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Resumo

Cruz, P. L. Acdo do resveratrol sobre proteoglicanos de membrana presentes no
musculo cardiaco em modelo animal de cardiomiopatia diabética [dissertacdo]. S&o
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2016.

Introducgdo: Ratos com diabetes induzido por estreptozotocina (STZ) apresentam
alterac6es nos proteoglicanos Sindecan-4 e Glipican-1 no tecido cardiaco concomitantes
a instalacdo da disfuncdo diastolica, evento precoce que culmina na cardiomiopatia
diabética. O uso de resveratrol (RSV) em modelos animais foi capaz de melhorar a
funcdo cardiaca e o controle autonémico. Espera-se que o tratamento com esse
flavonoide atue nos niveis alterados dos proteoglicanos em animais diabéticos.
Objetivo: Avaliar o efeito do RSV nos parametros cardiovasculares e na expressao dos
proteoglicanos no musculo cardiaco. Materiais e Métodos: Foram avaliados ratos
Wistar machos, com doze semanas de vida, divididos em 4 grupos: controle (C, N=8);
controle + RSV (CR, N=8); diabetes STZ + nicotinamida (D, N=8) e diabetes STZ +
nicotinamida + RSV (DR, N=8). Foram dosados os niveis séricos de glicose, de
triglicérides e foi feito o teste de resisténcia a insulina. Registros diretos das curvas de
pressdo arterial foram realizados para a analise da variabilidade da frequéncia cardiaca
(VFC) e variabilidade da pressdo arterial sistélica (VPAS) no dominio do tempo e da
frequéncia. A sensibilidade barorreflexa foi avaliada por meio de drogas vasoativas e a
funcdo cardiaca foi avaliada por ecocardiografia de alta resolugdo. A localizacdo das
proteinas no tecido cardiaco foi feita por imunohistoquimica. Analise estatistica
utilizada: ANOVA post test Student Newman-Keuls. p<0,05. Resultados: O peso
corporal dos grupos C e CR aumentou significativamente do inicio ao final do
protocolo, enquanto os grupos D e DR mantiveram seu peso inicial. A concentracdo de
glicose sérica e dos triglicerideos, os grupos C e CR ndo demonstraram diferenca ao
longo do protocolo, enquanto os grupos D e DR demonstraram significante aumento ao
final do protocolo. Os valores de concentracdo de insulina, do teste de tolerdncia a
insulina e do indice de Lee foram menores nos grupos D e DR quando comparados aos
grupos C e CR. A pressdo arterial sistélica foi menor nos grupos diabéticos quando
comparado aos grupos controles (C e CR) o mesmo acontecendo para os valores da
frequéncia cardiaca. A pressao arterial diastélica apresentou valores semelhantes entre
0s grupos C e CR e o grupo DR, somente o grupo D apresentou queda quando
comparado aos outros trés grupos, a pressdo arterial media apresentou esse mesmo
comportamento. Ndo foram observadas diferencas para a sensibilidade barorreflexa
tanto para a resposta bradicardica como para a resposta taquicardica entre 0s grupos.
Nas avaliacbes da VFC foi observado o aumento do Intervalo de Pulso (IP) nos grupos
D e DR quando comparados aos grupos C e CR, mas foram semelhantes entre 0s grupos
controles e diabéticos (C vs. CR e D vs. DR, respectivamente). Na VPAS os grupos D e
DR apresentaram diminuicdo tanto no desvio padrdo (DP PAS) quanto na variancia
(VAR PAS) quando comparados aos grupos C e CR, ndo houve diferenga entre os
grupos controles e diabéticos (C vs. CR e D vs. DR, respectivamente). A disfuncéo



diastdlica foi detectada no grupo D. A expressdo das proteinas Glypican-1 e Syndecan-
4, foram significantemente maiores no grupo D quando comparada aos demais grupos e
menos expressas no grupo DR quando comparada aos demais grupos. Conclusdes: A
administracdo de RSV reverteu tanto alteraces morfolégias como a funcdo cardiaca
global que voltou a apresentar valores muito proximos aos valores de normalidade, sem
alterar as condi¢6es hemodinamicas e autonémicas.

Descritores: Diabetes; Resveratrol; Cardiomiopatia diabética; Controle autonémico;
Proteoglicanos; Doencas cardiovasculares.



Summary

The role of Resveratrol on membrane proteoglycans present in heart muscle in a model
of diabetic cardiomyopathy [dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo”; 2016.

Introduction: Streptozotocin-induced rats model show changes in proteoglycans
sindecan-4 and glipican-1 in cardiac tissue concomitantly with installation of diastolic
dysfunction, which is an early event that culminates in diabetic cardiomyopathy. The
use of resveratrol (RSV) in animal models showed the improvement of cardiac function
and autonomic control. It is expected that the treatment with this flavonoid act on
altered levels of proteoglycans in diabetic rats. Objective: To evaluate the effects of
resveratrol in cardiovascular parameters and the expression of proteoglycans in cardiac
muscle. Material and Methods: Male Wistar rats (12 weeks old) were allocated into 4
groups: control (C, N=8), controle+RSV (CR, N=8), Diabetes STZ + nicotinamide (D,
N=8) and diabetes STZ+ nicotinamide + RSV (DR, N=8). Serum levels of glucose,
insulin resistance test and triglycerides were measured in order to evaluate diabetes.
Arterial blood pressure records were measured in order to analyze the heart rate
variability (HRV) and systolic blood pressure variabilities in frequency and time
domain. The baroreflex sensivity was evaluated by vasoactive drugs infusion and the
evaluation of cardiac function by high resolution echocardiography. The location of the
proteins in the heart tissue was performed by immunohistochemistry. Statistics and
performed analysis used: ANOVA post test Student Newman-Keuls. p<0,05. Results:
Our results showed that the body weight of groups C and CR increased significantly
from the beginning to the end of the protocol, while the groups D and DR continued to
have the initial weight. Regarding serum glucose concentration and triglycerides, there
were no statistically significant differences between group C and CR while the group D
and DR increased significantly at the end of the protocol. The values of insulin
concentration, insulin tolerance test and the Lee index were lower in groups D and DR
when compared to groups C and CR. The hemodynamic parameters demonstrated that
systolic blood pressure was lower in diabetic groups when compared to control groups
(C and CR) as well as the heart rate values. Interestingly, diastolic blood pressure
showed similar values between groups C, CR and group DR. The group D decreased its
diastolic blood pressure when compared to the other groups, as well as the blood
pressure mean. There were no significant differences either to baroreflex sensivity,
bradicardiac response and tachycardia between both groups. The evaluation of heart rate
variability (HRV) showed an increase of pulse interval (PI) in groups D and DR when
compared to groups C and CR. The evaluation of systolic blood pressure variability of
the groups D an DR showed a decrease in both the standard deviation (SD PAS) and
variance when compared to groups C and CR and there were no differences between the
diabete groups and the control (C vs CR and D vs DR respectively). The diastolic
disfunction was detected in group D. The Glypican-1 and Syndecan-4 protein



expression were significantly higher in group D when compared to the other groups and
less expressed in group DR when compared to the other groups. Conclusion: The
administration of RSV reversed both morphological changes and the global cardiac
function, which showed very close values to the normal range values, without changing
the hemodynamic and autonomic conditions.

Keywords: Diabetes; Resveratrol; Diabetic Cardiomyopathy; Autonomic
Control; Proteoglycans; Cardiovascular diseases.
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1 - INTRODUCAO

1.1 - Fisiopatologia do Diabetes

O diabetes mellitus (DM) é uma desordem metabdlica de multiplas etiologias,
caracterizado principalmente por hiperglicemia cronica decorrente da mé absorgdo de
glicose plasmatica, defeitos na secrecédo ou falta de insulina. Desta forma as células séo
impedidas de desempenhar corretamente suas fungdes vitais (MARTIN-TIMON et al.,
2014).

Segundo os critérios da Associagdo Americana de Diabetes (ADA) os dois
principais tipos de diabetes sdo o diabetes do tipo 1 (DMT1) e o diabetes do tipo 2
(DMT2) (ADA, 2014; SBD, 2015). O DMT1, na maioria dos casos, € uma doenga
autoimune, mediada por células como linfdcito T e macréfagos (MARTIN-TIMON et
al., 2014). Caracteriza-se pela destruicdo das células beta do pancreas responsaveis pela
producdo de insulina e, como consequéncia, desenvolve-se uma deficiéncia do
organismo em metabolizar a glicose, devido a baixa ou a ndo producdo de insulina.
Nestas condicdes, a glicose que deveria se deslocar para o compartimento intracelular,
atinge valores elevados no sangue e, em excesso, agrega-se a proteinas num processo
chamado glicacdo. Como consequéncia sdo formados os produtos finais de glicacédo
avancada (AGES, do inglés advanced glycation end products), caracterizados por um
complexo de aglcar e proteina, rigido. Nessa nova configuracdo a estrutura dessas
proteinas se altera comprometendo o desempenho eficiente de seus papéis no
organismo. A glicacdo esta na base de patologias vasculares tao frequentes em pacientes
diabéticos levando a diminui¢do da qualidade de vida e da longevidade (BARBOSA et

al., 2008). Na maioria dos casos 0 DMT1 aparece na infancia ou adolescéncia, podendo



surgir também em outras faixas etarias; no entanto, 0 processo de autodestruicdo das
células beta pancreéaticas se inicia meses antes do diagnostico clinico da doenca de
modo que cerca de 70% a 90% das celulas beta foram destruidas ap6s os primeiros
sintomas de hiperglicemia (RAZACK & WHERRETT, 2005).

O DMT?2 é desencadeado, na maioria das vezes, pela obesidade associada a pré-
disposicdo genética. Os casos estdo ligados ao estilo de vida, como alimentacéo
inadequada, sobrepeso, sedentarismo, etilismo, tabagismo e ao historico familiar. O
principal fendmeno fisiopatologico é a resisténcia celular a acdo da insulina, o que
diminui a captacao de glicose nos tecidos, embora possa haver também insuficiéncia de
insulina. No inicio da doenca, os valores de glicemia podem estar dentro de faixas de
normalidade, porém ja ocorre hiperinsulinemia compensatéria, situacdo esta que pode
durar meses ou anos (OLOKOBA et al., 2012).

O DMT2 é o tipo mais comum e corresponde a 90% dos casos, sendo que cerca
de 50% dos portadores desconhecem sua condicao, justamente pela pequena intensidade
de sintomas que manifestam inicialmente. As complicacbes podem demorar de trés a
cinco anos para serem notadas (LIN & SUN, 2010; OLOKOBA et al., 2012).

Quando ndo controlada, a doenca promove uma série de alteracdes entre elas as
vasculares e as autondmicas. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o
diabetes esta associado a complicacdes agudas, como a cetoacidose diabética, em
situacBes de extrema deficiéncia da acdo insulinica, e a complicacGes tardias, que
acometem olhos, rins, nervos, coracdo e vasos sanguineos, que sdo frequentemente
incapacitantes para a vida ou causam invalidez. As complicagdes cronicas do diabetes
podem ser divididas em: doencas microvasculares e doencas macrovasculares (ADA,
2014; SBD, 2015). As complicagcdes microvasculares sdo aquelas que causam danos aos

pequenos vasos sanguineos como a retinopatia, nefropatia e neuropatia diabética. As



complicacdes macrovasculares incluem a aterosclerose, doenca arterial periférica,
doenca carotidea e doenca arterial coronariana (VAN DE WEIJER et al., 2011). Como
consequéncia, pessoas diabéticas sdo mais propensas a sofrer infarto do miocardio e

acidente vascular cerebral (MARTIN-TIMON et al., 2014).

