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"Enquanto suspiramos por uma vida sem dificuldades, devemos
nos lembrar que o carvalho cresce forte através de ventos
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(Peter Marshall)
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Resumo



As doencas cardiovasculares (DCV) sdo responsdveis por alta taxa de
morbidade e mortalidade, tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento e, com o envelhecimento da populacédo, a prevaléncia de seus
fatores de risco estd aumentando em ritmo alarmante. A hipertensao arterial
sistémica (HAS) e o diabetes mellitus (DM) estdo entre os principais fatores de
risco para o desenvolvimento das DCV e, quando associados, aumentam o risco de
lesdes organicas e morte cardiovascular. No entanto, poucos estudos tém
analisado a influéncia do DM sobre o coracdo de portadores de HAS, e os
resultados sdo controversos. Além disso, ndo é do nosso conhecimento estudos
experimentais no modelo de DM em animais idosos. Considerando essas questdes,
o objetivo foi analisar a influéncia do DM sobre a remodelacdo ventricular e o
estresse oxidativo em ratos senescentes espontaneamente hipertensos. Métodos:
Ratos espontaneamente hipertensos (SHR), machos, com 18 meses de
idade, foram divididos em dois grupos: SHR-Controle (SHR-CTL, n=30)
e SHR-Diabético (SHR-DM, n=50). O DM foi induzido por meio de
administracdo intraperitoneal de estreptozotocina (40 mg/kg). O consumo diario
de racgdo e dgua e o peso corporeo semanal foram medidos. A avaliacdo estrutural
e funcional in vivo do coracdo foi realizada por meio do ecocardiograma. O
estudo funcional in vitro foi realizado pela técnica do musculo papilar do
ventriculo esquerdo (VE). Para analise estrutural in vitro, foram medidos os pesos
do VE, ventriculo direito e atrios. Amostras dessas estruturas, do figado e do
pulmao foram utilizadas para o calculo da razdo peso umido/peso seco desses
érgdos. Amostras do VE foram obtidas para medir o diametro dos midcitos, a
drea ocupada pelo coldgeno e a concentracdo de hidroxiprolina. O estresse
oxidativo foi avaliado pela dosagem da concentracdo de hidroperdxido de lipidio e
da atividade das enzimas superéxido dismutase e glutationa peroxidase, no tecido
cardiaco e no soro. Estatistica: As comparagdes entre os grupos foram realizadas
por teste t de Student ndo pareado ou teste de Mann-Whitney, de acordo com a
distribuicdo normal ou ndo normal, respectivamente. Os resultados sdo discutidos
no nivel de significancia de 5%. Resultados: O grupo SHR-DM apresentou maior
consumo de agua e racdo durante todo periodo experimental e menor peso

corporal ao final do experimento. Ndo houve diferenca significante entre os
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grupos nos valores da pressdo arterial sistélica. Em relacdo as varidveis
ecocardiogréficas, o grupo diabético apresentou dilatacdo do VE e do atrio
esquerdo, reducdo da espessura diastolica e da espessura relativa do VE e
comprometimento da funcdo sistdlica e diastdlica do VE. Na avaliacdo do
musculo papilar, o grupo SHR-DM mostrou comprometimento da
funcédo contratil miocardica. Em relacdo as variaveis morfométricas, os pesos
do VE, ventriculo direito e atrios foram menores no grupo diabético. No entanto,
ap6s normalizacdo pelo peso corporal, somente o ventriculo direito foi menor nos
animais diabéticos. O diametro dos midcitos, a fracdo colagena
miocdrdica e a concentracdo de hidroxiprolina miocdrdica nao
apresentaram diferenca significante entre os grupos. As avalia¢des do
estresse oxidativo no soro e no tecido miocdrdico mostraram
aumento da atividade pré-oxidante no grupo diabético. Diante desses
resultados podemos concluir que o diabetes mellitus causa dilatacdo das
camaras cardiacas esquerdas e piora a funcdo ventricular e miocardica em ratos
senescentes espontaneamente hipertensos, e estas alteracdes estdo associadas a

aumento do estresse oxidativo.

Palavras-chave: remodelacdo cardiaca, diabetes mellitus, hipertensao arterial
sistémica, ratos espontaneamente hipertensos, senescéncia,

ecocardiograma, musculo papilar, estresse oxidativo.
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Abstract



Cardiovascular diseases (CVD) are responsible for high morbidity
and mortality rate in both developed and developing countries. With the
population aging, the prevalence of CVD risk factors is increasing at alarming
rate. Arterial hypertension (AH) and diabetes mellitus (DM) are major risk factors
for development of CVD, and when combined increase the risk of organ damage
and cardiovascular death. However, few studies have examined the influence of
diabetes on the heart of hypertensive patients, and the results are controversial.
Moreover, to the best of our knowledge, there is no study in the animal model of
DM in the elderly. Therefore, the aim of this study was to analyze the influence of
diabetes on ventricular remodeling and oxidative stress in senescent
spontaneously hypertensive rats. Methods: Eighteen-month old male
spontaneously hypertensive rats (SHR) were divided into two groups: SHR-Control
(SHR-CTL, n=30) and SHR-Diabetic (SHR-DM, n=50). DM was induced by
intraperitoneal administration of streptozotocin (40 mg/kg). Daily consumption
of food and water and weekly body weight were measured. In vivo cardiac
structural and functional parameters were measured by echocardiography. In
vitro myocardial function was analyzed in left ventricular (LV) papillary muscles.
LV, right ventricle, and atria weights were measured. Samples of these structures,
liver, and lung were used to calculate the wet/dry weight ratio. LV samples were
obtained to measure myocyte diameters, collagen fractional area, and
hydroxyproline concentration. Oxidative stress was assessed by measuring lipid
hydroperoxide concentration and superoxide dismutase and glutathione
peroxidase activities, in LV tissue and serum. Statistics: Comparisons between
groups were performed by unpaired Student’s t test or Mann-Whitney test,
according to normal or non-normal distribution, respectively. Results are
discussed at the significance level of 5%. Results: SHR-DM group showed higher
consumption of water and food during all experimental period and lower body
weight at the end of experiment. Systolic blood pressure was not different
between the groups. Echocardiographic study showed LV and left atrial dilatation,
LV diastolic thickness and LV relative wall thickness reduction, and LV systolic and
diastolic functional impairment in the SHR-DM group. In the papillary muscle

assessment, SHR-DM group presented impaired myocardial contractile function.
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LV, right ventricle, and atria weights were lower in SHR-DM. However, after
normalization for body weight, only right ventricle weight was smaller in diabetic
animals. Myocyte diameters, myocardial collagen fractional area and
hydroxyproline concentration were not different between the groups. Assessment
of oxidative stress in serum and LV myocardial tissue showed increased pro-
oxidant activity in the diabetic group. We can conclude that DM causes dilatation
of left cardiac chambers and impairs LV myocardial and ventricular function in
aged spontaneously hypertensive rats, and these alterations are associated with

increased oxidative stress.

Key-words: cardiac remodeling, systemic arterial hypertension, spontaneously
hypertensive rats, senescence, echocardiography, papillary muscle,

oxidative stress.
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Introducao



As doencas cardiovasculares (DCV) sdo responsaveis por alta taxa de
morbidade e mortalidade, tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento (Gersh et al., 2010). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), as DCV foram responsaveis por aproximadamente 30% da mortalidade
mundial em 2004. Entre as principais DCV, a doenca arterial coronariana e o
acidente vascular encefalico corresponderam a 12,2% e 9,7% do total de dbitos,
respectivamente (WHO, 2004).

No Brasil, as DCV também representam a principal causa de
mortalidade geral. Em 2005, 28,2% dos 6bitos foram causados por DCV (mais de
280.000 pessoas). Em relacdo as causas especificas, a doenca cerebrovascular
(8,9%) e a doenca arterial coronariana (8,4%) foram as duas principais causas de
morte da populacdo brasileira (Souza & Alencar, 2009). Portanto, as DCV sao
motivos de preocupacdo da comunidade médica e de autoridades governamentais,
considerando também que acomete individuos adultos jovens na idade produtiva
causando invalidez parcial ou total, ocasionando graves consequéncias para o
individuo, os familiares e a sociedade.

A prevaléncia dos fatores de risco para o desenvolvimento das DCV
estd aumentando em ritmo alarmante. Entre os principais fatores estio o
diabetes mellitus (DM) e a hipertensao arterial sistémica (HAS) que causam
aumento da morbidade e mortalidade (Sowers & Epstein, 1995; Alderman et al.,
1999).

Define-se HAS como uma sindrome caracterizada pela presenca de
niveis tensionais elevados nas artérias, associados a alteracbes metabdlicas,
hormonais e fendmenos troficos (hipertrofias cardiaca e vascular) (Lotufo, 2009;
Sociedade Brasileira de Hipertensdao, 2010). Em termos globais, estima-se o
aumento da prevaléncia de HAS nos préximos anos, de 26,5% no ano 2000 para
29,2% em 2025 (Grossman et al, 2008). No Brasil, a prevaléncia de HAS ¢
elevada, e aproximadamente 30% da populacéo brasileira adulta acima de 25 anos
de idade sado hipertensos (Lotufo, 2009; Cesarino et al., 2008; Rosdrio et al.,
2009). Sabe-se que a prevaléncia e a gravidade da HAS aumentam de acordo com

a elevacdo da faixa etdria (Souza et al., 2007; Babatsikou & Zavitsanou, 2010).
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Para o estudo experimental da HAS, frequentemente é utilizada a
linhagem de ratos espontaneamente hipertensos (SHR), desenvolvidos por
Okamoto e Aoki (1963), por meio de reproducdo genética, que resultou em
animais naturalmente hipertensos (Okamoto et al, 1966). Esse modelo
experimental de HAS é similar, em muitos aspectos a hipertensdo primaria do
homem (Trippodo & Frohlich, 1981). Precocemente, os animais desenvolvem
elevacdo da pressdo arterial e hipertrofia do ventriculo esquerdo do tipo
concéntrica (Trippodo & Frohlich, 1981; Anversa et al., 1984). O crescimento da
massa ventricular permite a manutencdo da funcéao sistdlica normal, apesar da
elevada pressao arterial. Em idade mais avancada (18-24 meses), pode ocorrer
deterioracdo da funcdo miocardica, dilatacdo do ventriculo esquerdo e
desenvolvimento de faléncia cardiaca. O agravamento da disfuncdo ventricular e o
aparecimento de sinais clinicos de insuficiéncia cardiaca tém sido atribuidos ao
comprometimento da contratilidade e da piora da funcao diastdlica do musculo
cardiaco (Conrad et al., 1991; Bing et al., 1995).

