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RESUMO

Rodrigues B. Curso temporal das avaliagoes morfofuncionais e hemodindmicas em
ratos diabéticos e infartados [tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo; 2008. 147p.

Estudos experimentais envolvendo animais diabéticos submetidos ao infarto do
miocardio (IM) ainda sdo bastante controversos no que diz respeito as respostas do
coragdo diabético a injaria isquémica. Neste sentido, o objetivo do presente estudo foi
avaliar o efeito do IM experimental nas alteracdes ventriculares, cardio-respiratorias e
autonOmicas de ratos diabéticos por estreptozotocina. Foram utilizados ratos Wistar
machos (230 a 260g) divididos em 4 grupos experimentais: controle (C, n=8), diabético
(D, n=8), infartado (I, n=8) e diabético/infartado (DI, n=8). Ap6s 15 dias de inducao do
diabetes (DM) por estreptozotocina (STZ) ou inje¢do de tampao citrato foi realizada a
ligadura da artéria corondria esquerda nos grupos I e DI. Foram realizadas medidas do
consumo maximo de oxigénio (VO,max) e glicemia aos 15, 30, 60 ¢ 90 dias de
protocolo. Apds 1 a 2 dias do IM (inicial) e aos 90 dias (final) de protocolo foram
realizadas avaliagdes ecocardiograficas. A partir dos 90 dias de protocolo foram
realizados registros diretos da pressao arterial (PA) e avaliagdes da sensibilidade
barorreflexas, da modulagdo autondmica cardiovascular (variabilidade da freqiiéncia
cardiaca e da PA sistdlica) e da fungdo ventricular pela cateterizagdo do ventriculo
esquerdo (VE), bem como medidas da expressdo das proteinas cardiacas relacionadas a
homeostasia do Ca®" intracelular por Western blot. Os grupos diabéticos (D e DI)

apresentaram aumento da glicemia e reducdo do peso corporal, da PA e da freqiiéncia



cardiaca quando comparados com os grupos nao diabéticos (C e I). O VO, méx. estava
reduzido no grupo D em relagdo ao grupo C e também nos grupos infartados (I e DI)
quando comparados aos grupos nao infartados (C e D) em todos os tempos avaliados. A
area de IM foi semelhante entre os grupos infartados no inicio (~40+3%) e no final do
protocolo (~45£5%). A area do IM, o eixo maior do VE e area do VE na diastole foram
maiores na avaliagdo final em relacdo a avaliagdo inicial no grupo I, sendo que essas
diferencas ndo foram observadas no grupo DI. A cavidade do VE e a massa do VE
estavam aumentadas nos grupos I e DI em relacdo aos grupos C e D na avaliacao final.
O grupo DI apresentou atenuada disfungdo sistolica nas avaliagdes finais (invasivas e
ndo invasivas) quando comparado com I (fragdo de ejecdo: DI=55+£5% vs. [=424+3%;
velocidade de encurtamento circunferencial: DI=43+1 vs. [=3442 circ/s 10™; derivada de
contracdo do VE: DI=5.402+752 vs. [=4.642+457 mmHg/seg). Os grupos D, I e DI
apresentaram disfuncao diastélica, avaliada pelos tempos de relaxamento isovolumétrico
e de desaceleracao da onda E, quando comparados com o grupo C. Adicionalmente, a
pressdo diastdlica final e o indice de desempenho miocardico estavam aumentados nos
grupos infartados (I e DI) em relagdo ao grupo C (5+0,3 mmHg e 0,39+0,01), mas
reduzidos no grupo DI (1243 mmHg e 0,45+0,01, respectivamente) em relacao ao grupo
I (20+£2 mmHg e 0,57+0,04, respectivamente). Nas avaliagdes moleculares, o grupo DI
apresentou aumento da razio SERCA2/trocador Na'/Ca®™ (48%), expressio de
fosfolambam fosforilado na serina 16 (187%) e treonina 17 (243%), bem como reducao
da expressio do trocador Na'/Ca®" (-164%), fosfolambam (-119%) e da proteina

fosfatase 1 (-104%) em relacdo aos animais do grupo I. Disfungdo autondmica, avaliada



pela sensibilidade barorreflexa e pela variabilidade da FC (VFC) e da PA sistélica
(VPAS), foram observadas nos grupos D, I e DI em relagao ao grupo C. Apesar da
melhor fungdo sistolica e do perfil molecular das proteinas relacionadas a homeostase do
Ca™ intracelular, o grupo DI apresentou maior disfun¢io autondmica quando comparado
com o grupo I, evidenciado pela menor sensibilidade barorreflexa (indice de bradicardia
reflexa), pela reduzida VFC nos dominios do tempo (SDNN) e da freqiiéncia (banda de
baixa freqliéncia do intervalo de pulso), bem como pela exacerbada reducdo do
componente de baixa freqiiéncia da VPAS. Ao final dos 90 dias de protocolo a
mortalidade foi semelhante entre os grupos I (63%) e DI (74%). Dessa forma, os
resultados obtidos no presente trabalho fornecem evidéncias de que a presenca de
diabetes atenua a cléssica disfunc¢do ventricular (sistolica, diastolica e global) induzida
pela isquemia miocardica em ratos normais, o que pode estar associado a alteracdes
compensatorias nas proteinas relacionadas a homeostase do célcio intracelular. Por outro
lado, a associagao entre diabetes e infarto do miocardio induz exacerbagao da disfun¢ao
autondmica cardiovascular observada nos ratos somente diabéticos ou infartados. Estes
achados, em conjunto, sugerem que a disfungdo autondémica, mesmo em presenca de um
menor comprometimento da estrutura e fungdes ventriculares, possa ter contribuido para
a mortalidade semelhante entre o grupo somente infartado e o grupo diabético infartado,
o que reforca a importancia do controle autonémico cardiovascular no progndstico de

individuos portadores de diabetes.

Descritores: Ratos Wistar, Diabetes mellitus, Infarto do miocardio, Fungao ventricular,

Barorreflexo, Mortalidade.



ABSTRACT

Rodrigues B. Time course of morphofunctional and hemodynamic evaluations in
diabetic and infarcted rats [thesis]. Sao Paulo: Faculty of Medicine, University of Sao

Paulo (Brazil); 2008. 147p.

Experimental studies in diabetic animals submitted to myocardial infarction (MI) remain
controversial in regard to the cardiac responses to ischemic injury. Therefore, the aim of
the present study was to evaluate the effect of experimental MI on ventricular, cardio-
respiratory and autonomic abnormalities in streptozotocin (STZ) diabetic rats. Male
Wistar rats (230-260g) were randomly assigned to 4 experimental groups: control (C,
n=8), diabetic (D, n=8), infarcted (I, n=8) and diabetic/infarcted (DI, n=8). After 15 days
of diabetes induction by streptozotocin or citrate buffer injection, I and DI animals were
submitted to left coronary occlusion. Maximal oxygen uptake (VO, max) and blood
glucose were evaluated on days 15, 30, 60 and 90. Echocardiographic evaluations were
performed on days 1 or 2 (initial) and 90 (final) after MI. At the end of the experimental
protocol (90 days), arteria pressure (AP), baroreflex sensitivity, cardiovascular
autonomic modulation (heart rate variability and systolic arterial pressure variability),
ventricular function and the expression of cardiac proteins involved with intracelular
Ca”" homeostasis were evaluated by Western blot. Diabetic groups (D and DI) presented
higher blood glucose and lower body weight and heart rate than non-diabetic groups (C
and I). VO, max. was reduced on D group as compared with C group, as well as in

infarcted groups (I and DI) as compared with non-infarcted ones (C and D). MI area was



similar between all infarcted groups at the beginning (~40+3%) and at the end of
experimental protocol (~4515%). However, 1 group presented greater MI area, long-axis
of left ventricle (LV) and diastolic LV area at the final evaluation when compared to the
initial period, but these adaptations were not observed on DI group. LV cavity and mass
were enhanced in I and DI groups compared with C and D groups at the end of
experimental protocol. Systolic dysfunction was attenuated in DI group at the end of
experimental protocol as compared with I group (ejection fraction: DI=55+£5% wvs.
[=4243%; velocity of circumferential fiber shortning: DI=43+1 vs. [=34+2 circ/sec 10"4;
maximum rate of LV pressure rise (+dP/dt): DI=5.402+752 vs. [=4.642+457
mmHg/sec). D, I e DI groups presented diastolic dysfunction, evidenced by
isovolumetric relaxation time and E wave deceleration, as compared with C group. LV
end diastolic pressure and myocardial performance index were higher in infarcted
groups (I and D) than in C group (5+0.3 mmHg and 0.39+0.01), but they were reduced
in DI group (1243 mmHg and 0.45+0.01, respectively) compared with I group (20+2
mmHg and 0.57+0.04, respectively). DI animals presented higher SERCA2/Na’-Ca*"
exchanger ratio (48%), higher phosphorylated phospholamban at Serine 16 (187%) and
at Threonine 17 (243%), and lower expression levels of Na“-Ca®* exchanger (-164%),
phospholamban (-119%) and phosphatase protein 1 (-104%) than I group. Autonomic
dysfunction, evaluated by baroreflex sensitivity and by heart rate variability (HRV) and
systolic AP variability (APV), was observed in D, I and DI groups, compared with C
group. Despite it was observed an improvement on systolic function and on molecular

profile of intracellular Ca** proteins homeostasis, DI group presented greater autonomic



dysfunction as compared with I group, verified by reduced baroreflex sensitivity
(bradycardic reflex index), reduced HRV on time (SDNN) and frequency domains (low
frequency band of pulse interval), as well as by the marked reduction on low frequency
component of APV. At the end of experimental protocol (90 days), mortality was similar
between I (63%) and DI (74%) groups. Thus, the results of this study show that diabetes
attenuates the classic ventricle dysfunction (systolic, diastolic and global) induced by
myocardial ischemia in normal rats. This adaptation might be related with compensatory
alterations in proteins involved in the intracellular calcium homeostasis. On the other
hand, the association of diabetes and MI was shown to worsen the cardiovascular
autonomic dysfunction observed in diabetic or infarcted rats. Together, these findings
suggest that the autonomic dysfunction, even in presence of reduced damage in ventricle
and structure function, could have contributed to the similar mortality between infarcted
and diabetic infarcted groups, reinforcing the importance of cardiovascular autonomic

control in the prognosis of diabetic patients.

Descriptors: Wistar rats, Diabetes mellitus, Myocardial infarction, Ventricular function,

Baroreflex, Mortality.



1. INTRODUCAO

1.1. Diabetes e doenca cardiovascular

O diabetes mellitus (DM) ¢ um disturbio que consiste na resposta secretoria
defeituosa ou deficiente de insulina, manifestando-se pela utilizagdo inadequada de
glicose pelos tecidos com conseqiliente hiperglicemia. Os disturbios do metabolismo da
glicose podem causar complicagdes que envolvem doengas cardiovasculares, incluindo
hipertensao arterial, doenga arterial coronariana e insuficiéncia cardiaca (IC), sendo que
75% dos pacientes diabéticos morrem por algum evento cardiovascular (Kannel et al.,
1974; Giugliano et al., 1996; Gu et al., 1999).

De acordo com estimativas da Organizagdo Mundial de Satde, s6 nos paises do
continente americano a prevaléncia da populacao diabética podera chegar a 64 milhdes
até o ano de 2025. No Brasil, estes nimeros chegardao em torno de 11,6 milhdes até a
mesma data (WHO, 2005a).

Estes indices vém crescendo em decorréncia de varios fatores, tais como
processo de modernizagdo, maior taxa de urbanizacdo, industrializa¢do, habitos
alimentares inadequados, inatividade fisica, obesidade, estresse, aumentos da
expectativa de vida e maior sobrevida das pessoas com diabetes (Zanetti, 1996; Tavares,
1997). Além desses fatores que propiciam o aparecimento da doenga, existem outros,
talvez de cunho sdcio-econdmico, que aumentam sua morbi-mortalidade. De forma
casual, 68% dos casos de diabetes sdo diagnosticados geralmente apds a manifestacao

clinica de alguma de suas complicag¢des cronicas, fato pelo qual cerca de dois ter¢os da



populacdo de diabéticos correm o risco de apresentarem tais complicagdes em virtude da
demora no diagndstico da doenga (Gagliardino et al., 2002). A causa mais freqiliente de
mortalidade no diabetes ¢ a doenca cardiovascular, sendo a principal responsavel pelo
pior progndstico nesses pacientes (Muir et al., 1992).

De fato, estudos de Framingham demonstraram que a hiperglicemia diabética
dobra o risco de desenvolvimento de doencas cardiocirculatorias nos homens e triplica
nas mulheres (Muir et al.,, 1992). Além disso, os mesmo autores demonstraram que
individuos diabéticos apresentam maiores riscos de lesdes coronarianas, insuficiéncia
cardiaca congestiva, infartos recorrentes, arritmias e choque cardiogénico, quando
comparados a populagdo ndo diabética.

A neuropatia autondmica ¢ uma complica¢do freqliente do diabetes mellitus e
esta associada a alta morbidade e mortalidade em pacientes sintomaticos (Ewing et al.,
1980), afetando a modulagdo autondmica do nodo sinusal e reduzindo a variabilidade da
freqiiéncia cardiaca (VFC) (Fazan et al., 1997). O aumento da mortalidade pode estar
relacionado a alteragdes no controle cardiovascular, incluindo atenuagdo do controle
reflexo autondmico levando a hipotensdo ortostatica, infarto do miocéardio, em muitos
casos sem sensagdo dolorosa e, morte subita (Page & Watkins, 1978), esta
possivelmente determinada por episodios de dessaturagdo (Neumann et al., 1995) ou
arritmias. Existem evidéncias de que a disfungdo simpdtica cardiaca no diabetes envolve
areas de desnervacdo (distal) tanto quanto areas de hiperinervacdo (proximal) do
ventriculo esquerdo (VE), o que facilitaria as arritmias malignas por alterar a
estabilidade elétrica e/ou comprometer o fluxo sangiiineo miocardico (Stevens et al.,

1998).



Modelos experimentais pelo uso de agentes diabetogénicos, como a
estreptozotocina (STZ) e o aloxano, t€ém sido utilizados na induc¢ao do diabetes
experimental em ratos com o objetivo de estudar as alteragdes decorrentes desta doenga
na funcdo ventricular esquerda (Wichi et al., 2007; Borges et al., 2006), bem como do
sistema nervoso autondomico (Junod et al., 1969; Vadlamudi & McNeill, 1983; Maeda et
al., 1995a, De Angelis et al., 2000b; De Angelis et al., 2007).

Ratos diabéticos por STZ apresentam um quadro caracteristico, semelhante ao
observado em pacientes com diabetes ndo controlado, como hiperglicemia,
hipoinsulinemia, glicosuria, politria, assim como perda de peso (Tomlinson & Yusof,
1981; Dall'Ago et al., 1997; Schaan et al., 1997; De Angelis et al., 2007). Embora seja
um modelo de deficiéncia de insulina, muitos animais sobrevivem sem sua
administracdo por longos periodos (Fazan et al., 1997), permitindo o estudo das
complicacdes do diabetes ndo controlado. Dessa forma, o diabetes experimental
induzido por estreptozotocina (STZ) tem sido usado por varios investigadores na busca
de melhor compreensdo das alteracdes da cardiomiopatia diabética e do controle
autondmico.

Em nosso grupo, temos utilizado o modelo experimental de diabetes por STZ no
estudo das disfun¢des do controle autondmico do sistema cardiovascular. Estudos de
nosso laboratorio verificaram redugdo da pressdo arterial (PA) e da freqiiéncia cardiaca
(FC), desde 5 até 80 dias ap6s a inducdo do DM (Schaan et al., 1997; Dall’Ago et al.,
1997; Maeda et al., 1995a; Maeda et al., 1995b; De Angelis et al., 2000b). Os
mecanismos envolvidos nestas disfun¢des ainda ndo estdo perfeitamente esclarecidos,

mas existem evidéncias consistentes do envolvimento de alteragdes na FC intrinseca, no



tonus vagal e no controle reflexo da FC (barorreflexo e quimiorreflexo) neste prejuizo
cardiovascular (De Angelis et al., 2002). De fato, alteracdes degenerativas em neuronios
autonomicos foram observadas de 3 dias (Monckton & Pehowich, 1980), até vérias
semanas apods a administragdo de STZ em ratos (Schmidt et al., 1983).

A avaliacdao da sensibilidade do barorreflexo, uma excelente medida da funcao
autonOmica, tem apresentado dados controversos na literatura em individuos diabéticos.
O reflexo pressorreceptor € considerado um sistema de controle de alto ganho, pois
mantém a pressao arterial dentro de limites normais em periodos de segundos a minutos.
Dessa forma, os pressorreceptores modulam o tdnus simpatico e parassimpatico para
vasos e coragdo, participando, portanto, da homeostase hemodinamica. Trabalhos com
ratos diabéticos mostram reducao (Chang & Lund, 1986; Maeda et al., 1995ab, Dall'Ago
et al., 1997; Harthmann et al., 2007) e aumento (Homma et al., 1993) da sensibilidade
dos pressoreceptores em corrigir alteragdes bruscas da pressao arterial. Possivelmente
estas diferencas se devem ndo s6 ao agente diabetogénico usado, mas também ao
método de avaliagdo cardiovascular, e/ou ao tempo de diabetes quando da avaliagao.

Individuos diabéticos sdo mais predispostos a insuficiéncia cardiaca congestiva,
independentemente da presenca de doenca coronariana ou hipertensdo. Isto € possivel
pela presenca da chamada cardiomiopatia diabética, evidenciada por estudos
experimentais e clinicos. A cardiomiopatia diabética provoca mudangas estruturais e
funcionais em individuos diabéticos. Cerca de 60% destes pacientes, normotensos, t€m
disfuncdo sistolica, diastdlica e reducdo do consumo maximo de oxigénio (VO, max.)
(Zaslavsky et al., 2005; Brandemburg et al., 1999). Em nosso laboratorio, recentemente,

demonstramos que ratos diabéticos por STZ apresentaram disfuncdo sistdlica e



diastodlica avaliadas pela cateterizacdo do VE e pelo ecodopplercardiograma apos 30 dias
de inducdo. Além disso, observamos, nesta fase do diabetes experimental, que estes
animais tinham reduzida capacidade de ajuste a sobrecarga de volume (Wichi et al.,
2007). Alteracdes ventriculares também tém sido encontradas em estudos
ecocardiograficos com portadores de diabetes assintomaticos. Em pacientes diabéticos
normotensos, tem sido relatado hipertrofia e, sistematicamente, comprometimento da
funcdo diastolica do VE, principalmente em relagdo a alteracdes de relaxamento
ventricular (Boyer et al., 2004). Além disso, a queda da capacidade de esforco, bem
como do VO, max. foi recentemente observado pelo nosso laboratério em ratos
diabéticos por STZ quando comparados aos animais controles (Rodrigues et al., 2007).
Considerando que a cardiomiopatia pode afetar desfavoravelmente o prognostico
de portadores de diabetes, informacdes sobre as alteragdes da funcdo ventricular

esquerda sao fundamentais para o entendimento dos mecanismos envolvidos nessa

disfung¢do, que aumenta o risco de infarto do miocéardio (IM) e/ou IC pacientes.



1.2. Infarto do miocardio

As doengas cardiovasculares sao responsaveis por 16,7 milhdes de mortes por
ano em todo o mundo. Dentro destas, 7,2 milhdes correspondem a doengas coronarianas
cujos principais fatores de risco sdo: fumo, obesidade, hipertensao arterial, disposi¢ao
hereditaria, processos inflamatorios, inatividade fisica e diabetes. Segundo estimativas,
este problema deve crescer nos préximos anos devido ao envelhecimento da populagao e
ao aumento das taxas de sobrevivéncia apos um evento isquémico (WHO, 2005b).
Atualmente, na maioria dos paises, o IM ¢ a principal causa de morbidade e mortalidade
(Diretrizes (II) para o diagnodstico e tratamento da Insuficiéncia Cardiaca, 2002).

Durante as primeiras décadas do século passado, a oclusdo coronariana aguda
conduzia usualmente a morte. J& na terceira década, a incidéncia de infarto agudo do
miocardio cresceu em proporgdes alarmantes, sendo na metade do século a mais comum
causa de morte nos hospitais de paises industrializados (Julian & Braunwald, 1994).
Durante as décadas de 80 e 90, novos conhecimentos modificaram o entendimento da
patologia do IM. Novas informagdes foram obtidas por meios de pesquisas realizadas
em humanos e¢ em animais de experimentacdo, o que possibilitou o diagndstico do
infarto por meio da avaliacdo clinica, andlises eletrocardiograficas e dosagens de
enzimas especificas. Além disso, avancos da clinica médica possibilitaram melhor
atendimento ao paciente com IM, reduzindo a mortalidade observada anteriormente
(Julian & Braunwald, 1994).

O IM, em sua grande maioria, resulta de aterosclerose das artérias coronarias,

placas que causam o estreitamento luminal da arvore corondria, geralmente com



trombose coronaria sobreposta. Ocorre entdo, agregacao plaquetdria e deposito de
fibrina, posteriormente culminando na formacao do trombo agudo evoluindo para o IM.
Portanto, o IM ¢ um processo dindmico que ndo ocorre instantaneamente, mas evolui
progressivamente durante algumas horas. Este causa alteragdes importantes na estrutura
cardiaca, sendo a cicatriz a mais aparente.

Dentre os fatores determinantes da fun¢do ventricular esquerda apds um evento
isquémico podemos citar: o tamanho do infarto, a localiza¢do, a disfun¢do isquémica, a
contratilidade do miocardio normal, a complacéncia ventricular, a isquemia
subendocardica, a impedancia adrtica e a capacitancia venosa (pré-carga) (Cohn, 1989).

Se uma grande massa ventricular for submetida a lesdo isquémica, a fun¢do de
bomba do VE torna-se deprimida, o débito cardiaco, o volume sistolico, a PA e o pico de
dP/dt diminuem e, em contraposicdo, a pressao diastdlica final do VE (PDF) aumenta
(Pfeffer et al., 1979, De Felice et al., 1989). A depressao da fun¢do cardiaca pds IM estd
diretamente relacionada a extensao da lesao isquémica no VE e ao grau de aumento da
PDF que ¢, talvez, um dos maiores preditores da mortalidade apds o IM. No entanto, a
medida da fungdo miocardica mais utilizada clinicamente na fase cronica do IM ¢ a
fragdao de ejecdo do VE, sendo esta avaliacdo empregada para a estratificacdo de risco
dos pacientes (White et al., 1987; Dutcher et al., 2007).

