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RESUMO

Introducdo: O diabetes esta associado com disfuncdo autondmica e esta € uma grave
complicacao que eleva o risco de mortalidade cardiovascular. O camundongo nao obeso
diabético (NOD) e um modelo experimental de diabetes tipo 1 que desenvolve insulinite
na quarta semana de vida e diabetes entre a 142 e 20? semana de vida. Contudo, dados
sobre a funcdo autondmica cardiovascular em camundongos NOD permanecem
escassos. Objetivos: Investigar a fungdo autonémica cardiovascular do camundongo
NOD. Métodos: Camundongos fémeas (24-28 semanas de vida) foram divididas em
dois grupos: NOD (n = 6) e controle (C, camundongo sui¢o, n=6). Foram incluidos no
grupo NOD animais com glicemia igual ou superior a 300 mg/dl. Foi avaliada a
variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo e da frequéncia e também por
meio de analise simbdlica. Além disso, foram avaliados a variabilidade da pressao
arterial, bem como a sensibilidade barorreflexa, por meio das respostas bradicardicas e
taquicardicas induzidas pela infusdo de fenilefrina e nitroprussiato de sédio. Para analise
estatistica foi utilizado o teste t de Student para amostras independentes e o coeficiente
de correlacdo de Pearson. Os dados foram descritos como média e erro padréo.
Resultados: A frequéncia cardiaca e a presséo arterial foram similares entre 0s grupos,
no entanto a variabilidade da frequéncia cardiaca (variancia do intervalo de pulso: NOD
=21,07 £3,75vs. C = 42,02 + 6,54 ms?) e 0 RMSSD (NOD = 4,01 +0,32 vs. C = 8,28
+ 0,97 ms), um indice de modulacdo vagal, foram menores no grupo NOD quando
comparados ao grupo controle. Além disso, o componente de baixa frequéncia foi
maior no grupo NOD (BF normalizado: NOD = 61,0 = 4,0 vs. C = 20,0 £ 4,0%),
enguanto que o componente de alta frequéncia foi menor no grupo NOD quando
comparado com o grupo controle (AF normalizado: NOD = 39,0 + 4,0% vs. C = 80,0 +
4,0%). De forma semelhante, na analise simbdlica o padréo OV, indicativo da atividade
simpatica, estava aumentado no grupo NOD em compara¢do com 0 grupo controle
(NOD= 119 + 1,4 vs. C = 6,06 = 0,90%) e o padrdo 2LV, indicativo da atividade
parassimpatica, estava reduzido no grupo NOD (NOD = 7,98 + 1,3 vs. C =212 +
3,36%). Ambas as respostas reflexas comandadas pelos barorreceptores, taquicardica
(NOD = 3,01 £ 0,72 vs. C = 4,54 + 0,36 bpm/mmHg) e bradicardica (NOD = 2,49 +
0,31 vs. C = 3,43 £ 0,33 bpm/mmHg) foram menores no grupo NOD quando



comparadas com o grupo controle. Ainda, observamos uma correlacdo negativa entre 0s
indices de modulacdo vagal (RMSSD, componente de alta frequéncia normalizado e
padrdo 2LV da andlise simbdlica) e os niveis glicémicos. Conclusdo: Os camundongos
NOD apresentam disfungdo autondmica cardiovascular e essa disautonomia esta
associada com os niveis glicémicos.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus. Sistema Nervoso Auténomo. Barorreflexo.
Camundongo NOD.



ABSTRACT

Introduction: It is known that diabetes is associated with autonomic dysfunction and
this is a severe complication that increases the risk of cardiovascular mortality. The non-
obese diabetic mice (NOD) is an experimental model of type 1 diabetes which develops
insulitis at the 4™ week and diabetes between the 14" and the 20" week of life.
However, data about autonomic function in these mice remain scarce. Objective: To
investigate the cardiovascular autonomic profile of NOD mice. Methods: Female mice
(24-28 week old) were divided in two groups: NOD (n=6) and control (n=6, swiss
mice). NOD mice with glycemia >300 mg/dl were used in this study. Heart rate
variability (HRV) was evaluated in time and frequency domains and also through
symbolic analysis. Were also analyzed the variability of the blood pressure, and
baroreflex sensitivity by means of the bradycardic and tachycardic responses induced by
infusion of phenylephrine and sodium nitroprusside. Student t test for independent
samples and Pearson's correlation coefficient were used for statistical analyses. The data
were described as means and standard error. Results: The heart rate and arterial
pressure were similar between the groups, however HRV (total variance of RR interval:
NOD = 21.07 + 3.75 vs. C = 42.02 + 6.54 ms?) and RMSSD (NOD = 4.01 + 0.32 vs. C
= 8.28 £ 0.97 ms), a vagal modulation index, were lower in NOD group when compared
to control group. Moreover, the low frequency component was higher in NOD group
(normalized LF: NOD = 61.0 £ 4.0 vs. C = 20.0 + 4.0%), while the high frequency of
HR component was lower in NOD compared with the control group (normalized HF:
NOD = 39.0 £ 4.0% vs. C = 80.0 + 4.0%). Similarly, the OV pattern of symbolic
analysis, indicative of sympathetic activity, was increased in NOD group when
compared to the control group (NOD =11.9 £ 1.4 vs. C = 6.06 = 0.90%) and the 2LV
pattern, indicative of parasympathetic activity, was reduced in the NOD group (NOD =
798 £ 1.3 vs. C = 21.2 = 3.36%). Both responses to arterial pressure changes,
tachycardic (NOD = 3.01 £ 0.72 vs. C = 4.54 + 0.36 bpm/mmHg) and bradycardic
(NOD = 249 + 0.31 vs. C = 3.43 £ 0.33 bpm/mmHg) were lower in NOD when



compared to the control group. A negative correlation between the indices of va~-'
modulation (RMSSD, normalized high frequency component and 2LV pattern ..
symbolic analysis) and blood glucose levels was also observed. Conclusions: The NOD
mice present cardiovascular autonomic dysfunction and that is probably associated with

glycemic levels.

Key-Words: Diabetes Mellitus. Autonomic Nervous System. Baroreflex. Mice, Inbred
NOD.
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1. INTRODUCAO

1.1 Diabetes

Classificacéo e fisiopatologia do diabetes mellitus tipo 1

O diabetes é uma sindrome metabdlica crénica, caracterizada por um estado de
hiperglicemia, podendo ser resultante de uma deficiéncia na produgdo de insulina, uma
resisténcia dos tecidos a acdo destes hormonios ou ambos os fatores. Além disso a
hiperglicemia crénica do diabetes é associada com danos ao longo do desenvolvimento
da doenca levando a disfuncGes em diferentes 6rgaos especialmente em olhos, rins,
nervos e coracdo (ALBERTI; ZIMMET, 1988; ADA, 2010).

Outra forma de classificacdo do DM é relatada a sua etiologia e nos mecanismos
desencadeantes desta patologia, sendo dividida em diabetes tipo 1 (DM1) (autoimune
ou idiopética) e diabetes tipo 2 (DM2), relacionada ao estilo de vida. (ALBERTI;
ZIMMET, 1998).

O DM 2 é também chamado de diabetes ndo insulinodependente ou diabetes do
adulto e corresponde a 90% dos casos de diabetes. Ocorre geralmente em pesoas obesas
com mais de 40 anos de idade, embora na atualidade também ocorra com maior
frequencia em jovens, em virtude de maus habitos alimentares, sedentarismo e estresse
da vida urbana. Nesse tipo de obesidade a insulina estd presente, porém sua acdo é
dificultada pela obesidade, o que € conhecido como resisténcia insulinica, uma das
causas da hiperglicemia (SBD, 2009).

Outra forma de diabetes que ocorre em menor propor¢do € a DM1, que
representa de 5 a 10% dos casos de diabetes. Esse tipo de diabetes leva a deficiéncia
absoluta de insulina como resultado de uma destrui¢cdo autoimune das células beta do
pancreas (ADA, 2005).

Dessa forma, a primeira evidéncia reconhecida quanto a origem autoimune do
DM1, foi descrita por Bottazzo, Florin-Christensen e Doniach (1974), que observaram a
presenca de auto anticorpos circulantes o6rgdo especifico, chamados anticorpos anti-

células da ilhota (ICA) em pacientes com DML1.



No sistema dos mamiferos cada célula nucleada possui marcadores especificos
expressas na superficie de cada célula, que ajudam na sua identificagdo como
constituintes de seu préprio sistema. Um grupo de genes conhecidos como complexo
principal de histocompatibilidade € responsavel pela producdo destas moléculas
marcadoras. Em humanos este sistema é conhecido como complexo de antigeno de
leucdcitos humanos (HLA). Duas regides cromossémicas no genoma humano surgiram
como consistente e significante evidéncia de uma associacdo com DM1. Estes séo o
HLA no braco curto do cromossomo 6 (locus 6p 21.3) e a regido do gene da insulina no
cromossomo 11 (locus 11p 15). O modelo desenvolvido por Mahaffy e Edelstein-

Keshet (2007), mostra a cascata de eventos que podem levar ao DML1.

PANCREAS LINFONODO . p-MHC Células T nativas

) . Célula apoptdtica [~~~ . o 'Qo TN at— )
e ™ peptideo S
Célula B \ . b N S~ étivagéo \
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a i
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Célula T efetora Célula da meméria

Fonte: Mahaffy e Edelstein-Keshet (2007)

Figura 1. Modelo desenvolvido por Mahaffy e Edelstein-Keshet. Morte celular
programada de células beta pancreaticas gerando peptideo auto antigeno.

O modelo indica que qualquer dano a celula beta produtora de insulina pode
levar a ativacdo de células T contra auto antigenos do sistema humano. As células beta
danificadas sofrem apoptose e produzem peptideo auto antigeno. Nos géanglios
pancreaticos, este peptideo é apresentado nas células dendriticas apresentadoras de
antigeno. As células T nativas entram em contato com esses antigenos e falham em
reconhecer isso como uma auto proteina e se diferenciam para reconhecer estas

proteinas como antigenos estranhos. Uma fracdo de células T diferenciadas permanece



como células da memoria, enquanto outra fracdo participa ativamente da defesa (células
T citotdxicas), levando ao DM1 (MAHAFFY; EDELSTEIN-KESHET, 2007).

