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RESUMO

Estudos evidenciam que portadores de diabetes tipo 1 apresentam risco de
mortalidade cardiovascular aumentado em relagdo a normoglicémicos, mesmo quando
mantidos sob bom controle glicémico. No entanto, os mecanismos envolvidos nesta
condi¢do ndo sao bem compreendidos. O modelo de diabetes por estreptozotocina (STZ)
tem sido muito utilizado para o estudo das complicagdes cronicas do diabetes, porém
normalmente os animais sdo mantidos sem reposi¢do de insulina e, portanto, com
glicemia muito elevada. Desta forma, esse trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
avaliar os efeitos da terapia de reposicao insulinica em parametros cardiacos, autondomicos
e de estresse oxidativo (EO) em um modelo de DM tipo 1 induzido por STZ. Para isso,
foram utilizados ratos Wistar machos (230-260g) que foram divididos em 3 grupos
(n=8/grupo): controle (C), diabético (D, STZ 50mg/kg) e diabéticos tratados diariamente
com insulina (2U de manha e 4U a tarde, sc) (DTI). A glicemia foi mensurada
semanalmente. Em 15 e 30 dias foram feitas avaliacdes em gaiola metabdlica. Aos 30
dias, a fungdo cardiaca foi avaliada por ecocardiograma. No dia seguinte, os animais
foram canulados e foi avaliada a sensibilidade do barorreflexo e o tonus autondmico
cardiaco, assim como a modulagdo autondmica cardiovascular. A analise do EO foi
realizada nos tecidos cardiaco e renal. Os grupos diabéticos apresentaram hiperglicemia
(>350mg/dL) no inicio do protocolo. A terapia com insulina normalizou a glicemia, bem
como a poliuria, polifagia e polidipsia observada no grupo D. Houve redu¢do na massa
do ventriculo esquerdo no grupo D e essa mudanca ndo foi observada no grupo DTI.
Observou-se comprometimento da fung¢ao sistolica (fracdo de encurtamento) no grupo D
que foi revertida com tratamento com insulina (DTT). Quanto a fun¢ao diastolica, o tempo
de relaxamento isovolumétrico corrigido estava aumentado e relagdo E/A estava reduzida
no grupo D e DTI em relagao ao grupo C. O tratamento com insulina normalizou a pressao
arterial (PA), a frequéncia cardiaca (FC), a FC intrinseca, bem como o tonus vagal e
simpatico e a variabilidade da FC que estavam prejudicados no grupo D. A sensibilidade
do barorreflexo, para as respostas bradicardica e taquicéardica, e a variabilidade da PA
estavam prejudicadas no grupo D em relagdao ao C. A disfunc¢do na resposta taquicardica
e na variabilidade da PA nao foram normalizada pelo tratamento com insulina. Na analise
de EO, o grupo D teve maior glutationa oxidada e reduzida no coragdo e aumento da
lipoperoxidagdo em tecido cardiaco e renal, o que ndo foi observado no grupo tratado com
insulina. Nossos achados confirmam disfun¢ao metabolica, cardiovascular e autondmica,

além de alteracdo em tecido renal, em ratos diabéticos por STZ, o que foi parcialmente



revertido pelo tratamento com insulina por 30 dias. Todavia, o resultado mais importante
observado, foi que o tratamento com insulina ndo foi capaz de reverter a disfungao
diastolica, do barorreflexo e da variancia da PAS, sugerindo um risco cardiovascular
remanescente mesmo apos a obtencdo de um bom controle glicémico neste modelo

experimental de diabetes tipo 1.

Descritores: Diabetes tipo 1, ratos, STZ, tratamento com insulina, fungao

autondmica, sensibilidade barorreflexa, fun¢ao cardiaca, estresse oxidativo.



ABSTRACT

Studies show that people with type 1 diabetes presented increased cardiovascular
mortality risk compared to normoglycemic, even when kept under good glycemic control.
However, the mechanisms involved in this condition are not well understood. The model
of diabetes by streptozotocin (STZ) has extensively been used for the study of chronic
complications of diabetes, but usually the animals are kept without insulin replacement
and therefore with very high glucose levels. Thus, the objective of this study was to
evaluate the effects of insulin replacement therapy on cardiac, autonomic and oxidative
stress (OS) parameters in a model of type 1 DM induced by STZ. For this, Wistar rats
(230-260g) were divided into 3 groups (n=8/group): control (C), diabetic (D,
streptozotocin 50mg/kg), and diabetic treated daily with insulin (2U morning and 4U
afternoon, sc) (DTI). Blood glucose was measured weekly. Metabolic cage evaluations
were performed on 15 and 30 days of protocol. At 30 days of protocol, the cardiac function
was assessed by echocardiography. On the day before, the animals were cannulated and
baroreflex sensitivity and cardiac autonomic tone were evaluated, as well as
cardiovascular autonomic modulation. The EO analysis were performed in the cardiac
and renal tissues. The diabetic groups showed hyperglycemia (>350mg/dL) at the
beginning of the protocol. Insulin therapy normalized glycaemia, as well as polyuria,
polydipsia, and polyphagia observed in D group. There was a reduction in left ventricular
mass in D group and this change was not observed in the DTI group. There was
impairment of systolic function (fractional shortening) in D group that was reversed with
insulin treatment (DTI). Regarding diastolic function, the corrected isovolumetric
relaxation time was increased and the E/A ratio was reduced in D and DTI groups
compared to C group. Treatment with insulin normalized arterial pressure (AP), heart rate
(HR), the intrinsic HR and vagal and sympathetic tone and HR variability that were
impaired in D group. The baroreflex sensitivity, for bradycardic and tachycardic
responses, and the systolic AP variability were impaired in D compared to C group. The
dysfunction in tachycardic response and in AP variability has not been normalized by
treatment with insulin. In the OS analysis, D group had more oxidized and reduced
glutathione in the heart and increased lipid peroxidation in cardiac and renal tissues,
which were not observed in the insulin-treated group. Our findings confirm metabolic,
cardiovascular and autonomic dysfunctions, and changes in renal tissue, in STZ
induceddiabetic rats. These changes were partially attenuated by treatment with insulin
for 30 days.. However, the most important result observed was that the insulin treatment
was not able to reverse the dysfunctions in cardiac diastole, baroreflex and systolic AP
variability, suggesting a remaining cardiovascular risk even under good glycemic control
in this experimental model of type 1 diabetes.

Key words: Type 1 diabetes, Rats, STZ-induced diabetes, Insulin treatment,
Autonomic function, Baroreflex sensitivity, Cardiac function, Oxidative stress.
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VPA: Variabilidade da pressdo arterial
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1. INTRODUCAO

1.1.  Diabetes mellitus e suas complicacoes

Atualmente cerca de 347 milhdes de pessoas no mundo tém diabetes mellitus
(DM). Ha projegoes para o ano de 2030 que apontam um aumento alarmante da taxa
mundial de incidéncia de DM para mais de 114% (WILD et al., 2004). Vale destacar que
a prevaléncia da populagdo diabética no Brasil deve alcancar cifras de 11,6 milhdes até o

ano de 2025 (BARRETO et al., 2007; KING et al., 1998).

Esta bem estabelecido na literatura que o DM se associa com 0 maior risco a
doengas cardiovasculares, aumentando em quatro a oito vezes a mortalidade em seus
portadores quando comparados a nao-diabéticos da mesma idade (DE ANGELIS;
OLIVEIRA; et al., 2000; STAMLER et al., 1993).De fato, as doencas cardiovasculares
sdo responsaveis por volta de 50 a 80% das causas de mortes de pessoas portadoras de
DM. Além disto, estudos epidemioldgicos mostram que 20 a 35% dos pacientes diabéticos
desenvolvem insuficiéncia cardiaca (IC) (JAGASIA; MCNULTY, 2003). Os estudos de
Framingham demonstraram que o DM dobra o risco de desenvolvimento das doengas
cardiocirculatorias no homem e triplica nas mulheres. Tais achados em diabéticos estao
relacionados ao aumento do risco desses apresentarem lesdes coronarianas, de
desenvolver IC congestiva, infartos recorrentes, arritmias e choque cardiogénico em

comparag¢do a populagdo ndo-diabética (MUIR et al., 1992).

Além do dano cardiovascular, a hiperglicemia cronica, causada por ambos os tipos
de DM, leva a lesdes em outros tecidos devido a complicagdes micro e macrovasculares,
que afetam os rins, os olhos e os nervos (complicagdes chamadas respectivamente de
nefropatia, retinopatia e neuropatia diabética) (BRANDS; CLOUD, 2003). O DM em
geral também ¢ associado a dislipidemia, pois ¢ observado nesses pacientes aumento do

LDL-colesterol e redu¢ao do HDL-colesterol (MALERBI; FRANCO, 1992).
1.2. Disfuncoes cardiovasculares no diabetes

As complicagdes microvasculares do diabetes ocorrem em periodos cronicos da
doenca, devido principalmente a ag¢do da hiperglicemia que causa prejuizo na
microcirculagdo. A microcirculagdo ¢ composta por pequenas artérias de resisténcia,
arteriolas, capilares e vénulas, esses vasos podem sofrer mudancas estruturais e funcionais

(ROSEI, 2010). Em pacientes com diabetes tipo 1 ndo se ¢ observado alteracdes
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estruturais nas pequenas artérias de resisténcia, no entanto, pacientes com diabetes tipo 2
ocorre um aumento da tinica média, por hipertrofia ou hiperplasia das células musculares
que compde essa camada dos vasos, assim como uma diminui¢ao do didametro do lumen
(MCNALLY PG, 1994). Nos capilares ocorre rarefacdo vascular e angiogénese de
neovasos que sao mais frageis, nos quais acontece com mais facilidade vazamento de
fluidos para o tecido, esse prejuizo nos capilares, além de disfuncao endotelial na
microcirculagdo sdo caracteristicas observadas em ambos os tipos de diabetes (ROSEI,

2010).

Sabe-se que de fato que as alteracdes nos capilares intramiocardicos sao
responsaveis por causar um estado conhecido como cardiomiopatia diabética. O prejuizo
nos capilares também ¢ a forma com que ocorre outras complicagdes cronicas do diabetes
como a retinopatia, nefropatia e neuropatia (MARTINS, 2006). A dislipidemia, glicagdo
de proteinas, aumento da agregacao plaquetéria sdo alguns dos fatores que levam a esse

estado (MARTINS, 2006).

A defini¢do de cardiomiopatia diabética foi descrita pela primeira vez por Rubler
et al. em 1972. Foi descrita como mudangas do musculo cardiaco devido a alteragdes
metabolicas das células miocardicas que passam a aumentar a oxidagao de acidos graxos
livres e diminuir a utilizagdo de glicose. Esse estado pode ocorrer na auséncia de
angiopatia, doenca valvular ou congénita. As anomalias estruturais mais comuns nos
pacientes diabéticos sdo a hipertrofia ventricular esquerda e a disfuncao diastdlica e/ou
sistolica (MARTINS, 2006), podendo ocorrer em pacientes com ambos os tipos de
diabetes. No entanto, nos diabéticos tipo 1 de origem autoimune ¢ comum se observar
caracteristicas de uma cardiomiopatia dilatada, onde ocorre aumento do tamanho da
camara ventricular e diminui¢do na espessura das paredes (SEFEROVIC; PAULUS,
2015).

Modelos experimentais tém sido extensivamente usados para entender melhor a
relacdo que leva a diabéticos terem uma maior tendéncia a desenvolverem doengas
cardiovasculares. Nosso grupo vem estudando héd alguns anos os prejuizos cardiacos
resultantes da administragcdo de Estreptozotocina (STZ) em ratos. A STZ ¢ uma droga
citotoxica para as células beta pancreaticas simulando o estado de DM mais parecido com
o tipo 1. Ratos diabéticos por STZ apresentam como padrao da doenga hiperglicemia,

hipoinsulinemia, glicosuria e perda de peso(JUNOD et al., 1969; TOMLINSON et al.,



1992). Nesses animais ocorre redu¢ao do fluxo sanguineo (CAMERON et al., 1991),
diminui¢do da contratilidade cardiaca avaliacdo por técnica de coragdo isolado (DE
ANGELIS; OLIVEIRA; et al., 2000), bem como alteragdes na morfometria cardiaca e nas
funcdes sistolica e diastolica avaliadas pelo ecocardiograma (DE ANGELIS; OLIVEIRA;
et al., 2000).

1.3. Neuropatia Autonomica Diabética

Dentre as complicagdes cronicas do DM, existe a Neuropatia Autondmica, que €
um distirbio que afeta todas as partes do sistema nervoso autonomo (VINIK et al., 2003),
se manifestando primeiramente no nervo vago (ZIEGLER, 1999). Essa alteragdo na
atividade parassimpatica leva a uma predominancia da atividade simpatica no balango
simpato-vagal. A alteracdo do sistema nervoso autonomo, com perda da homeostase entre
a fungdo simpatica e parassimpatica, pode ser prejudicial a satde, sendo chamada de

disfun¢ao autonomica (DE ANGELIS et al., 2009).

A Neuropatia Autondmica ¢ frequente entre a populagdo diabética e esta
relacionada a maiores indices de mortalidade e morbidade em comparagao a diabéticos
sem disfuncdo autondmica. Estima-se que cerca de 50% dos diabéticos possuem
evidéncias de sofrerem dessa neuropatia (KEMPLER et al., 2002; MASER et al., 2013).
Essa desordem neural ¢ de primordial importancia para o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares desde aterosclerose até¢ infarto do miocardio (DE ANGELIS et al.,

2009).

Neste sentido, para se avaliar a interagdo do diabetes com o sistema nervoso
autonomo deve-se examinar a influéncia da doencga sobre a variabilidade da frequéncia
cardiaca e pressdo sanguinea em resposta ao bloqueio farmacoldgico autondémico,
alteragdes funcionais nos baro e quimiorreflexo e alteragdes neuroanatomicas (DE
ANGELIS et al., 2009). Em repouso a variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) ¢ alta
e reduzida durante estimulagdo adrenérgica, enquanto a variabilidade da pressao arterial
(VPA) ¢ reduzida em repouso e aumentada durante situacdes estressantes (SCHAAN et
al., 1997). Neste sentido, resultados publicados de nosso grupo evidenciam prejuizo na

VFC e na VPA em ratos diabéticos por STZ (MOSTARDA et al., 2009).

Sabe-se também que o excesso de glicose e insulina sanguinea causam ativacao

simpatica, levando a um estado hiperdindmico (frequéncia cardiaca e débito cardiaco



aumentado), aumento da resisténcia periférica, da retencdo de sodio e assim eventual
desenvolvimento de hipertensdo (ANDERSON et al., 1991; FACCHINI et al., 1996;
LEMBO et al., 1992), o que pode ocorrer em periodos cronicos da doenga tanto para

pacientes diabéticos tipo 1 quanto tipo 2.

O consenso que se chega ¢ que a Neuropatia Autondmica Diabética esta
normalmente associada com prejuizo da fungdo parassimpatica, uma predominancia da
fungdo simpatica e pressao arterial elevada (DE ANGELIS et al., 2009). Em ratos
diabéticos por STZ as alteragdes referentes a disfungdo autondmica passam a poder ser
detectadas a partir do terceiro dia apds injecao de STZ (MONCKTON; PEHOWICH,
1980; YAGIHASHI; SIMA, 1985).

Quanto a pressdo arterial, neste modelo de diabetes por STZ ndo se observa
hipertensio (CHANG; LUND, 1986; DALL’AGO et al, 1997; DE ANGELIS;
OLIVEIRA; et al., 2000; HARTHMANN et al.,, 2007; MAEDA; FERNANDES;
LULHIER; et al., 1995; MAEDA; FERNANDES; TIMM,; et al., 1995; SOUZA et al.,
2007; TOMLINSON et al., 1992) ¢ ¢ observada bradicardia de repouso (CHANG; LUND,
1986; DE ANGELIS et al, 2002; DE ANGELIS; OLIVEIRA; et al., 2000;
HARTHMANN et al., 2007; MAEDA; FERNANDES; LULHIER; et al., 1995; SENGES
et al.,, 1980; TOMLINSON et al., 1992). Adicionalmente, em modelos experimentais de
diabetes por STZ foi observado reducdo do tonus vagal cardiaco e tonus simpatico
cardiaco inalterado (DE ANGELIS; OLIVEIRA; et al., 2000; MAEDA; FERNANDES;
LULHIER; et al., 1995; SOUZA et al., 2007).

Vale lembrar que o sistema barorreflexo arterial ¢ um mecanismo chave para um
rapido ajuste na pressao sanguinea. Ele minimiza a variabilidade da pressdo sanguinea o
que ¢ de grande importancia para a homeostase fisiologica. A taquicardia mediada por
barorreflexo, devido a diminuicao da PA, € encontrada comprometida nos estagios iniciais
da doenca em modelos de diabetes por STZ (MAEDA; FERNANDES; LULHIER; et al.,
1995; PAGE; WATKINS, 1978). Nas fases mais cronicas da doenca observa-se reducao
tanto da taquicardia quanto bradicardia mediadas pelo barorreflexo (em resposta a
diminui¢do e aumento da PA, respectivamente), mostrando disfunc¢do nos dois lados desse
sistema de controle da pressio (HARTHMANN et al., 2007; SOUZA et al., 2007;
TOMLINSON et al., 1992).



A diminuig¢do da sensibilidade barorreflexa observada no modelo de diabetes por
STZ, inclusive semelhante aos dados clinicos observados em varios estudos
(FRATTOLA et al, 1997; SVACINOVA et al., 2002)¢ normalmente atribuida a
neuropatia autondmica, sendo o brago aferente do barorreflexo menos estudado
(DALL’AGO et al., 2002). Porém, ha estudos como os do McDowell e colaboradores e
de Fazan Jr. e colaboradores que mostram fun¢ao normal do barorreceptor aértico (um
exemplo de estrutura da via aferente) nesse modelo de diabetes cronico (MCDOWELL;
CHAPLEAU; et al., 1994; MCDOWELL; HAJDUCZOK; et al., 1994;FAZAN et al.,
1997).

Foi observado inclusive, por diversos estudos nesse modelo, melhora da disfung¢ao
autonOdmica, assim como da sensibilidade barorreflexa, através de tratamentos nao
farmacoldgicos como treinamento fisico aerobio. Jorge e colaboradores aplicaram nesse
modelo de diabetes por STZ, que apresentava hipotensdo, bradicardia e prejuizo na
sensibilidade barorreflexa, uma unica sessdo de exercicio fisico aerdbio e observaram
normalizagdao da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca. Foi observada também uma
melhora da sensibilidade barorreflexa e aumento de por volta de 40% do tonus vagal
comparado com os ratos diabéticos ndo exercitados (JORGE et al., 2011). Um trabalho
do nosso grupo com ratos diabéticos por STZ submetidos ao treinamento fisico uma
semana apds a inducdo do diabetes, mostrou que o treinamento fisico atenuou a
hipotensdo e bradicardia causada pelo DM (DE ANGELIS; OLIVEIRA; et al., 2000).
Além disto, evidenciamos atenuacdo da disfun¢do autondmica pds treinamento fisico
(HARTHMANN et al., 2007; MOSTARDA et al., 2009). Neste sentido, sendo o inicio do
treinamento uma semana apds a inducdo de diabetes, esses ratos ja teriam desenvolvido a
disfun¢do autondmica que comeca a ser observada por volta do terceiro dia, portanto, esse
resultado mostra que o exercicio fisico ¢ eficiente em reverter e/ou atenuar a progressao

dessa disfuncao.
1.4. Mecanismos envolvidos nas disfuncoées cardiometabdlicas no diabetes

Um niimero crescente de evidéncias sugere que a producdo aumentada de radicais
livres ou espécies reativas de oxigénio (EROs), como o anion superdxido e o radical
hidroxila, participam criticamente da patogénese do diabetes, das doencas coronarianas,

hipertensdo, aterosclerose e sindrome metabolica (BELLO-KLEIN et al., 2001;



DANTAS; CARVALHO, 2000; DE ANGELIS; CESTARI; et al., 2000; PIEPER;
SIEBENEICH, 1997). De fato, pacientes com hipertensao, hipercolesterolemia, DM,
fumantes, e até mesmo no processo fisiologico do envelhecimento, demonstraram relacdo
entre disfungdes no endotélio vascular e aumento do estresse oxidativo (BERRY et al.,
2001; CAI; HARRISON, 2000; DE ANGELIS; CESTARI; et al., 2000). Neste sentido,
vale lembrar que quando ocorre um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas
de oxigénio e das defesas antioxidantes, ao ponto de deter a produgdo pro-oxidante, temos

um quadro de estresse oxidativo (MOSTARDA et al., 2009).

