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Resumo

Paulini J. Influéncia dos barorreceptores na evolugdo da cardiomiopatia e
da nefropatia diabética em ratos [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,

Universidade de Sao Paulo; 2011. 154p.

Esta bem documentada a importancia da disfungdo autonémica na
evolucdo das complicagdes do Diabetes. Adicionalmente, novas e
consistentes evidéncias indicam que o controle reflexo da circulagcédo
comandado pelos baroreceptores poderia ser um marcador prognostico
precoce no Diabete melito, clinico e experimental. No presente projeto,
testamos a hipétese de que a disfuncdo barorreflexa interfere no
desenvolvimento da nefropatia e cardiomiopatia diabética por alterar a
modulagdo autondmica comandada pelos barorreceptores arteriais sobre
vasos e coragdo. Foram utilizados ratos Wistar machos (230 a 260g)
divididos em 4 grupos experimentais: controle (GC, n=9), diabético (GD,
n=11), desnervado (GCD, n=9) e desnervado diabético (GDD, n=8). Apos 7
dias de desnervacdo sinoaortica, foi realizada a indugéo do diabetes (DM)
por estreptozotocina (STZ). Foram realizadas avaliagdes metabdlicas, teste
de toleréncia a glicose e avaliagbes ecocardiograficas durante a terceira
semana do protocolo. A partir dos 28 dias de protocolo foram realizados
registros diretos da pressédo arterial (PA) e avaliagbes da sensibilidade
barorreflexas, da modulagdo autonémica cardiovascular (variabilidade da

frequéncia cardiaca e da PA sistdlica), analise dos fluxos sanguineos



regionais e avaliagdes renais ex —vivo. Os grupos diabéticos (GD e GDD)
apresentaram aumento da glicemia e redugéo do peso corporal, da PA e da
freqUéncia cardiaca quando comparados com os grupos nao diabéticos (GC
e GCD). Os grupos diabéticos apresentaram uma maior area de resposta
sob a curva de resposta glicémica quando comparados aos grupos controle,
indicando assim uma intolerancia maior a glicose. Nos paréametros
morfométricos, o septo interventricular (SIVDIA) mostrou-se menor nos
grupos diabéticos quando comparados ao GC. A parede posterior do
ventriculo esquerdo (PPDIA) mostrou-se diminuida somente no grupo
diabético. Com relagdo ao tamanho da cavidade do ventriculo esquerdo na
diastole (VEDIA), observou-se uma tendéncia a aumento em todos os
grupos quando comparados ao controle. A massa do ventriculo esquerdo
(MVE) foi menor no grupo diabético em relagdo ao controle e maior nos
grupos submetidos a DSA quando comparados ao GC.

A funcgao sistdlica foi avaliada pela fragdo de ejecdo (FE), na qual nao foi
observada diferenga entre os grupos estudados. A fungdo diastdlica foi
avaliada pelo tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) que foi maior no
grupo diabético quando comparado ao controle. Ja o grupo desnervado
apresentou valores proximos ao do GC. Entretanto, o grupo desnervado
diabético apresentou valores menores de TRIV quando comparado aos
animais apenas diabéticos. Disfuncdo autondmica, avaliada pela
sensibilidade barorreflexa, pela variabilidade da FC (VFC) e da PA sistdlica
(VPAS), foram observadas nos grupos GD, GCD e GDD em relagéo ao

grupo C. Os fluxos sanguineos analisados nesse protocolo (coronariano,



pulmonar, renal e muscular) apresentaram-se reduzidos em todos os grupos
experimentais quando comparados ao GC. O grupo submetido a SAD
mostrou uma redugdo mais acentuada em todos os fluxos sanguineos
estudados. A resisténcia vascular periférica total encontra-se aumentada em
todos os grupos analisados com um aumento maior nos grupos diabéticos.
O débito cardiaco mostrou-se reduzido em todos os grupos estudados, em
especial no grupo desnervado diabético, quando comparados com o GC.
Com relagdo ao indice cardiaco, também observamos uma redugdo em
todos os grupos, com uma redugdo maior nos grupos diabéticos sendo que a
desnervagéo nao foi capaz de atenuar essa redugdo no grupo desnervado
diabético. A avaliagao renal mostrou um aumento da pressao de perfusao do
GD, acompanhado por um aumento significativo na resisténcia vascular
renal, no fluxo urinario, no ritmo de filtragdo glomerular. Dessa forma, os
resultados obtidos no presente trabalho fornecem evidencias de que o papel
homeostatico do baroreflexo é essencial no curso das alteragdes cardiacas e
renais tanto em animais normoglicémicos como nos hiperglicémicos, por sua
acao nao sb6 no controle das variagbes momento a momento (labilidade)
como também interferindo em alteragdes sustentadas da PA, como
observado nesse trabalho. Esses resultados poderdo dar suporte a estudos
populacionais que associam maior sensibilidade do baroreflexo com melhor
prognostico e sobrevida apos evento cardiovascular em individuos

diabéticos.

Descritores: Diabetes mellitus, Desnervacgao sinoadrtica,Barorreflexo,

Cardiomiopatia, Nefropatia e Fluxo Sanguineo.



ABSTRACT

Paulini J. Baroreceptor influence on the evolution of diabetic cardiomyopathy
and nephropathy in rats [thesis]. Sao Paulo: Faculty of Medicine, University

of Sdo Paulo (Brazil); 2011. 154p.

It is well documented the importance of autonomic dysfunction in
microvascular complications of diabetes. Additionally, new and consistent
evidence indicates that the reflex control of movement is controlled by the
baroreceptors could be an early prognostic marker in diabetes mellitus,
clinical and experimental. In this project, we tested the hypothesis that
baroreflex dysfunction interferes with the development of nephropathy and
diabetic cardiomyopathy by altering the autonomic modulation controlled by
the arterial baroreceptors on heart and blood vessels. We used male Wistar
rats (230 to 260g) were divided into four groups: control group (n = 9),
diabetic (GD, n = 11), denervated (GCD, n = 9) and diabetic denervated
(GDD, n = 8). After 7 days of sinoaortic denervation was performed we induced
diabetes (DM) by streptozotocin (STZ). We evaluated metabolic, glucose
tolerance test and echocardiographic evaluations during the third week of the
protocol. After 28 days of protocol records were taken direct blood pressure
(BP) and baroreflex sensitivity assessments of cardiovascular autonomic
(heart rate variability and systolic BP), regional blood flow analysis and
evaluations kidney ex vivo. Diabetic groups (GD and GDD) had higher blood

glucose and reduced body weight, blood pressure and heart rate when



compared with non-diabetic groups (GC and GCD). Diabetic groups showed
a larger response area under the glycemic response curve when compared
to control groups, thus indicating an increased glucose intolerance. The
morphometric parameters, interventricular septum (IVSD) was lower in both
diabetic groups compared to CG. The back wall of the left ventricle (PPDIA)
was reduced only in diabetic mice. Regarding the size of the cavity of the left
ventricle during diastole (Vedia), there was a tendency to increase in all
groups compared to control. The left ventricular mass (LVM) was lower in the
diabetic group compared to control, and higher in the groups submitted to
DSA when compared to CG.

Systolic function was evaluated by ejection fraction (EF), in which there was
no difference between groups. Diastolic function was evaluated by isovolumic
relaxation time (IVRT) was greater in the diabetic group compared to control.
The denervated group showed similar to the CG. However, the denervated
diabetic group showed lower values of IVRT as compared to diabetic animals
only. Autonomic dysfunction, as assessed by baroreflex sensitivity by HR
variability (HRV) and systolic (VPAS) were observed in groups GD, GCD and
GDD than in group C. The blood flows analyzed in this protocol (coronary,
pulmonary, kidney and muscle) were reduced in all experimental groups
compared to CG. The group submitted to SAD showed a marked reduction in
all blood flows studied. The total peripheral vascular resistance is increased
in all groups with a greater increase in the diabetic group. Cardiac output was
reduced in all groups, especially in denervated diabetic group compared with

the GC. With respect to cardiac index, we also observed a reduction in all



groups, with a greater reduction in the diabetic group and that denervation
was not able to mitigate this reduction in denervated diabetic group. The
evaluation showed an increase in renal perfusion pressure of the GD,
accompanied by a significant increase in renal vascular resistance, urinary
flow, the glomerular filtration rate. Thus, the results obtained in this study
provide evidence that the homeostatic role of the baroreflex is essential in the
course of changes in both heart and kidney as in hyperglycemic animals
normoglycemic by acting not only in control of changes moment to moment
(lability) as well as interfering with sustained changes in BP, as observed in
this study. These results could support population studies linking higher
sensitivity of the baroreflex with a better prognosis and survival after a

cardiovascular event in diabetic subjects.

Keywords: Diabetes mellitus, denervation sinoaodrtica, Baroreflex,

cardiomyopathy, nephropathy and Blood Flow.
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1. Introducgao

1.1 Diabetes

Define-se diabetes mellitus (DM) como uma doenga crénico-
degenerativa caracterizando-se por ser uma sindrome de etiologia multipla,
decorrente da falta e/ou incapacidade da insulina exercer seus efeitos,
caracterizando-se por hiperglicemia crénica, com disturbios do metabolismo
de carboidratos, lipidios e proteinas (Sociedade Brasileira de Diabetes,
2009).

De acordo com estimativas da Organizagdo Mundial de Saude (WHO,
2005), a prevaléncia mundial que foi de 4%, (135 milhdes de portadores) em
1995, esta projetada para, 5.4% no ano de 2025 (300 milhdes de pessoas)
representando um aumento na incidéncia de 122% (King e cols., 1998). S6
nos paises do continente americano a prevaléncia da populagao diabética
podera chegar a 64 milhdes até o ano de 2025. Enquanto que no Brasil,
estes numeros serdo em torno de 11,6 milhdes até a mesma data, sendo
atualmente o sexto pais com maior incidéncia de casos no mundo (King e
cols., 1998).

Estes indices vém crescendo em decorréncia de varios fatores,
tais como processo de modernizacdo, maior taxa de urbanizacéao,
industrializacdo, habitos alimentares inadequados, inatividade fisica,
obesidade, estresse, aumentos da expectativa de vida e maior sobrevida das

pessoas com diabetes (Zanetti, 1996; Tavares, 1997). Além desses fatores



que propiciam o aparecimento do diabetes, existem outros, talvez de cunho
sécio-econdmico, que aumentam a morbi-mortalidade da doenga. Na maioria
dos paises aproximadamente 50% dos pacientes desconhecem sua doenca,
por isso ndo se tratam e cerca de 20 a 30% dos que conhecem a doenca,
ndo fazem nenhum tipo de tratamento (Malerbi & Franco, 1992). Geralmente
apos a manifestacéo clinica de alguma de suas complicagdes cronicas, de
forma casual, 68% dos casos de diabetes sdo diagnosticados, fato pelo qual
cerca de dois tergcos da populagcdo de diabéticos correm o risco de
apresentarem tais complicagbes em virtude da demora no diagnostico da
doenca (Gagliardino et al., 2002).

O diabetes normalmente vem acompanhado de complicacbes
cronicas caracteristicas, geralmente denominadas de doenga microvascular
(especifica do diabetes), doenga macrovascular (aterosclerose com inicio
mais precoce no diabetes) e doenga neuropatica. Estas complicacbes
ocorrem tanto no diabetes tipo 1 como no diabetes tipo 2, embora com
algumas diferengas: a doenga macrovascular € a maior causa de
morbimortalidade no diabetes tipo 2, provavelmente pela idade de inicio e
sindrome metabdlica associada. A doenca microvascular manifesta-se com
maior frequéncia e intensidade no diabetes tipo 1, provavelmente pela maior
duragédo da doenga e maior gravidade no quadro glicémico (Duncan, 1996).
Vale ressaltar que a causa mais frequente de mortalidade no diabetes é a
doenca cardiovascular, sendo a principal responsavel pelo pior progndstico

nestes pacientes (Muir et al., 1992).



Estudos de Framingham demonstraram que a hiperglicemia diabética
dobra o risco de desenvolvimento de doencas cardiocirculatérias nos
homens e triplica nas mulheres (Muir et al., 1992). Além disso, os mesmo
autores demonstraram que individuos diabéticos apresentam maiores riscos
de lesbes coronarianas, insuficiéncia cardiaca congestiva, infartos
recorrentes, arritmias e choque cardiogénico, quando comparados a
populacao nio diabética.

As anormalidades vasculares que levam a nefropatia e a retinopatia
diabéticas sao também identificadas na circulagao sistémica. Sendo assim, é
plausivel que o desenvolvimento de alteragdes funcionais precoces, que por
sua vez conduzem a neuropatia diabética e a disfungdo autonémica, seja em
parte resultante de anormalidades neurovasculares (Cameron & Cotter,
1994). De fato, o sistema nervoso periférico esta frequentemente
comprometido em pacientes diabéticos (Pickup & Williams, 1994).

A neuropatia diabética autonbmica € uma importante e frequente
complicagdo do diabetes e esta associada a alta morbidade e mortalidade
em pacientes sintomaticos (Ewing et al., 1980, Vinik, 1992),. Entre suas
maiores manifestacbes clinicas encontram-se taquicardia de repouso,
intolerancia ao exercicio, hipotensao ortostatica, constipagao, gastroparesia,
disfungao erétil, fungdo neurovascular alterada e insuficiéncia autonémica
hipoglicémica. A neuropatia autondmica cardiovascular € a mais estudada e
clinicamente mais importante forma de neuropatia autonémica diabética. A
neuropatia autondmica cardiovascular resulta da lesdo de fibras nervosas

autonbmicas que inervam o coragao e 0s vasos levando a anormalidades do



controle da frequéncia cardiaca e da dindmica vascular. A reducdo da
variabilidade da frequéncia cardiaca é o mais precoce indicador de
neuropatia cardiovascular (Ziegler D,1994, Fazan et al., 1997).

O aumento da mortalidade associado a neuropatia autondémica
cardiovascular pode estar relacionado a alteragbes no controle
cardiovascular, incluindo atenuacido do controle reflexo autonémico levando
a hipotensdo ortostatica, infarto do miocardio ndo acompanhado de
sensagao dolorosa e morte subita (Page & Watkins, 1978), esta
possivelmente determinada por episodios de dessaturacdo (Neumann et al.,
1995) ou arritmias. Existem evidéncias de que a disfungdo simpatica
cardiaca no diabetes envolve areas de desnervacéo (distal) tanto quanto
areas de hiperinervagao (proximal) do ventriculo esquerdo, o que facilitaria
as arritmias malignas por alterar a estabilidade elétrica e/ou comprometer o
fluxo sanguineo miocardico (Stevens et al., 1998).

Individuos diabéticos sdo mais predispostos a insuficiéncia cardiaca
congestiva, independentemente da presengca de doenga coronariana ou
hipertensdo. Isto é possivel pela presenca da chamada cardiomiopatia
diabética, evidenciada por estudos experimentais, clinicos, patolégicos e
epidemiologicos. A cardiomiopatia diabética provoca mudangas estruturais e
funcionais em individuos diabéticos. Cerca de 60% destes pacientes,
normotensos, tém disfungdo sistélica, diastdlica e reducdo do consumo
maximo de oxigénio (VO, max.) (Zaslavsky et al., 2005; Brandemburg et al.,

1999).



Modelos experimentais pelo uso de agentes diabetogénicos como
a estreptozotocina (STZ) e o aloxano tém sido usados na inducdo do
diabetes experimental em ratos, tendo se demonstrado eficiente no
estudo das alteragdes da fungao ventricular esquerda (Wichi et al., 2007,
Borges et al., 2006), bem como do sistema nervoso autonémico (Junod et
al., 1969; Vadlamudi & McNeill, 1983). As varias complicagdes crbnicas
micro e macrovasculares, além dos desequilibrios hidroeletrolitico e da
homeostase, estdo presentes também no diabetes experimental (Schaan
e cols, 2001). Ratos tratados com estreptozotocina desenvolvem quadro
de polidipsia, maior volume extracelular (listrup e cols., 1981) e urinario,
refletindo a diurese osmatica provocada pela hiperglicemia (Junod e cols.,
1969), além de microalbuminuria (Schaan e cols, 2001). Estudos do
nosso grupo tém demonstrado que o diabetes induzido por STZ produz
bradicardia e alteracdo de reflexos cardiovasculares (Dall'Ago e cols.,
1997; De Angelis e cols., 2000; Maeda e cols., 1995; Oliveira e cols.,
1997; Schaan e cols., 2004; De Angelis e cols., 2009). Tais alteragdes
ocorrem precocemente 5 dias apdés a administracdo de STZ (Maeda e
cols., 1995) e persistem por periodos de, pelo menos, até 80 dias (De
Angelis e cols., 2000).
Embora seja um modelo de deficiéncia de insulina, muitos animais
sobrevivem sem sua administragao por longos periodos (Fazan et al., 1997),
permitindo o estudo das complicacdes do diabetes ndo controlado. Dessa

forma, o diabetes experimental induzido por estreptozotocina , tem sido



usado por varios investigadores na busca de melhor compreensao das
alteracdes da cardiomiopatia diabética e do controle autonémico.

Os diabéticos tém alto risco para a doenga macrovascular (doenga
cardiovascular, 3 a 4 vezes, e cerebrovascular, 2 a 3 vezes), e esta € sua
principal causa de morte (Kannel & Mc Gee, 1979). Diversos fatores de risco
passiveis de interveng¢ao, como a nefropatia diabética e hipertensao arterial
sistémica estdo associados ao maior comprometimento cardiovascular

observado nesses pacientes diabéticos.