O IM inicia um processo de remodelamento ventricular, o qual é caracterizado
pela progressiva dilatagdo do VE, rearranjo da estrutura da parede ventricular,
hipertrofia ¢ aumento na massa muscular sem um aumento na espessura da parede
(Pfeffer et al., 1990). O remodelamento ventricular, em um primeiro momento ¢é

benéfico para o sistema cardio-circulatério, possibilitando a manuten¢ao da demanda; no



entanto, cronicamente torna-se prejudicial levando a disfungdo e faléncia ventriculares.
Na fase cronica do IM, a severidade dos sintomas de disfun¢do do VE parece estar
associada com a sobrevida do paciente (Califf et al., 1992). Os mecanismos
compensatorios utilizados cronicamente para manter a perfusao sist€émica apos o IM sao:
utilizacao da reserva sistolica (aumento da contratilidade) e/ou diastélica (mecanismo de
Frank-Starling) e alteragdes neurohumorais; que, a0 mesmo tempo em que sao
benéficas, podem induzir alteragdes na massa, volume e complacéncia ventricular, além
de disfuncao ventricular, levando a um quadro de IC (Colucci & Brounwald, 2003).

A IC em animais de experimentacdo, induzido pelo IM por ligadura da artéria
coronaria, vem sendo amplamente utilizada por muitos pesquisadores na busca da
melhor compreensdo da evolu¢do do IM e suas complicacdes. Devido a sua relevancia
clinica e a uma relativa facilidade metodolédgica, a IC induzida pelo IM ¢ um dos
modelos mais utilizados nos trabalhos com animais de pequeno porte (Elser et al., 1995).
Muitos investigadores tém determinado os pardmetros hemodinamicos de ratos em
diferentes tempos de IM. Diminui¢do da pressdo sistdlica do VE e da velocidade de
contragdo (+dP/dt do VE), hipotensdo e aumento da PDF do VE sao achados constantes
neste modelo (Fletcher et al., 1981).

Em nosso laboratorio, De Angelis et al. (2002) observaram que animais
infartados (56 dias) apresentavam hipotensdo em relacdo aos controles conforme
previamente demonstrado na literatura por Mill et al. (1991), Meyrelles et al. (1994) e
De Felice et al. (1989). Além disto, a contratilidade ventricular (+dP/dt) mostrou-se

reduzida e a PDF elevada (~15 mmHg) nos animais infartados em relagao aos controles.



O decréscimo do desempenho da célula cardiaca na IC ¢ determinado por
alteragdes bioquimicas decorrentes de modificacdes na expressdo de proteinas do
cardiomiocito que participam da regulacdo do processo de excitagdo-contragdo e do
relaxamento da célula cardiaca (Balke & Shorofsky, 1998). O Ca”" ¢ altamente toxico
para qualquer célula, no entanto, representa o maior mensageiro intracelular, regulando
diversas atividades, tais como contratilidade, metabolismo, transporte, secrecdo e
transcricio (Zaugg & Schaub, 2004). A sinalizacio do Ca®" para diferentes respostas
celulares depende da manuten¢do da homeostase do Ca®" intracelular, a qual é
fortemente controlada pela cascata de sinalizagdo adrenérgica. Varios canais, bombas e
trocadores sdo responsaveis pela manutencio de altas concentracdes de Ca’ citosolico
durante a sistole e baixas concentracdes de Ca’" durante a diastole (Zaugg & Schaub,
2004).

A SERCA2 ¢ uma Ca®” ATPase do reticulo sarcoplasmatico (RS) responsavel
pela recaptagio de Ca®’. Assim, a diminui¢do do numero dessas bombas reduz a
captagdo de Ca’" citosolico pelo RS, aumentando a ligagdo Ca”'-troponina C, o que
dificulta o fendmeno de relaxamento miocardico. No miocardio de pacientes com
insuficiéncia cardiaca ha diminui¢do da atividade e expressao da SERCA2 o que resulta
em uma menor recaptacio de Ca”" citosélico para o RS (Hajjar et al., 1998; Schwinger
et al., 1999). A SERCA2 ¢ uma proteina de 110 kDa e encontra-se sob controle direto da
proteina fosfolambam (PLN) (25 kDa, na forma de pentamero) que, por sua vez,
encontra-se sob controle da PKA e da proteina quinase dependente de Ca*"-calmodulina
quinase (CAMKII). Portanto, outro mecanismo que poderia estar envolvido na menor

recaptagio de Ca”" pelo RS no miocardio de individuos com IC é o aumento da
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expressao ou a diminui¢ao da fosforilagdo do PLN. O PLN, quando defosforilado, inibe
a atividade da SERCA?2 diminuindo sua afinidade pelo Ca*". Mediante a estimulacio das
vias adrenérgicas, a PKA fosforila o PLN, no residuo da serinal6, e a CAMKII no
residuo da treonina 17. Quando fosforilado, o PLN deixa de inibir a SERCA2. Alguns
estudos tém demonstrado diminui¢ao na expressao (Kiss et al., 1995) e outros aumento
na atividade (Meyer et al., 1995; Schwinger et al., 1999) de fosfolambam na IC. Esta
controvérsia pode estar relacionada as diferentes etiologias da IC.

Outra proteina importante para a redugdo do Ca’" do citosol é o trocador
Na'/Ca®* O Ca’*" do meio intracelular precisa ser reduzido para que o processo de
relaxamento ocorra adequadamente e ha dois mecanismos possiveis de redugdo do Ca®":
um deles refere-se a sua recaptagdo pelo RS através da SERCA2 e o outro seria a sua
extrusdo da célula através do trocador Na*/Ca”". Este mecanismo pode ser considerado o
mais importante de extrusdo do Ca®" pelo sarcolema (Lu et al., 2002; Mace et al., 2003).
Alguns trabalhos na literatura tém demonstrado que a expressdo deste trocador esta
aumentada na IC, tanto em animais experimentais (Hatem et al., 1994; Lu et al., 2002;
Studer et al., 1997), como em humanos (Studer et al., 1994), o que colabora para a
diminui¢do do contetido sarcoplasmatico de Ca*", conseqiientemente, ocorre o prejuizo
da fungdo sistolica. Por outro lado, alguns trabalhos nao tém observado alteragdes na
expressao deste trocador (Hasenfuss et al., 1999), ou mesmo diminui¢do na expressao
(Yao et al., 1998). Essas divergéncias entre os estudos podem se dar pela utilizagdao de
diferentes protocolos experimentais, modelos de IC, etiologia e espécies estudadas.

Assim, a homeostasia do Ca®" intracelular na IC tem sido objeto de varios

estudos na literatura, devido a relativa falta de consenso em algumas varidveis



-11 -

moleculares. Além disso, o sistema nervoso simpatico parece estar envolvido tanto no
aumento das concentracdes de Ca”" intracelular na diastole (alteracao no relaxamento do
musculo cardiaco- lusitropismo) (Dash et al., 2001; Hajjar et al., 1998; Kiss et al., 1995)
como na reducdo de sua liberacdo durante a sistole (alteracdo na contratilidade-
inotropismo) (Marks, 2000) observados no coragao insuficiente.

Além das alteragdes funcionais e moleculares, as manifestagdes periféricas da IC,
como disfun¢do endotelial, alteracdes no perfil metabolico e morfologico dos musculos
esqueléticos, além de distarbios no controle ventilatério, sdo determinantes para o
aparecimento de sintomas como a intolerdncia ao esfor¢o fisico e do VO, max,
decorrentes do comprometimento da perfusdo periférica e do metabolismo celular
(Drexler et al., 1992; Ferrari & Ceconi, 1998)

Considerando a existéncia de alteragdes autonomicas no inicio do IM, Webb et
al. (1972) observaram que 92% dos pacientes apresentavam desequilibrio autonomico.
Esses mesmos autores verificaram que a bradicardia e a hipotensdo ocorriam com maior
freqliéncia em pacientes com infarto da parede infero-posterior do VE, nos quais a acao
parassimpatica era provavelmente mais atuante. Nos pacientes com infarto da parede
anterior do VE, verificou uma maior ocorréncia de hipotensao e taquicardia, sugerindo
que a a¢ao do sistema nervoso simpatico era predominante.

Recentemente, o controle reflexo da circulagio comandado pelos
pressorreceptores tem sido reconhecido também como um importante preditor de risco
apos evento cardiovascular. O estudo ATRAMI (Autonomic Tone and Reflexes After
Myocardial Infarction) forneceu evidéncias clinicas do valor prognostico da

sensibilidade do barorreflexo e da variabilidade da freqiiéncia cardiaca na mortalidade
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cardiaca pos (IM), independente da fracdo de ejecao do VE e de arritmias ventriculares
(La Rovere et al.,, 1998). Dessa forma, intervengdes no sentido de melhorar a
sensibilidade do barorreflexo e/ou a participagdo do sistema nervoso parassimpatico
cardiaco no controle da PA e da FC tém sido vistas como novas estratégias no manejo

das doencas cardiovasculares.

Considerando o exposto e frente a maior incidéncia de IM em individuos
diabéticos, bem como suas conseqiiéncias adversas, faz-se necessario um estudo
detalhado das respostas funcionais, moleculares e autonomicas de coracdes diabéticos

submetidos a injuria isquémica, bem como de suas influéncias na mortalidade.
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1.3. Diabetes e infarto do miocdrdio

Conforme comentado anteriormente, os individuos diabéticos apresentam
aumento do risco de eventos cardiovasculares (Muir et al., 1992). Alteragdes na fungao e
estrutura cardiacas em decorréncia do diabetes podem levar ao desenvolvimento da
cardiomiopatia diabética, contribuindo para a ocorréncia de IM. Apesar de estudos
demonstrarem maior morbidade e mortalidade pos-IM em pacientes diabéticos, outros
trabalhos sugerem que o coragao diabético seria menos susceptivel a injaria isquémica.

Neste sentido, Harjai et al. (2003) estudando pacientes acompanhados durante
seis meses de internagdes apos o IM, verificaram maior incidéncia de mortalidade em
individuos diabéticos quando comparados com os nao diabéticos (8,1 vs. 4,2%,
respectivamente). Estes achados foram associados ao maior tamanho do IM nos
pacientes diabéticos. Em um estudo realizado por Forrat et al. (1993), com caes
diabéticos por STZ, foi aplicado um modelo de isquemia e reperfusdo sendo
demonstrado que para qualquer quantidade de fluxo colateral a extensdo da necrose
miocardica era maior nos diabéticos, sugerindo, desta forma, que individuos diabéticos
tém pior progndstico pos IM.

Em contraste, outros dados semelhantes na literatura apontam para a idéia de
uma maior tolerancia a isquemia aguda nos animais diabéticos (Ravingerova et al.,
2003). Tosaki et al. (1995) mostraram que o coracdo diabético foi mais resistente a
isquemia e reperfusdo apos pouco tempo de exposi¢do a hiperglicemia, ndo sendo visto
0 mesmo em ratos com longo tempo de diabetes por STZ. Posteriormente, tais achados

foram confirmados por Xu et al. (2004) que utilizaram tempos de 4 e 20 semanas de
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diabetes (STZ) para a indugdo da oclusdo coronariana em ratos. Os autores observaram
que os animais infartados com 4 semanas de diabetes tiveram uma area de infarto cerca
de 20% menor, se comparados com os animais que foram ocluidos com 20 semanas de
diabetes.

O prognéstico tem sido melhor em pacientes diabéticos com bom controle
metabolico comparado com os pacientes com pobre controle metabolico. Todavia, a
principal complicacdo cardiaca no DM, com ou sem IM, consiste na contratilidade
diminuida do ventriculo esquerdo, aumento da incidéncia de disturbios de conducao
atrioventricular e intraventricular, alteracdes funcionais essas, que podem contribuir para
um pior prognostico apds o IM em diabéticos (Gray et al., 2002).

Em nosso laboratoério foi detectado prejuizo na fungdo ventricular “in vivo” € “in
vitro” em ratos diabéticos, sendo esta revertida pelo treinamento fisico aerdbico (De
Angelis et al., 2000a; Wichi et al., 2005). Atualmente, a cardiomiopatia diabética ¢ vista
como resultado de complexas relacdes entre anormalidades metabdlicas que
acompanham o diabetes e suas conseqiiéncias moleculares, levando a alteragdo da
estrutura e fungdo miocardicas (Poornima et al., 2006). No DM ha aumento na oxidacgao
de 4cidos graxos e actmulo mitocondrial de acil carnitina, levando a piora da
fosforilagdo oxidativa (Ding et al., 2006). O aumento dos 4cidos graxos livres pode
alterar diretamente a contratilidade miocardica por meio de encurtamento do potencial
de acdo e alteracdo no transito intracelular de Ca®’. No midcito, as enzimas que
catalizam a glicélise sdo localizadas proximas ao sarcolema e ao RS. O ATP gerado pela
glicolise é preferencialmente utilizado por proteinas transportadoras de ions, como a

SERCA2 e o trocador Na'/Ca®™ (NCX). Assim, a inibicdo da glicélise cardiaca
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decorrente do aumento da oxidacdo de acidos graxos no diabetes, pode alterar o
funcionamento dessas proteinas e, conseqiientemente, o transito de Ca’" intracelular
(Ding et al., 2006). De fato, estudos tém demonstrado reducdo da expressao e atividade
da SERCAZ2 (Vasanji et al., 2004; Netticadan et al., 2001) e NCX (Chattou et al., 1999)
em animais diabéticos por STZ, reduzindo o transiente de calcio no midcito cardiaco
com conseqiiente aparecimento de disfun¢do sistolica e diastolica nestes animais.

Em sintese, os estudos experimentais mostram ambos: maior ou menor
vulnerabilidade do coragio diabético a injuria isquémica. E possivel que essa variagdo
seja dependente, entre muitos fatores, do tempo de oclusdo coronariana, visto que na
literatura os dados mostram tempos reduzidos de ligadura da artéria coronaria em
animais com diferentes tempos de diabetes. Portanto, avaliagdes funcionais e estruturais
(hemodinamicas e moleculares) cardiacas durante o curso temporal do IM no diabetes
por STZ seriam desejaveis, uma vez que poderiam contribuir para o entendimento dessas
controvérsias. Além disso, poderiam também fornecer subsidios para intervengdes
terapéuticas diferenciadas, caso elas pudessem ser planejadas para ocorrerem nos
periodos em que a funcao estivesse melhor preservada.

Nesse trabalho, testaremos a hipotese de que o coragdo diabético ¢ menos
sensivel a isquemia miocardica cronica utilizando a avaliagdo morfométrica e da funcao
ventricular, bem como o acompanhamento da mortalidade. Além disso, buscaremos
estudar os possiveis mecanismos envolvidos nas adaptagdes a injuria isquémica
avaliando as alteracdes da fun¢do autondmica cardiovascular e da expressao de proteinas

. 2+ .
relacionadas a homeostase do Ca” intracelular.
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2. OBJETIVOS

Geral

Avaliar o efeito do infarto do miocardio nas altera¢des ventriculares, funcionais e

moleculares, cardio-respiratorias e autondmicas de ratos diabéticos por estreptozotocina.

Especificos

Avaliar os efeitos do infarto do miocardio experimental em ratos diabéticos por
estreptozotocina nos seguintes parametros:

- peso corporal e glicemia;

- pressdo arterial e freqliéncia cardiaca;

- consumo maximo de oxigénio (VO;, max.);

- area de infarto do ventriculo esquerdo pelo ecocardiograma;

- morfometria e fungdo ventricular de forma nao invasiva pelo ecocardiograma e

de forma invasiva através da cateterizagdao do ventriculo esquerdo;

- expressio das proteinas relacionadas a recaptacio de Ca>" no midcito cardiaco;

- sensibilidade do barorreflexo;

- variabilidade da freqiliéncia cardiaca e da pressao arterial.
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3. METODOS

3.1. Animais e grupos

A presente tese teve a aprovagio do seu projeto pela Comissdo de Etica para
Andlises de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas, Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (n° de protocolo:
151/04)

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados ratos Wistar machos,
pesando entre 230 e 260g, provenientes do biotério da Faculdade Medicina da
Universidade de Sao Paulo. Os animais foram mantidos agrupados, em ambiente com
temperatura (22 — 24°C) e luz controladas em ciclo de 12 horas (claro/escuro). Agua e
comida foram oferecidas de modo irrestrito, sendo a dieta normoprotéica. Os animais
foram randomicamente divididos em 4 grupos a seguir relacionados.

Grupo Controle (C) — Os animais foram acompanhados durante 90 dias.

Grupo Diabético (D) - O diabetes foi induzido no inicio do protocolo (dia 1) e
os animais foram acompanhados durante 90 dias.

Grupo Infartado (I) - Foi realizada a oclusdo coronariana aos 14 dias de
protocolo, sendo os animais acompanhados durante 90 dias.

Grupo Diabético/ Infartado (DI) — O diabetes foi induzido no dia 1 e no dia 14
foi realizada a oclus@o coronariana, seguindo-se o acompanhamento dos animais até 90

dias.
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Para o estudo da mortalidade iniciamos o protocolo com os seguintes numeros de

animais por grupo: C (n=18), D (n=16), I (n=22) e DI (n=18). As demais avaliag¢des

foram realizadas em 8 animais por grupo.

3.2. Seqiiéncia experimental

Os grupos experimentais seguiram a seqii€éncia descrita no quadro abaixo:

Dias / Procedimentos 1 |14-16|15|30 |60 | A partir de 90

Inducao do diabetes X
Infarto do Miocardio X

Avaliaciao Ecocardiografica X

Avaliacao da Glicemia X[ XX

Avaliacdo do Consumo de Oxigénio X[ X|X

Avaliacao Direta da Func¢iao Ventricular

SNSRI

Avaliacoes Hemodinamicas Sistémicas

Avaliacido da Expressao de Proteinas

s

Cardiacas (Western Blot)
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3.3. Diabetes induzido por estreptozotocina

Ap6s um jejum de 8 horas, os animais foram anestesiados com éter etilico € o
diabetes foi induzido por uma tUnica injecdo endovenosa de estreptozotocina (STZ,
50mg/Kg, e.v., Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA) na veia da cauda
(Rerup, 1970). A estreptozotocina foi dissolvida em tampao citrato (0,01M, pH 4,5) e
injetada cerca de 5 minutos ap6s sua diluicdo. Os animais controles foram injetados

somente com tampao citrato (Junod et al., 1969).

Cerca de 2 dias apds a indugdo, os animais foram novamente submetidos a um
jejum de 8 horas para verificar a agdo da estreptozotocina. A dosagem da glicemia foi
realizada por hemoglicoteste, através de tiras Advantage (Advantage - Roche®). Foram
selecionados para os grupos diabéticos os animais que apresentaram glicemia acima de

250 mg/dL.

3.4. Infarto do miocdrdio

O infarto do miocardio (IM) experimental foi realizado quatorze dias apds a
indu¢do do diabetes e/ou injecdo de tampao citrato. Os animais foram pesados e
anestesiados com uma mistura de Cetamina (80 mg/Kg) e Xilazina (12 mg/Kg) por via
intra-peritoneal. Foram colocados em decubito dorsal e entubados (Gelko-14G). Um

pequeno corte foi realizado na pele e os musculos peitorais afastados. Os animais eram
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submetidos & respiracio artificial (Harvard Aparattus®, Boston, EUA) e realizada uma
toracotomia esquerda no quarto espaco intercostal, sendo colocado um afastador entre as
costelas para permitir a melhor visualizagdo. O pericardio foi seccionado e o atrio
esquerdo afastado para visualizacdo da artéria coronaria esquerda. Esta foi ligada (fio

mononylon 6.0) provocando a isquemia miocardica.

Ap6s a ligadura, a incisdo tordcica foi fechada (fio mononylon 5.0) e o
pneumotorax retirado mediante a suc¢ao do ar com uma agulha (5x7) conectada a uma
seringa de 10ml. Logo apds, os animais foram retirados da ventilagdo artificial e a
respiracdo natural foi estimulada. Os musculos afastados para a cirurgia foram
reposicionados e a pele foi suturada (fio mononylon 4.0). Os animais receberam 30000
UI de Benzilpenicilina Benzatina (Penretard, Cibran, Tanqud, RJ, Brasil, i.m.) e foram

colocados em ambiente aquecido para recuperagao (Pfeffer et al., 1979) (Figura 1).

Figura 1. Ilustragao e foto do infarto do miocardio experimental em ratos.
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3.5. Avaliagoes ecocardiogrdficas

As avaliagOes ecocardiograficas foram realizadas nos grupos em torno do 14° ao
16° dia de protocolo, ou seja, 1 a 2 dias ap0Os a cirurgia de IM nos grupos infartados,
sendo esta chamada de avaliagdo inicial. Os animais foram novamente avaliados aos 90
dias de protocolo, denominando-se esta de avaliagao final.

Apo6s a anestesia com uma solu¢do intra-peritoneal de Cetamina (80 mg/kg) e
Xilazina (12mg/kg), os animais tiveram a regido toracica devidamente tricotomizada e
foram mantidos em decubito lateral para a realizacdo do exame ecocardiografico com
aparelho SEQUOIA 512 (ACUSON, Corporation, Mountain View, CA-EUA). O
transdutor utilizado foi linear e multifreqliencial (10-14mHz), que permite imagens
bidimensionais ¢ monodimensionais simultaneas, além da andlise de fluxo por efeito
Doppler espectral. Foram realizados os registros eletrocardiograficos mediante a
colocagdo de trés eletrodos para a derivagdo DII. A profundidade de imagem trabalhada
foi de 2cm.

Foram utilizadas as janelas longitudinais paraesternais direitas para a obtencao dos
cortes longitudinal e transversal e as janelas longitudinais paraesternais esquerdas para a
obtenc¢do dos cortes apicais (duas, quatro e cinco camaras). As medidas lineares foram
realizadas nas imagens obtidas pelo modo-M, conforme descrito por Schiller et al.
(1979), com as seguintes medidas: espessura diastolica do septo interventricular
(SVDIA), cavidade do ventriculo esquerdo (VE) ao final da diastole (VEDIA) e

espessura diastolica da parede posterior. A massa ventricular esquerda (MVE) foi entao
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obtida a partir da formula: 1,047 x [(SIVDIA+VEDIA+PPDIA)*-VEDIA®] onde: 1,047
representam a densidade do miocardio, validada em ratos por Fard et al. (2000). A MVE
foi também corrigida pelo peso corporal (valor absoluto / peso corporal do animal). A
funcdo sistolica foi avaliada pela fracdo de ejecao (FE%), pelo método Simpson
modificado por se mostrar mais fidedigno em coragdes infartados, também pela
velocidade de encurtamento circunferencial (VEC-circ/seg), cujas formulas estdo a
seguir:

Simpson modificado :

onde L = comprimento do ventriculo esquerdo
dividido em 20 discos (i= 1 a i= 20) da base ao apice, com o diametro de cada disco
determinado em duas visdes apicais (a € b). Com este procedimento feito tanto na
diastole como na sistole, obtivemos os respectivos volumes (diastolico e sistolico), o
qual permitiu o célculo da fragdo de ejecdo: FE = (volume diastélico final — volume
sistolico final / volume diastolico final) x 100% . Desta maneira, também obtivemos as
medidas do eixo do VE, assim como a area do mesmo. A velocidade de encurtamento
circunferencial foi obtida pela seguinte formula: VEC = (VEDIA-VESIS)/(VEDIA x
TE), onde TE = tempo de ejecao.