1.2 — Epidemiologia

O diabetes é uma doenca silenciosa e afeta cerca de 382 milhdes de pessoas em
todo o mundo, de acordo com dados da Federacdo Internacional de Diabetes (FID). A
estimativa € de que, até 2035 esse numero aumente para 592 milhdes, caso nao forem
tomadas providéncias para modificar a trajetoria da doenca.

Hoje, o diabetes afeta 8,3% da populacdo adulta mundial. O Brasil encontra-se
em quinto lugar, cerca de 12 milhGes de casos. Estimativas apontam que, até 2035,
serdo 38,5 milhdes de diabéticos na América Latina (atualmente sdo 24,1 milhdes), o
que significa 9% da populacdo adulta, sendo que em 46% dos casos 0s pacientes

desconhecem serem portadores da doenca (FID, 2013).

1.3 — Cardiomiopatia Diabética

O impacto da doenca é grave e os pacientes ttm um aumento do risco de
desenvolver insuficiéncia cardiaca (IC) na auséncia de hipertensdo e doenca
coronariana, no que se convencionou chamar de cardiomiopatia diabética (CD). A CD
caracteriza-se por hipertrofia, necrose, apoptose e aumento do tecido intersticial
miocardico (BOUDINA & ABEL, 2007). Acredita-se que a CD seja decorrente de

anormalidades metabolicas como hiperlipidemia, hiperinsulemia e hiperglicemia, e de



alteracdes do metabolismo cardiaco. Tais alteracGes relacionadas com a diminuicéo da
contratilidade miocardica podem causar aumento do estresse oxidativo, fibrose
intersticial, perda celular, comprometimento do transito intracelular de ions, producao
aumentada do sistema renina-angiotensina e piora na homeostase do calcio. No
momento em que surgem 0s sinais e sintomas de insuficiéncia cardiaca, observa-se
disfuncéo diastolica (presente em 37% dos pacientes diabéticos), que pode evoluir para
uma disfuncdo sistdlica, sendo que o comprometimento da funcdo sistdlica,
habitualmente, é tardio e associado a um pior prognéstico (BOUDINA & ABEL, 2007;
KHAVANDI et al., 2009).

Muitos mecanismos foram propostos para explicar o desenvolvimento da
cardiomiopatia diabética, mas provavelmente sdo as permutacdes gendmicas
manifestadas por alteracdes celulares, estruturais e funcionais, promovidas pelo meio
hiperglicémico e hiperlipidémico em que estd inserido o coracdo diabético € que
culminam no desenvolvimento desta cardiomiopatia (KHAVANDI et al., 2009). Grande
namero de estudos experimentais tem associado a disfuncéo diastdlica ao aumento do
volume de colageno no tecido cardiaco (JALIL et al., 1989). Varios estudos tentam
identificar os mecanismos envolvidos na instalacdo desta cardiomiopatia na tentativa de
favorecer intervencdes que resultem no impedimento ou reducdo de sua progressdo

(OKOSHI et al., 2007).

1.4 — Controle Autondmico

O controle autondmico também se altera com o diabetes. Sabe-se que a

regulacdo neural cardiaca pela integracdo da atividade do sistema nervoso simpatico e

parassimpatico € responsavel pela manutencdo da funcdo cardiaca normal. E para que



haja o controle da homeostase cardiovascular é necessaria a atuacdo dos reflexos
originados pelos pressorreceptores arteriais (barorreflexo), cardiopulmonares e por sua
integracdo central (MANCIA et al., 1994).

A avaliacdo da sensibilidade dos pressorreceptores (barorreflexo) e a analise das
variabilidades da frequéncia cardiaca e da presséo arterial sdo excelentes medidas de
funcdo autonémica (IRIGOYEN et al., 2004).

Os pressorreceptores arteriais sdo mecanorreceptores sensiveis as deformacdes
da parede vascular responsaveis pelo controle da pressao arterial (PA) em curto prazo,
ou seja, momento a momento (IRIGOYEN et al., 2003). Além do controle reflexo da
atividade autondmica, 0s pressorreceptores também exercem controle tdnico sobre a
atividade simpatica (inibicdo) e parassimpatica (estimulacdo). Quando sua funcéo esta
comprometida, podem ocorrer alteraces primarias de outros mecanismos de controle
da funcdo cardiovascular, por falta de modulacdo adequada da atividade simpatica e
parassimpatica (IRIGOYEN et al., 1995).

Outra forma de avaliar o controle autonémico sobre o aparelho cardiovascular €
0 estudo da variabilidade da frequéncia cardiaca (FC) (JOAQUIM et al., 2005). Os
estudos mostram que irregularidades nas variabilidades da PA e da FC significam
algum tipo de anormalidade, e que a diminuicdo da variabilidade da FC é um marcador

de mau prognostico (RIBEIRO & MORAES, 2005).

1.5. — Modelos experimentais de diabetes

A estreptozotocina (STZ) é um agente quimioterapico, utilizado no tratamento

de tumores carcinoides e enddcrinos do pancreas. Atua por meio da diminuic¢do da acdo

da adenina-nicotinamida das células beta-pancreaticas, inibindo a sintese de DNA,



consequentemente blogueando de forma irreversivel a producédo de insulina, causando
grave hiperglicemia, induzindo o DM em animais, semelhante ao DM tipo 1 em
humanos (MASIELLO et al., 1998).

Ratos diabeéticos induzidos por STZ e néo tratados com insulina, apresentam as
mesmas alteracdes observadas em humanos como: hiperglicemia, polidipsia, poliuria,
perda de peso, polifagia, cardiomiopatia e neuropatia diabética (JUNOD et al., 1969). O
comprometimento do sistema nervoso autbnomo pode levar a varias alteracOes
funcionais particularmente observaveis no sistema cardiovascular (DE ANGELIS et al.,
2002). Os animais nestas condicOes apresentam bradicardia apos a administracdo de
STZ, queda da PA, reducdo da variabilidade da FC, alteracdes na frequéncia cardiaca
intrinseca, no ténus vagal e no controle reflexo cardiovascular (barorreflexo e
quimiorreflexo) (DE ANGELIS et al., 2002; FARAH et al., 2007). Essas alteracdes
podem estar ainda relacionadas as mudancas desfavoraveis na estrutura tecidual
cardiaca e na funcdo ventricular observada em ratos diabéticos (DE ANGELIS et al.,
2000).

A STZ pode ser associada a administracdo prévia de nicotinamida. Assim, 0s
animais apresentam-se menos debilitados mantendo, porém, todas as caracteristicas do
diabetes encontradas no modelo tradicional. A nicotinamida é uma vitamina do
complexo B hidrossoltuvel cujos derivados (NAD+, NAH, NADP+ e NADPH)
desempenham importante papel no metabolismo energético celular e na reparacdo do
DNA. Outras func¢Bes da nicotinamida incluem a remocdo de substéncias toxicas do
organismo e auxiliar a producdo de hormdnios esterodides pelas glandulas supra-renais

(SZKUDELSKI, 2012).



1.6 — Glicosaminoglicanos e Proteoglicanos

Os glicosaminoglicanos (GAGSs) sdo polimeros lineares longos, nédo flexiveis,
ndo ramificados, e ttm como base unidades dissacaridicas repetidas, sendo que um dos
acucares sempre € um actcar aminado (N-acetilglicosamina ou Nacetilgalactosamina), e
0 segundo acucar é normalmente um &cido urénico (glicurdnico ou idurbnico). Séo
classificados em cinco tipos: acido hialurénico, condroitim, dermatan, heparam e
queratam, de acordo com o tipo de agucar, com o tipo de ligacdo glicosidica, numero e
localizagdo dos grupos sulfatos.

Todos os glicosaminoglicanos (com excecdo do &cido hialurdnico) fazem
ligacGes covalentes com proteinas, formando uma grande diversidade de proteoglicanos
que podem ser localizados na matriz extracelular intersticial, nas laminas basais em
regibes pericelulares, inseridos na membrana plasméatica ou mesmo em situacdo
intracitoplasmatica (COUCHMAN & PATAKI, 2012).

A porcdo proteica dos proteoglicanos € sintetizada pelos ribossomas no reticulo
endoplasmatico granular. A ligacdo com cadeias de GAGs € efetuada no Golgi em
etapas que envolvem a atividade de varias enzimas. Apds a sintese, o PG é transportado
em vesiculas secretoras e enderecado para membrana celular ou matriz extracelular
(PRYDZ & DALEN, 2000).

Os proteoglicanos exercem varias fungdes, sendo que a mais conhecida € sua
capacidade de fornecer resiliéncia aos tecidos, acomodando forcas compressivas e
preenchendo espacos; devido a sua carga i6nica negativa tem capacidade de adsorver as
moléculas de &gua da matriz extracelular; assim sendo, o0s proteoglicanos sdo 0s
principais responsaveis pela manutencéo do turgor tecidual regulando a permeabilidade

do tecido conjuntivo (PERRIMON & BERNFIELD, 2001; OZZO, 1998). A



importancia funcional dos proteoglicanos vai além desse papel estrutural, uma vez que,
tanto a porcdo proteica como os GAGSs, interagem com numerosos fatores de
crescimento, citocinas, receptores de membrana de diversas células e outros elementos
da matriz extracelular, regulando processos de sinalizacdo celular, proliferacéo,
migracao, diferenciacdo, apoptose e adesdo (WU et al., 2005). No entanto, o foco desse
trabalho estd em duas familias de proteoglicanos associados a membrana celular:
sindecan e glipican.

Sindecan e glipican sdo proteoglicanos que participam do glicocalix (estrato de
acucares que recobre a superficie celular), ancorando-se diretamente a membrana
plasmatica. Os sindecans sdo moléculas transmembrana que se ligam, por um lado, ao
citoesqueleto e, pelo outro, aos elementos da matriz extracelular. J& os glipicans estdo
ancorados a membrana por sua ligacdo com o glicosilfosfatidilinositol (GPI). Tanto no
sindecan como no glipican, as moléculas de GAG sdo heparan-sulfato; assim, séo
conhecidos como "proteo-heparans de membrana" (HSPG), diferenciando-os do
perlecan, que é o proteo-heparan da matriz extracelular, presente nas ldminas basais.

Em estudo realizado em ratos diabéticos induzidos por STZ, observou-se um
aumento na concentracdo de sindecan-4 e glipican-1, em tecido cardiaco. Esta alteracédo
foi acompanhada por disfuncdo diastolica, evento inicial da cardiomiopatia diabética,
caracterizada por alteracbes no pico da velocidade no inicio da diastole e tempo de
relaxamento isovolumétrico, observados através do ecocardiograma (STRUNZ et al.,

2011).
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1.7 — Fator de crescimento fibroblastico 2 (FGF2)

Os dados da literatura sugerem que o FGF2 é um mediador importante da
hipertrofia cardiaca (PELLIEUX et al., 2001). Os proteoglicanos de membrana celular
tem capacidade de reter o FGF2 adsorvido nas proximidades da superficie celular,
através de interacdo de baixa afinidade.

No entanto, apds estimulo adequado, o FGF2 ativa receptores celulares de alta
afinidade, provavelmente o FGFR1, que predominam nos cardiomidécitos.

Sabe-se que a ligacdo FGF2 com o receptor FGFR1 é capaz de promover o
remodelamento celular, estimulando a proliferacdo celular e ativando fatores de
transcricdo que regulam genes relacionados a hipertrofia miocardica (KARDAMI et al.,

2004; ITOH & OHTA, 2013).