1.2 Nefropatia Diabética

A nefropatia diabética € uma complicacdo que acomete cerca de 30%
a 40% dos pacientes, esta associada a um aumento da mortalidade e evolui
inexoravelmente para a perda progressiva de fungdo renal, necessitando o
uso de medidas de reposicdo da fungio renal através de hemodialise e de
transplante (Ritz e cols., 1999).

A doenga renal no diabético pode se desenvolver lenta ou
rapidamente, levando o paciente a insuficiéncia renal crénica. O declinio
funcional do rim dos diabéticos pela nefropatia € previsivel e progressivo.
Depois de instalada a nefropatia, a perda mensal da funcéo renal varia de
0,5-1%.

Existem evidéncias de que fatores genéticos e ambientais corroborem

para o aparecimento da nefropatia diabética.



A nefropatia é resultado de uma somatéria de fatores hemodinamicos
e metabdlicos sobre a microcirculagao renal, que culminam com a esclerose
glomerular. Os fatores hemodinamicos exercem um papel-chave na génese
da lesao renal, através de anormalidades na hemodinamica intraglomerular,
dos efeitos deletérios da hipertensao arterial sistémica e via produgao renal
de citocinas. lgualmente importantes, sdo as consequéncias metabdlicas da
hiperglicemia, que por diversos mecanismos, induzem lesbdes renais

(Zanella, 2006).

A doenca renal do diabetes melitus ndo-controlado pode evoluir quase
sempre com esclerose glomerular e atrofia tubular, com perda total de
funcdo renal, levando o paciente a dialise ou ao transplante renal (Bruno &
Gross, 2000, Lagranha e cols, 2007). Segundo Zanella (2006), durante a
evolugdo da doenga, um numero progressivamente menor de néfrons segue
funcionando adequadamente. Na teoria mais consistente, os glomérulos dos
néfrons ainda funcionantes sofreriam um processo de hipertrofia devido a
hiperperfusdo consequente, a redugao do leito capilar glomerular total e a
vasodilatagao de suas arteriolas aferentes. Essa hiperperfusdo levaria a uma
hipertensao glomerular, com consequente hiperfiltragdo glomerular e a lesédo
das estruturas glomerulares. Essas alteragcdes funcionais e morfologicas
determinam o aparecimento de proteinuria, sendo esse intenso trafico de
proteinas lesivo as estruturas tubulares (tanto por seu préprio metabolismo,

como por suas substancias agregadas).



Diversos fatores de risco tém sido descritos para a nefropatia
diabética, entre eles, o grau de hiperglicemia, a duragdo do diabetes, a
presenca de hipertensao arterial, fatores genéticos, entre outros (Ritz e cols.,
1999); neste sentido, marcadores de nefropatia diabética estdo sendo
enfaticamente procurados e a presenca de microalbuminuria € um dos
fatores predisponentes mais estudados. A presenga de microalbuminuria
estd associada, de mesma forma, aos fatores de risco da nefropatia
diabética, a resisténcia insulinica e a sindrome metabdlica (Isomaa e cols.,

2001).

O aumento da taxa de filtragdo glomerular (TFG) tem sido um achado
frequente no diabetes (Allen e cols., 1997; Bank e cols., 1993; Komers e
cols., 1994; Komers e cols., 1996; Tolins e cols., 1993; Tomlinson e cols.,
1992) que, em longo prazo, pode responder pela perda progressiva de
funcdo renal atribuida a hiperfiltracdo (De Angelis e cols., 2002) e,
consequente, nefroesclerose (D'Agord e cols., 2001). O mecanismo proposto
para explicar o aumento da TFG no diabetes ndo esta totalmente
esclarecido. Mas a maior parte dos trabalhos sugere a hipotese de
alteracdes hemodinédmicas glomerulares, mediadas por modificagdes de
sistemas hormonais intra-renais (Allen e cols., 1997). Além disso, alteragcbes
de tdnus neurogénico periférico sobre o rim, especialmente aquelas
moduladas pelo barorreflexo podem estar contribuindo para este achado,

embora nao existam informagdes sobre isso na literatura.



1.3 Cardiomiopatia Diabética

A cardiomiopatia diabética é vista, atualmente, como resultado de
complexas relacdes entre anormalidades metabdlicas que acompanham o
diabetes e suas consequéncias moleculares, levando a alteracdo da
estrutura e fungdo miocardica (Poornima et al., 2006).

Estudos experimentais sobre a funcdo miocardica em ratos diabéticos
por estreptozotocina mostraram insuficiéncia ventricular em coragdes
isolados perfundidos de animais expostos a isquemia por 48 horas, havendo
um acumulo intracelular de metabdlitos, aumento da oxidacdo de acidos
graxos e um efeito toxico nos sistemas enzimaticos intracelulares. O fato de
o tratamento agudo com insulina reverter as anormalidades induzidas pelo
diabetes leva a crer num fator metabdlico como causa das alteragdes
funcionais da célula miocardica no DM, (Gotzsche, 1986). Além disso, em
nosso laboratorio foi detectado prejuizo na fungao ventricular “in vivo” (Wichi
et al., 2004) e no coracdo isolado (De Angelis et al., 2000) de ratos
diabéticos

Resultados recentes sobre o curso temporal das alteragdes cardiacas
avaliadas pelo ecocardiograma em nosso laboratério mostraram que 30 dias
apos a administracdo de STZ, existe comprometimento da fungcédo e da
estrutura cardiaca. (Malfitano et al, 2004). Nesse estudo, a dilatagdo do
ventriculo esquerdo (VE) foi acompanhada de reducdo da espessura da
parede posterior do VE e do septo interventricular, indicando redugédo da

massa do VE, dados que corroboram os achados de Dobrzynki et al. que
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observaram reducao do peso do coracdo e da massa do VE associados a
disfuncéo cardiaca e renal 21 dias apos a administracéo de STZ.

Os mecanismos envolvidos nestas disfungbes ainda ndo estdo
perfeitamente esclarecidos, mas existem evidéncias consistentes do
envolvimento de alteragdes na frequéncia cardiaca intrinseca, no ténus
vagal e no controle reflexo de frequéncia cardiaca (barorreflexo e

quimioreflexo) neste prejuizo cardiovascular (De Angelis et al. 2002).

14 Controle Da Pressao Arterial

A perfusdo tecidual adequada € garantida pela manutencédo da forga
motriz da circulagdo - a pressdo sanguinea - em niveis adequados e
razoavelmente constantes, esteja o individuo em repouso ou desenvolvendo
diferentes atividades. A pressao, definida como forga/unidade de area, é
uma entidade fisica. A presséao arterial (PA), portanto, dependem de fatores
fisicos como o volume sanglineo e a capacitancia da circulagdo, sendo
resultante da combinagdo instantanea entre o volume minuto cardiaco (ou
débito cardiaco = frequéncia cardiaca x volume sistdlico), a resisténcia
periférica e a capacitancia venosa, que condiciona a pré-carga e, portanto, o
volume sistolico. Cada um destes determinantes primarios da PA é por sua
vez determinado por uma série de fatores (Michelini, 1999; Kaplan, 1998). A
manuten¢cdo (componente ténico), bem como a variagdo momento a
momento da PA (componente fasico) dependem de mecanismos complexos

e redundantes que determinam ajustes apropriados da frequéncia e
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contratilidade cardiacas, do estado contratil dos vasos de resisténcia e de
capacitancia e da distribuicdo de fluido dentro e fora dos vasos. A variacao
do tébnus vascular depende de diferentes fatores funcionais. Dentre eles,
destaca-se a atividade simpatica gerada centralmente e modulada por
aferéncias de diferentes reflexos e por substéncias vasopressoras ou
vasodepressoras circulantes ou produzidas pelas células da musculatura lisa
ou endoteliais. Um consideravel numero de evidéncias da suporte ao
aumento da atividade simpatica precocemente na hipertensdo (Dequattro e
Feng, 2002; Irigoyen e cols., 2001). Sabe-se que embora muitos reflexos
estejam envolvidos na modulagao da atividade simpatica, os barorreceptores
arteriais (alta pressao) sdo considerados o mais importante mecanismo de
controle reflexo da PA, momento a momento. A deformacéo da parede dos
vasos induzida por aumentos da PA gera potenciais de acdo que sao
conduzidos ao nucleo do trato solitario (NTS), no sistema nervoso central. A
partir dai, sdo produzidas respostas de aumento da atividade vagal e queda
da frequéncia cardiaca bem como de redug¢ao da atividade simpatica para o
coragdo e oOs vasos, contribuindo para a bradicardia, reduzindo a
contratilidade cardiaca e a resisténcia vascular periférica e aumentando a
capacitancia venosa. A menor sensibilidade dos barorreceptores €
provavelmente o maior determinante do aumento da variabilidade da PA
(Irigoyen e Krieger, 1998; Floras e cols., 1988) associada as consequentes
lesbes dos orgaos-alvo (Floras e cols.,, 1988). O controle reflexo da
circulagdo comandado pelos baroreceptores tem sido reconhecido também

como um importante preditor de risco apos evento cardiovascular. De fato, o
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estudo ATRAMI (Autonomic Tone and Reflexes After Myocardial Infarction)
forneceu evidéncias clinicas do valor progndstico da sensibilidade do
barorreflexo e da variabilidade da frequéncia cardiaca na mortalidade
cardiaca pos infarto do miocardio, independente da fragdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo e de arritmias ventriculares (La Rovere e cols., 1998).
Dessa forma, intervengdes no sentido de melhorar a sensibilidade do
barorreflexo e/ou a participagdo do parassimpatico cardiaco no controle da
PA e da frequéncia cardiaca tém sido vistas como novas estratégias no
manejo das doencgas cardiovasculares (La Rovere e cols., 2002).
Embora exista consenso de que no diabetes clinico e experimental
ocorre prejuizo do controle reflexo da circulagédo (De Angelis et al, 2000;
Loimaala, 2003), n&do existem dados sobre a contribuicdo da funcgéo

barorreflexa sobre a evolugao temporal da cardiomiopatia diabética.

1.5 Desnervacgao Sino-Aédrtica

A manutencédo da pressdo arterial (PA) envolve um controle rigido
mediado tanto por mecanismos periféricos quanto centrais.

O tamponamento das flutuagbes da PA evitando alteragdes na
perfusdao tecidual é uma das mais importantes funcdes dos reflexos
comandados pelos barorreceptores. Os pressorreceptores aorticos e
carotideos constituem-se em terminagdes nervosas livres na parede do vaso
e é considerado o mais importante mecanismo de controle momento-a-

momento da pressao arterial (PA) (Krieger e Michelini,1992). A comprovacao
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da acéo inibitéria dos pressorreceptores sobre a atividade simpatica € dada
pelo efeito hipertensor agudo apds sua a retirada. A secgao cirurgica das
fiboras aferentes dos pressorreceptores € denominada desnervacdo sino-
aortica (DSA) e foi descrita no rato por Krieger (1964). A DSA leva a uma
consequente ativacao de vias simpaticas principalmente para coracgao, rins e
vasos de resisténcia, provocando elevacdo da PA e aumento de sua
labilidade (Krieger, 1970, 1984).

Na fase inicial da DSA, o aumento da atividade simpatica e da PA é
predominante (lrigoyen e cols. 1988); ja na fase crdnica, a normalizagédo da
PA e atividade nervosa simpatica renal reflete o balango entre efeitos
opostos entre presso e quimiorreceptores (lrigoyen e cols. 1995). Uma
caracteristica importante deste modelo € o aumento da labilidade da
pressao, que se mantém mesmo apds a normalizagdo desta (Barres e cols.,

1992).

No inicio da década de 1980, Friberg e colaboradores (1982)
demonstraram que a variabilidade da PA (VPA) estava aumentada em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), se comparados a linhagens de ratos
normotensos. No ano seguinte, Mancia e colaboradores (1983), estudando
grupos de pacientes normotensos, com hipertensdo moderada e hipertensao
severa, demonstrou que havia um aumento da VPA quanto mais grave a
hipertensdo. Estes e outros estudos abriram caminho para o uso de um
modelo de alta VPA e sem hipertensdo, consistindo na DSA crénica (Su e
Miao, 2001), mesmo considerando a demonstracdo de que a DSA induz

alteracbes estruturais cardiovasculares, incluindo hipertrofia do coracédo e
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hipertrofia vascular (Su e Miao, 2001; Van Vliet e cols., 1996). De fato, nesse
trabalho, Van Vilet et al, demonstraram que a desnervacido carotidea
bilateral causava hipertrofia ventricular direita, enquanto a desnervacao
aortica e/ou sino-adrtica levava a hipertrofia ventricular esquerda, todas
essas alteracdes independentes de um aumento na pressao arterial. Dados
de nosso laboratério ndo publicados, entretanto, através da avaliacao
ecocardiografica, ndo identificaram alteracdes morfométricas em ratos, 26
dias apos a desnervagao sino-aortica (DSA), embora esse tipo de alteragao
tenha sido observado em outros tempos de desnervacado. (Da Silva ICM et
al, 2010; Mostarda et al, 2010). Além disso, dados anteriores de nosso
laboratorio (Oliveira et al, 1992) ndo mostraram diferencas dos efeitos da
DSA em ratos normais ou diabéticos por STZ. E sabido, entretanto, que a
DSA produz aumento da atividade simpatica periférica e labilidade da PA
agudamente, e mantém a labilidade da PA na fase cronica (20 dias ou mais)
(Irigoyen et al, 1995).

Considerando que dois dos principais marcadores da atividade do
sistema nervoso autbnomo s&o: a sensibilidade do barorreflexo e a
variabilidade da frequéncia cardiaca, bem como o fato de que a disfuncéo
autonbmica esta associada com um aumento da mortalidade, especialmente
em diabéticos, hipertensos e sujeitos com histéria de doenga cardiovascular
(Gerritsen et al, 2001) e, além disso, considerando a escassa informacéo
disponivel na literatura sobre a evolugado das lesbes cardiacas e renais do
diabetes e sua relagcdo com a modulacdo autondmica do coracdo e da

circulagdo, no presente projeto testamos a hipotese de que a desnervagao
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sino-adrtica crbnica, por alterar a modulacdo autonémica periférica
comandada pelos pressorreceptores arteriais, modifica o desenvolvimento
da nefropatia e cardiomiopatia diabéticas avaliadas 21 dias apos a

administracao de STZ.



OBJETIVOS
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2. Objetivo

Avaliar a influéncia da integridade dos pressorreceptores nos
parametros cardiovasculares e na funcdo renal no diabetes experimental

com 21 dias de duracao.

2.1 Objetivos Especificos

Avaliar em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina (STZ) com
ou sem desnervacgao sino-aortica:
1. As alteragdes bioquimicas e metabdlicas;
2. As alteragdes morfométricas e funcionais
cardiovasculares atraves da ecocardiografia;
3. A pressao arterial, frequéncia cardiaca e balango
autondémico usando a analise espectral;
4. A funcao renal em preparacédo de rim isolado, modelo
de perfusdo renal ex-vivo.
5. Os fluxos sanguineos regionais; o débito cardiaco,

indice cardiaco e a resisténcia vascular periférica total e regional.



MATERIAIS E METODOS
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3. Métodos

3.1 Animais e grupos

A presente tese teve a aprovagao do seu projeto pela Comissédo de
Etica para Analises de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica
do Hospital das Clinicas, Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo (numero de protocolo: 1064/04).

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

divididos em quatro grupos a seguir relacionados.

v GRUPO | - Controle (GC)- Foi submetido a cirurgia
sham de desnervagéo e acompanhados durante 28 dias (n=09).

v GRUPO Il — Diabético (GD) - O diabetes foi induzido
no inicio do protocolo (dia 1) e os animais foram acompanhados durante 21
dias (n=11).

v GRUPO Il - Controle Desnervado (GCD)- Foram

desnervados e acompanhados durante 28 dias (n=09).
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v GRUPO IV - Diabético Desnervado (GDD)- O
diabetes foi induzido 7 dias apds a desnervagao e acompanhados por 21

dias (n=08).

3.2 Delineamento Do Protocolo Experimental:

Semana 0: Realizagdo da desnervacao sino-aortica;
Semana 1 Indugdo do diabetes;

Semana 2: Acompanhamento do diabetes experimental, com primeira

medida da glicemia;

Semana 3: Avaliagdo em gaiola metabdlica e teste de tolerancia a glicose

GTT;

Semana 4: Avaliacéo ecocardiografica; Cateterizagado dos animais e

registro da PA e FC;
Experimentos com rim isolado (ex-vivo)
Analise de fluxos, resisténcias, indice e débito cardiaco.

Sacrificio dos animais e coleta de tecidos.

3.3 Diabetes induzido por estreptozotocina
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Apds jejum de 8 horas, os animais foram anestesiados com éter
etilico e o diabetes foi induzido por uma unica injecdo endovenosa de
estreptozotocina (STZ, 50mg/Kg, e.v., Sigma Chemical Company, St. Louis,
MO, EUA) na veia caudal (Rerup, 1970). A estreptozotocina foi dissolvida em
tampéao citrato (0,01M, pH 4,5) e injetada cerca de 5 minutos apds sua
diluicdo. Os animais controles foram injetados somente com tampao citrato
(Junod et al., 1969).

Quarenta e oito horas apds a indugado, os animais foram novamente
submetidos a jejum de 8 horas para verificar a agado da estreptozotocina. A
dosagem da glicemia foi realizada por hemoglicoteste, através de tiras
Advantage (Advantage - RocheR). Foram selecionados para os grupos

diabéticos os animais que apresentaram glicemia acima de 250 mg/dL.