A fungdo diastélica foi analisada utilizando-se os indices derivados da curva de
velocidade de fluxo diastélico mitral e do fluxo sistélico da via de saida do VE, obtidos
pela técnica de Doppler pulsatil. A curva de velocidade do fluxo diastélico foi obtida a
partir da imagem apical quatro camaras posicionando-se o volume-amostra préximo a

face ventricular da valva mitral. Foram determinadas: a) onda E — maior valor da
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velocidade de fluxo inicial do enchimento ventricular (enchimento rapido do ventriculo);
b) onda A — maior valor da velocidade de fluxo telediastolico mitral (correspondente a
contragdo atrial); c) a relagdo E/A - razdo entre a velocidade maxima da onda E e a
velocidade maxima da onda A; d) tempo de desaceleragdo da onda E (TDE) — tempo, em
milissegundos (ms), entre o pico da onda E e o ponto em que a rampa de desaceleragao
intercepta a linha de base da curva de velocidade do fluxo diastélico mitral. A curva de
velocidade dos fluxos para andlise do tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) foi
obtida posicionando-se o volume-amostra numa posi¢do intermediaria entra a valva
mitral e a via de saida do ventriculo esquerdo. Foi determinado o TRIV em “ms”, entre o
final do fluxo sistdlico na via de saida do ventriculo esquerdo e o inicio do fluxo
diastolico mitral.

Entretanto, além das avaliagdes da fungdo sistdlica e diastolica separadamente,
utilizamos um outro método de avaliagdao funcional combinado, o indice de desempenho
miocardico (IDM), derivado de intervalos obtidos pelo Doppler pulsatil. Validado em
camundongos por Broberg et al.(2003), o IDM ¢ conceitualmente simples e representa a
razao do tempo total gasto na atividade isovolumétrica (contracdo e relaxamento
1sovolumétricos) pelo tempo de ejecdo. Para tanto, mede-se o tempo de relaxamento da
valvula mitral (a), que corresponde a soma do tempo de contragdo isovolumétrica, tempo
de ejecdo e tempo de relaxamento isovolumétrico. O tempo de ejecdo ¢ obtido pela
medida da duragdo do fluxo de via de saida do ventriculo esquerdo (b). Pela formula (a)-

(b) / b, podemos entdo obter o IDM.
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A regido de infarto foi delimitada de acordo com a cinética das paredes do
miocardio, avaliadas pelas seguintes janelas ecocardiograficas: longitudinal paraesternal
direita, transversal (ao nivel dos musculos papilares) e apical (2 e 4 camaras). Regides
hipocinéticas (espessamento sistolico abaixo do normal), acinéticas (auséncia de
espessamento durante a sistole) e discinéticas (movimentacdo paradoxal durante a
sistole) foram consideradas como infartadas. Desta forma, a area de infarto foi
delimitada através da razdo destas regides com a area total das paredes miocardicas do
VE. Moisés et al. (2000) e Nozawa et al.(2006), utilizando-se desta metodologia,
demonstraram altissima sensibilidade e especificidade para a delimitagdo da area de
infarto do miocardio em ratos, com 100% de confiabilidade quando comparada a estudos
anatomo-patologicos. Todas as medidas seguiram as recomendagdes da Sociedade
Americana de Ecocardiografia.

As varidveis ecocardiograficas analisadas nos grupos experimentais foram:

Area de Infarto;
Variaveis Morfométricas:

- MVE, Massa do VE (absoluta e corrigida);

- VEDIA, Cavidade do VE em diastole (absoluta e corrigida);

- EMVE, Eixo Maior do VE em diastole;

- AVE, Area do VE em Diastole;
Variaveis de Fung¢ao Sistolica:

- FE, Fragao de Ejecao;
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- VEC, Velocidade de Encurtamento Circunferencial;
Variaveis de Funcao Diastolica:

- TRIV, Tempo de Relaxamento Isovolumétrico;

- TDE, Tempo de Desaceleragao da Onda E;
Variavel de Fun¢ao Global:

- IDM, Indice de Desempenho Miocardico.

3.6. Teste de esforg¢o maximo

Para realizagdo do teste de esforco maximo, os animais foram posicionados
individualmente em uma caixa metabdlica sobre a esteira rolante. O tempo de
observagao foi de aproximadamente trinta minutos, com o propdsito de aclimatacao do
animal dentro da caixa metabdlica. Imediatamente ap6s a coleta do consumo de oxigénio
de repouso o teste de esforco foi iniciado. O teste constitui em um protocolo de esforco
escalonado e progressivo com incrementos de velocidade de 3m/min a cada 3 minutos,
até que fosse atingida a velocidade méaxima suportada pelos animais. O critério utilizado
para a determinagdo da exaustdo do animal e interrupcao do teste foi 0 momento em que
o rato nao era mais capaz de correr dentro da caixa metabolica mediante o incremento de

velocidade da esteira (Brooks & White, 1978; Rodrigues et al., 2007).



-26 -

3.7. Avaliacao do consumo maximo de oxigénio (VO madax.)

Todos os animais foram submetidos a avaliagdo do consumo de oxigénio pelo
método de respirometria aberta. A determinagdo metabolica de consumo de oxigénio foi
de acordo com o método descrito por Brooks & White, (1978).

O consumo de oxigénio (VO,) foi avaliado por meio de uma caixa metabolica
conectada a um sensor de oxigénio (Ametek N-22M-S-3*/I) que analisa, continuamente,
as amostras das fragdes expiradas de oxigénio (FeO;), bem como os valores das
concentracdes ambientais de oxigénio (FiO;) (Figura 2) (Rodrigues et al., 2007).
Posteriormente os valores de VO, de cada animal foram calculados pela seguinte

formula matematica:

VO, (mlO,/ kg"'/ min™) = VE (FiO, — FeO, )/PC,

onde: VE = Fluxo da bomba de suc¢ao (ml/min); FiO, = Fracdo inspirada de O,; FeO, =
Fragao expirada de O,; PC = Peso corporal do animal (g). O VO, méx. foi definido como
sendo o ponto que ndo havia mais aumento de VO, (£ 5%) apds incrementos

progressivos na velocidade.
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VO,

Velocidade

Figura 2. Esquema demonstrativo da realizacdo da medida do consumo maximo de
oxigénio (VO,max.) concomitante ao teste de esforco maximo em ratos.

3.8. Avaliacoes hemodinamicas sistémicas

3.8.1. Canulacdo

Apds os 90 dias de protocolo, os animais foram anestesiados com uma solucao
de Cetamina (80mg/Kg) e Xilazina (12mg/Kg), através de injecao intra-peritoneal. Logo
apos realizou-se a incisdo na regido inguinal e a insercdo dos cateteres de tygon P10 no
interior da veia e artéria femural para registro da pressdo arterial (PA) e freqiiéncia
cardiaca (FC) (Figura 3). As canulas foram fixadas com fio de algodao na artéria e na
veia, suas extremidades mais calibrosas foram passadas subcutaneamente e

exteriorizadas no dorso da regido cervical, sendo fixadas com fio de algodao na pele.
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Cada rato foi mantido em uma caixa (Plexiglas,25x15x10cm) durante a realizacao das

avaliacdes hemodinamicas sist€émicas no dia seguinte (1 dia) ao procedimento cirurgico.

Figura 3. Desenho da canulacdo da artéria e veia femural em posi¢do anitomo-
cirtirgica.

3.8.2. Registro da pressdo arterial e freqiiéncia cardiaca

No dia seguinte a canulagdo, com o animal acordado, a canula arterial foi
conectada a uma extensdo de 20 cm (PE-50), permitindo livre movimenta¢do do animal
pela caixa durante todo o periodo do experimento. Esta extensdo foi conectada a um
transdutor de pressdo (Blood Pressure XDCR, Kent® Scientific, Litchfield, CT, EUA)
que, por sua vez, estava conectado a um pré-amplificador (Stemtech BPMT-2, Quintron
Instrument® Inc, Milwaukee, EUA). Sinais de PA foram gravados durante um periodo
de 30 minutos em um microcomputador equipado com um sistema de aquisi¢do de

dados (CODAS, DATAQ Instruments, Akron, OH, EUA), permitindo andlise dos pulsos
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de pressdo, batimento a batimento, com uma freqiiéncia de amostragem de 2000 Hz por

canal (Figura 4).

A andlise foi feita utilizando-se um programa comercial associado ao sistema de
aquisicdo. Este programa permitiu a detec¢ao de pontos maximos € minimos da curva de
pressao batimento a batimento fornecendo os valores de pressdo arterial sistolica (PAS)
e diastolica (PAD) pela integral da area sob a curva no tempo. A freqiiéncia cardiaca,
(FC) pelo intervalo de pulso, foi determinada a partir do intervalo entre dois picos
sistélicos. Os resultados foram apresentados em valores médios e erros padrdes dos
periodos em que os dados fora analisados para PA e FC. As planilhas de dados obtidas
foram analisadas em programa comercial para analise (Excel 6.0), onde se calcularam a

média e desvio padrao de PA média, PAS, PAD e FC para cada animal.

Figura 4. Sistema de registro da pressdo arterial e freqii€ncia cardiaca
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3.9. Avaliagdo da sensibilidade barorreflexa

ApoOs o registro da pressdao arterial e da freqiiéncia cardiaca, os animais
permaneceram em repouso por 15 minutos e uma extensao de aproximadamente 20cm
(P10) foi conectada na canula venosa para posterior inje¢ao de drogas vasoativas. A
sensibilidade dos pressorreceptores foi testada através da infusdo em “bolus™ (0,1 ml) de
fenilefrina e logo apos nitroprussiato de so6dio, sempre nesta seqiiéncia (Figura 5).

A Fenilefrina (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA), um potente
estimulador o; cuja ag¢do predominante se da nas arteriolas periféricas causando
vasoconstricao, foi usada para provocar aumento da pressdo arterial. Esse aumento da
pressdo arterial ¢ seguido de bradicardia reflexa comandada pelos pressorreceptores.

O Nitroprussiato de Sédio (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA),
um potente vasodilatador tanto de arteriolas como de veias e cuja a¢@o se d4 por meio da
ativagio da guanilato ciclase ¢ aumento da sintese de 3, 5- guanosina monofosfato
(GMP ciclico) na musculatura lisa de vasos e outros tecidos, foi usado para provocar
queda da pressdo arterial. Essa queda ¢ seguida por uma resposta de taquicardia reflexa
comandada pelos pressorreceptores. As diluigdes de Fenilefrina e Nitroprussiato de
Sédio variaram de 0,25 a 32 pg/mL, buscando alteragdes de pressdo arterial de até 30
mmHg. As diferentes concentra¢des das drogas foram preparadas em solucdo salina e
mantidas em cuba com gelo, cobertas com papel laminado, at¢ o momento do

experimento.
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O indice da sensibilidade do reflexo pressorreceptor foi calculado para cada
variacdo de freqiiéncia cardiaca obtida para cada variagdo de pressdo arterial e
correlacionou a diferenca de freqiiéncia cardiaca para cada variacdo de PA em mmHg
(AFC / APAM, bpm por mmHg). Foram obtidos para cada animal indices distintos, um
correlacionando as quedas de FC com os aumentos de PA (indice de bradicardia reflexa,
IBR) e outro correlacionando os aumentos de FC para cada mmHg de diminuicdo de PA

(indice de taquicardia reflexa, ITR), expresso por bpm/mmHg.

PA e FC Fenilefrina
basals
1 pa | Fc
PA e FC Nitroprussiato
basais de sédio
| pa T FC

Figura 5. Registro demonstrativo da pressdo arterial e freqiiéncia cardiaca antes e apds a
administracao de drogas vasoativas.
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3.10. Avaliagoes diretas (invasivas) da funcdo ventricular esquerda

3.10.1 Canulacdo do ventriculo esquerdo

Apo6s 1 dia da realizagdo das avaliacdes hemodinamicas sistémicas, os animais
foram anestesiados com Pentobarbital Sodico (40 mg/kg, ip) e um cateter de tygon P50
preenchido de salina foi utilizado para a canulagdo da veia jugular para a realizacdo da
sobrecarga de volume. Um segundo cateter de polietileno (P50) foi utilizado para a
canulacdo do ventriculo esquerdo via artéria carétida direita. O cateter foi inserido até o
ventriculo e sua posi¢do determinada pela observacao da caracteristica onda de pressao

ventricular.

3.10.2. Registro da pressdo ventricular

Antes da colocacao do cateter P50 no ventriculo, a pressdo arterial na carotida foi
registrada durante 5 minutos através da conecgdo da cénula arterial a um transdutor de
pressdo (Blood Pressure XDCR, Kent® Scientific, Litchfield, CT, EUA) que, por sua
vez, estava conectado a um pré-amplificador (STEMTECH BPMT-2, Quintron
Instrument® Inc, Milwaukee, EUA). Os sinais de pressdo arterial foram gravados em um
microcomputador equipado com um sistema de aquisi¢ao de dados (CODAS, DATAQ
Instruments, Akron, OH, EUA), permitindo andlise dos pulsos de pressdo tanto arterial

quanto ventricular, batimento a batimento, com uma freqiiéncia de amostragem de 2000
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Hz por canal. Em seguida, apos a colocacao da canula no VE e uma espera de 5 minutos
para estabilizacdo, foram registrados 5 minutos de pressdo ventricular esquerda para
estudo dos valores de maxima pressao sistolica ventricular (PSVE), pressao diastdlica
final (PDF) e derivadas de contragao (+dP/dt) e relaxamento (-dP/dt) do ventriculo
esquerdo. A PDF foi determinada pela deteccdo manual do ponto de inflexdo no tragado
da onda de pressdo diastolica do ventriculo esquerdo. Foram realizadas no minimo 20
detecgdes por registro.

Ap0s o registro basal os animais foram submetidos a uma sobrecarga de volume
(0,8 ml de salina / 300 gramas de peso corporal) durante trés minutos, sendo avaliados
os parametros ventriculares acima citados no minuto 3 da sobrecarga de volume e da
recuperagao pds-sobrecarga de volume (Wichi et al., 2007). A sobrecarga de volume foi
realizada com o intuito de investigar as diferengas de comportamento miocéardico nos

grupos estudados sob uma situagdo de estresse cardiovascular.

3.11. Expressdo de proteinas cardiacas

A expressio de proteinas envolvidas na recaptagio de Ca*" pelo reticulo
sarcoplasmatico: Ca”" ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2), fosfolambam
(PLN), fosfolambam fosforilado na serina 16 (fosfo-Ser'®-PLN), fosfolambam
fosforilado na treonina 17 (fosfo-Tre'’-PLN); na defosforilagio de diferentes proteinas:
proteina fosfatase 1 (PP1) e do trocador Na'/ Ca*™ (NCX, proteina responsavel pela

~ 2+ 7 : . ;
extrusdo de Ca” da célula) foram analisadas nos homogeneizados de ventriculo
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esquerdo dos animais estudados por meio da técnica de eletroforese de proteinas

(Western blot).

3.11.1. Preparacdo dos homogeneizados ventriculares

Os ventriculos dos animais foram homogeneizados, utilizando-se um
homogeneizador Polytron (PT-K Brinkman Instruments), em uma soluc¢do de tampao de
lise hipotonico contendo tampao de fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0), sacarose 0,3 M,
DTT 0,5 mM, EDTA 1 mM (pH 8,0), PMSF 0,3 mM, NaF 10 mM e coquetel de inibidor
de fosfatase (1:100; Sigma-Aldrich-EUA). O processo de homogeneizagdo foi realizado
trés vezes durante dez segundos com intervalos de vinte segundos entre as
homogeneizagdes. Todo o processo foi realizado a 4°C. Os homogeneizados foram
centrifugados a 12.000 rpm por vinte minutos a 4°C. O sobrenadante foi entdo
transferido para tubos de 1,5 mL. A concentragdo de proteina das amostras foi analisada
por meio do método de Bradford (Biorad-EUA). Aliquotas dos homogeneizados foram
armazenadas em freezer —80°C até serem utilizadas (Rolim et al., 2007; Medeiros et al.,

2007).
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3.11.2. Western blot

Os homogeneizados ventriculares foram solubilizados a uma concentragdo final
de 1% de SDS (sodium- dodecyl- sulfate) e em seguida as proteinas presentes nas
amostras foram separadas eletroforeticamente em gel de SDS — poliacrilamida (6 e 10%,
dependendo do peso molecular da proteina a ser estudada). As proteinas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose em tampdo de transferéncia contendo
Tris (25 mM), glicina (192 mM), metanol (20%) e SDS (0,1%). As membranas foram
lavadas duas vezes com solugdo tampao (TBS: Tris 10mM, pH 7,6 e NaCl 150 mM).
Em seguida, o bloqueio dos sitios antigénicos inespecificos foi realizado por meio de
uma mistura contendo TBS com o detergente Tween 20 (0,1%) e leite desnatado (5%)
por 120 minutos em temperatura ambiente (20-25°C) com agitagdo constante. A
membrana, entdo, foi incubada com o anticorpo primario diluido na solug¢do bloqueadora
(TBS e albumina 3%) a 4°C por 12 horas com agitagio constante. Apds a incubag¢do com
o anticorpo primario, a membrana foi lavada trés vezes em solucdo de TBS-T. Em
seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo secundario em solugdo bloqueadora
(TBS-T e leite desnatado 1%) por uma hora e meia em temperatura ambiente com
agitacdo constante. ApOs a incubagdo com o anticorpo secundario, a membrana foi
lavada trés vezes em solucdo de TBS-T para remover o excesso de anticorpo. Por fim, a
imuno-detec¢do foi realizada por meio do método de quimioluminescéncia de acordo
com as instru¢des do fabricante (Enhancer Chemi-Luminescence, Amersham
Biosciences, NJ-USA).

Como anticorpos primarios foram utilizados:
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. SERCA2, camundongo IgGl (Affinity BioReagents, CO-EUA): A titulagdo
utilizada foi de 1:2500.
. Fosfolambam, camundongo IgG2a (Affinity BioReagents, CO-EUA): A titulacao
utilizada foi de 1:500.
. Fosfo-fosfolambam (serina 16), coelho IgG (RDI Incorporation, NJ-EUA): A
titulacao utilizada foi de 1:5000.
. Fosfo-fosfolambam (treonina 17), coelho IgG (Badrilla, Leeds-UK): A titulacao
utilizada foi de 1:5000.
. Trocador Na'/Ca>", camundongo IgM (Affinity BioReagents, CO-EUA): A
titulacao utilizada foi de 1:2000.
. Proteina fosfatase 1, coelho IgG (Upstate, Lake Placid-NY): A titulagdo utilizada
foi de 1:1000.

Como anticorpos secundarios foram utilizados anticorpos conjugados a
peroxidase (IgG anti-camundongo ou anti-coelho, ECL, Amersham Biosciences, NJ-

EUA) anti os anticorpos primarios, utilizados na titulacdo de 1:10000.

3.12. Variabilidade no dominio do tempo e da freqiiéncia (andlise espectral

modelamento auto-regressivo).

As variabilidades da freqliéncia cardiaca (VFC) e da pressao arterial sistolica
(VPAS) no dominio do tempo foram calculadas pela média dos desvios padrdes de cada

animal (SDNN) e pela variancia total.
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Cada batimento cardiaco foi identificado através da utilizagdo de algoritmo
implementado no programa Windag/DATAQ que, automaticamente, realizou a detec¢ao
dos intervalos de pulso do evento sistolico da onda do sinal de pressdo arterial. Apds
esta leitura automatica foi realizada uma verificagdo por inspe¢do visual, com o intuito
de identificar e/ou corrigir alguma marcacao ndo correta. Em seguida, foi gerada a série
temporal de cada sinal a ser estudado, isto €, o intervalo de pulso cardiaco (tacograma) e
da pressao arterial sistolica (sistograma). Quando necessario, utilizavamos a interpolagao
linear da série tacograma e sistograma, para retirarmos as distor¢des indesejaveis. Os
dados foram armazenados em arquivos em formato texto e utilizados, posteriormente,
em um programa de analise espectral auto-regressiva linear (24 horas), o qual detectou a
freqliéncia central, numero e poténcia de cada componente (Pagani et al., 1986; Pagani
et al., 1997). A faixa de freqiiéncia de interesse para andlise espectral no rato encontra-se
no intervalo que vai de 0 até 3Hz. Os componentes de alta freqiiéncia (HF) encontram-se
na faixa de 0,75 e 3,0 Hz (modulagdo vagal), os de baixa freqiiéncia (LF) na faixa de
0,20 e 0,75 Hz (modulacao simpatica) e muito baixa freqiiéncia (VLF) menores que 0,20
Hz. Este estudo ndo aborda as faixas de muito baixas freqiiéncias (VLF) por ndo estarem

muito bem definidas pela literatura (Task Force, 1996).

3.13. Anadlise estatistica

Os resultados foram apresentados como média =+ erro padrao da média (EPM). O

teste de analise de varidncia (ANOVA) de medidas repetidas, de uma ou duas vias,
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seguido de testes complementares de Student Newmann Keuls foram devidamente
aplicados para analise dos dados. A curva de sobrevida foi estimada pelo método de
Kaplan-Meier e comparada entre os grupos pelo teste log-rank. A correlagdo de Pearson
foi usada para estudar as associagcdes entre as varidveis. Valores de p<0,05 foram

considerados significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacoes metabolicas

4.1.1. Peso corporal

No inicio do protocolo (dia 1) o peso corporal foi semelhante entre grupos
estudados. Os animais diabéticos (D e DI) reduziram o peso corporal durante o estudo
em relagdo aos animais normoglicémicos (C e I) e também se comparados com seus
pesos corporais iniciais. Os grupos controle (C) e infartado (I) apresentaram aumento do
peso corporal ao final do protocolo (90 dias) quando comparados aos seus pesos
corporais iniciais. Porém, aos 90 dias, o grupo I apresentou menor peso corporal em

relagdo ao grupo C (Tabela 1 e Figura 6).
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Tabela 1. Peso corporal (gramas) no inicio (dia 1) e ao final do protocolo experimental
(90 dias) nos grupos controle (C), diabético (D), infartado (I) e diabético/infartado (DI).