O complexo mecanismo envolvido nas alteracdes cardiacas,
independentemente da causa, é conhecido como remodelacdo cardiaca. De acordo
com o consenso do International Forum on Cardiac Remodeling, a remodelacao
cardiaca é definida como alteracées génicas, moleculares, celulares e intersticiais
que se manifestam clinicamente como modificacdes no tamanho, na forma e na
funcdo do coragdo em resposta a uma determinada agressao (Cohn et al., 2000).

Sabe-se que tanto a HAS como o DM causam ou agravam as DCV, e
quando associadas aumentam o risco de lesdes organicas e morte cardiovascular
(Hypertension in Diabetes Study, 1993; Mancia, 2005; Ogochukwu & Victoria,
2010). Além disso, a prevaléncia dessas doencas aumenta com o envelhecimento
(Assmann & Schulte, 1989; Babatsikou & Zavitsanou, 2010).

O DM, segundo a OMS, é uma desordem metabédlica de etiologia
multipla, caracterizada por hiperglicemia cronica, a qual acarreta disturbios no
metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas, resultantes de defeitos na
secrecdo efou acdo da insulina (Alberti & Zimmet, 1998). Estima-se que, a
prevaléncia de DM aumentard de 151 milhdes de pessoas no ano 2000 para 300

milhdes até 2025, mais de 5% da populacao mundial sofrera desse mal (Grossman
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et al,, 2008). De acordo com dados da OMS, ainda neste século o Brasil tera
aproximadamente 11 milhées de individuos com DM (Wild et al., 2004).

Além de ser responsavel por danos em multiplos érgaos (nervos, rins
e olhos), o DM é um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento da
aterosclerose coronariana, bem como causa da doenca miocardica néo
aterogénica, a cardiomiopatia diabética.

A cardiomiopatia diabética (CMD) é originada como resultado de
complexas relacdes entre anormalidades metabdlicas que acompanham o diabetes
e suas consequéncias celulares, levando a alteracdo da estrutura e funcao
miocardica (Boudina & Abel, 2007). Entre as alteracdes celulares estd a perda
anormal de cardiomidcitos por apoptose, causada principalmente pelo estresse
oxidativo que ocorre no DM (Gonzalez et al., 2003; Khavandi et al., 2009). O
aumento da atividade oxidativa ocorre em decorréncia do desequilibrio entre a
geracdo de espécies reativas de oxigénio, em especial do anion superdxido (O,-) e
da capacidade de neutralizacdo desses compostos por mecanismos antioxidantes
(Russo et al, 1998). O aumento da atividade pré-oxidante e a significante
diminuicdo de enzimas antioxidantes tém sido mostrados contribuir para o
estresse oxidativo em diabetes. Kaul et al. (1996) relataram aumento da
peroxidacdo lipidica e diminuicdo na atividade da superdxido dismutase e da
glutationa peroxidase no coracdo de animais diabéticos.

Muitos estudos tém mostrado que o desenvolvimento de hipertensao
em modelo de hipertensado genética, como o SHR, também esta associado a maior
producdo de O,- em tecidos vasculares. Além disso, nos pacientes com HAS
essencial tem sido observado baixos niveis de antioxidantes como as vitamina A e
E, assim como reducédo da atividade da superdxido dismutase (Russo et al.,, 1998;
Grossman, 2008).

No modelo experimental de rato com DM e HAS, o coracdo exibe
fibrose miocdrdica, alteracdo microvascular e congestdo pulmonar. Esses animais
apresentam elevada mortalidade e tem sido considerado novo modelo
experimental utilizado para provocar danos vasculares e cardiacos similares aos

vistos em humanos (Fein et al., 1984; Fein et al.,1989; Fein et al., 1990).
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A disfuncdo diastélica do ventriculo esquerdo é o defeito mais
proeminente da CMD, podendo ser observada diminuicdo da complacéncia,
prolongamento do relaxamento miocardico e alteracdo na homeostase do calcio,
sendo a disfuncao sistélica a manifestacdo mais tardia (Fein et al., 1981; Ren &
Bode, 2000; Boudina & Abel, 2010). Por outro lado, a cardiopatia hipertensiva é
caracterizada por hipertrofia miocdrdica, desorganizacdo dos midcitos e
miofibrilas e aumento do coldgeno, com consequente disfuncéo diastédlica isolada.
Com a progressdo da doenca, ocorre também o surgimento do comprometimento
sistélico do ventriculo esquerdo (Izzo & Gradman, 2004; Diez & Frohlich, 2010).

A HAS agrava as complicacdes cardiovasculares associadas ao DM e
vice-versa. A co-existéncia das duas desordens resulta em maiores danos
estruturais e funcionais cardiacos que aqueles causados por apenas uma delas e,
frequentemente, resulta em insuficiéncia cardiaca congestiva prematura, morte
subita e infarto agudo do miocardio (Grossman & Rosenthal, 1995; Sowers &
Epstein, 1995; Factor et al.,, 1996; Mancia, 2005; Ker, 2010).

A combinacdo de DM e HAS causa alteracbes miocardicas,
denominada  cardiomiopatia  diabética-hipertensiva, como reducio da
contratilidade miocardica e lesées suficientes para induzir doenca miocéardica
severa e potencialmente fatal (Fein et al., 1990; Rodgers et al., 1991; Grossman &
Messerli, 2008). No entanto, Fiordaliso et al. (2007) ndo observaram alteracido
mais intensa nos ratos hipertensos com diabetes, em relacdo aos nao diabéticos,
no que se refere a quantificacdo de apoptose e producdo de espécies reativas de
oxigenio.

Poucos estudos tém analisado a influéncia do DM sobre o coracdo de
animais portadores de HAS, e os resultados dos estudos ainda sdo controversos.
Além disso, ndao é do nosso conhecimento estudos experimentais no modelo de

DM em animais idosos.
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Objetivo



Analisar a influéncia do diabetes mellitus, induzido por
estreptozotocina, sobre a remodelacdo ventricular e o estresse oxidativo em ratos

senescentes espontaneamente hipertensos.
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Material e Métodos



Animais e constituicdo dos grupos

Foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos (SHR), machos,
com 18 meses de idade, provenientes do Biotério do Departamento de Clinica
Médica da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. O projeto foi aprovado
pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP.

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais: 1) grupo
SHR-Controle (SHR-CTL, n=30), 2) grupo SHR-Diabético (SHR-DM, n=50). A
distribuicdo dos animais entre os grupos foi realizada de acordo com o peso
corporeo e pressdo arterial de modo que as médias entre os grupos fossem
similares. Também foi realizado exame ecocardiografico em ambos os grupos,
antes da inducdo do diabetes, para assegurar que, além da pressao arterial
elevada, os animais também apresentassem uniformidade quanto a estrutura e
funcao cardiaca.

A inducdo de DM foi realizada por meio da administracao
intraperitoneal de estreptozotocina (Sigma Chemicals Co.), em dose Unica, na
concentracdo de 40 mg(kg de peso corporal, diluida em tampéo citrato 0,1M pH
4.5 (Hebden et al, 1986; Ozdemir et al., 2005; Fernandes et al., 2010). Os
animais controle receberam apenas a solucdo tampao. Sete dias apds a
administracdo de estreptozotocina ou tampado (Bugger & Abel, 2009), amostras
de sangue foram retiradas por 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 considerados
diabéticos (Babu & Srinivasan, 1999). A glicemia dos animais foi medida no inicio
e no final do periodo experimental.

Todos os animais receberam racdo comercial e dgua ad libitum e o
consumo de ambos foi medido diariamente. Além disso, os animais foram pesados
semanalmente, durante todo o periodo experimental, que foi de nove semanas.