3.4 Desnervacao Sino-Aodrtica

Foi utilizado o método de desnervagéao sino-aortica (DSA) descrito para
o rato por Krieger (1964), que consiste em uma incisdo mediana na regiao
cervical anterior (Figura 1), separagdo dos musculos pré-traqueais e
localizagdo bilateral do feixe vasculo nervoso (Figura 2), constituido pela
artéria carétida, nervo vago e tronco simpatico. As fibras pressorreceptoras
aorticas que trafegam junto ao tronco simpatico ou como nervo isolado foram
secionadas. O outro contingente de fibras adrticas que situava-se junto ao
laringeo inferior foi interrompido quando seccionou-se o laringeo superior ou

como fibras isoladas junto ao laringeo inferior (Krieger & Marseillan, 1964).
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Em um plano superior, a bifurcagao da carétida comum foi localizada (Figura
3, A e B), exposta e dissecada completamente nos dois lados (secionando-
se as fibras carotideas e destruindo-se o corpusculo carotideo). Logo ap0és,
o nervo laringeo superior foi secionado bilateralmente. O procedimento
cirurgico foi realizado mediante protocolo anestésico que se consistiu de
Ketalar (50mg/kg Parke-Davis, Brasil) + Rompun (10mg/kg Bayer, Brasil),
administrados por via intraperitoneal. Apds a cirurgia os animais receberam

0,2 ml de antibiotico intramuscular (Benzetacil, Fontoura-Wyeth, Brasil).

Figura 1 - Visdo ventral do animal, com incisdo expondo a musculatura do

pescogo.
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nervo recorrente ou

tronco simpatico + laringeo inferior

pressorreceptor adrtico

caroétida direita

Figura 2 - Visdo do feixe vasculo - nervoso, apos afastamento da

musculatura do pescocgo.

nervo T T

glossofaringeo ) nervo de
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superior | bifurcacéo pressorreceptores
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nervo pressorreceptor 7
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Figura 3 — Inervac&o na regido da bifurcagcédo da carétida. A: localizagdo do
nervo laringeo superior; B: detalhe da inervagdo do corpo carotideo e dos

pressorreceptores carotideos.
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3.5 Avaliagcoes Metabdlicas

3.5.1 Glicose Plasmatica e Teste de Tolerancia a Glicose (GTT)

As concentragbes de glicose sanguineas foram determinadas usando
Accu-Check Advantage Blood Glucose Monitor (Roche Diagnostic
Corporation, Indianapolis, IN).

Para a avaliacdo da glicemia foram coletadas amostras de sangue
(100 wl) dos diferentes grupos experimentais apos jejum de 6 horas. Os
ratos diabéticos que apresentaram niveis plasmaticos de glicose inferior a
250 dI/ml ou superior a 400 dI/ml foram excluidos do grupo.

O GTT foi realizado apés 3 semanas (21 dias) da indugdo do
diabetes. Os animais permaneceram em jejum por 6 horas e amostras de
sangue foram coletadas de um pequeno corte realizado na cauda do animal
nos tempos zero, 5, 15, 30 e 60 min apods injecéo intraperitoneal (ip) de

glicose (1.5g/kg).

3.5.2 Avaliacao da ingesta hidrica e da excrecao urinaria (Gaiola

Metabdlica)

Para obtencdo da urina e do volume urinario, para posteriores
analises bioquimico, os ratos foram colocados em gaiolas metabdlicas

(Nalgene), no 18° dia apos a administragdo de STZ, e la permaneceram
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durante 48 horas para adaptagao e mais 24 horas para a coleta, animais dos
diferentes grupos estudados foram avaliados ao mesmo tempo..

As analises bioquimicas da urina consistiram de: creatinina, proteinas
totais, uréia, sodio, potassio, microalbuminuria e/ou proteinuria, e foram
realizadas em colaboracdo com o laboratério de analises clinicas do InCor-

HC, sob os cuidados da Dra. Célia Strunz.

Consumo de agua
(mL/24h)

Consumo de racao

(9/24h)

VVolume de urina

excretado
(mL/24h)

Figura 4: Gaiola metabdlica utilizada no protocolo experimental para

avaliagao do consumo hidrico, de rac&o e do volume urinario.
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3.6 Medidas Hemodinamicas

3.6.1 Ecodopplercardiograma

O ecodopplercardiograma foi realizado nos grupos estudados no 27°
dia de protocolo.

Apds anestesia com uma soluggo intraperitoneal de Ketalar (50mg/Kg,
Parke-Davis, Brasil) e Rompun (10mg/Kg, Bayer, Brasil), os animais tiveram
a regiao toracica devidamente tricotomizada e foram mantidos em decubito
lateral para a realizagdo do exame no aparelho SEQUOIA 512 (ACUSON,
Corporation, Mountain View, CA- EUA), com transdutor linear
multifrequencial (10-14mHz), que permite imagens bidimensional e
monodimensional simultadneas, além da analise de fluxo por efeito doppler
espectral e registro eletrocardiografico, mediante a colocagdo de trés
eletrodos para a derivagao DIl. O estudo do Doppler tecidual para analise da
velocidade de relaxamento das paredes do VE também foi realizado, pela
colocagdo do volume-amostra ao nivel do anel mitral da parede septal e
lateral do VE. A profundidade de imagem trabalhada foi de 2 cm.

Foram utilizadas as janelas longitudinais paraesternal direita para a
obtencdo dos cortes longitudinal e transversal e a longitudinal paraesternal
esquerda para a obtengdo dos cortes apical (quatro e cinco camaras). As
medidas lineares foram realizadas nas imagens obtidas pelo modo-M,
conforme Schiller e cols., (1979), com as seguintes medidas: espessura

diastolica do septo-interventricular (SIVDIA), didmetro do VE ao final da
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diastole (VEDIA) e ao final da sistole (VESIS), espessura diastolica da
parede posterior (PPDIA). A massa ventricular esquerda foi entdo, obtida a
partir da férmula: 1,047 x [(SIVDIA+VEDIA+PPDIA)*-VEDIA® x 0,8 + 0,6
onde: 1,047 representa a densidade do miocardio, validada em ratos (Fard e
cols., 2000) e os indices 0,8 e 0,6 , fatores de correcdo. Apos a obtengao
destas medidas, obtivemos os valores corrigidos pelo peso corporal (valor
absoluto/peso corporal do animal). Outro importante indice de morfometria
avaliado, fornecido pelo ecocardiograma, para caracterizagdo da hipertrofia
cardiaca (excéntrico/concéntrica) foi a espessura relativa da parede (ERP),
qgue leva em conta a medida diastolica da parede do ventriculo esquerdo e a
cavidade do ventriculo esquerdo, também em diastole, cuja férmula é: 2 X
PPDIA / VEDIA (PPDIA: parede posterior do VE em diastole ; VEDIA :
cavidade diastdlica do VE). Qu e cols., em 2000 demonstraram ser este
indice mais sensivel em relatar alteracées do VE na hipertensao do que
outros, incluindo a massa ventricular esquerda. Tais medidas morfométricas,
foram fornecidas pelo Modo-M, sempre guiado pelo modo bidimensional,
conforme nos mostra a figura 4.

A funcéo sistélica foi avaliada pelas fragdes de ejecdo (FEj %), e de
encurtamento (FEnc %) e velocidade de encurtamento circunferencial (VEC-
circ/seg), cujas formulas estdo a seguir:

FEj = (VDF)-(VSF)/(VDF) x 100% , onde: VDF= Volume Diastdlico
Final; VSF= Volume Sistdlico Final, sendo que o volume foi obtido a partir da
seguinte formula: V= [7/(2.4+D)] X D* (Teichholz e cols., 1974)

FEnc = (VEDIA-VESIS/VEDIA) x 100 %
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VEC = (VEDIA-VESIS)/(VEDIA x TE), onde TE = tempo de ejegao

A funcdo diastolica foi analisada utilizando-se os indices
derivados da curva de velocidade de fluxo diastélico mitral e do fluxo
sistdlico da via de saida do ventriculo esquerdo obtidos pela técnica de
doppler pulsatil. A curva de velocidade do fluxo diastdlico foi obtida a partir
da imagem apical quatro cémaras, posicionando-se o0 volume-amostra
préximo a face ventricular da valva mitral (Figura 5). Foram determinadas: a)
onda E — maior valor da velocidade de fluxo inicial do enchimento ventricular
(enchimento rapido do ventriculo); b) onda A — maior valor da velocidade de
fluxo telediastélico mitral (correspondente a contrac&o atrial); c) relagao E/A -
razdo entre a velocidade maxima da onda E e a velocidade maxima da onda
A; d) tempo de desaceleragdo da onda E (DESAC.E) - tempo, em
milissegundos (ms) entre o pico da onda E e o ponto em que a rampa de
desaceleracao intercepta a linha de base da curva de velocidade do fluxo
diastélico mitral. A curva de velocidade dos fluxos para analise do tempo de
relaxamento isovolumétrico (TRIV) foi obtida posicionando-se o volume-
amostra numa posigao intermediaria entra a valva mitral e a via de saida do
ventriculo esquerdo. Foi determinado o TRIV em ms, entre o final do fluxo
sistdlico na via de saida do ventriculo esquerdo e o inicio do fluxo diastélico
mitral. O DESAC.E e o TRIV, posteriormente, foram corrigidos pela
frequéncia cardiaca (DESAC.Ecorr € TRIVcorr), dividindo-se seus valores
pela raiz quadrada dos respectivos intervalos R-R. A avaliacdo do doppler
tecidual foi realizada com o posicionamento do volume-amostra ao nivel do

anel mitral no corte apical quatro camaras, para a obtencdo da dos picos de
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velocidade distolica maxima rapida (E’) e lenta (A’) das paredes septal e
lateral do VE. Em seguida, obtivemos as razdes dos picos E e A, tanto para
a parede septal (E'/A’s) quanto para a parede lateral do VE (E'/A’p).

Para a obtenc&o do débito cardiaco, foi utilizada a seguinte formula:
3.14 x (D/2)* x VTl x FC, onde D = diametro adrtico, obtido no modo
bidimensional, VTI = integral da velocidade do fluxo adrtico, obtido no estudo
Doppler pulsatil da via de saida do VE e FC = frequéncia cardiaca, por
intermédio dos intervalos R-R. Slama e cols. (2003) demonstraram uma
correlagdo positiva com r* = 0,93 entre esta metodologia e medidas
invasivas de termodiluicdo para obtencdo do débito cardiaco em ratos. No
mesmo trabalho, outras férmulas ecocardiograficas para obtengédo do débito
cardiaco, como a do Modo-M, por meio da medida de volume, também
apresentaram boa correlagcdo com medidas invasivas no trabalho em
questao, porém nao t&o significativas como esta.

Todas as medidas seguiram as recomendagdes da Sociedade

Americana de Ecocardiografia.
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Diastolic

Figura 5- Modo-M do VE, guiado pelo modo bidimensional, com o

cursor posicionado entre a valvula mitral e o musculo papilar, mostrando
espessura diastdlica e sistdlica do septo-interventricular (IVS), cavidade do
ventriculo esquerdo na diastole e na sistole (LV) e espessura diastélica e

sistdlica da parede posterior do ventriculo esquerdo (LVW).
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Figura 6 — Corte apical 4 camaras mostrando o posicionamento do
volume amostra (seta) , proximo a face ventricular da valva mitral para

avaliagao do fluxo transmitral no estudo do Doppler pulsatil.

3.6.2 Canulagao

No dia seguinte a avaliagdo ecocardiografica, os animais foram
anestesiados com ketamina (50 mg./kg”) e xilazina (10 mg/.kg') para
colocagao de canulas de polietileno (PE-10, com diametro interno de 0,01
mm conectadas a uma pega de PE-50, com diametro interno de 0,05 mm).
As céanulas foram preenchidas com soro fisiolégico, e posicionadas no
interior da artéria e veia femorais esquerdas para registro da PA, frequéncia

cardiaca e administracdo de drogas, respectivamente. A extremidade a ser
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conectada ao transdutor de pressao foi fechada com pinos de acgo
inoxidavel. As canulas foram introduzidas a partir de uma pequena inciséo
inguinal esquerda em diregdo ao feixe vasculo-nervoso, as extremidades das
canulas de menor calibre (PE-10) foram introduzidas na luz da artéria e veia
femurais (Figuras 7 e 8). As canulas foram fixadas com fio de algodéo, na
artéria e na veia e suas extremidades mais calibrosas foram passadas
subcutaneamente, exteriorizadas no dorso da regiao cervical, fixadas com fio
de algodao na pele. Apos o término da cirurgia os animais foram tratados
com uma unica injegao de penicilina (Benzetacil ®, Fontoura-Wyeth, 60.000

v).
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Figura 7 — Sitio de dissecgao para a cateterizagdo da artéria femoral
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Figura 8 — Isolamento da artéria femoral e insergéo do cateter

3.6.3 Medidas de pressao arterial e labilidade da PA

Vinte e quatro horas apds a cirurgia de canulagdo, os registros de
pressao pulsatil forneceram valores diretos da pressao arterial em todos os
grupos experimentais. A cénula arterial foi conectada a um tubo de
polietileno (PE 50) e este a um transdutor eletromagnético (P23 Db; Gould-
Statham) que por sua vez, foi conectado a um amplificador (General
Purpose Amplifier-Stemtech, Inc.). O sinal analégico da presséao arterial foi
convertido para digital (Stemtech,Inc.), registrado em tempo real em
microcomputador com sistema CODAS, com frequéncia de amostragem de

2000Hz por canal.
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A analise dos sinais de pressao foi realizada utilizando-se um programa
comercial associado ao sistema de aquisicdo (Figura 9). Este programa
permitiu a detecgdo de maximos e minimos da curva de pressao batimento a
batimento, fornecendo os valores de pressdo arterial sistolica (PAS) e
diastolica (PAD) pela integral da area sob a curva no tempo. A frequéncia
cardiaca (FC) foi determinada a partir do intervalo entre dois picos sistdlicos.
As planilhas de dados obtidas foram analisadas em programa comercial para
analise (Excel 5.0), onde se calcularam a média e o desvio padrao da PAM,
PAS, PAD e FC para cada animal. A variabilidade da PAM foi calculada,
utilizando-se a média dos desvios padrées de cada animal estudado. A
variabilidade da PAM foi calculada, utilizando-se a média dos quadrados dos

desvios de cada animal estudado.
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Figura 9- Esquema do sistema de registro de Pressé&o Arterial

3.6.4 Avaliacao do Reflexo Pressorreceptor

ApoGs o registro de PA e os animais terem permanecido em condi¢oes
de repouso por 15 minutos, a sensibilidade dos pressorreceptores foi testada
através da infus&o de fenilefrina e logo apdés, nitroprussiato de sédio.

A fenilefrina (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA), um
potente estimulador a1, cuja acdo predominante se da nas arteriolas

periféricas causando vasoconstrigdo, foi injetada em doses crescentes na
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canula da veia femoral. Tal farmaco foi utilizado, portanto, para causar
aumento da pressao arterial, efeito que provoca bradicardia reflexa
subsequente, comandada pelos pressorreceptores.

O efeito contrario, reducdo da pressao arterial com resposta
taquicardica, também comandada pelos pressorreceptores, foi provocado
pela injecdo de doses crescentes de nitroprussiato de sodio (Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO, EUA), um potente vasodilatador tanto de
arteriolas como de veias, cuja agao se da por meio da ativagdo da guanilato
ciclase e aumento da sintese de 3’, 5’-guanosina monofosfato (GMP ciclico)
na musculatura lisa dos vasos e outros tecidos.

Para avaliacdo da sensibilidade dos pressorreceptores, o pico
maximo ou minimo da PAM foi reduzido dos valores de PAM do periodo
controle. Da mesma forma, a variagdo maxima da frequéncia cardiaca foi
reduzida dos valores de frequéncia cardiaca do periodo controle,
imediatamente antes da infusdo das drogas, para posterior quantificacdo das
respostas. A sensibilidade baroreflexa foi avaliada pelo indice calculado

através divisao da variacao da FC pela variacédo da PAM.
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Figura 10: Registro da pressao arterial e frequéncia cardiaca antes e
apos a administragdo de drogas vasoativas. Observe a resposta reflexa dos

pressorreceptores

3.6.5 Analise Espectral e Espectral Cruzada

Algoritmo Parameétrico Autorregressivo

A decomposi¢ao de séries temporais de varios sinais como:
intervalo de pulso (tacograma), pressao arterial sistolica (sistograma),
pressdo arterial diastdlica (diastograma), atividade nervosa (neurograma),
etc, sdo obtidas através da analise espectral. Com essa analise podemos
obter os espectros com suas respectivas poténcias a partir de bandas de
frequéncia pré-determinadas. As analises espectrais e espectrais cruzada
serdo realizadas pelo Algoritmo Paramétrico Autorregresivo. Esse algoritmo

nos permite através de remodelamento matematico a obtengdo dos
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componentes espectrais a partir de frequéncias centrais presente no sinal
desejado (p. ex. Intervalo de pulso, pressao arterial, atividade nervosa, etc).
O modelo da ordem utilizado sera o de Akaike e as poténcias espectrais
serdo apresentados em valores absolutos e normalizados. Estas serao
integradas em duas faixas de frequéncia de interesse: frequéncias altas (HF)

entre 0,75 e 3,0 Hz e frequéncias baixas (LF) entre 0,20 e 0,75 Hz.

3.6.6 Avaliacao Do Controle Autonémico

A modulagao autonémica (simpatica e parassimpatica) foi avaliada, a
partir do registro basal dos animais acordados, através de ferramenta de
analise tempo-frequéncia da variabilidade do intervalo de pulso (IP) e da
pressao arterial sistolica (PAS).