Estudos epidemiolégicos tem demonstrado que alguns fatores ambientais
também podem influenciar no desenvolvimento do DM1. Entre outros fatores
ambientais, a exposicdo a algumas substancias antigénicas no inicio da vida parecem
contribuir para o desenvolvimento de doencas. Alguns ingredientes da dieta, como a
albumina do soro bovino, beta caseina e gluten sdo apontados como fatores causadores
de DML1. A beta-caseina e a albumina do soro do leite bovino parecem atuar via geracéo
de linfocito T que atacam especificamente a molécula transportadora de glicose
especifica da célula beta (GLUT 2) (POZZILLI, 1998). O glaten nao dissolvido provoca
inflamacdo subclinica da mucosa intestinal o que aumenta a porcentagem de células T
agressivas. O estado funcional das celulas beta também desempenha um papel
importante na patogénese do DM1, e a ingestdo de alimentos com altos indices
glicémicos aumenta a demanda de insulina e obriga a célula beta a produzir mais
insulina, o que acelera sua destruicdo (BUSCHARD, 2011). Essa observacdo pode ser
referida a hipdtese do acelerador, que afirma que o aumento do ganho de peso em
jovens pode acelerar o desenvolvimento do DM1 (BUSCHARD, 2011). Outra hipotese
formulada por Strachan, afirma que a autoimunidade é mais comum em um ambiente
limpo e a exposicdo a doencas infecciosas na infancia poderia reduzir a incidéncia de
DM1. Também é sugerido que a protecdo contra a DM1 é fornecida a partir da
imunidade-inata, especificamente a ativacdo das células T natural Killer. Essa teoria é
baseada no fato que as células natural killer estdo reduzidas em seres humanos afetados
por DM1 (VAN DER VLIET et al., 2001).

O que caracteriza 0 DML1 € a destruicdo total ou parcial das células beta das
ilhotas de Langerhans pancreéticas, que resulta na incapacidade progressiva de produzir
insulina; esse processo pode levar meses ou anos, mas geralmente sé aparece
clinicamente ap6s a destruicdo de pelo menos 80% da massa de ilhotas (DEVENDRA;
LIU; EISENBARTH, 2004).

A presenga de infiltrado inflamatdrio do tipo linfomononuclear e a auséncia de
células secretoras de insulina, as células beta, caracteriza o quadro histolégico do DM1.
As células secretoras de outros hormdnios, como glucagon, somatostatina e
polipeptideo pancreatico, também presentes nas ilhotas pancreaticas sdo poupadas,

porém como as células que secretam insulina sdo em maior nimero as ilhotas



pancreaticas acabam se tornando atrofiadas. O processo de destruicdo das células B-
pancredticas, denominado insulite, ocorre pela agressdo imunoldgica mediada por
células linfocitarias, macrofagos e células “natural killer”, sendo portanto um processo
dependente da imunidade celular (FOULIS et al., 1986).

Considerada como uma das doengas crénicas mais comuns em criangas e adultos
jovens, 0 DML1 pode se desenvolver em qualquer faixa etaria, mais frequente em jovens
com menos de 20 anos de idade. Em geral a taxa de incidéncia atinge pico entre 10 a 14
anos (LI1U; EISENBARTH, 2002) e declina apds a puberdade, estabilizando em jovens
adultos por volta dos 15 a 29 anos de idade (EISENBARTH, 1986; GROUP, 2006;
VANDEWALLE etal., 1997).

Dados Epidemiol6gicos

A incidéncia do DM1 é o resultado de uma interacdo dos fatores ambientais e
genéticos, que somados podem desencadear o inicio da doenca. Dessa forma, observam-
se variacbes de incidéncia e prevaléncia em diferentes regides do mundo
(EISENBARTH, 1986).

Nesse sentido, em 1990 o projeto DiaMond foi iniciado pela Organizacéo
Mundial da Salde para abordar as implicacdes de satde publica de DM1 e descrever a
incidéncia de DM1 em criancas. Um relatério inicial, em 2000, descreveu a incidéncia
de DM1 em criangas de 14 anos de idade em 50 paises em todo o mundo, totalizando
19.164 casos de uma populagdo de 75,1 milhdes de criancas (cerca de 4,5% da
populacdo mundial nessa faixa etaria) (KARVONEN et al., 2000). A menor incidéncia
(<1/100, 000 por ano) foi relatada nas populacdes da China e da América do Sul e maior
incidéncia (> 20/100, 000 por ano) foi relatada na Finlandia, Suécia, Noruega, Portugal,
Reino Unido, Canada e Nova Zelandia (KARVONEN et al., 2000).

Nos Estados Unidos, o estudo SEARCH for Diabetes Youth, foi projetado com o
objetivo de estimar a incidéncia e prevaléncia de diabetes, entre os individuos com
menos de 20 anos de idade, por idade, sexo, raca e etnia. De 2002 a 2003, em mais de
10 milhdes de pessoas avaliadas, foram diagnosticados 1905 casos de DM1, sendo que
as taxas de incidéncia foram maiores em brancos ndo hispanicos quando comparados
com outras etnias e ligeiramente maior no sexo feminino (DABELEA et al., 2007). Esse

estudo ainda aponta a distribuicdo da taxa de incidéncia de DM1 em 2002-2003 dividida



por faixa etaria, sendo: 0 a 4 anos: 13,3; 5 a 9 anos: 22,1; 10 a 14 anos: 25,9; e 15a 19
anos: 13,1.

Atualmente existem 3 milhdes de americanos portadores de DM1 e a cada ano
15000 criancas e adultos sdo diagnosticados com essa doenca. Isso equivale a 80
pessoas diagnosticadas com essa doenca diariamente. Outro dado importante é que a
incidéncia vem aumentando nos ultimos anos, sendo que entre 2001 e 2009 houve um
aumento de 23% nos americanos com menos de 21 anos de idade. Com a incidéncia da
doenca aumentando, os gastos publicos somam atualmente 14,9 bilhdes de dolares
somente nos Estados Unidos (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2011).

Segundo a Associacdo Americana de Diabetes (2003), os sintomas da
hiperglicemia acentuada incluem polidria, polidipsia, perda de peso as vezes com
polifagia e visdo desfocada. Devido a essas alteracGes resultantes da hiperglicemia o
paciente diabético apresenta um aumento do risco de vida. Além disso, outros sintomas
como cetoacidose ou sindrome hiperosmolar ndo cetética também estdo presentes.

O diabetes apresenta uma relacdo para o aumento do risco de mortalidade
cardiovascular além da associagdo com multiplos sintomas e prejuizos funcionais. E
caracteristico da doenca a presenca de anormalidades estruturais de nervos, vasos
sanguineos, rins, e retina, devido a complicacfes que ocorrem ao longo do tempo
devido ao mau controle glicémico (UK PROSPECTIVE DIABETES STUDY (UKPDS)
GROUP, 1998; DE ANGELIS; IRIGOYEN; MORRIS, 2009). As complica¢bes a longo
prazo do diabetes incluem retinopatia com potencial perda de visao, nefropatia levando
a insuficiéncia renal, neuropatia periférica com risco de Ulceras nos pés, amputacdes nao

traumaticas e neuropatia autonémica causando sintomas cardiovasculares.

1.2 Neuropatia autondmica cardiovascular

A neuropatia autondmica diabética (NAC) envolve todo sistema autonémico e é
uma complicagdo comum do diabetes, sendo um dos subtipos de neuropatia autonémica
diabética (YANG; CHON, 2011). A NAC causa sérias complicacdes, tanto no controle
da frequéncia cardiaca como no controle dinamico periférico vascular (VIRAG et al.,
1999).



A doenca ¢ decorrente de alteracdes das fibras autondmicas que inervam o
coracdo € 0s vasos € suas principais manifestagdes clinicas incluem, taquicardia de
repouso, intolerdncia ao exercicio, hipotensdo ortostatica, funcdo neuro vegetativa
prejudicada, ¢ desequilibrio autonomico (SCHMIDT, 2003), resultando em aumento do
risco de mortalidade e reducdo da qualidade de vida nas pessoas com diabetes (VIRAG
etal., 1999).

Tanto os neurbnios simpéaticos quanto os parassimpaticos podem ser afetados
pela neuropatia diabética resultando em alteracfes no controle da frequéncia cardiaca e
da dindmica vascular (SCHUMER et al., 1998).

A NAC é a forma mais estudada e clinicamente importante dentre as neuropatias
diabéticas. Estudos demonstraram que a disfuncdo autondmica cardiovascular, medida
através da variabilidade da frequéncia cardiaca, esta associada a um aumento do risco
(duas vezes maior) de isquemia miocardica silenciosa e mortalidade (EWING et al.,
1985; SAWICKI et al., 1998).

Outro estudo avaliando a variabilidade da frequéncia cardiaca no diabetes
observou que as alteracdes na funcdo autondmica estdo presentes precocemente no
desenvolvimento do diabetes e que o diabetes leva a progressivo declinio na fungédo
autondmica (SCHROEDER et al., 2005).

No cléassico trabalho de Jean Pirart (1977), foi relatado o comprometimento do
sistema nervoso no DM. Nesse estudo, com periodo de seguimento prospectivo de 25
anos, observou-se uma prevaléncia de alteracBes no sistema nervoso em 50% dos
pacientes.

O sistema nervoso autbnomo é fundamental na regulagdo da funcdo da maior
parte dos sistemas ou Orgdos no organismo, por isso seu comprometimento pode
ocasionar graves alteracbes nas funcdes cardiovasculares, alterando a funcdo desse
sistema vital (ZIEGLER, 1992). Também, a NAC parece estar relacionada com o
aumento da mortalidade em pacientes diabéticos (VINIK; ZIEGLER, 2007). De forma
semelhante, Ewing, Campbell e Clarke (1980) observaram que pacientes diabéticos com
reflexos cardiovasculares normais tém menor mortalidade quando comparados aqueles
que apresentam algum tipo de prejuizo na funcao reflexa autonémica.

Dessa forma, as disfungdes autonémicas decorrentes do diabetes acabam por

induzir disfuncbes cardiovasculares importantes, tais como alteracfes na pressao



arterial, na frequéncia cardiaca de repouso, no reflexo dos pressoreceptores e no
controle autonémico da frequéncia cardiaca (DE ANGELIS et al., 2000).

No entanto, tanto a frequéncia cardiaca como a pressao arterial ndo fornecem de
forma precisa as informacdes a respeito da funcdo autonémica. Para isso, é necessaria a
avaliacdo das interacdes entre as diferentes alcas do sistema nervoso autbnomo no
diabetes, como a quantificacdo de marcadores da funcdo autondmica pelo uso de
métodos que permitam avaliar a variabilidade da frequéncia cardiaca e da presséo
arterial, as respostas ao bloqueio autonémico induzidas por farmacos, as alteracdes
funcionais no barorreflexo e quimiorreflexo, como também as alteragcdes da estrutura
dos 6rgdos acometidos (DE ANGELIS et al., 2007).

A variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) pode ser utilizada para acessar a
funcdo autondmica em vdrias situacdes fisioldgicas e patoldgicas, bem como em
sujeitos com diabetes. A VFC ¢ um indicador das influéncias simpaticas e
parassimpaticas (vagal) na modulagdo da frequéncia cardiaca (DAVIES; NEILSON,
1967).