Peso Corporal / Grupos C D I DI
Inicial (1 dia) 23443 23744 231+2 22944
Final (90 dias) 508+£3#  213+£10*# 471£9*%F#  211£10%i#

Valores representam média £ EPM. * p<0,05 vs. C; T p<0,05 vs. D; { p<0,05 vs. I; #
p<0,05 vs. peso corporal inicial. Os dados foram comparados entre os grupos pela
andlise de variancia para medidas repetidas (ANOVA) seguido do post hoc de Student
Newmann Keuls.

5507
5007
450
400+
3507
300
250
200

Peso corporal (g)

Figura 6. Peso corporal (gramas) do inicio (dia 1) até o final (90 dias) do protocolo
experimental nos grupos controle (C), diabético (D), infartado (I) e diabético/infartado
(DI). * p<0,05 vs. C em todos os tempos; T p<0,05 vs. D em todos os tempos; § p<0,05
vs. I em todos os tempos; # p<0,05 vs. peso corporal inicial. Os dados foram
comparados entre os grupos pela analise de variancia para medidas repetidas (ANOVA)
seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.
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4.1.2. Glicemia

Analisando a eficacia da indugdo do diabetes por STZ, nota-se que os grupos D e
DI apresentaram hiperglicemia em relagdao aos grupos C e I durante todo protocolo
experimental (Figura 7). Na Tabela 2 sdo apresentados os valores de glicemia (mg/dL)

para os grupos estudados aos 15 e aos 90 dias ap6s a inje¢ao de STZ ou tampao citrato.

Tabela 2. Glicemia (mg/dL) aos 15 e aos 90 dias de protocolo nos grupos controle (C),
diabético (D), infartado (I) e diabético/infartado (DI).

Glicemia/
Grupos C D I DI
15 dias 88+4 398+25% 7967 384+42*F
90 dias 89+3 400+27%* 81t67 3714£37*%

Valores representam média + EPM. * p<0,05 vs. C; T p<0,05 vs. D;  p<0,05 vs. L. Os
dados foram comparados entre os grupos pela andlise de variancia para medidas
repetidas (ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.
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Figura 7. Glicemia (mg/dL) avaliada aos 15, 30, 60 e 90 dias de protocolo nos grupos
controle (C), diabético (D), infartado (I) e diabético/infartado (DI). * p<0,05 vs. C em
todas as avaliagdes; T p<0,05 vs. D em todas as avalia¢des; § p<0,05 vs. I em todas as
avaliagdes. Os dados foram comparados entre os grupos pela andlise de variancia para
medidas repetidas (ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.

4.2. Avaliagoes cardio-respiratorias

4.2.1. Pressdo arterial e freqgiiéncia cardiaca

Na Tabela 3 sdao apresentados os valores médios de pressdo arterial sistolica
(PAS), diastolica (PAD), média (PAM) (mmHg) e freqiiéncia cardiaca (FC) (bpm) dos
quatro grupos experimentais estudados.

Os animais dos grupos D, I e DI apresentaram redu¢do da PAS quando

comparados ao grupo C, sendo que o grupo I apresentou maior PAS em relagdo ao grupo
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D. Como caracteristica do modelo de diabetes por STZ, observou-se uma reducao da

PAS, PAD, PAM e FC nos grupos D e DI quando comparados ao grupo C (Tabela 3).

Tabela 3. Valores de pressdo arterial sistdlica (PAS), diastolica (PAD), média (PAM) e
freqliéncia cardiaca (FC) nos grupos controle (C), diabético (D), infartado (I) e
diabético/infartado (DI).

Grupos/ Varigveis C D I DI
PAS (mmHg) 129+2 109+3* 117£3%F 106£2%%
PAD (mmHg) 9242 83+2* 90+3 87+2%*
PAM (mmHg) 111+£2 96+3* 104+3 99+2%*
FC (bpm) 352+12 302+7* 342+6 307+£19*

Valores representam média = EPM. * p<0,05 vs. C; T p<0,05 vs. D; I p<0,05 vs. L. Os
dados foram comparados entre os grupos pela andlise de varidncia de duas vias
(ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.

4.2.2. Consumo mdximo de oxigénio (VO, mdx.)

Na Tabela 4 sao apresentados os valores de consumo méaximo de oxigénio (VO,
max.) (ml/Kg/min'l) nos grupos estudados aos 15 e 90 dias apos o IM. Analisando o
VO, méx., observou-se que os animais dos grupos D, I e DI apresentaram reducdo desta
variavel em relacdo aos animais do grupo C, aos 15, 30, 60 e 90 dias. Além disso, notou-
se um prejuizo adicional dos grupos infartados (I e DI) em relagdo ao grupo D nas

mesmas avaliagdes (Tabela 4 e Figura 8).
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Em relagdo as comparagdes intra-grupos, observou-se que os animais do grupo I
apresentaram redu¢do do VO, max. aos 60 ¢ 90 dias de protocolo quando comparados
com sua avaliagdo aos 15 dias. No entanto, o grupo DI apresentou esta diferenca
somente aos 90 dias, em comparacgdo a sua avalia¢do aos 15 dias de protocolo (Tabela 4
e Figura 8).

Tabela 4. Consumo maximo de oxigénio (VO, max.) nos grupos controle (C), diabético
(D), infartado (I) e diabético/infartado (DI) avaliados aos 15 e aos 90 dias.

VOz max.
(ml/Kg/min™")/ C D I DI
Grupos
15 dias 82+3 66+2%* 55414 54+1%%
90 dias 7743 62+1* 49+1*1# 45 + 2*1#

Valores representam média £ EPM. * p<0,05 vs. C; 1 p<0,05 vs. D; # p<0,05 vs.
avaliacdo aos 15 dias. Os dados foram comparados entre os grupos pela analise de

variancia para medidas repetidas (ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann
Keuls.
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Figura 8. Consumo méximo de oxigénio (VO, max.) (ml/Kg/min™) avaliado aos 15, 30,
60 e 90 dias de protocolo, nos grupos controle (C), diabético (D), infartado (I) e
diabético/infartado (DI). * p<0,05 vs. C em todas as avaliagdes; T p<0,05 vs. D em todas
as avaliagdes; # p<0,05 vs. avaliagdo aos 15 dias. Os dados foram comparados entre os
grupos pela analise de variancia para medidas repetidas (ANOVA) seguido do post hoc
de Student Newmann Keuls.

4.3. Avaliacoes ventriculares

4.3.1. Avaliacdo ecocardiogrdfica da area de infarto do miocardio

A darea de IM, avaliada pelas areas acinéticas e discinéticas do VE, foi
semelhante entre os grupos I e DI na avaliagdo ecocardiografica inicial (1 a 2 dias apds o
IM). Porém, o percentual de infarto da parede do VE na avalia¢do final dos animais I

51£1%) foi maior quando comparada a sua avaliag@o inicial (39+3%), enquanto que
q p
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nos animais DI ndo foi observada esta diferenca (inicial: 41+£3% e final: 40+4%) (Figura

9).
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Figura 9. Area de infarto representada pelo % de parede do ventriculo esquerdo
acinético ou discinético, nos animais dos grupos infartado (I) e diabético/infartado (DI),
em suas avaliagdes inicial (1 a 2 dias apos o IM) e final (90 dias). # p<0,05 vs. avaliagao
inicial. Os dados foram comparados entre os grupos pela andlise de variancia para
medidas repetidas (ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.

4.3.2. Avaliacdo ecocardiografica da morfometria cardiaca

A Tabela 5 apresenta os valores da massa do ventriculo esquerdo (MVE,
absoluto e corrigido) e a cavidade do VE em diastole (VEDIA) nos animais dos grupos
C, D, I e DI Os animais foram avaliados 1 a 2 dias apds o IM (inicial) e aos 90 dias de
protocolo (final). Nao foram observadas diferengas entre os grupos C e D com relacdo as
varidveis morfométricas avaliadas. A MVE foi semelhante entre os grupos estudados na
avaliacdo inicial. Entretanto, na avaliagdo final, os animais do grupo I apresentaram

aumento da massa do VE (corrigido e absoluto) quando comparados a sua avaliacdo
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inicial (Tabela 5). Além disto, a MVE (absoluta) foi maior no grupo DI em relagdo ao
grupo C na avaliacdo final. Quando avaliada a VEDIA, observou-se que os animais dos
grupos infartados (I e DI) apresentaram aumento nessa variavel, nas avaliagdes inicial e
final em relacao aos grupos ndo infartados (C e D) (Tabela 5).

Tabela 5. Massa do ventriculo esquerdo (MVE, absoluta e corrigida) e cavidade do
ventriculo esquerdo em diéstole (VEDIA), nos animais controle (C), diabético (D),

infartado (I) e diabético/infartado (DI), nas avaliacdes inicial (1 a 2 dias apds o IM) e
final (90 dias).

Grupos/ Variaveis C D I DI
MVE (g) Inicial ~ 0,53+0,02 0,44+0,02 0,57+0,05 0,54+0,02
Final 0,64+0,04 0,44+0,03 0,72+0,05#  0,70+0,07#

MVE corr. (g/Kg) Inicial  1,02+0,02 0,95+0,01 1,05+0,04 1,04+0,002
Final 1,11+0,03 0,95+0,02 1,18+0,04# 1,16+0,06

VEDIA (cm) Inicial ~ 0,65+0,01 0,63+0,01 0,75+£0,01*1  0,77+0,03*f
Final 0,71+0,02 0,71+0,04  0,85+0,02*f  0,86+0,03*7

Valores representam média = EPM. * p<0,05 vs. C; T p<0,05 vs. D; # p<0,05 vs.
avaliagdo inicial. Massa do ventriculo esquerdo absoluto (MVE, g) e corrigido pelo peso
corporal (MVE corr., g/Kg); cavidade do ventriculo esquerdo em diastole (VEDIA, cm).
Os dados foram comparados entre os grupos pela andlise de varidncia para medidas
repetidas (ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.

Foram avaliadas varidveis morfométricas adicionais nos grupos infartados (I e

DI), sendo estas: eixo maior do VE em diéstole (cm) e area do VE em diastole (cm?). O
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eixo maior (EMVE) e a area do VE (AVE), ambos em diastole, foram maiores na
avaliacdo final (1,5+0,02 cm e 1,140,03 cm? respectivamente) quando comparados a
avaliacdo inicial (1,340,02 cm e 0,9+0,03 cm?, respectivamente) nos animais do grupo 1.
No entanto, ndo foram observadas diferencas significantes entre os animais DI para os
mesmos parametros estudados, entre a avaliacdo final (EMVE: 1,4+0,05 cm ¢ AVE:

1,0£0,07 cm?) e inicial (EMVE: 1,4+0,03 cm e AVE: 0,9+0,05 cm?) (Figuras 10 e 11).
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Figura 10. Eixo maior do ventriculo esquerdo (EMVE, cm) nos grupos infartado (I) e
diabético/infartado (DI), nas avalia¢des inicial e final. # p<0,05 vs. avaliacdo inicial. Os
dados foram comparados entre os grupos pela andlise de varidncia para medidas
repetidas (ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.
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Figura 11. Area do ventriculo esquerdo em diéstole (AVE, cm?) nos grupos infartado (I)
e diabético/infartado (DI), nas avaliagdes inicial e final. # p<0,05 vs. avaliagdo inicial.
Os dados foram comparados entre os grupos pela andlise de variancia para medidas
repetidas (ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.

4.3.3. Avaliacdo ecocardiogrdfica da funcdo sistolica

Na Tabela 6 sdo apresentados os parametros de funcao sistdlica: fragao de ejecao
(FE, em %) e velocidade de encurtamento circunferencial (VEC, em circ/seg 10™) nas
avaliagdes inicial (1 ou 2 dias ap6s o IM) e final (90 dias) dos grupos C, D, I e DI
Foram observados menores valores de FE na avaliacdo final do grupo D em relacdo a
avalia¢do inicial. Houve uma reduc¢do da FE nos grupos infartados (I e DI) quando
comparados com o grupo C nas avalia¢des inicial e final. Além disto, a FE apresentou-se
reduzida nos grupos I ¢ DI em comparagdo ao grupo D na avalia¢do inicial. Vale

ressaltar que, na avaliagdo final, os animais do grupo DI apresentaram reduzida FE em
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relacdo ao grupo C, porém tiveram maior FE quando comparados com os animais do
grupo I (Figura 12 e Tabela 6).

A VEC foi menor nos animais do grupo D quando comparada aos animais do grupo
C na avaliagdo final e também em relagdo a sua avaliagcdo inicial. Reducao da VEC
também foi observada nos grupos I (avalia¢des inicial e final) e DI (avaliagdo inicial) em
comparacdo ao grupo C. Quando comparamos as avaliacdes finais dos animais
infartados (I e DI), notou-se que a VEC estava aumentada nos animais do grupo DI em
relacdo aos animais do grupo I (Tabela 6).

Dessa forma, tanto pela FE, quando pela VEC, observou-se um menor
comprometimento da funcdo sistolica no grupo DI em relagdo ao grupo somente

infartado (I).
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Tabela 6. Fracao de ejecao (FE) e velocidade de encurtamento circunferencial (VEC)
nos grupos controle (C), diabético (D), infartado (I) e diabético infartado (DI).

Grupos/ Variaveis C D I DI

FE (%) Inicial 7442 80+1 48:l:3*'f' 5 1:&3*T
Final 71+1 6124 4243 % 55+5%%

VEC (circ/seg 10  Inicial 5613 5442 38+2% 38+3*
Final 50+3 38+4#* 3442 43+1%

Valores representam média = EPM. * p<0,05 vs. C; ¥ p<0,05 vs. D; { p<0,05 vs. I; #
p<0,05 vs. avaliacdo inicial (1 a 2 dias apds o IM). Os dados foram comparados entre os
grupos pela analise de variancia para medidas repetidas (ANOVA) seguido do post hoc
de Student Newmann Keuls.
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Figura 12. Fracao de ejecdo (FE, %) nos grupos controle (C), diabético (D), infartado
(I) e diabético/infartado (DI), nas avaliagdes inicial e final. * p<0,05 vs. C; T p<0,05 vs.
D; i p<0,05 vs. I; # p<0,05 vs. avaliagdo inicial (1 a 2 dias). Os dados foram
comparados entre os grupos pela analise de variancia para medidas repetidas (ANOVA)
seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.



-52-

4.3.4. Avaliacdo ecocardiogrdfica da funcdo diastolica

Na Tabela 7 sdo apresentados os parametros de fun¢do diastdlica: tempo de
relaxamento isovolumétrico (TRIV, ms) e tempo de desaceleracdo da onda E (TDE, ms)
nos grupos estudados, tanto no inicio (1 a 2 dias apds o IM) quanto no final do protocolo
(90 dias). Nao foram observadas alteragdes significativas no TRIV (Figura 13) e TDE
entre os grupos na avaliacdo inicial. No entanto, aos 90 dias (avaliacdo final) notou-se
aumento em ambos os indices de fun¢do diastdlica nos animais dos grupos D, I e DI,

quando comparados aos controles (Tabela 7).

Tabela 7. Tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) e tempo de desaceleragdo da
onda E (TDE) nos grupos controle (C), diabético (D), infartado (I) e diabético infartado
(D).

Grupos/ Variaveis C D I DI
TRIV (ms) Inicial ~ 1,81£0,07  1,96+0,05  1,81£0,09  1,94+0,08
Final 1,7940,05 2,37+0,07*  2,03+0,05*  2,16+0,15%*
TDE (ms) Inicial  1,87+0,1 1,95+0,1 1,97+0,1 1,83+0,09
Final 1751007  2,38+0,09*  2,13£0,09*  2,45+0,25*

Valores representam média + EPM. * p<0,05 vs. C. Os dados foram comparados entre
os grupos pela analise de variancia para medidas repetidas (ANOVA) seguido do post
hoc de Student Newmann Keuls.
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Figura 13. Tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV, ms) nos grupos controle (C),
diabético (D), infartado (I) e diabético/infartado (DI), nas avaliacdes inicial e final. *
p<0,05 vs. C. Os dados foram comparados entre os grupos pela anélise de variancia para
medidas repetidas (ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.

4.3.5. Avaliacdo ecocardiografica da funcdo global

A avaliacdo da funcdo global dos grupos experimentais foi realizada através do
indice de desempenho miocardico (IDM), um indice que representa o esfor¢o
miocardico realizado para manter a perfusdo tecidual adequada. O IDM foi semelhante
nos grupos C (0,39+0,01), D (0,41+0,03), I (0,46+0,03) e DI (0,44+0,03) na avaliacdao
inicial. Porém, na avaliac¢do final, os animais dos grupos D (0,50£0,02), I (0,5710,04) e
DI (0,45+0,01) apresentaram aumento significativo do IDM quando comparados aos
animais do grupo C (0,34%0,03). Adicionalmente, observou-se reduzido IDM no grupo
DI em relagdo ao grupo I, demonstrando um aumento do esfor¢o miocardico no grupo I

quando comparado ao grupo DI (Figura 14).
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Figura 14. Indice de desempenho miocardico (IDM, em UA) nos grupos controle (C),
diabético (D), infartado (I) e diabético/infartado (DI), nas avaliagdes inicial e final. *
p<0,05 vs. C; I p<0,05 vs. 1. Os dados foram comparados entre os grupos pela analise de
variancia para medidas repetidas (ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann
Keuls.

4.3.6. Avaliacdo direta (invasiva) da funcao ventricular

Os valores de pressao sistolica (PSVE), diastdlica final (PDF) e da freqiiéncia
cardiaca (FC) ventriculares, bem como as derivadas de contragdo (+dP/dt) e relaxamento
(-dP/dt) do VE no periodo basal, terceiro minuto da sobrecarga de volume e na
recuperacao deste procedimento, sdo apresentados na Tabela 8. A sobrecarga de volume
foi realizada com o intuito de testar a adaptagdo dos coragdes a uma situacao

experimental de estresse cardiovascular, bem como na recuperacdo do mesmo.



-55-

No periodo basal, a PSVE e as derivadas de contragdo e relaxamento do VE
estavam reduzidas nos animais dos grupos D, I e DI em relagdo aos animais do grupo C.
Vale destacar que os animais do grupo DI apresentaram maior +dP/dt em relacdao aos
animais do grupo I. Notou-se também acentuada reducao da PSVE nos grupos diabéticos
(D e DI) quando comparados ao grupo I. Os animais dos grupos infartados (I e DI)
apresentaram aumento da PDF quando comparados aos grupos ndo infartados (C e D).
Ressaltando que o grupo I apresentou aumento adicional da PDF também em relagdo ao
grupo DI. A FC, durante o registro da pressdo ventricular, foi menor nos grupos
diabéticos (D e DI) se comparada aos grupos normoglicémicos (C e ) (Tabela 8).

No periodo de sobrecarga de volume (3° minuto) observou-se menor PSVE, FC e
derivadas de contragdo (+dP/dt) e relaxamento (-dP/dt) do VE nos animais do grupo D, I
e DI em relacdo aos animais do grupo C. A PDF foi maior nos grupos infartados (I e DI)
em relacdo aos grupos C e D (Tabela 8).

Quando analisado o terceiro minuto de recuperagao apos a sobrecarga de volume,
os animais dos grupos D, I e DI apresentaram PSVE, FC e derivada de contragao
(+dP/dt) do VE reduzidas, quando comparados aos animais do grupo C. A PDF estava
aumentada no grupo I em relacdo aos grupos C, D e DI. J4 a derivada de relaxamento do
VE (-dP/dt) foi menor nos animais dos grupos D e I em rela¢do aos animais do grupo C,
todavia ndo foram observadas diferencas nesta varidvel para os animais do grupo DI
(Tabela 8).

Em relagdo as avaliagdes intra-grupos, o grupo C apresentou aumento da PDF na
sobrecarga de volume (sob), bem como na recuperacao (rec) do mesmo, em relagdo ao

periodo basal. No grupo D, notou-se que a derivada de contragdo do VE (+dP/dt) estava
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reduzida nos periodos de sobrecarga de volume e de recuperagdo, em relagdo ao periodo

basal (Tabela 8).

Tabela 8. Pressdo sistolica (PSVE), pressao diastdlica final (PDF), freqiiéncia cardiaca
(FC) e derivadas de contragdo (+dP/dt) e relaxamento (- dP/dt ) do ventriculo esquerdo,
no periodo basal, 3° minuto da sobrecarga de volume (sob) e 3° minuto da recuperagdo
(rec) deste procedimento, nos grupos controle (C), diabético (D), infartado (I) e
diabético/infartado (DI).

Variaveis /

Grupos C D I DI
PSVE basal 134+5 9243* 113£4%5 93+4%*7
PDF basal 540,3 6+1 20£2%7 124£3*7%
FC basal 355+14 283+11%* 311£20 267+20*
+ dP/dt basal 9.445+420 4.997+415%* 4.642+457* 5.402+752*%
- dP/dt basal -7.186+169 -4.315+473* -3.208+481* -4.030+484*
PSVE sob 130+6 84L7* 91+9* 96+£2*
PDF sob 0-+0,4# 8+2 18+£3*7 1140, 1%
FC sob 33649 264+18* 268+10* 273+23%*
+ dP/dt sob 7.295+702 4.182+113*# 3.737+£513* 5.354+908*
- dP/dt sob -5.874+625 -3.746+212% -2.498+378* -3.957+£566*
PSVE rec 130+7 80£7* 94+9* 98+2%*
PDF rec 8+0,3# 8+2 2142%F 10+0,5%
FC rec 343+13 263+19* 267+11% 281+£20%*
+ dP/dt rec 8 453+858 4.070+112%# 3.902+479%* 5.638+£896*
- dP/dt rec -5.924+723 -3.441+645% -2.450+322%* -4.158+568

Valores representam média + EPM. PSVE e PDF expressas em mmHg; FC expressa em
bpm; +dP/dt e — dP/dt expressas em mmHg/seg). * p<0,05 vs. C; T p<0,05 vs. D; §
p<0,05 vs. I; # p<0,05 vs. basal. Os dados foram comparados entre os grupos pela

analise de variancia para medidas repetidas (ANOVA) seguido do post hoc de Student
Newmann Keuls.
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Adicionalmente a estes achados, foi obtida uma correlacdo positiva entre a
derivada de contragcdo do VE (+dP/dt) e a fracao de eje¢ao (FE) (r=0,82, p<0,00007) nos
grupos estudados, evidenciando que os animais com maior contratilidade ventricular,
avaliada pela cateterizacao do VE, apresentavam também maior FE, avaliada de forma

nao invasiva pelo ecocardiograma (Figura 15).
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Figura 15. Correlagdo positiva entre a derivada de contracdo do ventriculo esquerdo
(+dP/dt, em mmHg/seg) e fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FE, em %) nos
grupos estudados. (Teste de Correlagdo de Pearson, r=0,82; p = 0,00007).