A variabilidade do IP e da PAS foi avaliada no dominio do tempo
através da variancia e no dominio da frequéncia usando o método de analise
autoregressiva, como descrito anteriormente (Farah VM e cols. 2004,
Malliani A e cols. 1991; Chen Y e cols. 2005; Joaquim LF e cols. 2004 e Dias
DS e cols. 2002). Resumidamente, as séries temporais de IP e PAS foram
divididas em segmentos de 200 batimentos com sobreposicdo de 50%; um
espectro foi calculado para cada segmento de acordo com o critério de
Levinson-Durbin, com o modelo de ordem escolhido de acordo com o critério
de Akaike, na faixa entre 10-14. Os componentes oscilatérios foram
quantificados em duas faixas de frequéncia de interesse: frequéncias altas

(HF) entre 0,8 e 4 HZ e frequéncias baixas (LF) entre 0,06 e 0,15 Hz.
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Segmentos que apresentem oscilagdes em muito baixa frequéncia (< 0.1 Hz)
que contribuiam para mais de 70% de toda a variabilidade foram

considerados segmentos n&o estacionarios e foram descartados do estudo.

3.7 Protocolo Experimental do Rim Isolado

No presente estudo, foi utilizado o sistema de perfusdo renal
fechado baseado nos estudos desenvolvidos por Bowman and Maack
(1974); Ross (1978); Pegg (1971); Hamilton et al. (1974) e modificado por
Fonteles et al (1983); Lima et al (1992) (Figura 11 e 12), sobretudo pela

introdugao de um pulmao artificial.

O sistema de perfusao de rim isolado consiste de um conjunto de
equipamentos (figura 11 e 12; tabela 1) que possibilita o estudo da fisiologia
renal, pois o érgdo € mantido funcional (urinando metabdlitos processados
ou nao, a partir do perfusato fornecido), em ambiente extracorporeo, por
algumas horas a 37°C. Em condi¢gbes de hipotermia o processo pode ser
levado a termo por varios dias, como ocorre em transplantes experimentais

ou clinicas.

O perfusato, substituto do sangue no sistema extracorporeo, consiste
de solugado de Krebs-Henseleit modificada, contendo albumina bovina 6%
fracdo V (Sigma). A solugdo tem grande importancia na manutengédo das
funcdes renais no decorrer dos experimentos. Este sistema permite a coleta
do perfusato, apos ter passado pelo rim pela artéria renal, e da urina,

formada apds filtracdo do perfusato.
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Para o procedimento de retirada do rim, os animais foram
anestesiados com pentobarbital sédico (Hypnol veterinario 30%; Fontoveter,
Brasil) na dose de 40 mg/kg endovenoso e acomodados em cama cirurgica
em decubito ventral; apds esta indugao, sdo administrados 3,0 ml de manitol
a 20%, por via intravenosa. Ap0s o procedimento cirdrgico, o rim foi
cuidadosamente removido e introduzido ao sistema de perfusdo. Foi
aguardado um periodo de 20-30 minutos para a adaptacdo renal as novas

condigdes experimentais.

3.7.1 Protocolo Experimental

Inicialmente era preparada uma solugcdo de Krebs-Henseleit,
concentrada a 20%, composta de 138g de NaCl (Sigma), 7g de KCI (Merck),
3,2g de NaHyPO4.HO (Synth), 5,8g de MgS04.7H,O (Reagen) e 10g de

uréia (Sigma), denominada solugao estoque.

No tempo de 48h antes do experimento, separava-se 100ml desta
solugédo e acrescentava-se 4,2g de NaHCO3 (Synth), 0,74g de CaCl,.2H20
(Sigma), 2g de glicose (Squibb) e 0,05g de penicilina G potassica cristalina
(Squibb). Em seguida completava-se o volume para 2L com agua
bidestilada. Retirava-se, entdo, 300mL desta ultima solugdo, na qual
adicionava-se albumina bovina (6%). Em seguida, era realizada a dialise,
auxiliada por um homogeneizador, que tinha por objetivo retirar as
substancias contaminantes, como piruvato, citrato e lactato. Os 1700mL

restantes eram usados como solucdo para a dialise, a qual era trocada com
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24 horas. Apos 48 horas de dialise, acrescentava-se 50mg de inulina. O pH

da solugéo era ajustado entre os valores de 7,3 e 7,4.

Esta solugéo tem a seguinte composi¢do em uM: 147 de Na+; 5 de
K+; 2.5 de Ca+2; 2.0 Mg2+; 25 de HCO3-; 1.0 de SO4-2 e 1.0 de PO4-2. O
volume de perfusato utilizado em cada perfusdo era de aproximadamente

100mL.

A duragdo dos experimentos € de 120 minutos, com um controle
interno de 30 minutos e 90 para os testes hormonais. Pela auséncia de
dados da literatura foi feito um grupo controle de perfusdo de rins
provenientes de animais com glicemia superior a 200 mg/dl. Isso, por

conseguinte gerou um controle externo.

Antes de cada experimento, o sistema (figura 12) foi
cuidadosamente montado e calibrado. Apds a colocacédo de solugao salina
no sistema, era sempre verificada a presenca de qualquer vazamento, que
quando encontrado, era rapidamente solucionado. Para a calibracédo, a
solucdo salina aquecida a 37°C era coletada por um minuto em proveta
milimetrada a cada velocidade da bomba (1, 1.5, 2, 2.5 e 3). Ao mesmo
tempo eram também verificadas as medidas do fluxémetro e do manémetro
de mercurio. Entre cada mudancga de velocidade da bomba esperavam-se
aproximadamente cinco minutos para a adaptacéo do sistema. O objetivo da
calibragdo era o de verificar o fluxo de perfusdo frente a resisténcia do

proprio sistema.
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Durante a perfusdo renal, a cada 10 minutos, amostras de perfusato e
urina foram coletadas para medidas das fung¢des renais e os calculos

fisiologicos mencionados adiante foram aplicados.

3.7.2 Analise dos parametros renais

O ritmo de filtragdo glomerular foi determinado através da formula de
clearance, de acordo com as descrigcbes de Pitts, em 1971 e Martinez-
Maldonado & Opava-Stitzer, em 1978. Também foram determinados o fluxo
urinario e o clearance osmolar. O sédio e o potassio foram determinados por
fotometria de chama. A osmolalidade das amostras foi medida em
osmOmetro de pressdao de vapor da Advanced Instruments (Needham
Heights, MA). A funcédo distal de agua foi avaliada através do clearance de

agua livre (Pitts, 1971 e Martinez-Maldonado & Opava-Stitzer, 1978).

3.7.3 Calculo dos parametros renais

Para a determinacdo dos parametros renais foram utilizadas as
féormulas abaixo. Todos os calculos realizados para sodio foram repetidos

para potassio e cloreto.
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Tabela 1 : Calculo dos Parametros Renais.

PARAMETROS

Pressao de perfusdo (PP, mmHg)

FORMULAS

PP = dado obtido do manémetro de mercurio

Fluxo plasmatico renal

(FPR, mL.g-1.min-1)

FPR = fluxo registrado a cada 10 min/intervalo

de tempo x peso do rim.

Fluxo Urinario (FU, mL.g".min")

FU = peso do volume urinario/peso do rim

esquerdo / 10

Ritmo de filtragao glomerular

(RFG, mL.g".min™)

RFG = DOUIin/DOPinxFU, onde: DOUin =
densidade o6tica da inulina na urina; DOPin =

densidade o6tica da inulina no perfusato

Resisténcia Vascular Renal

(RVR, mmHg.mL.g-1.min-1):

RVR = PP/FPR
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Catabolhas
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Manometro de
mercurio
Coleta de .
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“ arterial
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Condensador
Fluxometro
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©
<>

Filtro Oxigenador

Seringa

Figura 11: Desenho esquematico do sistema de perfusdo de rim isolado de

rato.
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Tabela 2: Componentes do sistema de perfusao renal.

Condensador

Mantém aquecido o cilindro reto

que comporta a solugéo perfusora

Coletor de urina

Recipiente para coleta da urina

Seringa

Ponto do sistema que permite a

coleta do perfusato

Canula arterial

Ponto de conexao entre o sistema

e a artéria renal.

Bomba de perfuséo (Watson-Marlow)

Funciona como o “coragdo” do
sistema, gerando a  forga
propulsora para distribuicdo da

solucao perfusora.

Fluxémetro

Mede o fluxo do perfusato em ml

Filtro (millipore, 47 mm de diametro e com

poro de 4,5 um)

Fitra a solucdo perfusora,
dificultando a passagem de
células ou debris que casualmente
permanecam no rim apds sua

colocagao no sistema.

Aquecedor: Banho-maria e Bomba

aquecedora com termostato

Aquecimento da solugéo
perfusora, mantendo e a
temperatura do sistema constante

em 37° C.
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Oxigenador ou pulmao artificial do tipo

silastico

Promove as trocas gasosas (95%

de O2 e 5% de CO2)

Mandémetro de mercurio em U

Mede a pressao de perfusao

Catabolhas

Retira as bolhas de ar geradas no
sistema, evitando que entrem no

rim e causem embolia.

‘ol
.

~ & Colunade mercurio

e — A
Fluxémetro->

<4

Figura 12: Sistema de perfus&o renal.
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Tabela 3: Procedimento para retirada do rim direito.

Administragdo endovenosa de 3,0 ml de manitol a 20% através da veia femoral
da pata esquerda do animal. O manitol € um potente diurético e foi utilizado para

aumentar o volume urinario e auxiliar na visibilidade e canulagao do ureter;

Retirada da supra renal do rim direito;

Amarragao da porgéao distal do ureter para permitir enchimento urinario;

Retirada da capsula renal;

Disseccdo da artéria mesentérica superior, para permitir o acesso indireto da

artéria renal direita, evitando interrupgao do fluxo sanguineo e isquemia renal;

Canulacdo do ureter (canula de polietilieno PE50 estirada), para posterior coleta

de urina;

Canulagao da artéria mesentérica e acesso da artéria renal;

Inicio da perfusao renal com o perfusato do sistema extracorpéreo;

Retirada do rim direito e acoplamento no sistema de perfusédo extracorporeo.
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Figura 13: Canulagéo do ureter (A), da canulagéo da artéria renal do rim

direito (B), inicio da perfusao renal (C) e acoplamento do rim no sistema

extracorporeo (D).
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3.8 Avaliagao do Fluxo Sangiiineo — Método das

Microesferas Coloridas

Para determinacédo do fluxo sanguineo foram utilizadas microesferas
coloridas amarelas (Dye-Trak microespheres, Triton Technology). As
microesferas sdo compostas de polystyrene (98%) e divinilbenzeno (2%)
tendo didmetro de 15,1 + 0,2 um e concentragdo comercial de 3000
esferas/ml.

Apoés o registro de PA foi injetada uma solugdo contendo 300.000
esferas/180ul sonicadas durante 3 minutos imediatamente antes da infusio.
Esta solugdo (180 ul) foi colocada em 75 cm de uma extensdo de cateter
P50 conectada a uma seringa de um ml com salina pré-aquecida (40°C)
contendo Tween 80 (0,01%). A canula posicionada na aorta abdominal foi
conectada a uma seringa de um ml, pré-heparinizada, para retirada de
sangue durante a infusdo. Dez segundos, antes da injecdo das esferas
iniciou-se a retirada de sangue através de uma bomba de retirada a um fluxo
de 0,5 ml/min que continua por 75 segundos. Foram injetadas 300.000
esferas (amarelas) no ventriculo esquerdo a um fluxo de 0,36 ml/min durante
50 segundos. Desta forma, os 180 ul de solugdo contendo as microesferas
foram injetadas nos primeiros 30 segundos.

O volume de sangue retirado foi reposto através do volume
injetado durante a infusdo das esferas e por um pequeno volume de salina

(0,1-0,2 ml) injetado in bolus logo apds o término do procedimento.
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O animal foi sacrificado com uma overdose de pentobarbital
sédico, injetado no peritbnio e os tecidos foram retirados para analise
(ventriculo esquerdo, ventriculo direito, rins direito e esquerdo, pulmdes,

gastrocnémio e soleus).

3.8.1 Digestao e processamento dos tecidos

As amostras de sangue foram pesadas e colocadas em tubos de
poliproprilene de 15 ml. Foram centrifugadas a 2000g por 10 minutos e o
plasma foi coletado para analise de insulina e glicose plasmaticas.
Adicionaram-se 4 ml de um reagente de hemdlise ao pellet e centrifugou-se
durante 30 minutos a 2000g. O sobrenadante foi desprezado e colocaram-se
2 ml de hidréxido de sédio (2N), e levado ao banho (90°C) e seguindo o
mesmo procedimento dos demais tecidos.

Os tecidos foram processados segundo técnica adaptada de
Hakkinen et al, 1995. Os tecidos foram pesados (0,4 — 1,2 g) e colocados em
tubo de poliproprilene de 15 ml, previamente identificado. Apds a adi¢ao de 4
ml de hidroxido de sodio (2N) os tubos foram tampados e colocados em
banho a 90°C por aproximadamente 2 horas. As amostras foram agitadas a
cada 15 minutos até a dissolugao dos tecidos. Os tubos foram removidos do
banho e foi adicionado 8 ml de Reagente de Digestdo. As amostras foram
misturadas por inversao (5x) e centrifugadas por 30 minutos a 2000g. Os
sobrenadantes foram desprezados, adicionaram-se 10 ml de Reagente de
Contagem, e as amostras foram novamente colocadas no banho (90°C) por

aproximadamente 3 horas. Os tubos foram agitados a cada 20 minutos até
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gue nao se observavam mais debris. Apds, retirada do banho, as amostras
foram centrifugadas por 30 minutos a 2000g e o sobrenadante aspirado,
permanecendo no tubo aproximadamente 100-200ul. Adicionou-se etanol
absoluto (4°C), agitaram-se os tubos para lavagem das amostras e
centrifugou-se por 15 minutos a 2000g (4°C). O etanol foi aspirado,
permanecendo 100-200ul no fundo dos tubos. As amostras foram colocadas

em estufa (56°C) overnight para evaporagao.

3.8.2 Extragao do corante e medidas de absorbancia

Para extragdo do corante, 250 ul de dimetilformamida foi
colocada em cada tubo. As amostras foram agitadas vigorosamente por 30
segundos e centrifugadas por 10 minutos a 2000g.

Coloca-se 200 ul do sobrenadante em uma cubeta de quartzo de
180 Il (Sigma) e realizou-se a leitura das absorbancias no
espectrofotometro. Os picos dos espectros de absorbancia das microesferas
amarelas foram usados a uma largura de banda de luz <1,8 nm. A
absorbancia minima aceitavel foi de 0,02 AU para as amarelas.

Absorbancias menores que estas foram excluidas da analise.

3.8.3 Determinagao do fluxo sanguineo

O volume de sangue coletado foi calculado dividindo o peso da
amostra de sangue por 1,05 g/ml, a constante gravitacional especifica do
sangue. A constante de retirada do sangue (ml/min) foi determinada pela

divisdo do volume de sangue (ml) coletado pelo tempo (em minutos) de
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retirada da amostra. Para cada infus&o, o cociente da divisdo da constate de
retirada do sangue pela AU da amostra de sangue foi utilizado como base
para calcular o fluxo para os tecidos:

Qt = At (Qs/As)

Onde, Qt e Qs sao o fluxo para o tecido ou sangue, e At e As sédo as

absorbancias do tecido ou do sangue, respectivamente.

Os fluxos sanguineos foram divididos pelo peso das amostras (g) para obter

o fluxo em ml/min/g de tecido.

3.8.4 Determinagao do débito cardiaco

O débito cardiaco, expresso em ml/min, foi calculado segundo a

formula:

Numero total de microesferas injetadas (300.000) X fluxo de referéncia

(0,5ml/min)

Numero de microesferas no sangue
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3.8.5 Determinacgao do indice cardiaco

O indice cardiaco foi obtido pela divisdo do débito cardiaco

(ml/min) pelo peso corporal (Kg) do animal, sendo expresso em ml/min/Kg.

3.8.6 Determinagao da resisténcia vascular sistémica total

A resisténcia vascular sistémica total foi determinada pela
divisdo da pressao arterial média pelo débito cardiaco, sendo expresso em

mmHg/ml/min.

3.9 Analise Estatistica

Os resultados sao apresentados como média + EPM. As médias sao
comparadas atravées de ANOVA de dois caminhos, sendo significante se p<
0,05. Em caso de diferenga significante foi utilizado um teste post-hoc
adequado. A correlagao de Pearson foi usada para estudar as associagdes

entre as variaveis.



RESULTADOS
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4. Resultados

A seguir serdo apresentados os resultados observado nos grupos
controle (C, n=9), diabético (GD, n=11), desnervado (GCD, n=9) e

desnervado diabético (GDD, n=8).

4. 1. Parametros metabodlicos

4.1.1. Medida do peso corporal

A Figura 14 representa o peso corporal inicial e final dos grupos GC,
GD, GCD e GDD. Todos os animais estudados apresentaram o mesmo peso
corporal no inicio do protocolo, entretanto, apesar de todos os animais terem
aumentado seu peso durante o periodo do estudo, os grupos GD e GDD
tiveram menor ganho de peso corporal durante as 4 semanas de protocolo

em relagdo aos grupos GC e GCD.
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Figura 14: Peso corporal inicial e final dos grupos Controle (GC),
Diabético (GD), Desnervado (GCD) e Desnervado diabético (GDD). *
p < 0,05 vs. grupo controle; # p < 0,05 vs. grupo diabético; £ p < 0,05

vs. grupo controle desnervado.