Interagdes entre as atividades dos nervos simpaticos e parassimpaticos sao
essenciais na regulacdo da funcdo cardiovascular. A hiperatividade simpdtica esta
associada a aumento do risco de vida e taquicardia ventricular, enquanto o aumento do
tonus vagal parece exercer um efeito protetor e anti-fibrilatério (MALIK et al., 1996).

E amplamente conhecido que a neuropatia promove uma reducdo da
variabilidade da frequéncia cardiaca, tanto no dominio do tempo como no dominio da
frequéncia, evidenciada por alteracdes nos componentes de alta e baixa frequéncia.
Ademais, esta bem estabelecido que a variabilidade da frequéncia cardiaca € um
importante marcador progndstico de mortalidade (MALIK et al. 1996).

Modificacbes da variabilidade podem ser detectadas mesmo que nao se
observem alteracdes da presséao arterial (PA) e da frequéncia cardiaca (FC) basais. Por
exemplo, a reducdo da variabilidade da FC esta associada a um aumento do risco de
morte subita em pacientes com insuficiéncia cardiaca cronica (FARAH et al., 2006).

Nesse sentido Fazan e colaboradores (1999), observaram uma significante
diminuicdo da variabilidade da FC, avaliada por andlise espectral, mesmo na auséncia
de outras manifestagbes nos parametros cardiovasculares em ratos diabéticos por

estreptozotocina.



Além do mais, o controle barorreflexo da circulacdo é um dos mais importantes
mecanismos de controle momento a momento da presséo arterial. Sendo que, o controle
da variabilidade da pressdo arterial pelo barorreflexo é a chave para a homeostase
fisioldgica. 1sso pode ser visto em estudos que mostraram que o prejuizo da funcgédo
barorreflexa € um fator de risco independente para morte subita pés-infarto do
miocéardio (LA ROVERE et al. 1998).

Estudos tém demonstrado que a atividade dos barorreceptores pode modular
tanto a atividade simpética como a parassimpatica para vasos e coracao, indicando que
alteracbes nas vias aferentes e/ou eferentes do barorreflexo podem estar
diferencialmente envolvidas na disfuncdo autondmica do diabetes. Cronicamente, a
bradicardia reflexa também se mostra alterada, comprometendo assim as duas al¢as
barorreflexas (TOMLINSON et al., 1981; DE ANGELIS et al., 2002; HARTHMANN
etal., 2007).

A disfuncdo barorreflexa tem sido atribuida a alteragbes no parassimpatico
cardiaco, embora alteragdes na funcdo do receptor, ou mesmo na mediacdo central do
reflexo, ndo possam ser excluidas (DALL’AGO et al. 1997; MAEDA et al., 1995).

Nosso grupo tem demonstrado varias alteracées autondmicas, hemodinadmicas e
funcionais cardiacas promovidas pelo diabetes experimental, resultando em aumento da
mortalidade (MAEDA et al., 1995; DALL'AGO et al., 2002; SCHAAN et al., 2004
WICHI et al., 2007), assim como o papel protetor do treinamento fisico (MOSTARDA
et al., 2009; SILVA et al., 2012; DA PUREZA et al., 2012; RODRIGUES, B. et al.,
2012).

1.3 Camundongo néo obeso diabético (NOD)

Uma extensa pesquisa no campo do diabetes nas ultimas quatro décadas resultou
em uma série de modelos animais de diabetes mellitus tipol utilizados para pesquisa.
No entanto, um modelo perfeito ainda precisa ser encontrado (ACHARJEE et al., 2013).

O camundongo NOD é um modelo de doenca espontanea autoimune, Orgéao-
especifica estudado em todo o mundo. Estes camundongos foram produzidos em 1974,

no Laboratdrio de InvestigacBes Shinogui, em Osaka — Japdo. Possuem fenotipo albino



e sdo procedentes de uma derivacdo da sub linhagem Jc 1 — ICR “outbread” que
desenvolvia catarata (LEITER, 2001).

De acordo com o Laboratdrio Jackson, na 6° geracdo os progenitores dos futuros
NOD/Shi foram acasalados “inbread” com camundongos livres de catarata, mas com
niveis elevados de glicemia de jejum. A partir da 13° geracdo, a base para a selecao
foram os niveis plasméticos de glicose elevados. Em 1974, na 20° geracdo uma fémea
normoglicémica desenvolveu espontaneamente DM, com deplecdo de insulina sérica e
insulite. A reproducdo seletiva da linhagem produziu a linhagem NOD (LEITER,
1993b). No Brasil, a coldnia foi introduzida e implantada na Universidade Estadual de
Campinas a partir de coldnias matrizes provenientes do Laboratério INSERM U-25
Neker, Paris, Franca (PAVIN; ZOLLNER, 1994).

O desenvolvimento de dois modelos de roedores (ndo obeso diabético) NOD e
(Bio Breeding) BB, que expressam de forma espontanea a DM1, permitiu a exploracao
mais detalhada do estudo das células do sistema imune, que fundamenta a destruicao de
uma célula  pancreatica (ATKINSON; LEITER, 1999).

O modelo NOD tornou-se interessante no meio cientifico para o estudo do DM-1
por possuir um genoma mais bem definido e maior nimero de reagentes monoclonais
para andlise. Além disso, esse modelo apresenta um baixo custo em comparacdo a
outros animais, como 0 rato que expressa diabetes por meio de Aloxano ou
Estreptozotocina, conhecidos como modelos experimentais farmacoldgicos para o
estudo do diabetes (SCHMIDT et al., 2003).

Contudo, a qualidade do ambiente de criacdo e manutencdo dos camundongos
NOD nédo é uma questdo trivial. Embora exista apenas uma evidéncia circunstancial
apoiando causas ambientais como gatilho da DM1 em seres humanos (por exemplo,
ingredientes alimentares e patdgenos), estudos utilizando o camundongo NOD
demonstraram claramente que a penetrdncia do genoétipo susceptivel a diabetes é
fortemente modificada pela populacdo microbiana do ambiente e também pela dieta
ofertada aos animais (KIKUTANI; MAKINO, 1992).

O camundongo NOD tem proporcionado pesquisas com mais evidéncias
convincentes de que os fatores ambientais sdo importantes moduladores da
susceptibilidade genética para DM1. No periodo de 30 semanas de idade a incidéncia de

diabetes nas fémeas é de 80% ou superior, enquanto que no sexo masculino, a



incidéncia & muito variavel entre as colbnias, variando de 0 a 100% em diferentes
instituigdes (LEITER, 1990).

Como citado anteriormente, no modelo NOD ocorre dimorfismo sexual quanto a
frequéncia do DM espontéaneo, com prevaléncia do diabetes entre 70-90% em fémeas e
20% em machos (MAKINO et al., 1980). Esse dimorfismo de género parece ser
controlado também pelos esteroides sexuais das gbnadas. A gonadectomia realizada na
quinta semanas de vida aumenta acentuadamente o desenvolvimento do diabetes em
NOD/ machos enquanto que deprime a incidéncia em fémeas (MAKINO et al., 1981).

Estes camundongos apresentam autoimunidade espontanea que causa diabetes
através da destruicdo das células produtoras de insulina, de forma semelhante a
observada em humanos (KODAMA et al., 2003).

A destruicdo das células produtoras de insulina é caracterizada por insulite,
infiltrado leucocitario nas ilhotas do pancreas, sendo que esta infiltracdo é composta por
células dendriticas, macréfagos, células T (CD4+ e CD8+) e células B. Os linfocitos T
CD4+ possuem papel essencial no inicio da insulite e aparecimento do DM1, pois sabe-
se que o uso de anticorpos monoclonais pode suprimir a insulite e o aparecimento do
DM1 no camundongo NOD (SHIZURU et al., 1988). A proporcéo de células T CD8+
aumenta com a evolucdo da destruicdo das células produtoras de insulina, explicando o
sinergismo entre os dois subtipos e favorecendo o aparecimento do DM1 (WONG;
JANEWAY, 1997).

Esse processo descrito acima é caracterizado como sendo a fase pré-diabética:
insulite. A polidipsia, polidria, glicosdria elevada, hiperglicemia e deficiéncia de
insulina sdo observadas nestes animais, acompanhados de rapida perda de peso
(MAKINO et al., 1980). E um evento fundamental na fase inicial da doenga, exercendo
papel na patogénese de doencas autoimunes mediadas por células T, como a
apresentacdo de auto antigenos, seguida de dano tecidual e morte por apoptose. A
segunda fase ¢ caracterizada pela destruicdo das células B pancreaticas, responsaveis
pela producdo de insulina e consequente manifestacdo do diabetes (KIKUTANI;
MAKINO, 1992).

Para Gross (2001), o infiltrado nas ilhotas é similar ao que é observado nos
paciente com inicio recente do DM1. No entanto, de acordo com Atkinson e Leiter
(1999), a insulite em pacientes diabéticos de inicio agudo é muito diferente das

encontrada nas ilhotas de camundongos NOD.



Similarmente ao que ocorre em humanos, os camundongos NOD desenvolvem
doenga autoimune generalizada afetando multiplos érgéos e tecidos, incluindo glandulas
salivar e lacrimal, tireoide, adrenal e testiculos (ATKINSON; LEITER, 1999).

Também de forma similar aos humanos, a diabetes nos camundongos NOD s0 se
manifesta ap6s o comprometimento de 95% das células beta, sendo que nem todos os
animais desenvolvem diabetes, mas todos desenvolvem insulite. O inicio da doenga é
marcado por glicosdria e glicemia maior que 250 mg/dl. Muitos investigadores
monitoram o camundongo NOD para desenvolvimento da glicosuria em intervalos
semanais, comecando apds 10 semanas de idade. Perda de peso e a presenca da
polidipsia e poliuria indicam o aparecimento de hiperglicemia (DOI et al., 1990). Eles
ainda sdo hipoinsulémicos e hiperglucagenémicos, confirmando a destruicdo seletiva
das células beta. Na maior parte das col6nias os NOD sobrevivem de 3 a 4 semanas
apos a primeira deteccao da glicostria (LEITER, 1993).

A questdo do animal controle adequado para ser utilizado na experimentacéo
animal muitas vezes surge devido a ampla variedade de modelos NOD utilizados.
Algumas linhagens puras e congénitas tém sido usadas para determinacdo dos
parametros de base e sdo controles potenciais para as cepas NOD. No laboratério
Jackson, o SWR/J providenciou um padréo adequado e inato para comparacao, 0 SWR,
derivado da linhagem ICR, modelo descoberto previamente por Serreze e Leiter em
1988. Esse modelo ndo apresenta deficiéncia imune e geneticamente € muito diferente
do camundongo NOD incluindo seu complexo MHC. E utilizado como controle para
funcBes imunes que sdo aberrantes no NOD (LEITER, 1993).