1.8 — Resveratrol

A sociedade moderna busca, cada vez mais, 0 consumo de alimentos que possam
tratar e prevenir doencas, bem como aumentar a longevidade. Diversos produtos podem
afetar processos bioldgicos relacionados a DCV; dentre eles, destacam-se os chamados
“alimentos funcionais” que sdo definidos como produtos que contem alguma substancia
biologicamente ativa cuja ingestdo pode levar a reducdo do risco de doengas.
Destacam-se aqui 0s alimentos ricos em compostos oxidantes com acdo benéfica a
salide ja comprovada como € o caso do resveratrol (SAUTTER et al., 2005).

O resveratrol (RSV, 3,5,4'-trihydroxystilbene) é um polifenol presente em uvas

de casca escura e, consequentemente, em vinhos tintos. Popularizou-se pela observagéo
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da baixa morbidade cardiovascular da populacdo mediterranea associada ao habito de
beber vinho tinto de forma moderada, criando-se assim 0 “paradoxo francés”.

O RSV age como inibidor da agregacdo plaquetaria e coagulacdo e também
apresenta acdo anti-inflamatdria, regula o metabolismo lipoproteico e age como
quimiopreventivo (DEPAK & MAULIK, 2006; SAUTTER et al., 2005).

As pesquisas mostram que o resveratrol é capaz de inibir a agregacéo plaquetaria
em pacientes resistentes a aspirina, 0 que poderia eventualmente contribuir para o seu
papel cardioprotetor.

O efeito protetor do resveratrol sobre células endoteliais na reducéo da atividade
trombogénica, com a consequente diminuicdo da agregacdo plaquetéaria, foi demostrado
por diversos estudos (BERTELLI et al., 1995; STEF et al., 2006; WANG et al., 2002;
LAGOUGE et al., 2006; CHEN et al., 2007).

Além disso, 0 RSV exerce acdo antioxidante por meio do aumento da sintese de
oxido nitrico, da inibicdo da peroxidacdo lipidica, da retirada de radicais hidroxil e
peroxil da circulacdo e por sua similaridade quimica com o estrogénio (DEPAK &
MAULIK, 2006; LABINSKYY et al., 2006).

Especificamente no sistema cardiovascular, hd evidéncias que o resveratrol
confere protecdo contra lesdes de reperfusdo do miocardio isquémico, diminui a
formacdo de placas aterosclerticas e atenua a arritmia ventricular além de inibir a
apoptose dos cardiomaocitos (DAS & MAULIK, 2006; DAS & DAS, 2007).

Estudos mostram que o consumo de polifendis limita o desenvolvimento de
lesBes ateromatosas por inibir a oxida¢do do LDL, que é considerado mecanismo chave
em lesdes endoteliais que ocorrem na aterosclerose (D’ARCHIVIO et al., 2007).

O RSV apresenta efeito anti-inflamatdrio, associado a diminui¢do da quantidade

de citocinas em células vasculares e de moléculas de adesdo, tais como sICAM-1
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molécula de adesdo intracelular soltvel-1, sE-Selectina, molécula de adesdo leucdcito
endotélio-1, molécula de adesdo da célula vascular-1 (PENDURTHI et al., 1999; OAK
et al., 2005; LABINSKYY et al., 2006).

Em modelos animais de obesidade e diabetes tipo 2, 0 RSV atenuou a resisténcia
a insulina através da translocacdo do GLUT 4 e aumentou o tempo de vida dos animais
diabéticos (LAGOUGE et al., 2006).

Experimentos realizados em camundongos mostraram que o tratamento com
RSV elevou a capacidade aerdbica constatada por meio do aumento do tempo de corrida
e do consumo de oxigénio nas fibras musculares. Seu efeito esta associado a inducao da
expressdo de genes da fosforilagdo oxidativa e biogénese mitocondrial. Mais ainda, o
RSV protegeu os camundongos da obesidade e da resisténcia a insulina induzidas
experimentalmente pela dieta (PICARD et al., 2004; BAUR et al., 2006; LAGOUGE et
al., 2006).

Baur e col. (2006) mostraram que a administracdo de RVS reverteu as alteracfes
metabdlicas de camundongos consumidores de dieta altamente calérica para um padrdo
parecido com o de camundongos consumidores de dieta normal. Esta modulacdo
envolveu processos como aumento da sensibilidade a insulina, reducdo do fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), aumento da proteina quinase ativada por
adenosina monofosfato ciclico (CAMP), da atividade da PGCl-alfa, do nimero de
mitocondrias e melhora da funcéo motora.

Estudos experimentais em ratos com diabetes por inducdo por STZ mostraram
acoes hipoglicemicas e hipolipemiantes do RSV (VESSAL et al., 2003; SU et al.,
2006). Além disso, o0 RSV também promoveu a melhora da funcdo cardiaca nestes

animais (SULAIMAN et al., 2010; YAR et al., 2011).
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Qin e col. (2012) associaram a sindrome metabdlica provocada em
camundongos submetidos a uma dieta rica em acgucar e gordura ao desenvolvimento da
hipertrofia ventricular esquerda precedida de disfuncao diastdlica. No entanto, no grupo
de animais que recebeu RSV, ndo foram observadas disfuncdo diastdlica e hipertrofia
ventricular esquerda. Este efeito pode ser atribuido a diversos mecanismos, dentre eles,

a reducao do estresse oxidativo e a melhora da resisténcia a insulina (QIN et al., 2012).



HIPOTESE E OBJETIVOS
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2 - HIPOTESE E OBJETIVOS

Considerando-se que: 1) as evidéncias que mostram os efeitos benéficos da
adminstracdo de RSV sobre afeccBes cardiovasculares de diferentes etiologias, e 2)
ratos induzidos ao diabetes mellitus por STZ apresentam disfuncdo hemodindmica
associadas a hipertrofia cardiaca, fibrose miocardica e modificagdo dos proteoglicanos
de membrana, estabeleceu-se a hipdtese de que a administracdo de RSV poderia ter um

efeito protetor para 0 miocardio de animais diabéticos.

Os objetivos desse estudo foram avaliar o efeito do resveratrol em modelo

experimental de DM induzido por estreptozotocina sobre 0s seguintes parametros:

— Alteracbes metabolicas (peso corporal, glicemia, triglicérides, insulina e resisténcia a

insulina);

— Hemodinamicas e autondmicas (pressdo arterial, frequéncia cardiaca, sensibilidade
dos pressorreceptores, controle autonémico, variabilidade da frequéncia cardiaca e da

pressdo arterial);

— Morfofuncionais cardiacas (funcéo diastdlica e sistélica);

— Na quantidade de proteoglicanos de membrana (sindecan 4 e glipican 1) nos

cardiomiocitos.

— Na expressdo de FGF2.

— Na quantidade de colageno fibrilar no miocardio.



MATERIAIS E METODOS
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3 - MATERIAIS E METODOS

Este projeto foi realizado em conformidade com os procedimentos ARRIVE
para experimento animal (KILKENNY et al., 2010) e aprovado pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina

da Universidade de Sdo Paulo (FMUSP) conforme o parecer 338/12.

3.1 — Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) variedade Wistar machos, de doze
semanas, pesando entre 300g e 3509, provenientes do centro de bioterismo da FMUSP,
alocados no Biotério da Divisdo de Experimentacdo do Instituto do Coracdo (InCor /
HC FMUSP), em ambiente com temperatura controlada (22°C — 24°C) e ciclo de 12
horas claro/escuro).

Agua potavel e comida oferecida de modo irrestrito, com dieta industrial
normoproteica (12% de proteinas). A acomodacdo foi de até quatro animais por caixa
no periodo de oito semanas e apOs 0s procedimentos cirurgicos os mesmos foram
mantidos em caixas individuais, totalizando nove semanas de estudo. Os animais eram
pesados semanalmente.

Os animais foram divididos em quatro grupos:

Grupo Controle (C) — composto por oito animais normais;

Grupo Controle + Resveratrol (CR) — composto por oito animais normais submetidos
a administracdo de resveratrol;

GRUPO Diabetes (D) — composto por oito animais com indugéo de diabetes por STZ +

Nicotinamida;
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GRUPO Diabetes + Resveratrol (DR) — composto por oito animais com inducdo de

diabetes por STZ + Nicotinamida e submetidos a administracdo de resveratrol.

3.2 — Sequéncia Experimental

Ratos Wistar machos

2

Inicial Avaliagio inicial
= Pesagem * Glicemia = Triglicérides
» Coleta de sangue (retro-orbital) para dosagem de insulina
Semana‘ Indugio do diabetes por STZ + NICO
C n=16 D n=16
Semana3 Inicio da administragdo de Resveratrol
C n=8 CR n=8 D n=8 DR n=8
Semana9 Ecocardiografia
Canulagao arterial
Avaliagao final
= Glicemia = Triglicérides
« 1T « indice de Lee
= Avaliagdes hemodindmicas e autondmicas;
= Pesagem
= Coleta de sangue retro orbital para dosagem de insulina
Final da Eutanasia
Semana9

Coleta do coragéo para avaliagdo histoldgica de colageno,
sindecan, glipican e FGF2.

Figura 1. Sequéncia Experimental
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3.3 — Inducéo ao diabetes experimental

Para a inducdo do diabetes os animais foram mantidos em jejum por 6 horas
previamente a injecdo intraperitonial (i.p.) de 100mg/kg de nicotinamida diluida em
solucéo de cloreto de sodio 0,9%. Apo6s 15 minutos, os animais foram anestesiados com
gas isoflurano na concentracdo de 1ml/ml a 2,5% (Cristalia, Sdo Paulo) e, pela veia
caudal, receberam uma injecdo de 50mg/Kg de STZ dissolvida em tampéo citrato 0,01
M, pH 4,5 (Sigma Chemical Company, St Louis, MO, EUA). Os animais dos grupos
controles receberam injecdo i.p. de solucdo de cloreto de sodio 0,9%, substituindo a

nicotinamida e injecdo do tampao citrato substituindo a STZ. (Figura 2).

Figura 2. llustragdo mostrando o procedimento de injecdo caudal da solugdo de estreptozotocina para
indugdo do diabetes do rato.

Apos 15 dias de inducdo, foram considerados diabéticos os ratos com glicemia

de jejum igual ou superior a 180mg/dL.
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3.4 — Administracao do resveratrol

O RSV foi diluido em etanol (recomendacdo do fabricante) na concentragédo
semelhante ao vinho (12%). A administracdo de 22,04mg de solucdo de RSV por quilo
foi feita, diariamente, a partir do inicio da 3% semana (15° dia) e ao longo de seis
semanas, através do procedimento de gavagem (Figura 3). Os animais controles (grupos
C e D) receberam apenas 12% de etanol diluido em &gua ultrapura (Milli-Q®).

A dose de RSV administrada ndo apresenta toxicidade em animais (COTTART

etal., 2010).

Figura 3 — Fotografia ilustrativa da administracdo da solucdo de Resveratrol por gavagem.

3.5 — Monitoramento dos niveis de glicose e triglicérides

A avaliacdo da glicose e dos triglicerideos foi realizada em gotas de sangue da
cauda utilizando-se dispositivos portateis (Accu-Chek e Accutrend GTC (Roche, IN,
EUA), respectivamente mostrados na Figura 4. Para cada coleta, os animais foram
submetidos a 4 horas de jejum (DE ANGELIS et al., 2000; DE ANGELIS LOBO

D'AVILA et al., 1999; MAEDA et al., 1995; SOUZA et al., 2007). As medidas foram
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realizadas antes da inducdo do diabetes e posteriormente, no 3°, 7° e 14° dia. Ap06s 0

14° dia as avaliacbes ocorreram semanalmente até o final do protocolo.