4.1.2 Resposta a sobrecarga glicémica

A figura 15 mostra a area sob a curva da resposta glicémica
nos grupos GC, GD, GCD e GDD ap6s sobrecarga de glicose. Como
podem ser observados, os grupos diabéticos apresentaram uma
maior area quando comparados aos grupos controle, indicando assim
uma intolerancia maior a glicose, situagédo esta comumente associada
ao estado diabetogénico. De forma interessante, os grupos
submetidos a DSA apresentam uma melhor resposta para a
sobrecarga glicémica, o que pode ser visto com a menor area sob a
curva de resposta apos a injecdo de glicose nesses grupos. A figura

16 representa a curva de resposta a inje¢céo de glicose, nos tempos 0,
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15, 30, 60 e 90 minutos. E importante ressaltar que os animais
desnervados diabéticos ou ndo apresentam glicemia de jejum menor
(GC 101 = 2; GD 418 + 10, GCD 92 + 3; 375 £ 5 mg/dL) quando

comparados a seus respectivos controles.

60
50 - THE

40 1
30 1
20 7
10 1

3

Area sob a curva

GC GD GCD GDD

Figura 15: Area sob a curva de resposta glicBmica apds injecdo
intraperitonial (ip) de glicose (1.5g/kg). dos grupos Controle (GC),
Diabético (GD), Desnervado (GCD) e Desnervado diabético (GDD). *
p < 0,001 vs. grupo controle; # p < 0,001 vs. grupo diabético; £ p <

0,001 vs. grupo controle desnervado.
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Figura 16: Curva da resposta glicémica apods injec&o intraperitonial
(ip) de glicose (1.5g/kg). dos grupos Controle (GC), Diabético (GD),
Desnervado (GCD) e Desnervado diabético (GDD). * p < 0,001 vs.
grupo controle; # p < 0,001 vs. grupo diabético; £ p < 0,001 vs. grupo

controle desnervado .

4.1.3. Avaliacao da ingesta hidrica e excregao urinaria (Gaiola

Metabdlica)

A Tabela 4 mostra o volume de agua ingerido, volume urinario e
composi¢cao da urina dos animais GC, GD, GCD e GDD. Os animais
submetidos tanto a desnervacdo quanto a indugdo do diabetes,
apresentaram aumento no consumo de agua que foi acompanhado de
aumento de volume urinario. Entretanto no grupo com a associagdo de SAD

e DM (GDD) esse aumento foi menor quando comparado aos demais
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grupos. Os animais diabéticos apresentaram valores aumentados de uréia,

soédio, potassio, proteina e glicose, ressaltando que o grupo associagao

apresentou um nivel menor de glicosuria e excre¢gdo de potassio quando

comparado ao so6 diabético. Os animais desnervados também apresentaram

aumento da excrecao de sodio.

Tabela 4: Parametros avaliados na gaiola metabdlica.

Desnervado
Controle Diabético Desnervado
Diabético
Agua )
25+1,5 93,5 + 3,8* 34 + 1*# 118 £ 5,2°#%
consumida (ml)
Volume Urina
79+0,9 78,9 + 6,4* 26 + 6** 68 + 12,8*F
(ml)
Uréia (g/24h) 0,7 +0,04 1,7 £0,2* 0,7+0,1 1,34 + 0,2**
Creatinina
0 0 0 0
(g/24h)
Glicose (g/24h) 0 7,9 +1,0% 0 4,36 +1,7%%
Sédio
0,8+0,07 15+0,1* 1,8 +0,1* 1,84 + 0,4*
(mEq/24h)
Potassio
3,0+0,2 56+ 0,4* 3,81 +0,2* 4,64 + 0,1
(mEq/24h)
Proteina
0,015+ 0,0005 0,03 +0,01* 0,03 +0,01* 0,03 +0,01*
(g/24h)

Valores representam médias + EPM. * p < 0,05 vs. grupo controle; # p < 0,001 vs.

grupo diabético; £ p < 0,001 vs. grupo controle desnervado .
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4.2. Parametros Ecocardiograficos

A tabela abaixo compara os valores de morfometria diastdlica e de
funcdo sistdlica dos grupos GC, GD, GCD e GDD. Nos parametros
morfométricos, o septo interventricular (SIVDIA) mostrou-se menor nos
grupos diabéticos quando comparados ao GC. A parede posterior do
ventriculo esquerdo (PPDIA) mostrou-se diminuida somente no grupo
diabético. Com relagdo ao tamanho da cavidade do ventriculo esquerdo na
diastole (VEDIA), observou-se uma tendéncia a aumento em todos os
grupos quando comparados ao controle. A massa do ventriculo esquerdo
(MVE) foi menor no grupo diabético em relagdo ao controle e maior nos
grupos submetidos a DSA quando comparados ao GC.

A funcao sistdlica foi avaliada pela fragao de ejecéo (FE), na qual n&o foi
observada diferenga entre os grupos estudados. A fungdo diastdlica foi
avaliada pelo tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) que foi maior no
grupo diabético quando comparado ao controle. Ja o grupo desnervado
apresentou valores proximos ao do GC. Entretanto, o grupo desnervado
diabético apresentou valores menores de TRIV quando comparado aos

animais apenas diabéticos.
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Tabela 5: Parametros ecocardiograficos de morfometria diastolica e de
funcdo cardiaca (sistolica e diastolica) dos ratos controles, diabéticos,

desnervados e desnervados diabéticos.

Desnervado
Controle Diabético Desnervado
Diabético

SIVDIA (cm) 0,140 = 0,01 0,100 +0,01* 0,130+0,03 0,090 +0,01* £
PPDIA (cm) 0,14 + 0,01 0,09 +0,01* 0,14 £ 0,02 0,13+ 0,01

VEDIA (cm) 0,63 + 0,07 0,73 +0,06 0,75 +0,05 0,69 + 0,07

MVE (g) 0,48 + 0,09 0,40+0,03 1,13+x0,07*# 0,96+0,10*#
FE (%) 0,74 +£0,5 0,69+0,5 0,76 + 0,02 0,78 +0,18
TRIV (ms) 32+44 41+5 32+5,2 28 +2,2#

Valores representam médias + EPM. * p < 0,001 vs. grupo controle; # p < 0,001 vs. grupo

diabético; £ p < 0,001 vs. grupo controle desnervado.

4.3. Medida direta da pressao arterial e da frequéncia cardiaca

As medidas diretas dos sinais de pressado arterial demonstraram
diminuicdo da PAD, PAS, PAM e FC nos grupos GD e GDD em comparagao
aos grupos GC e GCD. Além disso, os animais do GDD apresentaram uma
reducao adicional nos valores de PAD e PAM quando comparados aos
animais do GD. Observando-se os valores de PA e FC do grupo desnervado
nota-se uma semelhanca do valor destas variaveis nestes animais em

relacdo ao grupo controle (Tabela 6).
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Tabela 6: Pressao Arterial diastolica (PAD), sistolica (PAS) média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) dos grupos Controle (GC), Diabético (GD),

Desnervado (GCD) e Desnervado Diabético (GDD).

Desnervado
Controle Diabético  Desnervado
Diabético

PAD (mmHg) 95,62 81,7+1"£ 91,7+2#£ 73916 "#£
PAS (mmHg) 1256 +2 1106 +1*£ 1224 +2# 1057 +21*£
PAM (mmHg) 1082 96,1+1*£ 1061 +2#£ 889+18*#£

FC (Bpm) 3557 299+22*f£ 357+15# 281+15*f%

Valores representam média + EPM. * p < 0,001 vs. grupo controle; # p < 0,001 vs. grupo

diabético; £ p < 0,001 vs. grupo controle desnervado.

4.4 Avaliacao da sensibilidade dos pressorreceptores

Na tabela abaixo se pode verificar a sensibilidade barorreflexa dos
grupos GC, GD, GCD, GDD. Os animais diabéticos apresentaram um
prejuizo na sensibilidade barorreflexa avaliada pelas respostas de
bradicardia e de taquicardia reflexas (vs. grupo C) induzidas por aumentos e
quedas da PA, respectivamente. Os animais submetidos a DSA
apresentaram a abolicdo do reflexo, como esperado. Vale ressaltar que

mesmo diante do quadro de auséncia do reflexo, os animais desnervados e



60

diabéticos mostram um reflexo residual ainda menor dentre todas as

respostas avaliadas.

Tabela 7: Sensibilidade barorreflexa nos grupos Controle (GC), Diabético

(GD), Desnervado (GCD) e Desnervado Diabético (GDD).

Resposta de Bradicardia Resposta de Taquicardia

(bpm/mmHg) (bpm/mmHg)
Controle -1,51+0,1 3,0+0,2
Diabético -1,14£0,1*£ 220+0,1*£
Desnervado -0,12+0,1*# 0,40 + 0,1 *#
Desnervado Diabético -0,07 =0,056*#£ 02001 *#£

Valores representam média + EPM. * p < 0,001 vs. grupo controle; # p < 0,001 vs. grupo

diabético; £ p < 0,001 vs. grupo controle desnervado.

4.5 Avaliagao da modulagao autonémica cardiaca

A variancia do intervalo de pulso cardiaco (IP) foi menor nos grupos
GD (76 + 8 ms?), GCD (38 = 6 ms?) e GDD (23 = 2 ms?) em comparagéo ao

grupo controle (125 + 18 ms?) (Figura 17).
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Figura 17: A varidncia do intervalo de pulso cardiaco (IP) foi menor nos
grupos Diabético (GD), Desnervado (GCD) e Desnervado diabético (GDD)

em comparagéo ao grupo controle (GC). * p < 0,001 vs. grupo controle; # p <

0,001 vs. grupo diabético; £ p < 0,001 vs. grupo SAD.

A avaliagéo pela analise espectral da banda de baixa frequéncia (LF)
do tacograma, considerado um indice da modulagdo do simpatico para o
coragao, estava reduzida nos grupos GD e GDD quando comparados ao
grupo C, embora o GCD apresente uma tendéncia a redugao desta variavel.
Foi observado um aumento da banda de alta frequéncia (HF), considerada
um indice de modulagédo vagal cardiaco, no grupo diabético e desnervado
diabético, embora o GCD apresente uma tendéncia a aumento quando
comparado ao GC. Com relagao ao balango simpato-vagal (LF/HF) verificou-
se uma marcada diminuicdo nos animais diabéticos associados ou n&o a

desnervagéo sinoaortica (Tabela 8).
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Tabela 8: Analise espectral da banda de baixa (LF) e de alta (HF) frequéncia
do tacograma e relagdo LF/HF nos grupos Controle (GC), Diabético (GD),

Desnervado (GCD) e Desnervado Diabético (GDD).

% LF % HF LF/HF
Controle 315+4 68,5+4 0,41 +0,14
Diabético 21,1+ 3* 78,9 + 3* 0,27 = 0,06*
Desnervado 258 +4,7 742 +47 0,39 +0,10
Desnervado
20,5+ 5,6 79,5+ 55" 0,25 +0,17*
Diabético

Valores representam médias + EPM. * p < 0,05 vs. grupo controle; # p < 0,05vs. grupo

diabético; £ p < 0,05vs. grupo controle desnervado.

Na variancia da PAS observou-se uma grande queda no GD quando
comparado ao GC. No grupo submetido a desnervagdo sino-aortica,
observou-se um aumento da variancia decorrente da perda do reflexo
baroreceptor. Apesar disso, os animais desnervados diabéticos mostraram
uma atenuagdo desse aumento causado pela perda do barorreflexo. A
avaliacdo pela analise espectral da banda de baixa frequéncia (LF) da PA,
considerado um indice da modulacdo do simpatico para a vasculatura,
mostrou uma redugdo em todos os grupos quando comparados ao GC. A

associacdo do diabetes com a desnervagdo levou a uma reducido ainda
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maior da banda de baixa frequéncia quando comparada aos grupos com a
presenga isolada desses fatores. A banda de alta frequéncia (HF) do

sistograma mostrou-se diminuida nos grupos diabéticos (Tabela 9).

Tabela 9: Variancia da pressao arterial sistolica (PAS), banda de baixa (LF)
e de alta (HF) frequéncia do sistograma nos grupos controle (C), diabético

(GD), desnervado (GCD) e desnervado diabético (GDD).

Variancia PAS
LF (mmHg?) HF (mmHg?)

(mmHg?)
Controle 29 + 2 6,7 +2,1 1,8 +0,2
Diabético 10 + 2,6* 1,6 + 0,4 1,3+0,2*
Desnervado 46 + 10*# 2,6 +0,5'# 1,5+0,18
Desnervado
27 + 9#E 0,63 = 0,1*#£ 1,05 + 0,15*£
Diabético

Valores representam média + EPM. * p < 0,001 vs. grupo controle; # p < 0,001 vs. grupo

diabético; £ p < 0,001 vs. grupo controle desnervado.
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4.6 Avaliagao no Sistema de Rim Isolado: Perfusao Renal

Extracorpoérea.

Dentre os parametros que podem ser calculados fixaram-se,

para fins de avaliagdo em todos os grupos, os seguintes parametros renais:

PARAMETROS RENAIS AVALIADOS NA PERFUSAO DE RIM ISOLADO:

Presséao de Perfusao (PP, mmHg)

Resisténcia Vascular Renal (RVR, mmHg.mL/g/min)

Fluxo Urinario (FU, mL.g™".min™)

Ritmo de filtragdo glomerular (RFG, mL.g".min"")

Fluxo plasmatico renal (FPR, mL.g-1.min-1)

4.6.1 Pressao de Perfusao

Como pode ser demonstrada na tabela 10, a pressao de perfusao
(PP) se manteve estavel durante os 120 minutos do protocolo nos animais
do grupo GC, GCD e GDD. Entretanto, no grupo GD ocorreu um aumento
gradativo e significativo na pressédo de perfusdo durante os 120 minutos do

protocolo experimental.

Houve um aumento significativo na presséo de perfusdo dos animais

diabéticos (GD) quando comparado com os animais controle (GC) (p=0,007).
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Tabela 10: Pressao de perfusao nos rins dos grupos Controle (GC), Diabético

(GD), Desnervado (GCD) e Desnervado diabético (GDD)..

Tempo de coleta (minutos)

Grupos Experimentais 30 60 90 120
Controle 114+80 11470 117 =x44 117 +5,0
Diabético 120+ 11,0 126+9,4 136+5,8* 141 +6,0*

Desnervado 107 £4,5 11251 112=55# 118 =5,3#
Desnervado

113+4,0 115+x44 125+43 122 + 5,3
diabético

Presséo de Perfusdo (PP, mmHg). Valores representam médias + EPM. * p < 0,05 vs. grupo

controle; # p < 0,05 vs. grupo diabético; £ p < 0,05 vs. grupo controle desnervado.

4.6.2 Resisténcia Vascular Renal

Como pode ser observada na tabela 11, a resisténcia vascular renal
(RVR) se manteve estavel durante os 120 minutos do protocolo nos animais
GC e GCD. Entretanto, nos grupos GD e GDD observaram-se um aumento
significativo na resisténcia vascular renal durante os 120 minutos do

protocolo experimental.

Houve um aumento importante na resisténcia vascular renal dos
animais diabéticos e diabéticos desnervados quando comparados com 0s

animais controles (p=0,03).



66

Tabela 11: Resisténcia vascular renal nos dos grupos Controle (GC), Diabético

(GD), Desnervado (GCD) e Desnervado diabético (GDD)...

Tempo de experimento (minutos)

Grupos
30 60 90 120
Experimentais

Controle 4,3+0,6 4,1+0,4 42+0,3 4,4 + 0,4

Diabético 7.3+1,4* 8,1 +14* 94 +1,8* 11,5 = 2,0*
Desnervado 36+0.2 3,7 +0,2# 3.8+0,3# 4,1 +0,3#
Desnervado

6,6 +1,8* 6,3+ 15* 7.2+1,8* 7,0 =1,4*
diabético

Resisténcia Vascular Renal (RVR, mmHg.mL/g/min). Valores representam médias + EPM.

* p < 0,05 vs. grupo controle; # p < 0,05 vs. grupo diabético; £ p < 0,05 vs. grupo controle

desnervado.

4.6.3 Fluxo Urinario

Como pode ser concluido na tabela 12, o fluxo urinario (FU) se

manteve estavel durante os 120 minutos do protocolo nos animais GC.

Entretanto, no grupo GD observou-se um aumento gradativo no fluxo

urinario chegando-se aos valores maximos aos 120 minutos do protocolo

experimental. Ja nos animais do grupo GCD observou-se uma redug¢do do
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fluxo urinario a qual se manteve estavel ao longo do protocolo. A mesma
reducédo pode ser vista no grupo GDD embora tenha ocorrido um aumento
no fluxo urinario ao logo do protocolo, como observado nos animais do grupo

GD.

Tabela 12: Fluxo urinario dos grupos Controle (GC), Diabético (GD), Desnervado

(GCD) e Desnervado diabético (GDD).

Tempo de coleta (minutos)

Grupos
30 60 90 120
Experimentais

Controle 0,15+ 0,01 0,15+ 0,01 0,15+ 0,01 0,14 = 0,01

Diabético 0,09 = 0,02* 0,15+0,02 0,21 +£0,03 0,27 = 0,07
Desnervado 0,07 +0,01* 0,09+0,01 0,08+0,01# 0,07 =0,01#
Desnervado

0,05 +0,01* 0,07 £0,02*# 0,08 £0,02# 0,08 = 0,02#
diabético

Fluxo Urinario (FU, mL.g".min™"). Valores representam médias + EPM. * p < 0,05 vs. grupo

controle; # p < 0,05 vs. grupo diabético; £ p < 0,05 vs. grupo controle desnervado.

4.6.4 Ritmo de Filtragao Glomerular

Como pode ser deduzido da tabela 13, o ritmo de filtragdo glomerular

(RFG) se manteve estavel durante os 120 minutos do protocolo nos animais
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GC. Entretanto, no grupo GD observou-se aumento gradativo no RFG
durante os 120 minutos do protocolo experimental. Os animais dos grupos
GCD e GDD apresentaram uma tendéncia a diminuicdo do RFG ao longo do

protocolo experimental.