Em relagdo a funcdo autondmica cardiovascular em camundongos NOD os
dados sdo escassos e contraditorios. Diferentemente do que ja foi observado em outros
modelos experimentais de diabetes, Gross et al. (2008) observaram que em
camundongos NOD fémeas, apds o aparecimento do diabetes, a frequéncia cardiaca
estava reduzida, mas a pressdo arterial manteve-se estavel e a sensibilidade barorreflexa
ndo estava prejudicada, tendo sido ao contrario maior nos NOD quando comparados aos
controles. Dessa forma o0s autores sugeriram que a pressao arterial semelhante de
camundongos ndo obesos diabéticos e ndo diabéticos exclui a existéncia de uma grave

disfuncéo simpatica.



2. JUSTIFICATIVA

O DML é responsavel por cerca de 5 a 10% dos casos de diabetes, no entanto,
sua incidéncia e prevaléncia continuam aumentando no mundo todo. Essa patologia esta
associada a uma série de implicagdes a curto e a longo prazo. A neuropatia autondmica
é uma das principais complicacbes do DM e estd associada a alta morbidade e
mortalidade cardiovascular nessa populacéo.

Considerando a dificuldade no estudo do DM1 em humanos, o estudo utilizando
modelos animais que podem ser facilmente manipulados e testados em um ambiente
controlado se torna uma alternativa eficaz. Embora os modelos animais de DM1 sejam
modelos imperfeitos da doenca humana, hd semelhanca suficiente na patogénese da
DM1 que permite o estudo em camundongos.

O camundongo nédo obeso diabético (NOD), modelo experimental de DM1, que
apresenta insulite na 42 semana e diabetes espontaneo por volta da 142 a 20? semana de
vida, tem algumas vantagens em relacdo a outros modelos, entre elas, o processo inicial
da doenca e a resposta imunologica que sdo semelhantes ao o que ocorre em humanos.

Sabe-se que o diabetes esta associado a disfuncdo autonémica, contudo dados
sobre a funcdo autondmica cardiovascular em camundongos NOD sdo escassos e
contraditérios. Dessa forma, torna-se importante investigar se a funcdo autonémica
cardiovascular de camundongos NOD estéa alterada, como observado em outros modelos

experimentais de DM.



3. OBJETIVO

Avaliar a fungdo autondmica cardiovascular de camundongos NOD.

a. Objetivos especificos

e Avaliar parametros hemodinamicos (PA e FC) de camundongos NOD;
e Avaliar a sensibilidade barorreflexa de camundongos NOD;

e Avaliar a variabilidade da frequéncia cardiaca e da pressdo arterial de
camundongos NOD.



4. METODOS

4.1 Animais e grupos

Foram utilizados camundongos NOD (ndo obesos diabéticos) fémeas (n=6) e
camundongos suicos fémeas (n=6, glicose sanguinea < 110 mg/dL ou < 6mmol/l) que
serviram como controle. Os animais foram provenientes do biotério da Universidade
Federal de S&o Paulo aos dois meses de idade. Todos os animais foram mantidos no
laboratério de Hipertensdo Experimental do Instituto do Coragdo durante todo o periodo
de protocolo. Todos os procedimentos cirurgicos, bem como o protocolo experimental
utilizado, foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Nove de Julho
(protocolo numero AN0029-2012) e seguiram estritamente as normas para cuidados e

utilizacdo de animais de laboratério do National Institutes of Health.

4.2 Mensuracao dos niveis glicémicos

A partir da décima semana de idade os camundongos NOD tiveram seus niveis
glicémicos determinados semanalmente por meio de glicosimetro (ACCU-CHECK
Sensor ® (Roche)) até atingirem o nivel estabelecido de diabetes (> 300mg/dL ou > 17
mmol/l) (MARCO et al., 2008). Para tal, as amostras sanguineas foram obtidas por

puncao da veia caudal.

4.3 Canulagao

Quando os animais estavam com 24-28 semanas de idade o procedimento de
canulacdo (Figura 2) foi realizado para avaliagdo hemodindmica direta. Pata tal, eles
foram anestesiados com Ketamina (80mg/kg) e xilazina (12 mg/kg)
intraperitonealmente e canulas de polietileno (tubos Tygon de 4 cm, PE-08 conectadas a
2 cm de PE-50, Clay Adams) preenchidas com soro fisiologico heparinizado foram

inseridas na artéria carotida e veia jugular para registro direto da pressdo arterial e para



administracdo de drogas, respectivamente. As extremidades livres das canulas foram
exteriorizadas no dorso do animal, proximo a regido cervical. Apos a cirurgia, 0S
animais receberam uma injecdo intramuscular de penicilina G (Benzetacil ®, Fontoura-
Wyeth, 60.000 U) e os cuidados pds-operatorios foram baseados na descricdo de
Flecknell (1992).

Figura 2. Fotos ilustrativas da canulacdo da artéria cardtida e veia jugular em
camundongo.

4.4 Registro direto dos sinais de presséo arterial

Dois dias apds a canulacdo, as medidas hemodinamicas foram realizadas. Com o
animal acordado, a cénula arterial foi conectada a uma extensdo de 20 cm (PE-50),
permitindo livre movimentacdo do animal pela caixa, durante todo o periodo do
experimento. Esta extensdo foi entdo conectada a um transdutor (Kent Instruments,
EUA) que, por sua vez, esta conectado a um pré-amplificador (Stemtech BPMT-2,
Quintron Instrument© Inc, EUA). Sinais de PA foram gravados durante um periodo de
30 minutos em um microcomputador equipado com um sistema de aquisi¢do de dados
(Windag, 4KHz, DATAQ Instruments, EUA), permitindo analise dos pulsos de pressao,
batimento-a-batimento, com uma frequéncia de amostragem de 4000 Hz por canal
(Figura 3), para estudo dos valores de pressdo arterial sistolica (PAS), presséo arterial
diastdlica (PAD), presséo arterial média (PAM) e intervalo de cada pulso de presséo.
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Figura 3. llustracéo do registro direto da pressao arterial.

4.5 Avaliacéo da sensibilidade do barorreflexo

Ap0s o registro da PA e da FC, uma extensdo de aproximadamente 20 cm (PE-
10) foi conectada a canula venosa para infusdo das drogas vasoativas fenilefrina e
nitroprussiato de sodio. A fenilefrina (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO,
EUA), um potente estimulador al, cuja agdo predominante se da nas arteriolas
periféricas causando vasoconstricdo, foi usada para provocar aumento da pressao
arterial. Esse aumento da pressao arterial € seguido de bradicardia reflexa comandada
pelos barorreceptores. O nitroprussiato de sodio (Sigma Chemical Company, St. Louis,
MO, UA), um potente vasodilatador tanto de arteriolas como de veias e cuja acdo se da
por meio da ativagdo da guanilato ciclase e aumento da sintese de 3’, 5’- guanosina
monofosfato (GMP ciclico) na musculatura lisa de vasos e outros tecidos, foi usado para
provocar queda da pressao arterial. Essa queda é seguida por uma resposta taquicardica
reflexa comandada pelos barorreceptores.

A sensibilidade barorreflexa foi entdo avaliada pelas respostas taquicardicas e
bradicardicas mensuradas pelas variacGes da pressdo arterial (compreendendo variagfes
de 30 a 40 mmHg), induzidas por doses crescentes de nitroprussiato de sddio (100-250
ng/kg, intravenoso) e fenilefrina (80—250 ng/kg intravenoso), sendo que a fenilefrina e o
nitroprussiato de sodio foram infundidos randomicamente entre os animais, iniciando-se
a sessdo com um ou outro farmaco. O maior valor injetado foi menor que 25 pl. (DE
ANGELIS et al., 2004; WICHI et al., 2007; HEEREN et al., 2009).

Para avaliacdo dos indices de bradicardia e taquicardia reflexa o pico maximo ou
minimo da PAM foi comparado aos valores basais. De maneira analoga, a resposta da
FC as variagbes de PAM foi comparada com os valores de FC do periodo
imediatamente antes da infusdo das drogas. Posteriormente os indices de bradicardia e
taquicardia reflexa foram obtidos pela razdo entre o delta de variacdo da FC pelo delta
de variacdo da PAM (FARAH et al., 1997).



4.6 Avaliacdo da variabilidade da frequéncia cardiaca e da pressdo arterial

A avaliacdo do sistema nervoso autbnomo foi realizada a partir da analise das
variabilidades da FC e PA nos dominios do tempo e da frequéncia. A anélise no
dominio do tempo consistiu em calcular a variancia total do intervalo de pulso (IP) e da
PAS. Tambeém foi calculada, como indicador da modulagéo vagal no dominio do tempo,
a raiz quadrada da soma dos quadrados das diferencas sucessivas entre intervalos R-R
adjacentes (RMSSD). Para andlise no dominio da frequéncia foi utilizada a
transformada rapida de Fourier conforme previamente descrito (SOARES et al., 2004;
HEEREN et al., 2009; ZAMO et al., 2010) e utilizada uma série do intervalo de pulso e
da pressdo arterial sistélica com tempo de 20 minutos. Uma janela de 256 pontos e com
sobreposicdo de 50% foi interpolada (27 Hz) e decimada para ser igualmente espagada
no tempo. As poténcias para as bandas de baixa frequéncia (BF 0,10 — 1,0 Hz;
modulacdo simpatica) e alta frequéncia (AF 1 — 5 Hz; modulacdo parassimpatica) foram
calculadas por meio da integracdo da poténcia de cada banda de frequéncia usando uma
rotina personalizada (MATLAB 6.0, Mathworks).

4.7 Analise simbdlica

A analise simbolica de 3 batimentos consecutivos, que distingue a modulagédo
cardiaca simpatica e parassimpatica, foi utilizada para detectar alteracdes na modulagdo
autondmica da variabilidade cardiovascular (GUZZETTI et al., 2005; PORTA et al.,
2007). Para isso, foi selecionada uma sequéncia de duracdo de 300 intervalos RR. Essa
sequéncia foi distribuida em 6 niveis (0 — 5), transformando-a em uma sequéncia de
simbolos, a partir dos quais houve construgdo de padrbes (sequéncia de 3 simbolos),
sendo que todos os padrdes possiveis foram divididos em quatro grupos, de acordo com
0 numero e o tipo de variagdo entre os simbolos subsequentes: 1) OV: padrdo sem
variacdo (trés simbolos iguais que indicam modulagdo simpatica, por exemplo, 1,1,1);
2) 1V : padrdo com uma variacdo (dois simbolos consecutivos iguais e outro diferente,

indicando modulacéo simpatica e parassimpatica, por exemplo 3,3,2); 3) 2LV : padréo



com duas variacbes iguais (trés simbolos formam uma rampa ascendente ou
descendente, indicando modulacao parassimpatica, por exemplo 1,3,4); 4) 2UV : padrdo
com duas variacOes diferentes (trés simbolos formando um pico ou vale, indicando
modulacdo parassimpatica, por exemplo, 4,1,2) (GUZZETTI et al., 2005). A frequéncia
de ocorréncia desses padrdes foi avaliada (0V%, 1V%, 2LV%, e 2UV%).