Os animais foram alojados em gaiolas (1-2 ratos/gaiola), e foram
mantidos em ambiente com temperatura (25+£2°C) e fotoperiodo (ciclos 12/12

horas claro/escuro) controlados.
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Afericdo da Presséao Arterial

A pressdo arterial sistdlica (PAS) foi medida na cauda do animal, em
dois momentos: 1) antes da administracdo de estreptozotocina ou somente
solucdo tampdo; e 2) ao final do periodo experimental. Para afericdo da pressao
arterial sistdlica foi utilizado o método pletismografia (Pfeffer et al., 1971). Os
ratos foram colocados em uma caixa de madeira (50x40 cm), forrada com
maravalha de pinus autoclavada, a temperatura de 40°C por 5 minutos com a
finalidade de causar vasodilatacdo da artéria caudal. Para afericio da PAS foi
utilizado o eletro-esfigmomanémetro Narco Bio-System®, modelo 709-0610
(International Biomedical Inc., USA). O manguito foi posicionado em torno da
cauda do animal e conectado a um transdutor de pressao (Gould, OH, USA). Em
seguida, o manguito foi insuflado a um valor superior a pressdo arterial sistdlica
e desinsuflado. O registro das curvas de pressdo arterial foi feito por um

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

Estudo Ecocardiografico

O ecocardiograma foi realizado no inicio e ao final do periodo
experimental. Os ratos foram submetidos a sedacdo com cloridrato de cetamina
(50 mg/kg, i.p.) e cloridrato de xilidino (1 mg/kg, i.p.). Apds tricotomia da regiao
anterior do térax, os animais foram posicionados em leve decubito lateral
esquerdo para a realizacdo do exame. Foi utilizado o equipamento modelo HDI-
5000 da Philips, equipado com transdutor eletronico multifrequencial de 5-12
MHz. Para realizar as medidas estruturais do coracdo, foram obtidas imagens em
modo monodimensional (modo-M) orientado pelas imagens em modo
bidimensional, com o transdutor em posicdo para-esternal, eixo menor. A
avaliacdo do ventriculo esquerdo (VE) foi realizada posicionando o cursor do
modo-M logo abaixo do plano da valva mitral no nivel dos musculos papilares (de

Simone et al., 1992; Litwin et al,, 1995). As imagens da aorta e do atrio esquerdo
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foram obtidas posicionando o cursor do modo-M ao nivel do plano da valva
adrtica. As imagens obtidas no modo-M foram registradas em uma impressora
(Sony Co., modelo UP-895, Japan). Posteriormente, as estruturas cardiacas foram
medidas, manualmente, com o auxilio de um paquimetro (Mitutoyo, Japan). As
seguintes estruturas foram medidas: diametros diastdlico (DDVE) e sistélico
(DSVE) do VE; espessura diastdlica parede posterior do VE (EDPP); espessura
diastélica do septo interventricular (EDSIV); diametros da aorta (AO) e do atrio
esquerdo (AE). A espessura relativa do VE foi calculada dividindo a EDPP pelo
DDVE [(EDPPx2)/DDVE]. A massa do VE (MVE) foi calculada pela féormula [(DDVE
+ EDPP + EDSIV)® - (DDVE)®] x 1,04, onde 1,04 representa a densidade especifica
do miocardio (Litwin et al., 1995; de Paiva et al., 2003). O indice de MVE (IMVE)
foi calculado normalizando a MVE para o peso corporal. A funcio sistélica do VE
foi avaliada pelos seguintes indices: 1) porcentagem de encurtamento
endocdrdico (%A endo) [(DDVE - DSVE) [ DDVE]; 2) fracdo de ejecao [(DDVE® -
DSVE?) ( DDVE’®]; 3) velocidade de encurtamento da parede posterior (VEPP), que
é a tangente maxima do movimento sistdlico da parede posterior. A funcao
diastolica do VE foi avaliada pelos seguintes indices: 1) picos de velocidade de
fluxo de enchimento inicial (onda E) e da contracdo atrial (onda A) do fluxo
transmitral; 2) razdo onda E/onda A (E/A); 3) tempo de desaceleracdo da onda E
(TDE); 4) tempo de relaxamento isovolumétrico normalizado pela frequéncia

cardiaca (TRIVn).

Estudo do Musculo Isolado

A avaliacdo funcional do musculo isolado foi realizada no dia
seguinte a realizacdo do ecocardiograma, de acordo com os procedimentos
rotineiramente realizados em nosso laboratério (Cicogna et al., 2000; Okoshi et
al, 2001; Gut et al, 2003; Sugizaki et al, 2005; Okoshi et al., 2006). Sob
anestesia com pentobarbital sédico (50 mg/kg, i.p.), os animais foram submetidos
a toracotomia mediana. O coracdo foi rapidamente removido e colocado em
solucdo de Krebs-Henseleit, a temperatura de 28°C, previamente oxigenada (10

min) com 95% de oxigénio (0,) e 5% de didxido de carbono (CO,). A composicao
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da solucdo de Krebs-Henseleit, em milimoles por litro, é: 118,5 NaCl; 4,69 KCl;
2,52 CaCl,; 1,16 MgSO,; 1,18 KH,PO,; 5,50 glicose e 25,88 NaHCO; (Krebs &
Henseleit, 1932).

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

O musculo foi estimulado 12 vezes por minuto por meio de
eletrodos de platina tipo agulha (E8 - Grass), posicionados paralelamente ao eixo
longitudinal do musculo. Os eletrodos foram acoplados a estimulador elétrico,
programado para liberar estimulos em onda quadrada de 5 ms. A voltagem de
estimulo utilizada, 12 a 15 volts, corresponde a valor 10% acima do minimo
necessario para provocar resposta mecanica maxima do musculo.

Apo6s periodo de 60 minutos, no qual o musculo permaneceu sob
contracdes sem desenvolver forca (contracdo isotoénica), foi colocada pés-carga de
50 g. A carga total, pré-carga mais a pds-carga, impediu que o musculo encurtasse
passando a desenvolver somente forca (contragdo isométrica). Apds a
estabilizacdo do musculo em contracdo isométrica, este foi progressivamente

estirado, por meio do micréometro, até a forca desenvolvida atingir o seu valor
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maximo. O comprimento de estiramento da fibra muscular que corresponde a
forca ou tensdo maxima desenvolvida, em contracdo isométrica, denomina-se
Lmax. Apds atingir Lmax, o musculo foi novamente colocado em contracdo
isotdnica durante 5 minutos. A seguir, o musculo papilar foi recolocado em
contragdo isométrica, para determinacéo final de Lmax. O registro das varidveis
foi iniciado apds verificar-se que o musculo permaneceu estavel em contragdo
isométrica durante 15 minutos. Os seguintes parametros foram analisados:
tensdo desenvolvida (TD, g/mm?), tensdo de repouso (TR, g/mm?), tempo para
atingir o pico da tensao desenvolvida (TPT, ms), velocidade de variacdo da tensao
desenvolvida (+dT/dt, g/mm?/s) e velocidade de decréscimo da tensdo
desenvolvida (-dT/dt, g/mm?/s). As contra¢bes isométricas foram registradas
utilizando sistema de aquisicdo de dados computadorizado (Acgknowledge*
MP100, Biopac Systems Inc.). Com o objetivo de comparar o desempenho de
musculos de tamanhos diferentes, os valores de TD, TR, +dT/dt e -dT/dt foram
normalizados pelas respectivas dreas seccionais.

As variaveis morfolégicas utilizadas para caracterizar os musculos
papilares foram: comprimento (mm), peso (mg) e drea seccional (AS, mm?). O
comprimento (Lmax) foi medido com o auxilio de catetometro Gartner (Gartner
Scientific Corporation). A porgao muscular entre os anéis de aco foi cortada,
submetida a secagem com papel filtro e pesada. Considerando-se que o musculo
papilar possui forma cilindrica, é uniforme e apresenta peso especifico
aproximado de 1,0, a AS foi calculada dividindo-se o peso pelo comprimento
(Matsubara et al., 2000; Okoshi et al., 2004).

O estudo funcional in vitro foi complementado por manobras que
aumentam a contratilidade miocardica, com a finalidade de avaliar a reserva
contratil. Apds o periodo de estabilizacao em Lmax, foi realizada a manobra de
pds-pausa, que consiste em analisar a primeira contracdo muscular apods
determinado periodo de repouso (10, 30 e 60 segundos). Passados 10 minutos,
foi trocada a solucdo nutriente de Krebs-Henseleit para outra com concentracdo
extracelular de Ca** de 0,625 mM, deixando o musculo se estabilizar por 10
minutos; a seguir, foi realizada elevacdo de cdlcio para 1,25 mM, 2,25 mM e 5,0

mM, com cinco minutos de intervalo entre cada concentracdo. Apds essas
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manobras, o musculo foi recolocado em solucdo nutriente com Ca**de 1,25 mM,
deixando-se estabilizar por 10 minutos antes de dar inicio a manobra de adicao
de isoproterenol, nas concentracées de 108, 107 e 10® M, com 10 minutos de

estabilizacdo entre cada condicéo.

Andlise Histologica do Coracéao

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. Apds
esse periodo, o tecido foi lavado, desidratado e incluido em parafina. Cortes
histolégicos com 5 a 7 um de espessura foram submetidos a coloracdo por
hematoxilina e eosina, para quantificacao do diametro dos midcitos, e a coloragao
por picrosirius red para quantificacdo do colageno miocardico.

A andlise morfométrica foi realizada utilizando-se uma camara de
video acoplada a um microscépio Leica, com objetiva 40 X, conectado a
computador equipado com um programa analisador de imagem (Image-Pro Plus
3.0, Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). Em sec¢bes transversas do
VE, foram medidos os menores didmetros transversos de, no minimo, 50 fibras
cardiacas nas quais o nucleo pode ser claramente identificado (Ahmet et al,,
2005) .

Para avaliacdo do colageno nas laminas coradas por picrosirius red,
foi utilizada a videodensitometria. Retidas as imagens, os componentes do tecido
cardiaco foram identificados, segundo o realce de cor. Os filamentos de coldgeno
refletiram a cor vermelha, enquanto os midcitos foram vistos na coloragao
amarela. Areas contendo vasos sanguineos foram excluidas da anilise.