O estresse oxidativo ¢ associado ao aumento de oxidagdo de importantes
biomoléculas como lipidios, proteinas, carboidratos e acidos nucleicos; isso induz a
transicdo de permeabilidade mitocondrial provendo sinal para autofagia, apoptose e
necrose (TANG; KANG; LIVESEY; et al., 2011; TANG; KANG; ZEH; et al., 2011).
Porém, j& foi demonstrado na literatura, que o estado de estresse oxidativo no diabetes,
incialmente causa uma readaptacdo das células, ativando vias de sinalizagdo que
aumentam a atividade de defesas antioxidantes para amenizar o dano oxidativo e o
prejuizo de fun¢do, que ainda assim ocorrem nesses tecidos (MALFITANO; DE SOUZA
JUNIOR; et al., 2014; MOSTARDA et al., 2009).

Adicionalmente, hd modificacdo na biogénese de energia, como ¢ evidenciado
pela diminuicdo da respiragdo mitocondrial em células de coracdo de cobaias diabéticas
por STZ. Essas mitocondrias apresentaram reducdo de respiragdo nos complexos Il e IV,
assim como menor fosforilagdo de adenosina difosfato (ADP); elas também
demonstraram maior producdo de peroxido de hidrogénio quando expostas a estimulagdo

beta-adrenérgica e alta concentragao de glicose (TOCCHETTI et al., 2015).

De fato, estudos relataram que a resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia aumentam a
peroxidacdo lipidica e diminuem os antioxidantes no plasma, sugerindo que os dois
estejam interligados (MIZUNO et al., 2004; XU; BADR, 1999). O aumento do estresse
oxidativo foi ainda relacionado com a hiperinsulinemia e com reduzida concentragcdo da
CAT em animais (XU; BADR, 1999). As biomoléculas oxidadas sdo uma das formas de
origem dos produtos finais de glicacdo avancada (PGA) (BARBOSA et al., 2008) que
juntamente as EROs e as espécies reativas de nitrogénio podem levar a ativacdo de
resposta inflamatoria. Essas células inflamatorias por sua vez, tem a capacidade de

aumentar o estresse oxidativo, através de aumento de producdo de espécies reativas tanto



por mecanismos mitocondriais quanto ndo mitocondriais, como a nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase (NOX) (LIU et al., 2014, p. 20), formando um
ciclo que faz perdurar o estado inflamatério cronico de baixa intensidade observado em
doengas como o diabetes (MOSTARDA et al., 2009). Também ja foi relatado aumento de
fator de necrose tumoral alfa (TNF alfa) e interleucina-6 (IL6) no plasma de ratos
diabéticos por STZ, além de redugdo da expressao de genes como o Brgl (Brahma-related
gene 1) que induz a expressdo de importantes enzimas antioxidantes endégenas (XU, J.
et al., 2013). Essas e outras evidéncias t€ém levado muitos investigadores a sugerir que o
aumento excessivo de espécies reativas de oxigénio pode ser considerado um mecanismo

envolvido no desenvolvimento de resisténcia a insulina, diabetes ¢ doenga cardiovascular.

De fato, estudos recentes sugerem que a inflamagdo decorrente do sistema
imunoldégico ¢ uma caracteristica de doencas cardiometabdlicas (KOH et al., 2005;
NAKAGAWA et al., 2005). O sistema imunologico tem sido alvo de grande interesse nos
ultimos anos no desenvolvimento e prognostico da doenga arterial coronariana
(JANSZKY et al., 2004). Além disso, o aumento dos niveis de citocinas inflamatdriastais
como: proteina C reativa (PCR), interleucina 6 (RIDKER, PAUL M. et al., 2000)e fator
de necrose tumoral (TNF alfa) (RIDKER; RIFALI;STAMPFER et al., 2000) estdo
associadas ao maior risco cardiovascular e ao aumento da morbidade e mortalidade entre
a populagdo em geral (PRADHAN et al., 2002; RIDKER, P. M.; HENNEKENS; et al.,
2000).Um estudo experimental de Glushakova e colaboradores demonstrou alteragao em
marcadores inflamatorios nos rins de animais submetidos a uma dieta rica em frutose,
simulando um modelo experimental de sindrome metabolica(GLUSHAKOVA et al.,
2008). Também foi observado aumento da resisténcia a insulina acompanhado de aumento
nos niveis de PCR, interleucinas 1 e 6, bem como desregulacdo de adipocitocinas e leptina
em ratos alimentados com uma dieta rica em frutose (ARMUTCU et al., 2005). Existem
dados que indicam ainda que os niveis elevados de PCR tenham sido associados ao
desenvolvimento da sindrome metabolica em mulheres (PISCHON et al., 2005; QI et al.,

2008).

Interessantemente, em individuos idosos ou com maior risco de insuficiéncia
cardiaca cronica foram observados niveis elevados de PCR, TNF alfa e IL-6 (AGUIRRE
etal., 2000; STRACK et al., 1997) associados a redugao da VFC (BOSSENMAIER et al.,
2000). No estudo de Janszky e colaboradores, os autores demonstraram uma forte
correlagdo dos niveis de PCR e IL-6 com a VFC em mulheres com doenga
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coronariana(JANSZKY et al., 2004). Quanto ao modelo experimental de diabetes por
STZ, sabe-se que os marcadores inflamatérios estdo aumentados; como a IL-6 ¢ a
interleucina 1 (IL-1), enquanto a interleucina 4 (IL-4) estd reduzida no plasma (WANG et
al.,, 2013). De fato, sabe-se também que o sistema nervoso auténomo simpatico e
parassimpatico tem acdo sobre a regulacao da inflamagao(PAVLOV et al., 2003).
Atualmente o grupo do Kevin J. Tracey vem mostrando a agdo da via colinérgica
parassimpatica sobre a resposta anti-inflamatoria sistémica de forma rapida e reflexa a
estimulos inflamatérios (PAVLOV; TRACEY, 2005; TRACEY, 2007). Desta forma, o
prejuizo do sistema nervoso autondmico observado em ratos e em pacientes diabéticos

pode contribuir para o estado cronico inflamatorio da doenga.

Vale destacar que este cendrio alterado pode levar a ativagao de diferentes vias de
sinalizacdo e de expressdo de proteinas. Foi observado aumento da expressdo de
receptores beta3-adrenérgicos, assim como diminuicao da 6xido nitrico sintase 1, que sdo
alguns dos fatores associados a diminuicdo da forca de contracdo nos coracdes de
diabéticos (BRANDS; CLOUD, 2003). Miocitos isolados de cobaias diabéticas por STZ
apresentaram aumento de contratilidade apds utilizagao de antioxidante (palmitato) assim
como normaliza¢do do balango redox, mas sem normalizagao da respiragao mitocondrial.
Em contrapartida a infusdo de insulina nestes animais restaurou somente o balanco redox,
ndo tendo acdo sobre o desempenho contratil e sobre a respiracdo mitocondrial

(TOCCHETTI et al., 2015).

Neste sentido, neste estudo buscamos compreender a relagdo entre alguns
marcadores de estresse oxidativo com as disfungdes metabolicas, cardiovasculares e

autondmicas no modelo experimental de diabetes por STZ.
1.5. Tratamento com insulina

Atualmente, a insulinoterapia, juntamente com exercicio fisico regular e o
planejamento alimentar tem sido considerado as trés principais abordagens de tratamento
para pessoas com DM do tipo 1 (DE ANGELIS et al., 2006). As duas ultimas abordagens
sdo importantes também no manejo do portador de DM do tipo 2, juntamente com outras
drogas, como as que aumentam a sensibilidade das células ao hormoénio insulina (por
exemplo, a metformina) (ARAUJO et al.,, 2000). Em pacientes diabéticos tipo 2, o

tratamento com insulina pode ser indicado quando o dano as células beta do pancreas



aumentam por causa do excesso de producao de insulina para suprir a baixa sensibilidade

a esse hormonio (ASTON-MOURNEY et al., 2008).

E importante destacar que o controle glicémico, determinado pelos niveis de
Hemoglobina Glicada (HbAlc), vem sendo indicado por ter uma forte relacdo entre a
frequéncia de eventos cardiovasculares e mortalidade. A hiperglicemia aguda, como a
poOs-prandial, tem grande implicacao na patogénese de complicagdes microvasculares. No
entanto, o tratamento intensivo com hipoglicemiantes pode levar a episodios de
hipoglicemia, sendo um fator limitante para o atingimento de um bom controle metabdlico

(MILECH et al., 2001).

A fim de evitar situagdes de hiperglicemia e hipoglicemia didrias, tendo assim um
maior controle glicémico, varios analogos da insulina foram obtidos através de
modificagdes bioquimicas; foram alteradas suas propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas, mantendo, no entanto, sua afinidade aos receptores celulares. Varios
artigos da literatura descrevem as principais alteragdes estruturais introduzidas para
obtencdo de diferentes andlogos insulinicos (BELL, 2007; DESMANGLES, 2008;
GOMEZ-PEREZ; RULL, 2005; MORALES, 2007; STECK et al., 2007). A insulina
protamina neutra de Hagedorn (NPH) ¢ uma dissolu¢do da insulina regular em excesso
de protamina. E considerada de acio intermediéria sendo seu tempo de agdo no organismo
(t agdo) de 12 a 15 horas (GOMEZ-PEREZ; RULL, 2005; STECK et al., 2007).
Diferentemente das insulinas de longa duragao, possui um pico de agao (t max) de 180 a
480 minutos. Ja o tempo que decorre entre a administragdo e o inicio da agao (t 0) ¢ de 60

a 120 minutos (STECK et al., 2007).

A importancia de um bom controle glicémico ¢ evidenciada por diversos estudos
clinicos que indicam a relacdo entre a manifestacao das complicagdes cronicas do diabetes
com os niveis glicémicos e duragdo da doenca (UKPDS Group, 1998; DCCT Research
Group, 1993; PIRART, 1984). Ja foi descrito na literatura o aparecimento precoce de
anomalias em nervos autonOmicos e periféricos, mostrando um desenvolvimento
prematuro dessas complicacdes (PFEIFER et al., 1984; YOUNG et al., 1983), ou seja,
logo que o controle metabolico ¢ prejudicado. Também ja foi mostrado que as
abnormidades no sistema nervoso autonomo podem ser revertidas quando se obtém um

melhor controle metabdlico (FERREIRA et al., 1998; HREIDARSSON, 1981).



No modelo experimental de diabetes induzida por STZ, Schaan e colaboradores
desenvolveram um trabalho com administragdo de NPH (1U) uma vez ao dia, a partir de
48 horas ap0s a indugdo do diabetes. Foi observado que com o melhor controle metabolico
obtido pode evitar que os ratos diabéticos por STZ desenvolvessem uma modulagao
autonOmica alterada, disfuncao observada no grupo de ratos diabéticos sem tratamento;
mostrando, portanto, que o tratamento com insulina poderia atenuar a disfuncao

autondmica que esse modelo desenvolve(SCHAAN et al., 1997).

Um trabalho publicado em 2013aplicou um tratamento com insulina NPH (2U
pela manha e 4U a tarde) em ratos Wistar atingindo apds seis dias de tratamento uma
normaliza¢do da glicemia, do peso corporal e da glicosuria. Tais achados indicam que esse
regime de tratamento ¢ uma boa forma de se restabelecer o controle metabolico nesse
modelo experimental. Nesse mesmo trabalho também foi evidenciado efeito benéficos da

reposi¢do insulinica sobre disfung¢des renais e hepaticas (DAVID-SILVA et al., 2013).

Recentemente, uma revisdao publicada no banco de dados da Cochrane por
Fullerton e colaboradores comparou 12 ensaios clinicos com pacientes diabéticos tipo 1
sob controle convencional e rigido da glicemia e pode constatar que o tratamento
intensivo levou a diminui¢ao do desenvolvimento de complicac¢des cronicas do diabetes,
no entanto, com relagdo a progressao das complica¢des em individuos que j& haviam as
desenvolvido, ndao houve diferenga significativa para nenhuma das complicagdes
(nefropatia e retinopatia, ndo havendo evidéncias suficientes para neuropatia) quando
comparado controle convencional vs. controle rigido da glicemia. Em contrapartida, o
tratamento intensivo com insulina levou a um aumento de casos de hipoglicemia severa,
se mostrando mais sujeito a esse risco pacientes que comecaram o tratamento com valores
baixos de HbAlc. O tratamento intensivo com insulina também levou a aumento
significativo do peso corporal em relagdo ao tratamento convencional (FULLERTON et

al., 2014).

Vale destacar que o modelo de diabetes experimental mais utilizado no mundo ¢ o
de indugdo por STZ. Tal modelo normalmente ¢ utilizado sem a reposi¢do de insulina, o
que induz niveis glicémicos extremamente elevados, normalmente entre 300-500 mg/dL.
Ao longo dos ultimos anos que temos trabalhado e publicado com este modelo, foi-nos
questionado muitas vezes como seriam os efeitos estudados se fosse realizada a reposig@o

de insulina, como ocorre em humanos. Desta forma, buscamos neste estudo validar o
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regime de reposicao de insulina neste modelo para que em futuros estudos possamos
avaliar os efeitos de diferentes abordagens, como o treinamento fisico no risco
cardiometabdlico remanescente observado em pacientes diabéticos mesmo sob
tratamento farmacolégico. Vale ainda destacar, que buscamos avaliar se mesmo apos a
normalizag¢ao dos niveis glicEémicos sdao observadas alteragdes autondmicas € no estresse
oxidativo que possam justificar a maior mortalidade nesta populagdo mesmo sob bom

controle glicémico pela reposicao de insulina.
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2. OBJETIVO

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar o efeito da terapia de reposigao
insulinica nas alteracdes metabdlicas, cardiovasculares, renais e autondomicas observadas

no diabetes experimental por estreptozotocina.
2.1. Objetivos especificos
Avaliar em ratos diabéticos por STZ, tratados ou nao com insulina por 30 dias, pardmetros:

metabolicos: peso corporal, glicemia, volume urinério e peso de fezes;
de morfometria e funcao cardiaca;

hemodinamicos: pressdo arterial e frequéncia cardiaca;

AN NN

autonOmicos: tonus do simpatico e do parassimpatico cardiaco, sensibilidade dos
barorreceptores, modulagdo autondémica cardiovascular (VFC e VPA);

v' de estresse oxidativo no ventriculo esquerdo (VE) e rins: lipoperoxidagdo, balango
redox pela razdo glutationa oxidada/reduzida, proteinas carboniladas, catalase,

glutationa peroxidase, superoxido dismutase e capacidadade antioxidante total.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Animais

Ratos Wistar machos (230-260g) foram obtidos a partir do biotério Central da
Universidade Nove de Julho. Receberam ragdo padrio laboratorial e agua ad libitum, e
ficardo alojados em gaiolas contendo de 4 a 5 animais/cada a 22-24°C com ciclo dia/noite
de 12h. Os procedimentos e protocolos seguiram as orienta¢des de Etica em Cuidados de
Animais Experimentais aprovados pelo Institutional Animal Care and Use Committee.

Este projeto foi aprovado pelo CEUA da UNINOVE com o parecer nimero An0011/2014.
Todos os grupos foram acompanhados por 30 dias (n=8/cada)
Grupo C: controle
Grupo D: diabético
Grupo DTI: diabético tratado com insulina
3.2. Medidas metabolicas

3.2.1. Peso corporal, inducio do diabetes e glicemia

O peso corporal foi avaliado semanalmente. Apos jejum de quatro horas o diabetes
foi induzido por uma tnica inje¢do de estreptozotocina (STZ, 5S0mg/kg; Sigma Chemical
Co, EUA) na veia caudal, dissolvida em tampao citrato (0,01M, pH 4,5)(RERUP, 1970).

Os animais controles foram injetados somente tampao citrato.

A glicemia foi mensurada por hemoglicoteste com o uso de tiras reagentes
(Advantage Rochell) para confirmar a glicemia no inicio do protocolo, bem como

semanalmente, sendo que estas medidas foram realizadas sempre no periodo da tarde
(Accu-Check Instant test, Boehringer Mannheim). A mensuragdo ocorreu sem jejum,
devido ao risco de hipoglicemia dos animais tratados com insulina. Foram selecionados
para os grupos diabéticos os animais que apresentaram glicemia acima de 250 mg/dL dois

dias ap0s a administragdo de STZ, sendo os demais desconsiderados.

3.2.2. Reposicao insulinica

Os ratos do grupo DTI receberam doses didrias de insulina protamina neutra
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Hagedorn, por via subcutinea, 2U durante a manha e 4U no periodo da
tarde(DAVIDSILVA et al., 2013). O tratamento comegou 2 dias apds a inje¢ao de STZ,
logo apods a medida da glicemia para diagnostico de hiperglicemia e seguiu até final das

avaliagdes (30 dias de tratamento).

3.2.3. Avaliacdo em gaiola metabdlica

Os animais foram colocados em gaiolas metabolicas e a urina de vinte e quatro
horas foi recolhida em 15 e 30 dias ap6s a indugdo do diabetes. Foi permitido o acesso
livre a comida e dgua durante o periodo de recolha. A polifagia, polidipsia e politria forma

avaliadas.

3.3. Func¢ao cardiaca

As avaliagdes ecocardiograficas foram realizadas aos 30 dias de protocolo
experimental em todos os grupos estudados. As andlises foram realizadas por um tnico
observador e as cegas quanto a identidade dos grupos experimentais. Em cada exame, foi
coletado um total de cinco medidas para cada variavel, sendo calculados posteriormente,
a média, e o erro padrao da média dessas medidas, de acordo com as orientagdes da
“American Society of Echocardiography” (SAHN et al., 1978). Os ratos foram
anestesiados (80mg/kg ketamina e 12mg/kg de xilazina intraperitoneal), a regido toracica
foi devidamente tricotomizada e mantidos em dectbito dorsal para realizagdo do exame
no aparelho Sequéia 512 (ACUSON Corporation, Mountain View, CA). As imagens foram
obtidas com um transdutor linear e multifrequencial (10-14 mHz), que permite imagens
bidimensionais e monodimensionais simultdneas, além de fluxo por efeito Doppler
espectral. Foram realizados os registros eletrocardiograficos mediante a colocagao de trés
eletrodos para a derivagdo DII. Para registro das imagens foi utilizado gel de transmissao

para ultrassom de viscosidade médio-alta (General Imaging Gel, ATL. Reedsville, EUA).

Os indices de fungdo sistdlica como a fragao de encurtamento foram calculados
pelo modo M, de acordo com as orientagdes da “American Society of Echocardiography”
(Sahn, et al., 1978) e do “Chamber Quantification Writing Group”, desenvolvido em
conjunto com a Associacao Europeia de Ecocardiografia, da Sociedade Européia de
Cardiologia. A partir da visualizagdo do ventriculo esquerdo (corte transversal) ao nivel
dos musculos papilares foi realizado: didmetro diastélico (dDiaVE) e sistolico (sDVE) do

ventriculo esquerdo e a espessura do septo interventricular (SIV) e da parede posterior do
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ventriculo esquerdo em sistole e didstole (PPVESis e PPVEDia). Apés a realizagdo das
medidas foi calculada a massa do ventriculo esquerdo (MVE) segundo orientagdo da
Sociedade Americana de Ecocardiografia, que estima a massa do ventriculo esquerdo
através da utilizagdo da seguinte formula matematica: MVE =
[(dDiaVE+SIV+PPVEDia)3-(dDiaVE)3]x1,047, onde 1,047 (mg/mm?®) corresponde a
densidade do miocardio. Além da massa do ventriculo esquerdo, foi calculada a forca de
encurtamento do ventriculo esquerdo (D% = [(dDiaVE-sDiaVE)/dDiaVE]x100). Os
valores absolutos da massa do ventriculo esquerdo foram normalizados usando a seguinte
formula ajustada por Devereux e colaboradores, assumindo que o VE possui geometria
esférica: MVE = 0.8 (1.04 ([LVEDD + PWD + IVSd]’- [LVEDDJ]}))+ 0,6
g(DEVEREUX; REICHEK, 1977; FOPPA et al., 2005).