4.8 Analise estatistica

Os dados foram descritos como média e erro padrdo. O teste t de Student foi
utilizado para comparar as médias entre os grupos NOD e controle. A correlacdo de
Pearson foi utilizada para testar associagdo entre glicemia e pardmetros autonémicos

cardiovasculares. O nivel de significancia estabelecido foi de p < 0,05.



5. RESULTADOS

5.1 Pressdo Arterial e Frequéncia cardiaca

Os dados de pressdo arterial e frequéncia cardiaca estdo apresentados na tabela
1. A presséo arterial sistélica, diastélica e média dos camundongos NOD foi similar a
dos animais controles. De forma semelhante, a frequéncia cardiaca ndo foi diferente

entre os grupos (Figura 4).

Tabela 1. Pressdo arterial e frequéncia cardiaca nos grupos controle e NOD

Variaveis Controle (n =6) NOD (n =6) P

PAS (mmHg) 126+4,7 116+6,4 0,23
PAD (mmHg) 93+4,2 89+4,0 0,5
PAM (mmHg) 110+4,3 103+5,2 0,32
FC (bpm) 615+9 538+30 0,07

Valores apresentados como média e erro padrdo obtidos pela medida direta da pressdo arterial. PAS
pressdo arterial sistélica, PAD = pressao arterial diastélica, PAM = pressdo arterial média, FC
frequéncia. Teste t de Student.
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Figura 4. Frequéncia cardiaca dos grupos controle e NOD. FC = Frequéncia cardiaca.
Valores apresentados como média e erro padrao.



5.2 Sensibilidade Barorreflexa

Os resultados da sensibilidade barorreflexa mostraram que o grupo NOD
apresentou reducdo da resposta bradicardica (NOD = 2,49 + 0,31 vs. C = 3,43 + 0,33
bpm/mmHg), induzida pela fenilefrina, quando comparado ao grupo controle (p =
0,036). Semelhantemente, a resposta taquicardica (NOD = 3,01 + 0,72 vs. C = 4,54
0,36 bpm/mmHg), induzida pelo nitroprussiato de sodio, foi menor no grupo NOD em

relacdo ao grupo controle (p = 0,027) (Figura 5).
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Figura 5. Sensibilidade barorreflexa avaliada pelas respostas taquicardicas e
bradicérdicas grupos controle e NOD. ITR = indice de taquicardia reflexa, IBR = indice
de bradicardia reflexa, C = controle. Valores apresentados como média e erro padrao.
Teste t de Student; *p < 0,05.

5.3 Modulagao autonémica cardiovascular

As avaliagdes da modulacdo autondmica da frequéncia cardiaca no dominio do
tempo e da frequéncia sdo apresentadas na Tabela 2. A variabilidade da frequéncia

cardiaca no dominio do tempo mostrou uma menor variancia do intervalo de pulso no



grupo NOD quando comparado ao grupo controle (Figura 6). Além disso, 0 RMSSD,
um indice de modulacdo vagal, foi significantemente menor no grupo NOD quando
comparado ao grupo controle (Figura 7).

Na analise no dominio da frequéncia o componente normalizado de baixa
frequéncia do intervalo de pulso, que representa a modulacdo simpatica para o coracao,
foi significativamente maior nos camundongos NOD quando comparado aos
camundongos controles (Figura 8). Alem disso, o componente normalizado de alta
frequéncia, que representa a modulacdo parassimpatica para o coracdo foi
significativamente menor no grupo NOD em relacdo ao controle (Figura 9).
Consequentemente, o balanco simpatovagal foi maior no grupo NOD quando
comparado ao grupo controle (Figura 10).

Tabela 2. Variabilidade da frequéncia cardiaca nos grupos controle e NOD

Variaveis Controle (n=6) NOD (n=6)
VAR IP (ms?) 42,02 £ 6,54 21,07 +£3,75*
RMSSD (ms) 8,28 + 0,97 4,01+0,32 %
BF IP (ms?) 5,57 £0,7 ms 8,28+20*
AF IP (ms?) 26,0+ 6,0 5,29+ 5,0 %
BF IP nu(%) 20,0 + 4,0 61,0 + 4,01
AF IP nu(%) 80,0+ 4,0 39,0 + 4,07
BF/AF 0,27 + 0,06 1,5+0,247

Valores apresentados como média e erro padrdo.VAR IP = variancia do intervalo de pulso, RMSSD =
raiz quadrada da média dos quadrados das diferengas entre intervalos RR consecutivos, BF IP =
componente de baixa frequéncia do intervalo de pulso, AF IP = componente de alta frequéncia do
intervalo de pulso, BF IP nu = componente normalizado de baixa frequéncia do intervalo de pulso, AF
IP nu = componente normalizado de alta frequéncia do intervalo de pulso, BF/AF = balanco
simpatovagal. Teste t de Student; * p <0,05; ¥ p <0,01.
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Figura 6. Variancia do intervalo de pulso dos grupos controle e NOD. VAR IP =
Variancia do intervalo de pulso. Valores apresentados como média e erro padrdo. Teste
t de Student; *p < 0,05.
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Figura 7. RMSSD dos grupos controle e NOD. RMSSD = raiz quadrada da média dos
quadrados das diferencas entre intervalos RR consecutivos. Valores apresentados como
média e erro padrdo. Teste t de Student; p < 0,01.



Conltrole NOD

Figura 8. Componente normalizado de baixa frequéncia do intervalo de pulso dos
grupos controle e NOD. BF IP = componente normalizado de baixa frequéncia do
intervalo de pulso. Valores apresentados como média e erro padrdo. Teste t de Student;
T p<0,0l.
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Figura 9. Componente normalizado de alta frequéncia do intervalo de pulso dos grupos
controle e NOD. AF IP = componente normalizado de alta frequéncia do intervalo de
pulso. Valores apresentados como média e erro padrdo. Teste t de Student; § p <0,01.
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Figura 10. Balanco simpatovagal dos grupos controle e NOD. AF = componente de alta
frequéncia do intervalo de pulso, BF = componente de baixa frequéncia do intervalo de
pulso. Valores apresentados como média e erro padrdo. Teste t de Student;  p <0,01.

Em relagdo a variabilidade da pressdo arterial, a variabilidade da pressao arterial
sistolica ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos NOD e controle, bem
como ndo houve diferenca no componente de baixa frequéncia da pressdo arterial
sistdlica, que representa a modulacdo simpatica para os vasos, entre 0s grupos NOD e

controle (Tabela 3).

Tabela 3. Variabilidade da pressao arterial nos grupos controle e NOD

Variaveis Controle (n=6) NOD (n=6)
VAR PAS (mmHg?) 20,31+ 3,16 18,60 £ 0,71
BF PAS (mmHg?) 3,29 + 0,87 3,13 £ 0,56

Valores apresentados como média e erro padrdo. VAR PAS = variancia da pressao arterial sistolica, BF
PAS = componente de baixa frequéncia da pressao arterial sist6lica. Teste t de Student;

Os resultados da analise simbdlica sdo apresentados na tabela 4. O padrédo 0V,
indicativo da modulacdo simpética foi maior no grupo NOD do que no grupo controle,
enquanto a modulacdo parassimpatica, demonstrada pelo padrdo 2LV foi menor no

grupo NOD quando comparado com o grupo controle.



Tabela 4. Andlise simbdlica da variabilidade da frequéncia cardiaca dos grupos controle
e NOD

Variaveis Controle (n=6) NOD (n=6)
padrdo OV 6,06 £ 0,9 11,90 £ 1,47
padrdo 1V 34,52 + 3,9 40,39 + 3,18
padrdo 2LV 21,20 + 3,36 7,98 +1, 3F
padrdo 2UV 38,33+ 1,70 39,63 + 4,48

Valores apresentados como media e erro padrdo obtidos pela analise simbodlica da variabilidade da
frequéncia cardiaca no grupo controle e NOD. 0V = trés simbolos iguais (indicam a modulagéo
simpética), 1V = dois simbolos iguais e um diferente (indicam modulagdo simpética e parassimpatica),
2LV = duas variacOes iguais (indicam modulacdo parassimpdtica), 2UV = duas variagOes diferentes
(indicam modulagdo parassimpatica). Teste T de Student ; Tp< 0,01.

5.4 Correlagbes

A andlise de correlacao foi realizada para verificar associacdo entre parametros
autondmicos cardiovasculares e niveis de glicose. Correlacbes negativas foram
encontradas entre indices indicativos de modulacéo vagal (componente normalizado de
alta frequéncia, RMSSD e 2LV) e os niveis de glicemia (r = -0,88; r = -0,87 e -0,89;
respectivamente, p < 0,01) Além disso, o balangco simpatovagal apresentou correlagdo

positiva com os niveis de glicemia (r = - 0,88; p < 0,01).



6. DISCUSSAO

Na busca de uma melhor compreensdo das alteracGes autonémicas que ocorrem
no DML, o objetivo do presente estudo foi avaliar a funcdo autonémica cardiovascular
de camundongos NOD. O principal achado do presente estudo foi que camundongos
NOD apresentam disfuncdo autondmica cardiovascular demonstrada pelo prejuizo na
sensibilidade barorreflexa e mudangas na modulagéo autonémica cardiovascular

Em contraste com dados de um estudo anterior (GROSS et al., 2008), nos
observamos alteracBes tanto na modulacdo simpatica quanto na parassimpética e
também prejuizo da sensibilidade barorreflexa. Gross e colaboradores (2008) avaliaram
a modulacgdo autondmica cardiovascular em camundongos NOD utilizando telemetria e
avaliaram a sensibilidade barorreflexa espontanea pelo indice alfa. Os autores sugeriram
que o camundongo NOD ndo representava um modelo experimental e clinico de
disfungdo autondmica diabética. No entanto, deve ser ressaltado que no estudo de Gross
et al. (2008), as avaliagdes autondmicas foram realizadas antes do desenvolvimento do
diabetes e ap06s a quarta semana do surgimento da doenca, diferentemente do nosso
estudo que considerou uma fase mais avancada do diabetes. Nesse sentido, Fazan e
colaboradores (1999) avaliaram a modulagdo autondmica cardiaca em diferentes
estagios de diabetes induzido por estreptozotocina (STZ) e observaram declinios mais
acentuados na VFC em estagios mais avanc¢ados de diabetes. Dessa forma, em uma fase
mais precoce da progressdo do diabetes a disfuncdo autondmica pode ainda ndo ser
evidenciada, como demonstrado por Schaan et al. (1997) em ratos diabéticos por STZ.