Tabela 13: Ritmo de filtragdo glomerular dos grupos Controle (GC), Diabético

(GD), Desnervado (GCD) e Desnervado diabético (GDD).

Tempo de coleta (minutos)

Grupos
30 60 90 120
Experimentais
Controle 0,5+0,1 0,4+0,1 0,4+0,1 0,4 = 0,01
Diabético 0,3+0,1 0,4+0,1 0,6 0,1 0,6 = 0,02
Desnervado 0,5+ 0,02 0,4+ 0,01* 0,3+ 0,01# 0,3+ 0,01*#
Desnervado
0,3+ 0,02 0,3+ 0,01#¢ 0,2+ 0,01# 0,2+ 0,01*#¢
diabético

Ritmo de filtragdo glomerular (RFG, mL.g".min™"). Valores representam médias + EPM. * p
< 0,05 vs. grupo controle; # p < 0,05 vs. grupo diabético; £ p < 0,05 vs. grupo controle

desnervado.
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4.6.5 Fluxo Plasmatico Renal

Como pode ser deduzido da tabela 14, o fluxo plasmatico renal (FPR)
se manteve estavel durante os 120 minutos do protocolo nos animais GC.
Entretanto, nos grupos GD e GCD observaram-se um aumento no RFG o
qual se manteve aumentado durante os 120 minutos do protocolo
experimental. Ja no GDD observou-se uma reducdo no RFG em todos os

120 minutos analisados.

Tabela 14: Fluxo plasmatico renal dos grupos Controle (GC), Diabético (GD),

Desnervado (GCD) e Desnervado diabético (GDD).

Tempo de coleta (minutos)

Grupos
30 60 90 120
Experimentais
Controle 28+1,8 28+1,7 27+1,5 24+1.4
Diabético 33+2,5
33 2,7 33 2,7 33 2,7
Desnervado 33+1,7 33+ 1,8 33+ 2,3 32+ 2,0
Desnervado
20+ 1,2*#¢ 20+ 1,2*#¢ 20+ 1,2*#¢ 22+ 1,3
diabético

Fluxo Plasmatico Renal (FPR, mL.g™.min™"). Valores representam médias + EPM. * p < 0,05

vs. grupo controle; # p < 0,05 vs. grupo diabético; £ p < 0,05 vs. grupo controle desnervado.
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4.7 Fluxos Sanguineos Regionais

Os fluxos sanguineos analisados nesse protocolo (coronariano,
pulmonar, renal e muscular) apresentaram-se reduzidos em todos os grupos
experimentais quando comparados ao GC. O grupo submetido a DSA
mostrou uma redugdo mais acentuada em todos os fluxos sanguineos
estudados. Entretanto, quando comparamos os grupos desnervados, pode-
se notar que a associacao do diabetes com a desnervacio resultou em uma
menor redugdo dos fluxos sanguineos cardiaco, renal e muscular

(gastrocnémio).

Tabela 15: Analise do fluxo sanguineo regional nos grupos Controle (GC),

Diabético (GD), Desnervado (GCD) e Desnervado Diabético (GDD).

CORACAO PULMAO RINS GASTROCNEMIO  SOLEO
Controle 3,4 +0,6 1,31 = 0,11 3,45=0,2 0,25 = 0,06 1,5+0,1
Diabético 24+06 1,00 £ 0,04* 2,24 +0,5* 0,31+0,1 0,91 = 0,4*

Desnervado 1,6 =0,3*# 0,82+0,03*# 140+02*% 0,10=0,02*# 0,84 +02%

Desnervado .
2,1+0,1¢ 0,88 + 0,05"# 1,84 + 0,4*#£ 0,18 + 0,04*#¢ 0,88 +0,2
Diabético

Fluxo Sanguineo regional (ml/min/g ). Valores representam média + EPM. * p < 0,05 vs.

grupo controle; # p < 0,05 vs. grupo diabético; £ p < 0,05 vs. grupo controle desnervado.
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4.8 Resisténcias Vascular Periférica Total e Regional

A resisténcia vascular periférica total encontra-se aumentada em
todos os grupos analisados com um aumento maior nos grupos diabéticos.
Ao analisarmos as resisténcias regionais observamos um aumento na
resisténcia vascular cardiaca, pulmonar, renal e muscular em todos os
grupos, entretanto a DSA quando ndo associada ao diabetes, potencializou
esse aumento, as unicas exceg¢des foram observadas nos rins e no
gastrocnémio do grupo associagao onde o diabetes ndo atenuou o aumento

observado.

Tabela 16: Analise da resisténcia vascular periférica total nos grupos
Controle (GC), Diabético (GD), Desnervado (GCD) e Desnervado Diabético

(GDD).

RVPT
Controle 1,02 = 0,05
Diabético 1,52 + 0,15*
Desnervado 1,27 + 0,10*
Desnervado
1,71 + 0,14*£
Diabético

Resisténcia vascular periférica total e regional (mmHg/ml/min ). Valores representam
médias + EPM. * p < 0,05 vs. grupo controle; # p < 0,05 vs. grupo diabético; £ p < 0,05 vs.

grupo controle desnervado.
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Tabela 17: Analise da resisténcia vascular regional nos grupos Controle

(GC), Diabético (GD), Desnervado (GCD) e Desnervado Diabético (GDD).

CORACAO PULMAO RINS GASTROCNEMIO  SOLEO
Controle 35+1,8 82+4 31+1,4 432 + 20 72 +4
Diabético 40=+1,4 96 + 5* 42 + 1,8* 309 = 17* 105 + 5*
Desnervado 66 + 2,6*# 129 = 10*# 75 + 5,4*# 1060 = 38*# 126 = 6*#
Desnervado
41 + 1,8*¢ 100 = 8*¢ 48 + 1, 7*#E 488 + 21*#£ 100 = 4*¢
Diabético

Resisténcia vascular periférica total e regional (mmHg/ml/min ). Valores representam
médias + EPM. * p < 0,05 vs. grupo controle; # p < 0,05 vs. grupo diabético; £ p < 0,05 vs.

grupo controle desnervado.

4.9 Débito e indice Cardiaco

O débito cardiaco mostrou-se reduzido em todos os grupos
estudados, em especial no grupo desnervado diabético, quando comparados
com o GC. Contudo quando comparamos o DC entre os grupos especificos,
observamos que os grupos diabéticos apresentam uma maior redugdo do
que a observada no grupo somente desnervado; e que quando ha uma
comparacao entre os grupos diabéticos, o desnervado diabético € o que
apresenta a pior avaliagao.

Com relagédo ao indice cardiaco, também observamos uma redugao

em todos os grupos, com uma redu¢ado maior nos grupos diabéticos sendo
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que a desnervagao nao foi capaz de atenuar essa redugdo no grupo

desnervado diabético.

Tabela 18: Analise do débito cardiaco e do indice cardiaco nos grupos

Controle (GC), Diabético (GD), Desnervado (GCD) e Desnervado Diabético

(GDD).
DEBITO INDICE
CARDIACO (ml/min)  CARDIACO (ml/min/Kg)
Controle 1M1 54 320 +9,7
Diabético 63 = 3,8* 240 = 7,8*
Desnervado 85 +51*# 270 + 8,1*#
Desnervado
55 + 1,8™4#£ 230 = 5,4*¢
Diabético

Valores representam média + EPM. * p < 0,05 vs. grupo controle; # p < 0,05 vs. grupo

diabético; £ p < 0,05 vs. grupo controle desnervado.

5. Correlagoes

A figura abaixo mostra a correlagdo entre os niveis glicémicos e a
sensibilidade barorreflexa. Pode-se observar que existe uma importante

correlagcdo entre essas duas variaveis (r = -0.8392 e p < 0.0001): quanto
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maior os niveis glicémicos menor a sensibilidade do reflexo barorreceptor,

analisada pela resposta de bradicardia, observada.
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Figura 18: Correlacdo entre a sensibilidade barorreflexa (mmHg )e o nivel

glicémico plasmatico (mg/dL).

A figura abaixo mostra a correlacdo entre o débito cardiaco e a
variabilidade do intervalo de pulso, pode-se observar que existe uma
importante correlagdo entre essas duas variaveis (r = 0.7917 e p < 0.0001),

guanto maior o débito cardiaco maior a variabilidade de pulso observada.
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Figura 19: Correlacdo entre a variabilidade do intervalo de pulso (ms?) e o

débito cardiaco (ml/ min).

A figura abaixo mostra a correlagdo entre o fluxo sanguineo coronario
e a resposta de bradicardia, pode-se observar que existe uma correlagao
entre essas duas variaveis (r = - 0,9201 e p < 0,0001), quanto melhor a
resposta de bradicardia, isto €, a sensibilidade barorreflexa, maior o fluxo

sanguineo cardiaco observado.
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Figura 20: Correlacdo entre a sensibilidade barorreflexa (mmHg )e o fluxo

coronario (ml/min/g).

A figura abaixo mostra a correlagéo entre o fluxo sanguineo renal e a
resposta de bradicardia, pode-se observar que existe uma correlagao entre
essas duas variaveis (r = - 0,9259 e p < 0,0001), quanto melhor a resposta

de bradicardia maior o fluxo sanguineo renal observado.
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renal (ml/min/g).
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5. Discussao

5.1 Parametros Metabodlicos

5.1.1 Peso corporal e Resposta a sobrecarga glicémica

A estreptozotocina foi descoberta e isolada primariamente pelos
seus efeitos antibidticos e antineoplasicos. Posteriormente, veio a ser
utilizada por muitos investigadores para induzir o diabetes mellitus em
modelos experimentais, por conta de seus efeitos destrutivos nas células
R pancreaticas (Bolzan et al., 2002). A acédo diabetogénica da
estreptozotocina mostra-se bastante eficiente na indugdo de um quadro
severo de diabetes, apresentando alteragdes semelhantes as observadas
em humanos diabéticos, como: hiperglicemia, hipoinsulinemia, poliuria e

perda de peso (Junod et al., 1969).

O presente estudo confirma os resultados obtidos em trabalhos
anteriores que demonstraram os prejuizos metabdlicos induzidos pelo
diabetes por STZ. Os grupos diabéticos apresentaram hiperglicemia e perda
de peso corporal significante (Maeda et al., 1995a; DallAgo et al., 1997,
Schaan et al., 1997; De Angelis et al., 2000; Wichi et al., 2007; De Angelis et
al., 2009), demonstrando um estado metabdlico similar ao observado em
humanos com diabetes descontrolado.

Ao contrario do observado nos grupos diabéticos, os animais
normoglicémicos (GC e GCD) aumentaram seus pesos corporais durante os

28 dias de protocolo. Todavia, os grupos submetidos a desnervagao sino-
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aortica apresentaram redugdo do peso corporal, ndo sendo significativa
quando comparado aos seus respectivos grupos controles; entretanto, isso
nos leva a crer que estes animais tém uma tendéncia a um peso menor na
avaliagdo final (p=0,075). Vale ressaltar que a associagdo do diabetes e
desnervagéao sino-adrtica ndo induziu redugdo adicional no peso corporal em
relagdo ao grupo somente diabético.

Nao existem estudos que tenham associado o diabetes com a DSA,
tanto do ponto de vista metabdlico como hemodinamico. A perda do controle
barorreflexo parece interferir na resposta a sobrecarga glicémica,
promovendo niveis menores nao s na glicemia basal, mas também na area
calculada sobre a curva, nos grupos submetidos a DSA. De fato, estudos
demonstram que existe uma correlacdo entre a perda do barorreflexo e a
alteracdo da modulagdo simpatica e parassimpatica para periferia (Irigoyen
et. al, 1995), incluindo o pancreas (Chiasson et al., 2004). Aléem disso, a
modulagado simpatica aumentada para a periferia, por auséncia do controle

ténico inibitério do barorreflexo, pode ter alterado as respostas metabdlicas

nesses grupos.

5.2 Avaliacao da ingesta hidrica e da excrecao urinaria: gaiola

metabdlica

A avaliagdo da fungdo renal em gaiola metabdlica mostrou aumento

no consumo de agua nos grupos submetidos ao diabetes e/ou DSA. Esse
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aumento de consumo esta associado ao aumento no volume urinario no
grupo diabético, podendo indicar uma acédo da hiperglicemia, levando a
diurese osmotica e a ingestdo de agua compensatoria, mostrando uma
relacdo entre ingestdo hidrica e perda urinaria nesses animais. Por outro
lado, os animais desnervados associados ou nao ao diabetes, apresentaram
um comportamento peculiar: aumento da ingestdo hidrica. Entretanto, os
animais GCD também apresentaram um aumento da perda urinaria ja o
grupo GDD mesmo com o aumento de consumo, apresentou perda
semelhante ao grupo diabético.

Os grupos diabéticos apresentaram um aumento na uréia excretada,
o que provavelmente deve estar relacionado a um estagio inicial do
desenvolvimento da insuficiéncia renal. Por outro lado, a presenga de
glicosuria encontrada nos grupos diabéticos era esperada devido ao estado
hiperglicémico desses animais.

Os animais diabéticos e/ou desnervados apresentaram proteinuria
gquando comparados aos animais controles, demonstrando mais uma vez a
ocorréncia de algum grau de comprometimento renal, conforme ja descrito e

esperado nesse modelo.

A excregdo de sodio e potassio foi maior nos grupos GD, GCD e
GDD. Os grupos diabéticos mostraram um aumento ainda maior na
excregcao de potassio, provavelmente associada a lesbes musculares
resultantes da hiperglicemia e do aumento da resisténcia vascular periférica

e regional.
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O aumento do volume urinario, bem como do sédio e potassio urinario
nos animais desnervados talvez possa ser explicado também pela acao
dos receptores cardiopulmonares. Sabe-se que na DSA existe um
aumento da pressao diastdlica final (PDF, dado ndo publicado), que
poderia estar associado com aumento da estimulacdo dos receptores
cardiopulmonares. De fato ndo s6 a possivel distensdo da cavidade
cardiaca pelo aumento da PDF como o aumento da sensibilidade dos
receptores cardiopulmonares induzidas pela desnervacado sino-adrtica
(Fernandes TL et al, 2010) levando a uma redugao da atividade simpatica
renal, promovendo vasodilatacdo e consequentemente aumento de
diurese e natriurese. Além disso, inibicdo da liberagdo de vasopressina
por agdo aumentada desses aferentes cardiopulmonares, em adicdo aos
efeitos da desnervagédo sino-adrtica levariam também ao aumento da

excrecdo de agua (Alexander e Morris, 1988).

5.3 Avaliacoes morfométricas

As imagens ultra-sonograficas das estruturas cardiacas e velocidade do
fluxo sanguineo pelo ecodopplercardiograma, sdo largamente reconhecidas
por proporcionar algumas das mais acuradas medidas ndo invasivas para
caracterizagdo da massa ventricular e analise das fungdes sistolica e
diastolica em humanos (Devereux et al.,, 1987; Devereux et al., 1986;
Devereux & Reichek, 1977).

Em animais de experimentagdo, o uso do ecocardiograma como

metodologia n&o invasiva da analise da fungdo e estrutura cardiacas,
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também vem se tornando rotina gragas ao avango tecnologico e
desenvolvimento de transdutores ultra-sonograficos com frequéncias
maiores, que proporcionam uma resolucao adequada a pequenas estruturas
(Pawlush et al. , 1993). Essa pratica vem sendo amplamente utilizada em
estudos que requeiram analise anatomo-funcional do sistema cardiovascular
no curso temporal de determinada patologia, exatamente por permitir a
sobrevivéncia do animal até o final do experimento. Moléstias como infarto
do miocardio, hipertensao arterial sistémica, diabetes mellitus, entre outras,
com tratamento associado ou n&o, podem ser avaliados ao longo de

periodos pré-estabelecidos através desta técnica.

No presente trabalho, aos 28 dias de DSA, os animais nao mostraram
alteracado nas fungdes sistélica e diastdlica do VE, quando comparados aos
animais controle. Estas medidas, inclusive, encontram-se semelhantes as
medidas descritas por Watson e cols. (2004), num estudo onde sé&o
propostos valores ecocardiograficos basais para ratos.

Por outro lado, o aumento subito de PA pela interrupcido das
aferéncias carotideas e adrticas, liberando o simpatico de sua inibicdo
tbnica, poderia levar a alteragcbes de estrutura cardiaca? Embora
pudéssemos esperar este tipo de alteragdes, mesmo que transitérias
(acompanhando o aumento da PA, por exemplo) pelo ecocardiograma n&o
observamos alteragdes significativas do diametro de cavidade, da espessura
do septo ou parede posterior do VE, avaliados durante a diastole.

Considerando ainda a variabilidade da PA, alta na DSA, sabe-se que

esta ligada a lesbes de diferentes 6rgdos quando presente na hipertensao e
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a predicdo de mortalidade apos evento cardiovascular (La Rovere, 1998). De
fato, a medida das massas do VE confirmou a presenca de hipertrofia
ventricular esquerda nestes animais, no presente estudo. Esses resultados
corroboram dados obtidos por Miao e cols. (2003) que demonstraram
hipertrofia moderada de VE e hipertrofia adrtica em ratos com DSA, bem
como dados ja publicados de nosso laboratorio (Mostarda et al, 2010;
Moraes-Silva et AL, 2010).