ACCU-CHEK®™
Performa

Figura 4. llustracdo dos aparelhos portateis utilizados para analises das concentragGes
plasmaticas de triglicerideos e glicose.

3.6 — Coleta de sangue retro-orbital para dosagem de insulina

Os animais foram submetidos a coleta de sangue através do sinus retro orbital
(NEVES et. al., 2013), no inicio e no final do protocolo.

Os animais foram anestesiados com gés isoflurano na concentracdo de 1ml/ml a
2,5% (Cristalia, Sdo Paulo) e um tubo capilar foi introduzido lentamente sob o globo
ocular. Durante a entrada movimentos giratorios foram feitos até que o sangue fluisse
pelo tubo. Foi coletado um total de 2ml de sangue por animal em tubo seco. O soro foi
obtido por centrifugacdo do sangue total por 15 minutos a 3000 rpm, 4°C, e armazenado
a -80°C para posteriores analises.

A insulina foi determinada por ensaio imunoenzimatico (ELISA), utilizando-se
kit comercial para analise de insulina em ratos da marca Mercodia (Uppsala, Suécia). O

método baseia-se na técnica direta de sanduiche no qual, durante a incubacdo a insulina
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da amostra reage com o anticorpo anti-insulina, conjugado com peroxidase e com um
anticorpo anti-insulina, presente na placa.

Pela lavagem das placas com solucédo salina fosfatada (PBS-Tween 0,1%), o
anticorpo que ndo se ligou a insulina é eliminado, enquanto, o anticorpo conjugado com
a peroxidase, ligado a insulina, ¢ detectado pela reacdo 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina. A
reacdo € interrompida com a adicdo de um acido (H,SQO,), produzindo um composto
roseo avermelhado detectado, por absorbancia, em um leitor de placas a 450nm (Asys
Hitech).

As concentracdes de insulina foram calculadas a partir de curvas padrdo e 0s

resultados expressos em mg/dL.

3.7 — Ecocardiografia

A ecocardiografia de alta resolucdo foi realizada ap6s o término da
administracdo do resveratrol. Trés ciclos cardiacos representativos foram analisados e a
média foi calculada para cada medi¢do. Todas as medidas foram obtidas de acordo com
as recomendaces da Sociedade Americana de Ecocardiografia (BILATE et al., 2003).

Utilizou-se o aparelho Sequoia 512 (Acuson, Mountain View, CA) equipado
com um transdutor linear 13-MHz (SALEMI et al., 2005). Os animais foram
anestesiados (i.p.) com 50mg/Kg de cloridrato de quetamina (Ketalar, Parke-Davis) e
12mg/Kg de cloridrato de xilazina (Rompum, Bayer).

O didmetro sistolico (LVSIS) e diastolico final do ventricular esquerdo
(LVDIA), e a espessura da parede posterior (PWT), ambos em diastole, foram medidos
ao nivel dos musculos papilares no eixo curto, usando uma imagem 2-D M-mode

guiada (PIRES et al., 2003).
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A fracdo de encurtamento foi calculada a partir de imagens em modo-M
(BILATE et al., 2003).

A massa do ventriculo esquerdo (VE) foi calculada a partir de imagens em
modo-M, usando a formula do cubo nédo corrigida, assumindo uma geometria esférica
do ventriculo esquerdo (SALEMI et al., 2005). O indice de massa VE, foi determinado,
como a razdo da massa do VE em gramas pelo peso corporal em gramas.

A velocidade de pico precoce (E) e tardio de enchimento (A), a relacdo E / A, 0
tempo de desaceleracdo da onda E (DT), e o tempo de relaxamento isovolumétrico
(TRIV) foram obtidos a partir das gravacdes do fluxo mitral (SALEMI et al., 2005). DT

e TRIV foram obtidos quando as ondas E e A ndo estavam fundidas.

3.8 — Indice de massa corpdrea (indice de Lee)

Durante a anestesia para 0 ecocardiograma o0s animais foram pesados e o
comprimento naso-anal (CNA) foi medido. A partir destes dados, calculou-se 0 um
indice de massa corporea (indice de Lee) de cada animal. O resultado que é obtido pela

razdo da raiz cubica do peso corporal (em gramas) sobre o CNA (em

centimetros), 222 10 (NOVELLI et al., 2007).

3.9 — Cirurgia de canulacéo
Para os procedimentos cirurgicos, os animais foram anestesiados com gas

isoflurano na concentracdo de 1ml/ml a 2,5% (Cristalia, Br), e colocados em decubito

dorsal para a realizagdo de uma pequena incisdo na regido inguinal por onde foram
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implantados cateteres, confeccionados com tubos de Micro-Renathane (MRE-025 com
diametro externo de 0,61mm e diametro interno de 0,28mm, Braintree Scientific) e
Policloreto de Vinila (Abbott), equivalente ao polietileno PE50, esticados em ar quente,
preenchidos com soro fisioldgico e ocluidos com pinos de aco inoxidavel. Os cateteres
foram posicionados no interior da artéria e veia femorais para registro da PA, FC e
administracao de drogas, respectivamente (Figura 5).

Ap0s o implante, os catéteres foram exteriorizados no dorso do animal na regido
cervical e fixados com fio de algodao na pele (FLUES et al., 2010; SOUZA et al., 2007;
IRIGOYEN et al.,, 2005; DE ANGELIS LOBO D'AVILA et al., 1999). Todos os
procedimentos cirurgicos foram realizados em condicGes assepticas, sob visdo de um

microscopio cirdrgico (DF Vasconcelos modelo MCM 5, Sdo Paulo).

Catéter passado
subcutdneo para a regido
dorsal do pescoco

Catéter inserido na
artéria femoral

N Area do adbémen

Ligadura do

Feixe vdsculo-
nervoso

Veia femoral
esquerda

esquerdo

Figura 5. llustragdo da canulagdo: a esquerda: posicdo andtomo-cirdrgica da canulacdo; ao centro e a direita estéo

representadas etapas do procedimento de canulagdo.

Ao término da cirurgia, 0s animais receberam uma injecao intramuscular de

10°U/Kg penicilina G (Benzetacil, Fontoura-Wyeth) e analgésico (0,35g/kg de Dipirona
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Sodica). Os cuidados pds-operatorios foram baseados na descricdo (LILES &

FLECKNELL, 1992).

3.10 — Registros da Pressao Arterial e Frequéncia Cardiaca de Repouso

Os registros foram realizados 24h apés a canulagdo com os animais acordados.
Para a realizacdo das avaliacbes hemodindmicas sistémicas, a canula arterial foi
conectada a uma extensdo de 20 cm (PE-50), permitindo livre movimentacdo do animal
pela caixa, durante todo o periodo do experimento. Esta extensdo foi conectada a um
transdutor eletromagnético (Kent Instruments, EUA) que, por sua vez, estava conectado
a um pré-amplificador (Stemtech, EUA) (Figura 6).

Sinais de pressao arterial foram gravados durante um periodo de 30 minutos em
um microcomputador equipado com um sistema de aquisicdo de dados (Windag,
DATAQ Instruments, Akron, OH, EUA), permitindo analise dos pulsos de pressao,
batimento-a-batimento, com uma frequéncia de amostragem de 2000 Hz por canal, para
estudo dos valores de pressédo arterial sistolica (PAS), pressdo arterial diastolica (PAD),
pressdo arterial media (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). Os valores de frequéncia

cardiaca foram derivados do sinal pulsatil da presséo arterial.
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Figura 6. Sistema de registro de pressdo arterial e conexao entre a canula e o transdutor eletromagnético.

3.11 — Sensibilidade dos Pressorreceptores

Apdbs o registro basal, uma extensdo de aproximadamente 20 cm (PE10) foi
conectada na canula venosa para possibilitar a injecdo de drogas vasoativas. A
sensibilidade dos pressorreceptores foi testada através da infusdo de doses crescentes de
fenilefrina e de nitroprussiato de sddio (Sigma Chemical Company).

Para avaliacdo da sensibilidade dos pressorreceptores, 0 pico maximo ou minimo
da PAM foi subtraido dos valores de PAM do periodo controle. Da mesma forma, a
variagdo maxima da FC foi subtraida dos valores de FC do periodo controle,
imediatamente antes da infusdo das drogas, para posterior quantificacdo das respostas.
A sensibilidade barorreflexa foi avaliada pelo indice calculado através divisdo da
variacdo da FC pela variacdo da PAM (DE ANGELIS, K. L. et al., 1997; DE ANGELIS
LOBO D'AVILA et al., 1999; IRIGOYEN et al., 2005). As drogas foram injetadas
randomicamente entre os animais, iniciando-se com um ou outro farmaco.

A fenilefrina, um potente estimulador al cuja agdo predominante ocorre nas

arteriolas periféricas causando vasoconstricdo, foi usada para provocar aumento da
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pressdo arterial. Esse aumento da pressdo arterial € seguido de bradicardia reflexa
comandada pelos pressorreceptores. O nitroprussiato de sodio, um potente vasodilatador
tanto de arteriolas como de veias, foi usado para provocar queda da pressao arterial. Sua
acdo ocorre por meio da ativagdo da guanilato ciclase e aumento da sintese de 3°,5’-
guanosina monofosfato (GMP ciclico) na musculatura lisa de vasos e outros tecidos.
Essa queda é seguida por uma resposta taquicardica reflexa comandada pelos

pressorreceptores (Figura 7).

250.00
Fenilefrina

104.79
mmHg tra dFC

PA e FC basais

0.00

250.00
Nitroprussiato de Sédio

104.58

mmHg | Q
PA e FC basais Q

{PA $FC

Figura 7. Registro da pressao arterial e frequéncia cardiaca antes e ap6s a administracdo de drogas
vasoativas.

Para a fenilefrina foram utilizadas as doses 0,5, 1, 2, 4, 8 pug/ml ¢ para o
nitroprussiato de sédio foram 5, 10, 20, 40, 80 pug/ml. Quando a PA ndo apresentava
uma diferenca de 40mmHg entre o repouso e o efeito maximo da droga eram aplicadas

doses de 16 pg/ml para fenilefrina ¢ 100 pg/ml para nitroprussiato de sodio.
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3.12 — Avaliacdo da modulacéo autonémica cardiovascular no dominio do tempo e da

frequéncia (analise espectral)

A partir do registro basal dos animais acordados, foi possivel utilizar a
ferramenta de analise tempo-frequéncia da variabilidade da presséo arterial (VPAS) e da
variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC). Os parametros para analise no dominio do
tempo consistiram em calcular os valores médios da PAS e FC, sendo as suas
variabilidades quantificadas pela média dos desvios padrdo. A analise no dominio da
frequéncia constituiu da decomposicdo do sistograma pela Transformada Rapida de
Fourier. Apds esse remodelamento matematico, foram obtidas as poténcias absolutas da
banda de baixa frequéncia (BF, 0,15-0,75 Hz) (SOARES et al., 2004). A variabilidade
do intervalo de pulso (VIP) foi obtida pela analise do tacograma a partir do registro da
PAS, onde a frequéncia dos batimentos foi determinada pelo intervalo entre dois picos
sistolicos.

Para analise da VIP e VPA no dominio da frequéncia, as séries temporais foram
armazenadas em forma de texto para posterior analise pelo programa Cardioseries 2.4
utilizando-se da transformada répida de Fourier (FFT) para decomposicdo dos sinais de
onda em espectros de poténcia.