Além disso, o método utilizado para avaliacdo da sensibilidade barorreflexa
também diferiu entre os estudos. Enquanto nds avaliamos as respostas reflexas a infuséo
de fenilefrina e nitroprussiato de sddio, Gross e colaboradores (2008) avaliaram a
sensibilidade barorreflexa por meio do método da sequencia e pela analise espectral.
Alguns autores consideram que os indices espontaneos sdo inconsistentes com a fungéo
barorreflexa. Para Lipmam e colaboradores (2003) os indices espontaneos ndo estariam
correlacionados com o0s resultados da sensibilidade barorreflexa obtidos com
administracdo de drogas vasoativas e com a distensibilidade das carétidas em humanos.
Moffitt e colaboradores também acreditam que os métodos espontaneos ndo sao
confidveis quando comparados aos métodos tradicionais utilizando administracdo de

fenilefrina e nitroprussiato de sdédio. Nesse sentido Rodrigues et al. (2011)



demonstraram que o valor do ganho do barorreflexo calculado pela técnica da sequencia
foi diferente do obtido por meio da infuséo de fenilefrina em camundongos.

Outro fator importante a ser considerado, que pode ter influenciado para que os
nossos dados fossem diferentes dos obtidos por Gross e colaboradores (2008), diz
respeito aos animais utilizados como controle. No estudo de Gross et al (2008) foram
utilizados os camundongos NOD que ndo desenvolveram diabetes como controles,
enquanto que noés utilizamos camundongos suicos. Leiter, um dos pioneiros na
utilizacdo do camundongo NOD como modelo experimental de diabetes tipo I, em seu
estudo (LEITER, 1993) apresenta 0os modelos que seriam adequados para servirem
como controle nos estudos com esses animais, sendo que o autor indica a utilizagdo do
camundongo suico como controle para a linhagem do camundongo NOD que foi
utilizada nos estudos.

Em nossos dados observamos uma reducdo da VFC, avaliada tanto pela
variancia total quanto pela média dos desvios padr@es do intervalo de pulso. Tanto os
estudos que utilizaram os modelos animais (FAZAN et al., 1997; FAZAN et al., 1999)
quanto os estudos em seres humanos (GOTTSATER et al., 2006) assumem em
consenso que esta reducdo na VFC pode estar associada a duracdo do diabetes como
também a gravidade da mesma.

Em 2001 Porta et al. apresentaram uma nova ferramenta para avaliacdo da VFC
baseada na analise simbolica. De acordo com Porta et al. (2007), a analise espectral da
VFC é baseada em definicdo de bandas de frequéncias cujos limites sdo estabelecidos
por convencdo; alem disso, esse tipo de analise detectaria mudancas reciprocas nas
modulacbes simpética e parassimpatica. JA a analise simbolica seria capaz de evitar
modifica¢bes ndo reciprocas ou alteracBes reciprocas com diferentes magnitudes visto
gue a soma de todos os parametros na analise simbolica é igual a 100%.

De acordo com Malliani et al (1991), a analise simbdlica € um método mais
sensivel do que a analise espectral. Em condi¢des caracterizadas por uma variabilidade
muito baixa a anlise espectral perderia a sua confiabilidade.

Dessa forma, a analise simbolica se tornou uma poderosa ferramenta ja validada
para detectar mudangas na modulacdo autonémica da variabilidade cardiovascular.
Estudos com testes autondmicos e bloqueio farmacol6gico mostraram que o padrdo 0V

da analise simbdlica esta relacionado com a modulacdo simpatica cardiaca, o padrdo 1V

representaria ambas as modulagdes, simpatica e parassimpatica, e os padrbes 2LV e



2UV estdo relacionados com a modulacdo parassimpatica cardiaca (GUZZETTI et al.,
2005; PORTA et al., 2007).

Quanto a analise simbolica verificamos que o padrdo 0V, indicativo da
modulacdo simpatica foi maior no grupo NOD do que no grupo controle, enquanto o
padrdo 2LV, indicativo da modulacdo parassimpatica, foi menor no grupo NOD quando
comparado com o grupo controle. Esses dados reforcam os resultados obtidos pela
andlise espectral onde observamos aumento do componente de baixa frequéncia e
reducdo do componente de alta frequéncia nos camundongos NOD.

O estudo de Colucci et al. (2011) demonstrou que camundongos NOD
apresentam aumento na razdo ECA/ECA2 no rim e aumento da atividade da ECA na
glandula supra-renal, o que poderia contribuir para o aumento da modulagdo simpaética
nesses animais. A importancia desses achados se baseia na ideia de que o aumento na
atividade simpatica, bem como a reducdo da modulacdo vagal podem estar associados a
aumento de eventos ectopicos e da mortalidade Billman (2009).

Os mecanismos de mudangas na variabilidade da FC em pacientes diabéticos
podem estar relacionados a neuropatia autondmica e, consequentemente, a lesdo nos
nervos parassimpaticos e/ou simpaticos. Dessa forma, o estudo da variabilidade da FC é
uma poderosa ferramenta para inferir sobre, por exemplo, a integridade funcional do
sistema parassimpatico cardiaco. De fato, Fazan e cols. (1999), demonstraram que uma
reducdo da variabilidade da FC estava associada a diminuicdo dos componentes de
baixa frequéncia (LF), indicador de modulacdo simpética, e alta frequéncia (HF),
indicador de modulacdo parassimpatica.

A neuropatia autondmica é uma complicacdo frequente do diabetes mellitus e
esta associada a altas taxas de morbidade e mortalidade em pacientes sintomaticos
(EWING; CAMPBELL; CLARKE; 1980). Em individuos diabéticos, a VFC pode
preceder sintomas clinicos de disfuncdo autondmica (MALIK et al., 1996). Estas
alteracOes observadas nos animais NOD foram similares as observadas em estudos do
nosso laboratdrio em animais diabéticos induzidos por STZ (MAEDA et al., 1995,
DALL’AGO et al., 2002; DE ANGELIS et al., 2012; RODRIGUES, B. et al., 2013).

Maeda et al. (1995) demonstraram uma reducgdo do tonus vagal, a manutengédo
do tdnus simpatico para o coracdo e diminuicdo da pressdo arterial e da frequéncia
cardiaca. As mesmas alteragdes foram demonstradas por Wegner et al. (1987),

sugerindo a presenca de neuropatia vagal.
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Nesse sentido, alguns estudos tém demonstrado que camundongos NOD
parecem ser um modelo valido de neuropatia autondémica, que corresponde as
caracteristicas patologicas de outros modelos de roedores e humanos (SCHMIDT et al.,
2003).

O controle barorreflexo da circulacdo é um dos mais importantes mecanismos de
controle momento a momento da pressdo arterial. Individuos com diabetes que
apresentam reflexos cardiovasculares normais possuem uma menor mortalidade do que
aqueles com algum prejuizo na funcdo reflexa autonémica (EWING; CAMPBELL;
CLARKE; 1980).

Um método tradicional utilizado para avaliar o barorreflexo € a utilizacdo de
drogas vasoativas para ocasionar alteracfes na pressdao arterial e entdo mensurar as
alteracdes reflexas na frequéncia cardiaca. Essa técnica fornece um indice de como as
alteracdes na frequéncia cardiaca podem compensar as alteracdes na pressao arterial
(KUMADA; TERUI; KUWAKI, 1990; VASQUES et al.; 1997).

Em nosso estudo observamos diminuicdo da bradicardia reflexa em resposta a
infusdo de fenilefrina, bem como diminuicdo da taquicardia reflexa em resposta a
infusdo de nitroprussiato de sédio. De forma semelhante Rodrigues e colaboradores
(2013), observaram reducdo de ambas as respostas, bradicardica e taquicardica, em
animais diabéticos por STZ. De acordo com Page e Watkins (1978) e Maeda et al.
(1995), o prejuizo da resposta taquicardica mediada pelo barorreflexo ocorre em uma
fase precoce do desenvolvimento do diabetes induzido por STZ. Numa fase mais tardia
(15 e 30 dias ap6s administracdo de STZ), observa-se também reducdo da resposta
bradicardica nesse modelo (DALL’AGO et al., 1997, HARTHMANN et al., 2007).

O prejuizo da sensibilidade barorreflexa tem sido associado com alteracdo do
componente parassimpatico da via do barorreflexo (WESTON et al., 1998) e também
com a duracdo do diabetes em pacientes com DM1 (DALLA POZZA et al., 2007).

Em estudo realizado por Dall’Ago e colaboradores (2002), observou-se que o
principal responsavel pela alteragéo da sensibilidade barorreflexa observada no diabetes
por STZ em curto prazo ndo é o ramo eferente do reflexo comandado pelos
pressoreceptores, mas sim que o sistema nervoso central deve ser o sitio responsavel
pela alteracdo no barorreflexo, uma vez que os autores ndo observaram alteragdes

funcionais da eferéncia desses barorreceptores em ratos diabéticos por STZ, quando a



resposta do vago foi testada por estimulacdo direta e se apresentou até maior do que nos
animais controle.

Em camundongos NOD a deficiéncia de insulina poderia contribuir para
diminuicdo da sensibilidade barorreflexa, ja que em estudo realizado por Chang e Lund
(1986) a suplementacdo com insulina melhorou a sensibilidade barorreflexa em outro
modelo de diabetes experimental.

Nesse estudo, embora tenhamos observado diminuicdo da sensibilidade
barorreflexa em camundongos NOD, ndo houve diminuicdo da pressdo arterial ou da
FC, o que poderia sugerir uma menor disfuncdo autondmica nesse modelo, quando
comparados com o modelo de indugdo por STZ. No entanto, mais estudos s&o
necessarios para testar essa hipotese.

De forma semelhante aos resultados do nosso estudo, Hong et al. (2012),
mostraram que ratos Sprague-Dawley pré-diabéticos devido a administracdo de STZ e
nicotinamida apresentaram uma significante alteracdo na resposta bradicardica mesmo
sem mudancas na frequéncia cardiaca e na pressao arterial. Com a progressdo da
hiperglicemia (12 semanas), ambas as respostas estavam alteradas. Esta alteracéo parece
estar associada com a duracdo e a severidade da hiperglicemia. Além disso, segundo 0s
autores, no estado pré-diabético as alteracGes do barorreflexo podem ocorrer antes das
mudancas na frequéncia cardiaca e na pressdo arterial.

De acordo com Pagani e colaboradores (1988), pacientes com diabetes mellitus
que apresentam neuropatia autonémica possuem uma reducdo na capacidade de regular
a frequéncia cardiaca, o que se deve ndo s6 a diminuicdo da sensibilidade barorreflexa
como também a uma disfuncdo parassimpatica cardiaca e/ou central. As alteracdes
causadas pelo diabetes ao sistema nervoso parassimpatico podem reduzir a VFC,
tornando-se assim um importante indice de disautonomia nestes pacientes (PAGANI et
al., 1988).