A fungao diastoélica foi analisada utilizando-se os indices derivados da curva de
velocidade de fluxo diastélico mitral e do fluxo sistolico da via de saida do VE, obtidos
pela técnica de Doppler pulsatil. A curva de velocidade diastolica foi obtida a partir da
imagem apical das quatro cdmaras posicionando-se o volume-amostra préximo a face
ventricular da valva mitral. Foram determinadas: a) onda E — maior valor da velocidade
de fluxo inicial do enchimento ventricular (enchimento rapido do ventriculo); b) tempo
de desaceleragdao da onda E (ms), entre o pico da onda E e o ponto em que a rampa de
desaceleracdo intercepta a linha de base da curva de velocidade do fluxo diast6lico mitral.
A curva de velocidade dos fluxos para anélise do tempo de relaxamento isovolumétrico
(TRIV) foi obtida posicionando-se o volume-amostra numa posic¢ao intermediaria entre a
valva mitral e a via de saida do VE. Foi determinado o TRIV/ms, entre o final do fluxo

sistolico na via de saida do VE e o inicio do fluxo diastdlico mitral.

Fungio cardiaca global foi avaliada usando o Indice de Performance Miocardica
(IPM), que ¢ a razdo entre o tempo total gasto em atividade isovolumétrica (tempo de
contragdo isovolumétrica e tempo de relaxamento isovolumétrico) pelo tempo de ejecao.
Estes intervalos de tempo Doppler foram medidos a partir do intervalo de fluxo mitral e
do fluxo de saida do VE. O intervalo "a", a partir da interrup¢do até o inicio do fluxo
mitral, € igual a soma do tempo de contragao isovolumétrica, o tempo de eje¢ao e o tempo
de relaxamento isovolumétrico. Tempo de ejecao, representado por "b", € derivado da
duracdo do perfil de velocidade Doppler da saida do fluxo do VE. A férmula usada para
o calculo do IPM ¢ (a-b)/b (WICHI et al., 2007).
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3.4. Avaliacoes hemodinimicas e autonomicas

3.4.1. Cateterizacio

No dia seguinte da avaliagdo ecocardiografica (300 dia), os animais foram
anestesiados com ketamina (80 mg.kg™") e xilazina (12 mg.kg™!) para colocacio de canulas
de polietileno (PE—10, com diametro interno de 0,01 mm conectadas a uma pega de PES0,
com diametro interno de 0,05 mm). As canulas foram preenchidas com soro fisioldgico e
posicionadas no interior da artéria cardtida e veia jugular para registro da PA, frequéncia
cardiaca e administragao de salina e drogas vasoativas, respectivamente, as medidas
foram realizadas 24 horas apds a cirurgia com o animal acordado. A extremidade a ser
conectada ao transdutor de pressdo foi fechada com pinos de ago inoxidavel. As
extremidades das canulas de menor calibre (PE-10) foram introduzidas na luz dos vasos.
As canulas foram fixadas com fio de algoddo, na artéria e na veia e suas extremidades
mais calibrosas foram passadas subcutaneamente, exteriorizadas no dorso da regido

cervical, fixadas com fio de algodao na pele. Apds o término da cirurgia os animais foram

tratados com uma tunica inje¢do de penicilina (Benzetacilll, FontouraWyeth, 60.000U).

3.4.2. Registro de pressao arterial

Pelo menos 24 horas ap6s a cirurgia de canulagdo, os registros de pressado arterial
pulsatil forneceram valores diretos da pressdo arterial em todos os grupos experimentais.
A canula arterial foi conectada a um tubo de polietileno (PE 50) e este a um transdutor
eletromagnético (Kent Instruments) que, por sua vez, foi conectado a um amplificador
(General Purpose Amplifier-Stemtech, Inc.). O sinal analdgico da pressdo arterial foi
convertido para digital (Stemtech, Inc.), registrado em tempo real em microcomputador

com sistema Windaq, com frequéncia de amostragem de 2000Hz por canal.

3.4.3. Avaliacao da sensibilidade dos barorreceptores

Apos o registro da PA e da FC, uma extensao de aproximadamente 20 cm (PE10)
foi conectada na canula venosa para posterior injecdo de drogas vasoativas. Apos os
animais terem permanecido em condi¢des de repouso por 15 minutos, a sensibilidade dos
barorreceptores foi testada através da infusdo de fenilefrina e de nitroprussiato de sodio.
Fenilefrina e nitroprussiato de sddio foram infundidas randomicamente entre os animais,

iniciando-se a sessdo com um ou outro farmaco. Foram utilizadas doses crescentes,
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iniciando a fenilefrina com 0,25 até 32 pg/mL e o nitroprussiato de s6dio com 2,5 até 100

pug/mkL.

Para andlise da sensibilidade dos barorreceptores, o pico maximo ou minimo da
PAM foi comparado aos valores de PAM do periodo controle. Da mesma forma, a
variagdo maxima da FC foi comparada com os valores de FC do periodo controle,
imediatamente antes da injecao das drogas, para posterior quantificagdo das respostas. A
sensibilidade barorreflexa foi avaliada pelo indice calculado através divisao da variagao

da FC pela variagdo da PAM.

3.4.4. Controle autonéomico da frequéncia cardiaca

Apds a avaliagdo da sensibilidade dos barorreceptores e com o retorno da FC e da
PA a valores proximos dos obtidos no registro basal, foi realizada a inje¢@o de atropina (3
mg/kg) e apos 5 minutos da injecdo, a PA foi registrada por 5 minutos. Ainda sob efeito
da atropina, foi realizada a inje¢ao de propranolol (4 mg/kg) e apds 5 minutos da inje¢ao,
a FC foi registrada por 5 minutos. Com o duplo bloqueio farmacologico, atropina e
propranolol atinge-se a FC intrinseca. No dia seguinte, repetiu-se 0 mesmo procedimento
descrito anteriormente invertendo-se a sequéncia das inje¢des dos farmacos (bloqueio
invertido). O tonus simpatico foi calculado através da subtracao da maxima FC alcangada
apos bloqueio do parassimpatico com atropina menos a FC intrinseca, observada apos o
duplo bloqueio (atropina + propranolol). J& o tonus simpatico foi calculado através da
subtracdo da minima FC atingida ap6s o bloqueio simpatico com propranolol, menos FC

intrinseca, observada apo6s o duplo bloqueio (atropina + propranolol).

3.4.5. Modulaciao autonomica cardiovascular

A partir do registro basal dos animais acordados, foi possivel utilizar a ferramenta
de andlise tempo-frequéncia da variabilidade da PAS. Os parametros para analise no
dominio do tempo consistiram em calcular os valores médios da PAS, sendo a sua

variabilidade quantificada pela variancia da PAS.

A andlise no dominio da frequéncia consiste da decomposicao do sistograma pela
Transformada Rapida de Fourier (FFT). Apds esse remodelamento matematico, foram
obtidas as poténcias absolutas da banda de baixa frequéncia (BF: 0,20-0,75
Hz)(BRANDS; CLOUD, 2003).
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A variabilidade do intervalo de pulso foi obtida pela analise do tacograma a partir
do registro da PAS, no qual a frequéncia dos batimentos foi determinada pelo intervalo
entre dois picos sistolicos. Para essa andlise foram utilizados registros estaveis, de no
minimo 5 minutos e com frequéncia de amostragem de 2.000 Hz. Também dois
componentes foram obtidos na andlise espectral: muito baixa frequéncia (MBF: banda de
muito baixa frequéncia), baixa frequéncia (BF: 0,20-0,75 Hz) e alta frequéncia (AF:
0,753,0 Hz). O componente BF foi usado como um indice da atividade simpatica. O
componente AF foi usado como um indice da atividade parassimpatica. Além disso,
avaliou também as variaveis % BF (banda de baixa frequéncia do intervalo de pulso),
%AF (banda de alta frequéncia do intervalo de pulso), RMSSD (raiz quadrada da média
dos quadrados das diferengas entre os intervalos R-R normais sucessivos) e VAR-IP

(variancia do intervalo de pulso) (ISHISE et al., 1998).
3.4. Preparacio dos tecidos

ApoOs as avaliagdes hemodinamicas, os animais foram sacrificados por
decapitacdo, os coragdes e os rins foram coletados e guardados em freezer -800C para
posterior andlise bioquimica. Os cadaveres foram colocados em sacos especificos para
lixo biolégico e mantidos em refrigerador para posteriormente serem incinerados pela

empresa responsavel.
3.5. Avaliac¢oes de estresse oxidativo
3.5.1. Medida de dano oxidativo
3.5.1.1. Medida de Lipoperoxidacao (LPO): Quimiluminescéncia
iniciada por t-BOOH (QL)

O método consiste em adicionar um hidroperoxido organico de origem sintética
(o hidroperdxido de tert-butil — t-BOOH) ao homogeneizado de tecido, avaliando-se a
capacidade de resposta produzida pela amostra. A quimiluminescéncia foi medida em um
contador beta (7riCrab 2800TR, PerkinElmer) com o circuito de coincidéncia
desconectado e utilizando o canal de tritio. As determinagdes foram realizadas em camara
escura, em frascos de vidro mantidos na penumbra para evitar a fosforescéncia ativada
pela luz fluorescente. O meio de reacdo no qual foi realizado o ensaio consiste em 3,5 mL

de uma solugdo tampao de fosfatos 20 mmol/L, contendo KCI 140 mmol/L (pH 7,4), a
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qual foi adicionado 0,5 mL de homogeneizado. Apds esse momento, foi realizada uma
leitura inicial, considerada como a emissao basal de luz pelo homogeneizado. O
hidroperoxido de tert-butila foi usado na concentracdo de 400 mmol/L, dos quais foram
adicionados 30 OL no meio de reagdo para obter-se uma concentragao final de 3mmol/L.

Foi medida a emissao de luz e desta foi descontada a emissdo basal do homogeneizado

para fins de calculo (GONZALEZ FLECHA et al., 1991).
3.5.1.2. Substéncias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS)

Para que ocorra a reagdo, adiciona-se, a 0,25mL de homogeneizado, 0,75mL de
acido tricloroacético (TCA) a 10%(P/V), que tem a funcdo de desnaturar as proteinas
presentes e acidificar o meio de reagdo. Essa mistura foi entdo agitada e centrifugada
durante 3 minutos a 1000g. Foi retirado 0,5mL do sobrenadante e a este foi adicionado
0,5mL de acido tiobarbitirico (TBA) 0,67% (P/V), que reagiu com os produtos da
lipoperoxidagao formando um composto de coloragao rosada. A mistura foi incubada por
15 minutos a 100°C e em seguida foi resfriada no gelo. Em seguida, foi realizada a leitura

da absorbancia a 535nm em espectrofotometro (Biospectro) (BUEGE; AUST, 1978).
3.5.1.3. Dosagem de Proteinas Oxidadadas (Carbonilas)

O ensaio para deteccdo das carbonilas ¢ uma das técnicas utilizadas para a
determinagdo de proteinas modificadas oxidativamente (REZNICK; PACKER, 1994). A
técnica se baseia na reagdo das proteinas oxidadas do plasma sanguineo com 2.4
dinitrofenil hidrazina (DNPH) em meio 4cido, seguido de sucessivas lavagens com acidos
e solventes organicos e incubagdo final com guanidina. Desta forma, a absorbancia das
carbonilas foi medida em um espectrofotdometro a 360nm, num meio de reagao contendo
os seguintes reagentes: guanidina (6M) em &cido cloridrico (HCI) (2,5M) pH= 2,5; 2.4
DNPH em HCI (2,5M); acido tricloroacético (TCA) 20%; TCA 10%; etanol - acetato de
etila 1:1 (V/V). Paralelamente foi realizada a curva padrao de proteina, com albumina,

com a absorbancia lida em 280nm no espectrofotometro.
3.5.2. Medida de antioxidantes
3.5.2.1. Catalase

A taxa de decomposi¢do do peroxido de hidrogénio € diretamente proporcional a

atividade da CAT. Desta forma, o consumo de H>O> pode ser utilizado como uma medida
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de atividade da enzima CAT. O ensaio consiste em medir a diminui¢dao da absorbancia a
240nm, comprimento de onda onde h& a maior absor¢do pelo peroxido de hidrogénio,
utilizando-se cubetas de quartzo. Para a realizagdo das medidas foi usada uma solugao
tampao constituida de fosfatos a 50 mmol/L em pH 7,4. Foram adicionados 90L deste

tampao e 100L de amostra de tecido na cubeta do espectrofotdmetro, sendo esta mistura

descontada contra um branco de tampao fosfato. A seguir foram adicionados 350L de

peroxido de hidrogénio (0,3 mol/L) e foi monitorada a diminuicdo da absorbancia no

espectrofotometro (BOVERIS; CHANCE, 1973).
3.5.2.2. Glutationa Peroxidase (GPx)

Como a GPx catalisa a reacdo de hidroperdxidos com glutationa reduzida (GSH)
para formar glutationa oxidada (GSSG) e o produto da redu¢do do hidroperoxido, a
atividade da enzima pode ser determinada medindo-se o consumo de NADPH na reagao
de reducdao acoplada a reagdo da GPx. A atividade da GPx foi medida em um

espectrofotometro, sendo monitorada a diminui¢ao de absorbancia do NADPH a 340 nm.

Na cubeta do espectrofotometro, foram adicionados 5400L de tampao, 50 OL do

homogeneizado (amostra), 300 OL de NADPH, 50 OL de GSH e 10 OL de GR. Foi
registrada a absorbancia por um periodo de aproximadamente 2 minutos, para obtencao
da linha de base. Apos esse momento, foram adicionados 50 OL de hidroperdxido de

tertbutila, ¢ a diminui¢ao da absorbancia devida ao consumo de NADPH foi monitorada

por mais 3 minutos (FLOHE; GUNZLER, 1984).
3.5.2.3. Capacidade Antioxidante Total (TRAP)

Esta técnica ¢ baseada na decomposi¢do do 2,2’ Azo-bis (2-amidino-propano)
diidrocloreto (ABAP) que gera radicais livres. Os radicais formados pela decomposi¢do
do Azo vao, por sua vez, reagir com o luminol acrescentado ao meio de reacdo, gerando
outro radical livre mais energético e com maior emissdo de luz, que ¢ detectado por
contador beta (7riCrab 2800TR, PerkinElmer) com o circuito de coincidéncia
desconectado e utilizando o canal de tritio em sala escura. Porém, se no meio de reagao
existir a presenca de uma substancia antioxidante, esta ird neutralizar os radicais livres e,
assim, diminuir a emissao de luz. Quando toda a substancia antioxidante tiver reagido, ou
seja, quanto todo antioxidante tiver sido consumido, o luminol volta a reagir com o ABAP
radical aumentando novamente a emissdo de luz detectada pelo contador. A primeira
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leitura foi realizada com Azo (2,0 ml) e luminol (10 OL) nesta, verificamos a formagao
de radicais livres, posteriormente realizamos uma curva padrao utilizando o Trolox (5 OL

e 10 OL) como antioxidante e, medimos a capacidade antioxidante de nossas amostras

observando-se o tempo que a amostra inibiu a formacao dos radicais do luminol (LISSI

etal., 1995).

3.5.3. Balanco Redox
3.5.3.1. Razao Glutationa Oxidada/Glutationa Reduzida

Glutationa Total - A glutationa total mede a reagdo de 6xido redugdo entre GSH e
GSSG. O meio de reagdo no qual foi realizado o ensaio consiste em uma solugdo de
tampao fosfato 300 mM (Na2HPO4.1H20), ¢ uma solucdo de DTNB (acido
ditionitrobenzodico). No momento do ensaio, foi agregado 1 mL de tampao fosfato, 100mL
de DTNB, zerado o espectro (Biospectro) e adicionado 250 mL amostra (BEUTLER et
al., 1963).

Glutationa Oxidada — Adicionou-se acido perclorico a amostra, centrifugou-se, em
seguida neutralizou-se com bicarbonato potasico (CO3HK). Retirou-se uma aliquota de
60mL + 60 mL DNTB + 60 mL GSSH e 60 mL NADPH. A leitura foi realizada em
espectrofotometro 414 nm. Uma vez neutralizada com CO3HK foi adicionado 5 ml de 2
vinil piridina e deixou-se repousar por uma hora a temperatura ambiente. Logo se repetiu
o processo anterior. A diferenca entre a primeira e a segunda leitura ¢ a GSSG (TIETZE,

1969).

3.6. Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrao da média. O teste de
normalidade Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para identificar variaveis paramétricas ou
ndo-paramétricas. Foi utilizado a ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de

Student Newmann Keuls para verificar diferenca entre os trés grupos. O ANOVA de
medidas repetidas foi utilizado para a comparagdo entre os grupos em tempos diferentes.

Valores de P00,05 foram considerados significantes.
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4. RESULTADOS

4.1. Glicemia

No inicio do protocolo os grupos diabéticos apresentaram hiperglicemia (>250mg/dL)

(Tabela 1). Porém, enquanto o grupo D permaneceu com a glicemia elevada durante os

30 dias, o tratamento com insulina induziu uma normalizagdo desse parametro no grupo

DTTI ao longo das semanas (Tabela 1, Figura 1).

Tabela 1 - Glicemia dos grupos controle (C), diabético (D) e diabético tratado com
insulina (DTI) no inicio e durante as 4 semanas de protocolo.

Glicemia (mg/dL) C D DTI
Inicial 121+£6,9 370 £ 21,4 * 392 £22,8 *
Primeira semana 125 +£8,3 411 £45,5 * 153+ 16,6 # §
Segunda semana 156 £17,8 488 +£ 33,1 * 135+ 199 # %
Terceira semana 127 +£5.3 471 £25,8 * 113£183#1
Quarta semana 112 £8,1 456 + 44,6* 103+ 159 # %

Dados representados por média + erro padrao da média. *P<0,05 vs. C, #P<0,05 vs. D e

1P<0,05 vs. inicial do mesmo grupo.
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Figura 1. Glicemia dos grupos controle (C), diabético (D) e diabético tratado com
insulina (DTI) no inicio e ao longo do protocolo. *P<0,05 vs. C, #P<0,05 vs. D e {P<0,05

vs. inicial do mesmo grupo.

22



A média da glicemia durante as 4 semanas de tratamento com insulina foi menor
no grupo DTI em comparacao ao grupo D (C: 128,59 + 7,41; D: 439,75 £ 21,55 e DTI:
126,62 + 10,10 mg/dL) (Figura 2).

Glicemia
600 "
= 400 Ac
Y # D
£ 200 —
7.

Figura 2. Glicemia durante as 4 semanas de protocolo dos grupos controle (C), diabético
(D) e diabético tratado com insulina (DTI) ao longo dos 30 dias de protocolo. *P<0,05
vs. C e #P<0,05 vs. D.

4.2. Massa corporal

A Figura 3 mostra a distribui¢do do ganho de massa corporal, por animal, nos trés grupos.
A linha tracejada representa a média de variacdo de massa corporal de todos os animais
(73,8 g). Observa-se o aumento acima da média de todos do grupo DTI. Além disto, dois
animais do grupo D tiveram redu¢do do peso inicial ao longo dos 30 dias (redugdo de 50

e 150 g).
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Figura 3. Variacdo da massa corporal em gramas depois de 30 dias de protocolo, por
animal, nos grupos controle (C), diabético (D) e diabético tratado com insulina (DTT).
Linha tracejada representa a média de ganho de massa corporal de todos os animais (73,8

g)-
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A Tabela 2 e a Figura 4 ilustram o ganho de massa corporea semanalmente dos trés grupos
ao longo do protocolo.

