa de reparar o DNA, ocorre aumento 

da ativação da enzima poli (ADP-ribose) sintase, levando a depleção da 

nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD+) e dos estoques de ATP, culminando na 

destruição de células beta.97,100-104 Evidências indicam que a estreptozotocina gera 

ERO que contribuem para fragmentação do DNA. As ERO podem, portanto, ter 

papel essencial no efeito diabetogênico da estreptozotocina.95,105 

As características metabólicas da indução do DM por estreptozotocina 

incluem o desenvolvimento rápido de hiperglicemia profunda, modesta 

hipertrigliceridemia, cetose e redução acentuada nos níveis de insulina 

plasmática.106,107 O modelo experimental de diabetes tipo 1 é útil para examinar os 
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efeitos da hiperglicemia na ausência de hiperinsulinemia.108  

 A quercetina é um flavonóide amplamente distribuído e consumido, 

presente em concentração elevada no chá, na maçã e na cebola.109,110 É o principal 

flavonol, uma sub-classe de flavonóides e pode ser um poderoso constituinte 

bioativo da dieta humana atuando sob duas formas, como agente removedor de 

radicais livres e interagindo com várias proteínas endógenas, por exemplo, agindo 

como um inibidor da atividade enzimática.110-112 A quercetina e a rutina, outro 

flavonóide, são capazes de eliminar os radicais livres atuando em três processos: 

formação do íon superóxido, geração de radicais hidroxil na reação de Fenton e 

formação de radicais da peroxidação lipídica.113-115 Vários estudos já demonstraram 

efeito favorável da quercetina, como na remoção do superóxido na injúria de 

isquemia e reperfusão, na proteção contra o estresse oxidativo induzido por luz 

ultravioleta A, na hipertensão arterial sistêmica, na cirrose biliar secundária, na 

prevenção de angiogênese e carcinogênese e gastropatia hipertensiva portal.116-125 

 

 No presente estudo, a mensuração inicial da glicemia e do peso 

corporal dos animais mostrou que os grupos CTL, QC, DM e DM+QC não 

apresentaram diferença 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 aplicação de estreptozotocina, sendo que apenas os animais com 

glicemia acima de 220 mg/dL foram considerados diabéticos  e incluídos no 

estudo.75-77 Outro dado compatível com o estado diabético dos animais foi o peso 

corporal final estatisticamente menor nos grupos diabéticos em relação aos não 
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diabéticos.126,127 Além disso, os animais diabéticos apresentaram maior consumo de 

ração e de água em relação aos não diabéticos (dados não apresentados). A 

quercetina não foi capaz de reduzir os valores de glicemia e de perda de peso 

corporal dos ratos diabéticos. 

 A pressão arterial foi aferida no final do experimento e não apresentou 

diferença estatisticamente significante entre os grupos estudados. Dessa forma, 

afastamos esse fator que poderia interferir na remodelação cardíaca induzida pelo 

DM. Na literatura, há relatos de que o DM não altera a pressão arterial,128-130 ou 

causa alterações, tanto redução131-133 quanto elevação.134-136 Essas alterações 

estariam relacionadas à volemia ou às diferentes técnicas de medida da pressão 

arterial. Kusaka et al.137 e Yamamoto128 realizaram medidas da pressão arterial em 

ratos diabéticos por método direto (inserção de cânula arterial) e indireto 

(pletismografia), e observaram que no primeiro a pressão não se alterou ou foi 

menor, enquanto que no segundo, a pressão foi maior em relação aos animais não 

diabéticos. 

  A realização do ecocardiograma possibilitou a análise in vivo das 

variáveis estruturais do coração, assim como de parâmetros das funções sistólica e 

diastólica do VE. Os resultados mostraram que os grupos diabéticos apresentaram 

aumento das câmaras cardíacas esquerdas normalizadas pelo PC, e a quercetina foi 

capaz de atenuar o aumento do diâmetro do átrio esquerdo. A normalização desses 

diâmetros pelo PC pode trazer erros de interpretação uma vez que os diâmetros das 

cavidades cardíacas não guardam proporção exata com o PC.138 No entanto, em 

nosso estudo, apesar da grande diferença do PC entre os grupos, os valores 

absolutos dos diâmetros do VE e do átrio esquerdo não se mostraram diferentes. 