Levando em consideracdo que a funcdo autonémica é um importante marcador
de morbidade e mortalidade cardiovascular (LA ROVERE et al., 1998; MASER et al,
2003; VINIK; ZIEGLER, 2007), a funcdo autonémica cardiovascular nesse modelo
deveria ser investigada ao longo do tempo e em diferentes fases do diabetes.

Além disso, as alteragdes autondmicas observadas no presente estudo foram
correlacionadas com niveis glicémicos. Similarmente, Mostarda et al. (2009) mostraram

que a reducdo da variabilidade da frequéncia cardiaca e da modulagdo vagal, tanto no



dominio do tempo quanto da frequéncia, podem estar associadas com niveis glicémicos
em ratos diabéticos por STZ.

Esta relacdo também foi observada em humanos. Em um estudo prospectivo foi
observado que individuos portadores de DM1 com neuropatia autondmica cardiaca
apresentavam um baixo controle glicémico (ABD EL DAYEM et al., 2011).

Os niveis glicémicos per se parecem ser um proeminente fator associado a
disfuncdo autondmica diabética. Wu et al. (2007), demonstraram que alteracdo na
funcdo autondmica cardiaca estava associada com reducdo da tolerancia a glicose, ainda
Stein et al. (2007), observaram associacdo entre disfuncdo autonémica e glicemia de
jejum alterada em individuos ndo diabéticos.

Véarios mecanismos metabolicos tém sido propostos para explicar a relagdo
existente entre a duracdo e severidade da hiperglicemia e o desenvolvimento de
neuropatia diabética. A ativacdo da via dos polidis pela glicose, que promove
acumulagdo de sobitol e frutose e diminuicdo da velocidade de condugdo nervosa por
alteracdo da atividade neural da Na+ K+ ATPase ou por perturbagdo dos mecanismos
osmorregulatdrios fisiolégicos normais tem sido um dos mecanismos mais estudados.
Podemos citar ainda outros fatores que parecem estar associados com o
desenvolvimento da neuropatia diabética, entre eles, o metabolismo anormal de lipidios
ou aminodcidos, a formacdo de radicais superéxido e a glicacdo de proteinas. Essas
alteracdes metabdlicas no nervo sdo acompanhadas por hipdxia e insuficiéncia vascular
0 que pode contribuir para o dano nas fibras nervosas (GREENE et al., 1992).

Além disso, Vinik e Ziegler (2007) relataram que a idade, o baixo controle
glicémico e o tempo de duracdo do diabetes tem um papel fundamental no
desenvolvimento e na progressdo da neuropatia autondmica cardiovascular. Contudo,
embora exista esta relacdo entre controle glicémico e neuropatia autonémica, ainda ndo
estd bem estabelecido qual precederia 0 outro e portanto, se um deles poderia ser um

gatilho para o outro e as demais complicacfes associadas a essas alteragdes.
Perspectivas
Tem sido sugerido que a avaliacdo regular da variabilidade da frequéncia

cardiaca proporciona a detecgdo precoce da NAC que, posteriormente, pode levar a

intervencgdo terapéuticas oportunas. Por exemplo, é sugerido que a neuropatia periférica



pode ser atenuada se a deteccdo oportuna e intervencao terapéuticas apropriadas sao
administradas (SRINIVASAN; STEVENS; WILEY, 2000). Deteccdo precoce significa
que, eventualmente, o tratamento em pacientes pré-diabéticos ou em condicbes pré-
diabéticas possam reduzir o comprometimento do sistema nervoso periférico no curso
dessa doenca (EWING; CAMPBELL; CLARKE; 1980).

Nesse sentido, intervencdes que possam modificar funcionalmente o sistema
nervoso autbnomo poderiam ser utilizadas para modificar o curso natural do DM1.
Entre elas o treinamento fisico regular, j& amplamente recomendado em pacientes com
diabetes, nunca foi estudado como elemento interventor no curso do DM1 dos animais
NOD. Essa seria uma nova perspectiva de trabalho, dando continuidade ao estudo da

fisiopatologia do DM1 em camundongos NOD.



7. CONCLUSAO
Baseado nos métodos utilizados nesse estudo e levando em consideracéo a idade

e a fase do diabetes, verificamos que os camundongos NOD apresentam
comprometimento da funcdo autondmica, evidenciada por: diminuigdo da sensibilidade
barorreflexa (comprometimento tanto da resposta taquicérdica quanto da bradicardica),
diminuicdo da variabilidade da frequéncia cardiaca, aumento da modulacdo simpatica e
reducdo da modulacdo parassimpatica para o coragao.

Além disso, essa disautonomia cardiovascular pode estar relacionada aos niveis
glicémicos dos camundongos NOD, ja que verificamos uma correlacdo negativa entre
indices de modulacdo vagal e glicemia, bem como correlacdo positiva entre balanco

simpatovagal e glicemia.
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It is known that diabetes is associated with autonomic dysfunction; however, data about autonomic function
in non-obese diabetic mice (NOD) remain scarce. We evaluated the autonomic profile of NOD mice. Female
mice, 24-28 week old, were divided in two groups: NOD (n = 6) and control (n = 6, Swiss mice). NOD
mice with glycemia =300 mg/dl were used. Heart rate variability (HRV) and arterial pressure variability
(APV) in time and frequency domains, symbolic analysis of heart rate (HR) and baroreflex sensitivity were
evaluated. HR and arterial pressure (AP) were similar between the groups; however, HRV (total variance
of RR interval: NOD = 21.07 + 3.75 vs. C = 42.02 + 6.54 ms?) and the vagal modulation index RMSSD
Autonomic nervous system were lower in NOD group (4.01 4 0.32 vs. 8.28 4 0.97 ms). Moreover, the absolute and normalized
Baroreflex low-frequency (LF) components were also enhanced in NOD (normalized = 61.0 + 4.0%) as compared to
Mice control mice (normalized = 20.0 + 4.0%). Both the absolute and normalized high-frequency (HF) compo-
Inbred NOD nents were lower in NOD (normalized = 39.0 + 4.0%) when compared to the control group (normal-
ized = 80.0 + 4.0). In the symbolic analysis the OV pattern, an indication of sympathetic activity, was
higher in NOD and 2LV pattern, an indication of parasympathetic activity, was lower in the NOD than in
the control group. Both bradycardic and tachycardic responses were decreased in NOD (3.01 + 0.72 vs.
4.54 + 0.36 bpm/mm Hg and 2.49 + 0.31 vs.C = 3.43 + 0.33 bpm/mm Hg) when compared to the control
group. Correlation analysis showed negative correlations between vagal indexes (RMSSD, %HF and 2LV) and
glycemic levels. In conclusion, NOD mice develop severe diabetes correlated with autonomic dysfunction.
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1. Introduction

The prevalence of diabetes in modern society has been increasing
at epidemic rates, largely related to the prevalence of obesity and sed-
entary lifestyles. Diabetes increases cardiovascular morbidity and
mortality related to autonomic dysfunction, nephropathy and neu-
ropathy (Zimmet et al., 1997).

Among these complications, autonomic neuropathy is a common
alteration presented in diabetes mellitus which results in autonomic
nerve fiber dystrophy in axons and dendrite abnormalities (Schmidt,
2002). In addition, cardiovascular autonomic neuropathy seems to
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be related to increased mortality in diabetic patients (Vinik and
Ziegler, 2007). Moreover, both the parasympathetic and sympathetic
neurons can be affected by diabetic neuropathy resulting in alterations
of heart rate control and vascular dynamics (Schumer et al., 1998). Our
group has showed several autonomic, hemodynamic and functional
cardiac alterations promoted by experimental diabetes, resulting in
higher mortality (Wichi et al.,, 2007; Mostarda et al., 2009; Jorge et al.,
2012). Additionally, it is widely acknowledged that neuropathy pro-
motes a decrease in heart rate variability (HRV) both in time and fre-
quency domains, as demonstrated by alterations in low frequency and
high frequency components. On the other hand, it is well established
that HRV is an important prognostic marker of mortality (Malik et al.,
1996).

Among several experimental models used to study the pathophysi-
ology of diabetes, non-obese diabetic mice (NOD) have been widely
used to evaluate several mechanisms affected by type 1diabetes. These
mice exhibit spontaneous autoimmune diabetes by causing the destruc-
tion of insulin producing cells, similar to that observed in humans
(Kodama et al., 2003). Furthermore, polydipsia, polyuria, glycosuria, hy-
perglycemia and insulin deficiency are equally observed in these ani-
mals, accompanied by a rapid weight loss (Makino et al., 1980).
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Although the association of diabetes and autonomic dysfunction has
been widely recognized, data on cardiovascular autonomic function
in NOD mice remain scarce, Therefore, the aim of this study was to
investigate the cardiovascular autonomic profile of NOD mice.

2. Methods
2.1. Experimental groups

Groups studied: (1) female hyperglycemic NOD mice (n = 6):
blood glucose >300 mg/dl (>17 mmol/l); and (2) Swiss female mice
(n = 6): used as control, blood glucose <110 mg/dl (<6 mmol/1).

All surgical procedures and protocols used were approved by
the Nove de Julho University Ethical Committee (protocol number
AN0029-2012) and strictly followed National Institutes of Health
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.

2.2, Blood glucose level measurements

Ten-week-old female mice had their blood glucose levels deter-
mined weekly using the ACCU-CHECK Sensor® (Roche) until they
reached an established level of diabetes. Blood samples were
obtained by a vessel puncture in the caudal vein and were used for
glucose level determination. Animals with plasma glucose higher
than 300 mg/dl were included in this study and Swiss female mice
were used as controls (Marco et al., 2008).

2.3. Cardiovascular measurements

When the mice were 24-28 weeks old, they were anesthetized
(ketamine-xylazine 80:40 mg/kg ip) and polyethylene-tipped
Tygon cannulas (4 cm of PE-08 connected to 2 cm of PE-50, Clay
Adams) filled with heparinized saline were inserted into the carotid
artery and jugular vein for direct measurements of arterial pressure
(AP) and drugs administration, respectively. The free ends of the can-
nulas were tunneled subcutaneously and exteriorized at the top of
the skull. After the surgery, the animals received an intramuscular
injection of penicillin G (Benzetacil®, Fontoura-Wyeth, 60,000 U)
and postoperative care were based on the description of Flecknell
(1992). Two days following catheter placement, hemodynamic mea-
surements were made with animals at baseline conditions, namely,
conscious, freely moving, in a quiet environment with controlled
temperature, deprived of food and water. The arterial cannula was
connected to a transducer (Blood Pressure XDCR, Kent Scientific),
and AP signals were recorded for a 20-min period using a micro-
computer equipped with an analog-to-digital converter (WINDAQ,
4-kHz sampling frequency, Dataq Instruments). The recorded data
were analyzed on a beat-to-beat basis to quantify changes in AP and
heart rate (HR).