O grupo C ndo apresentou diferenca significante entre a massa corporal inicial e a da
primeira semana. Na segunda semana, ja se observou um aumento em relagdo ao inicio,
mas nao em relacdo a primeira semana. Na terceira semana, a massa corporal foi maior
do que a inicial, do que a da primeira semana ¢ do que a da semana anterior (vs. segunda
semana). Ja na quarta e ultima semana de protocolo, se repetiu o padrao de aumento com

excegdo em relagdo a semana anterior (vs. terceira semana) (Tabela 2, Figura 4).

O mesmo nao ocorreu com o grupo DTI que desde a primeira semana de protocolo ja
apresentou um aumento significativo de massa corporal em relacdo ao inicio. A cada
semana esse grupo apresentou aumentos significativos da massa corporal em relacio as

semanas anteriores (Tabela 2, Figura 4).

A massa corporal do grupo D se mostrou igual durante todo protocolo, ndo havendo

diferenga significativa com o passar das semanas (Tabela 2, Figura 4).

Tabela 2 — Massa corporal dos grupos controle (C), diabético (D) e diabético tratado com
insulina (DTI) no inicio e nas semanas de protocolo.

Massa Corporal (g) C D DTI
Inicial 265+ 6,0 264 + 6,3 268 +4.,8
Primeira semana 297+ 6,4 259+ 12,3 * 304+ 58#1
Segunda semana 312+ 7,1 % 274 £14,5 * 336+ 62#7 +
Terceira semana 335+10,1%+ § 278 £16,6 * 3714641 +$
Quarta semana 346+ 10,11 +$ 279+ 18,9 * 383+53#1+$&
Ganho de massa 80,7+ 10,0 154+17,9* 1150+ 6,0#

Dados representados por média + erro padrao da média. *P<0,05 vs. C, #P<0,05 vs. D e

1P<0,05 vs. inicial do mesmo grupo; +P<0,05 vs. primeira semana, $P<0,05 vs. segunda
semana e &P<0,05 vs. terceira semana.

Em relacdo a massa corporal no inicio do protocolo, ndo houve diferenga entre os grupos.
Na comparagdo entre os grupos, o grupo D apresentou massa corporal menor ja na
primeira semana em comparagao ao grupo C e DTI no mesmo tempo. Essa diferenca foi
observada na segunda, terceira e quarta semanas de protocolo (Tabela 2, Figura 4). O

mesmo padrao foi observado quanto a variacao de massa corporal (ganho de massa) apos
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os 30 dias de protocolo, que evidenciou reduzido quanto a massa corporal no grupo D em

relagdo aos grupos C e DTI (Tabela 2).

p—=C
T
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Massa corporal (g)
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Figura 4. Massa corporal ao longo das 4 semanas de protocolo nos grupos controle (C),
diabético (D) e diabético tratado com insulina (DTI). *P<0,05 vs. C, #P<0,05 vs. D,
1P<0,05 vs. inicial do mesmo grupo, 7P<0,05 vs. primeira semana, $P<0,05 vs. segunda
semana e &P<0,05 vs. terceira semana.

4.3. Avalia¢ido em gaiola metabdlica

O grupo D apresentou maior consumo de dgua, volume urindrio, consumo alimentar e
peso de fezes em relagdo ao grupo C. Os parametros avaliados na gaiola metabolica, que
se encontravam alterados no grupo D em comparagdo ao C, foram normalizados no grupo
DTI, tanto no 15° quanto no 30° dia de protocolo ndo havendo diferenga em um mesmo

grupo entre os tempos (Tabela 3).

Tabela 3 — Parametros avaliados na gaiola metabdlica nos grupos controle (C), diabético
(D) e diabético tratado com insulina (DTI) em 15 e 30 dias de protocolo.

Agua consumida Consumo deragdo Volume urindrio  Peso de fezes
(mL) (g) (mL) (g)
15dias 30dias 15 dias 30 dias 15dias 30 15 30

dias dias dias
C 32,8+ 30,0+ 249+1,8 24,0+0,5 5,0+ 6,2 + 6,5+ 7,5+

4,6 2,2 0,7 1,2 0,6 0,6
D 1200+ 126,0% 42,0 = 42,5+2,7 81,4+ 85,2+ 154+ 18,3+
12,8* 13,7 * 1,9* * 10,4 * 9,7* 2,2* 3,8*
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DTI 41,1t 36,9+2,0 29,0£0,9 259+1,4 14,5% 16,1+ 8,2+ 7,7+
2,0# # # # 1,6 # 1,6 # 0,8# 0,8#
Dados representados por média + erro padrdo da média. *P<0,05 vs. C; #P<0,05 vs. D.

4.4. Avaliacoes ecocardiograficas

4.4.1. Morfometria cardiaca

O diametro diastélico do ventriculo esquerdo nao foi diferente entre os grupos na medida
absoluta, porém quando corrigido pelo peso corporal se mostrou diminuido no grupo D
em comparagdo ao grupo C e normalizado no grupo DTI (Tabela 4). Houve também
redugdo da espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo em diastole (PPVEDia)
(Tabela 4) e da espessura relativa de parede (ERP C: 0,400,013 e DTI: 0,38+0,014 vs.
D: 0,30+0,018) (Figura 5) no grupo D em relagdo ao grupo C, as quais foram revertidas

com o tratamento com insulina

Tabela 4 — Morfometria cardiaca apds 30 dias de protocolo nos grupos controle (C),
diabético (D) e diabético tratado com insulina (DTI).

Avaliacoes
ecocardiograficas
C D DTI
dDiaVE (cm) 0,610+0,035 0,638+0,41 0,679+0,033

dDiaVE corrigido (cm/g)  0,00173+0,00009 0,00241+0,00019* 0,00175+0,00008#
PPVEDia (cm) 0,119+0,0026 0,096+0,0069* 0,124+0,0040#
PPVEDia corrigido (cm/g) 0,00033+0,0000034 0,00038+0,000035 0,00031+0,000012

Dados representados como média =+ erro padrao da média. Espessura da parede posterior
do ventriculo esquerdo em diastole (PPVEDia), espessura da parede posterior do
ventriculo esquerdo em didstole corrigido, didmetro diastolico do ventriculo esquerdo
(dDiaVE) e diametro diastolico do ventriculo esquerdo corrigido. *P<0,05 vs. C, #P<0,05
vs. D.
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Figura S. Espessura relativa de parede nos grupos controle (C), diabético (D) e diabético
tratado com insulina (DTI) ap6s 30 dias de protocolo. *P<0,05 vs. C e #<0,05 vs. D.

Na Figura 6 esta representada a massa do ventriculo esquerdo (MVE) em gramas
calculada através da formula para MVE corrigida, a qual estava reduzida no grupo D em
relacdo ao grupo C e foi normalizada no grupo DTI (C: 1,04+0,04e DTI: 1,0440,03 vs.
D: 0,82+0,03 g).

Massa do VE formula corrigida
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Figura 6. Massa do ventriculo esquerdo formula corrigida em gramas dos grupos
controle (C), diabético (D) e diabético tratado com insulina (DTI) apo6s 30 dias de
protocolo. *P<0,05 vs. C e #<0,05 vs. D.

4.4.2. Funcio sistélica

Nao foi observada diferenga na fracao de ejec¢do entre os grupos (Fracdo de ejegao; C:
81,62+2,10; D: 84,78+2,31 e DTI: 79,034+2,81 %), porém observou-se reducdo da fracao
de encurtamento no grupo D em comparacdo ao grupo C, a qual foi normalizada no grupo
DTI (Fragao de encurtamento; C: 47,88+1,82; D: 41,02+1,31 e DTL: 46,82+1,99 %)
(Figura 7).
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Figura 7. Fracdo de encurtamento nos grupos controle (C), diabético (D) e diabético
tratado com insulina (DTI) apos 30 dias de protocolo. *P<0,05 vs. C e #P<0,05 vs. D.

4.4.3. Funcao diastdlica

O tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) ndo foi diferente entre os grupos em
valor absoluto (Tabela 5). No entanto, o TRIV corrigido pelo intervalo R-R apresentou
um aumento no grupo D e no grupo DTI em relagdo aos ratos do grupo C (Figura 8)
(TRIV corrigido, D: 1,68+0,11 e DTI: 1,60+0,08 vs. C: 1,29+0,11). Similarmente houve
reducdo da relagdo do pico da onda E com pico da onda A (relagdo E/A) no grupo de ratos
diabéticos em relacdo ao grupo controle, a qual o tratamento com insulina também nao

foi capaz de reverter (Tabela 5).

Tabela 5 — Funcgdes sistdlica e diastolica do ventriculo esquerdo avaliadas pelo
ecocardiograma apos 30 dias de protocolo nos grupos controle (C), diabético (D) e
diabético tratado com insulina (DTI).

Avaliacoes ecocardiograficas C D DTI
TRIV (ms) 20,00+2,50 22,85+2,00 21,66+1,80
Relacio E/A 2,454+0,38 1,53+0,10* 1,69+0,17*
VMPicoE (m/s) 0,787+0,041 0,705+0,044 0,761+0,030
VMPicoA (m/s) 0,359+0,045 0,477+0,049 0,474+0,038

Dados representados como média + erro padrdo da média. Tempo de relaxamento
1sovolumétrico (TRIV), velocidade média do pico da onda E (VMPicoE), velocidade
média do pico da onda A (VMPicoA), relagdo pico da onda E com pico da onda A (relagdo
E/A). ¥P<0,05 vs. C, #P<0,05 vs. D.

28



Tempo de relaxamento

isovolumeétrico corrigido
*
2,0 *

I

15

T Ac
7,
1,0 / D
H DTl
0,5
0,0 A

Figura 8. Tempo de relaxamento isovolumétrico corrigido pelo intervalo R-R nos grupos
controle (C), diabético (D) e diabético tratado com insulina (DTI) apos 30 dias de
protocolo. *P<0,05 vs. C.

O tempo de desaceleracao da onda E em valores absolutos se apresentou aumentado nos
grupos D e DTI em relacdo ao grupo C (Figura 9A). No entanto, no valor do tempo de
desaceleragcdo da onda E corrigido pelo intervalo R-R ndo foi encontrada diferencga entre
os grupos (Figura 9B) (Valores absolutos; C: 51,75+£3,14, D: 62,16+2,44 e DTI:
60,33+2,87ms. Valores corrigidos; C: 3,86+0,25, D: 4,29+0,28 e DTI:
4,27+0,22ms/bpm).
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Figura 9.Tempo de desaceleracdo da onda E nos grupos controle (C), diabético (D) e
diabético tratado com insulina (DTI) apds 30 dias de protocolo. Figura 9A: valores
absolutos. Figura 9B: valores corrigidos pelo intervalor R-R. *P<0,05 vs. C.

4.4.4. Funcio cardiaca global

A funcao cardiaca global foi avaliada pelo indice de performance miocéardica (IPM), esse
parametro se mostrou aumentado no grupo D (0,34+0,018) em comparagdo ao grupo C
(0,28+0,015), atingindo uma normalizacdo com o tratamento insulinico no grupo DTI

(0,27+0,025) (Figura 10).
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Figura 10. indice de performance miocardica nos grupos controle (C), diabético (D) e
diabético tratado com insulina (DTI) apds 30 dias de protocolo. *P<0,05 vs. C e #P<0,05
vs. D.

4.5. Avaliacoes hemodinimicas e autonomicas
4.5.1. Pressao arterial e frequéncia cardiaca

O grupo D apresentou redugao da pressao arterial sistolica e pressao arterial média (PAM)
em relagdo ao grupo C. O tratamento insulinico normalizou a PAM (DTI: 1144+0,97 e C:

109£2,27 vs. D: 100£3,33 mmHg), assim como a PA sist6lica e diastélica (Tabela 6).

Tabela 6 — Pressdo arterial sistolica e diastolica apos 30 dias de protocolo nos grupos
controle (C), diabético (D) e diabético tratado com insulina (DTI).

Pressao arterial(PA) C D DTI
PA sistdlica (mmHg) 122+2,80 109+3,37* 125+1,51#
PA diastolica (mmHg) 944220 87+3,48 99+0,75#

Dados representados como média + erro padrao da média.Pressdo arterial sistolica (PA
sistolica) e pressdo arterial diastolica (PA diastolica). *P<0,05 vs. C, #P<0,05 vs. D.
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Figura 11. Pressao arterial (PA) nos grupos controle (C), diabético (D) e diabético tratado
com insulina (DTI) apos 30 dias de protocolo. Figura 8A: PA sistélica. Figura 8B: PA
diastolica. Figura 8C: PA média. *P<0,05 vs. C, #P<0,05 vs. D.

O grupo D apresentou reducdo da FC basal em rela¢do ao grupo C e o grupo DTI obteve

uma normalizacdo desse parametro (DTI: 34844,5 e C: 345+4,0 vs. D: 318+5,8 bpm)
(Figura 9).
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Figura 12. Frequéncia cardiaca (FC) no repouso dos grupos controle (C), diabético (D) e
diabético tratado com insulina (DTI) apods 30 dias de protocolo. *P<0,05 vs. C, #P<0,05
vs. D.
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4.5.2. Avaliacao da sensibilidade dos barorreceptores

A sensibilidade dos barorreceptores, avaliada pela resposta bradicardica se
mostrou prejudicada no grupo D quando comparada ao grupo C e o tratamento com
insulina foi eficiente em reverter essa disfungao (C: -1,36+0,11 e DTI: -1,324+0,07 vs. D:
-1,06+0,05 bpm/mmHg). No entanto, a resposta taquicardica se apresentou diminuida no
grupo diabético, permanecendo diminuida mesmo com o tratamento com insulina no

grupo DTT (C: 3,18+0,17 vs. D: 2,59+0,18 e DTI: 2,58+0,15 bpm/mmHg) (Figura 13).
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Figura 13. Sensibilidade dos barorreceptores, avaliada pelas respostas bradicardicas e
taquicardicas, nos grupos controle (C), diabético (D) e diabético tratado com insulina
(DTTI) apds 30 dias de protocolo. *P<0,05 vs. C, #P<0,05 vs. D.

4.5.3. Controle autondmico da frequéncia cardiaca

A frequéncia cardiaca intrinseca se mostrou diminuida no grupo D (339+5,6 bpm) em

relagdo ao grupo C (388+6,5 bpm) e o tratamento com insulina conseguiu normalizala

(DTI: 405+8,8 bpm).
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Figura 14. Frequéncia cardiaca intrinseca nos grupos controle (C), diabético (D) e
diabético tratado com insulina (DTI) apés 30 dias de protocolo. *P<0,05 vs. C, #P<0,05
vs. D.

No grupo diabético as avaliagdes do tonus vagal (TV) (Figura 15A) e tonus
simpatico (TS) (Figura 15B) sobre o coracdo se apresentaram reduzidas nesse grupo em
comparag¢do aos demais, sendo normalizadas no grupo de ratos diabéticos tratados com
insulina (TV; D: 29,3+6,2 vs. C: 65,6+4,5¢ DTI: 72,9+£10,4 ¢ TS; D: 26,0+3,7 vs. C:
66,8+12,8 ¢ DTI: 66,9+7,9bpm).
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Figura 15.Controle autondmico nos grupos controle (C), diabético (D) e diabético tratado
com insulina (DTI) ap6s 30 dias de protocolo. Figura 15A: Tonus vagal. Figura 15B:
Tonus simpatico.

4.5.4. Modulac¢ao autonémica cardiovascular

Na Tabela 7 sdo mostrados os parametros de avaliacdo da variabilidade da frequéncia

cardiaca tanto no dominio do tempo quanto no dominio da frequéncia.

O desvio padrao do intervalo de pulso estava reduzido no grupo D em relagdo ao

grupo C, sendo normalizado no grupo DTI. A raiz quadrada da média do quadrado das
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diferencas entre os intervalos R-R normais adjacentes (RMSSD), a banda de baixa
frequéncia (BF) do intervalo de pulso e a banda de alta frequéncia (AF) do intervalo de
pulso ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos. Na analise do dominio da
frequéncia, pode-se observar também redugdo da variancia do intervalo de pulso no grupo
D, disfungdo restabelecida pelo tratamento com insulina no grupo DTI (D: 28,7+£2,99 vs.

C: 51,942,10 e DTI: 50,06+8,07 ms?) (Figura 16).

Tabela 7 — Variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo e no dominio da
frequéncia apos 30 dias de protocolo nos grupos controle (C), diabético (D) e diabético
tratado com insulina (DTI).

C D DTI
DOMINIO DO TEMPO
DP (ms) 7,20+0,15 5,24+0,27* 7,490,584
RMSSD (ms) 5,82+0,39 7,02+0,19 6,67+0,38
DOMINIO DA FREQUENCIA
BF (ms?) 2,46+0,82 1,13+0,19 3,21+0,67
AF (ms?) 7,53+1,48 10,53+0,85 10,07+0,54

Dados representados como média + erro padrdo da média. Dominio do tempo: desvio
padrdo do intervalo de pulso (DP) e raiz quadrada da média do quadrado das diferengas
entre os intervalos RR normais adjacentes (RMSSD). Dominio da frequéncia: banda de
baixa frequéncia (BF) do intervalo de pulso e banda de alta frequéncia (AF) do intervalo
de pulso. *P<0,05 vs. C, #P<0,05 vs. D.
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Figura 16. Variancia do intervalo de pulso nos grupos controle (C), diabético (D) e
diabético tratado com insulina (DTI) apods 30 dias de protocolo. *P<0,05 vs. C, #P<0,05
vs. D.
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Na avaliacdo dos parametros de variabilidade da pressao arterial sistolica, o grupo D teve
uma diminuicao significativa do desvio padrao da pressdo arterial sistdlica em relacao ao
grupo C, o que ndo foi observado no grupo DTI (Tabela 8). Na andlise do dominio da
frequéncia, pode-se observar também reducdo da variadncia da pressdo arterial sistdlica
nos ratos do grupo diabético, disfun¢do nao revertida com o tratamento com insulina no
grupo DTI (C: 22,23+2,37 vs. D: 10,58+2,97 ¢ DTI: 13,53+1,21mmHg?) (Figura 17). Nao
foi observado diferenca entre os grupos na BF da PAS (Tabela 8).

Tabela 8 — Variabilidade da pressao arterial sistdlica no dominio do tempo e no dominio
da frequéncia ap6s 30 dias de protocolo nos grupos controle (C), diabético (D) e
diabético tratado com insulina (DTI).

C D DTI
DOMINIO DO TEMPO
DP (mmHg) 4,714£0,32  3,03+0,45% 3,50+0,48
DOMINIO DA FREQUENCIA
BF (mmHg?) 1,79+0,22 2,44+0,93 2,67+0,41

Dados representados como média + erro padrao da média. Dominio do tempo: desvio
padrao da pressao arterial sistolica (DP). Dominio da frequéncia: banda de baixa
frequéncia (BF) da pressao arterial sistolica. ¥*P<0,05 vs. C, #P<0,05 vs. D.
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Figura 17. Variancia da pressao arterial sistdlica nos grupos controle (C), diabético (D) e
diabético tratado com insulina (DTI) apods 30 dias de protocolo. *P<0,05 vs. C, #P<0,05
vs. D.
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4.6. Avaliacoes de estresse oxidativo

4.6.1. Tecido cardiaco

4.6.1.1. Medidas de lipoperoxidacao e oxidaciao de proteina

Foi observada diminui¢do de lipoperoxida¢ao por QL no grupo DTI quando

comparado com os dois outros grupos (grupo C e D) (Tabela 9).

Tabela 9 — Medida de lipoperoxidagao por quimiluminescéncia (QL), por substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e oxidagdo de proteinas por carbonilas no
ventriculo esquerdo apods 30 dias de protocolo nos grupos controle (C), diabético (D) e
diabético tratado com insulina (DTTI).