O grau de hipertrofia ventricular foi avaliado pelo peso dos
ventriculos direito e esquerdo, em valores absolutos e também normalizados pelo
peso corporal. Apés a retirada do coracdo do térax, foram colhidos o pulmao e
fragmentos do figado para determinacéo da relacdo peso umido/peso seco desses

orgaos.
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Quantificacédo de Hidroxiprolina

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

Inicialmente foram obtidas as solu¢bes-padrao de trabalho de
hidroxiprolina (diluicdo 60 pl HOP [ 2940 ul HCl) e a solucdo branca (agua
destilada). Previamente a execucdo do processamento bioquimico, foi necessaria a
preparacdo dos seguintes reagentes quimicos: tampédo borato 0,2 M (pH 8,7),
tiossulfato de sédio 3,6 M e o reagente de Ehrlich. O processamento bioquimico
para determinacédo da concentracao de hidroxiprolina foi iniciado por secagem das
solugdes-padrao e das amostras no concentrador de amostras (Speed Vac). A
hidrdlise acida foi realizada mediante adicdo de HCl 6 N em cada um dos tubos das
amostras, que foram aquecidas na estufa a 100°C por 8 horas. A oxidacdo foi
realizada apds 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. Retirada as amostras, foi
adicionado em cada uma, 1mL de agua destilada e tamponadas com solucéo
tampado borato 0,2 M pH 8,7; apds 20 minutos, a reacdo foi inibida com a solucao
tiossulfato de sédio 3,6 M e as amostras foram agitadas. Posteriormente, a
solucdo foi saturada com KCl 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 separacdo das fases dgua 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 solucdo de Ehrlich. As amostras foram mantidas em
repouso por 30 minutos a fim de se alcancar a estabilidade do cromégeno. A

leitura foi realizada por espectrofotometria com filtro de 565 nm.
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Obtencado das Amostras para Avaliacao do Estresse Oxidativo

Apds a anestesia dos ratos e antes da retirada do coracdo para
estudo do musculo papilar, os animais foram decapitados e o sangue coletado. O
soro foi separado por centrifugacdo a 4.000 rpm, por 15 minutos, e foi utilizado
para determinacdo da concentracdo de hidroperoxido de lipidio e da atividade da
glutationa peroxidase e superdxido dismutase. Os niveis dessas enzimas avaliam a
atividade antioxidante, e o nivel de hidroperoéxido de lipidio avalia a atividade proé-
oxidante. Ap6s a obtencdo do sangue e a retirada dos musculos papilares, o
coracdo foi imediatamente isolado e amostras do ventriculo esquerdo
(aproximadamente de 200 mg) foram estocadas a -80°C. As amostras foram
homogeneizadas em tampao fosfato de sédio (0,1M) pH 7,4 e o homogeneizado
centrifugado a 12.000xg, durante 15 minutos a -4°C (Pereira et al,, 1998). O
sobrenadante foi utilizado para determinar a concentracdo de hidroperdxido de

lipidio e atividade da glutationa peroxidase e superdxido dismutase.

Determinacdes Séricas e Cardiacas

Determinacao de Hidroperoxido de Lipidio

Foi determinado através da oxidacdo do sulfato ferroso amoniacal
(Fe**) na presenca de alaranjado de «xilenol, 4cido sulfurico e butilato
hidroxitolueno (BHT) em metanol a temperatura ambiente. O Fe** reage com o
alaranjado de «xilenol e forma cromdégeno, cuja intensidade de coloracio foi

medida espectrofotometricamente (Jiang et al.,, 1991).

Determinacao da Atividade de Glutationa Peroxidase (GSH-Px)

A atividade da glutationa peroxidase foi determinada segundo
método de Nakamura et al. (1974) na presenca de perdxido de hidrogénio. A
mistura de reacdo foi preparada com tampao fosfato de sédio, NADPH,, azida

sodica, EDTA, glutationa reduzida (GSH) e glutationa redutase. Através da
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oxidacdo do NADPH, a 340 nm na presenca da glutationa redutase, a qual catalisa

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

Determinacao da Atividade de Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da superoxido dismutase foi determinada pela técnica de
Crouch et al. (1981), tendo como base a capacidade da enzima de inibir a reducao
do nitroblue-tetrazélico (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 foi adicionada, a
velocidade de reducdo do NBT foi inibida, conforme a porcentagem de SOD

presente na amostra.

Analise Estatistica

Os dados numéricos sdo expostos como média + desvio padrao ou
mediana e percentis 25 e 75 de acordo com a distribuicdo normal ou nao normal.

As comparagdes entre os grupos foram realizadas por teste t de
Student nado pareado ou teste de Mann-Whitney, de acordo com a distribuicao
normal ou nao normal, respectivamente.

Todos os resultados sao discutidos no nivel de significancia de 5%

(p<0,05).
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Resultados



Aspectos Gerais

O estudo foi iniciado com oitenta animais, divididos nos grupos SHR-
CTL (n=30) e SHR-DM (n=50). Essa proporc¢do de ratos em cada grupo foi
escolhida devido ao fato que, nesse modelo experimental de DM, nao se espera
que todos os animais atinjam o nivel de glicemia acima de 220 mg/dL. De fato,
isso ocorreu em 17 animais e foram descartados do estudo. Além disso, os
animais diabéticos apresentam maior mortalidade devido a piora do estado geral.
Nesse estudo, a mortalidade no grupo diabético foi de 52% (17 animais) e no
grupo nao diabético foi de 30% (9 animais). Embora a mortalidade tenha sido
maior no grupo diabético, a andlise de sobrevida nao mostrou diferenca

estatisticamente significante.

Ingestdo de Agua e Racéo

A ingestdo de agua e racdo foi medida durante todo o periodo
experimental. Os valores de ingestdo didria média de cada semana, expostos nos
Gréficos 1 e 2, mostram maior consumo de dgua e racdo pelo grupo diabético em

relacdo ao grupo controle.

Glicemia

A dosagem da glicemia sérica foi realizada antes e apés a indugao do
DM e antes do sacrificio dos animais. Antes da inducdo do DM ndo observamos
diferenca estatisticamente significante entre os grupos. Apds a inducdo do DM e
antes do sacrificio dos animais, o grupo diabético apresentou aumento
significante da glicemia em relacdo ao controle. Todos os valores da glicemia

estdo apresentados na Tabela 1.
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Ingestdo de Agua
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Gréfico 1: Média e desvio padrdo do consumo didrio de dgua por animal em suas
respectivas semanas de avaliacdo. SHR-CTL: ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) controle; SHR-DM: SHR-diabético. *: p<0,05 vs. SHR-
CTL em todos os momentos.
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Gréfico 2: Consumo didrio de racdo por animal em suas respectivas semanas de
avaliacdo. SHR-CTL: ratos espontaneamente hipertensos (SHR) controle;
SHR-DM: SHR-diabético. *: p<0,05 vs. SHR-CTL em todos os momentos.
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Peso Corporal

Na Tabela 2 sdo mostrados os valores do peso corporal dos animais.
Pode-se observar que os mesmos ndo apresentavam diferenca significante no
inicio do periodo experimental; no entanto, ao final do estudo o grupo SHR-DM

apresentou reducao significativa de peso em relagdo ao grupo SHR-CTL.

Tabela 1. Glicemia sérica dos animais

SHR-CTL (n=21) SHR-DM (n=16) Valor P

Antes da inducdo do DM (mg/dL) 95,1 +18,5 101 + 8,88 0,461
Ap6s a indugdo do DM (mg/dL) 116 (103 - 123) 310 (287 - 421) 0,001
Antes do sacrificio (mg/dL) 89,1+21,1 487 £ 28,7 0,001

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. SHR-CTL:
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) - controle; SHR-DM: SHR-diabético. Valor P:
resultado do teste estatistico SHR-DM vs. SHR-CTL (teste t de Student ou teste de Mann-
Whitney).

Tabela 2. Peso corporal dos animais

SHR-CTL (n=21) SHR-DM (n=16) Valor P
PC inicial (g) 370 +31,0 359 +22,2 0,118
PC final (g) 339 +38,3 277 +26,1 0,001

Dados expressos em média e desvio padrao. SHR-CTL: ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) - controle; SHR-DM: SHR-diabético; PC: peso corporal. Valor P: resultado do teste
estatistico SHR-DM vs. SHR-CTL (teste t de Student).

Pressao Arterial Sistolica

Na Tabela 3 estdo expostos os valores da pressao arterial sistdlica

(PAS). Nos momentos inicial e final os grupos apresentaram valores semelhantes.
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Tabela 3. Pressdo arterial sistolica (PAS) no inicio e no final do experimento

SHR-CTL (n=21) SHR-DM (n=16) Valor P
PAS inicial (mmHg) 203 £23,4 223 £43,2 0,139
PAS final (mmHgQ) 193 +34,4 201 £ 36,0 0,524

Dados expressos em média e desvio padrdo. SHR-CTL: ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) - controle; SHR-DM: SHR-diabético. Valor P: resultado do teste estatistico SHR-DM vs.
SHR-CTL (teste t de Student).

Avaliacdo Ecocardiografica

O ecocardiograma transtoracico foi realizado no inicio e no final do
periodo experimental. No periodo inicial ndo observamos diferencas
estatisticamente significantes nas varidveis estruturais e funcionais entre os
grupos. O ecocardiograma inicial teve como objetivo assegurar a homogeneidade
dos animais que compuseram os grupos.

Na Tabela 4 estdo apresentados os valores das varidveis estruturais
cardiacas obtidas no final do experimento. A frequéncia cardiaca foi menor no
grupo diabético. O diametro diastdlico do VE normalizado pelo peso corporal e o
diametro sistélico do VE foram maiores no grupo diabético em relacdo ao
controle. O diametro diastélico do VE em valores absolutos nao diferiu entre os
grupos. A espessura diastolica da parede posterior do VE e do septo
interventricular foram menores no grupo SHR-DM em relacdo ao grupo SHR-CTL.
O diametro do atrio esquerdo normalizado pelo peso corporal foi maior no grupo
SHR-DM em relacdo ao grupo controle. O didmetro da aorta e do atrio esquerdo,
em valores absolutos, ndo apresentaram diferenca significante entre os grupos. A
massa e o indice de massa do VE nao diferiram entre os grupos. A espessura
relativa do VE foi menor no grupo SHR-DM em relagdo ao grupo SHR-CTL.