 
 

Discussão     61 
 

 
 

Portanto, podemos assumir que os animais diabéticos apresentaram dilatação do VE 

e do átrio esquerdo e a quercetina atenuou a dilatação do átrio esquerdo. Esses 

resultados são concordantes com vários relatos da literatura em que o diabetes 

mellitus acarretou dilatação das câmaras cardíacas.139-143 No presente estudo, como 

os valores da espessura relativa do VE não diferiram entre os grupos, a dilatação 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 ventrículo 

direito e dos átrios normalizados pelo PC também foram maiores nos grupos 

diabéticos.  

 Os índices de função sistólica do VE mostraram-se comprometidos no 

grupo DM, uma vez que a %  endo, a FE e a VEPP foram menores em relação ao 

grupo controle, e a quercetina foi capaz de atenuar a redução dos índices acima, 

exceto a VEPP. A função diastólica também apresentou-se alterada nos grupos 

diabéticos, tendo em vista o aumento do TRIV, assim como o TRIV normalizado pela 

frequência cardíaca, e não se alterou com a quercetina. Muitos autores, igualmente, 

relataram prejuízo nas funções sistólica e diastólica do VE, em estudos com ratos 

diabéticos.139-142  

 A análise da função do músculo papilar isolado mostrou que o grupo 

DM apresentou piora da função contrátil e de relaxamento na condição basal e após 

manobras para avaliação da reserva contrátil. Já foi observado em músculos 

papilares de ratos Wistar diabéticos, comprometimento da função miocárdica em 

condição basal (menor TD, +dT/dt, -dT/dt), porém sem diferença significante no 

TPT.144 Esses autores também relataram menor resposta dos músculos papilares à 
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estimulação β-adrenérgica. Outra pesquisa de diabetes em ratos Wistar mostrou 

diminuição significante dos índices de contração (+dP/dtmax) e relaxamento (-

dP/dtmax) em animais não sedados.145 Por outro lado, Kim et al.142 não observaram 

diferença nesses índices obtidos de ratos Sprague-Dawley diabéticos anestesiados, 

embora tenham encontrado comprometimento do índice contrátil relação pressão-

volume sistólica final.  

 No nosso estudo, verificamos que a quercetina foi capaz de prevenir ou 

atenuar as alterações funcionais ventriculares (in vivo) e miocárdicas (in vitro). O 

efeito benéfico do antioxidante sobre a função cardíaca também foi mostrado por 

Krishna et al.146 Esses autores observaram, por ecocardiograma, reversão parcial da 

disfunção diastólica em ratos diabéticos que receberam rutina ou quercetina. No 

modelo experimental de agressão cardíaca induzida por doxorubicina, os 

flavonóides também mostraram efeito benéfico sobre o miocárdio.67,68 Além disso, 

estudos epidemiológicos com flavonóides constataram diminuição da mortalidade 

decorrente de complicações cardiovasculares.147-150  

 As avaliações do tecido colágeno foram realizadas por duas técnicas, a 

determinação da concentração miocárdica de hidroxiprolina e medida da fração de 

colágeno intersticial. Observamos elevação significante da concentração de 

hidroxiprolina nos grupos diabéticos. Em relação à medida da fração colágena 

intersticial, houve aumento nos grupos diabéticos que não atingiu significância 

estatística. A quercetina não causou efeito benéfico nessas variáveis. Os estudos 

disponíveis na literatura são discordantes em relação ao aumento do tecido 

colágeno no miocárdio de animais diabéticos. Zhang et al.151 constataram por 

imunohistoquímica níveis aumentados de colágeno do tipo I. Por outro lado, Cosyns 
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et al.152 não observaram aumento de tecido fibroso no corte histológico do miocárdio 

de ratos diabéticos. Análise de tecido cardíaco post mortem, de pacientes diabéticos, 

demonstrou acúmulo de colágeno intersticial miocárdico e principalmente 

perivascular.153 

Os AGE, que estão elevados no soro e tecido de pacientes diabéticos, 

afetam a estrutura dos componentes da matriz extracelular, entre eles o 

colágeno.154-157 Os AGE ligam-se a receptores específicos tais como receptores de 