A hipertrofia de VD tem também sido relatada (Van Vliet, 1996) embora
nem sempre encontrada (Miao e cols., 2003). Esses autores inclusive
relatam que o aumento do VD encontrado por Van Vliet pode ser devido ao
tipo de medida, pois o0 aumento do peso do VD esta correlacionado a
reducéo do peso corporal. Em dados obtidos em ratos WKY (Wistar Kyoto),
Miao e cols., (2003) encontraram aumento de 22% no VD e reducédo de 6%
no peso corporal (Miao e cols., 2003) apés a DSA. Leve-se em conta,
entretanto, que recentemente foi descrita hipertrofia cardiaca em ratos WKY
normotensos (Aiello e cols., 2003) o qué realmente dificulta a concluséo.
Dessa forma, a hipertrofia de VD permanece por ser mais bem estudada na
DSA, inclusive porque ha indicacdes de que dependa mais da desnervacao
dos quimiorreceptores com repercussdes sobre a circulagdo pulmonar (Van
Viiet, 1999).

Muitos investigadores tém demonstrado anormalidades na func&o
sistdlica e diastolica em humanos e em ratos diabéticos (Akula et al., 2003;
Di Bonito et al., 1996, De Angelis et al., 2000; Wichi et al., 2007). O diabetes

experimental por STZ tem sido associado com disfungdo ventricular,
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incluindo reducao de contratilidade, diminuigdo da complacéncia ventricular
e aumento da PDF (Fein et al., 1980; De Angelis et al., 2000; Dobrzynski et
al., 2002; Akula et al., 2003). Esses estudos foram realizados in vitro em
coragdes isolados, o que exigiu o sacrificio dos animais e a remogéo dos
reflexos autonémicos e do suprimento vascular. Akula et al. (2003) em um
outro estudo concluiram que as disfungdes sistolica e diastdlica avaliadas
pelo ecocardiograma sao realmente evidentes apdés 12 semanas de
diabetes. Esses autores afirmaram que a avaliacdo ecocardiografica € um
meétodo eficaz no diagnostico das anormalidades cardiacas do diabetes em
ratos, ndo havendo, desta forma, a necessidade de avalia¢des histologicas,
0 que nao é necessariamente, uma visdo universal. De fato, em nosso
laboratério, recentemente demonstramos que animais diabéticos por STZ
apresentavam alteracdes estruturais, na funcao sistélica e diastélica em 30
dias apos a indugado, avaliados tanto pelo ecocardiograma quanto pela
canulagdo do VE (Wichi et al., 2007). No presente estudo os animais
diabéticos apresentaram reducdo da espessura diastdlica do septo-
interventricular (SIVDIA) e espessura diastolica da parede posterior (PPDIA).

O parametro de fungado diastdlica (TRIV) se mostrou reduzido na
avaliagao ecocardiografica do grupo desnervado diabético (GDD) em relagao
aos demais grupos. Além disso, é interessante chamar a atengdo para o fato
de que a presenga de diabetes ou DSA isoladamente nao induziu prejuizo
da funcdo diastélica destes animais. E possivel que as diferencas desses

achados com outros anteriores de nosso laboratorio (Wichi et al, 2007)
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sejam devidas ao tempo ou a gravidade do diabetes em que as medidas

foram feitas.

A reducédo nos valores destes parametros sugere que o diabetes
associado a desnervagao sino-aodrtica pode ter provocado deficiéncia no
relaxamento ventricular dos animais estudados. O relaxamento cardiaco é
um processo dindmico que se inicia no final da contragdo e ocorre durante a

fase de relaxamento isovolumétrico e inicio do enchimento ventricular.

5.4 Avaliagcoes hemodinamicas sistémicas

Utilizando medidas diretas da pressao arterial batimento-a-batimento,
no presente estudo, as avaliagdes hemodinamicas basais confirmaram a
reducdo da PA e FC no grupo diabético e diabético/desnervado induzidos
por estreptozotocina.

De fato, estudos do nosso laboratério, utilizando técnicas de medida
direta (Maeda et al, 1995a; Dall 'Ago et al, 1997; Schaan et al, 1997; De
Angelis et al, 2000; Morris et al, 2009), tém demonstrado repetidamente
gqueda de PA basal em ratos diabéticos em diferentes tempos de diabetes
experimental.

Entretanto, existem observagbes de aumento (Kawashima et al,
1978; Bunag et al, 1982; Fein et al, 1991; Taked et al, 1991) ou nao
alteracdo da PA (Fiordaliso F, 2000) nestes animais. Na maioria dos

trabalhos que demonstraram hipertensdo basal, foram usadas técnicas
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indiretas de medida de PA, através de pletismografia de cauda. Neste
método, o aumento do tecido fibroso na cauda dificulta a oclusdo da
artéria caudal induzindo erros sistematicos na medida da PA. E provavel,
portanto, que essa diferenca nos niveis pressoricos basais deva-se aos
diferentes métodos usados para a medida de PA (Carrier e Aronstan,

1987; De Angelis K et al., 2009).

Como explicar essa queda de PA observada nos animais diabéticos
no presente experimento? Reconhecendo que a pressdo arterial sistolica
reflete a capacidade de trabalho cardiaco, como sugerido por Yu & McNeill
(1992), poderiamos especular que o estado de hipotensdo observado no
presente trabalho possa estar relacionado a redugcdo no desempenho
ventricular. Reforcando essa possibilidade, encontramos na literatura
estudos demonstrando que as mudancgas observadas na pressao arterial de
animais diabéticos poderiam estar relacionadas com alteragdes
hemodinamicas apés o tratamento com estreptozotocina. E possivel que
alteracdes no débito cardiaco, produzidas pela queda da frequéncia cardiaca
(efeito cronotrépico negativo), bem como pela redugdo da contratilidade
ventricular (efeito inotropico negativo) (De Angelis et al., 2000, 2009),
pudessem contribuir para reducio da pressao arterial em animais diabéticos,
uma vez que, a pressdo arterial relaciona-se diretamente com o débito
cardiaco.

A redugdo de volume associada a hiperglicemia e diurese
osmotica, conforme sugerido por Jackson & Carrier (1983) e Cohen et al.

(1986) também poderia contribuir para redugdo da PA. E possivel que uma
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excessiva perda de volume pudesse explicar a redugdgo do DC e
consequentemente redugcdo de fluxo sanguineo em outros territorios em
diabéticos (Brands & Fitzgerald, 1998). De fato, retornando ainda ao evento
da hiperglicemia, lembramos que ela causa significativa natriurese e diurese,
mesmo em animais com reduzida massa renal que nao apresentam
aumento da taxa de filtragcdo glomerular. Dessa forma a perda de volume
tem sido associada a reducdo da PA. Entretanto, mecanismos
compensatérios, como ativagdo do sistema renina angiotensina renal,
poderiam minimizar esses efeitos (Brands MW and Labazi H, 2008).
Independente disso, a diurese osmotica poderia levar a um estado de
retracdo do volume extracelular nesses individuos

No estado crbnico, entretanto, a reducdo de volume deveria estar
compensada pela redugdo do continente vascular conforme proposto por
Guyton et al. (1981), através do mecanismo de auto-regulagdo total.
Também o volume extracelular poderia estar sendo mantido por fluxos
provenientes do compartimento intracelular (Cowley et al., 1996). De fato,
Anwana & Garland (1991) mostraram que apesar de apresentarem
desidratacdo intracelular, ratos diabéticos nao apresentavam o volume
extracelular diferente de ratos normais, o que indica um balango entre perda
urinaria e retirada de volume das células para manutengdo do volume
naquele compartimento. Considerando essas informagdes, vale lembrar que
o livre acesso a agua, como realizado no presente estudo, foi importante na

manutenc¢do de volume em ratos diabéticos, o que parece ser confirmado
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pelos valores de hematdcrito que ndao mostraram diferenga entre diabéticos
e controles (Dall’Ago et al., 2002).

A bradicardia encontrada no diabetes por estreptozotocina em ratos é
um achado frequente e consistente na literatura (Bunag et al., 1982; Kiff et
al., 1991a; Maeda et al., 1995a; Maeda et al., 1995b; Schaan et al., 1997,
Tomlinson et al., 1990, Mostarda et al, 2009, Farah et al 2007, Souza SB et
al, 2007). De fato, a bradicardia tem sido observada em tempos diferentes
apos a estreptozotocina como cinco dias, 14 dias, 30 dias (Dall'Ago et al.,
2002; Kiff et al., 1991b; Maeda et al., 1995b) e até 80 dias (De Angelis et al.,
2000; Dowell et al., 1986; Pfaffman, 1980,Maeda et al, 2007). Ela pode ser
parcialmente revertida através do controle metabdlico obtido com a
administracao de insulina (Hicks et al., 1998; Schaan et al., 1997) e também
com treinamento fisico que esta associada a melhora na sensibilidade
tecidual periférica a insulina (De Angelis et al., 2000, Souza SB et al, 2007,).

Os mecanismos envolvidos na bradicardia de repouso do diabetes por
STZ nao estdo completamente esclarecidos, mas possivelmente envolvem o
tecido de condugdo cardiaco ou o sistema neuroenddcrino (Hicks et al.,
1998). A possibilidade de o sistema nervoso autonomo (SNA) mediar a
bradicardia, seja por aumento do ténus vagal ou diminuicdo do ténus
simpatico, foi examinada através de bloqueios farmacoldgicos utilizando
atropina e propranolol (Hicks et al., 1998; Maeda et al., 1995). Os resultados
mostraram que o tdnus simpatico e vagal para o coragdo estavam
deprimidos e que a FC intrinseca (FCI) de marca passo (nodo sino-atrial)

estava reduzida no diabetes. Estas evidéncias apontam para a importancia
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da FCI na determinagao da bradicardia do diabetes experimental. Altera¢des
de correntes idnicas poderiam reduzir a FCl através da diminuicdo da
inclinagdo da onda de despolarizagao diastdlica ou pela hiperpolarizacdo do
potencial diastolico maximo (Hicks et al., 1998). A funcao dos canais iGnicos
pode ser influenciada por algumas alteragbes caracteristicas do diabetes
como alteracdo da composi¢cdo dos lipidios de membrana, glicosilagédo e
mudangas na expressdo de proteinas (Hicks et al., 1997) . Também foi
testada a resposta cronotropica (bradicardia) a injecdo de metacolina, um
agonista colinérgico muscarinico, que demonstrou ndo estar alterada aos 5
dias apo6s o STZ. Entretanto, o mesmo teste mostrou uma resposta
bradicardica aumentada 15 dias ap6s a STZ no rato, sugerindo uma
adaptacdo funcional (aumento de sensibilidade) dos receptores
muscarinicos a diminuicdo do tonus vagal (De Angelis et al., 2000). Varios
estudos tém demonstrado diminuigdo do numero de receptores beta
adrenérgicos e muscarinicos cardiacos no diabetes, bem como alteragcbes
funcionais destes (Tomlinson et al., 1992). E possivel que o acoplamento do
receptor muscarinico ao segundo mensageiro esteja alterado como
demonstrado pelo aumento da quantidade de proteina Gi (inibitorio) em
tecido cardiaco apos a administragdo de STZ (Nishio et al., 1988). Estes
trabalhos sugerem que as propriedades elétricas do coragao e do sistema de
condugédo cardiaco estejam envolvidas na geragdo da bradicardia do
diabetes (Hicks et al., 1998; Tomlinson et al., 1992). Outra possibilidade é a
participacdo dos diferentes sistemas hormonais controladores da PA

estarem interferindo no controle da frequéncia cardiaca de animais
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diabéticos (Maeda el al, 2007). Hipotireoidismo também tem sido atribuido
como causa de bradicardia possivelmente mediando uma diminuigdo do
numero de receptores beta adrenérgicos no coragdo do diabetes por STZ
(Dowell et al., 1992; Tomlinson et al., 1992, De Angelis K et al, 2009).

Como ja bem estudado por nosso grupo e outros pesquisadores, a DSA
no rato tem sido utilizada desde sua descrigcdo (Krieger, 1964) como um
modelo biolégico para estudar o papel do barorreflexo em diferentes
situagdes fisiologicas e patoldgicas (Osborn e England, 1990; Alexander e
cols., 1990; Shade e cols., 1990)

Descrita originalmente como um modelo de hipertensdo neurogénica
(Krieger, 1964), é atualmente utilizada como um modelo de variabilidade de
PA. De fato, com o aperfeigoamento tecnoldgico dos sistemas de registro foi
possivel apos longos periodos de observagéo, detectar que a hipertensao
observada agudamente (24h) retorna a niveis de normalidade (Norman e
cols. 1980; Norman e cols., 1981; Franchini e Krieger, 1992; Irigoyen, 1995),
e que, no entanto, a variabilidade da PA se mantém (Irigoyen, 1995). A
hipertensdo € acompanhada de taquicardia (Vasquez E Krieger,1982) e
aumento da atividade simpatica, que retornam a valores observados em
animais intactos, na fase crénica da DSA como observado no presente
estudo.

Mais recentemente a DSA tem sido utilizada como modelo de
deficiéncia do barorreflexo ou de aumento da variabilidade da PA (Moraes-
Silva et al, 2010, Mostarda et al, 2010, Piratello et al, aceito Clinics), No

presente trabalho confirmou-se que animais desnervados ndo apresentam
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diferenga dos controles na PA e FC. Entretanto os desnervados diabéticos
(Grupo GDD) apresentam PAM menor que os somente diabéticos,
provavelmente devido a reducdo da PAD, uma vez que a PAS nédo se
encontrava reduzida em comparacdo ao grupo somente diabético. E
possivel que a redugdo da modulagao simpatica vascular nesse grupo tenha

contribuido para essa redugéo.

5.5 Avaliacao da sensibilidade dos pressorreceptores

Para manter a homeostase do meio interno a circulagdo sanguinea
deve ser sempre adequada para suprir as necessidades individuais e
momentaneas de cada tecido. Considerando-se que, em funcao da atividade
do organismo, as necessidades das células e dos tecidos variam
grandemente de um momento para outro, deve-se pressupor a existéncia de
mecanismos de controle bastante eficazes. A regulagdo neuro-hormonal da
PA comandada pelos barorreceptores arteriais €, sem duvida, 0 mecanismo
mais importante para corrigir de forma imediata os desvios para mais e para
menos dos niveis basais da PA. Os pressorreceptores sdo um importante
mecanismo de prote¢cdo contra oscilagbes da PA, agindo tanto no ramo
simpatico como no parassimpatico do sistema nervoso autonémico (De
Angelis et al., 2002, Fernandes TL, 2010). Varios trabalhos tém avaliado a
participagao do controle reflexo da PA no diabetes sugerindo que o mesmo
esteja alterado (Chang et al., 1986; Dall'Ago et al., 2002; Hicks et al., 1998;

Lund et al., 1992; Maeda et al., 1995a; Maeda et al., 1995b; McDowell et al.,
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1994a; McDowell et al., 1994b; Van Buren et al., 1998, Souza SB et al, 2010,
De Angelis K et al, 2009).

A neuropatia autondmica € uma importante complicacdo do diabetes
associada a alta morbidade e mortalidade justificadas por disturbios de
condugdo cardiacos, arritmias, hipotensdo postural e morte subita.
Experimentos do nosso grupo tém demonstrado que o diabetes por STZ com
duracdo minima de cinco dias € associado a diminuicdo da resposta
taquicardica e manutencédo da resposta bradicardica (Maeda et al., 1995a;
Maeda et al., 1995b), e que posteriormente (15 e 30 dias apdés a STZ) a
resposta bradicardica também é prejudicada (DalllAgo et al, 2002)
persistindo até 80 dias apos a STZ (De Angelis et al., 2000). Outros autores
descrevem manutengdo da resposta taquicardica (simpatico) e diminuigao
da resposta bradicardica (parassimpatico) em coelhos tornados diabéticos
por Aloxano, um modelo de diabetes experimental (McDowell et al., 1994a).
Em sequéncia a estes achados, estes autores ainda estudaram a aferéncia,
integracao central e eferéncia deste reflexo, demonstrando que a inclinagéo
da curva relacionando a pressao arterial com a atividade do nervo renal
(eferéncia) ndo estava afetada assim como a resposta da FC a estimulacéo
vagal e, portanto atribuiram a atenuagdo da resposta bradicardica a um
defeito seletivo central do ramo parassimpatico (McDowell et al., 1994b). Em
contraste, outro estudo demonstrou aumento das respostas de FC a
estimulacédo elétrica vagal para ratos diabéticos comparados a controles,
apesar da redugao da resposta bradicardica observada, sugerindo que as

fiboras aferentes ndo sido responsaveis pela atenuacdo da bradicardia
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(Dall'Ago et al., 2002, 2007) e que a eferéncia seja o local responsavel pela
disfungédo observada neste modelo de diabetes.

No presente estudo, observamos que o controle reflexo da PA
comandado pelos pressorreceptores esta prejudicado no diabetes e abolido
na presenga da desnervagao sino-adrtica, o que indica a efetividade da
desnervacao sino-aortica realizada nesse estudo. Além disso, a associagao
de diabetes e desnervagdo induz um prejuizo maior no grupo GDD,
possivelmente por serem o diabetes e a desnervagdo sino-aodrtica,
isoladamente, associados com reducdo da sensibilidade do reflexo
comandado pelos barorreceptores.

Ao avaliarmos a importancia da integridade do barorreflexo na evolugéo da
cardiomiopatia e da nefropatia diabética, observamos que a sensibilidade
barorreflexa correlaciona-se positivamente com os valores glicémicos, isto é,
quando maior a sensibilidade do barorreceptor, menor os valores glicémicos
observados. Foi possivel demonstrar, que esse mecanismo de controle da
PA, n&o apenas esta envolvido com a regulagdo do sistema cardiovascular
como também se associa a homeostase da glicose. Essa interrelagao pode
estar mecanisticamente ligada com as lesées de 6rgaos alvo, uma vez que
as correlagdes encontradas mostram que o prejuizo do barorreflexo esta
relacionadocom a redugdo dos fluxos sanguineos cardiacos e renais

observadas nesse trabalho.