Os resultados da avaliacdo funcional do VE estdo expostos na Tabela
5. Em relacdo a funcédo sistdlica, avaliada pela porcentagem de encurtamento
endocardico, fracdo de ejecao e a velocidade de encurtamento da parede posterior

foram menores no grupo diabético em relacdo ao grupo controle. A avaliacdo da
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Tabela 4. Analise ecocardiografica das varidveis estruturais do coracédo ao final do

periodo experimental

Variaveis SHR-CTL (n=21) SHR-DM (n=16) Valor P
PC (g) 350 £ 32,7 290 + 36,8 0,001
FC (bpm) 322 £40,1 287 £ 40,1 0,010
DDVE (mm) 8,56 + 1,03 8,73+£0,77 0,572
DDVE/PC (mm/Kg) 24,2 (22,1 - 26,0) 31,2 (25,3 - 34,0) 0,001
DSVE (mm) 4,71 £1,27 5,54 +£1,19 0,043
EDPP (mm) 1,83 (1,75-1,90) 1,72 (1,66 - 1,79) 0,031
EDSIV (mm) 1,86 (1,77 - 1,91) 1,74 (1,66 - 1,83) 0,023
AO (mm) 4,50 (4,45 - 4,85) 4,45 (4,30 - 4,90) 0,701
AE (mm) 7,46 £1,12 7,51 +£1,27 0,900
AE/PC (mm/Kg) 21,5+3,72 26,3 £5,82 0,003
Massa VE (Q) 1,24 (1,05 - 1,39) 1,18 (1,05 - 1,41) 0,673
indice MVE (g/Kg) 3,35(3,12 - 4,04) 4,16 (3,27 - 5,05) 0,088
Esp. Rel. VE 0,44 £ 0,07 0,40 + 0,05 0,046

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. SHR-CTL:
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) - controle; SHR-DM: SHR-diabético; PC: peso
corporal; FC: frequéncia cardiaca; DDVE: diametro diastélico do ventriculo esquerdo (VE);
DSVE: diametro sistélico do VE; EDPP: espessura diastdlica da parede posterior; EDSIV:
espessura diastdlica do septo interventricular; AO: diametro da aorta; AE: didmetro do atrio
esquerdo; indice MVE: indice de massa do VE; Esp. Rel. VE: espessura relativa do VE. Valor P:
resultado do teste estatistico SHR-DM vs. SHR-CTL (teste t de Student ou teste de Mann-
Whitney).

funcao diastélica mostrou reducdo da onda A e aumento da relacdo E/A e tempo
de relaxamento isovolumétrico (TRIV) no grupo SHR-DM. No entanto, a
normalizacdo do TRIV pela frequéncia cardiaca mostrou apenas tendéncia de
aumento (p=0,066). Os valores da onda E mitral e do tempo de desaceleracao da

onda E (TDE) nao diferiram entre os grupos.

Estudo Funcional do Musculo Isolado

A Tabela 6 apresenta os dados funcionais do mtusculo papilar obtidos
em condicdo basal com concentracdo extracelular de calcio de 1,25 mM.
Observamos que o tempo para atingir o pico da tensdo desenvolvida (TPT) foi
maior e a velocidade maxima de variacdo da tensdo desenvolvida (+dT/dt) menor
no grupo diabético, mostrando alentecimento da funcdo contratil nesse grupo. A

tensao desenvolvida (TD) foi menor no grupo diabético, no entanto nao atingiu
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Tabela 5. Analise ecocardiografica das varidveis funcionais do coracdo ao final do

periodo experimental

Variaveis SHR-CTL (n=21) SHR-DM (n=16) Valor P
%A endo 45,8 £ 9,35 37,1 +8,94 0,005
Fracdo de Ejecao 0,83 +£0,08 0,74 £0,11 0,005
VEPP (mm/s) 30,9+7,10 26,4 +5,94 0,039
Onda E (cm/s) 77,1 £25,2 92,9+30,4 0,090
Onda A (cm/s) 72,2 +37,1 34,4 +£20,5 0,001
E/A 0,75 (0,62 - 4,37) 1,41 (1,19 - 6,43) 0,014
TRIV (ms) 36,9 £ 7,60 43,4+6,44 0,008
TDE (ms) 38,1+ 5,67 33,2+7,09 0,132
TRIVn (MS) 84,5+15,2 945+17,4 0,066

Valores expressos em meédia e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. SHR-CTL:
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) - controle; SHR-DM: SHR-diabético; %A endo:
porcentagem de encurtamento endocéardico do VE; 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; TDE: tempo de desaceleracdo da onda E; TRIVn: TRIV normalizado pela
frequéncia cardiaca. Valor P: resultado do teste estatistico SHR-DM vs. SHR-CTL (teste t de
Student ou teste de Mann-Whitney).

diferenca estatistica (p=0,121). Nédo observamos comprometimento do

relaxamento miocardico (-dT/dt) e da tensao de repouso no grupo diabético.

Tabela 6. Varidveis funcionais do musculo isolado obtidas em contracdes isométricas

na condicao basal

Variaveis CTL (n=13) DM (n=12) Valor P
TD (g/mm?) 5,60 (2,57 - 7,99) 3,05 (2,17 - 5,42) 0,121
TPT (ms) 236 + 30,0 264 £ 242 0,024
+dT/dt (g/mm2/s) 43,2+225 25,7+15,4 0,033
-dT/dt (g/mm?/s) 19,5 +9,54 15,3 +6,96 0,229
TR (g/mm?) 0,92 £ 0,37 0,81 +£ 0,27 0,383

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. SHR-CTL:
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) - controle; SHR-DM: SHR-diabético; TD: tensao
desenvolvida; TPT: tempo para atingir o pico da tensdo desenvolvida; +dT/dt: velocidade
méaxima de variacdo da tensd@o desenvolvida; -dT/dt: velocidade méxima de decréscimo da
tensdo desenvolvida; TR: tensdo de repouso. Valor P: resultado do teste estatistico SHR-DM vs.
SHR-CTL (teste t de Student ou teste de Mann-Whitney).
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Na Tabela 7 estdo expostas as variaveis funcionais obtidas apos
manobra de pds-pausa. Os valores de TD e +dT/dt foram menores no grupo SHR-
DM nas contragdes apos pausa de 10, 30 e 60 segundos. A manobra nao mostrou

diferenca entre os grupos em relacdo aos indices TPT, -dT/dt e TR.

Tabela 7. Varidveis funcionais do musculo isolado obtidas em contracoes

isométricas em manobra de pés-pausa

Seg. TD TPT +dT/dt -dT/dt TR
(g/mmz) (ms) (g/mm#/s) (g/mmz/s) (g/mmz)

PP 10 6,13 + 3,04 240 (220 - 250) 54,9 (25,0-70,9) 21,0+10,2 0,95%0,37
-
'_
E PP =30 6,75 + 3,33 230 (225 - 260) 58,5(27,5-80,7) 195+9,54 0,93+0,38
% PP=60
n 6,89 + 3,41 245 £ 41,7 58,5(28,6-86,4) 229+11,4 0,90+0,36
s PPT10 3,99 +2,21* 270 (245-270) 25,1 (13,7-43,5* 16,0+7,63 0,81+0,30
[a)
% PP =30 4,31 + 2,54* 270 (253-285) 26,9 (13,9-48,8* 153+6,96 0,83+0,36
n

PP =60 4,39 + 2,66* 271 +30,8 27,7 (13,4-50,2)* 16,8+8,54 0,82+0,37

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. SHR-CTL:
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) - controle; SHR-DM: SHR-diabético; PP: pds-pausa
(segundos); TD: tensdo desenvolvida; TPT: tempo para atingir 0 pico da tens@o desenvolvida;
+dT/dt: velocidade maxima de variacdo da tensé@o desenvolvida; -dT/dt: velocidade maxima de
decréscimo da tensdo desenvolvida; TR: tensdo de repouso. *: p<0,05 vs. SHR-CTL
(comparagéo entre grupos com o mesmo tempo de pausa) (teste t de Student ou teste de Mann-
Whitney).

Na Tabela 8 estdo mostradas as varidveis funcionais obtidas sob
manobra de elevacdo da concentracido de calcio extracelular. Os valores da TD,
nas concentracées de calcio de 1,25 e 2,5 mM, foram menores no grupo
diabético em relacdo ao controle, ndo sendo diferente nas concentracbes de
0,625 e 5,0 mM. Em relacdo ao TPT e +dT/dt, houve alentecimento contratil do
musculo nas concentracées de 1,25, 2,5 e 5,0 mM. Os valores de -dT/dt e TR néo
se mostraram diferentes entre os grupos com a manobra de elevacdo de calcio

extracelular.

RESULTADOS 31



Tabela 8. Varidveis funcionais do musculo isolado obtidas em contracoes
isométricas em manobra de elevacdo da concentracdo de calcio

extracelular

mM D TPT +dT/dt -dT/dt TR
(g/mm?) (ms) (9/mm?s) (9/mm?/s) (g/mm?)

0625 375(1,89-574) 233342 3024158 156+839 0,84 +0,31
o 125 5,75+ 2,62 230 (210-240)  482+220 216+101 0,84 +0,31
% 2,5 7,06 + 3,08 220 (210-230)  64,0+30,6 251+117  0,82+0,29
5,0 6,96 + 3,07 218 + 28,6 649+318 243+115  0,82+0,29
0,625 251(1,04-340)  258+328 18,8 + 12,1 113+£578  073+0,27
E 1,25 3594202 250 (240-268)* 28,0+ 16,9* 16,2+848  072+0,27
% 2,5 464+237* 250 (233-270)*  37,5+213* 2004916 0,74 +0,29
5,0 478 +2,02 252 + 27,9* 39,2 + 19,5* 199+730 076+0,28

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. SHR-
CTL: ratos espontaneamente hipertensos (SHR) - controle; SHR-DM: SHR-diabético;
TD: tensdo desenvolvida; TPT: tempo para atingir o pico da tensdo desenvolvida;
+dT/dt: velocidade méxima de variacdo da tensdo desenvolvida; -dT/dt: velocidade
maxima de decréscimo da tensdo desenvolvida; TR: tensdo de repouso. *: p<0,05 vs.
SHR-CTL (comparagédo entre grupos com a mesma concentracédo de calcio) (teste t de
Student ou teste de Mann-Whitney).