C D DTI

QL (cps/mg proteina) 4921+366 5095+284 35934219 *#

TBARS (Omoles/mg proteina) 1,95+0,10 2,54+0,21 * 1,59+0,18 #

Carbonilas (nmol/mg proteina) 2,25+0,34 2,23+0,02 2,75+0,22

Dados representados como média + erro padrao da média. *P<0,05 vs. C, #P<0,05 vs. D.

Ja a lipoperoxidacdo medida pela técnica de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico se mostrou aumentada no grupo diabético, sendo o tratamento com insulina

eficiente em reverter esse aumento (Tabela 9, Figura 17).
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Figura 18.Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) no ventriculo esquerdo
(VE) nos grupos controle (C), diabético (D) e diabético tratado com insulina (DTI) apds
30 dias de protocolo. *P<0,05 vs. C, #P<0,05 vs. D.
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A dosagem de proteinas oxidadas (carbonilas) ndo foi diferente entre os grupos no

ventriculo esquerdo (Tabela 9).

4.6.1.2. Enzimas antioxidantes

A atividade das enzimas antioxidantes catalase e glutationa peroxidase estavam
aumentadas no grupo diabético e o tratamento com insulina normalizou a atividade dessas

enzimas (Tabela 10).

Tabela 10 — Atividade de enzimas antioxidantes no ventriculo esquerdo apds 30 dias de
protocolo nos grupos controle (C), diabético (D) e diabético tratado com insulina (DTI).
C D DTI

CAT(nmol/mg proteina) 0,81+0,05 1,32+0,08* 0,79+0,05#
GPx (nmol/min/mg proteina) 0,048+0,011 0,081+0,007*  0,048+0,004#

Dados representados como média + erro padrao da média. Catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx). *P<0,05 vs. C, #P<0,05 vs. D.

4.6.1.3. Glutationa total, oxidada e reduzida

A glutationa total (GSH total) no ventriculo esquerdo estava aumentada no grupo
D em relacdo aos demais (GSH total; D: 0,4524+0,040 vs. C: 0,293+0,019 e¢ DTI:
0,320+0,014 mmol/g tecido). O grupo diabético mostrou aumento da glutationa reduzida
(GSH) (Figura 18A), assim como também teve aumento da glutationa oxidada (GSSG)
(Figural8B) em relagdo aos outros grupos C e DTI (GSH; D: 0,428+0,039 vs. C:
0,275+0,019 e DTI: 0,3024+0,013 mmol/g tecido. GSSG; D: 0,0242+0,0008 vs. C:
0,0169+0,0012 e DTT: 0,0183+0,0009 mmol/g tecido).
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Figura 189. Glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) no ventriculo esquerdo nos
grupos controle (C), diabético (D) e diabético tratado com insulina (DTI) apos 30 dias de
protocolo. *P<0,05 vs. C, #P<0,05 vs. D.
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No entanto, a razdo entre a glutationa reduzida pela glutationa oxidada foi

semelhante entre os grupos estudados (GSH/GSSG; C: 16,55+0,94, D: 16,46+0,78 ¢ DTI:
16,51+0,63).

4.6.1.4. Capacidade antioxidante total (TRAP)

Houve um aumento da capacidade antioxidante total nos grupos D e DTI em

comparag¢do ao grupo C (D: 5,64+0,91 e DTI: 4,84+0,58 vs. C: 2,73+0,41 OM de trolox).
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Figura 20. Capacidade antioxidante total (TRAP) no ventriculo esquerdo (VE) nos
grupos controle (C), diabético (D) e diabético tratado com insulina (DTI) ap6s 30 dias de
protocolo. *P<0,05 vs. C.

4.6.2. Tecido renal

4.6.2.1. Medidas de lipoperoxidagao e oxidacao de proteina

No tecido renal foi observado aumento da lipoperoxidagao por QL no grupo D em

comparagao ao grupo C e esse aumento foi revertido no grupo DTI (Tabela 11).

Tabela 11 — Medida de lipoperoxidag@o por quimiluminescéncia (QL), por substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e oxida¢do de proteinas por carbonilas em
tecido renal ap6s 30 dias de protocolo nos grupos controle (C), diabético (D) e diabético
tratado com insulina (DTTI).

C D DTI

QL (cps/mg proteina) 2411+337 3686+309* 2750+218#
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TBARS (Omoles/mg proteina) 1,64+0,05 2,15+0,20 * 1,46+0,10 #

Carbonilas (nmol/mg proteina) 2,93+0,06 3,28+0,08* 3,05+0,03#

Dados representados como média + erro padrao da média.*P<0,05 vs. C, #P<0,05 vs. D.

A lipoperoxidacao também se mostrou aumentada pela técnica de substancias
reativas ao acido tiobarbitirico no grupo D em relagdo ao grupo C, sendo também

restabelecida aos valores similares aos do grupo C no grupo DTI (Tabela 11, Figura 19).
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Figura 191. Substancias reativas ao acido tiobarbittirico (TBARS) em tecido renal nos
grupos controle (C), diabético (D) e diabético tratado com insulina (DTI) ap6s 30 dias de
protocolo. *P<0,05 vs. C, #P<0,05 vs. D.

A dosagem de proteinas oxidadas (carbonilas) em tecido renal estava aumentada
no grupo de ratos diabéticos em comparacdo ao grupo de ratos controle. O tratamento
insulinico foi capaz de reverter esse aumento de dano a proteinas no grupo de ratos

diabéticos tratados com insulina (Tabela 11).

4.6.2.2. Glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx em tecido renal se apresentou aumentada no grupo D em
comparagdo ao grupo C, no entanto, o tratamento com insulina no grupo DTI foi capaz

de normalizar esse pardmetro (Tabela 12).

Tabela 12 — Atividade da glutationa peroxidase (GPx) em tecido renal apo6s 30 dias de
protocolo nos grupos controle (C), diabético (D) e diabético tratado com insulina (DTI).
C D DTI
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GPx (nmol/min/mg proteina) 0,093+0,008 0,147+0,005*  0,110+0,004#

Dados representados como média + erro padrao da média. *P<0,05 vs. C, #P<0,05 vs. D.
4.6.2.3. Capacidade antioxidante total (TRAP)

Nao houve diferenga significativa na capacidade antioxidante total entre os grupos

estudados ap6s 30 dias de protocolo em tecido renal (Tabela 13).

Tabela 13 — Capacidade antioxidante total (TRAP) em tecido renal nos grupos controle
(C), diabético (D) e diabético tratado com insulina (DTT) apds 30 dias de protocolo.
C D DTI

TRAP (OM de trolox) 56,55+7,04 61,93+6,28 48,43+5,32

Dados representados como média + erro padrao da média. *P<0,05 vs. C, #P<0,05 vs. D.

5. DISCUSSAO

Considerando que se observa maior mortalidade em portadores de diabetes
mellitus tipo 1 mesmo sob bom controle glicEémico, neste estudo objetivamos avaliar o
efeito da terapia de reposicdo insulinica nas alteragdes metabolicas, cardiovasculares,
renais e autondmicas observadas no diabetes experimental por estreptozotocina. Nossos
resultados evidenciaram melhora do controle metabdlico associado a normalizagao da
morfometria, fun¢do sistolica e autondmica cardiaca, bem como atenuagao de indicadores
de estresse oxidativo em tecido cardiaco e renal. Todavia, a reposi¢do com insulina nao
impediu a disfun¢do diastdlica cardiaca e o prejuizo no controle autondémico da
circulagdo, sugerindo que tais disfun¢des possam estar associadas ao maior risco

cardiovascular em portadores de diabetes mellitus tipo 1 sob tratamento com insulina.
5.1. Glicemia e controle metaboélico

Os resultados do presente estudo confirmam a acdo da injecao de STZ causando
aumento de glicemia nos ratos dos grupos D e DTI ao inicio do protocolo. A STZ ¢ uma
droga citotoxica as células beta-pancredticas, sendo que essa sua agdo toxica sobre o
pancreas ¢ muito dependente de dano tecidual e inducdo de apoptose por producao de

citocinas inflamatérias no local (REZENDE et al.,, 2012). J& foi mostrado que a
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estreptozotocina causa o recrutamento de células imunes que terdo como alvo as células
do pancreas produtoras de insulina, causando sua lise (MCEVOY et al., 1984). Desta
forma, o diabetes induzido pela STZ ¢ de origem autoimune, muito similar ao diabetes

mellitus tipo 1 observado em humanos na clinica (CVETKOVIC et al., 2005).

A STZ vem sendo, ha décadas, largamente utilizada para inducdo de diabetes em
modelos animais, apesar de ndo ser inteiramente compreendido o mecanismo que a STZ
leva a morte das células beta do pancreas. Ha estudos mostrando que a principal agao
molecular da STZ ¢ a inibigdo seletiva da enzima que faz ligagdo do grupo
Nacetilglucosamina no oxigénio de proteinas (O-GlcNAc), chamada de O-GIcNAc
seletiva N-acetil-beta-d-glucosaminidase (O-GlcNAcase) (KONRAD et al., 2001). A
reacdo catalisada por essa enzima ¢ um tipo de reagdo de glicosilacdo ciclica, mais
parecida com o processo de fosforilagao (HART; AKIMOTO, 2009). A toxicidade da STZ
¢ altamente dependente de sua dose, sendo sugerido na literatura que afeta em menores
doses seletivamente o pancreas devido a O-GlcNAcase ser expressa em altos niveis nas
células beta pancreaticas. Outros tecidos como o cérebro também sdo afetados pela STZ

em doses maiores do que as toxicas ao pancreas (KONRAD et al., 2001).

Todavia, ¢ importante destacar que no presente estudo evidenciamos que o
tratamento com doses diarias de insulina NPH, por via subcutinea, 2U durante a manha e
4U no periodo da tarde, foi eficiente em normalizar a glicemia neste modelo experimental

de diabetes.

Neste sentido, vale lembrar que a reposicao insulinica ¢ o tratamento mais
utilizado para pacientes com diabetes mellitus tipo 1. Revisdes recentes de grandes
ensaios clinicos randomizados que avaliavam mortalidade em pacientes com DM tipo 1
sob tratamento com insulina de forma convencional e de forma intensiva, mostraram que
nao ha diferenga entre mortalidade para ambos os tipos de tratamento entre os pacientes.
Somente foi observada uma reducdo no aparecimento de nefropatia para pacientes
tratados com controle intensivo da glicemia, porém esse tratamento também levou os
pacientes a terem um maior indice de crises severas de hipoglicemia. Para as outras
complicacdes do diabetes ndo foi observada diferenga entre os dois tipos de tratamento,
indicando que os pacientes teriam a mesma possibilidade de desenvolver complicagdes
como retinopatias e neuropatias, independentemente de seu controle glicémico

(KAHLER et al., 2014). Ja na revisio de Fullerton e colaboradores em 2014, foi
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encontrada uma diminui¢do no desenvolvimento de complicagdes nos pacientes
portadores de DM tipo 1 sobre controle intensivo da glicemia (FULLERTON et al., 2014).
Desta forma, para se entender o efeito desse tratamento sobre os indices aumentados de
morbidade e mortalidade em pacientes DM tipo 1 mesmo sob bom controle glicémico, a
utilizag¢ao do tratamento com insulina vem sendo estudada em modelos experimentais de

diabetes, como o induzido por STZ.

Além da agdo da insulina em diminuir a glicemia, este ¢ um hormonio com ampla
acao de sinalizacdo; como vem sendo mostrado sobre o cérebro, no qual a insulina possui
importante acdo sobre memoria e outras atividades cognitivas através da ativacao de vias
de sinalizacdo mediadas pelo fosfoinositideo 3-quinase (PI3-quinase) e Akt (SANTOS et
al., 2014).

Desta forma, apesar de diferentes doses e de pobre controle glicémico, a terapia
insulinica mostra efeitos benéficos em estudos de administragdo em animais diabéticos
por STZ que permanecem com quantidades basais insuficientes desse horménio. Porém,
ndo hd um consenso na literatura sobre a dose de insulina que deve ser utilizada para um
tratamento adequado em ambito experimental. Por isto, diversas doses tém sido utilizadas
a fim de repor insulina no modelo animal de DM induzido por STZ e atenuar a
hiperglicemia. O estudo de Santos e colaboradores de 2014, utilizou insulina NPH na dose
de 2U para glicemia de até 200 mg/dL e, a cada 100 mg/dL de glicose acima desse valor,
mais 2U de insulina eram administradas por via subcutanea diariamente durante um més.
Esse tratamento ndo normalizou glicemia, mas a atenuou no grupo tratado em relacdo ao
diabético. Quanto a hemoglobina glicada, também ndo houve normalizagdo neste estudo,
mas houve uma redu¢do no grupo tratado em relagao ao diabético. Entretanto, mesmo sem
esse controle glicémico rigido, fatores que indicavam maior fissdo e biogénese
mitocondrial em células do coértex cerebral dos ratos do grupo diabético foram

normalizados no grupo tratado com insulina(SANTOS et al., 2014).

Outros métodos de tratamento com insulina NPH em ratos com DM tipo Isdo
encontrados na literatura como através de implante de pellets de insulina que sao trocados
quando a glicemia do animal passa a ficar acima de 250 mg/dL, método que foi capaz de
normalizar a glicemia e a hemoglobina glicada (MASSER et al., 2014). Em estudo de

Thackeray e colaboradores em 2013, foi também utilizado implante de pellet de insulina
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subcutaneo. Neste estudo foi descrita a dose liberada como 4U de insulina por dia, tendo
sido observada normalizagdo da glicemia, porém a HblAc ndo foi avaliada
(THACKERAY et al., 2013). Outro trabalho em 2013, de Melling e colaboradores foi
feito com implante de pellet de insulina, porém sem conseguir um bom controle
glicémico, mas observando-se atenuagdo das disfungdes cardiacas(MELLING et al.,
2013). Alguns outros trabalhos que podem ser encontrados na literatura, evidenciando a
grande diversidade de doses utilizadas, foram feitos com administra¢ao de insulina NPH
subcutanea nas doses de 1,5U de insulina durante a manha e 2,5U de insulina durante a
tarde (PALMA et al., 2014), de 100U/kg de insulina subcutanea uma vez ao dia(CHEN et
al., 2015), 8 a 15U/kg de insulina subcutanea uma vez ao dia ajustado de acordo com a
glicemia medida anterior a administragao diariamente (LE DOUAIRON LAHAYE et al.,
2011), de 6 a 8U de insulina subcutanea uma vez ao dia (GU et al., 2014)e 5U de insulina
nos trés primeiros dias seguido de 4U de insulina nos dias restantes, subcutanea uma vez

ao dia (ZHONG et al., 2001).

No presente trabalho utilizamos como base um estudo publicado em 2013 de
David-Silva e colaboradores, no qual foi utilizado duas doses didrias de insulina NPH, 2U
durante a manha e 4U durante a tarde, atingindo um bom controle glicémico. Vale lembrar
que a insulina NPH ¢ um analogo de acdo intermedidria tendo duragdo de 12 a 18 horas
ap6s a administracdo; evitando, desta forma, grandes flutuagdes da glicemia. E
interessante notar que a propria administragdo da insulina NPH j& mostrou ter efeito em
aumentar a secre¢ao de insulina pelas células beta-pancreéticas, assim como em aumentar
o tamanho das ilhotas do pancreas em ratos diabéticos por STZ (GU et al., 2014), o que

talvez leve a necessidade de diminuigdo e readequagdo da dose ao longo do tempo.

Entre as agdes hormonais, a insulina causa ativacao de vias de sinalizagdo que irdo
resultar em efeitos celulares finais, sendo os mais conhecidos a translocagao de vesiculas
contendo receptores de glicose, os GLUT-4, do pool intracelular para a membrana
plasmatica, ativagdo da sintese de glicogénio e proteinas e transcri¢do de genes
especificos que regulam o metabolismo energético e crescimento celular

(CARVALHEIRA et al., 2002).

Neste sentido, vale lembrar que a principal forma de captagdo de glicose pela
célula ¢ feita pelo mecanismo de difusdo facilitada. Participam desse processo algumas

proteinas de membrana como GLUT 1-4. Eles pertencem a subfamilia classe I dentre a
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familia GLUT, os receptores de 1 a 4 sdao transportadores de glicose, possuindo expressao
especifica por célula/tecido (JOOST; THORENS, 2001). O GLUT-1 faz o transporte basal
de glicose para dentro das células, porém o estimulo pela insulina ¢ importante para
aumentar a captacdo desse substrato energético, como em momentos de alta
disponibilidade do substrato no periodo pds-prandial. A insulina se liga ao seu receptor
localizado na membrana plasmatica e causa a ligacao do substrato do receptor de insulina
1 (IRS-1) com a enzima PI3-quinase, levando a sua ativagdo, isto desencadeia as
sinalizagdes intracelulares através de reagdes de fosforilaggo (MACHADO, 1998).
Assim, na musculatura esquelética e cardiaca, vesiculas contendo receptores GLUT-4 se
movem para a superficie celular, aumentando a densidade dessas proteinas

transportadoras na membrana (TSAKIRIDIS et al., 1995).

Na auséncia da insulina, como no DM tipo 1, ocorre um aumento da glicemia ¢ a
permanéncia do organismo em um estado catabolico, como o estimulado pelo glucagon.
Além disto, a insulina tem efeito direto de inibi¢ao de transcricdo de genes que codificam
enzimas que participam da gliconeogenese e glicogenolise. A insulina também estimula a
sintese de 4cidos graxos no figado em periodos de excesso de carboidrato
(CARVALHEIRA et al., 2002). Sem a acdo do hormoénio insulina h4 acimulo de glicose
no sangue, o que também leva a menor producdo de acidos graxos e maior utilizagdo das
vias de producdo de energia alternativas como a gliconeogénese e glicogenolise.
Possivelmente, essa maior quebra de substratos por vias energéticas alternativas (com
menor utilizagdo de glicose) e menor produg¢do de gordura estdo relacionadas ao
crescimento prejudicado dos ratos no grupo diabético. Ja foi mostrado na literatura que
animais com DM tipo 1 induzido por STZ, além da diminui¢do da massa corporal e do
aumento de glicemia, também apresentam aumento de &cidos graxos livres e
triacilglicerol no plasma (MALFITANO et al., 2015). De fato, neste nosso presente estudo
foi também observado redu¢do da massa corporal no grupo diabético em relacdao ao grupo
controle, o que pdde ser visto a partir da primeira semana de diabetes por STZ, e que
perdurou durante as quatro semanas. Somado a isto, o grupo diabético ganhou menos
massa corporal quando comparado o inicio e o fim do protocolo, sendo que dois animais

dentro do grupo diabético perderam massa corporal ao longo das 4 semanas de protocolo.

A deficiéncia insulinica, seja no diabetes ou em casos de jejum, € associada com

quebra de proteinas da musculatura esquelética levando a prejuizo muscular. Recentes
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estudos sugerem que essa degradagao muscular ocorre devido a aumento de conjugagao
de ubiquitina as proteinas; a ubiquitina se liga a proteinas sinalizando para que elas sejam
degradadas por proteossomas. Essa via de degradacdo proteica esta aumentada em ratos
diabéticos por STZ e ¢ a mesma via encontrada aumentada em pacientes com cancer,

caquexia, sepses ¢ hipertireoidismo (LECKER et al., 1999).

E importante destacar que no tempo estudado (30 dias de tratamento com
insulina), o grupo DTI ndo chegou a ter uma massa corporal maior do que o grupo
controle, mas mostrou um padrao de ganho de massa (ao longo dos 30 dias) diferente dos
ratos diabéticos sem tratamento, tendo aumentos significativamente mais expressivos a
cada semana. Neste sentido, sabe-se que a terapia insulinica leva a um ganho de massa
corporal moderada em humanos e esse ganho estd diretamente relacionado a dose € com
menores indices de massa corporais basais ao inicio do tratamento (BALKAU et al.,
2014). No entanto, foi relatado em outro estudo com reposi¢ao insulinica, que o ganho de
massa corporal no grupo diabético tratado com insulina por 30 dias foi maior do que o

dos ratos do grupo controle (SANTOS et al., 2014).