Para essa analise foram utilizados registros estaveis de 30 minutos de duracédo e
com frequéncia de amostragem de 2000 Hz. Além do componente de baixa frequéncia,
outro componente foi obtido na analise espectral: alta frequéncia (AF, 0,75-3,0 Hz). O
componente BF é usado como um indice da atividade simpéatica. O componente AF é
usado como um indice da atividade parassimpética. A relagdo BF/AF indica o balango

simpato-vagal (PAGANI et al., 1988; PAGANI et al., 1989).
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3.13 — Avaliacdo de Resisténcia a Insulina (ITT)

Passadas 24 horas ap0s 0s registros, os animais foram mantidos em jejum por 2
horas e anestesiados com pentobarbital sodico [10mg/Kg] para avaliacdo da resisténcia
a insulina.

Os animais receberam uma injecdo endovenosa 0,75U/kg de insulina. Nos
tempos 0, 4, 8, 12 e 16 minutos apds a injecdo de insulina, a glicose plasmatica foi
medida a partir de amostras de sangue obtidas da veia caudal utilizando-se do
glicosimetro portatil (Accucheck, Roche). Os valores de glicemia dos minutos 4 a 16
foram usados para calcular a constante de queda da glicose sanguinea (KITT)

(BONORA et al., 1989).

3.14 — Eutanésia e processamento do coragao

Ao final dos experimentos, os animais de todos os grupos foram submetidos a
eutanasia por decapitacdo em guilhotina. Seguimos a recomendacdo da Comissdo de
Etica da Universidade de Sao Paulo e dos Principios Eticos na Experimentacdo Animais
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), conforme a
Resolugdo do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV) n°® 714 de Junho de
2002. Néo utilizou-se protocolo anestésico para que ndo houvesse interferéncia nas
medidas realizadas.

Ap0s a decapitacédo, o coracdo foi imediatamente removido. Um fragmento do

ventriculo esquerdo foi destinado as analises histomorfométricas e o restante do orgao
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foi lavado em solucéo gelada 0,9% de Cloreto de Sédio (NaCl), pesados, congelados em
nitrogénio liquido e estocados a -80°C para futuras avaliagdes.

Amostras de tecido cardiaco de ratos de todos os grupos estudados foram fixadas
em formalina por 24 horas. A seguir, foram seguidos os procedimentos de rotina para
desidratacdo, diafanizacdo e inclusdo do tecido cardiaco em parafina. Usando-se o
microtomo, foram obtidos cortes histologicos de 4um de espessura apoiados sobre
laminas de vidro.

Os corpos dos animais foram acondicionados em sacos plasticos, devidamente
identificados e armazenados em freezer -20°C para posterior coleta pela Prefeitura do

Estado de Sao Paulo.

3.15 — Analise histomorfométrica: avaliacdo de Colageno fibrilar, Sindecan-4,

Glipican-1 e FGF2

Para andlise histoldgica de rotina, os cortes foram corados com Hematoxilina e
eosina.

Para o estudo do colageno fibrilar, os cortes histologicos foram desparafinados,
hidratados e corados durante uma hora em uma solu¢do 0,1% de Sirius Red (Sirius Red
F 3 B 200, Mobay Chemical Co. Union, New Jersey, EUA) em solu¢édo saturada aquosa
de acido picrico. Os cortes foram rapidamente lavados em &gua corrente e
contracorados com hematoxilina de Harris por 5 minutos. Com a coloracdo pelo
Picrossirius € possivel a identificagdo do colageno fibrilar que adquire uma intensa
coloracgéo vermelha quando analisado sob luz convencional.

Para as reacBes de imunoistoquimica, o0s cortes histoldgicos foram

desparafinizadas em 3 banhos e xilol e reidratadas em 3 banhos de alcool 100%, 2
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banhos de alcool 95% e 1 banho em alcool 70%. A recuperacdo dos sitios antigénicos
foi realizada em tampado citrato, ph = 6,0 por 2 minutos de pressdo a 121 psi na panela
tipo PASCAL (DAKO Cytomation, Carpinteria, USA). O bloqueio da peroxidase
enddgena foi realizado com 2 banhos de 20 minutos com perdxido de hidrogénio 6%,
em seguida os cortes foram mantidos por 30 minutos com CAS Block (Invitrogen; Life
Technologies, CA, EUA) em temperatura ambiente para suprimir as ligacdes proteicas
ndo especificas dos reagentes. Os anticorpos primarios foram mantidos por 2 horas a
26°C, diluidos em reagente especifico (Antibody Diluent Reagent Solution, Invitrogen -
Life Technologies, CA, EUA). Como anticorpo secundario foi utilizando o kit Picture
Max (Invitrogen; Life Technologies, CA, EUA), na diluicdo 1:30 para anti-Glipican,
1:75 para anti-Sindecan e 1:100 para anti-FGF2. A reagdo foi revelada com 3’-3’
diaminobenzidino tetracloreto (DAB; DAKO), resultando em um precipitado de cor
castanha nos locais com a presenca de antigeno. Os cortes foram contra corados com
hematoxilina de Harrys, em seguida as laminas foram montadas com meio de
montagem especifico e laminula de vidro. Controles positivos e negativos foram
tratados como descrito acima, mas 0s controles negativos receberam somente a solugéo
de diluicdo do anticorpo durante a incubag¢do com o anticorpo primario.

Os cortes histoldgicos corados com Picrossirius e 0s preparados resultantes da
imunoistoquimica foram "escaneados" pelo sistema Scancope (Aperio Technologies
Inc., Vista, CA, USA) e a avalicdo morfométrica das areas teciduais ocupadas tanto pelo
coldgeno como pela marcacdo imunoistoquimica foi realizada em 5 campos para cada
corte, com auxilio do programa de analise de imagem Spectrum (AperioTechonologies,
Inc.). Os resultados para a avaliagdo morfométrica estdo apresentados como mediana, e
amplitude inter-quartis (25% e 75%), dos animais controles (grupo C) a qual foi

atribuido o valor 1,00.
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3.16 — Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média ou mediana e
amplitude interquartil. O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a normalidade.
Os dados foram comparados por teste t de Student ou Mann-Whitney e andlise de
variancia (ANOVA) uma e duas vias, com post test Student Newman-Keuls. p<0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.



RESULTADQOS
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4 - RESULTADOS

Avaliacbes Metabolicas

4.1 — Peso corporal

A Tabela 1 mostra o peso corporal de todos 0s grupos estudados no inicio e final
do protocolo. No inicio, todos os grupos apresentavam pesos semelhantes. Ao final do
estudo, os grupos C e CR apresentaram ganho de peso em relacdo a avaliacdo inicial e
0s grupos diabéticos D e DR apresentaram peso corporal menor quando comparados aos

grupos controle (Figura 8).

Tabela 1 — Peso corporal dos grupos: controle (C, n=8), controle resveratrol (CR, n=8),
diabético (D, n=8), diabético resveratrol (DR, n=8) no inicio e no final do protocolo.

Peso () Inicial Final Delta

C 366 + 14,5 546 + 14,5% 180,0 + 12,47
CR 358,25+ 7,95 511,0+7,98% 152,7 + 0,25
D 320,62 + 10,13 340,0 £ 19,67*# 19,37 + 17,57
DR 359,25 + 15,72 349,37 + 26,18*# -9,87 £ 24,15

Dados representam média + EPM. * p<0,05 vs. C, # p<0,05 vs. CR, { p<0,05 vs. mesmo grupo no inicio.
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Figura8. 8A — Peso corporal dos grupos: controle (C, n=8), controle resveratrol (CR, n=8), diabético (D, n=8),
diabético resveratrol (DR, n=8). * p<0,05 vs. C, # p<0,05 vs. CR, { p<0,05 vs. inicial do mesmo grupo. 8B —
Curva de ganho de peso ao longo do protocolo mostra o ganho ascendente de peso dos grupos C e CR enquanto
0s grupos D e DR mostram-se com peso estavel.

4.2— indice de massa corpérea (indice de Lee)

Na Tabela 2 estdo mostrados os dados colhidos para o indice de Lee.

Tabela 2 — indice de Lee dos grupos: controle (C, n=8), controle resveratrol (CR, n=8),
diabético (D, n=8), diabético resveratrol (DR, n=8).

C CR D DR

Lee 0,317 + 0,002 0,318 + 0,003 0,298 + 0,002*# 0,294 + 0,006*#

Dados representam média + EPM.* p<0,05 vs. C, # p<0,05 vs. CR.

Na Figura 9 sdo apresentados os resultados do indice de Lee ao final do
protocolo dos grupos estudados onde foram observadas diferencas estatisticas entre 0s

grupos controles (C e CR) comparado aos grupos diabéticos (D e DR).
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Figura 9. indice de Lee dos grupos: controle (C, n=8), controle resveratrol (CR, n=8), diabético (D, n=8),
diabético resveratrol (DR, n=8).* p<0,05 vs. C, # p<0,05 vs. CR.

4.3 — Glicemia e Triglicerideos

A Tabela 3 mostra os resultados obtidos para as dosagens de glicose plasmética

e triglicerideos.

Tabela 3 — Glicemia, Triglicerideos dos grupos: controle (C, n=8), controle resveratrol
(CR, n=8), diabético (D, n=8), diabético resveratrol (DR, n=8) inicio e final do
protocolo.

Inicial Final
C 96 + 2,97 95,75 + 3,02
CR 97,5+3,0 93,63 +1,78
Glicemia (mg/dL)
D 346,9 £ 24,76%#  447,9 £ 35,07*#%
DR 390,3 +£31,73*#  485,0 £ 17,76*#%
C 90,43 +7,78 100,9 + 2,97
Triglicerideos (mg/dL) CR 98,57 £7,59 97,0 £6,93
D 86,0 + 5,08 131,3 + 9,48*#}
DR 97,14 + 7,57 129,20 £+ 11,02*#%

Dados representam média + EPM. * p<0,05 vs. C, # p<0,05 vs. CR, { p<0,05 vs. inicial do mesmo grupo.
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No inicio e final do protocolo os valores de glicemia estavam aumentados nos
grupos diabéticos (D e DR) em relacdo aos grupos controles (C e CR). Adicionalmente
ao final do protocolo, os grupos diabéticos apresentaram aumento da glicemia em

relacdo aos seus valores iniciais (Figura 10).

* #

Inicial Final

Figural0. Glicemia dos grupos: controle (C, n=8), controle resveratrol (CR, n=8), diabético (D, n=8), diabético
resveratrol (DR, n=8). * p<0,05 vs. CE, # p<0,05 vs. CR, { p<0,05 vs. inicial do mesmo grupo.

Os niveis de triglicerideos dos grupos C e CR permaneceram dentro da faixa de
normalidade durante todo o protocolo. Os animais dos grupos diabéticos (D e DR)
apresentaram aumento significativo dos niveis de triglicerideos ao final do estudo

guando comparado aos grupos controles e seus valores iniciais (Figura 11).
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Figura 11. Triglicerideos dos grupos: controle (C, n=8), controle resveratrol (CR, n=8), diabético (D,
n=8), diabético resveratrol (DR, n=8). * p<0,05 vs. C, # p<0,05 vs. CR, f p<0,05 vs. inicial do mesmo
grupo.
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4.4 — Dosagem de Insulina

A Tabela 4apresenta os valores de insulina de todos os grupos, dosada no inicio

(antes da inducéo do diabetes) e ao final do protocolo.