Na Tabela 9 sdo apresentadas as varidveis funcionais obtidas em
contracdes isométricas apos adicdo de isoproterenol a solugdo nutriente. A TD foi
menor no grupo diabético em relacdo ao controle, nas concentraces de
isoproterenol 107 e 10® M. Na concentracdo de 10® M nado houve diferenca
significante entre os grupos. A +dT/dt apresentou-se diminuida no grupo
diabético nas concentracdes de isoproterenol de 10® e 10°M, e sem diferenca na
concentracdo de 107 M. Em relacdo ao TPT, -dT/dt e TR, ndo houve diferenca com

a manobra de adicdo de isoproterenol.
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Tabela 9. Varidveis funcionais do miusculo isolado obtidas em contracdes

isométricas apds adicdo de isoproterenol a solucdo nutriente

M TD TPT +dT/dt -dT/dt TR
(g/mm?) (ms) (g/mm?'s) (g/mm?s) (g/mm2)

= ISO 108 548 £2,83 219+ 30,7 48,0 £ 25,6 211+£11.2 0,74+ 0,34
E ISO 107 543 %283 198 +31,9 56,2 (26,3-70,8)  246+137 0,70 £ 0,31
I

» IS0 106 6,53 (2,78-7,98) 170 (165-190)  56,2(30,8-91,0) 316177 0,69 £ 0,29
s ISO 10 3,53 +1,98 2351275 29,2 + 18,0 16,0 £7,92 0,69 + 0,30
2 ISO 107 3,23 +1,82" 201 + 23,1 27,7(16,3-42,9) 17,3+7,79 0,68 + 0,29
I

»n IS0 10 2,60(1,82-4,06)* 185(170-195)  27,7(159-454)* 208+ 11,7 0,66 + 0,28

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. SHR-CTL: ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) - controle; SHR-DM: SHR-diabético; ISO: isoproterenol; TD: tens&o desenvolvida; TPT: tempo para
atingir o pico da tensdo desenvolvida; +dT/dt: velocidade méxima de variagdo da tensdo desenvolvida; -dT/dt:
velocidade méxima de decréscimo da tensdo desenvolvida; TR: tensdo de repouso. *: p<0,05 vs. SHR-CTL
(comparagéo entre grupos com a mesma concentragdo de isoproterenol) (teste { de Student ou teste de Mann-
Whitney).

Caracteristicas Morfométricas

As variaveis morfométricas dos animais estdao expostas na Tabela 10.
Os pesos do VE, ventriculo direito (VD) e atrios, em valores absolutos, foram
menores no grupo SHR-DM. No entanto, apés normalizacdo para o peso corporal,
os valores de VE e dtrios deixaram de apresentar diferenca estatistica entre os
grupos. O VD dos animais diabéticos continuou mostrando valores menores,
mesmo apds normalizacdo para o peso corporal. As razdes entre os pesos umido e
seco do VE, VD, atrios, pulmao e figado ndo mostraram diferenca estatisticamente

significante entre os grupos.

A Tabela 11 mostra os valores relativos a concentracdo de hidroxiprolina,
fracdo de coldgeno intersticial e didametro do midcito do miocdrdio do VE. Os

valores obtidos ndao mostraram diferenca significante entre os grupos.

RESULTADOS 33



Tabela 10. Varidveis morfométricas dos animais

Variaveis CTL (n=21) DM (n=16) Valor P
PC (g) 339 +38,3 277 £26,1 0,001
VE (g) 1,12+0,16 0,87 +0,13 0,001
VE/PC (g/kg) 3,31 +0,46 3,16 £ 0,47 0,338
VD (g) 0,33 (0,26 - 0,43) 0,21 (0,18 - 0,23) 0,001
VD/PC (g/kg) 0,96 (0,77 - 1,32) 0,73 (0,65 - 0,84) 0,006
Atrios (g) 0,15 (0,12 - 0,23) 0,11 (0,09 - 0,14) 0,015
Atrios/PC (g/kg) 0,44 (0,35 - 0,65) 0,39 (0,31 - 0,56) 0,276
VE Umido/seco 4,11 (3,99 - 4,21) 4,05 (3,92 - 4,23) 0,519
VD Uumido/seco 4,20 (3,40 - 4,34) 4,15 (3,78 - 4,43) 0,560
Atrios Umido/seco 4,52 +0,33 4,70 £ 0,43 0,161
Pulm&o Uumido/seco 4,90 +0,31 4,84 +0,25 0,532
Figado umido/seco 3,33 (3,18 - 3,46) 3,43 (3,36 - 3,51) 0,073

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. SHR-CTL:
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) - controle; SHR-DM: SHR-diabético; PC: peso
corporal; VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito. Valor P: resultado do teste estatistico
SHR-DM vs. SHR-CTL (teste t de Student ou teste de Mann-Whitney).

Tabela 11. Avaliacdo bioquimica e morfométrica do tecido miocdrdico do

ventriculo esquerdo

Variaveis SHR-CTL (n=10) SHR-DM (n=10) Valor P
HOP VE (mg/g) 6,68 + 1,52 7,27 £2,28 0,504
FCI (%) 9,00 £ 2,90 13,3+ 7,60 0,113
Didmetro do midcito (um) 19,1 (17,0-22,4) 20,6 (19,6 - 21,0) 0,623

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. SHR-CTL:
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) - controle; SHR-DM: SHR-diabético; HOP VE:
concentragcdo de hidroxiprolina no miocardio do ventriculo esquerdo; FCI: fragdo de colageno
intersticial. Valor P: resultado do teste estatistico SHR-DM vs. SHR-CTL (teste t de Student ou
teste de Mann-Whitney).
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Avaliacdo do Estresse Oxidativo

Na Tabela 12 estdo expostos os valores obtidos da avaliacdo do
estresse oxidativo no soro. O hidroperdxido de lipidio apresentou-se elevado no
grupo diabético, e as enzimas superdxido dismutase e glutationa peroxidase

mostraram-se diminuidas no grupo diabético.

Tabela 12. Avaliacdo do estresse oxidativo no soro

Variaveis SHR-CTL (n=8) SHR-DM (n=8) Valor P
Hidroperoxido de lipidio 8.80 + 0,84 11,1 +1,04 0,001
(nmol/ml)
Superoxido dismutase 687 + 84,2 396 + 49,5 0,001
(U/g proteina)
Glutationa peroxidase 207 +1,08 17.6 +1,95 0,008

(nmol/ml)

Valores expressos em média e desvio padrdo. SHR-CTL: ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) - controle; SHR-DM: SHR-diabético. Valor P: resultado do teste estatistico SHR-DM vs.
SHR-CTL (teste t de Student).

Na Tabela 13 estdo apresentados os valores obtidos da avaliacdo do
estresse oxidativo no tecido miocardico do VE. Observou-se elevacio do
hidroperoxido de lipidio nos animais diabéticos e sem diferenca estatisticamente

significante quanto as enzimas superdxido dismutase e glutationa peroxidase.

Tabela 13. Avaliacdo do estresse oxidativo no tecido miocardico do ventriculo

esquerdo
Variaveis SHR-CTL (n=8) SHR-DM (n=8) Valor P
Hidroperoxido deleldlo 224 + 23,0 352 + 45,2 0,001
(nmol/mg proteina)
Superoxido dismutase g 14 (7 55 _ g 79) 9,83 (8,54 - 0,32) 0,195
(nmol/mg proteina)
Glutationa peroxidase 40,0 + 3,67 431+113 0.475

(nmol/mg proteina)

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. SHR-CTL:
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) - controle; SHR-DM: SHR-diabético. Valor P:
resultado do teste estatistico SHR-DM vs. SHR-CTL (teste t de Student ou teste de Mann-
Whitney).
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Discussao



Neste estudo avaliamos a influéncia do diabetes mellitus, induzido
por estreptozotocina, sobre a remodelacdo ventricular e a atividade oxidativa em
ratos senescentes espontaneamente hipertensos.

Sabe-se que ratos SHR desenvolvem precocemente hipertensao
arterial e hipertrofia ventricular esquerda e a partir dos 18 meses sdo
considerados senescentes (Trippodo et al., 1981; Anversa et al.,, 1984; Bing et al,,
2002).Assim optamos pela inducdo do diabetes mellitus a partir dessa idade para
avaliarmos os efeitos do diabetes em animais senescentes hipertensos,
considerando a alta prevaléncia da concomitancia dessas doencas em individuos
idosos.

A afericdo da pressdo arterial e a realizacdo do ecocardiograma no
inicio do periodo experimental tiveram como objetivo assegurar que todos os
animais apresentassem uniformidade dos niveis presséricos e do acometimento
cardiaco.

Foram realizadas a mensuracdo do consumo de dgua e racdo, a
determinacdo da glicemia e a avaliacdo do peso corporal dos animais, para a
confirmacdo do estado diabético. Os animais pertencentes ao grupo SHR-DM
apresentaram maior consumo de agua e racao, glicemia acima de 220 mg/dL e ao
final do periodo experimental apresentaram peso corporal menor em relagdo ao
grupo SHR-CTL. Todos esses sinais sdo observados em animais diabéticos nesse
modelo experimental (Babu & Srinivasan, 1999; Hakam et al., 2006; Hsi et al.,
2009).

Em relacdo a pressdo arterial, ndo observamos diferenca entre os
grupos, concordando com o estudo realizado por Wienen et al. (2001) em ratos
SHR diabéticos. Dessa forma, consideramos que esse fator nao foi responsavel
pelas diferencas encontradas no nosso estudo.