Outra correlagdo positiva também foi observada entre e a cavidade do VE em
diastole (VEDIA) e a pressdo diastolica final (PDF) (Figura 16) (r=0,81, p<0,0007),
demonstrando que os animais com maior dilatacdo da cavidade do VE em diéstole,
avaliada pelo ecocardiograma, apresentavam maior PDF, medida pela cateterizagdo do
VE. Estas duas correlacdes observadas nos grupos experimentais evidenciam o

paralelismo entre as medidas ndo invasivas, pelo ecocardiograma, e as medidas

invasivas, obtidas pela cateterizacdo do VE.
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Figura 16. Correlagdo positiva entre cavidade do ventriculo esquerdo em didstole
(VEDIA, em cm) e pressao diastolica final do ventriculo esquerdo (PDF, em mmHg) nos
grupos estudados. (Teste de Correlagao de Pearson, r = 0,81; p =0,0007).

4.3.7. Expressdo de proteinas cardiacas envolvidas na regulacdo intracelular de ca’*

Com o objetivo de determinar os possiveis mecanismos celulares envolvidos na
nas disfuncdes sistolica e diastdlica observadas nos grupos infartados, bem como os
possiveis mecanismos envolvidos na menor disfun¢do ventricular observada no grupo
DI em relagio ao grupo I, avaliamos a expressdo das proteinas cardiacas: Ca®" ATPase
do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2), fosfolambam (PLN), fosfolambam fosforilado
na serina 16 (fosfo-Ser'®-PLN), fosfolambam fosforilado na treonina 17 (fosfo-Tre'’-
PLN), proteina fosfatase 1 (PP1) e trocador Na“/Ca*" (NCX) (Tabela 9). Na Figura 17,
podemos observar os blots representativos de todas as proteinas estudadas. Os resultados

serdo descritos a seguir.



-59 -

C D I DI

GAPDH ( m» " " == | 38KDa

SERCA2 |we# ## % o | 110KDa

PLN [ "% s s wo | 25KDa

Fosfo-Ser'®-PLN | = we e | 25KDa

Fosfo-Trel’”-PLLN wae| 25 KDa

NeX [0 b B o | 120KDa

PPl [ st v w| 38KDa

Figura 17. Auto-radiografias representativas da expressdo das proteinas estudadas:
Ca*"-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA?), fosfolambam (PLN), fosfolambam
fosforilado na serina 16 (fosfo-Ser'®-PLN), fosfolambam fosforilado na treonina 17
(fosfo-Tre'’-PLN), proteina fosfatase 1 (PP1) e trocador Na'/Ca®" (NCX) em
homogeneizado ventricular dos grupos controle (C), diabético (D), infartado e
diabético/infartado (DI). As imagens foram obtidas por meio de exposi¢do das
membranas a um filme fotografico.

Na Tabela 9 sao apresentados os valores das expressdes das proteinas envolvidas
~ 2+ ’ o . .
na recaptacdo de Ca” pelo reticulo sarcoplasmatico em homogeneizados ventriculares

dos grupos estudados.
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Tabela 9. Expressdo de proteinas cardiacas envolvidas na recaptagio de Ca®" pelo
reticulo sarcoplasmatico em homogeneizados ventriculares dos grupos controle (C),
diabético (D), infartado (I) e diabético/infartado (DI).

Grupos/ Variaveis (em %

C D I DI

do controle)
SERCA2 100+4 10245 61£3 73+7
NCX 100+8 13849 148+13 56+4+1
SERCA2/NCX 100+6 84+8 75+7 111£37%
PLN 100+4 11946 11247 S1£5%%%
Fosfo-Ser16-PLN/PLN 100+6 119+12 133+11 382+17*7%
Fosfo-Trel7-PLN/PLN 100+6 148+6 129+8 443+£54%% 7
PP1 100+6 74+4 9446 4642%+1

Valores representam média + EPM. SERCA2 - Ca*-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico; NCX — trocador sodio/célcio; PLN — fosfolambam; Fosfo-Serl6-
PLN/PLN - fosfolambam fosforilado na serina 16; Fosfo-Trel7-PLN/PLN —
fosfolambam fosforilado na treonina 17; PP1 — proteina fosfatase 1. * p<0,05 vs. C; F
p<0,05 vs. D; § p<0,05 vs. I. Os dados foram comparados entre os grupos pela andlise
de variancia de duas vias (ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.

Em relacdo a expressio de SERCA2, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos estudados, porém os grupos infartados (I e

DI) apresentaram tendéncia a reducdo na expressdo dessa proteina quando comparados

com os grupos nao infartados (C e D) (Tabela 9 e Figura 18).
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Figura 18. Expressdo da Ca’"-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2, % do
controle) em homogeneizado ventricular dos grupos controle (C), diabético (D),
infartado (I) e diabético/infartado (DI). Os dados foram comparados entre os grupos pela
analise de variancia de duas vias (ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann
Keuls.

Além disso, foram obtidas correlagdes positivas entre a expressao de SERCA2 e
a fra¢do de ejecdo (FE) (r = 0,85; p<0,001) (Figura 19), bem como entre a expressao da
SERCAZ2 ¢ a derivada de contragdo do VE (+dP/dt) (r = 0,87; p<0,001) (Figura 20) nos
grupos experimentais. Estas correlacdes evidenciam que, apesar de ndo terem sido
obtidas diferengas estatisticamente significantes na expressdao da SERCA2, animais com

maior expressdo da SERCA2 apresentavam melhor funcdo sistolica avaliada tanto de

forma ndo invasiva (ecocardiograma) quanto de forma invasiva (canulagdo do VE).
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Figura 19. Correlagio positiva entre a expressio da Ca’’-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA2, % do controle) e fracao de ejecao (FE, em %) nos grupos
estudados. (Teste de Correlagdo de Pearson, r =0,85; p = 0,001).
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Figura 20. Correlacio positiva entre a expressio da Ca’’-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA2, % do controle) e derivada de contragdo do VE (+dP/dt, em
mmHg/seg) nos grupos estudados. (Teste de Correlagdo de Pearson, r = 0,87; p =
0,001).
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Para que o relaxamento ventricular ocorra a contento, o Ca’" que ndo foi
recaptado pelo reticulo sarcoplasmatico através da SERCA2 precisa ser extruido e o
principal mecanismo de extrusio do Ca®" da célula ¢ o trocador Na"/Ca*™ (NCX).
Conforme pode ser observado na Figura 21, os grupos D e I apresentaram tendéncia a
aumento na expressao do NCX, quando comparados ao grupo C, porém sem diferenca
estatisticamente significante. Enquanto que, interessantemente, os animais DI
apresentaram reduzida expressao do NCX em comparacao aos grupos D e I, porém sem

diferenca significante em relacao ao grupo C (Figura 21 e Tabela 9).
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Figura 21. Expressdo do trocador Na"/Ca®" (NCX) em homogeneizado ventricular dos
grupos controle (C), diabético (D), infartado (I) e diabético/infartado (DI). T p<0,05 vs.
D; f p<0,05 vs. I. Os dados foram comparados entre os grupos pela andlise de variancia
de duas vias (ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.

Como o conteudo de Ca®" no reticulo sarcoplasmatico depende da recaptagio de

Ca®" pela SERCA2 relativa a eliminagio transsarcolemal de Ca** pelo NCX, calculou-se

a razdo SERCA2/NCX para todos os grupos estudados. Como se pode observar na
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Figura 22, ndo houve diferenga entre os grupos C, D e I. O grupo DI apresentou maior
razao da expressao de SERCA2 pela expressao de NCX em relagdao aos grupos D e DI,
porém sem diferenca significativa quando comparado com o grupo C (Figura 22 e

Tabela 9).
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Figura 22. Razdo da expressdo da Ca”"-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2)
e trocador Na'/Ca®™ (NCX) em homogeneizado ventricular dos grupos controle (C),
diabético (D), infartado (I) e diabético/infartado (DI). T p<0,05 vs. D; § p<0,05 vs. 1. Os
dados foram comparados entre os grupos pela andlise de varidncia de duas vias
(ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.

A atividade da SERCA2 ¢ controlada pelo fosfolambam (PLN), o qual, na sua
forma defosforilada, diminui a afinidade da SERCA2 pelo Ca®". No entanto, a
estimulacdo B-adrenérgica induz fosforilagdo do PLN na serina 16 e na treonina 17, via
PKA e CAMKII, respectivamente. Em relacdo a expressdao de PLN total, ndo foram
observadas diferengas entre os grupos C, D e I. No entanto, os animais do grupo DI

apresentaram reduzida expressao de PLN total em relagdo aos animais dos grupos C, D e

I (Figura 23, Tabela 9).
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Figura 23. Expressdo da fosfolambam total (PLN, % do controle) em homogeneizado
ventricular dos grupos controle (C), diabético (D), infartado (I) e diabético/infartado
(DI). * p<0,05 vs. C; 1 p<0,05 vs. D; I p<0,05 vs. I. Os dados foram comparados entre
os grupos pela andlise de variancia de duas vias (ANOVA) seguido do post hoc de
Student Newmann Keuls.

De forma semelhante ao observado no PLN total, ndo foram verificadas
diferengas entre os grupos C, D, I na expressdo do PLN fosforilado na serina 16 ou na
treonina 17. Entretanto, o grupo DI apresentou aumento significante da expressdo de

PLN fosforilado tanto na serina 16 (fosfo-Ser'°-PLN) (Figura 24) quanto na treonina 17

(fosfo-Tre'’-PLN) (Figura 25) quando comparado aos grupos C, D e I (Tabela 9).
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Figura 24. Expressdo de fosfolambam fosforilado na serina 16 (fosfo-Ser16-PLN/PLN,
% do controle) em homogeneizado ventricular dos grupos controle (C), diabético (D),
infartado (I) e diabético/infartado (DI). * p<0,05 vs. C; T p<0,05 vs. D; I p<0,05 vs. L
Os dados foram comparados entre os grupos pela andlise de variancia de duas vias
(ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.
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Figura 25. Expressdo de fosfolambam fosforilado na treonina 17 (fosfo-Trel7-
PLN/PLN, % do controle) em homogeneizado ventricular dos grupos controle (C),
diabético (D), infartado (I) e diabético/infartado (DI). * p<0,05 vs. C; T p<0,05 vs. D; I
p<0,05 vs. I. Os dados foram comparados entre os grupos pela andlise de variancia de
duas vias (ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.
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Como podemos observar na Figura 26, nao notamos diferengas entre os grupos
C, D e I na expressdo da proteina fosfatase subtipo 1 (PP1). Os animais do grupo DI
apresentaram redugdo na expressao desta proteina quando comparados com os animais
dos grupos C, D e I, evidenciando um possivel mecanismo envolvido na

hiperfosforilacdo do PLN na serina 16 e na treonina 17 (Tabela 9).
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Figura 26. Expressdo da proteina fosfatase 1 (PP1, % do controle) em homogeneizado
ventricular dos grupos controle (C), diabético (D), infartado (I) e diabético/infartado
(DI). * p<0,05 vs. C; § p<0,05 vs. D; { p<0,05 vs. I. Os dados foram comparados entre
os grupos pela analise de variancia de duas vias (ANOVA) seguido do post hoc de

Student Newmann Keuls.
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4.4. Avaliagoes da funcdo autonomica cardiovascular

4.4.1. Sensibilidade barorreflexa

A resposta bradicardica a aumentos de pressdo arterial (PA) apds doses
crescentes de Fenilefrina, representada pelo indice de bradicardia reflexa (IBR), estava
reduzida nos animais dos grupos D, I e DI quando comparados aos animais do grupo C.
Além disto, nos grupos diabéticos (D e DI) observou-se um prejuizo adicional do IBR
em relacdo ao grupo I (Tabela 10 e Figura 27).

A resposta taquicardica a quedas de PA apos a injecdo de Nitroprussiato de
Sodio, representada pelo indice de taquicardia reflexa (ITR), também estava reduzida
nos animais dos grupos D, I, e DI quando comparada aos animais do grupo C. Além
disso, notou-se um prejuizo adicional no ITR para o grupo DI em relacdo ao grupo D

(Tabela 10, Figura 28).
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Tabela 10. Indices de bradicardia (IBR) e de taquicardia (ITR) reflexas nos grupos
controle (C), diabético (D), infartado (I) e diabético/infartado (DI).

Grupos/ Sensibilidade C D I DI
Baroreflexa
IBR (bpm/mmHg) -2,1 £0,04 -1,1£0,16*  -1,58+0,09*F -1,1£0,10*%
ITR (bpm/mmHg) 3,8£0,5 2,7+0,2% 2,2+0,1%* 1,7£0,06*+

Valores representam média £ EPM. * p<0,05 vs. C; T p<0,05 vs. D; £ p< 0,05 vs. I. Os
dados foram comparados entre os grupos pela andlise de varidncia de duas vias
(ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.
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Figura 27. indice de bradicardia reflexa (IBR) (bpm/mmHg) nos grupos controle (C),
diabético (D), infartado (I) e diabético/infartado (DI). * p<0,05 vs. C; § p<0,05 vs. D;
p<0,05 vs. I. Os dados foram comparados entre os grupos pela analise de variancia de
duas vias (ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.
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Figura 28. Indice de taquicardia reflexa (ITR) (bpm/mmHg) nos grupos controle (C),
diabético (D), infartado (I) e diabético/infartado (DI). * p<0,05 vs. C; T p<0,05 vs. D. Os
dados foram comparados entre os grupos pela andlise de varidncia de duas vias
(ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.

Somando-se a estes resultados, observou-se uma correlacdo positiva entre a
sensibilidade barorreflexa (avaliada indice de bradicardia reflexa, IBR) e o consumo
maximo de oxigénio (VO, méx.) nos grupos estudados (Figura 29), evidenciando que os

animais com maiores indice de bradicardia reflexa foram os que atingiram maiores

valores de VO, max. aos 90 dias de protocolo.
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Figura 29. Correlacdo positiva entre indice de bradicardia reflexa (IBR, em
bpm/mmHg) e o consumo maximo de oxigénio (VO, méx., em ml/Kg/min'l) nos grupos
estudados. (Teste de Correlacao de Pearson r=0,7; p = 0,008).

4.4.2. Variabilidade da freqgiiéncia cardiaca e da pressao arterial sistolica

A partir dos 30 minutos de registro basal da FC (intervalo de pulso) e PA
momento a momento, investigou-se também a funcdo autonOmica dos grupos
experimentais através da variabilidade da freqliéncia cardiaca (VFC) (Tabela 11) e da
pressao arterial sistolica (VPAS) (Tabela 12), tanto no dominio do tempo quanto no

dominio da freqiiéncia.
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Tabela 11. Valores da variabilidade da freqiiéncia cardiaca no dominio do tempo e da
freqiiéncia nos grupos controle (C), diabético (D), infartado (I) e diabético/infartado
(DI).

Grupos/ Variaveis C D I DI
Dominio do Tempo
SDNN (bpm) 3443 22+4%* 2442* 13+1*+%
Variéncia total (ms?) 23+0,8 1542% 13£1%* 10£1*F
Dominio da Fregqiiéncia
LF (msz) 3,1£0,5 1,0+0,2 1,5+0,2 0,4+0,1
HF (ms?) 11,0£1,4 6,8+1,2 6,7+1,1 5,6£1,0

Valores representam média + EPM. SDNN — média dos desvios padrdes; LF — banda de
baixa freqiiéncia; HF — banda de alta freqiiéncia. * p<0,05 vs. C; T p<0,05 vs. D; f p<
0,05 vs. I. Os dados foram comparados entre os grupos pela andlise de variancia de duas
vias (ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.

A VFC, representada pela média dos desvios padroes (SDNN — expressa em
bpm), estava reduzida nos grupos experimentais D, I e DI quando comparada ao grupo
controle. Além disso, a associagdo de diabetes e infarto (DI) induziu reducao adicional
do desvio dos intervalos de pulso também em relagdo aos animais dos grupos D e |
(Tabela 11 e Figura 30).

Outra forma bastante utilizada na literatura de expressar a VFC no dominio do

tempo ¢ através da varidncia total do intervalo de pulso (IP) (expressa em ms’). Na

Figura 31 pode-se observar que os animais dos grupos D, I e DI apresentaram reducao
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da variancia do IP quando comparados aos animais do grupo C. Adicionalmente, o

grupo DI apresentou reducao adicional dessa varidvel se comparado com o grupo D

(Tabela 11).
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Figura 30. Média dos desvios padrdes do intervalo de pulso (SDNN, expressa em bpm)
nos grupos controle (C), diabético (D), infartado (I) e diabético/infartado (DI). * p<0,05
vs. C; 1 p<0,05 vs. D; £ p< 0,05 vs. I. Os dados foram comparados entre os grupos pela

analise de variancia de duas vias (ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann
Keuls.
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Figura 31. Varidncia total do intervalo de pulso (expressa em ms”) nos grupos controle
(C), diabético (D), infartado (I) e diabético/infartado (DI). * p<0,05 vs. C; T p<0,05 vs.
D. Os dados foram comparados entre os grupos pela analise de variancia de duas vias
(ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.

A VFC no dominio da freqiiéncia (analise espectral) foi expressa pela densidade
espectral em ms” para o tacograma, tanto na banda de baixa freqiiéncia (LF), indicativa
de modulacdo simpatica cardiaca, quanto para a banda de alta freqiiéncia (HF),
indicativa de modulacao parassimpatica cardiaca (Tabela 11).

Na Figura 32, observou-se reducdo da banda de LF nos grupos D, I e DI se
comparados ao grupo C. Os animais diabéticos (D e DI) apresentaram reducdo da banda
de LF em relagdo aos animais normoglicémicos (C e I). Vale ressaltar que a associagao
entre diabetes e infarto (grupo DI) acarretou reducdo adicional da banda de LF
comparando-se ao infarto (grupo I) isoladamente (Tabela 11).

Em relacdo a banda de HF (Figura 33), os grupos experimentais D, I e DI

apresentaram reducao significante da banda de HF quando comparados ao grupo C. Nao

sendo observada diferengas na banda de HF entre os grupos D, I e DI (Tabela 11).
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Figura 32. Banda de baixa freqiiéncia (LF, em ms”) do intervalo de pulso nos grupos
controle (C), diabético (D), infartado (I) e diabético/infartado (DI). * p<0,05 vs. C; F
p<0,05 vs. D; f p< 0,05 vs. I. Os dados foram comparados entre os grupos pela analise
de variancia de duas vias (ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.
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Figura 33. Banda de alta freqiiéncia do intervalo de pulso (HF, em ms?) nos grupos
controle (C), diabético (D), infartado (I) e diabético/infartado (DI). * p<0,05 vs. C. Os
dados foram comparados entre os grupos pela andlise de variancia de duas vias
(ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.
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Além disso, observou-se uma correlago positiva entre a banda de LF do IP (ms?)
e a sensibilidade barorreflexa, avaliada pelo indice de bradicardia reflexa (IBR, em
bpm/mmHg) (Figura 34). Esta correlacdo sugere que uma redu¢do mais acentuada da
banda de LF (aumento da modulagdo simpdtica) esta relacionada com prejuizo da
sensibilidade barorreflexa (IBR).

Outra correlagdo positiva também foi obtida entre a banda de LF do IP (em ms?)
e 0 VO2 max. (em mL/Kg/min™) (Figura 35), demonstrando que os animais que
possuiam exacerbada reducdo da banda de LF do IP (aumento da modulacao simpatica)

apresentavam reduzidos valores de VO, max.
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Figura 34. Correlacdo positiva entre a banda de baixa freqiiéncia (LF, em ms®) do
intervalo de pulso e indice de bradicardia reflexa (IBR, em bpm/mmHg) nos grupos
estudados (Teste de Correlagdo de Pearson, r=0,8; p <0,0001).
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Figura 35. Correlacdo positiva entre a banda de baixa freqiiéncia (LF, em ms®) do
intervalo de pulso e o consumo maximo de oxigénio (VO, méx., mL/Kg/min™) nos
grupos estudados (Teste de Correlagao de Pearson, r=0,8; p <0,0001).
A VPAS, representada pela média dos desvios padrdes (SDNN — expressa em
mmHg), estava reduzida nos animais do grupo DI quando comparados com os animais

do grupo I, ndo sendo observadas diferencas estatisticamente significantes entre os

outros grupos experimentais (Tabela 12 e Figura 36).
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Tabela 12. Valores da variabilidade da pressao arterial sistolica no dominio do tempo e
da freqiiéncia nos grupos controle (C), diabético (D), infartado (I) e diabético/infartado
(DI).

Grupos/ Variaveis C D I DI
Dominio do Tempo
SDNN (mmHg) 2,4+0,1 2,3+0,1 3,1+0,2 1,940,2%
Variancia total (mmHg?) 6,1+0,8 5,7%0,7 9,0£1,8*7 4,0+0,61%
Dominio da Freqiiéncia
LF (mmHg?) 3,0+0,4 1,8+0,4 6,6£1,4* 7 1,0+£0,2*%

Valores representam média + EPM. SDNN — média dos desvios padrdes; LF — banda de
baixa freqliéncia; HF — banda de alta freqiiéncia. * p<0,05 vs. C; § p<0,05 vs. D; f p<
0,05 vs. I. Os dados foram comparados entre os grupos pela andlise de variancia de duas
vias (ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.

Outra forma bastante utilizada na literatura para se expressar a VPAS ¢ através
da variancia total (mmng). Na Figura 37 observa-se aumento desta variavel no grupo I

quando comparado com os grupos C e D. Vale ressaltar que os animais do grupo DI

apresentaram reducdo da variancia total da PAS em comparagdo aos animais do grupo |

(Tabela 12).
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Figura 36. Média dos desvios padroes (SDNN) da pressao arterial sistolica (expressa em
mmHg) nos grupos controle (C), diabético (D), infartado (I) e diabético/infartado (DI). §
p< 0,05 vs. I. Os dados foram comparados entre os grupos pela analise de variancia de
duas vias (ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.
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Figura 37. Varidncia total da pressdo arterial sistolica (expressa em mmHg”) nos grupos
controle (C), diabético (D), infartado (I) e diabético/infartado (DI). * p<0,05 vs. C; T
p<0,05 vs. D; 1 p< 0,05 vs. I. Os dados foram comparados entre os grupos pela analise
de variancia de duas vias (ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann Keuls.
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A VPAS no dominio da freqiiéncia (analise espectral) foi expressa pela
densidade espectral em mmHg’ para o sistograma pela banda de baixa freqiiéncia (LF),
indicativa de modulacao simpatica vasomotora.