Tabela 4 — Dosagem de Insulina dos grupos: controle (C, n=8), controle resveratrol
(CR, n=8), diabético (D, n=8), diabético resveratrol (DR, n=8) inicio e final do
protocolo.

Inicial Final
C 0,20 £ 0,03 1,40+0,15 %
CR 0,28+0,1 0,90 £ 0,11 *}
Insulina (mg/dL) D 0,42 + 0,07 0,27 £ 0,06 *#
DR 0,29 £ 0,07 0,24 + 0,07 *#

Dados representam média + EPM. * p<0,05 vs. C, # p<0,05 vs. CR, i p<0,05 vs. inicial do mesmo
grupo.

Nédo foram observadas diferencas na concentracdo plasmatica de insulina dos
animais no inicio do protocolo. Entretanto, ao final do protocolo os grupos diabéticos
(D e DR) apresentaram reducéo de insulina em relacéo aos grupos controle (C e CR), 0s

quais apresentaram aumento em relacdo aos seus valores iniciais (Figura 12).
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Figura 12. Insulina dos grupos: controle (C, n=8), controle resveratrol (CR, n=8), diabético (D, n=8),
diabético resveratrol (DR, n=8). * p<0,05 vs. C, # p<0,05 vs. CR, } p<0,05 vs. inicial do mesmo grupo.
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4.5 — Teste de tolerancia a insulina (ITT)

Os resultados observados no teste de tolerancia a insulina realizados ao final do

protocolo estdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 — Constante de decaimento da glicose nos animais dos grupos controle (C
n=8), controle resveratrol (CR, n=8), diabético (D, n=7) e diabético resveratrol, no final
do protocolo (DR, n=8).

C CR D DR

KITT (%/min) 4,46 + 0,24 3,8+0,27 1,81 +0,17*# 2,56 + 0,21*#¥

Dados representam média + EPM. * p<0,05 vs. C, # p<0,05 vs. CR, ¥ p<0,05 vs. D.

Os animais dos grupos D e DR apresentaram menor KITT (constante de
decaimento da glicose) no teste de tolerancia a insulina quando comparados aos grupos
controle C e CR. Todavia, 0 grupo DR apresentou melhor sensibilidade a insulina que a

observada no grupo D (Figura 13).
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Figura 13. Teste de tolerancia a insulina (ITT) dos grupos: controle (C, n=8), controle resveratrol (CR,
n=8), diabético (D, n=8), diabético resveratrol (DR, n=8). Dados representam médias + EPM. * p<0,05
vs. C, # p<0,05 vs. CR; ¥ p<0,05 vs. D.
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Avaliacdes Ecocardiograficas

4.6 — Morfometria cardiaca

Na Tabela 6 sdo apresentados os parametros morfomeétricos do ventriculo esquerdo

dos grupos, C, CR, D e DR. N&o foram observadas diferencas estatisticas entre os

grupos para massa do VE, diametros, e espessura relativa da parede ao final do

protocolo.

Tabela 6- Parametros morfométricos do ventriculo esquerdo dos grupos: controle (C,
n=8), controle resveratrol (CR, n=8), diabético (D, n=8), diabético resveratrol (DR,

n=8) ao final do protocolo. ERP = espessura relativa da parede.

é;/sgff;izsg raficas c CR D DR

Massa VE (corrigida) 1,19+0,02 1,14+001 1,10+001 1,12+0,03
Diametro do VE Diastole 086+001 083+0,02 0,83+002 0,79+0,01
Diametro do VE Sistole 054+001 053+001 051+001 0,49+£0,02
ERP 031+001 0,31+001 030+001 0,32+0,01

Dados representam média + EPM.
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4.7 — Funcéo cardiaca

A avaliacdo da funcdo cardiaca é representada na Tabela 7.

Tabela 7 — Funcdo sistdlica e diastolica do ventriculo esquerdo; Velocidade de
encurtamento circunferencial (VEC); Relagdo pico da onda E com pico da onda A
(relagio E/A), tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) e indice de performance
miocardica (IPM) dos grupos: controle (C, n=8), controle resveratrol (CR, n=8),
diabético (D, n=8), diabético resveratrol (DR, n=8) ao final do protocolo.

é;/sgff;izsg raficas ¢ CR D DR
Fracdo de Ejecéo (%) 75,06 +0,86 73,79+165 76,38+1,67 73,56+ 1,95
(Fozgéo de Encurtamento  4711.074 36,20+1,33 3843+148 37,63+ 2,07
VEC (circ/seg*100) 045+0,01 048+0,02 0,40+0,02# 0,38+ 0,02#
Relacdo E/A 207+0,17 201+017 152+0,07*# 151+0,11*#
TRIV (ms) 29,37 +£141 29,62+059 38+187*# 38,11+ 2,74*#
Desaceleracdo onda E (ms) 47,14 +3,15 42,42+199 54,12+1,61# 50,55+ 3,27
IPM 0,37+0.01 0,42+0,01 0,53+0.04* 0,47+0.04

Dados representam média + EPM. * p<0,05 vs. C, # p<0,05 vs. CR.

Funcao Diastélica e Sist6lica do Ventriculo Esquerdo

Os dois grupos diabéticos apresentaram reducéo da relagdo E/A, e aumento do

tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) em relacdo aos dois grupos controles

(Figura 14 e Tabela 7).



42

2.5- 50-
T T *#  *#
2.0 gt *gt 404
< i D 20
I 15 £ 30 —=x=
>
1.0 S 20
0.5- 10-
0.0 0
c CR D DR c CR D DR

Figura 14. Relacdo pico da onda E com pico da onda A (relacdo E/A) e tempo de relaxamento
isovolumétrico (TRIV) dos grupos: controle (C, n=8), controle resveratrol (CR, n=8), diabético (D, n=8),
diabético resveratrol (DR, n=8). * p<0,05 vs. C, # p<0,05 vs. CR.

Todavia, quando avaliamos a velocidade de encurtamento circunferencial
(VEC), os grupos D e DR apresentaram reducdo quando comparado ao grupo CR.

A desaceleracdo da onda E estava aumentada apenas no grupo D em relacéo ao
grupo CR e o indice de performance miocardica (IPM) estava aumentado em relacdo ao

grupo C (Figura 15 e Tabela 7).
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Figura 15. Desaceleracdo da onda E e indice de performance miocardica (IPM) dos grupos: controle (C,
n=8), controle resveratrol (CR, n=8), diabético (D, n=8), diabético resveratrol (DR, n=8). * p<0,05 vs. C,
# p<0,05 vs. CR.
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4.8 — Pressdo Arterial e Frequéncia cardiaca de repouso

Os dados obtidos durante o Registro da Pressdo Arterial direta e frequéncia

cardiaca estdo mostrados na Tabela 8.

Tabela 8 — Pressdo Arterial Sistolica (PAS), Pressdo Arterial Diastdlica (PAD), Pressédo
Arterial Média (PAM) e Frequéncia Cardiaca (FC) dos grupos: controle (C, n=8), controle
resveratrol (CR, n=8), diabético (D, n=8), diabético resveratrol (DR, n=8) ao final do
protocolo.

C CR D DR
PAS 133,71 +1,48 134,82 + 2,43 116,2 +2,28*# 119,62 + 3,82*#
PAD 94,14 + 1,26 93,94 + 1,85 83,77 + 2,35*# 88,94 + 3,46
PAM 111,13+ 1,30 111,76 + 2,20 100,2 + 2,53*# 105,09 + 4,04
FC 327,20+ 4 324,45+ 12,85 288,7 +8,88*# 286,61 + 6,54*#

Dados representam média + EPM. * p<0,05 vs. C, # p<0,05 vs. CR.

O diabetes promoveu diminuicdo da PAS e da FC nos grupos D e DR em relacéo
aos grupos controles C e CR, entretanto a PAD e PAM estavam diminuidas apenas no
grupo D em relacdo aos grupos C e CR. Desta forma, a administracdo de resveratrol
para 0s animais diabéticos foi eficaz em normalizar a hipotensdo observada no grupo D,
ja que seus valores ndo sdo diferentes dos grupos controle (Figura 16). Entretanto a
frequéncia cardiaca que era menor no grupo D néo retornou aos valores controles apés o

resveratrol.
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Figura 16. (PAS) Pressdo arterial sistdlica, (PAD) Pressdo arterial diast6lica, (PAM) Pressdo arterial
média e (FC) Frequéncia cardiaca dos grupos: controle (C, n=8), controle resveratrol (CR, n=8), diabético
(D, n=8), diabético resveratrol (DR, n=8). Dados representam média £ EPM. * p<0,05 vs. C, # p<0,05 vs.

CR.
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4.9 — Sensibilidade barorreflexa

Os dados de sensibilidade dos baroreceptores estdo descritos na Tabela 9.

Tabela 9 — Sensibilidade dos Pressorreceptores dos grupos: controle (C, n=8), controle
resveratrol (CR, n=8), diabético (D, n=8), diabético resveratrol (DR, n=8) ao final do
protocolo.

C CR D DR
Resposta Bradicardica 156+015 -179+023  -2,19+-034 -1,62 +0,23
(bpm/mmHg)

Resposta Taquicardica 307+020 2,58+ 0.23 3,50 + 0,38 2,75+ 0,37

(bpm/mmHg)

Dados representam média + EPM.

Né&o foram observadas diferengas significativas para a sensibilidade barorreflexa
tanto para respostas bradicardicas como para taquicardicas entre os grupos C, CR, D e

DR ao final do protocolo. (Figura 17).
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Figura 17. Sensibilidade Barorreflexa dos grupos: controle (C, n=8), controle resveratrol (CR, n=8),
diabético (D, n=8), diabético resveratrol (DR, n=8).
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4.10 — Avaliacbes do controle autondémico da frequéncia cardiaca no dominio do
tempo e da frequéncia

Os resultados da variabilidade da frequéncia cardiaca estdo mostrados na Tabela

10 e na Figura 18.

Tabela 10 — Variabilidade da frequéncia cardiaca dos grupos: controle (C, n=8), controle
resveratrol (CR, n=8), diabético (D, n=8), diabético resveratrol (DR, n=8) ao final do protocolo.

C CR D DR
IP (ms) 1885+294 190,80 +3,88 207,40+5,93*# 211,10 +5,05*#

DP IP (ms) 6,63 + 0,42 7,00 +0,29 6,50 + 0,54 6,29 + 0,49
Variancia (ms?) 4513 +5,43 49,57 +4,05 44,17 £ 6,59 41,14 +£5,82
RMSSD (ms) 5,41 +0,55 6,31 + 0,62 7,64 +0,89 7,02 £ 0,69
HF abs. (ms?) 9,47 +1,98 9,38+ 1,24 13,76 + 2,18 13,08 + 3,00
LF abs. (ms?) 4,88 + 0,96 3,95+ 0,64 5,18 +0,82 3,91 +0,66

HF un IP 70,13+296 74,38 +3,41 76,50 £ 2,41 78 +491

LFunlIP 29,88 +2,96 25,63 +3,41 23,50 + 2,41 22+491
HF (%) IP 2950+157 34,38+4,39 41,71 + 2,67 39,86 + 5,09
LF (%) IP 11,88 + 1,65 10+1,51 12,38 + 1,33 10,50 + 1,60

Dados representam média £ EPM. * p<0,05 vs. C, # p<0,05 vs. CR

O intervalo de pulso nos grupos D e DR foram maiores em relacdo aos grupos C

e CR (Tabela 10), confirmando o achado de reduc¢éo da FC basal nesses grupos.