O ecocardiograma é um método muito util na avaliacdo in vivo da
estrutura e funcdo do coracdo. No entanto, a fungao ventricular avaliada por esse
método sofre influéncia da variabilidade das condicbes neurohormonais e de

carga no momento da avaliacdo, da geometria da cavidade ventricular, além das




variacbes da frequéncia cardiaca (Opie, 2008). Por essa razdo, alteracdes da
funcdo ventricular observadas ao ecocardiograma nao indicam necessariamente
mudancas na contratilidade miocardica. Por outro lado, no estudo do musculo
papilar ndo ha influéncia das modificagées neurohormonais e da geometria da
cavidade, e as condicbes de carga e frequéncia cardiaca sdo controladas,
permitindo avaliacdo mais adequada da contratilidade miocdrdica e das
propriedades ativas e passivas do miocardio.

Por meio do ecocardiograma foram analisadas variaveis estruturais
do coracdo e parametros das funcodes sistolica e diastélica do VE. Os resultados
mostraram que o grupo diabético apresentou dilatacdo das camaras cardiacas
esquerdas, acompanhadas de disfuncdo sistolica e diastélica do ventriculo
esquerdo, quando comparado ao grupo controle. O comprometimento das
camaras cardiacas pode ser evidenciado pelo aumento do diametro diastélico do
VE normalizado pelo peso corporal e aumento do didmetro sistélico do VE, além
do maior didametro do atrio esquerdo normalizado pelo peso corporal. Como os
animais diabéticos apresentaram peso corporal menor que os nao diabéticos, os
diametros diastdlico do VE e do &trio esquerdo foram normalizados pelo peso,
considerando que o tamanho do coracdo varia de acordo com o peso corporal.
Esse procedimento pode trazer erros de interpretacdo dos resultados porque os
diametros das cavidades cardiacas ndo sdo exatamente proporcionais ao peso
corporal (Moreira et al., 2006). No entanto, em nosso estudo, apesar da diferenca
significativa do peso corporal entre os grupos, os valores absolutos dos didmetros
diastolico do VE e do 4trio esquerdo ndo se mostraram diferentes. Portanto,
podemos assumir que os animais diabéticos apresentaram dilatacdo do VE e do
atrio esquerdo. Os nossos dados sdo concordantes com vdrios estudos da
literatura em que o diabetes mellitus causou dilagdo das camaras cardiacas (Joffe
et al,, 1999; Mihm et al,, 2001; Akula et al., 2003; Kim et al.,, 2010; Wang et al.,
2010). As espessuras diastolicas da parede posterior do VE e do septo
interventricular e a espessura relativa do VE foram menores no grupo diabético.

Além disso, o indice de massa do VE, avaliado por ecocardiograma e no estudo




post-mortem, nao foi diferente entre os grupos. Portanto, os nossos dados
indicam remodelacdo ventricular do tipo excéntrica no grupo diabético. Essas
alteracoes sdo observadas frequentemente na cardiomiopatia diabética, que pode
resultar em disfuncdo ventricular (Boudina, 2009; Khavandi et al., 2009). O
achado de dilatacdo ventricular sem hipertrofia cardiaca, observado no grupo
diabético, pode ser decorrente de ativacdo de metaloproteinases da matriz
extracelular do miocdrdio. As metaloproteinases constituem uma familia de
enzimas com propriedades colagenoliticas presentes na matriz extracelular que
podem ser ativadas por citocinas inflamatorias, fatores de crescimento, entre
outros. As metaloproteinases causam degradacdo da matriz extracelular o que
leva a dilatacdo e adelgacamento da parede da cavidade cardiaca, como resultado
do realinhamento mural de fasciculos miociticos e/ou de midcitos individuais,
com consequente disfuncdo ventricular (Spinale, 2002; Mann, 2008). Nessa
condicdo, a disfuncdo ventricular sistélica deve-se ao aumento da pods-carga
cardiaca (Opie, 2008).

O grupo SHR-DM também apresentou menor frequéncia cardiaca em
relacdo ao grupo nao diabético. Esse achado também tem sido observado com
muita frequéncia por outros investigadores em modelo de diabetes mellitus
induzido por estreptozotocina, em ratos normais (Mihm et al., 2001; Wang et al.,
2010). Esse comportamento da frequéncia cardiaca estd provavelmente
relacionado as alteracdes causadas pelo diabetes no sistema nervoso simpatico e
parassimpdtico e na sensibilidade do né sinusal (Foy & Lucas, 1978; Maeda et al.,
1995; do Carmo et al., 2008; Boku et al., 2010). No entanto, ndo é possivel
descartar a influéncia de diferentes niveis de sedacgdo sobre a frequéncia cardiaca,
durante a realizacdo do ecocardiograma. Além disso, a avaliacdo das fungdes
sistélica e diastolica do VE pode ficar prejudicada quando os grupos de animais
apresentam diferencas significativas da frequéncia cardiaca.

Os indices de funcéo sistélica do VE mostraram-se comprometidos
no grupo diabético, pois a porcentagem de encurtamento endocdrdico, a fracdo

de ejecdo e a velocidade de encurtamento da parede posterior foram menores em




relacdo ao grupo controle. A funcdo diastolica também apresentou-se alterada no
grupo SHR-DM, sendo importante ressaltar que a reducéo significante da onda A
e 0 aumento da razdo E/A indicam maior comprometimento da funcédo diastélica
nesse grupo. Em coragdes normais, a razdo E/A é maior que 1,0, isto é, a onda E é
maior que a onda A. Na fase de disfuncao diastdlica leve, ocorre reducdo da onda
E e elevacdo da onda A e, habitualmente, a razdo E/A é menor que 1,0. A medida
que a disfuncdo diastdlica avanca, ocorre retorno da razdo E/A ao padrdao normal,
denominada disfuncdo diastdlica do tipo pseudonormal. Na fase de disfuncao
diastélica grave ocorre aumento mais acentuado da onda E e reducdo da onda A,
aumentando a razdo E/A (Nagueh et al, 2009). Portanto, fica evidente que o
coracdo dos animais diabéticos estava em estdgio mais avancado de
comprometimento cardiaco. Muitos autores, igualmente, relataram em estudos
com ratos diabéticos, prejuizo nas fungoes sistdlica e diastélica do VE (Joffe et al.,
1999; Mihm et al., 2001; Akula et al., 2003; Kim et al., 2010).

A andlise da funcdo do musculo papilar isolado mostrou que o grupo
SHR-DM apresentou piora da funcédo cardiaca na condi¢do basal e apés manobras
para avaliacdo da reserva contratil. Pode-se observar na condicdo basal, que o TPT
foi maior e a +dT/dt foi menor no grupo diabético. Da mesma forma, Wold et al.
(2001), em seu estudo para caracterizar a funcdo contratil da cardiomiopatia
diabética hipertensiva em midcitos ventriculares de ratos adultos, mostrou maior
TPT e menor +dT/dt no grupo hipertenso diabético. Aragno et al. (2008)
observaram, em musculos papilares de ratos Wistar diabéticos, comprometimento
da funcdo miocardica em condi¢do basal (menor TD, +dT/dt, -dT/dt), porém sem
diferenca significante no TPT. Borges et al. (2006), utilizando-se de modelo de
diabetes em ratos Wistar, mostraram diminuicdo significante dos indices de
contracdo (+dP/dt,.) e relaxamento (-dP/dt,,) em animais ndo sedados. Por
outro lado, Kim et al. (2010) nio observaram diferenca nesses indices obtidos de
ratos Sprague-Dawley diabéticos anestesiados, embora tenham encontrado

comprometimento do indice contratil relacdo pressdo-volume sistélica final.




Nas manobras de pods-pausa a TD e a +dT/dt apresentaram-se
menores no grupo SHR-DM, em todos os momentos. Nas manobras de elevacdo da
concentracdo de calcio, a TD foi menor no grupo diabético, nas concentracdes de
1,25 e 2,5 mM. O TPT mostrou-se maior e a +dT/dt menor no grupo SHR-DM em
relacdo ao grupo SHR-CTL, nas concentra¢des de célcio de 1,25, 2,5 e 5,0 mM.
Ap6s a adicdo em solucdo nutriente do estimulador B-adrenérgico isoproterenol, o
grupo diabético também apresentou piora da funcdo cardiaca em comparacao
com controle. A TD foi menor nas concentracdes de ISO 107eISO 10° e a+dT/dt
diminuiu nas concentracoes de ISO 10® e ISO 10°. Esses resultados estdo de
acordo com aqueles encontrados por Aragno et al. (2008) que relataram resposta
diminuida de musculos papilares de ratos Wistar diabéticos a estimulagdo B-
adrenérgica.

Portanto, o nosso estudo em ratos senescentes e os da literatura em
ratos adultos jovens mostram comprometimento funcional do coracdo e do
miocardio causado por diabetes mellitus, tanto em ratos hipertensos quanto em
normotensos. Os nossos resultados do estudo do musculo papilar mostram que
ha comprometimento da contratilidade miocdrdica em animais SHR diabéticos.
Esse comprometimento miocardico, de forma isolada ou conjuntamente com a
remodelacdo ventricular excéntrica, poderia explicar a reducdo da funcao
ventricular observada por ecocardiografia em SHR diabéticos.

Para avaliar se a co-existéncia de hipertensdo arterial e diabetes
mellitus resulta em maior prejuizo da funcdo contratil cardiaca, Wold et al.
(2001) estudaram os efeitos do diabetes sobre a funcdo de midcitos isolados de
ratos adultos normotensos (Wistar-Kyoto) e hipertensos (SHR). Os autores
observaram comprometimento da funcdo contratil e de relaxamento nos animais
SHR em relacdo aos Wistar-Kyoto, que se acentuou nos SHR diabéticos.

As variaveis morfométricas analisadas mostraram que o coracdo dos
animais do grupo diabético apresentou peso menor, como observado nos valores
de VE, VD e &trios. Porém, quando esses valores foram normalizados pelo peso

corporal, ndao houve diferenca significante, com excecdo do peso de VD que




permaneceu menor no grupo diabético. No estudo de Wang et al. (2010), ratos
Wistar com diabetes apresentaram diminuicdo do peso do coracdo, porém quando
o peso do coracdo foi normalizado pelo peso corporal, o peso foi maior no grupo
diabético.