AGE (RAGE) em uma gama de tipos celulares incluindo macrófagos, células 

mesangiais, epiteliais e endoteliais, estimulando respostas celulares específicas que 

incluem aumento da liberação de citocinas (fator de necrose tumoral α e interleucina-

1) e aumento da produção de fatores de crescimento (fator de transformação do 

crescimento beta – TGF- , fator de crescimento de tecido conjuntivo - CTGF e fator 

de crescimento endotelial), resultando em angiogênese e aumento da matriz 

extracelular.158-162 Além disso, os AGE exacerbam o estresse oxidativo intracelular 

que pode contribuir para lesão celular.163 Em modelos animais de diabetes, uma 

série de manifestações patológicas das complicações diabéticas tem sido 

observada, incluindo inflamação, deposição de colágeno e aumento da expressão 

de fatores de crescimento, que podem ocasionar manifestação clínica de disfunção 

diastólica, aterosclerose e nefropatia.154,164 

No nosso experimento, a expressão gênica da SERCA-2a foi 

significantemente reduzida nos grupos diabéticos e a quercetina não interferiu na 

expressão. Em relação à PLB e RyR-2, não houve diferença da expressão gênica 

entre os grupos. Da mesma forma, em outro estudo, os ratos diabéticos 

apresentaram redução de 30% na expressão gênica de SERCA-2a.36 Estudo com 
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cardiomiócitos expostos a elevada concentração extracelular de glicose resultou em 

prejuízo na contração e no trânsito intracelular de cálcio.165 Alterações no trânsito 

intracelular de cálcio no diabetes mellitus tipo 1 tem sido bem documentada.166-168 O 

modelo de diabetes tipo 1 está associado com depressão da função contrátil 

enfatizada primariamente pela redução da recaptação de cálcio pelo retículo 

sarcoplasmático decorrente da menor atividade da bomba SERCA-2a. A diminuição 

da atividade da SERCA-2a é resultado da redução na expressão de SERCA-2a ou 

aumento de expressão da proteína inibitória da SERCA-2a, a PLB.169,170 No nosso 

estudo, houve redução da expressão da SERCA-2a sem alteração da expressão da 

PLB.  

A relação entre o aumento do estresse oxidativo e os danos causados 

pelo diabetes é de reconhecida importância.171 Vários estudos têm relatado aumento 

do estresse oxidativo no coração de ratos diabéticos.143,144,172,173 Em nosso estudo, a 

análise da atividade oxidativa no soro mostrou que no grupo DM houve aumento do 

hidroperóxido de lipídio e diminuição das enzimas SOD e GSH-Px comparado ao 

grupo CTL, e a quercetina foi capaz de normalizar ou atenuar o estresse oxidativo. 

No tecido miocárdico, o hidroperóxido de lipídio apresentou-se elevado nos grupos 

diabéticos, e a SOD foi menor no grupo DM. A quercetina normalizou a SOD e não 

afetou a concentração de hidroperóxido de lipídio. Em relação a GSH-Px miocárdica, 

não houve diferença entre os grupos. O aumento da atividade pró-oxidante e a 

significante diminuição de enzimas antioxidantes contribuem para o aumento do 

estresse oxidativo no diabetes. Embora os estudos mostrem redução 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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estreptozotocina.60,61,172-180 Estas divergências podem ser explicadas pela 

variabilidade do tecido, da severidade e duração da doença ou pelas condições 

experimentais.181-183 

 