Conforme se pode observar na Figura 38, o grupo I apresentou aumento da banda
de LF quando comparado aos grupos C e D. Além disso, os animais DI apresentaram

reducdo da banda de LF se comparado aos animais dos grupos C e I (Tabela 12).
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Figura 38. Banda de baixa freqiiéncia da pressdo arterial sistolica (LF, em mmHg?”) nos
grupos controle (C), diabético (D), infartado (I) e diabético/infartado (DI). * p<0,05 vs.
C; 1 p<0,05 vs. D; I p< 0,05 vs. I. Os dados foram comparados entre os grupos pela
analise de variancia de duas vias (ANOVA) seguido do post hoc de Student Newmann
Keuls.
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4.5. Avaliacio da mortalidade

Acompanhando a mortalidade no curso temporal de 90 dias (Curva de Kaplan-
Meier), observou-se que o grupo D (45%) apresentou maior mortalidade quando
comparado com o grupo C (0%). Além disso, a mortalidade foi semelhante entre os
grupos infartados (I: 63% e DI: 74%), porém foi maior nesses grupos (I e DI) em relagao

aos grupos nao infartados (C e D) (Figura 39).
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Figura 39. Curva de sobrevida de Kaplan-Meier. Observe os percentuais de mortalidade
nos grupos controle (C: 0%), diabético (D: 45%), infartado (I: 63%) e
diabético/infartado (74%) durante 90 dias de protocolo. * p<0,05 vs. C; T p<0,05 vs. D.
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5. DISCUSSAO

Na busca da melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos nas alteragdes
observadas em diabéticos pos-infarto do miocardio (IM), o objetivo do presente estudo
foi avaliar o efeito do IM experimental nas alteracdes ventriculares, hemodinamicas e

autonOmicas de ratos diabéticos por estreptozotocina.

Os principais resultados do presente estudo foram que tanto o diabetes quanto o
infarto do miocardio induziram disfungdes ventriculares, cardio-resiratorias e
autonOmicas nos animais estudados. O grupo infartado apresentou maior area de infarto
e do eixo maior e cavidade do VE ao final do protocolo, o que ndo foi observado no
grupo diabético/infartado. Além disso, a disfungdo sistolica (avaliada de forma nao
invasiva e invasiva) foi atenuada no grupo diabético/infartado, assim como a pressao
diastdlica final foi menor no grupo diabético/infartado quando comparado ao grupo
somente infartado. Adicionalmente, observou-se melhor perfil molecular das proteinas
relacionadas a recaptagio de Ca’" intracelular no grupo diabético/infartado em
comparacdo ao grupo infartado. Entretanto, exacerbada disfun¢do autonomica foi
observada no grupo diabético/infartado em relagdo ao grupo infartado. Por fim, ao final
dos 90 dias de acompanhamento, a mortalidade foi semelhante entre os animais

infartados, diabéticos ou nao.



-83-

5.1. Avaliacoes metabolicas

O presente estudo confirma os resultados obtidos em trabalhos anteriores que
demonstraram o0s prejuizos metabdlicos induzidos pelo diabetes por STZ. A
estreptozotocina foi descoberta e isolada primariamente pelos seus efeitos antibioticos e
antineoplésicos. Posteriormente, foi utilizada por muitos investigadores para induzir o
diabetes mellitus em modelos experimentais, por conta de seus efeitos destrutivos nas
células B pancreaticas (Bolzan et al., 2002; Junod et al., 1969). A agdo diabetogénica da
estreptozotocina mostra-se bastante eficiente na indugdo de um quadro severo de
diabetes, apresentando alteragdes semelhantes as observadas em humanos diabéticos,
como: hiperglicemia, hipoinsulinemia, poliuria e perda de peso (Junod et al., 1969). No
presente estudo, os grupos diabéticos apresentaram hiperglicemia e perda de peso
corporal significante (Maeda et al., 1995a; Dall’Ago et al., 1997; Schaan et al., 1997; De
Angelis et al., 2000a; Wichi et al., 2007; De Angelis et al., 2007).

Ao contrario do observado nos grupos diabéticos, os animais normoglicémicos
(C e I) aumentaram seus pesos corporais durante os 90 dias de protocolo. Todavia, o
grupo [ apresentou menor peso corporal quando comparado ao grupo C, na avaliagdo
final. De forma semelhante, Raya et al. (1997) evidenciaram reduzido peso corporal em
ratos com 23 dias de IM, provavelmente explicado pelas lesdes traumaticas pos-

cirargicas nestes animais. Vale ressaltar que a associagdo do diabetes e infarto do
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miocardio ndo induziu reducao adicional no peso corporal em relagao ao grupo somente

diabético.

5.2. Avaliagoes cardio-respiratorias

Utilizando medidas diretas da pressdo arterial batimento a batimento, as
avaliagdes hemodinamicas basais, no presente estudo, confirmaram a reducao da pressao
arterial (PA) e freqiiéncia cardiaca (FC) no grupo diabético e diabético/infartado em
relacdo ao controle. De fato, estudos do nosso laboratorio tém demonstrado
repetidamente queda de PA basal em ratos diabéticos em diferentes tempos de diabetes
experimental (Maeda et al, 1995a; Dall *Ago et al, 1997; Schaan et al, 1997; De Angelis
et al, 2000b). Entretanto, existem observagdes de aumento de PA nestes animais
(Kawashima et al, 1978; Bunag et al, 1982; Fein et al, 1991; Taked et al, 1991). Na
maioria dos trabalhos que demonstraram hipertensdo basal, foram usadas técnicas
indiretas de medida de PA, através de pletismografia de cauda. Neste método, o aumento
do tecido fibroso na cauda dificulta a oclusdao da artéria caudal induzindo erros
sistematicos na medida da PA. E provavel, portanto, que essa diferenga nos niveis
pressoricos basais deva-se aos diferentes métodos usados para a medida de PA (Carrier e
Aronstan, 1987).

Como explicar essa queda de PA observada nos animais diabéticos no presente
experimento? Reconhecendo que a pressdo arterial sistolica reflete a capacidade de

trabalho cardiaco, como sugerido por Yu & McNeill (1992), poderiamos especular que o
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estado de hipotensao observado no presente trabalho possa estar relacionado a reducao
no desempenho ventricular. Reforcando essa possibilidade, encontramos na literatura
estudos demonstrando que as mudangas observadas na pressdo arterial de animais
diabéticos poderiam estar relacionadas com alteracdes hemodindmicas apos o tratamento
com estreptozotocina. E possivel que alteragdes no débito cardiaco, produzidas pela
queda da freqiiéncia cardiaca (efeito cronotropico negativo), bem como pela reducao da
contratilidade ventricular (efeito inotrépico negativo) (De Angelis et al., 2000b),
pudessem contribuir para reducdo da pressdo arterial em animais diabéticos, uma vez
que, a pressao arterial relaciona-se diretamente com o débito cardiaco. De fato, no
presente estudo observamos disfuncdo sistolica e diastolica no grupo diabético, que pode
ter colaborado com a reducao da PA.

A reducgdo de volume associada a hiperglicemia e diurese osmotica, conforme
sugerido por Jackson & Carrier (1983) e Cohen et al. (1986) também poderia contribuir
para redugdo da PA. De fato, ¢ possivel que uma excessiva perda de volume pudesse
explicar a redu¢do do DC e conseqiientemente reducao de fluxo sangiiineo em outros
territorios em diabéticos (Brands & Fitzgerald, 2001). Certamente a diurese osmotica
poderia levar a um estado de retragdo do volume extracelular nesses individuos. No
estado cronico, entretanto, a redugdo de volume deveria estar compensada pela reducao
do continente vascular conforme proposto por Guyton et al. (1981), através do
mecanismo de auto-regulacdo total. Também o volume extracelular poderia estar sendo
mantido por fluxos provenientes do compartimento intracelular (Cowley& Franchini,
1996). De fato, Anwana & Garland (1991) mostraram que apesar de apresentarem

desidratagdo intracelular, ratos diabéticos ndo apresentavam o volume extracelular
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diferente de ratos normais, o que indica um balango entre perda urindria e retirada de
volume das células para manuten¢do do volume naquele compartimento. Considerando
essas informagdes, vale lembrar que o livre acesso a agua, como realizado no presente
estudo foi importante na manuten¢ao de volume em ratos diabéticos, o que parece ser
confirmado pelos valores de hematdcrito que ndo mostraram diferenca entre diabéticos e
controles (Dall’Ago et al., 2002).

Ja é conhecido que o IM esté associado a hipotensdo, tanto em humanos (Grassi
& Mancia, 1994) quanto em animais de experimentacao. Mill et al. (1997) observaram
hipotensdo em ratos avaliados com 30 dias de IM, sendo esta também observada por
Koike et al. (1996) com 8 dias pods-IM. No presente trabalho, as avaliagdes
hemodinamicas realizadas apos 90 dias de IM mostraram redugdo da PAS e inalteragao
da FC no grupo I quando comparado ao grupo C. Outros autores observaram
previamente, taquicardia e hipotensao nos animais com 1 e 10 dias ap6s IM (Mill et al.,
1991; Meyrelles et al., 1994; Lacerda, 2000), e, também em nosso laboratério, De
Angelis et al. 2001 demonstraram reduzida PA e FC em animais com 8 semanas de IM.
Por outro lado, existem estudos que mostram que ratos submetidos ao IM, nao
apresentam hipotensdo e bradicardia 7 e 15 dias apdés o procedimento cirtrgico,
mantendo-se em niveis proximos a normalidade (Mill et al., 1997). A FC também nao
sofreu alteracdo estatistica nos animais infartados (I) em relagdo aos animais C,
revertendo possivelmente, o quadro de taquicardia observado em ratos com apenas um

dia de IM (Lacerda, 2000).
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Essa hipotensao arterial poderia ser atribuida a algum grau de comprometimento
do coracao isquémico, com conseqiiente redu¢do do débito cardiaco e/ou a redugdo da
atividade simpatica periférica sobre os vasos de resisténcia. Vale lembrar que a atividade
simpatica periférica pode ser regulada diferencialmente em diversos territorios,
obedecendo a regulacdo de wvarios fatores neuro-humorais ajustados local ou
sist€émicamente, por meio de reflexos comandados por diferentes receptores (Abboud,
1983). As andlises da fungdo ventricular revelam comprometimento da funcao sistolica e
diastdlica nos animais infartados. Todavia, evidéncias observadas pela analise espectral,
ou seja, maior modulacdo simpdatica para os vasos e coracdo, sugerem um estado de
hiperatividade simpética compensatoria e falha na bomba cardiaca (Lombardi et al.,
1996).

Por fim, vale destacar que nos animais do grupo associagdo (diabetes/infarto)
observou-se reducao da PA e FC em relagdo ao grupo C, porém a associacao entre as
duas patologias nao potencializou o efeito hipotensor do DM e/ou do IM. Novamente no
grupo associacao o prejuizo na fun¢do cardiaca parece ser um importante determinante
da reducdo da PA, uma vez que a modulagdo simpatica vascular mostra-se elevada neste
grupo.

Adicionalmente avaliamos o VO, méx. nos grupos estudado. O teste de esforco
juntamente com medidas de trocas gasosas (VO, max.) ¢ um excelente parametro para
quantificar a capacidade cardio-respiratoria, o nivel de condicionamento fisico, bem
como detectar algum tipo de patologia associada, tanto para o individuo atleta quanto

para aqueles com doencas preexistentes (Lange, 2001). O VO, max. representa o maior



- 88 -

pico de captagdo de oxigénio atingido durante incrementos de esforco fisico. A reducao
deste parametro pode ser resultado de diversos fatores, como exemplo, uma limitaciao do
débito cardiaco, um reduzido fluxo sanguineo periférico e/ou prejuizo no metabolismo
da musculatura esquelética (Francis et al., 2001).

A utilizagdo do VO, max. na pratica clinica tem sido considerada um importante
indicador prognostico em individuos com insuficiéncia cardiaca (IC), uma vez que
oferece padrdes fidedignos para o diagndstico clinico. A avaliagdao das respostas cardio-
respiratorias ao exercicio agudo e cronico, de forma semelhante ao realizado em
humanos, tem sido uma pratica comum na investigagdo de modelos animais de
diferentes patologias (Wisloff et al., 2001; Rodrigues et al., 2007; Rolim et al., 2006).
Assim como na pratica clinica, a medida do VO, méx ¢ uma ferramenta que se destaca
por ser ndo invasiva e por sua grande validade no estudo da capacidade funcional dos
animais, além de ser utilizada para prescricdo de treinamento fisico, bem como para
avaliacdo dos efeitos desta abordagem.

Os valores obtidos de VO, max. no presente trabalho estdo de acordo com os
previamente encontrados na literatura para ratos adultos normais (Wisloff et al., 2001).
Recentemente, demonstramos que se pode estimar o VO, a partir dos resultados do teste
de esfor¢o maximo utilizando-se a equacdo de regressao linear entre VO, e teste de
esforco. Além disso, diferencas de capacidade aerdbia podem ser detectadas pelo teste
de esforco, uma vez que a velocidade maxima obtida no teste de esforco foi
correlacionada com o VO, maximo, em ratos machos saudaveis e diabéticos (Rodrigues

et al., 2007; Rodrigues et al., 2006).
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Em pacientes diabéticos, a medida do VO, max, também tem sido bastante
utilizada clinicamente, uma vez que esses individuos encontram-se com capacidade
fisica reduzida em fun¢dao dos disturbios metabdlicos e cardiovasculares decorrentes
dessa doenga (Ming et al., 2001).

Os resultados do presente estudo mostraram uma diminui¢do do VO, max para
os animais D, I e DI em relagdo ao C, sendo que os animais dos grupos infartados (I e
DI) apresentaram queda mais acentuada desta varidvel quando comparados com os
grupos D e C. A redugdo do consumo maximo de oxigénio e, consequentemente, da
capacidade de esforco nos animais diabéticos pode ser explicada pela redugdo da fungao
ventricular observada 30 dias ap6s a inducao por STZ (Wichi et al., 2007), bem como no
presente estudo, avaliada pelo ecocardiograma e pela cateterizagcdo do VE. Além disto,
alteragdes mitocondriais que reduzem a capacidade oxidativa muscular esquelética tem
efeito consideravel na intolerancia ao esfor¢o de ratos diabéticos cronicos (Rouyer et al.,
2007).

Em pacientes com disfungdo ventricular, a intolerdncia ao exercicio ¢ uma
manifestagdo clinica bastante comum e se correlaciona com o grau de disfuncao cardiaca
e a severidade da doenca (Jikuhara et al., 1997; Negrao & Middlekauft, 2008). Bigi et al.
(2001) demonstraram uma reduzida capacidade de esfor¢o, VO, max. e uma correla¢do
positiva entre a queda do VO, méax e o limiar anaerdbico em pacientes apds evento
isquémico. Em nosso trabalho observamos que os animais infartados (I e DI)
apresentavam um VO, max. reduzido em 90 dias em relagdo as suas avaliagdes iniciais,
0 que sugere um agravamento das disfungdes cardio-respiratorias ao longo do protocolo,

provavelmente associada ao desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca nesses animais.
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Estes resultados corroboram dados da literatura, nos quais animais com 5 semanas apds
IM apresentaram reducdes no consumo maximo de oxigénio e do débito cardiaco o que
limita o transporte de oxigénio para a musculatura esquelética, promovendo um
desbalanco entre oferta e necessidade de oxigénio em relacdo aos incrementos de
esfor¢co (Rolim et al., 2006). Além disso, mudangas no tipo de fibra muscular (tipo 1
para 2) e a reducdo da massa muscular, além da reduzida vasodilatagdo periférica,
podem contribuir para o decréscimo da capacidade de esfor¢o e VO, max. em individuos

com IC (Negrao & Middlekauft, 2008).

5.3. Avaliacoes ventriculares

5.3.1 Morfometria e funcdo cardiaca: avaliacoes ndo invasivas e invasivas da funcdo

ventricular esquerda

Em animais de experimentacao, o uso do ecocardiograma como metodologia nao
invasiva da analise da fung¢do e estrutura cardiacas, também vem se tornando rotina
gragas ao avango tecnologico e desenvolvimento de transdutores ultra-sonograficos com
freqliéncias maiores, que proporcionam uma resolucdo adequada a pequenas estruturas
(Pawlush et al., 1993). Essa pratica vem sendo utilizada em estudos que requeiram
analise anatomo-funcional do sistema cardiovascular no curso temporal de determinada
patologia, exatamente por permitir a sobrevivéncia do animal até o final do experimento.

Dessa forma, os efeitos do infarto do miocardio, da hipertensdo arterial sistémica, do
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diabetes mellitus, entre outras disfungdes, com tratamento associado ou ndo, podem ser
avaliados ao longo de periodos pré-estabelecidos através desta técnica. No presente
estudo, buscamos a avaliagdo da morfometria e funcdo cardiacas pelo ecocardiograma,
bem como a avaliagdo das alteracdes funcionais do VE por este reconhecido método nao
invasivo e pela medida invasiva da pressdo intra-ventricular.

A indugdo do infarto do miocardio (IM) experimental, por ligadura coronariana,
foi utilizada no presente estudo, pois, estd bem estabelecido na literatura que este
procedimento provoca isquemia miocardica e inicia um processo de disfungdo e
remodelamento do VE, além de induzir a formacdo de vasos colaterais no coracao
(Pffefer et al., 1991; Banai et al., 1994ab; Elsner & Riegger, 1995; Unger, 2001). Devido
a sua relevancia clinica e a uma relativa facilidade metodologica, a insuficiéncia
cardiaca induzida pelo IM ¢ um dos modelos mais utilizados nos trabalhos com animais
de pequeno porte (Elser & Riegger, 1995). Entretanto, as desvantagens de utilizar esse
procedimento experimental incluem a necessidade de toracotomia, uma mortalidade
relativamente alta durante o procedimento cirurgico e nas primeiras horas pos IM (~
30% neste estudo), e a indugdo, em muitos casos, de uma IC moderada.

Na literatura, o IM ¢ caracterizado de acordo com seu tamanho: inferiores a 20%
do VE — pequenos; de 20-39% - moderados; maiores que 40% - grandes (Pfeffer et al.,
1979, Pfeffer et al., 1991). No presente estudo a area do infarto, avaliada pelas areas
ascinéticas e discinéticas da parede do VE, foi em torno de ~ 40% da parede do VE na
avaliagdo inicial nos grupos infartados (I e DI). Vale destacar que Moises et al. (2000) e
Nozawa et al. (2006) demonstraram que a avaliagdo da area de infarto pelo

ecocardiograma ¢ uma medida 100% sensivel e que se correlaciona com as avaliagdes
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anatomo-patologicas (histologia). Ao final do protocolo, os animais I apresentaram
maior area de infarto em relacao a sua avaliagdo inicial, altera¢dao esta ndo observada nos
animais DI, sugerindo, desta forma, que a pré-existéncia de DM possa influir na
progressao da area de lesdo apos um evento isquémico.

A perda, em torno de 40%, da massa de midcitos do ventriculo esquerdo ap6s um
evento isquémico (Anversa et al., 1985a, Pfeffer et al., 1991, Stefanon et al., 1994) esta
associada a hipotensao, redugdo da fracao de ejecdo e do débito cardiaco apds o IM (De
Angelis et al., 2001). Em resposta a estas alteracdes hemodindmicas, a massa ventricular
remanescente se hipertrofia (Anversa et al. 1985b, Meggs et al., 1993). A caracterizagao
ndo invasiva dos diferentes padroes geométricos e funcionais do VE, observados na
hipertrofia do miocardio, pode ser feita através do ecocardiograma. A associacao dos
estudos ecocardiograficos aos celulares e moleculares tem permitido o melhor
entendimento do processo patoldgico de hipertrofia do ventriculo esquerdo em ratos

(Kagaya et al., 1996).

Liu et al. (1997) demonstraram peso corporal, peso cardiaco e a razdo peso do
coracgdo/peso corporal semelhantes entre ratos infartados e controles até 2 semanas apos
o IM. De fato, no presente estudo, ndo encontramos difereng¢as na massa do VE (MVE)
dos animais infartados (I e DI), na avaliacdo inicial, quando comparados com seus
respectivos controles (C e D). Todavia, Liu et al. (1997) observaram aumento da massa
cardiaca e de sua razao pelo peso corporal de 1 até 6 meses apds o IM. Em nosso estudo,
observamos aumento da MVE absoluta no final do protocolo (90 dias pos IM) nos

animais infartados (I e DI) quando comparados a suas avalia¢des iniciais (2 dias pos
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IM). Todavia, quando a MVE foi corrigida pelo peso corporal, observamos estas
alteragdes somente no grupo I em relacdo a sua avaliacdo inicial, ndo sendo o mesmo

comportamento observado para o grupo DI.

Em relacdo ao outro parametro morfométrico avaliado, a VEDIA mostrou-se
aumentada nos grupos infartados (I e DI) em relagdo aos grupos ndo infartados (C e D),
indicando uma dilatacdo do VE pos-evento isquémico. Além disto, as avaliagdes nos
grupos infartados da area do VE e do eixo maior do VE pelo modo M, ambos em
diastole, forneceram importantes informag¢des no presente estudo. A vantagem destas
duas ultimas avaliacdes consiste no fato de que a visualizagdo do VE pelo modo M
permite o delineamento total da cavidade ventricular na didstole, a partir da qual o
equipamento calcula a area do VE e o maior eixo longitudinal, enquanto que a medida
da VEDIA ¢ realizada a partir da observagdo de uma regido da cavidade do VE (regido
medial), podendo, portanto, ser influenciada pela localizacdo do IM. Dessa forma, em
coragdes infartados as avaliagdes da area e do eixo longitudinal do VE parecem ser mais
precisas. Neste aspecto, ¢ importante ressaltar que os animais I apresentaram aumento
destas duas medidas do VE ao final do protocolo (90 dias) quando comparados com as
suas avaliagdes iniciais (2 dias). Entretanto, tais alteracdes ndo foram observadas no
grupo DI, sugerindo que os animais diabéticos infartados apresentem menor dilatacdo da
cavidade ventricular.
A manutencdo da massa, da 4rea e do eixo maior do VE no grupo
diabético/infartado pode estar associada a reducao da PA, FC (De Angelis et al., 2002),

da fragdo de ejecdo (Wichi et al.,, 2007) e conseqiientemente do débito cardiaco
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observados neste modelo experimental de diabetes por STZ e também no presente
estudo, gerando um menor estresse cardiovascular € menor sobrecarga de volume. Além
disso, o fato da area de infarto ndo ter se alterado em relacao a avaliagdo inicial no grupo
DI poderia ter colaborado para um menor remodelamento ventricular neste grupo.

Apesar da hipertrofia cardiaca compensar o déficit provocado pela morte dos
miocitos decorrente do IM na fase inicial deste processo (aproximadamente até duas
semanas poOs-infarto), cronicamente a hipertrofia ventricular esquerda nao resulta em
melhora da funcao sistolica do VE, avaliada em coracdes isolados por Mill et al. (1990)
e pelo método de angiografia direta (para avaliar a fungdo do VE em ratos anestesiados)
por Liu et al. (1997). Todavia, a fungcdo do ventriculo infartado ndo depende s6 do
tamanho e da localizagdao do IM (Corr et al., 1976; Mathey et al., 1974), mas também
das alteragdes envolvidas na complacéncia ventricular, influéncias neurohumorais,
resisténcia vascular sist€émica e complacéncia venosa, além da progressao e extensdo da
hipertrofia no miocardio ndo infartado (Pfeffer et al., 1979).