Além disso, foi possivel verificar que nao houve diferenca entre os
grupos em relacdo ao peso umido/peso seco dos ventriculos, atrios, pulmao e
figado.

As avaliacdes de coldgeno pelas técnicas de hidroxiprolina e por
laminas coradas por picrosirius red nao apresentaram diferenca significante entre
os grupos. Nossos resultados sdao concordantes com aqueles obtidos por Pijl et al.
(1994) em um estudo sobre os efeitos da hipertensido e do diabetes em ratos.
Cosyns et al. (2008) também nao encontraram diferenca na quantidade de
coldgeno em um estudo com ratos Wistar diabéticos. Apesar de nido termos
observado diferenca significante entre os grupos na quantidade de colageno
miocardico, tanto o grupo diabético como o controle apresentaram elevada taxa
de fibrose em relacdo aos dados da literatura, obtidos de ratos normotensos
adultos jovens (Aiello et al., 2004; Levick et al.,, 2009; Oliveira et al., 2009). Os
nossos resultados indicam, portanto, que a hipertensdo e o envelhecimento sao
fatores importantes no aumento do colageno miocardico (Eghbali et al., 1989;
Lakhan & Harle, 2008; Shahbaz et al., 2010), e o diabetes nao apresenta
influéncia significativa.

No estudo histolégico do tecido miocdrdico corado por hematoxilina
e eosina ndo observamos diferenca significante entre os grupos na mensuracao
do didmetro dos midcitos. O grupo SHR-DM mostrou apenas uma tendéncia de
maior hipertrofia em relacdo ao grupo SHR-CTL. A hipertrofia do midcito
constitui achado frequente na cardiomiopatia diabética, porém, no modelo de
diabetes induzido por estreptozotocina, provavelmente em decorréncia da
hipoinsulinemia, a hipertrofia miocardica ndao tem sido habitualmente observada

(Poornima et al., 2006; Maalouf, et al., 2009).




Sabe-se que os danos causados tanto pelo diabetes como pela
hipertensdo tém sido associados ao aumento do estresse oxidativo (Paravicini &
Touyz, 2008). Varios autores tém relatado o aumento do estresse oxidativo no
coracdo de ratos diabéticos (Aragno et al.,, 2008; Timir et al.,, 2010; Wang et al.,
2010). Em nosso estudo, a analise da atividade oxidativa no soro mostrou que no
grupo SHR-DM houve aumento do hidroperdxido de lipidio e diminuicdo das
enzimas superoxido dismutase e glutationa peroxidase. No tecido miocardico, o
hidroperdéxido de lipidio apresentou-se elevado no grupo diabético, e as enzimas
antioxidantes ndao se mostraram diferentes entre os grupos. O aumento da
atividade proé-oxidante e a significante diminuicdo de enzimas antioxidantes tém
sido mostrados contribuir para o estresse oxidativo em diabetes. Kaul et al.
(1996) relataram aumento da peroxidacao lipidica e diminuicdo na atividade da
superdxido dismutase e da glutationa peroxidase no coracdo de animais
diabéticos. Contudo, Fordaliso et al. (2007), no estudo com ratos hipertensos
com diabetes, ndo encontraram efeito aditivo dessas duas comorbidades na
producédo de espécies reativas de oxigénio.

A complexa e multifatorial natureza das perturbacdes celulares e
moleculares do diabetes mellitus que alteram a estrutura e funcdo cardiaca,
permanece ndo completamente esclarecida na literatura (Poornima et al., 2006;
Okoshi et al.,, 2007; Wang et al., 2010).

Os mecanismos provdveis que estdo envolvidos na diminuicdo da
contratilidade miocdrdica no diabetes mellitus sdo: comprometimento na
homeostase do calcio, ativacdo do sistema renina-angiotensina, aumento do
estresse oxidativo, alteracio no metabolismo do substrato e disfuncdo
mitocondrial (Boudina & Abel, 2007).

O ion calcio intracelular é o maior regulador da contratilidade
cardiaca, e os fatores pelos quais o comprometimento de sua homeostase altera a
funcdo em diabetes incluem a reducdo da atividade das ATPases (Zhao et al.,,
2006), a diminuicdo da atividade do reticulo sarcoplasmatico no transporte e

estoque de cdlcio e a reducdo da atividade de outros trocadores como o sédio-




célcio (Pierce & Dhalla, 1981; Lopaschuk et al., 1983). Em coragdes de animais
com diabetes induzido por estreptozotocina tém sido encontrado reduzida
expressdo e atividade da SERCA2a, reduzida expressao do trocador sédio-calcio,
prejudicada liberacdo e recaptura de célcio pelo reticulo sarcoplasmatico e
comprometimento mitocondrial (Lopaschuk et al., 1983; Flarsheim et al,, 1996;
Hattori et al., 2000; Choi et al., 2002; Zhao et al., 2006; Suarez et al., 2008).

A ativacdo do sistema renina-angiotensina no diabetes mellitus
parece ter papel importante na patogénese da cardiomiopatia diabética. A
densidade dos receptores de angiotensina II e a sua expressdo génica estdo
elevadas no coracdo diabético (Khatter et al., 1996; Fiordaliso et al., 2000). A
ativacdo do sistema renina-angiotensina no diabetes mellitus tem sido associada
ao aumento dos danos oxidativos, apoptose e necrose de células endoteliais e
cardiomidcitos (Frustaci et al., 2000), contribuindo para o aumento da fibrose
intersticial. O bloqueio do sistema renina-angiotensina tem mostrado efeitos
benéficos em animais diabéticos como restauracdo das funcbes do reticulo
sarcoplasmatico, reducdo na producdo das espécies reativas de oxigénio, reducao
de apoptose e fibrose e atenuacdo da disfuncdo cardiaca (Brown et al, 1997;
Singh et al., 2008; Fiordaliso et al., 2006; Liu et al., 2006; Yaras et al., 2007).

A producdo de espécies reativas de oxigénio constitui importante
fator para o desenvolvimento e progressdo da cardiomiopatia diabética (Cai,
2006; Cai et al., 2006). Estudos utilizando coracdes de animais diabéticos tém
revelado ao nivel celular, aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio,
elevada producdo de superodxido, aumento na expressio da NADPH oxidase e
indices diminuidos de glutationa oxidada e reduzida (Ghosh et al., 2004; Ghosh et
al., 2005; Ceylan-Isik et al., 2006; Lashin et al., 2006; Wold et al., 2006; Singh et
al., 2008). O aumento do estresse oxidativo tem papel critico em vdrias vias
envolvidas na patogénese da cardiomiopatia diabética, incluindo lipotoxicidade,
morte celular por apoptose e necrose e lesdo tissular, bem como em alteragées
mitocondriais causando perda de eficiéncia energética do coracdo (Barouch et al,,

2003; Kwon et al, 2003; Boudina & Abel, 2007). Estratégias de reducdo de




espécies reativas de oxigénio, como aumento da expressio de metalotioneina,
catalase e superodxido dismutase, tém revertido a disfuncdo cardiaca em modelos
animais de diabetes tipo 1 e 2 (Ye et al., 2004; Cai et al., 2006; Matsushima et al.,
2006; Shen et al,, 2006). Em nosso grupo, a utilizacdo do antioxidante quercetina
reduziu a atividade oxidativa e melhorou a funcdo ventricular e miocardica de
ratos Wistar diabéticos (Okoshi et al., 2010).

Outro importante contribuinte para o desenvolvimento da
cardiomiopatia diabética é a alteracdo miocdrdica no metabolismo energético e
do substrato (Lopaschuk, 2002; Taegtmeyer et al, 2002). O diabetes é
caracterizado por estado de reducdo no metabolismo de glicose e lactato e
aumento no metabolismo de acidos graxos. O aumento de dcidos graxos livres
estimula a sinalizacdo dos receptores a ativados por proliferador do peroxissoma
(PPARa), com consequente transcricdo de varios genes envolvidos na oxidacdo de
acidos graxos (Finck et al., 2002; Finck et al., 2003). Os 4cidos graxos oxidados
causam elevacdo na producdo de espécies reativas de oxigénio que podem
promover lipotoxicidade e consequente disfuncdo miocardica (Sharma et al,
2004; McGavock et al., 2006). Além disso, lipideos intermediarios como a
ceramida podem promover apoptose dos cardiomidcitos (Zhou et al., 2000),
contribuindo para o comprometimento miocdrdico do diabetes.

Por fim, recentes estudos tém vrelatado papel da disfuncdo
mitocondrial na patogénese da cardiomiopatia diabética (Russell et al., 2004; An
& Rodrigues, 2006; Boudina & Abel, 2006). As avaliacdes da atividade
mitocondrial no diabetes tipo 1 tém mostrado, além da reducdo da fosfoforilacao
oxidativa (Savabi, 1988; Awaji et al., 1990), menor atividade da creatina fosfato,
menor atividade da sintese de ATP (Pierce & Dhalla, 1985) e menor respiragao
mitocondrial estimulada por creatina (Veksler et al., 1991). Estas alteragoes
contribuem para a disfuncdo miocardica por reduzirem a producdo de ATP e,

consequentemente, com a reserva miocardica de fosfatos de alta energia.




O nosso estudo mostra que, mesmo em coragdo de ratos idosos com
intensa remodelacdo causada pela hipertensdo arterial sistémica ao longo de
varios meses, o diabetes mellitus é capaz de induzir alteragdes adicionais na
estrutura e funcio cardiaca. Alem disso, este estudo também mostra associacdo

entre remodelacdo cardiaca e aumento do estresse oxidativo.




Conclusao



O diabetes mellitus causa dilatacdo das camaras cardiacas esquerdas
e piora a funcdo ventricular e miocardica em ratos senescentes espontaneamente

hipertensos, e estas alteragoes estdo associadas a aumento do estresse oxidativo.
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