 A complexa e multifatorial natureza das alterações celulares e 

moleculares do diabetes mellitus que afetam a estrutura e função cardíaca ainda não 

está completamente elucidada.108,143,184 

 Diversas hipóteses têm sido propostas na tentativa de explicar os 

mecanismos da diminuição da contratilidade miocárdica no diabetes mellitus. Entre 

os mecanismos mais prováveis estão: comprometimento na homeostase do cálcio, 

ativação do sistema renina-angiotensina, aumento do estresse oxidativo, alteração 

no metabolismo do substrato e disfunção mitocondrial.185 

 Um dos principais moduladores da contratilidade cardíaca é o íon 

cálcio intracelular. No diabetes, anormalidades em sua homeostase levam a diversas 

alterações intracelulares como redução da atividade de ATPases e diminuição da 

função do retículo sarcoplasmático no transporte e estoque de cálcio e de trocadores 

como o do sódio-cálcio.186-188 Corações de animais com diabetes induzido por 

estreptozotocina apresentam diminuição da expressão e atividade de ATPases e da 

SERCA-2a e da expressão do trocador sódio-cálcio, com prejuízo da liberação e 

recaptura de cálcio pelo retículo sarcoplasmático e da função mitocondrial.186,188-192 

 A ativação do sistema renina-angiotensina constitui outro fator 

envolvido na patogênese da cardiomiopatia diabética. A densidade dos receptores 

da angiotensina II e sua expressão gênica estão elevadas no coração 
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diabético.193,194 A ativação do sistema renina-angiotensina tem sido associada a 

aumento do dano oxidativo, apoptose e necrose de células endoteliais e 

cardiomiócitos,195 contribuindo para o desenvolvimento de fibrose intersticial no 

diabetes. Em estudos experimentais, o bloqueio do sistema renina-angiotensina 

resulta em efeitos benéficos como restauração da função do retículo 

sarcoplasmático, redução na produção das espécies reativas de oxigênio, 

diminuição de apoptose e fibrose, e atenuação da disfunção cardíaca.196-200 

 Outro fator importante para o desenvolvimento e progressão da 

cardiomiopatia diabética é o aumento da produção de ERO.201,202 Em corações de 

animais diabéticos, foram observados aumento das espécies reativas de oxigênio, 

da produção de superóxido, e da expressão da NADPH oxidase, e redução da 

concentração de glutationa oxidada e reduzida.197,203-208 O aumento do estresse 

oxidativo tem papel crítico em vários mecanismos relacionados à patogênese da 

cardiomiopatia diabética como lipotoxicidade, morte celular por apoptose ou necrose 

e alterações mitocondriais que levam a perda da eficiência energética do 

coração.185,209,210 Estratégias para redução das espécies reativas de oxigênio, como 

aumento da expressão de metalotioneína, catalase e superóxido dismutase, 

resultaram em reversão da disfunção cardíaca de animais com diabetes tipo 1 ou 

2.201,202,211-213 

 Alterações no metabolismo energético miocárdico também estão 

envolvidas na fisiopatogenia da cardiomiopatia diabética.214,215 O diabetes é 

caracterizado por diminuição da utilização de glicose e lactato e aumento no 

metabolismo de ácidos graxos. O aumento de ácidos graxos livres estimula 

receptores α ativados por proliferador do peroxissoma (PPARα), resultando na 
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transcrição de genes envolvidos na oxidação de ácidos graxos.216,217 Os ácidos 

graxos oxidados induzem aumento da produção de ERO com consequente 

lipotoxicidade e disfunção miocárdica.218,219 Adicionalmente, lipídeos intermediários 

como a ceramida podem promover apoptose de cardiomiócitos.220 Estudos têm 

mostrado o papel da disfunção mitocondrial na patogênese da cardiomiopatia 

diabética.31,206,221-224 Avaliações da atividade mitocondrial no diabetes tipo 1 

mostraram, além de redução da fosfoforilação oxidativa, diminuição da atividade da 

creatina fosfato e da síntese de ATP, com menor respiração mitocondrial estimulada 

por creatina.225-228 Essas alterações contribuem para a disfunção miocárdica por 

reduzirem a produção de ATP e, consequentemente, a reserva miocárdica de 

fosfatos de alta energia. 
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  No modelo experimental de diabetes mellitus em ratos ocorre 

remodelação cardíaca associada a aumento do estresse oxidativo, que é atenuada 

ou normalizada pelo antioxidante quercetina. No entanto, a redução da expressão 

gênica da SERCA-2a miocárdica não se altera com a quercetina.     
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