Muitos investigadores tém demonstrado anormalidades na funcdo sistolica e
diastolica em humanos e em ratos diabéticos (Akula et al., 2003; D1 Bonito et al., 1996,
De Angelis et al., 2000b; Wichi et al., 2007). O diabetes experimental por STZ tem sido
associado com disfun¢do ventricular, incluindo reducao de contratilidade, diminui¢ao da
complacéncia ventricular e aumento da PDF (Fein et al., 1980; De Angelis et al., 2000b;
Dobrzynski et al., 2002; Akula et al., 2003). Esses estudos foram realizados in vitro em
coragdes isolados, o que exigiu o sacrificio dos animais ¢ a remog¢do dos reflexos
autondmicos e do suprimento vascular. No presente estudo, utilizamos avaliagdes

invasivas ¢ ndo invasivas da fun¢do ventricular no animal in vivo e demonstramos
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disfungdes sistolica (menor FE, VEC, PSVE e +dP/dt) e diastdlica (maior TDE, TRIV e
menor —dP/dt) nos animais do grupo D em relacdo a suas avaliagdes iniciais (para alguns
dos parametros ecocardiograficos) ou em comparagdo aos animais do grupo C (para a
VEC, TDE, TRIV e avaliagdes intra-ventriculares). Joffe et al. (1999) mostraram in vivo
reduzidos picos de pressao sistolica ventricular e aumento na PDF, bem como atenuagao
das derivadas de contragdo (+dP/dt) e relaxamento (-dP/dt) em ratos com 75 dias de
diabetes. Em nosso laboratorio, coragdes isolados de ratos com 11 semanas de diabetes
ndo apresentaram diferencas na PSVE, mas mostraram reduzida contratilidade quando
comparados com o grupo controle (De Angelis et al., 2000b). Vale destacar, que neste
ultimo estudo realizado por nosso grupo, o treinamento fisico foi eficaz em reverter a
disfungdo ventricular dos animais diabéticos. Akula et al. (2003) em um estudo recente
concluiram que disfuncdes sistolica e diastolica avaliadas pelo ecocardiograma sao
realmente evidentes apds 12 semanas de diabetes. Esses autores afirmaram que a
avaliacdo ecocardiografica ¢ um método eficaz no diagnostico das anormalidades
cardiacas do diabetes em ratos, nao havendo, desta forma, a necessidade de avaliagoes
histologicas, o que ndo ¢ necessariamente, uma visdo universal. De fato, em nosso
laboratodrio, recentemente demonstramos que animais diabéticos por STZ apresentavam
alteragdes estruturais, na fun¢do sistolica e diastolica em 30 dias apds a indugado,
avaliadas tanto pelo ecocardiograma quanto pela canulagcdo do VE (Wichi et al., 2007).
No presente estudo a fung¢ao sistolica mostrou-se reduzida nos animais infartados
(I e DI) quando comparados aos animais nao infartados (C e D). Nas avaliagdes
ecocardiograficas, foi observada redu¢do da VEC (em relagdo ao C, somente) ¢ da FE

nos grupos infartados em relacdo aos grupos nao infartados (C e D), tanto na avaliacio
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inicial quanto no final do protocolo experimental. E importante destacar que o grupo DI
apresentou uma atenuagdo da disfuncdo sistdlica, uma vez que nas avaliagdes
ecocardiograficas finais este grupo mostrou maiores valores de VEC e FE em relagdo ao
grupo | isoladamente. Os valores de FE (40-50%) observados nos grupos infartados
podem indicar um déficit moderado do VE, conforme Campos Filho et al. (2005). Além
disso, ¢ importante lembrar que todos os pacientes portadores de FE inferior a 50% sao
considerados portadores de disfungdo sistolica (Simodes et al., 2005). Individuos nestas
condigdes apresentam grande predisposi¢do para evolugcdo ao quadro de insuficiéncia
cardiaca (IC), sendo esta uma sindrome clinica de alta incidéncia, caracterizada por
intolerancia ao esforco fisico, fadiga associada ou nao a edema e dispnéia (Roveda et al.,
2005).

As avaliacdes diretas da fungdo sistolica ventricular confirmam as evidéncias
ecocardiograficas através da demonstracdo da reduzida PSVE e +dP/dt nos grupos
experimentais em relagdo ao C. E importante salientar que os animais DI apresentaram
aqui o0 mesmo comportamento observado nas avaliacdes ecocardiograficas, ou seja, sua
funcao sistolica (representada pela +dP/dt — inotropismo) estava mais preservada quando
comparados com os animais I. No entanto, a disfuncdo sistolica presente nos grupos
experimentais no periodo basal ndo foi agravada durante o periodo de sobrecarga de
volume, ou mesmo na recuperacao deste procedimento. Vale ressaltar que as medidas
ndo invasivas, indicativas de fun¢do sistolica, apresentaram uma correlacdo positiva
(r=0,82; p<0,0005), mais especificamente entre a derivada de contra¢do do VE (+dP/dt)

e a fracdo de ejecdo (FE) nos grupos avaliados.
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Os parametros de funcao diastolica (TRIV e TDE) se mostraram reduzidos nas
avaliagdes ecocardiograficas dos grupos infartados (I e DI) em relagao ao grupo C. Além
disso, ¢ interessante chamar a atengdo para o fato de que a associacdo entre diabetes e

infarto ndo induziu prejuizo adicional da func¢do diastolica destes animais.

Além disso, a medida da pressdo ventricular de forma direta também demonstrou
disfuncdo diastdlica (maior PDF e prejuizo na —dP/dt) nos grupo infartados (I e DI) em
relacdo aos grupos C e D (somente a PDF). Ao contrdrio dos demais parametros
hemodinamicos sistémicos, o aumento da PDF parece ser um achado comum na
literatura (Liu et al., 1997; De Felice et al., 1989; Pfeffer et al., 1990; Stefanon et al.,
1994). Estudos que acompanharam o curso das alteragdes hemodinamicas em ratos, de 1
semana até 35 semanas (Liu et al, 1997; De Felice et al., 1989) apos o IM,
demonstraram valores de PDF elevados ja na primeira semana de IM e se mantém até a
35" semana. O aumento da PDF reflete ndo s6 uma disfun¢do da PSVE, devido a perda
de massa ventricular em funcdo do IM, mas também um prejuizo no relaxamento
cardiaco, demonstrado pela redu¢do na —dP/dt. Esta disfuncao diastolica ¢ dificil de ser
quantificada, mas exerce efeitos adversos na perfusdo subendocardica o que leva a uma

progressiva disfuncao sistolica (Cohn, 1989).

O relaxamento cardiaco (inativacao da contra¢do) ¢ um processo dinamico que se
inicia no final da contragdo e ocorre durante a fase de relaxamento isovolumétrico e
inicio do enchimento ventricular. De fato, cerca de um terco dos pacientes com
insuficiéncia cardiaca apresentam disfun¢do diastolica dominante, e isto pode estar

relacionado a recaptacio de Ca”" pelo reticulo sarcoplasmatico e pelo efluxo de Ca*"
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pelo miocito, além de um aumento agudo na pos-carga ventricular podem tornar lento o

relaxamento miocardico (Colucci & Braunwald, 2003).

Um achado muito importante deste estudo foi a maior PDF nos animais I em
relacdo aos animais DI no estado basal e no periodo de recuperagdao da sobrecarga de
volume. Além disto, cabe lembrar que a —dP/dt (lusitropismo) do grupo I foi diferente do
grupo C na recuperagao da sobrecarga de volume, fato que nao foi observado no grupo
DI. Sugerindo, desta forma, que este ultimo grupo apresente melhor desempenho
ventricular frente a sobrecarga fisiologica. Vale destacar que se observou uma
correlagdo positiva (r=0,81; p<0,0005) entre a derivada de relaxamento do VE (-dP/dt) e
a cavidade do VE em diastole (VEDIA) nos grupos avaliados (Figura 16), mostrando
que o grau de disfuncdo do relaxamento do VE pode estar relacionado ao
remodelamento cardiaco.

No presente estudo, as medidas direta e indireta da func¢do ventricular
demonstram disfungdo sistolica e diastolica nos grupos infartados em relagdo aos ratos
controles. Todavia, em varios parametros avaliados estas disfun¢des mostraram-se mais
acentuadas no grupo I em relagdo ao DI. Estes achados, somados ao aumento do indice
de desempenho miocardico (IDM - um indice que combina fungdo sistélica e diastolica e
¢ independente da FC, portanto nao exige normalizagdo) (Salemi et al., 2004), no grupo
I em relacao ao DI, indicam associag¢dao de alteragdes no IDM com variaveis de fun¢ao
sistolica e diastdlica ventriculares, conforme previamente demonstrado em humanos
(Tei et al., 1997), camundongos (Broberg et al., 2003) e ratos submetidos ao IM (Jegger

et al., 2006)). Recentemente, em estudos clinicos, o IDM tem sido descrito como um
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bom preditor de mortalidade cardiovascular independente de outras medidas de funcao
cardiovascular e de classicos fatores de risco (fumo, hipertensdo, diabetes, etc) em

homens idosos (Arnlov et al., 2005).

5.3.2. Expressdo de proteinas relacionadas a homeostase do Ca’" intracelular

Com o objetivo de buscar uma possivel explicacdo para o achado de que os
animais diabéticos, apos 90 dias de IM, apresentaram atenuada disfuncao sistolica (FE,
VEC, +dP/dt) e funcao global (IDM) em relagdo aos animais infartados isoladamente,
avaliamos a expressio de proteinas cardiacas envolvidas na regulagio de Ca’"
intracelular.

O RS desempenha um papel central na regulagio dos niveis de Ca®" intracelular e
desse modo controla a contracdo e o relaxamento cardiaco (Eisner et al., 2000). Nesse
aspecto, dependendo da espécie estudada, a SERCA2 ¢ responsavel por 75-92% da
recaptacdo de cdalcio intracelular resultando no relaxamento cardiaco e,
consequentemente, armazenando calcio viavel para a préxima onda de contragdo
ventricular (Bassani et al., 1994). O Ca®" que ndo ¢ recaptado para o interior do RS é
extruido da célula por meio da SERCA2 e pelo trocador Na®/ Ca®", sendo este Gltimo
considerado 0 mecanismo dominante de efluxo de Ca*" do midcito cardiaco(Bassani et
al., 1994).

Complexas relagdes entre anormalidades metabdlicas que acompanham o

diabetes e suas conseqiiéncias moleculares alteram a estrutura ¢ a fungdo ventricular
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(Poornima et al., 2006). Estudos t€ém demonstrado reducao da expressao e atividade da
SERCAZ2 (Vasanji et al., 2004; Netticadan et al., 2001) e NCX (Chattou et al., 1999) em
animais diabéticos por STZ, levando ao prejuizo da homeostasia do célcio intracelular e,
conseqiientemente, levando a cardiomiopatia diabética nestes animais. No presente
estudo, ndo encontramos diferencas significativas na expressdo de SERCA2 e NCX,
embora seja observada uma forte tendéncia de aumento do NCX (p=0,065) nos animais
diabéticos quando comparados com os animais controles. Os nossos dados corroboram
dados de outros autores que nao encontraram diferencas na expressdao génica e proteica
de SERCA?2 (Zarain-Herzberg et al., 1994) (3 a 5 semanas) e expressao génica do NCX
(Hattori et al., 2000) (5 semanas) em ratos diabéticos por STZ .

A cardiomiopatia diabética tem sido extensivamente estudada tanto clinicamente
(Regan et al., 1994) quanto experimentalmente (Wichi et al., 2007). Além da reducao da
SERCAZ2 e aumento do NCX nos coragdes diabéticos, o PLN, um importante indicador
de recaptacdo de Ca*" pelo RS e da funcio cardiaca, parece desempenhar um papel
importante na disfun¢do ventricular em modelos experimentais, uma vez que em sua
forma defosforilada, diminui a afinidade da SERCA2 ao Ca®". Em estudo experimental,
Vasanji et al. (2004) evidenciaram um aumento na expressdao de PLN e redu¢do na
expressao dos seus sitios de fosforilagdo, serina 16 e na treonina 17, em ratos diabéticos
por STZ com 6 semanas. Além disso, os autores demonstraram que estas alteracoes
foram paralelas a redugdo da funcdo ventricular, observada pela redug¢do das derivadas
de contra¢do (+dP/dt) e relaxamento cardiaco (-dP/dt). De fato, muitos autores tém
associado o desenvolvimento da cardiomiopatia diabética com o aumento da agdo do

PLN, inibindo a afinidade da SERCA2 ao Ca*" e reduzida fosforilacdo do PLN, via PKA
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e CAMKII, tanto in vivo (4-6 semanas de diabetes por STZ) (Zhong et al., 2001) quanto
em midcitos de ratos diabéticos (Choi et al., 2002).

Contrariamente aos dados supra citados, em relacdo a SERCA2 e o NCX, ndo
observamos diferencas significativas na expressao de PLN e PLN fosforilado na serina
16 ¢ treonina 17, em relacdao aos animais controle. Além disso, também nao observamos
alteragdes na expressao da proteina fosfatase 1 (PP1) nestes animais, indicando que sua
acdo de inibir a defosforilacdo do PLN estava normal. Outros pesquisadores nao
observaram alteracdes na expressao dessas proteinas tanto em ratos resistentes a insulina
quanto em diabéticos induzidos por STZ (Teshima et al., 2000; Wold et al., 2005).

Embora nao tenhamos observado nos animais diabéticos diferencas na expressao
dessas proteinas cardiacas envolvidas na regulacdo intracelular de Ca*", um estudo mais
detalhado dessas proteinas, bem como o transiente de Ca*" nos coragdes dos animais
diabéticos, seriam de grande relevancia no entendimento da disfun¢do cardiaca
observada nesses animais.

A IC, freqlientemente desenvolvida ap6s o IM, leva a um aumento da modulacao
simpatica e, a perda de musculo cardiaco diminuindo a capacidade da bomba
cardiovascular e promovendo alteragdes moleculares no miocardio remanescente (Bers,
2002). Em muitos estudos, a regulagio defeituosa do ciclo de Ca*™ é o maior
determinante da progressdo da disfuncdo ventricular e de arritmias fatais (Chien, 1999;
Wehrens et al., 2004). Um fator central que limita a amplitude dos transientes de Ca*" na
IC ¢ a diminuicdo na expressao proteica de SERCA2. Na IC, dados experimentais dao
suporte tanto a diminui¢do da recaptagdo de Ca®" pela SERCA2 (Wisloff et al., 2002)

quanto o vazamento pelo RYR (Ai et al., 2005; Reiken et al., 2003). Além disso, o fluxo
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transsarcolemal de Ca’" também afeta o conteudo de Ca’" do RS, ja que tem sido
observado aumento na expressao proteica € na fungdo do NCX e reducdo na entrada de
Ca”" via canal para Ca®" voltagem dependente (Hasenfuss et al., 1999).

Embora nao tenhamos encontrado diferencas significantes, observamos uma forte
tendéncia na redugdo da expressao de SERCA2 nos grupos infartados (I e DI) em relagao
aos nao infartados (C e D) (I vs. C: p=0,059; vs. D: p=0,055; DI vs. C: p=0,075 e DI vs.
D: p=0,071). A diminui¢do da expressao de SERCA2 pode ser um marcador molecular
da transi¢do da hipertrofia cardiaca compensada para descompensada com progressao da

doenca e evolucao para IC (Feldman, 1993).

Além disso, vale destacar que a diminuicdo na expressaio de SERCA2 ¢ um
achado comum em coragdes insuficientes (Hasenfuss et al., 1999; Jiang et al., 2002;
Schillinger et al., 2006; Wisloff et al., 2002) e est4 ligada a diminui¢do da concentracao
pico de Ca*" durante a sistole, ja4 que diminui o conteido de Ca*" no RS. De fato,
obtivemos uma correlagdo positiva entre a expressao de SERCA2 e fragdao de ejegao
(r=0,85; p<0,001) e a +dP/dt (=0,87; p<0,001), sugerindo que, mesmo sem diferenca
estatistica, menor expressao de SERCA2 estava relacionada a disfuncdo sistolica nos

animais estudados.

Além da SERCA2, o NCX também ¢ um mecanismo de diminui¢ao da
concentracio de Ca”" citoplasmatico, e, por isso, a razio SERCA2/NCX reflete o balanco
entre a recaptagio de Ca’" via SERCA2 ¢ a extrusdo via NCX. Assim, em nosso estudo
ndo observamos diferencas significativas na expressdo do NCX nos animais infartados

em relagdo ao controle, embora com tendéncia ao aumento (p=0,059) e,



- 103 -

surpreendentemente, encontramos redugdo na expressdo dessa proteina nos animais DI
quando comparados com os animais somente diabéticos ou infartados. Existem muitas
divergéncias na literatura com relagdo a expressao de NCX na IC. Alguns trabalhos t€ém
demonstrado que a expressao deste trocador estd aumentada tanto em animais
experimentais (Hatem et al., 1994; Lu et al., 2002; Studer et al., 1997), como em
humanos (Studer et al., 1994), o que colaboraria para a diminui¢do do contetdo
sarcoplasmatico de Ca*", e conseqiientemente, prejudicaria a funcfo sistélica. Por outro
lado, outros trabalhos nao tém observado alteracdes (Hasenfuss et al., 1999), ou mesmo
verificaram diminui¢do na expressdao deste trocador (Yao et al., 1998). Essas
divergéncias entre os estudos podem ser explicadas pela utilizacio de diferentes
protocolos, modelos experimentais de insuficiéncia cardiaca, etiologia e espécies

estudadas.

A reducao na expressaio do NCX observada no grupo DI parece ser um
mecanismo compensatorio para a tendéncia de redugdo da expressao de SERCA2 nesse
grupo, e pode estar associada a atenuada disfungao sistolica nesse periodo de observagao.
De fato, o aumento da razao SERCA2/NCX nesse grupo sugere que, nesta fase, ele pode
estar contribuindo para evitar a perda significante de Ca®" para o meio extracelular,

apesar de tendéncia a reducao de SERCA2.

Uma outra proteina que exerce um papel importante na regulacdo da fungao
cardiaca ¢ o PLN e seus sitios de fosforilacdo sdo mediadores na contracdo e no
relaxamento do miocardio (Luo et al., 1994). A expressdao de PLN total nao diferiu entre

o grupo I e o grupo C, porém observamos uma reducdo significativa no grupo DI em
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relagcdo aos grupos C, D e 1. Os resultados na literatura referentes a expressao de PLN em
coragdes insuficientes ainda sdo divergentes. Jiang et al. (2002) encontraram diminui¢ao
na expressao de PLN em um modelo de IC em caes, porém nao encontraram alteracao na
expressao dessa proteina em pacientes com IC. De fato, a ndo alteragcdo da expressdo de
PLN no grupo I, em nosso estudo, corrobora os dados de Daniels et al. (2007), no qual os
autores demonstraram que a expressao de PLN nao foi alterada em 12 e 28 semanas pos-
IM em ratos. Todavia, o que mais nos surpreendeu foi o fato dos animais DI terem
reduzida expressao desta proteina em relagdo aos outros grupos experimentais. Uma vez
que estes animais possuem reduzida expressdo de PLN, h4d também uma reducdo na
inibicio da SERCA?2 pelo PLN, possibilitando a SERCA?2 recaptar mais Ca' para dentro
do RS. Dessa forma, esta pode ser uma possivel explicagdo para o fato dos animais DI
apresentarem melhor funcdo sistdlica em relagdo aos animais I. Em analogia ao
observado em camundongos geneticamente modificados para a ablacdo do PLN, Chu &
Kranias (2006) observaram uma diminui¢do do remodelamento cardiaco e melhora da

funcao miocardica em modelo de IC cronica.

Na IC observa-se uma hipofosforilacgdo do PLN na Serina 16 associada a
disfungdo ventricular (Hajjar et al., 1998). Em estudo recente, Yamada et al. (2006)
demonstraram que a hipofosforilacdo do PLN na Serina 16 ocorreu num modelo genético
de IC s6 apos a décima semana de vida, demonstrando que essa hipofosforilagao esta
associada ao tempo da IC. No mesmo trabalho, Yamada et al. (2006) demonstraram que
a fosforilagdo do PLN na Treonina 17 ndo foi diferente dos grupos controle (em 6, 10 ¢

28 semanas).
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No presente estudo, observamos que o PLN fosforilado tanto na serina 16 quanto
na treonina 17 nao estavam alterados no grupo I em relagdo ao grupo C. Ainda ¢
contraditoria a informacdo acerca da fosforilagdo do PLN em seus dois sitios de
fosforilacao na IC. De fato, outros autores nao tém encontrado altera¢des na fosforilagao
tanto da serina 16 em camundongos transgénicos com IC (Netticadan et al., 2000),
quanto na treonina 17 em coragdes insuficientes de humanos (Brixius et al., 2003).
Todavia, os animais DI apresentaram hiperfosforilacao nestes dois sitios de fosforilagao
do PLN em relagdo aos animais C, D e I. Este achado sugere uma resposta
compensatoria adicional a tendéncia de diminuicdo de SERCA2, que parece colaborar
com a reducao na expressao de NCX e PLN no grupo DI, contribuindo para a recaptagao
de célcio citosodlico para o RS.

E importante salientar que a fosforilagdo do PLN na Treonina 17 é diretamente
proporcional ao aumento da freqiiéncia de estimulagdao (Hagemann er al., 2000) e nivel
de estimulagdo B-adrenérgica (Said et al., 2002). Dessa forma, observagdao de aumento
na expressao proteica de PLN na treonina 17 nos animais DI, pode estar associada a
maior modulagdo simpatica avaliada pela queda acentuada da banda baixa freqiiéncia do
intervalo de pulso (analise espectral). Um aspecto interessante ¢ que a hiperfosforilacao
do PLN na treonina 17 associa-se a mecanismos de compensagao, j& que Mattiazzi et al.
(2005) observaram que esta hiperfosforilagdo € transitoria e normalmente encontrada em
periodos de acidose e reperfusao.

A amplitude e a velocidade do ciclo do Ca®" nos cardiomidcitos sdo reguladas

pelo balango da fosforilagdo e defosforilagdo por meio de quinases e fosfatases, em
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resposta a uma variedade de estimulos extrinsecos. As proteinas fosfatases 1 e 2A (PP1 e
PP2A) sdao as responsaveis por contrabalancar a fosforilagdo de diversas proteinas,

dentre elas o PLN (Neumann et al., 1993).