2501 . # * #

2004 p—

@ 150-
E
2 100+

504

0

C CR D DR

Figura 18. IP dos grupos: controle (C, n=8), controle resveratrol (CR, n=8), diabético (D, n=8), diabético
resveratrol (DR, n=8). * p<0,05 vs. C, # p<0,05 vs. CR.
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4.11 — Variabilidade da presséo arterial sistolica

A variabilidade da pressdo arterial sistolica é apresentada na Tabela 11.

Tabela 11 — Variabilidade da presséo arterial; Desvio Padrdo da Pressdao Arterial
Sistolica (DP PAS), Variancia da Pressdo Arterial Sistolica (VAR PAS) e Banda de
baixa Frequéncia (low frequency) (LF PAS) dos grupos: controle (C, n=8), controle
resveratrol (CR, n=8), diabético (D, n=8), diabético resveratrol (DR, n=8) ao final do
protocolo.

C CR D DR

DP PAS (mmHg) 722+036  7,76+042  569+0,33* 544 +0,64%#
VAR PAS (mmHg®)  4863+6,15 6157+6,61 30,14 +321*# 2573 +453*#

LF PAS (mmHg?) 568+0093 453+065  285+048%  241+051*

Dados representam média + EPM. *p<0,05 vs. C, # p<0,05 vs. CR.

Foi observada diminui¢do do DP da PAS nos grupos D e DR em relagédo aos

grupos C e CR. O mesmo comportamento foi observado para variancia da PAS (Figura

19).
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Figura 19. DP e variancia da PAS dos grupos: controle (C, n=8), controle resveratrol (CR, n=8), diabético (D,
n=8), diabético resveratrol (DR, n=8). * p<0,05 vs. C, # p<0,05 vs. CR.
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A banda de baixa frequéncia da PAS (LF) estava reduzida nos grupos

diabéticos (D e DR) em relacéo aos animais controle (Figura 20).
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Figura 20. LF absoluto dos grupos: controle (C, n=8), controle resveratrol (CR, n=8), diabético (D, n=8),
diabético resveratrol (DR, n=8). * p<0,05 vs. C.

4.12 — Avaliacdo Imunohistoquimica para proteoglicanos de superficie e FGF2

A marcacdo imunoistoquimica mostrou-se adequada nas dilui¢bes realizas e foi
possivel realizar sua quantificacdo automatizada para os trés anticorpos utilizados. Os
resultados (normalizados em relacdo ao controle, que passa a valer 1) estdo

apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 — Dados quantitativos de prevaléncia de marcagdo imunoistoquimica para
Glipican 1, Sindecan 4 e FGF2.

C CR D DR
Glipican-1 1.00 1.45* 181~ 131¥
(0.67-152)  (1.21-1.76)  (1.33-2.24)  (1.09-1.80)
Sindecan- 1.00 2.59 * 5.41%# 0.96 #¥
(0.78-1.40)  (1.97-2.97)  (4.79-7.47)  (0.63-1.65)
GE2 1.00 0,91 2.59 *# 1.50 #¥

(0.58-151)  (0.71-1.11)  (2.23-363)  (1.15-2.15)

Os valores estdo apresentados em mediana e amplitude interquartil (25 e 75%).
Mann-Whitney test, *p<0,05 vs. C, # p<0,05 vs. CR, ¥ p<0,05 vs D.
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Na figura 21 podemos observar os resultados da reacdo de imunohistoquimica

para Glypican-1, Syndecan-4 e FGF2.

Glipican 1 Sindecan 4 FGF2

DR

Figura 21. Reacdo de imunoistoquimica para Glipican 1, Sindecan 4, e FGF2 dos grupos: controle (C),
controle resveratrol (CR), diabético (D), diabético resveratrol (DR). As setas mostram a marcacdo
positiva de coloracéo castanha na superficie celular. Objetiva: 100x.
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4.13 — Avaliacédo do Colageno Fibrilar

Os dados morfométricos estdo mostrados na Tabela 13 e representam (em
porcentagem) a area ocupada por colageno fibrilar no miocardio. E possivel observar
que o tratamento com RSV leva a diminuicdo da area ocupada pelo colageno tanto no

animal diabético como no animal controle.

Tabela 13 — Dados quantitativos da area tecidual ocupada por colageno fibrilar.

C CR D DR

4,6 3,3* 6,4*# 3,5%¥

4 ibri 0,
Colagenofibrilar ) 35 52)  (03-69)  (33-175  (16-6.)

Os valores estdo apresentados em mediana e amplitude interquartil (25 e 75%). Mann-Whitney test,
*p<0,05 vs. C, # p<0,05 vs. CR, ¥ p<0,05 vs D.

A Figura 22 mostra os achados nos preparados histoldgicos corados com o
Picrossirius-hematoxilina. O colageno fibrilar aparece corado em vermelho profundo

entremeado as células musculares cardiacas.

Figura 22. Cortes histoldgicos corados com Picrossirius-hematoxilina. As setas apontam para fibras
colagénicas presentes no espaco intercelular dos grupos: controle (C), controle resveratrol (CR), diabético
(D), diabético resveratrol (DR). Observar que a maior quantidade de colageno esta presente no grupo D e
que o grupo DR apresenta-se semelhante aos grupos C e CR. Objetiva: 40x.
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5 — DISCUSSAO

Os principais resultados desse trabalho foram:

O Diabetes mellitus induzido por estreptozotocina + nicotinamida provocou
reducdo do ganho de peso ao longo de nove semanas assim como, hiperglicemia,
aumento dos triglicérides, reducdo de insulina plasmatica e reducdo da constante de
decaimento de glicose, indicando que o modelo escolhido apresenta as caracteristicas
esperada nesse quadro.

O RSV modificou muito pouco esse quadro metabolico apresentado pelos
animais diabéticos. Além disso, ndo foi capaz de modificar a disfuncdo diastolica
observada nos diabéticos. Entretanto, o RSV promoveu a melhora do indice global de
funcdo cardiaca representado pelo IPM.

As alteragcbes hemodindmicas observadas confirmam dados anteriores de
reducdo da PA e da FC, acompanhada de reducgéo da variabilidade de PA bem como de
seu componente de baixa frequéncia (LF) nos animais diabéticos (DE ANGELIS et al.,
2000). O RSV nao mudou esse quadro hemodinamico.

Em relacdo aos animais ndo tratados, a administracdo do RSV foi capaz de
proteger o animal diabético contra a deposicdo de grande quantidade de colageno no
miocardio e contra 0 aumento de expressdo de FGF2, Glipican-4 e Sindecan-1 na

membrana plasmatica do cardiomacito.
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5. 1 — Parametros metabolicos

Encontramos na literatura dados que confirmam que o diabetes causa a perda de
peso gradual em ratos (ANDERSON & GARNER, 1997; SQUADRITO et al., 2003).
Até o final do nosso estudo, os grupos diabéticos ndo ganharam peso, ao contrario dos
animais controles. Sendo o resveratrol um polifenol, ou seja, um composto vegetal com
semelhanca estrutural e funcional ao estrogeno (fitoestrogeno), e, levando-se em
consideracdo, que 0 estrogénio aumenta o consumo energético, nosso achado de que o
grupo DR perdeu mais peso que o grupo D no decorrer do protocolo parece justificavel.
No entanto, ndo observamos diferencas nos pesos médios finais dos dois grupos.

Nossos resultados demonstraram que o consumo do RSV ndo diminuiu os niveis
glicémicos no grupo DR, se mantendo semelhante aos do grupo D. Este fato pode ser
devido a baixa concentracdo plasmatica de insulina medida no final do protocolo em
ambos 0S grupos.

Em contraste com nossos resultados GENCOGLU et al. (2015) observaram que
ratos diabéticos tratados com RSV perderam menos peso corporal, com reducdo da
glicemia e melhora da tolerancia a insulina. No presente estudo, o RSV néo apresentou
efeito sobre a hiperglicemia, mas melhorou a sensibilidade a insulina no grupo DR, de
acordo com os resultados do teste de tolerancia a insulina (ITT).

Em humanos, utiliza-se o indice de massa corpérea (IMC) para verificar se 0s
niveis de gordura e peso estdo dentro da faixa recomendada pela Organizacdo Mundial
de Salde. Em animais de experimentacdo utiliza-se o indice de Lee, que equivale ao
IMC obtido em humanos. Este indice é usado para determinar, de forma répida, a

obesidade em ratos submetidos a um método de ganho de peso. No presente estudo, 0s
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grupos diabéticos apresentaram menor indice de Lee que os controles, devido a perda de
peso durante o protocolo.

Em nosso estudo observamos que o0s niveis de triglicérides nos animais
diabéticos com ou sem tratamento com RSV estava aumentado no final do protocolo.
No entanto, estes dados estdo em conflito com aqueles de D’ARCHIVIO et al. (2007)
gue mostraram niveis menores de triglicérides em animais diabéticos tratados com

RSV, usando o0 mesmo protocolo de experimental.

5. 2 — Avaliacdo da morfometria e funcéo cardiacas

A cardiomiopatia diabética € uma doenca do musculo cardiaco ndo relacionada a
patologia vascular e valvular ou a hipertensdo arterial sistémica. Acredita-se que a
cardiomiopatia diabética seja decorrente de anormalidades metabolicas como
hiperlipidemia, hiperinsulinemia e hiperglicemia. Tais alteracfes podem causar aumento
do estresse oxidativo, fibrose intersticial, perda celular e comprometimento do transito
intracelular de ions e da homeostase do célcio (DE ANGELIS et al., 2000).

No diabetes experimental, induzido por STZ a reducdo da contratibilidade, a
diminuicdo da complacéncia ventricular e 0 aumento da pressdo diastdlica final, tem
sido associados a disfuncdo ventricular (FEIN et al., 1980; DE ANGELIS et al., 2000;
DOBRZYNSKY et al., 2002, AKULA et al., 2003).

Clinicamente, em diabéticos, é possivel a deteccdo de disfuncdo diastolica
assintomatica mesmo antes de surgirem os sinais e sintomas de insuficiéncia cardiaca;
de fato, a disfuncdo diastolica isolada pode ser observada precocemente, sendo que o

comprometimento da fungdo sistolica, habitualmente, é tardio.
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Quando analisamos a morfometria VE, através do valor de sua massa, do seu
diametro em diastole e da espessura relativa de sua parede, ndo observamos diferencas
significativas entre todos os grupos. No entanto, encontramos alteracGes no TRIV e na
relacdo E/A nos animais diabéticos que comprometem o relaxamento cardiaco. Nos
animais diabéticos e tratados observou-se a manutencdo desses parametros alterados.

Os dados da funcdo sistdlica, expressos pela fracdo de encurtamento e fracdo de
ejecdo, foram semelhantes entre os grupos, porém a velocidade de encurtamento
circunferéncial mostrou-se menor nos grupos diabéticos mesmo com a administracdo do
RSV.

Vé-se, portanto, que tanto os dados de funcao sistolica como diastélica tiveram
seu padrdo alterado nos animais diabéticos e que o tratamento com RSV manteve
parametros normais de funcgéo cardiaca nas variaveis IPM e desaceleracdo da onda E.

E qual seria um possivel mecanismo envolvido nesta prote¢do funcional
mostrada pelo RSV? Para responder a esta pergunta devemos levar em consideracdo que
0 RSV também foi capaz de proteger o miocardio contra a grande deposicdo de
colageno que foi observada nos animais diabéticos ndo tratados; desta forma, é possivel
que a presenca de quantidades adequadas de colageno intersticial tenha, por si mesma,
contribuido para a melhora do relaxamento ventricular e portanto da funcéo diastdlica.