Baroreflex sensitivity (BRS) was evaluated by a mean index relating
the tachycardic and the bradycardic responses for mean AP changes
(30-40 mm Hg) induced by increasing doses of sodium nitroprusside
(100-250 ng/kg body wt. iv) and phenylephrine (80-250 ng/kg body
wt. iv) injections, respectively (De Angelis et al, 2004; Wichi et al.,
2007; Heeren et al.,, 2009). Data were expressed as beats per minute
(bpm) per mm Hg. Maximal volume per injection was <25 pl.

2.4, Heart rate and blood pressure variability

Time-domain analysis consisted in calculating mean pulse interval
(PI) variance from its respective time series. For frequency domain
analysis, the whole 20-min time series of PI and systolic arterial pres-
sure (SAP), 256 point, overlap 50%, were cubic-spline-interpolated to
27 Hz and decimated to be equally spaced in time. Following linear
trend removal, power spectral density was obtained by the fast
Fourier transformation as previously described (Soares et al., 2004;

Heeren et al., 2009; Zamo et al., 2010). Spectral power for low (LF
0.10-1.0 Hz), and high (HF 1-5 Hz) frequency bands was calculated
by means of power spectrum density integration within each fre-
quency bandwidth, using a customized routine (MATLAB 6.0,
Mathworks).

Symbolic analysis of 3-beat sequences to distinguish sympathetic
and parasympathetic cardiac modulation was used to detect changes
in autonomic modulation of cardiovascular variability (Guzzetti et al.,
2005; Porta et al., 2007). RR interval sequences of length n = 300
were selected. The full range of the sequences was uniformly
spread on 6 levels (from 0 to 5) transforming them into a sequence
of integers (i.e., symbols). Patterns (sequences of 3 symbols) were
constructed based on the sequence of symbols and all possible
patterns were divided into four groups, consisting of patterns with:
1) no variations (0V, three symbols equal that indicate sympathetic
modulation); 2) one variation (1V, two consequent symbols were
equal and the remaining symbol was different, thus indicating both
sympathetic and parasympathetic modulation); 3) two like variations
(2LV, with the three symbols forming an ascending or descending
ramp, thus indicating parasympathetic modulation); and 4) two
unlike variations (2UV, the three symbols forming a peak or a valley,
thus indicating parasympathetic modulation (Guzzetti et al., 2005)).
The rates of occurrence of these patterns (0V%, 1V%, 2LV%, and
2UV%) were evaluated. All recordings were performed in a sound
attenuated room.

2.5, Statistical analysis

Data are reported as mean + SEM and Student's t test was used to
compare means between the two groups. Pearson correlation was
used to study the association between variables. The significance
level was established as P < 0.05.

3. Results
3.1. Cardiovascular measurements

AP (systolic, diastolic and mean) and HR were not significantly dif-
ferent between NOD and control groups (Table 1). The results of BRS
are shown in Fig. 1. There was significant difference between barore-
flex bradycardic responses evoked by phenylephrine in NOD group
when compared to the control group (P = 0.036). Additionally, baro-
reflex tachycardic responses were significantly lower in NOD group
when compared to the control group (P = 0.027).

Time and frequency domains of cardiovascular autonomic modula-
tion in NOD and in control groups are shown in Fig. 2. In time domain
analysis, the variance of PI was significantly lower in NOD group
(21.07 + 3.75 ms®) as compared to the control group (42.02 +
6.54 ms2, P = 0.02). Moreover, RMSSD (root mean square of the suc-
cessive differences in NN intervals, which is a vagal modulation index)
showed significantly lower values in NOD group (4.01 40.32 ms)
when compared to the control group (8.28 4+ 0.97 ms, P < 0.01).

The variance of the SAP was not significantly different between
NOD (n = 6) and control (n = 6) groups (NOD = 18.60 + 0.71
and C = 20.31 + 3.16 mm Hg?, P = 0.67).

Table 1

Arterial pressure and heart rate in control and NOD mice.
Parameters C(n=26) NOD (n = 6) P value
SAP (mm Hg) 126 + 4.7 116 + 64 0.23
MAP (mm Hg) 110 £ 43 103 +£ 5.2 0.32
DAP (mm Hg) 93 + 4.2 89 + 4.0 0.5
HR (bpm) 615 + 9.0 588 + 10 0.07

Values are mean + SEM obtained by direct measurements of arterial pressure. SAP:
systolic arterial pressure; MAP: mean arterial pressure; DAP: diastolic arterial pressure;
HR: heart rate;
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Fig. 1. Baroreflex sensitivity evaluated by tachycardic and bradycardic responses in
control (n = 6) and NOD mice (n = 6). Note that tachycardic and bradycardic re-
sponses were significantly lower in NOD when compared with controls animals, show-
ing impairment in the baroreflex sensitivity in NOD mice; Student ¢ test; *P < 0.05
compared with control mice.

In frequency domain analysis (Fig. 2), the normalized LF compo-
nent of the PI, which is representative of the sympathetic modulation
to the heart, was significantly enhanced in NOD animals (61.0 +
4.0%) when compared to control mice (normalized = 20.0 + 4.0%,
P < 0.01). Furthermore, the absolute and normalized HF component
of the PI, which are representative of the cardiac vagal modulation,
were significantly lower in NOD mice (absolute = 5.29 + 5.0 ms?;
normalized = 39 + 4%) when compared to control mice (absolute =
26.0 + 6.0 ms?, P = 0.02; and normalized = 80 =+ 4%, P < 0.01). Con-
sequently, sympathovagal balance was significantly higher in NOD
group than in control group (1.5 4 0.24 vs. 0.27 + 0.06, P < 0.01).
The sympathetic modulation of SAP (LF component) was not signifi-
cantly different between NOD and control group (3.13 4 0.56 vs.
3.29 + 0.87 mm Hg? P = 0.87).

The results of symbolic analysis are shown in Table 2. The 0V pat-
tern, which indicates sympathetic modulation, was significantly
higher in NOD than in control group (P < 0.01). The 1V pattern was
not significantly different between groups. However, parasympa-
thetic modulation, as demonstrated by 2LV pattern, was significantly
lower in NOD when compared to the control group (P < 0.01), while
the 2UV pattern was not significantly different between the groups.

3.2. Correlation analysis

Correlation analyses were carried out associating autonomic
parameters and glucose levels. Negative correlations were found
between the vagal modulations indexes (HF%, RMSSD and 2LV) and
the glycemic levels (r = —0.88,r = —0.87 and r = —0.89, respec-
tively, P < 0.01). Furthermore, sympathovagal balance showed a pos-
itive correlation with glycemic levels (r = —0.88, P < 0.01).

4. Discussion

The main finding of the present study was that autonomic dys-
function was found in NOD mice, as demonstrated by different
methods and analysis. In contrast to a previous study of the autonom-
ic profile in NOD mice (Gross et al., 2008), we showed BRS impair-
ment and changes in sympathetic and parasympathetic modulation.
Furthermore, the autonomic alterations observed in the present study
were correlated with glycemic levels. Both the increase in sympathetic
activity, as well as the reduction in vagal driving can be associated
with higher ectopic events and mortality (Billman, 2009). The study of
Colucci et al. (2011) has shown that NOD mice present increased ACE/
ACE 2 ratio in the kidney and increased ACE activity in the adrenal

gland, which can contribute to the increased sympathetic modulation.
Additionally, decreases in both HRV and BRS are markers of mortality
after myocardial infarction (La Rovere et al., 1998).

These changes observed in NOD animals were somehow similar to
the ones observed by our group in STZ-diabetic rats. Maeda et al.
(1995) have shown a reduction in vagal tonus, maintenance of sym-
pathetic tonus to the heart and decrease in AP and HR. The same
alterations were demonstrated by Wegner et al. (1987), suggesting
the presence of cardiac vagal neuropathy.

Furthermore, Mostarda et al. (2009) have shown that chronically
decreased HRV and vagal modulation in time and frequency domain
may be associated with glycemic levels in STZ rats. In this study,
NOD mice did not present decrease in AP or in HR, which would sug-
gest minor autonomic dysfunction in this model, when compared to
STZ rats. However, further studies are needed to test this hypothesis.
BRS was also decreased in NOD mice. In Sprague-Dawley rats treated
with STZ, it was showed that elevation in blood glucose levels could
lead to a significant change in BRS, even without changes in HR and
AP (Hong et al., 2012). These researchers suggest that abnormalities
in BRS seem to be closely associated with both the duration and the
severity of diabetes.

This relationship has also been demonstrated in humans. In a
prospective study, humans with type 1 diabetes, who presented car-
diac autonomic neuropathy, showed poor glycemic control (Abd El
Dayem et al, 2011). Furthermore, Vinik and Ziegler (2007) have
reported that age, poor glycemic control and time of diabetes play
a central role in development and progression of cardiovascular auto-
nomic neuropathy. These studies suggest a relationship between
glycemic control and autonomic neuropathy; however, it has not
been established yet which one precedes the other.

In diabetic NOD mice, insulin deficiency may contribute to a
decrease in BRS, since insulin supplementation can modify the changes
observed in another experimental diabetes model (Chang and Lund,
1986). Indeed, some studies have demonstrated that the NOD mouse
seems to be a valuable model of autonomic neuropathy, which closely
corresponds to the characteristic pathology of other rodent models
and humans (Schmidt et al., 2003).

The study of Gross et al. (2008) has evaluated the cardiovascular
autonomic modulation in diabetic NOD mice using telemetry method.
The research evaluated spontaneous BRS in frequency domain by
alpha index and did not show baroreflex dysfunction. The researchers
suggested that NOD mice do not reflect a clinical and experimental
model of diabetes. It should be stressed that in the study of Gross
et al. evaluations were carried out before the onset of diabetes and
during the 4th week of diabetes. This differs from our study, focused
on a more advanced and established phase of diabetes. In this regard,
Fazan et al. (1999) evaluated the cardiac autonomic modulation in
different stages of STZ-induced diabetes and observed steepest
declines in HRV in more advanced stages of diabetes. It should be
noted that this model of diabetes does not have a homogeneous pro-
gression of the disease, including the increase in glycemic levels
(Fu et al., 2012). Therefore, we can speculate that although only dia-
betic mice have been used in the study, the onset of diabetes may
be different among the animals, thus altering the period of a possible
autonomic compensation. In other words, in a early phase of diabetes
progression in this model, autonomic function may be normal, as
demonstrated by other authors in STZ rats (Schaan et al., 1997) or
clearly altered as seen in the present study and in other studies
from our group using different models of diabetes (Maeda et al.,
1995; Dall'Ago et al., 2002; De Angelis et al., 2012).

Finally, cardiovascular autonomic function in this model must be
further investigate