A fim de verificar o possivel mecanismo responsavel pela hiperfosforilagdo do
PLN na serina 16 e treonina 17 no grupo DI, realizamos o estudo da PP1 nos grupos
experimentais. A PPl ¢ o maior subtipo de serina/treonina proteina fosfatase nos
cardiomiocitos (Neumann et al., 1993). Varios trabalhos t€ém mostrado que ela esta
hiperativada no citosol em preparacdes de coracdes com disfun¢do (Boknik et al., 2000;
Gupta et al., 2003; Huang et al., 1999; Neumann et al., 1997). Além disso, Ai et al.
(2005) demonstraram que a expressao total de PP1 estava aumentada em coelhos com
insuficiéncia adrtica quando comparados aos coelhos controles. Todavia, alguns
trabalhos na literatura t€ém encontrado diminui¢do na expressao das fosfatases na IC
(Lokuta et al., 1995; Marks, 2001). No presente estudo, ndo foram observadas alteragdes
na expressao desta proteina nos animais I em relagdo aos animais controles. Contudo,
notamos uma reducdo significativa na expressao de PP1 no grupo DI, possivelmente
explicando o achado da hiperfosforilagdo do PLN na serina 16 e treonina 17. No entanto,

esses resultados ainda sdo controversos.
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5.4. Avaliagoes da func¢io autonomica

A neuropatia autondémica ¢ uma complica¢do freqliente do diabetes mellitus e
esta associada a altas taxas de morbidade e mortalidade em pacientes sintomaticos
(Ewing et al., 1980). Em individuos diabéticos, a VFC pode preceder sintomas clinicos
de disfunc¢ao autondémica (Task Force, 1996). Estudos de nosso laboratério t€ém mostrado
redu¢do na sensibilidade barorreflexa, tonus cardiaco vagal e VFC em animais
diabéticos por STZ (De Angelis et al., 2002; Schaan et al., 2004). Além disso, La Rovere
et al. (1998) demonstraram que redugdo da sensibilidade barorreflexa, bem como da
VFC estavam relacionadas com aumento nas taxas de mortalidade em pacientes apos o
IM. Cientes da importancia clinica da disfun¢do autondmica presente tanto no diabetes
quanto em individuos pos infarto do miocardio, avaliamos a sensibilidade barorreflexa e

variabilidades da FC e PAS nos animais diabéticos, infartados e diabéticos/infartados.

O controle barorreflexo da circulagao ¢ um dos mais importantes mecanismos de
controle momento a momento da pressdo arterial. De fato, o controle da VPAS pelo
barorreflexo ¢ a chave para a homeostase fisiologica. Isso ¢ demonstrado clinicamente
em estudos que mostraram que o prejuizo da fungdo barorreflexa ¢ um fator de risco
independente para morte subita em pacientes pés IM (La Rovere et al., 1998). Além
disso, pacientes diabéticos com reflexos cardiovasculares normais tém menor
mortalidade quando comparados aqueles que apresentam algum tipo de prejuizo na

fun¢ao reflexa autondmica (Ewing et al., 1980).
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No presente estudo, animais diabéticos por STZ (D e DI) mostraram redugao da
sensibilidade dos reflexos comandados pelos pressorreceptores (resposta bradicardica)
em relacao aos animais nao diabéticos (C e 1), além de reduzida resposta taquicardica em
comparacdao ao grupo C. Esses dados sdo confirmatdérios, uma vez que ja existem
demonstragoes de que 5 dias de diabetes por STZ leva o prejuizo no controle
barorreflexo da FC em ratos caracterizado pela reducao de resposta de taquicardia, sem
alteracdo de bradicardia, numa fase tdo precoce da doenca (Maeda et al., 1995a). Quinze
e 30 dias apos administragcdo de STZ, entretanto, observou-se também redugdo de
bradicardia nesses animais (Dall’Ago et al., 1997), mudancas essas que persistiram até
80 dias depois da injecao de STZ (De Angelis et al., 2002; Harthmann et al., 2007).

O prejuizo da habilidade para adequadamente regular a FC durante mudancas na
PA tém sido atribuido a algumas alteragdes na atividade cardiaca parassimpatica (Maeda
et al.,, 1995a, De Angelis et al., 2000b), entretanto, mudancas na fun¢do dos receptores
atriais muscarinicos (Carrier & Aronstam, 1987) ou na mediacdo central do reflexo
barorreceptor ndo podem ser excluidas (Fazan et al., 1995; Dall’Ago et al., 2007).

Um estudo do nosso laboratorio demonstrou que ndo € o ramo eferente do reflexo
comandado pelos pressorreceptores o principal responsavel pela disfuncao 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 similarmente maiores quando produzidas pela estimulagdo direta do
nervo vago ou por inje¢des de metacolina em ratos (Dall'Ago et al., 2002). O aumento
da bradicardia induzido pela inje¢do de metacolina poderia representar

hipersensibilidade de receptores muscarinicos caracteristicamente observada em
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presenca de reducao da atividade parassimpatica, como demonstrada em ratos diabéticos
(STZ). Isso indicaria, portanto, que o sistema nervoso central deve ser o sitio da
alteracdo no barorreflexo, uma vez que, ndo se observaram alteragdes funcionais de

aferéncia desses barorreceptores em ratos diabéticos por STZ (Dall’Ago et al. 2002).

Em um estudo acompanhando pacientes ap6s o IM, a descarga simpatica estava
aumentada em poucos dias apds o evento isquémico (2-4 dias) e mantida elevada apds 3
a 6 meses (Graham et al., 2002). Além disso, a IC induzida em ratos foi caracterizada
por um aumento em diversos fatores como atividade de renina plasmatica, arginina
vasopressina e fator natriurético atrial na fase aguda e na fase cronica, com conseqiiente
aumento da atividade nervosa simpatica (Francis et al., 2001). A hiperatividade
simpatica, além de estar ligada a morbidade e mortalidade (Francis et al., 1989), também

induz a disfung¢do barorreflexa em individuos com IC (Eckberg et al., 1971).

De fato, nos animais do grupo I também observamos diminui¢do das respostas
bradicardica e taquicardica a alteragdes de PA em relacdo ao grupo C, sendo que os
animais DI apresentaram menor resposta taquicardica quando comparado nao s6 ao C,
mas também ao grupo I. Lacerda (2000) ndo observou diferenca para os indices de
bradicardia e taquicardia reflexa em ratos apds 1 e 10 dias de IM quando comparados ao
grupo controle. Porém, Kruger et al. (1997) relataram diferencas na bradicardia reflexa

em 3 e 28 dias apos o IM quando comparados com os grupos controles (Sham).

A reducdo da sensibilidade barorreflexa encontrada nos animais infartados, mas,
principalmente nos animais DI pode ser associada a neuropatia autondmica diabética

somada a hiperatividade simpatica, comumente observada nos modelos cronicos de IC.



- 110 -

Cabe ressaltar que em um estudo com ratos infartados, a simpatectomia crdénica foi

eficaz em prevenir a disfungado barorreflexa nestes animais (Mircoli 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 e a IC (Gottsiter et al., 2006; La Rovere et al., 1998).

Em virtude da neuropatia autondmica, pacientes com diabetes mellitus
normalmente apresentam uma reduzida habilidade de regular a FC, atribuida ndo s6 a
dessensibilizagdo barorreflexa, mas também disfuncdo parassimpatica cardiaca e/ou
central. As injurias causadas pelo diabetes ao sistema nervoso parassimpatico pode
reduzir a VFC, determinada principalmente pelos danos causados ao controle
parassimpatico, tornando-se assim um importante indice de disautonomia nestes

pacientes (Pagani et al., 1988).

Na literatura parece haver um consenso no que diz respeito a redugdo da VFC no
diabetes, demonstrada tanto em humanos (Gottsiter et al., 2006), ratos STZ (Fazan et al.,
1997; Fazan et al., 1999) e outros modelos animais de diabetes (Mésangeau et al., 2000),
sendo que esta reducdo pode estar associada a duragdo e a gravidade do diabetes. De
fato, em nosso estudo observamos uma redu¢do da VFC no grupo diabético, avaliado
tanto pela variancia total, quanto pela média dos desvios padrdes do intervalo de pulso.
Provavelmente, essa redugdo possa ser explicada pela reducdo do tonus vagal e
manutencdo do tonus simpatico observados neste modelo de diabetes (De Angelis et al.,
2000b). Recentemente, em nosso laboratorio, ratas diabéticas submetidas a ooforectomia

bilateral apresentavam uma redug¢do da VFC e da sensibilidade barorreflexa quando
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comparadas aos controles. No entanto, o treinamento fisico foi eficaz em aumentar a
VFC e a sensibilidade barorreflexa, bem como em reduzir a mortalidade neste modelo
(Souza et al., 2007). No presente estudo, ndo observamos mudangas na VPAS no grupo
diabético em relagdao controle. A redugdao da VFC nos animais diabéticos corrobora os
achados de Fazan et al. (1999), mostrando quedas mais acentuadas na VFC de acordo
com o tempo de indugdo do diabetes por STZ. Adicionalmente, os autores observaram
também uma queda da VPAS somente nos animais diabéticos de 10 dias a 18 semanas

de inducao do diabetes, ndo sendo observado estas diferencas na fase aguda (5dias).

Em relagdo aos animais infartados (grupos I e DI), observamos redugdo da VFC
evidenciadas pelo SDNN e pela variancia total do intervalo de pulso em relagdao aos
animais controle. Todavia, o grupo DI apresentou uma redu¢do mais acentuada do
SDNN quando comparado ao grupo I. De fato, muitos estudos da literatura mostram
uma severa redu¢do da VFC em pacientes apds evento isquémico ou mesmo em
individuos com IC ja estabelecida. Além disso, estes estudos relacionam a reducao da
VFC a um aumento nas taxas de mortalidade destes individuos insuficientes (Guzzetti et

al., 2002; La Rovere et al., 2003; Ponikowsky et al., 1997).

A redu¢do mais acentuada da VFC observada na associacdao do diabetes e infarto
do miocardio provavelmente coloca estes individuos numa situacao de maior risco. De
fato, a associacdo da neuropatia autondmica do diabetes (com reducdo do tonus vagal)
com o conjunto de anormalidades encontradas na IC (redug¢do da atividade vagal
acompanhada de aumento da atividade simpatica) (La Rovere et al., 1998),

possivelmente reduz a capacidade destes animais de controlar adequadamente variagdes
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circadianas da PA e FC. Adicionalmente, neste estudo, encontramos aumento da VPAS
(variancia) nos animais infartados isoladamente quando comparados aos animais C, D e
DI. Estudos da literatura com animais hipertensos (SHR), com ou sem denervagao sino-
aortica, observaram uma correlagdo direta entre o aumento da VPAS com aumento de
lesdes de o6rgaos alvo, independente dos niveis de pressdo arterial (Miao & Su, 2002).
Estes dados sugerem que a maior VPAS no grupo I possa contribuir para o
comprometimento de diferentes oOrgdos, tal como o coragdo, onde se observa

freqiientemente a hipertrofia cardiaca.

Em individuos saudaveis, situagdes de aumento da atividade simpatica
normalmente vém acompanhadas de aumento da banda de LF (Task Force, 1996). Por
outro lado, o aumento da atividade simpatica em pacientes com doenca cardiovascular
pode ser acompanhado de aumento (Lombardi et al., 1996), diminuicao (Guzzetti et al.,
1995) ou mesmo nenhuma alteracao (Bigger et al., 1995) da banda de LF. Estudos com
individuos diabéticos tém demonstrado uma significante reducdo da VFC,
principalmente relacionada a reducdo dos dois componentes oscilatorios, LF e HF,
mesmo na auséncia de outras manifestagdes nos parametros cardiovasculares (Fazan et
al., 1999).

Neste estudo constatamos, principalmente, redu¢do da banda de LF do IP nos
animais diabéticos (D e DI) em relacdo aos animais ndo diabéticos (C e I). Na literatura
¢ bastante comum encontrarmos reducdo dos componentes oscilatorios (bandas de LF e
HF) da PA e FC em pacientes diabéticos (Gottsiter et al., 2006; Yamamoto et al., 1999).

Em um estudo utilizando individuos diabéticos com neuropatia periférica, Yamamoto et
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al. (1999) evidenciaram significante reducao das bandas de LF e HF da VFC quando
comparados com individuos nao diabéticos pareados por idade. Além disso, os autores
constataram, neste estudo, que os principais fatores relacionados a queda da banda de LF
eram a duracdo do diabetes bem como a elevagdo de dos niveis de hemoglobina
glicosilada nestes pacientes. E interessante notar que, essas alteragdes, por sua vez, estio
correlacionadas negativamente com os niveis de glicose plasmatica, sugerindo que o
aumento dos niveis glicémicos esteja associado ao prejuizo da fungdo autondmica para o
coragdo nesse modelo (Fazan et al., 1999; Schaan et al., 2004). Além disso, a redugdo da
banda de LF tem sido correlacionada a progressdo de aterosclerose em individuos
diabéticos tipo II, avaliada pela espessura intima/média da cardtida (Gottsater et al.,
2006).

Adicionalmente, a banda de LF da PAS mostrou-se reduzida somente nos
animais DI em rela¢do aos controles. A banda de LF da PA resulta de varios fatores
neuro-humorais e funcionais, porém a maior influéncia deste componente ¢ a modulacao
simpatica (Guzzetti et al., 2002). No presente estudo, a redugdo das bandas de HF e LF
do IP nos animais D e DI em relacao aos animais C e I, bem como a redugdo da banda
de LF da VPAS encontrada nos animais DI quando comparados aos animais I,
corroboram os dados de Fazan et al. (1999) que mostraram uma reducdo dos
componentes LF e HF (VFC e VPAS) nos animais diabéticos em rela¢do aos controles.
Dessa forma, a observagdao de reducdo das bandas de LF e HF da VFC nos grupos
diabéticos associada a reducdo da sensibilidade barorreflexa confirma a presenca de

disautonomia nos grupos diabéticos.
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Em relagdo aos animais infartados isoladamente, observamos que as bandas de
LF e HF da VFC estavam reduzidas e a banda de LF da VPAS estava aumentada neste
grupo experimental em relacdo ao grupo controle. A redu¢do da banda de HF da VFC,
representa a diminuicdo da contribuicdo da modulagdo parassimpatica usualmente
descrita na fisiopatologia do desenvolvimento da IC. A diminui¢do da modulacao
parassimpatica ¢ um componente integral do desbalanco autondmico de um coracdo
insuficiente e potencialmente implicado na génese de arritmias ventriculares e morte
cardiaca (Binkley et al., 1991). Em um estudo recente, os autores observaram que a
banda de HF da VFC reduzia gradualmente em decorréncia da evolucao da IC em caes,
indicando, desta forma, que este componente pode ser um bom marcador de gravidade
induzida pela IC (Motte et al., 2005).

Em estudos, clinicos e experimentais com IC tém sido demonstrado que
aumentos na banda de LF da VFC estdo ligados ao grau de simpato-excitagdo, avaliado
por medidas diretas da atividade nervosa simpdtica ou de norepinefrina plasmatica
(Kienzle et al., 1992; Ishise et al., 1998). Entretanto, em estagios avangados da doenca o
oposto também ¢ verdadeiro, ou seja, a banda de LF da VFC chega a quase desaparecer
em virtude do aumento da atividade simpatica (Galinier et al., 2000; Van de Borne et al.,
1997). A redugdo deste componente tem sido associada a prognodsticos negativos em
individuos insuficientes, visto que La Rovere et al. (2003) mostraram que reduzida
banda de LF ¢ um preditor independente de mortalidade cardiovascular nestes pacientes.
Além disso, a redugdo deste componente espectral da VFC pode estar associada a
progressiva desregulacdo dos receptores miocardicos P-adrenérgicos (Bristow et al.,

1982), uma redugdo do estoque de catecolamina no miocardio (Eisenhofer et al., 1996),
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prejuizo no barorreflexo (La Rovere et al., 1998) ou por alteracdes nas vias autondmicas
centrais (Van de Borne et al., 1997)

Dessa forma, a reducdo da banda de LF do IP ndo s6 no grupo I isoladamente,
mas, principalmente, a acentuada reducao desta varidvel presente no grupo DI, sdo
importantes indicativos de disfun¢do autondmica.

Vale destacar que a correlagdao obtida entre o componente LF do IP e a resposta
bradicardica a aumentos de PA no presente estudo, sugerem que animais com
exacerbada modulagdo simpatica apresentam reduzida sensibilidade barorreflexa. Esta
correlagdo reforga ainda o paralelismo entre esses dois métodos de avaliagdo da funcao
autonomica. Por fim, as correlagdes obtidas entre a resposta bradicardica a aumentos de
PA e 0 VO, max., bem como entre a banda de LF do IP e 0 VO, méx. demonstram que
animais com prejuizo nestas varidveis representativas de funcdo autondOmica
apresentavam reduzida capacidade cardio-respiratoria.

Dessa forma, fica clara a presenca de disfungcdo autondmica avaliada por
diferentes métodos nos grupos diabético e infartado. Além disso, observou-se que essa
disfungdo foi exacerbada no grupo diabético/infartado, associando-se com reducdo da
capacidade funcional, o que poderia indicar um aumento do risco cardiovascular na

coexisténcia de diabetes e IM.
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5.5 Avaliacao da mortalidade

A andlise da curva de sobrevivéncia permite identificar que em todos os grupos
experimentais a mortalidade foi maior quando comparados ao grupo controle. Além
disso, os animais infartados tiveram uma menor propor¢do de sobrevivéncia quando
comparados aos somente diabéticos, mesmo sendo estes valores semelhantes aos
descritos previamente na literatura (Zornoff et al., 1997). Embora nao tenha se
observado diferencas estatisticas entre os grupos I e DI, a mortalidade foi 17% maior no
grupo DI quando comparado ao I, em 90 dias de acompanhamento apds a oclusao da
artéria corondria. E possivel que se tivéssemos aumentado nosso tempo de observagio,
pudéssemos encontrar diferengas mais marcantes, o que necessariamente deve ficar para
ser analisado em estudos posteriores. De fato, sabe-se que o diabetes ¢ uma importante
causa de morbidade e mortalidade respondendo por mais de 20% do nuimero total de
pacientes admitidos por suspeita de IM. Além disso, o segmento a longo prazo destes
pacientes tem mostrado um aumento crescente na mortalidade, principalmente por causa
do segundo infarto ou IC (Malberg et al., 1988).

Entre os fatores de possivel importancia para o pior prognostico entre pacientes
diabéticos com infarto do miocardio, pode-se incluir a aterosclerose coronaria difusa,
cardiomiopatia diabética, a neuropatia autonomica e, relacionados a todos estes, o
controle metabodlico (Raydén et al., 2003). Em nosso estudo, embora o infarto nao
estivesse associado a doenga coronaria, pois foi produzido pela oclusdo aguda da artéria,

o grupo DI claramente ndo teve controle metabolico (pois os animais nao foram tratados

com insulina) e apresentavam uma disfun¢do autondmica maior quando comparado aos
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grupos D e I, sendo esses provaveis fatores associados com a mortalidade nos animais

DI, uma vez que a fun¢do ventricular estava melhor preservada nesse grupo.

Finalmente, chama atencdo que nas primeiras 24 horas e at¢ 25 dias apds a
indu¢do do infarto, a sobrevivéncia foi maior no grupo DI, indicando que nesse
segmento de 90 dias, ¢ possivel que durante um periodo inicial esse grupo tenha tido
algum tipo de protegdo. Essa ¢ uma questdo em aberto, que precisaria ser testada em
experimentos adicionais, mas que recebe o refor¢o da literatura (Ravingerova et al.,
2003) ja existente que propde variagdes temporais na resisténcia a injuria isquémica do

coracao diabético.

5.6. Consideracaes finais

No presente estudo testamos a hipotese de que o coracdo diabéticos seria mais
resistente a injuria isquémica. Para testar esta hipdtese avaliamos alteracdes metabolicas,
cardio-respiratorias, ventriculares (funcionais e moleculares) e autondmicas, bem como
a mortalidade em um periodo de 90 dias de seguimento em ratos diabéticos, infartados e
diabéticos infartados. Os resultados obtidos podem ser interpretados sob pelo menos

dois pontos de vista.

Primeiramente, nossos achados evidenciam que a preexisténcia de diabetes
atenua as classicas alteragdes na funcdo (sistdlica, diastdlica ou global) e estrutura

ventriculares induzidas pela injiria isquémica. Além disto, essa atenuagdo foi
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acompanhada de respostas compensatorias ao IM nas proteinas envolvidas na
homeostase do calcio no midcito dos ratos diabéticos. Assim, sob esse ponto de vista
poderiamos concluir que o coracao diabético ¢ mais resistente a injuria isquémica.

Todavia, sob outro ponto de vista, ndo observamos diferencas entre os grupos
somente infartado e infartado diabético ao analisarmos a mortalidade ao final do periodo
de 90 dias de protocolo. Esses achados sugerem que mesmo em presenca de uma funcao
ventricular melhor preservada, o grupo diabético infartado apresentou uma
sobrevivéncia 17% maior (porém nao significativa) em relacdo ao grupo somente
infartado. Se considerarmos, que a mortalidade ¢ o desfecho final, entdo, poderiamos
concluir que nossa hipotese ndo foi confirmada. Neste aspecto, vale destacar que se a
funcdo cardiaca estava menos comprometida, ¢ possivel que a exacerbada disfuncao
autondmica observada nos animais diabéticos infartados possa ter contribuido para a
mortalidade nesses animais. De fato, estudos prévios ja demonstraram o papel da
disfungdo barorreflexa e da reducdo da VFC na mortalidade de individuos pos IM
independente da fracdo de ejecdo (La Rovere et al., 1998).

Vale destacar que uma anélise detalhada da curva de mortalidade revela que nos
primeiros 25 dias de nosso estudo a mortalidade foi menor no grupo diabético infartado
em relacdo ao grupo somente infartado. Esse achado (embora ndo explorado no presente
estudo), somado ao fato de termos observado fun¢do cardiaca mais preservada pos IM
nos ratos diabéticos sugerem que os primeiros dias pos evento isquémico podem
representar uma janela terap€utica ainda pouco estudada.

Concluindo, nossos resultados reforcam a idéia de que o miocardio diabético ¢

menos sensivel a injiria isquémica, e sugerem que se outros fatores de risco cardio-
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metabolicos, como, por exemplo, a disfungdo autondmica e o controle da glicemia, nao
tiverem um manejo e/ou tratamento adequado pos-IM, essa menor disfungdo ventricular,
ndo poderd reduzir a mortalidade em individuos diabéticos infartados. Por fim, nossas
observagdes de menor mortalidade no grupo diabético infartado nos primeiros dias pds
IM sugerem que esta ¢ uma janela de oportunidade na qual estudos futuros devem
buscar alternativas farmacoldgicas ou nao farmacologicas que possam modificar o

prognostico em individuos diabéticos infartados.
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