Os dados da gaiola metabodlica obtidos no presente estudo indicam que os animais
diabéticos ndo possuiam menor massa corporal por se alimentarem menos; pelo contrario,
o grupo diabético consumia mais agua e comida do que os dois outros grupos estudados
(C e DTI). No entanto, esse grupo excretava mais urina e fezes, sugerindo que nao era
realizada a metabolizacdo dos nutrientes em prol de um ganho de massa corporal e
crescimento normal do animal. Esses valores aumentados de volume urinério e de peso
de fezes no grupo D permaneceram durante os dias de protocolo, se mostrando alterados

nas avaliagdes de 15 e 30 dias de acompanhamento em relacao ao grupo controle.

Vale lembrar que o rim possui uma grande importdncia na manuten¢do da
homeostase glicémica, seja por sua participacdo na formagdo de glicose por
gliconeogénese no cortex renal (CERSOSIMO et al., 2014; KREBS et al., 1965) ou pela
acdo de transportadores renais de glicose (CERSOSIMO et al., 2014). O processamento
da glicose pelo rim inclui filtragdo glomerular livre, com reabsor¢ao tubular proximal
completa para o espago de fluido intersticial renal (CERSOSIMO et al., 2014).Com a
hiperglicemia, h4 o desenvolvimento de politiria como observado em animais diabéticos

que mantém a glicemia elevada cronicamente. Um estudo de Blantz e colaboradores de
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1983 mostrou o mecanismo pelo qual ocorre o aumento da diurese em ratos em
decorréncia de uma hiperglicemia aguda, no qual foi mostrado aumento da taxa de
filtracao dos néfrons e diminui¢ao da reabsorcao absoluta na regido dos tubulos proximais
(BLANTZ et al., 1983). A taxa de reabsorcao de glicose nos tibulos proximais sé € linear
a carga de glicose que atinge a membrana luminal dentro de niveis normais de glicemia;
quando a quantidade de glicose satura os transportadores responsaveis, se atinge a
capacidade reabsorcao tubular dos rins méxima, chamada de Tmax e a glicose passa a ser
eliminada na urina (CERSOSIMO et al., 2014). Desta forma, o filtrado glomerular possui
uma pressdo osmotica elevada; todavia, no estudo de Blantz essa ndo se mostrou
determinante para a reducdo da taxa de reabsor¢ao absoluta nos tibulos proximais

(BLANTZ et al., 1983).

Contudo, os resultados do presente estudo evidenciam que o tratamento com
insulina e, consequente, a normalizacdo da glicemia, foram capazes de diminuir o volume
de urina excretado nos animais diabéticos tratados, mostrando ter um efeito benéfico
sobre a fungao renal, e, desta forma, proporcionando aos animais diabéticos tratados uma
normaliza¢do também do consumo de agua. Esses achados foram observados quando
avaliados tanto em 15 quanto 30 dias de protocolo, mostrando que o tratamento com
insulina manteve a normalizacdo desses parametros de fun¢do renal ao longo do periodo

estudado.

O aumento no consumo de alimento pode ocorrer nos animais diabéticos como
uma resposta ao estado semelhante ao jejum que esses ratos se mantém, no qual ndo ha
liberacdo de insulina apds a alimentagdo. Sabe-se que o estdmago produz substancias
como a grelina em resposta a fome; os niveis de grelina no plasma aumentam durante o
jejum e diminuem apoés a ingestdo de glicose e lipidios (NONOGAKI, 2008). Ja foi
observado aumento no RNA mensageiro de grelina no estbmago de ratos diabéticos por
STZ (SONMEZ et al., 2015), assim como h4a um aumento de pelo menos 2 vezes a
concentragdo de grelina no plasma desses ratos ap6és 1 dia da indugdo do diabetes com
STZ, sugerindo que esse hormonio possui uma contribui¢do para o desenvolvimento do
estado de hiperfagia que comega a partir do 3 dia da inducao do diabetes (GELLING et
al., 2004). Vale destacar que com a administracao de insulina no grupo DTI a quantidade
de comida consumida assim como de fezes excretada foi normalizada, observando-se

valores semelhantes aos dos ratos do grupo C, tanto em 15 quanto em 30 dias de
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acompanhamento. Tais resultados em conjunto sugerem que o tratamento com insulina

induz efeitos benéficos no controle metabolico em ratos diabéticos por STZ.
5.2. Avaliacdes da morfometria e funcio cardiaca

O coragdo dos ratos diabéticos apos 30 dias de hiperglicemia cronica apresentaram
diversas alteragdoes na morfometria, como aumento do didmetro da cdmara do VE no final
da diastole, medida que caracteriza a maior dimensao cardiaca, assim como diminui¢ao
da espessura da parede posterior do VE e da espessura relativa de parede. Essas alteracdes
na estrutura cardiaca s3o caracteristicas da cardiomiopatia dilatada do diabetes (CMPDD),
uma doenca que se manifesta principalmente nos casos de DM tipo 1 de origem autoimune
(SEFEROVIC; PAULUS, 2015) e é caracterizada por aumento das dimensdes
ventriculares e prejuizo de fungdo sistdlica e diastolica (MCNALLY et al., 2013). O
diagnostico e tratamento da CMPDD sao de grande importancia, pois os pacientes que a
possuem té€m risco de rapida progressao da doenga para insuficiéncia cardiaca congestiva

e arritmias (MCNALLY et al., 2013).

A cardiomiopatia dilatada surge em pacientes ndo diabéticos por motivos
genéticos como mutagdo em genes de diversas proteinas envolvidas na formagdo do
sarcomero cardiaco (SPUDICH, 2014), do citoesqueleto, do esqueleto nuclear, proteinas
mitocondriais e proteinas do transito de calcio (MCNALLY et al., 2013).Essas proteinas
podem ser afetadas também no estado do diabetes durante o desenvolvimento da
CMPDD, sendo que disfun¢do do endotélio da microvasculatura cardiaca, produtos finais
de glicagdo avangada (SEFEROVIC; PAULUS, 2015), estresse oxidativo (o que inclui
dano oxidativo causado por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio -ERONSs), morte
de cardiomiocitos e fibrose miocardica (LIU et al., 2014) participam desse processo. Esses
fatores levam a um remodelamento tecidual que resulta nas alteracdes morfométricas e

funcionais observadas na cardiomiopatia.

O principal substrato energético do coragdo sdo os acidos graxos. No estado de
diabetes apesar do aumento de glicose, acidos graxos livres e triacilglicerol no plasma,
nao hd aumento de acidos graxos livres no VE. Em conjunto, hd um aumento significativo
de substratos de reserva como triacilglicerol e glicogénio no VE. Também ja foi mostrado
que esses animais diabéticos diminuem a oxida¢do de forma anaerdbica com redugao da

atividade da hexoquinase (enzima reguladora da glicolise), assim como também possuem
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menor disponibilidade de ATP em tecido cardiaco. Desta forma, esses animais indicam
um condicionamento do metabolismo energético de forma que possa atuar sobre baixos
niveis energéticos (MALFITANO et al., 2015). Além disto, ¢ observado aumento de fator-
1 alfa induzido por hipdxia no VE de ratos diabéticos causando aumento de vascularizagao
no tecido antes que haja um processo isquemia (MALFITANO; DE SOUZA JUNIOR; et
al., 2014),sendo possivel que esse aumento seja uma resposta a maior necessidade de
oxigénio por esse tecido, devido ao aumento do condicionamento do metabolismo para
vias aerdbias, como a oxidacao de acidos graxos, que o coragdo passa a atuar de maneira

acentuada e ao baixo nivel de ATP.

Associado a modificacdo no metabolismo energético, o estado catabolico citado
anteriormente presente nos animais com falta de horménio insulina, no qual ocorre quebra
de proteinas e lipidios, sendo possivelmente uma tentativa de geracdo de energia por vias
alternativas, assim como do aumento da via ubiquitina-proteassoma em musculatura
esquelética levando a degradagdo proteica, pode se assemelhar com as alteragdes que
ocorrem em nivel de musculo cardiaco, que ¢ um musculo em constante atividade e que
necessita de muita energia. A hipotese de maior degradacdo tecidual corrobora com os
achados do presente trabalho que mostrou diminui¢do de massa do VE no grupo D em
relagdo ao grupo C, mas que pode estar associado ndo somente a atrofia de células, como
também a uma menor densidade de cé€lulas cardiacas funcionais, considerando que
existem dados sobre aumento de fatores apoptdticos e fibrose no coragdo de ratos
diabéticos (MALFITANO et al., 2010).FE importante destacar que o prejuizo no
metabolismo energético classico esta possivelmente associado as mudancas de estrutura
cardiaca observadas nos animais diabéticos por STZ, pois o tratamento com insulina,
normalizando glicemia, restabeleceu os parametros de morfometria no coragao dos ratos

do grupo DTI.

Acredita-se que o remodelamento cardiaco tem influéncia nas disfungdes que o
acompanha na CMPDD, como as disfun¢des no processo de sistole e de diastole. A
disfungao sistolica pode ser observada pela reducao da fracdo de encurtamento, podendo
na CMPDD existir uma fragdo de ejecdo preservada ou, mais comumente, diminuida
(SEFEROVIC; PAULUS, 2015). O modelo de DM tipo 1 induzido por STZ resulta em
um fendtipo da doenca semelhante a esse descrito. No nosso presente estudo, os animais

do grupo D ndo apresentaram diferenca quanto a fracao de ejec¢do, no entanto, mostraram
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uma fracdo de encurtamento reduzida em relacdo ao grupo controle. O trabalho de
Malfitano e colaboradores de 2015 nao encontrou prejuizo da funcao sistolica de ratos
diabéticos por STZ apds 30 dias de protocolo, ndo havendo redu¢do tanto da fracdo de
ejecao quanto da fragcdo de encurtamento (MALFITANO et al., 2015), em contrapartida
existem estudos mostrando disfunc¢do sistolica e diastolica nos ratos diabéticos por STZ
ap6s 30 dias, sendo a disfungdo sistolica caracterizada tanto por reducdo da fracdo de
ejecao quanto da fracao de encurtamento (LE DOUAIRON LAHAYE etal., 2011; WICHI
et al., 2007).

Esse déficit no processo de contracdo pode ser explicado pela disfungdo no
processamento de calcio pelos cardiomiocitos. Ja foi observado em ratos diabéticos por
STZ aumento de fosfolamban, uma proteina chave na regulagdo da Ca®"ATPase do
reticulo saco(endo)plasmatico (SERCA?2), inibindo sua agdo por diminuir sua afinidade
com o calcio. Assim como também foi demonstrada diminui¢ado de expressdo de SERCA2
e de receptor rianodina ligado a liberagao de calcio do reticulo sarcoplasmatico (RyR) nos
ratos diabéticos de 6 semanas, sendo que em 4 semanas j& havia menor afinidade aparente
do reticulo sarcoplasmatico pela recaptacido de céalcio nos animais diabéticos. De forma
importante, o tratamento com insulina por 6 semanas nesses animais diabéticos foi capaz
de normalizar a expressdo das proteinas envolvidas no processamento de célcio, assim
como restaurar a capacidade contratil do coracao(ZHONG et al., 2001).Deve-se levar em
consideragdo um conhecimento concreto na literatura de que a sinaliza¢dao da insulina a
partir da ativacdo de seu receptor participa da regulagdo da transcri¢ao e translagao de
varios genes (MOULE; DENTON, 1997), inclusive no miocardio (DECKER et al., 1995;
VELLOSO et al., 1998), podendo ela atuar sobre as proteinas que controlam o transporte

de calcio causando melhora dessa disfungao.

A disfuncao diastolica € uma das manifestagodes clinicas iniciais da cardiomiopatia
diabética, aparecendo antes inclusive da disfuncdo sistolica. Ela ¢ caracterizada por
aumento da rigidez da parede ventricular e aumento do tempo de relaxamento diastolico
(LIU et al., 2014). Os animais do grupo D do presente trabalho apresentaram diminuig¢ao
da relagdo E/A, aumento do tempo de desaceleracdo da onda E e maior tempo de
relaxamento isovolumétrico corrigido pela frequéncia cardiaca, caracterizando assim uma
disfuncéo diastélica neste grupo. E importante destacar, no entanto, que o tratamento com

insulina e a normalizacdo da glicemia, interessantemente, apesar de terem conseguido
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restaurar a massa ventricular, assim como outros parametros de morfometria e funcao
sistolica, ndo foi capaz de reverter a disfuncao diastdlica, sendo que os trés parametros de
funcdo diastolica descritos como alterados no grupo D permaneceram prejudicados no

grupo DTL.

Diversos ensaios clinicos utilizando tratamentos de insuficiéncia cardiaca sistolica
em pacientes com insuficiéncia cardiaca devido a uma disfung¢ao diastdlica e com fragao
de ejecao preservada, ja foram feitos e esses tiveram resultados desapontadores por essas
terapias serem ineficazes nesses pacientes; sugerindo que as disfungdes diastolica e
sistélica possuem diferentes tipos de patogenia (JEONG; DUDLEY, 2015).Nossos
resultados corroboram tais achados, mostrando que o tratamento com insulina nos ratos
diabéticos normalizou a fungao sistolica, mas nao diastélica, sugerindo que existem outros
fatores envolvidos no desenvolvimento da disfungdo diastdlica precoce em ratos

diabéticos mesmo apos normalizagdo da glicemia.

Hé estudos que mostram que a insuficiéncia cardiaca diastélica, uma doenga que
¢ a causa de grandes indices de morbi e mortalidade e que ndo possui terapias efetivas
para diminuir suas complicagdes nos pacientes, resulta de alteracdes energéticas no
miocérdio, provenientes de um metabolismo energético alterado e aumento de estresse
oxidativo (BATES et al., 2014). De fato, o relaxamento do miocardio ¢ um processo
dependente de energia. A energia requerida pelo miocardio pode ser dividida
esquematicamente em 3 componentes: o metabolismo basal, a energia usada na sistole e
a energia usada na diastole. A energia do metabolismo basal ¢ usada para manter a
integridade das estruturas cardiacas e para as reagdes bioquimicas de sintese necessarias
para o crescimento. Apesar da energia usada durante a sistole corresponder a geragao de
for¢a, sendo ATP hidrolisado pela atividade da actina-miosina ATPase, pouca energia ¢
esperada que seja usada durante o acoplamento excitacdo-contracdo em si(LORELL;
GROSSMAN, 2012). Ja& a diéstole necessita de energia para voltar o célcio do
sarcoplasma para o reticulo sarcoplasmatico, assim como para expulsar o calcio que
entrou na c€lula durante a fase platoé do potencial de acdo; e mesmo que a troca sddiocélcio
ndo seja em todo um mecanismo com gasto de energia, muitas vezes € necessario expulsar
o calcio utilizando a via sdédio-potassio ATPase, tendo também bombas de célcio
dependentes de ATP. Sendo assim, quando a produgao de ATP ¢ limitada, o calcio pode se

manter fixo a troponina por parte ou durante toda a diastole causando uma diminui¢ao do
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tempo de relaxamento isovolumétrico e da distensibilidade do miocardio(POULEUR,

1990).

Em um interessante estudo recentemente publicado por Tocchetti e colaboradores
de 2015, foi avaliada a respiragdo de mitocondrias isoladas de cardiomidcitos de cobaias
diabéticas por STZ e cobaias diabéticas tratadas com insulina, o complexo I ndo
apresentou diferenca entre os grupos, no entanto, para o complexo II e IV houve uma
diminuicdo da capacidade respiratoria, avaliada pelo substrato desses complexos
respiratérios, e esse prejuizo estava inclusive mais acentuado nos coragdes de cobaias
diabéticas tratadas com insulina (TOCCHETTI et al., 2015). Nesse estudo de Tocchetti, o
tratamento com insulina nao foi capaz de reverter a disfungao de contratilidade cardiaca,
porém quando os coracdes das cobaias diabéticas eram tratados com palmitato, um acido
graxo, com capacidades antioxidantes, houve efeito benéfico na fungdo contratil dos
cardiomidcitos dos animais diabéticos; provavelmente por esse acido graxo possibilitar
um menor estresse oxidativo e uma maior producao de energia em conjunto, considerando
que acidos graxos sdo os substratos energéticos principais ao coracdo (TOCCHETTI et

al., 2015).

Um dos motivos que pode explicar o porqué a reposic¢ao insulina ndo € suficiente
para normalizar todos os danos do diabetes ¢ o fato de que o tratamento com insulina
exdgena em pacientes com DM tipo 1, ainda os deixa sujeitos a variagdes da glicemia
durante o dia. Essa varia¢do glicémica ¢ comumente observada através dos niveis de
HbAlc; entretanto, a HbAlc somente explica menos de 25% da variagdo no risco de
desenvolvimento de complicagdes em pacientes diabéticos, ndo se correlacionando com
a variabilidade da glicemia nesses pacientes durante o dia (EL-OSTA et al., 2008). Nos
animais tratados com insulina, também observa-se variagdes da glicemia, considerando
esse um fator de risco independente da HbAlc. Em estudo da influéncia de pico de
hiperglicemia transitéria em camundongos ndo diabéticos, através da inducdo de
hiperglicemia durante 6 horas e depois normalizacdo dela por 6 dias, El-Osta e
colaboradores em 2008 mostraram que a hiperglicemia induziu importantes alteragdes
epigenéticas que levaram ao aumento da expressdo da subunidade p65 do fator nuclear
kappa beta (NF-kb) que perduraram mesmo apds os 6 dias de normalizacao da glicemia

(EL-OSTA et al., 2008). Isso nos leva a concluir que os picos hiper e hipoglicémicos que
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possam ocorrer em animais diabéticos tratados com insulina ainda podem alterar

importantes fatores em seus organismos.

Desta forma, outras medidas para atenuar esse prejuizo remanescente t€ém sido
estudadas. O tratamento com insulina em ratos Wistar machos diabéticos por STZ, levou
a um pobre controle glicémico no trabalho de Melling e colaboradores de 2013,
evidenciando-se que ainda permaneciam prejuizos de funcdo cardiaca e de densidade
ossea decorrentes do diabetes. Entretanto, nesse estudo o tratamento com insulina
associado ao treinamento fisico foi capaz de amenizar esses efeitos deletérios,
demonstrado pelo aumento do débito cardiaco e da relacdo E/A dos animais diabéticos
(MELLING et al., 2013).Em outro trabalho com associagdo do tratamento com insulina e
exercicio fisico, o tratamento com insulina sozinho nao foi capaz de normalizar a fungao
sistolica, nem a diastolica de animais diabéticos medidas pela técnica de Langendorft;
somente quando combinado ao treinamento fisico, 0 mesmo foi capaz de normalizar o
prejuizo sobre a fungdo sistolica, ainda sem alteracdo benéfica na funcao diastélica (LE
DOUAIRON LAHAYE et al., 2011). Deve-se considerar que ambos os trabalhos
iniciaram o tratamento com insulina ap6s cinco dias € uma semana da inducao por STZ,
respectivamente, tempos nos quais ja se observa aparecimento do prejuizo cardiovascular
e autonomico (MAEDA; FERNANDES; LULHIER; et al., 1995; MAEDA;
FERNANDES; TIMM,; et al., 1995; MONCKTON; PEHOWICH, 1980; YAGIHASHI,
SIMA, 1985).

No trabalho de Lahaye e colaboradores em 2011, foi sugerido que a ineficacia dos
dois tratamentos associados em normalizar a disfun¢do diastdlica tinha haver com o tempo
empregado de protocolo (8 semanas), lembrando que a disfuncao diastolica surge antes
da disfungdo sistolica e sendo assim envolve provavelmente um mecanismo mais

comprometido (LE DOUAIRON LAHAYE et al., 2011).