A disfuncdo diastdlica na auséncia de hipertensdo detectada no grupo diabético
pode ser associada com a cardiomiopatia diabética. De fato, a fibrose do coracédo
diabético podem estar associada a modificacdes dos niveis de fatores de crescimento.
No presente estudo, observou-se aumento de expressdo do FGF2 (fator do crescimento
do fibroblasto 2) no miocardio diabético. Mais ainda, com tratamento com RSV, 0s
niveis de FGF2 mostraram-se significativamente menores. De acordo com Pellieux e

col. (2001), na hipertrofia cardiaca, diferentes estimulos podem levar os fibroblastos
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cardiacos a secretar fatores de crescimento, incluindo o FGF2. O aumento de expressdo
do FGF2 no diabetes experimental tem sido descrito em diferentes tecidos, por varios
autores, assim como o efeito inibitério do RSV na sintese do FGF2 (KARPEN et al.,
1992; PANUTSOPULOS et al., 2003; VASKO et al., 2009).

Uma vez secretadas, as moléculas de FGF2 se associam aos proteo heparan de
membrana (como o sindecan e o glipican), portanto, parece haver uma sinergia na
expressao dessas moléculas.

De fato, os resultados do presente estudo confirmam uma sinergia de resposta
entre o FGF2 e a expressdo de sindecam e glipicam, pois essas trés moléculas,
simultaneamente, estavam aumentadas no coragdo diabético e monstraram-se em niveis
significativamente mais baixos ap0s tratamento com RSV.

A expressdo do sindecan estd normalmente regulada para cima (up regulated)
em resposta a estimulos pro inflamatérios em varias forma de doenca cardiaca incluindo
a cardiomiopatia diabética (STRUNZ et al., 2011). Enquanto a parte citoplasmatica do
sindecan regula a sinalizacdo, sua estrutura extracelular, se liga a uma variedade de
moléculas da matriz extracelular envolvidas na fibrose, a saber, os colagenos, os fatores
de crescimento (como, por exemplo, 0 FGF2), citocinas e proteinas de adesdo (LUNDE
et al., 2016). Isso fica claro pelos resultados obtidos em camundongos knockout para o
sindecan, ja que estes apresentam menor diferenciacdo dos miofibroblastos, funcédo

contréatil reduzida, ruptura cardiaca e morte (MATSUI et al., 2011).
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5.3 — Avaliacgbes da funcéo autonémica

Embora os mecanismos determinantes das alteracdes de pressdo arterial ainda
ndo estdo perfeitamente esclarecidos em animais diabéticos, estudos anteriores do nosso
laboratério demonstraram que estes apresentam reducdo da PA e da FC quando
comparados aos controles (DEANGELIS et al., 2009, DE ANGELIS et al., 2000). No
presente estudo obtivemos resultados semelhantes para os dois grupos diabéticos.

Para os parametros PAD E PAM observou-se também uma diminuicdo de
valores nos animais diabéticos quando comparados com 0s controles. Porém, ratos
diabéticos que receberam o RSV, obtiveram valores de PAD e PAM semelhantes
aqueles dos grupos controles, o que demonstram uma acao benéfica do RSV.

A neuropatia autondmica é uma complicacdo frequente do diabetes mellitus e
estd associada a altas taxas de morbidade e mortalidade em pacientes sintomaticos (DE
ANGELIS et al., 2002; EWING et al., 1980). Em individuos diabéticos, a VFC pode
preceder sintomas clinicos de disfuncdo autonémica. Estudos de nosso laboratério tem
mostrado reducdo na sensibilidade barorreflexa, tbnus simpatico vagal e VFC em
animais diabéticos por STZ (DE ANGELLIS et al., 2002; SCHAAN et al., 2004; TASK
FORCE, 1996). E alta a prevaléncia de disfuncdo autondmica cardiaca em individuos
com DM, sendo isso em parte responsavel pela reducdo da expectativa de vida nos seus
portadores. Cientes da importancia clinica da disfuncdo autondmica presente no
diabetes, avaliamos a sensibilidade barorreflexa e a variabilidade da FC nos nossos
animais.

O controle barorreflexo da circulacdo € um dos mais importantes mecanismos de
controle momento a momento da pressdo arterial. De fato, o controle da VPAS pelo

barorreflexo é a chave para a homeostase fisiologica. Além disso, pacientes diabéticos
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com reflexos cardiovasculares normais tém menor mortalidade quando comparados
aqueles que apresentam algum tipo de prejuizo na funcdo reflexa autonémica (DE
ANGELIS et al., 2009; EWING et al., 1980).

No presente estudo, os animais diabéticos ndo mostraram reducdo da
sensibilidade dos reflexos comandados pelos pressorreceptores (resposta bradicardica e
taquicardica). Esses resultados diferem dos encontrados na literatura onde ha algumas
demonstracdes de que, em ratos, 5 dias de diabetes leva ao prejuizo no controle
barorreflexo da FC, caracterizado pela reducdo da resposta de taquicardia, sem alteracao
de bradicardia; essas mudancas persitem até 80 dias apds a inducdo diabetes (DE
ANGELIS et al., 2002; HARTHMANN et al., 2007). E provéavel que nio tenhamos
observado essas da sensibilidade baroreflexa pelo fato de termos optato pelo modelo de
inducdo de diabetes associando nicotinamida & STZ. E sabido que a nicotinamida
protege as células beta pancreaticas, minimizando o quadro de diabetes que se instala
(SZKUDELSKI, 2012).

O prejuizo da habilidade para adequadamente regular a FC durante mudancas na
PA tém sido atribuido a algumas alteracdes na atividade cardiaca parassimpatica;
entretanto, mudancas na funcdo dos receptores atriais muscarinicos ou na mediagdo
central do reflexo barorreceptor ndo podem ser excluidas (DE ANGELIS et al., 2000;
DE ANGELIS, K. et al., 2009; DALL’AGO et al., 2007).

Estudo anterior do nosso laboratorio demonstrou que o ramo eferente do reflexo
comandado pelos pressorreceptores ndo € o principal responsavel pela disfuncéo
barorreflexa observada no diabetes por STZ em curto prazo (10-20 dias), ja que,
observamos que mesmo em presenca de respostas reflexas reduzidas nos diabéticos, as
respostas bradicardicas sdo significativamente maiores quando produzidas pela

estimulacdo direta do nervo vago ou por injecGes de metacolina em ratos. O aumento da
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bradicardia induzido pela injecdo de metacolina poderia representar hipersensibilidade
de receptores muscarinicos caracteristicamente observada em presenca de reducdo da
atividade parassimpatica, como demonstrada em ratos diabéticos. Isso indicaria,
portanto, que o sistema nervoso central deve ser o sitio da alteracdo no barorreflexo,
uma vez que, ndo se observam alteracdes funcionais de aferéncia desses barorreceptores
em ratos diabéticos por STZ (DALL’AGO et al., 2002).

Além da sensibilidade barorreflexa, a VFC e VPAS tém se tornado importantes
ferramentas para o diagndstico e progndstico em muitas patologias, dentre elas o
diabetes (GOTTSATER et al., 2006).

Em virtude da neuropatia autondmica, pacientes com diabetes mellitus
normalmente apresentam uma reduzida habilidade de regular a FC, atribuida ndo s6 a
dessensibilizacdo barorreflexa, mas também a disfuncdo parassimpética cardiaca e/ou
central. As injdrias causadas pelo diabetes ao sistema nervoso parassimpatico podem
levar a reducdo da VFC; assim sendo, este parametro alterado torna-se um importante
indice de disautonomia nestes pacientes (DE ANGELIS, K. et al., 2009; PAGANI et al.,
1988).

No entanto, em nosso estudo ndo foram observadas alteracdes significativas da
VFC nos grupos diabéticos. Isso se contrapde com a literatura existente, pois parece
haver um consenso no que diz respeito a reducdo da VFC no diabetes, demonstrada
tanto em humanos, como em ratos induzidos por STZ e outros modelos de animais
diabeticos (GOTTSATER et al., 2006; FAZAN et al., 1997; FAZAN et al., 1999;
MESANGEAU et al., 2000), sendo que essa reducio pode estar associada a duracio e a
gravidade do diabetes.

Ja em relacdo a VPAS, observamos diminui¢cdo nos grupos diabéticos em

relagdo aos grupos controles. Fazan e col. (1999) mostraram quedas mais acentuadas na
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VFC de acordo com o tempo de inducdo do diabetes. Adicionalmente, os autores
observaram também uma queda da VPAS somente nos animais diabéticos de 10 dias a
18 semanas de inducgdo, ndo sendo observadas estas diferencas na fase aguda (5 dias).
Neste estudo, o uso da nicotinamida pode ter atenuado as alteracbes usualmente
observadas no modelo.

Em individuos saudaveis, situacbes de aumento da atividade simpatica
normalmente vém acompanhadas do aumento, diminuicdo ou mesmo nenhuma
alteracdo da banda LF (DE ANGELIS et al., 2009). Estudos com individuos diabéticos
tém demonstrado uma significante reducdo da VFC, principalmente relacionada a
reducdo dos dois componentes oscilatérios, LF e HF, mesmo na auséncia de outras
manifestagdes nos parametros cardiovasculares (GOTTSATER et al., 2006; FAZAN et
al., 1999). Neste estudo ndo constatamos a reducdo da banda de LF do IP entre os
grupos. Porém, na literatura € bastante comum encontrarmos reducdo dos componentes
oscilatorios (bandas de LF e HF) da PA e FC em pacientes diabéticos (GOTTSATER et
al., 2006). Em estudo utilizando individuos diabéticos com neuropatia periférica,
Yamamoto e col. (1999) evidenciaram significante reducao das bandas LF e HF da VFC
quando comparados com individuos ndo diabéticos pareados por idade. Além disso, 0s
autores constataram, neste estudo, que os principais fatores relacionados a queda da
banda LF eram a duracdo do diabetes bem como a elevacédo dos niveis de hemoglobina
glicosilada nestes pacientes. E interessante notar que, essas alteracdes, por sua vez,
estdo correlacionadas, negativamente com os niveis de glicose plasmatica, sugerindo
que o aumento dos niveis glicémicos esteja associado ao prejuizo da funcdo autondmica
para o coracdo nesse modelo (FAZAN et al., 1999; SCHAAN et al., 2004). Além disso,

a reducdo da banda de LF tem sido correlacionada a progressdo de ateroscleose em
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individuos diabéticos tipo Il, avaliada pela espessura intima/média da carétida
(GOTTSATER et al., 2006).

Adicionalmente, a banda de LF da PAS mostrou-se reduzida nos grupos
diabéticos (D e DR) em relacao aos controles (C e CR). A banda de LF da PA resulta de
varios fatores neuro-humorais e funcionais, porém a maior influéncia deste componente
¢ a modulacao simpatica (DE ANGELIS, K. et al., 2009; GUZZETT]I et al., 2002). No
presente estudo a reducdo da banda LF da VPA encontrada nos animais diabéticos
corrobora os dados de Fazan e col. (1999) que mostraram uma reducdo dos

componentes LF e HF (VFC e VPAS) nos animais diabéticos em relacdo aos controles.
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6 — CONCLUSOES

1- A administracdo de RSV tem um efeito protetor para o miocardio de ratos
diabéticos.

2- Os efeitos benéficos do RSV ocorrem na fungdo diastdlica, na funcéo cardiaca
global, na toleréncia a insulina, na adequacdo da deposicdo de colageno intersticial e da

expressao dos proteo-heparans de membrana e FGF2.
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