O fato de o treinamento fisico ser capaz de atuar sobre essas disfungdes cardiacas
mesmo sem a normaliza¢do dos indices glicémicos, como evidenciado pela melhora da
funcdo contratil de ratos diabéticos por STZ treinados em esteira (DE ANGELIS;
OLIVEIRA; et al.,, 2000), indica que existem diferentes fatores envolvidos no
desenvolvimento dessas complicagdes cardiacas. Considerando que algumas dessas

complicagdes podem ser revertidas e/ou atenuadas sem a normalizacdo da glicemia
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através do treinamento fisico, se tornam necessarios mais estudos mostrando se esse
mecanismo pelo qual o treinamento fisico age causando seu efeito benéfico envolve o
prejuizo residual remanescente deixado ao sistema cardiovascular mesmo apds o
tratamento com insulina, como pode ser observado pela permanéncia da disfuncdo

diastdlica neste modelo.
5.3. Pressao arterial e frequéncia cardiaca

A diminuic¢do da PA e FC nesse modelo de DM induzido por STZ é bem conhecida
(DALL’AGO et al.,, 2002; DE ANGELIS; OLIVEIRA; et al., 2000; MAEDA,
FERNANDES; LULHIER; et al., 1995) e tem sido associada a prejuizos no sistema
cardiovascular assim como em seus mecanismos de regulacdo. A reducdo da PA pode
decorrer de alteracdo da resisténcia vascular periférica (BRANDS; CLOUD, 2003).No
entanto, em estudo de Freitas e colaboradores em 2015 nao foi observada diferenga na
resisténcia vascular periférica total nos ratos diabéticos por STZ (FREITAS et al., 2015).
No entanto, estudos evidenciam que o débito cardiaco estd reduzido nos animais
diabéticos (DEBLIEUX et al., 1993; FREITAS et al., 2015; PAULSON et al., 1988) ¢ um
dos motivos seria a diurese osmotica provocada pela hiperglicemia (JACKSON;
CARRIER, 1983). Outro motivo que se pode considerar ¢ o prejuizo da contratilidade
cardiaca que pode ocorrer, conforme discutido anteriormente, por diminui¢do de proteinas
importantes envolvidas no processamento de calcio (ZHONG et al., 2001), assim como
aumento de estresse oxidativo. Como o treinamento fisico em animais diabéticos
consegue restaurar a PA para os valores observados no controle e esse treinamento
também restaura débito cardiaco, contratilidade ventricular e FC, acredita-se que a
diminui¢do da PA observado nos animais do grupo D seja relacionada a prejuizo desses
fatores (DE ANGELIS; OLIVEIRA; et al., 2000; FREITAS et al., 2015; HARTHMANN
et al., 2007). Desta forma, a normalizagdo da PA observada no grupo DTI pode estar
associada a melhora da FC e da funcao sistolica cardiaca observada nesses animais,

promovendo melhora do débito cardiaco.

E interessante notar que a PA em pacientes diabéticos se correlacionou
positivamente com o tempo de aparecimento da doenca e de forma menos clara foi
associada com a dose de insulina usada (KEEN et al., 1975). H4 um aumento da PA em

pacientes DM dependentes de insulina ao longo do tempo, principalmente por

53



comprometimento renal (VIBERTI et al., 1987). Neste sentido, durante o tempo de nosso
estudo, nao houve alteragao na PA no grupo DTI, permanecendo com valores semelhantes

aos do grupo C.

Ja a FC diminuida nos animais diabéticos pode ndo sé estar relacionada com a
disfun¢ao autondmica prejudicando a regulagdo importante desse sistema sobre o coragao
e nodo sinoatrial (DE ANGELIS et al., 2002), como também ¢ sugerido que a
hiperglicemia cause prejuizo da geragdo de impulso pelo nodo sinoatrial, o que se reflete
também no prejuizo da frequéncia cardiaca intrinseca (DE ANGELIS; OLIVEIRA; et al.,
2000; MAEDA; FERNANDES; TIMM; et al., 1995; SENGES et al., 1980).

No presente estudo, o tratamento com insulina foi capaz de restaurar aos valores
tanto a PA quanto a FC no grupo DTI, assemelhando-se aos observados no grupo controle.
Quanto aos fatores descritos acima como capazes de influenciar na FC e que foram
avaliados neste presente estudo, a frequéncia cardiaca intrinseca, o tonus vagal e o tonus
simpatico cardiacos obtiveram melhora ap6s a normalizacdo da glicemia no grupo DTI.
Podendo, desta forma, sugerir que a restauragdo da FC esteja associada com a
normalizagdo da fun¢dao autondmica sobre o nodo sinoatrial, bem como com o

restabelecimento da FC intrinseca.

5.4. Avaliacdo autonomica cardiovascular

Em pacientes diabéticos ¢ observada disfun¢do autondmica, uma complicagdo
cronica do diabetes, denominada como neuropatia autonomica diabética e que possui
prevaléncia entre 20 a 70% da populagao diabética dependendo do estudo (FLEISCHER,
2012) e do critério usado para identificacio (POP-BUSUI et al., 2010). Ziegler e
colaboradores em 1992, usando a avaliagdao da variabilidade da FC através da analise
espectral detectaram que cerca de 25,3% da populagdo diabética tipo 1 e 34,3% dos
diabéticos tipo 2 possuiam alguma alteragdo na modulag¢do autondmica sobre o coragao,

0 que ¢ chamado de neuropatia autonomica cardiaca.

No presente trabalho foi observada uma diminui¢do do tonus simpdtico e
parassimpatico sobre o corag@o dos ratos no grupo D. Isso vai de acordo com dados de
diversos outros trabalhos que mostram prejuizo no controle do sistema nervoso

autonOmico sobre o coracao desses animais, mais caracterizado pela diminui¢do da sua
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atuacdo no coragdo e um consequente desbalanco entre os dois sistemas (simpatico e
parassimpatico). As alteragdes referentes a disfuncdo autondmica ja podem ser
observadas nesse modelo de diabetes a partir do terceiro dia apos a indugdo por STZ
(MONCKTON; PEHOWICH, 1980; YAGIHASHI; SIMA, 1985). No nosso grupo ja se
observou disfuncdo autondmica, caracterizada por reducdo do tonus vagal sobre o
coragdo, 5 dias apds a indugdo do diabetes (MAEDA; FERNANDES; TIMM,; et al.,
1995). Tem-se que a disfungdo autondmica ocorre primeiramente como um prejuizo no

nervo vago que segue cronicamente afetando os nervos simpaticos também.

A hiperglicemia cronica tem sido apontada como promotora de progressiva
disfungdo em nervos, afeta nervos autondomicos e em paralelo outros nervos como os
periféricos, causando variados tipos de neuropatias. As neuropatias sdo conhecidas por
afetar primeiramente fibras longas, o que vai de acordo com o fato da manifestagdo
precoce da neuropatia autondmica sobre o nervo vago que € responsavel por cerca de 75%

da atividade parassimpatica (POP-BUSUI et al., 2010).

Existem autores que sugerem que a disautonomia no diabetes seja decorrente de
uma depressdao da transmissdo de impulso na sinapse ganglionar desses neurdnios,
desencadeada pela hiperglicemia (CAMPANUCCI et al., 2010). Desta forma, ganglios
simpaticos suscetiveis ao desenvolvimento de neuropatia devido ao diabetes foram
identificados, como ¢ o caso dos ganglios celiaco € mesentérico superior, enquanto o
ganglio do nervo cervical superior € resistente a esse desenvolvimento (CARROLL et al.,
2004). Também ja foi mostrado que esses nervos que desenvolvem a neuropatia diabética
sdo mais suscetiveis a acao de estresse oxidativo do que o nervo cervical (SEMRA et al.,

2006).

Pode-se assim concluir que a disfun¢do autondmica caracterizada pela redugao do
tonus simpatico e vagal no coragao dos ratos diabéticos esteja envolvida com producao
aumentada de estresse oxidativo devido ao estimulo hiperglicémico, defeitos no
metabolismo energético e na microcirculagdo desse tecido, considerando que no grupo
DTI, com a normalizagdo da glicemia, houve um restabelecimento do tonus autonomico

sobre o coragdo, associado com melhora do estresse oxidativo.

O prejuizo do sistema nervoso autdnomo sobre o coragdo pode ser detectado antes

que haja alguma alteracdo clinica no sistema cardiovascular, isto ¢ feito através da
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avaliacdo da variabilidade da frequéncia cardiaca e da pressao arterial sistolica, que sao
parametros cardiovasculares modulados diretamente, a todo o momento, mesmo no

repouso, por estimulos autonomicos.

O primeiro trabalho que mostrou alteracdo da FC e da variabilidade da FC em
diabéticos antes de qualquer alteracdo ou sintoma clinico de neuropatia, foi de Murray e
colaboradores em 1975. Foi constatada uma variabilidade da FC reduzida nos pacientes
diabéticos independente de aparecimento de alguma complicagdo, sendo que se dividido
o grupo diabético entre os que apresentavam sintomas de retinopatia proliferativa, o
prejuizo da variabilidade da FC era ainda maior, observado pelo pardmetro no dominio

do tempo, que avalia a distribui¢do da variacao de intervalos R-R (MURRAY et al., 1975).

E importante destacar que uma variabilidade da FC mais preservada apos infarto
do miocardio foi capaz de predizer menor mortalidade dessa populagdo, mostrando-se a
importancia de um sistema nervoso autonomico adequado atuando sobre o sistema
cardiovascular para que haja seu bom funcionamento ¢ menores indices de morbi e

mortalidade (BIGGER et al., 1992).

Considerando o acima exposto, nos animais do grupo D podemos observar o
prejuizo na variabilidade da FC, através da diminui¢ao do desvio padrao do intervalo de
pulso e da variancia do intervalo de pulso nesse grupo. Existem diversos estudos
avaliando sistema nervoso autonomico e sua modulacdo sobre o coragdo que obtiveram
achados em ratos diabéticos em acordo com o nosso (MOSTARDA et al., 2009;
RODRIGUES et al., 2013; SILVA et al., 2012). Todavia, ¢ importante destacar que o
tratamento com insulina no presente estudo foi capaz de restabelecer esses dois

parametros avaliados no grupo DTI.

Em relagdo a variabilidade da PAS, foi encontrada redu¢do da variancia da PAS
no grupo de ratos diabéticos, também semelhante ao mostrado anteriormente em outros
trabalhos do grupo onde ¢ encontrado prejuizo na modulagdo autondémica da pressao
arterial sistélica (MOSTARDA et al., 2009; RODRIGUES et al., 2013; SILVA et al.,
2012), sendo que com a reducdo adicional do desvio padrao da PAS quando além de
diabéticos, os ratos também sdo hipertensos, como no caso de SHR induzidos diabetes

por STZ (BRANDS; CLOUD, 2003). Essa diminuicao da variancia da PAS indica uma
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modulagdo da PAS prejudicada nesses animais, o que perdurou mesmo apos o tratamento

com insulina no grupo DTI.

Além da avaliagao da modulacao autondmica e do tonus cardiaco, 0 mecanismo
barorreflexo ¢ considerado na literatura como um marcador para avaliagdo da funcao
autondmica (IRIGOYEN et al., 2005). O barorreflexo ¢ um mecanismo para regulagdo da
pressdo arterial de forma rapida e reflexa. Variagdes na pressao arterial sdo captadas por
barorreceptores localizados no arco da aorta e no seio carotideo. Essas variagdes fazem
com que sinais sejam enviados por nervos aferentes até o sistema nervoso central, onde
ird retornar uma reposta por nervos eferentes, direto ao coracao, resultando em taquicardia
ou bradicardia, dependendo do estimulo inicial ter sido de redu¢do da PA ou de aumento,
respectivamente. Os nervos eferentes do sistema barorreflexo que atuam sobre o coracao
sdo nervos do sistema nervoso autdnomo, nervos simpaticos para a resposta taquicardica

€ 0 nervo vago para a resposta bradicardica (IRIGOYEN et al., 2005).

Além disto, a diminui¢do da resposta do barorreflexo sobre o coragdo as variagdes
de pressdo, o que corresponde a menor sensibilidade desse sistema, foi relacionada com
maiores indices de mortalidade em pacientes pos-infarto do miocardico (LA ROVERE et
al., 1998). Foi mostrado que pacientes que possuiam a sensibilidade barorreflexa mais
preservada, possuiam uma curva de mortalidade menor; em conjunto esse estudo mostrou
que a reabilitacdo desses pacientes com exercicio fisico, levava a diminui¢do da
mortalidade somente se os individuos respondessem melhorando a sensibilidade
barorreflexa (LA ROVERE et al., 2002). Sendo assim a melhora do controle nervoso
autonomo sobre o sistema cardiovascular parece ser um fator determinante de mortalidade
e de melhora no estado de pacientes infartados (LA ROVERE et al., 2002). Essa relagao
de pior prognostico com piora da sensibilidade barorreflexa também foi observada em
outras doengas cronicas. No caso de ratos diabéticos por STZ, nosso grupo ja evidenciou
prejuizo desse sistema de regulacdo de pressdo arterial, o que conseguiu ser restaurado
pelo treinamento fisico (HARTHMANN et al., 2007; MOSTARDA et al., 2009; SILVA et
al., 2012).

No presente trabalho foi observado prejuizo de ambas as algas do barorreflexo nos
animais diabéticos, similar a outros trabalhos que avaliaram a sensibilidade barorreflexa

em ratos diabéticos (HARTHMANN et al., 2007). No entanto, o tratamento com insulina
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s0 se mostrou eficaz em reverter o prejuizo na resposta bradicardica, permanecendo com
redugdo da sensibilidade barorreflexa para a resposta taquicardica nos animais do grupo
DTI. De fato, nesse modelo de diabetes ¢ observada disfun¢do autonomica, que pode ser
caracterizada pelo prejuizo das respostas taquicardicas e bradicardicas do barorreflexo,

que sao dependentes da modulagdo de nervos simpaticos e parassimpaticos.

E interessante notar que o tratamento com insulina no presente trabalho, apesar de
normalizar o tonus simpatico e parassimpatico sobre o coragdo, nao foi capaz de
restabelecer a resposta taquicardica do mecanismo barorreflexo, sugerindo que o prejuizo
que permanece pode estar relacionado com alguma outra estrutura envolvida nesse
mecanismo de ajuste de pressdo arterial além da via eferente. De fato, o prejuizo nesse
sistema pode ter origem nas vias eferentes e aferentes das duas al¢as de resposta do
barorreflexo, sendo essas vias mais comumente estudadas. No entanto, pode ocorrer
também por alteragdes da mediagao central desse reflexo ou dos receptores do sistema
nervoso autonomo no coracdo (DE ANGELIS et al., 2007). Em estado de hiperglicemia
observado no coragdo de ratos diabéticos, houve diminui¢ao de receptores pos-sinaptico
beta-1 de aproximadamente 45% e de beta-2 por volta de 27% dos valores observados em
ratos ndo diabéticos. O tratamento com insulina nos animais diabéticos conseguiu

restaurar somente de forma parcial essa redugdo de receptores adrenérgicos

(THACKERAY et al., 2013).

Estudos recentes mostram dados controversos quanto ao beneficio do tratamento
intensivo com insulina em pacientes diabéticos tipo 2, nos quais atingir os valores
adequados de hemoglobina glicada (<7%) através de controle glicémico intensivo foi
relacionado com desenvolvimento de neuropatia autonomica e morte subita(FLEISCHER
et al., 2015; POP-BUSUI et al., 2010).A utilizacdo da insulina para atingir a meta de
HbA Ic ndo se correlacionou com a varia¢do da glicemia que o individuo tinha durante o
dia. Em um trabalho que verificou os efeitos da varia¢do da glicemia sobre a variabilidade
da FC, foi observado que a hemoglobina glicada nao foi suficiente para refletir os
prejuizos glicémicos, especialmente em pacientes com disfungdo autondmica, sendo
obtida baixa correlagdo entre a variagao glicemia e os valores de Hb1 Ac (FLEISCHER et
al., 2015). Desta forma, podemos sugerir que o prejuizo observado nos ratos diabéticos
tratados com insulina no controle autonémico cardiovascular (mais especificamente na

variabilidade da PAS e no barorreflexo), mesmo ap6s atingir um bom controle glicémico,
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tenha relacao com os danos causados pela variacao da glicemia que ainda ocorre durante

o dia mesmo sob tratamento com insulina exdgena.

5.5.  Avaliacoes de estresse oxidativo

A hiperglicemia ¢ considerada como o principal fator que desencadeia as
complicacdes do diabetes, o estado de hiperglicemia ndo s6 induz o aumento de estresse
oxidativo nos tecidos como aumenta a formacao de produtos finais de glicagcdo avancada,
que sdo formados por consequéncia da alta concentragdo de glicose sanguinea que se liga
de forma nio enzimdtica a proteinas e lipidios, principalmente oxidados (LIU et al.,
2014).Uma das formas que a hiperglicemia leva a aumento de estresse oxidativo € pela
ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona e/ou aumento de atividade do
sistema nervoso simpaticoBRANDS; CLOUD, 2003; DHALLA et al., 2014), no qual
aumenta a quantidade de angiotensina Il que desencadeia apoptose, fibrose, inflamagao
vascular e dano oxidativo (LIU et al., 2014). Além disto, o estresse oxidativo pode se
originar no reticulo endoplasmético ou na mitocondria, assim como através de outros
mecanismos a exemplo a NADPH oxidase, causando prejuizo da funcdo celular e até

mesmo morte da célula (LIU et al., 2014).

No presente trabalho foi observada maior lipoperoxida¢do no tecido cardiaco pelo
método de TBARS no grupo D em relagdo ao grupo C. A técnica TBARS quantifica
malondialdeidos no tecido que ¢ um metabolito da quebra por oxidacao de lipidios, reacao
de oxidagdo que depende da presenca de metais de transicdo para ocorrer(SILVA et al.,
2011). Esse dano oxidativo foi revertido no grupo DTI, os quais apresentaram também

normalizac¢do da glicemia com o tratamento insulinico.

Outra técnica utilizada para verificar oxidagdo lipidica ¢ a quimiluminescéncia
(QL), sendo que nessa técnica ndo foi observada diferenca entre os trés grupos estudados
neste trabalho. O treinamento fisico ja se mostrou eficiente em reduzir a lipoperoxidagao
avaliada por QL em ratas diabéticas menopausadas, o que foi associado com melhora de
fun¢do cardiaca nesses animais (QUINTEIRO et al., 2015). Sabe-se que o treinamento
fisico leva a uma adaptacao da resposta antioxidante, deixando os sujeitos que o praticam
regularmente, mais tolerantes ao estresse oxidativo e a lipoperoxidagdo gerada por ele
(SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). Neste caso, a diminui¢do de lipoperoxidagao atingida

com o treinamento fisico nas ratas diabéticas por STZ, diferentemente da redugdo
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apresentada pelo tratamento com insulina desta dissertacdo, ocorre sem haver alteragao
do estado hiperglicémico, pois o treinamento fisico ndo altera glicemia neste modelo de

diabetes.

Similarmente ao resultado da QL do presente estudo, a oxidacdo de proteinas
quantificada pelas proteinas carboniladas foi igual entre todos os grupos estudados. O fato
de se conseguir detectar oxidacao somente de lipidios, em semelhanga com o estudo de
Silva e colaboradores de 2011, sugere que os substratos bioquimicos possuem diferentes

suscetibilidades ao estresse produzido por essa doenca(SILVA et al., 2011).

Em relagdo as enzimas antioxidantes avaliadas em tecido cardiaco, a catalase e a
glutationa peroxidase apresentaram suas atividades aumentadas no grupo diabético em
comparag¢do ao grupo controle. Esse resultado vai de acordo com outro trabalho recente
que foi o primeiro a mostrar um aumento significativo da atividade dessas duas enzimas
antioxidantes (CAT e GPx) em VE de ratos diabéticos por STZ ap6s 30 dias de protocolo
(MALFITANO; BARBOZA; et al., 2014). Sugere-se que esse aumento das defesas
antioxidantes ocorra como uma adaptagdo ao maior estimulo oxidativo nesses animais e
mesmo com maior atividade dessas enzimas antioxidante, ainda assim foi observado

maior dano oxidativo aos lipidios nos animais diabéticos.

A catalase ¢ uma enzima que atua especificamente sobre o peroxido de hidrogénio,
ndo atuando sobre perdxidos organicos. J& a glutationa peroxidase, atua sobre
hidroperdxidos organicos e inorgéanicos causando a reducdo deles através da sua ligacdo
na glutationa reduzida, resultando em glutationa oxidada e agua ou alcoois. O perdxido
de hidrogénio ¢ considerado uma espécie reativa de oxigénio ndo radicalar, ¢ um
intermediario que ¢ formado principalmente através da dismutagdo do radical anion
superoxido catalisada pela enzima superoxido dismutase (SOD) (VASCONCELOS et al.,
2007). O peroxido de hidrogénio pode se difundir rapidamente pelas células e em presenca
de metais de transicdo da origem ao radical hidroxila (BARREIROS et al., 2006). A alta
atividade das enzimas que envolvem a detoxificacao de hidroperoxidos nas células do VE

sugere que existe um aumento dessa ERO no tecido cardiaco dos animais diabéticos.

Pode-se ainda considerar o fato do peroxido de hidrogénio ser resultado da
dismuta¢do do radical anion superdxido, que ¢ um radical que j& foi mostrado que sua
producdo aumentada pela mitocondria ¢ relacionada a mecanismos envolvidos no inicio
da patogénese das complicacdes do diabetes (BROWNLEE, 2001, 2005). Sendo que o
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aumento de peroxido de hidrogénio pode estar ocorrendo por uma tentativa dessas células

em neutralizar o radical anion superdxido e impedir sua acao danosa.

Ja foi mostrado na literatura que mitocondrias isoladas de cardiomidcitos de
cobaias diabéticas por STZ apresentam menor producdo de perdxido de hidrogénio, o que
ndo foi seguido de aumento de expressdo de enzimas antioxidantes no citoplasma nem na
mitocondria (TOCCHETTI et al., 2015).No entanto, esse trabalho avaliou a expressao das
enzimas e nao a atividade; portanto, poderia estar havendo um aumento da atividade
dessas enzimas, como mostrado por nossos dados. Nesse trabalho de Tocchetti e
colaboradores de 2015, a mitocOndria de animais diabéticos tratados com insulina
apresentaram menor produ¢do de peroxido de hidrogénio também, o que foi relacionado
com o fato da insulina conseguir restaurar para os valores basais a produgdo de

NADH/NADPH (TOCCHETTI et al., 2015).

Existem algumas evidéncias que tentam explicar o mecanismo pelo qual ocorre
essa resposta de adaptagdao das células dos animais diabéticos que leva a aumento da
defesa antioxidante. Um estudo de Grootaert e colaboradores de 2015 mostrou em
camundongos com dele¢do de um gene essencial para autofagia nas células da
musculatura lisa vascular (que desenvolve aterosclerose com o tempo) que o defeito do
processo de autofagia leva a uma indu¢do do aumento da defesa antioxidante nessas
células. Também foi mostrado que o defeito no processo de autofagia desencadeava a uma
hipertrofia, aumento de depodsito de colageno e de migracdo de células imunes
(GROOTAERT et al., 2015). Deve-se salientar que a autofagia ¢ um processo muito
importante para retirar células prejudicadas e sustentar o processo de vida celular.
Existem trabalhos na literatura mostrando que de fato o processo de autofagia no coracao
de modelos experimentais de diabetes tipo 1 estd diminuido, assim como que a ativagao
desse mecanismo traz efeitos benéficos a funcao cardiaca desses animais (HE et al., 2013

e XU, X. etal., 2013).

Em contrapartida aos resultados obtidos no grupo D, os dados dessa dissertagao
mostraram que o tratamento com insulina foi capaz de restabelecer o estado de estresse
oxidativo no grupo DTI. O grupo de ratos diabéticos tratados com insulina, além de ter
normalizado o dano oxidativo a lipidios, tiveram uma normalizacdo da atividade de ambas
as enzimas antioxidantes estudadas, CAT e GPx, sugerindo que nao necessitavam deste

condicionamento positivo das defesas antioxidantes.
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No presente trabalho foi quantificada também a razao entre glutationa reduzida e
oxidada no VE. A glutationa ¢ um tripeptideo que pode atuar sequestrando radicais
hidroxila e oxigénio singleto antes que eles facam algum dano ao tecido, possuindo desta
forma agdo antioxidante ndo enzimatica (GIOIELLI, 2006; VASCONCELOS et al.,
2007).0 grupo D apresentou aumento na quantidade de glutationa tanto em sua forma
oxidada quanto reduzida e consequentemente estava aumentada a glutationa total neste
grupo. No entanto, quanto a medida da razio entre glutationa reduzida pela oxidada, ndo
houve diferenca entre os grupos, sugerindo que o grupo diabético apesar de ter maior
quantidade de glutationa oxidada, por possivelmente aumento de EROs, também tinha
maior quantidade de glutationa reduzida, conseguindo ainda manter um balango redox
final em equilibrio. Adicionalmente, o grupo de ratos diabéticos tratados com insulina
obteve normalizacdo destes parametros de estresse oxidativo relacionados a glutationa,
ndo sendo observadas diferengas na glutationa reduzida e oxidada em relagdo ao grupo

controle.

Novamente no estudo de Tocchetti e colaboradores de 2015, foi avaliada também
a emissdo de EROs, mais especificamente peroxido de hidrogénio, pela mitocondria de
cardiomidcitos de cobaias diabéticas por STZ e cobaias diabéticas tratadas com insulina.
A quantidade de EROs foi igual entre os dois grupos, no entanto, quando esses coragdes
foram expostos a estimulos estressantes como alta quantidade de glicose e betaadrenégico
(isoproterenol), a emissdo de EROs aumentou no grupo diabético; aumento que ndo
ocorreu no grupo tratado com insulina, mostrando em acordo com os dados desta
dissertacdo, os efeitos do tratamento com insulina em normalizar o balanco
redox(TOCCHETTI et al., 2015). Dessa forma, os nossos resultados mostrando
normalizac¢do de parametros de estresse oxidativo no grupo DTI nos levam a concluir que
o tratamento com insulina, com consequente normalizacdo da glicemia, causa um efeito
benéfico sobre o balango redox, o que provavelmente tem um papel positivo na atenuacao
das disfuncdes cardiacas e hemodinamicas associadas com este modelo experimental de

diabetes.

A capacidade antioxidante total ¢ uma técnica que quantifica antioxidantes nao
enzimaticos, a glutationa faz parte deste grupo, assim como outros compostos produzidos
pelo organismo, a exemplo a ubiquinona e o acido Urico. Em conjunto a eles, compostos
obtidos na dieta como vitamina E, C, beta-caroteno, entre outros também participam da
defesa antioxidante ndo enzimatica nos tecidos (VASCONCELOS et al., 2007).Essa
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medida foi aumentada no grupo D, permanecendo aumentada no grupo DTI. O aumento
da TRAP nos ratos diabéticos corrobora com o aumento de glutationa total, podendo
envolver ainda acumulo de outros antioxidantes ndo enzimaticos como parte do
condicionamento do sistema de defesa antioxidante do coragdo observado na situagdo de
hiperglicemia no diabetes. J4 no grupo DTI, esse aumento na TRAP pode estar
relacionado com a atividade antioxidante ja documentada da insulina(MONNIER et al.,

2013).

O fato do tratamento com insulina normalizar todos os parametros pesquisados de
estresse oxidativo no tecido cardiaco, com excecao da TRAP, indica que outros estudos
necessitam ser feitos para se entender a relagdo do estresse oxidativo com a disfuncao
diastolica, prejuizo barorreflexo e variabilidade da PAS que permanecem nesse modelo
de diabetes mesmo apds normalizacdo da glicemia. Deve-se considerara possibilidade de
que ainda assim, ERONs e dano oxidativo a nivel ndo pesquisado, podem estar

relacionados com essas disfun¢des remanescentes.

Considerando que a hiperglicemia cronica observada no diabetes leva aumento de
estresse oxidativo com impacto negativo sobre o endotélio da microvasculatura dos
diversos 6rgaos desencadeando complicagdes (DE HAAN; COOPER, 2011), como a
nefropatia diabética, que ¢ uma das principais causas de mortalidade entre os pacientes
com DM tipo 1 (BJORNSTAD et al., 2014), no presente estudo buscamos avaliar o
estresse oxidativo em tecido renal. Adicionalmente, deve-se considerar o papel

fundamental dos rins no controle da pressdo arterial (IRIGOYEN et al., 2005).

A taxa de glicose que atravessa os glomérulos por dia ¢ cerca de 180 gramas,
considerando uma pessoa normoglicémica, com concentragao de glicose no plasma entre
80 e 120 mg/dL. Sabe-se que existe uma relagdo linear da carga de glicose no filtrado
renal e de glicose no plasma, sendo assim em condi¢des de hiperglicemia, a quantidade
de glicose filtrada diariamente pelo rim aumenta respectivamente (CERSOSIMO et al.,
2014).Com o tempo ocorre a instalagdo de um quadro de microalbumintria e
macroalbuminuria que evolui causando diminuicao da taxa de filtragdo glomerular por

perda de néfrons (GOEL; PERKINS, 2012).

Shah e colaboradores ja mostraram em uma revisdo aumento de produgdo de EROs
e estresse oxidativo em diversos modelos de doenca renal cronica (SHAH,
2004).Adicionalmente, estudos mostram aumento da producdo de superdxido e de
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peréxido de hidrogénio em glomérulos isolados de ratos diabéticos (CHEN et al., 2000;
KOYA etal., 2003). Acredita-se que as principais fontes de producao aumentada de EROs
em modelos de nefropatia diabética ¢ através de enzimas como a NOX4 ou a 6xido nitrico
sintase (NOS) desacoplada, sendo que o aumento da expressao de NOX4, assim como de
desacoplamento de NOS ja foi observado em tecido renal de ratos diabéticos (RUIZ et al.,
2013). A diminui¢ao de estresse oxidativo renal, que pode ser induzida por ativagao de
fator nuclear (derivado de eritroide-2) tipo 2 (Nrf2), como por exemplo com o uso de um
fraco ativador desse fator de transcricdo chamado sulforafano, leva a caracteristicas
renoprotetoras € se mostrou capaz de atenuar a nefropatia diabética em modelo de diabetes
em ratos por STZ(RUIZ et al., 2013). A diminui¢do de estresse oxidativo através de
treinamento fisico também ja se mostrou capaz de melhorar fun¢do renal em modelo de
camundongos diabéticos tipo 2 (ISHIKAWA et al., 2012), assim como o treinamento
fisico em ratos diabéticos por STZ com sua acdo benéfica conhecida sobre o estresse
oxidativo, levou a uma atenuagao do aumento de excre¢do de TBARS e da diminuigao de
eliminacdo de creatinina e ureia nesses animais, melhorando fun¢@o renal (RODRIGUES

etal., 2011).

Neste presente estudo, observou-se no grupo de animais diabéticos aumento de
lipoperoxidagdo em tecido renal quando medida tanto pela técnica de QL quanto pela
técnica de TBARS. De forma semelhante também houve maior oxida¢cdo de proteinas
medida por quantidade de carbonilas nesse tecido. E interessante notar que esse aumento
na oxidac¢do do tecido renal nos animais diabéticos ocorreu mesmo com a resposta
adaptativa de aumento das defesas antioxidantes, semelhante a observada em tecido
cardiaco, na qual foi evidenciada aumento da atividade da enzima antioxidante GPx. Tal
resposta adaptativa pode ser interpretada como um possivel mecanismo protetor para o
estado de aumento de estresse oxidativo induzido pela hiperglicemia cronica observada
neste modelo experimental de diabetes. Todavia, ndo observamos diferenca na capacidade

antioxidante total (TRAP) no rim entre os trés grupos.

No estudo de Palma e colaboradores de 2013, o tratamento com insulina também
foi capaz restaurar os valores aumentados de TBARS no grupo diabético avaliado em
tecido renal, hepatico e no plasma (PALMA et al., 2014). Concluimos assim, a partir dos
resultados do presente trabalho, que o tratamento com insulina normalizou nao sé o dano
oxidativo ao tecido renal, mas também igualou ao grupo controle a atividade da GPx.
Sabendo que o estresse oxidativo possui um importante papel no desenvolvimento das
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complicagdes devido ao diabetes e a hiperglicemia, a melhora da funcao renal avaliada na
gaiola metabodlica observada pela normalizagdo no volume urinario, bem como a
normaliza¢do da PA dos ratos do grupo DTI, podem estar associadas com a melhora no

estado de estresse oxidativo dos animais diabéticos tratados com insulina.
6. CONCLUSAO

Nossos achados confirmam disfungdo metabolica, cardiovascular ¢ autondmica, além de
alteracdo em tecido renal, em ratos diabéticos por STZ. Além disto, o tratamento com
insulina NPH por 30 dias em ratos diabéticos foi capaz de normalizar a glicemia, a massa
corporal € o volume urinario, a PA e a FC, a morfometria e a fungao sistolica cardiaca, o
controle autondmico cardiaco, a variabilidade da frequéncia cardiaca e estresse oxidativo

em tecido cardiaco e renal.

Todavia, o resultado mais importante observado neste trabalho, foi que o
tratamento com insulina nao foi capaz de reverter a disfungao diastdlica, do barorreflexo
e da variancia da PAS, sugerindo um risco cardiovascular remanescente mesmo apos a

obtencao de um bom controle glicémico neste modelo experimental de diabetes tipo 1.

Os nossos dados alertam para a importancia de se monitorar outras variaveis além da PA
e FC para avaliagdo do cardiovascular de portadores de diabetes tipo 1, como a
sensibilidade barorreflexa, a variabilidade da PA e o ecocardiograma, que podem ser
realizadas clinicamente, oferecendo informagdes mais precisas sobre o risco
cardiovascular e possiveis complicagdes associadas ao diabetes. E importante ainda
destacar que nossos resultados reforgam a necessidade da busca de outras terapias para
serem utilizadas em associagdo com o tratamento com insulina no manejo do risco
cardiovascular em portadores de diabetes tipo 1. Tal afirmacao baseia-se no fato de que
independentemente de se atingir um bom controle glicémico e normalizagdo de varios
parametros cardiovasculares e renais, a disfun¢do autonomica e diastolica cardiaca
permanecem mesmo com a reposi¢do de insulina em modelo experimental de diabetes,
sugerindo que tais disfuncdes estejam relacionadas a maior mortalidade observada em

diabéticos tipo 1.
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Protocolo de Pesquisa referente ao Projeto n® AN00O11-2014

Titulo do Projeto: Efeito da reposigio com insulina nas alteragoes

cardiovasculares ¢ metabélicas induzidas pelo diabetes experimental

I()riemador: Kitia De Angelis

I Aluna: Sarah Cristina Ferreira Freitas

Objetivos: Avaliar o efeito da terapia de reposigdo insulinica nas alteragdes

cardiovasculares ¢ metabilicas observadas no diabetes experimental por estreptozotocina.

Avaliar em ratos apos 30 e 60 dias de acompanhamento os seguintes parimetros:

1 metabdlicos: peso corporal, glicemia, ¢ urinarios (polidipsia, poliuria, glicosuria,

proteinuria ¢ uremia);

"1 fungdo cardiaca por ecocardiograma (morfométricos, sistolicos e diastolicos):
cardiovasculares (pressdo arterial, PA, ¢ fregiiéncia cardiaca, FC);

T sensibilidade dos pressoreceptores;

I controle autondmico (efeito do simpdtico ¢ parassimpatico);

[ modulagdo Autondomica Cardiovascular (variabilidade da FC ¢ da PA):

[0 estresse oxidativo no ventriculo esquerdo (lipoperoxidagio por quimiluninescéncia.

balango redox pela razdo glutationa oxidada/reduzida, proteinas carboniladas, catalase,

glutationa peroxidase, superoxido dismutase e capacidadade antioxidante total).

Métodos: Para isso, serd utilizado ratos wistar machos divididos em trés grupos: Gn‘:po C:
controle: Grupo D: diabético e Grupo DTI: diabético tratado com insulina. A
administracio de insulina serd ministrada duas vezes ao dia. A glicemia serd mensurada
nos tempos 30 e 60 dias, nestes tempos também serd feita andlise bioquimica da urina.
Com relagdo a fungdo cardiaca serd feito o registro hemodindmico e andlises de controle
autondmico ¢ modulagio autondmica. Quanto ao cstresse oxidativo serdo avaliadas as
_ medidas de lipoperoxidagio por quimiluminescéneia, substdncias reativas do dcido
Tiobarbitirico (TBARS), dosagem de proteinas carboniladas. glutationa total e glutationa
oxidada ¢ também serd feito andlise da atividade de enzimas antioxidantes como a
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx).0s métodos
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estdo de acordo.

Animais (procedéncia, raga, linhagem, nimero de animais, peso, sexo):
Rattus novergius albinus. Raga: Wistar

biotério da Universidade Nove de Julho

idade - 10semanas

peso - 230-260g

sexo - machos

24 animais

Condigaes de alojamento e nutrigiao:

Os animais serdo obtidos do Biotério de criagio da Universidade Nove de Julho.
Alimentagio: Alimentacdo ad libitum

Fonte de dgua: Agua da tomeira

Lota¢do - Nimero de animais/area 5 animais

Exaustdo do ar; Nao ]

Temperatura ambiente 22°C 2

Medidas para evitar estresse ¢/ou dor nos animais:

Niio se aplica

Procedimento Anestésico e/ou Analgésico (incluir dose e vias de administragao):
* Farmaco - Ketamina

Dose (Ul ou mg'kg) 80mgkg

Via de administragdo - intraperitoneal

Farmaco - Xilazina
Dose (Ul oumg/kg) 12mgikg
Via de administragiio - Intraperitoneal

Farmaco: Buprenorfina

Dose (Ul ou mg/kg) 0,05 a 0,1mg/Kg
Via de administragdo - Subcutineo
Frequéncia - A cada 8-12 horas
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Eutandsia:
Decapitagiio e as carcagas serdo armazenadas em cdmara fria, até retirada pela empresa
especializada, Método de eutandsia justificado

Pertinéncia e valor cientifico do estudo proposto:
Este estudo seri relevante, pois visa compreender o efeito da terapia de reposigdo
insulinica nas alteragdes cardiovasculares ¢ metabdlicas observadas no diabetes

experimental por estreptozotacina.

Apresentado a este Comité para anilise ética, foi considerado:

(X) Aprovado, sendo que este projeto deverd permanccer arquivado por 05 (cinco)
anos nesta Secretaria.

( ) Com pendéncia (relacionar), devendo o Pesquisador encaminhar as modificagdes
sugeridas, e iniciar a coleta de dados somente apis a aprovagio do projeto por este Comité.
( ) Nao-Aprovado

mentario:

- Cabe ao pesquisador claborar ¢ apresentar ao CEUA-UNINOVE, o relatério final sobre a
pesquisa (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais - Lei N® 11.794 -8 de outubro de
2008).

&
Sio Paulo, 26 de margo de 2014

b{_//b&'%&/\m} ON—

Prof. Dra. Karin Marie Van Der l!leijden Cardenes
- Coordenadora do Comité de Ftica no Uso de Animais
Universidade Nove de Julho
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Universidade Nove de Jubo

Protocolo de Pesquisa referente ao ADENDO 01 do Projeto n° An0011/2014

Titulo do Projeto; Efeito da reposico com insulina nas alteragdes cardiovasculares e metabolicas induzida pelo diabetes
experimental. Projeto n® AN0011-2014

[Orientador: Katia De Angelis / Mestranda: Sarah Cristina Ferreira de Freitas ]

Parecer ao Adendo

A CEUA da UNINOVE em reunido ordinéria no dia 18 de margo de 2015 APROVOU o ADENDO 01 do Projeto
An0011/2014 que solicitou o uso de mais 12 (doze) ratos para a finalizagdo do projeto, considerando a alta mortalidade
conforme evidenciado em literatura e no decorrente estudo.

Sao Paulo, 18 de margo de 2015.

WM
Prof. Dra. Karin Marie Van Der Heijden Cardenes

Vice-Coordenadora do Comité de Etica no Uso de Animais
Universidade Nove de Julho
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