5.6 Avaliacao da fungao autonémica
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O estudo da variabilidade da pressao arterial e da frequéncia cardiaca
no dominio do tempo e da freqiéncia nos permite avaliar a modulacio
autonémica do sistema cardiovascular. De fato, ja esta bem estabelecido na
literatura que em ratos, o componente oscilatorio de baixa frequéncia para
os vasos e coragao reflete a modulacdo simpatica enquanto que o
componente de alta frequéncia representa a modulagao parassimpatica para

o coragéo (Stolarz et al., 2004; Farah et al., 2004, 2007).

Uma complicacao frequentemente associada ao diabetes mellitus é o
desenvolvimento da neuropatia autondmica sendo associada a altas taxas
de morbidade e mortalidade em pacientes sintomaticos (Ewing et al., 1980).
Em individuos diabéticos, alteracbes da a variabilidade da frequéncia
cardiaca (VFC), bem como das bandas de baixa (LF) e alta (HF)
frequéncias, observadas pela analise espectral, podem preceder sintomas
clinicos de disfungdo autonémica (Task Force, 1996). Estudos de nosso
grupo tém mostrado redugdo na sensibilidade barorreflexa, tdbnus cardiaco
vagal e VFC em animais diabéticos por STZ (De Angelis, 2002; Schaan,

2004).

Em virtude da neuropatia autondmica, pacientes com diabetes
mellitus normalmente apresentam uma reduzida habilidade de regular a
frequéncia cardiaca, atribuida ndo sé a redugdo na sensibilidade dos
pressorreceptores, mas também pela presenca de uma disfuncao
parassimpatica cardiaca e/ou central. A injuria diabética ao sistema nervoso

parassimpatico pode reduzir a VFC, determinada principalmente pelos danos



95

causados ao controle parassimpatico, tornando-se assim um importante
indice de disautonomia nestes pacientes (Pagani et al, 1988, Dallago et al,
2007). Na literatura parece haver um consenso no que diz respeito a
reducédo da VFC no diabetes, demonstrada tanto em humanos (Gottsater e
cols, 2006), ratos e outros modelos animais de diabetes (Mésangeau e cols,
2000). Em nosso estudo foi possivel observar alteracdo da VFC nos grupos
diabéticos. A redugao da VFC nos pacientes e animais diabéticos (Farah et
AL, 2007) esta principalmente relacionada a redugédo dos dois componentes
oscilatorios LF e HF, mesmo na auséncia de outras manifestagdes nos
parametros cardiovasculares (Mésangeau e cols, 2000). Além disso, a
reducdo da banda de LF tem sido correlacionada a progressao de
aterosclerose em individuos diabéticos tipo Il, avaliada pela espessura

intima/média da cardtida (Gottsater et al., 2006).

Estudos demonstram a reducgao dos IP e consequente aumento da FC
nos animais DSA agudamente e o retorno a valores proximos aos de ratos
controle apds 21 dias de desnervacédo o que pode ser atribuido, pelo menos
em parte, a atividade simpatica aumentada que é observada na fase aguda
mas nao na crbénica (Barres et al., 1992; Irigoyen et al., 1995, Mostarda et al,
2010). De fato, esta bem estabelecido que a desnervagédo sino-aodrtica
produz taquicardia (Vasquez, 1980) que & progressivamente maior, atingindo
valores maximos apos cinco horas. A partir deste ponto, a FC passa entdo a
cair até atingir valores normais o que acontece em aproximadamente 10
dias. Essa queda é acompanhada de reducéo do tdnus simpatico bem como

de reducdo da frequéncia cardiaca intrinseca (Vasquez, 1980). Nesta fase
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ocorre aumento médio da atividade simpatica e redug¢ao de sua variabilidade
(Barres et al., 1992), sugerindo uma possivel saturacdo do sistema, o que
pode explicar o comportamento do IP nos ratos agudamente submetidos a
DSA. No presente trabalho observamos uma reducdo progressiva da
variabilidade do IP quando observamos o0s grupos experimentais na
sequéncia GD, GCD e GDD e comparamos ao GC. Essa reducdo era
esperada tanto nos grupos diabéticos como nos desnervados. Chama a
atencdo entretanto, a redugdo maior observada no grupo GDD. E possivel
gue os mecanismos envolvidos na redugao da variabilidade e que envolvem
a disfungcdo autondmica do diabetes e a retirada do freio inibitério exercido
pelos barorreceptores na DSA tenham tido um efeito somatério na indugéo

da reducdo do IP nesse grupo (GDD).

Ainda no dominio do tempo, a PAS e a PAD apresentaram
comportamentos semelhantes entre si nas duas fases da DSA,
caracterizadas por um aumento dos valores médios na fase aguda, reducao
na fase crénica e manutencido de uma labilidade aumentada nestas duas
fases. Esta combinacdo de efeitos sugere que os valores médios das
presssoes sistolica e diastolica dependem em grande parte do aumento da
atividade simpatica quantificada diretamente pela medida da atividade do
nervo simpatico renal (Barres et al., 1992; Irigoyen et al., 1995). A
importancia da hiperatividade simpatica no aumento da resisténcia periférica
total dos ratos desnervados tem sido também confirmada pela reversao das

hipertensao apos bloqueio autonémico adrenérgico (Werber et al., 1984).
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A manutengdo da labilidade aumentada tanto na fase aguda
quanto crénica, sugere que esta seja determinada mais pela destruicdo dos
barorreceptores (Barres et al., 1992), do que pela variagdo da atividade do
sistema nervoso autbnomo, uma vez que a hiperatividade simpatica
demonstrada na fase aguda ndo se observa cronicamente (Alexander et al.,
1980; Alper et al., 1987). Consistente com essa idéia, Barres et al. (1992) e
Irigoyen et al. (1995) mostraram que a atividade simpatica renal na fase

cronica da DSA esta normal.

5.7 Dominio da frequéncia

No dominio da frequéncia, a variancia dos IP correspondeu a uma
reducdo da variabilidade total na fase crénica da DSA assim como nos

grupos diabéticos, desnervados ou nao.

Para poténcia normalizada ou para o balango autonémico (LF/HF) as
diferengas foram evidentes apenas nos grupos diabéticos com relagdo aos
demais grupos. Como esperado existe uma redugéo da variabilidade da FC
nos animais diabéticos embora ndo se tenha encontrado grande diferenca
nas propor¢des de LF e HF. Entretanto, as diferencas foram capazes de
mostrar uma reducgido do balanco, que na verdade pode ser atribuido a uma
reducéo total da VFC. Com relagdo aos grupo s6 desnervado, a redugao do
componente LF tem sido associada a aumento da ativacdo simpatica nesse

grupo. No grupo GDD esta modulagao ainda foi mais reduzida. De forma
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geral a variancia total cai progressivamente em todos os grupos (GD, GCD,

GDD) em relagao ao controle.

Influéncias fisiolégicas ou farmacologicas podem provocar
modificagdes na modulagao entre simpatico e parassimpatico, como no caso
do exercicio fisico, onde se observa uma alteragao no balango autonémico
em favor do componente de LF (Ahmed et al., 1994). Na DSA néo se
observou alteragdo no balanco autonédmico com aumento do indice LF/HF,
apesar das evidéncias em favor de uma hiperatividade simpatica na
desnervagdo. Este fato conduz a duas hipoteses explicativas: 1) o balanco
autonémico foi mantido apos a DSA, ou ainda 2) mesmo que a atividade
simpatica pudesse estar aumentada para alguns territorios e isso pudesse
ter conduzido o sistema a um estado de saturacdo, a analise espectral é
uma ferramenta que discrimina modulagdo autonémica e n&o tbénus

autonémico (Malik e Camm, 1993), o que justificaria a

falta de alteragdes no padrao dos componentes de frequéncia do espectro.
Considerando os resultados obtidos por Vasquez e Krieger (1982), pelo
menos na fase cronica nds teriamos elementos para confirmar a primeira
hipétese, uma vez que, tanto o tdnus vagal como o simpatico para o coragao
estavam diminuidos quando analisados pelo bloqueio farmacolégico (Soares
et al., 2005) Ou seja, ndo teria havido alteragdo de balango autonémico.
Quanto a segunda hipotese, € fato ja evidenciado o grande aumento da
atividade simpatica na fase aguda da desnervagdo o que ndo tem sido
confirmado na fase crénica. Dados recentes de nosso laborat6rio, inclusive

apresentados nesse estudo apontam para um aumento da resisténcia
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periférica total na DSA, o que poderia ser associado com aumento da

atividade simpatica.

5.8 Avaliacao do Fluxo Sanguineo Regional

A manutencgao do fluxo sanguineo é importante para a sustentagéo da
homeostase no organismo. Diversos trabalhos ja demonstraram a
importancia do fluxo regional na progressdo de doengas, como: Isquemias
cardiacas e cerebrais, hipertensdo e no DM (Gerritsen J, 2001). Resultados
nao publicados de nosso laboratorio mostraram redugéo do fluxo coronario
avaliado aos 15 e aos 90 dias p6s indugao do diabetes por estreptozotocina.
De fato os animais diabéticos estudados apresentaram comportamento
semelhante com redugdo do fluxo sanguineo em todos os territérios
analisados; isso se deve provavelmente, ao aumento da resisténcia vascular

periférica e a reducao do debito cardiaco observados nesse trabalho

Ja essa redugdo do DC pode estar ligada a redugdo da FC,
classicamente ja demonstrada nesse modelo experimental (Hicks et al
1998). O que nos leva a associar essa redugdo a uma lesdo no marca passo
cardiaco desses animais, previamente ja discutido (Maeda et al, 1995,

2007).

Outro dado observado nesse trabalho € que a reducdo do fluxo
sanguineo nesse modelo experimental € acompanhada de aumento da RVP

e de reducédo do DC. Isso faz com que a PA embora com valores dentro dos
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limites da normalidade, permaneca reduzida quando comparada ao controle
intacto. E provavel que este aumento da RVP dependa do ténus miogénico
aumentado bem como da disfungcdo endotelial ja descrita nesse modelo.
(Brands et al; 2000) Conforme ja demonstrado, individuos com DM tipo 2
apresentam uma menor complacéncia vascular devido a uma aumento de

potencial para desenvolver a lesédo aterosclerética.

Quando analisamos o efeito da desnervacao sino-aédrtica no fluxo
sanguineo, notamos uma redu¢cdo do mesmo em todos os territorios
estudados. Isso provavelmente reflete um aumento da RVP que se sabe
deve estar acompanhada de reducédo do DC. Essa redug¢do € menor do que
a observada em diabéticos e isso provavelmente estda associado a
manutencdo da FC basal, ao contrario do observado no grupo diabético.
Quanto ao débito cardiaco, as evidéncias indicam redugdo possivelmente
devido a diminuicdo do volume sistolico (Krieger, 1979) frente ao grande

aumento da pos-carga (por aumento de resisténcia periférica total).

Quando comparamos a redugao dos fluxos regionais com o aumento
calculado da RVP, nos diferentes modele aos, percebemos que
percentualmente a reducao nos fluxos foi maior que o aumento da RVP. Isso
sugere que possa existir até aumento de fluxo em algum territério ndo

avaliado o que justificaria o aumento percentual menor da RVP.

A resisténcia periférica total esteve maior em todos os grupos

desnervados estudados quando comparada aos animais controle. Como
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resposta adaptativa a MVE aumentou. De fato, a hipertrofia cardiaca pode
estar associada ao aumento da pds carga, que, quando somada ao efeito
da pré carga também aumentada, contribuiu para a alteragdo estrutural
cardiaca observada. Além disso, a redugéo de fluxos sanguineos para os
territorio estudados (pois na verdade ndo estudamos todos os leitos
vasculares) sugere que assim como no coragado essa redugao possa ter
contribuido para outras respostas de ajuste, como ativagdo do sistema
renina angiotensina renal e de alguma forma associada a lesdo do érgéo

afetado.

Muitos estudos tém demonstrado diminuicdo da complacéncia
vascular no diabetes (Salomaa V, 1995; Rafidah 2010) que associada a
reducédo do DC e da FC poderiam explicar a redugéo dos fluxos sanguineos

observada nesses animais.

5.9 Avaliacao da Fungao Renal ex vivo: perfusao renal

No presente estudo, foi utilizado o sistema de perfusdo renal fechado
baseado nos estudos desenvolvidos por Bowman and Maack (1974); Ross
(1978); Pegg (1971); Hamilton et al. (1974) e modificado por Fonteles et al

(1983); Lima et al (1992).

A pressdo de perfusdo (PP) flutuou significativamente no GD
enquanto que no grupo controle flutuou dentro dos limites de normalidade,

portanto, se mantendo estavel durante os 120 minutos de protocolo.
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Além disso, a alteragdo da PP nos animais diabéticos foi
acompanhada de um aumento importante na resisténcia vascular renal
(RVR), sugerindo a liberagdo de fatores ativos intrarenais, além de fatores
de adaptagdo miogénicos. Vale ressaltar que os rins provenientes dos
animais do GD, estavam em um ambiente hiperglicémico e hiperfiltrante,
diferente do meio em que foi realizada a perfusao renal.

O ritmo de filtragdo glomerular (RFG), que reflete a quantidade de
fitrado formado a cada minuto através do movimento do sangue pelos
glomérulos, aumentou significativamente no grupo GD.

Essas alteragdes refletiram no fluxo urinario (FU) que aumentou no
grupo diabético, alcangando os maiores valores aos 120 minutos.

Podemos inferir que essas alteragdes condizem com a capacidade do
rim diabético em se adaptar a nova situagao imposta pela perfusao renal ex-
vivo, alterando seu funcionamento para ajustar-se a uma situagdo de
normalidade de pressao, variabilidade da pressdo e normoglicémia

Ja os animais desnervados mantiveram a PP estavel durante o
protocolo experimental A RVR também n&o mostrou variagcdo ao longo do
tempo, embora o GDD mostrasse uma tendéncia a aumentar essa
resisténcia em todos os tempos avaliados. Como o ritmo de filtracdo
glomerular também n&o se alterou nesses animais, ndo houve repercussao
no fluxo urinario desses grupos.

Diferentemente do observado no GD, os rins provenientes dos
animais desnervados n&o conseguiram adaptar-se, mantendo as

caracteristicas de funcionamento observadas em vivo. Os resultados
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apresentados nesse trabalham n&o sao conclusivos, embora possam indicar
que alteragcbes da funcao barorreflexa possa interferir na resposta do rim
isolado em individuos diabéticos. Outros estudos deverdo ser conduzidos
para que se possa melhor avaliar os efeitos da modulacdo autondémica
periférica comandada pelos barorreceptores sobre alteragbes da funcéo

renal em diabéticos.




SUMARIO E CONCLUSOES
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6. Sumario e Conclusoes

Os dados obtidos neste trabalho demonstram:

O diabetes induz redugdo de peso corporal, aumento da glicemia
plasmatica e da intolerancia a glicose, além de reduzir a PAM, a FC, a
sensibilidade barorreflexa, associadas a prejuizo no controle
autondémico. Observou-se também alteragées no débito cardiaco, no
volume sistdlico, fluxo sanguineo regional e na RVP. Na fungao renal
in vivo observou-se a presenca de alteragdes sugestivas de leséo e
prejuizo da sua funcdo. Ja na fungéo renal ex vivo, pode-se observar
uma adaptagdo do rim ao meio normoglicémico, evidenciado pelo
aumento do ritmo de filtragdo glomerular e do fluxo urinario.

A desnervagao sino-aortica n&o influenciou o ganho de peso, mas
reduziu a glicemia e melhorou a resposta a sobrecarga glicémica. Nao
foram observadas alteracbes hemodindmicas, porém observou-se
aumento da MVE , reducdo da sensibilidade barorreflexa
acompanhada de prejuizo na fungdo autonémica.. O fluxo regional
esteve diminuido em todos os territorios avaliados, acompanhado por
aumento da RVP e reducdo do débito cardiaco, entretanto nao foi
observada reducdo do volume sistdlico desses animais. Na fungao
renal observamos aumento do volume urinario e da excregao de sodio

durante as avaliagdes em gaiola metabdlica enquanto no sistema de
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perfusdo ex vivo o rim desses animais ndo conseguiu compensar 0s
danos causados pela DAS.

* No grupo resultante da associagcdo de diabetes e DSA podemos
ressaltar os resultados hemodinamicos, onde foi observada queda no valor
da PAM, FC e auséncia do barorreflexo. Adicionalmente, essa associacao
levou a uma reducdo maior na variabilidade do IP do que aquela observada
nessas situagbes isoladamente. Esses animais também apresentaram
aumento da resisténcia periférica total e regional juntamente com a redugao
de todos os fluxos regionais. A fungdo renal mostrou-se semelhante a
observada no grupo desnervado, o diabetes ndo modificou a resposta diante
da DSA.

Esses resultados obtidos no presente trabalho nos permitem
concluir que o papel homeostatico do barorreflexo é essencial no curso das
alteragdes cardiacas e renais tanto em animais normoglicémicos como nos
hiperglicémicos, por sua agdo ndo s6 no controle das variagdes momento a
momento (labilidade) como também nas alteragdes da PA bem como por
seu papel (aqui descrito pela primeira vez) na homeostase da glicose..
Esses resultados poderdo dar suporte a estudos de intervencdo que
possam melhorar a sensibilidade do barorreflexo e dessa forma contribuir
para um melhor controle na evolugcado da doencga cardiovascular no diabetes.
Adicionalmente, outros estudos sobre a influencia da fungéo barorreceptora
na evolucdo da doenca renal serdo necessarios, uma vez que nOSSOS
resultados foram modestos mecanisticamente na interpretacdo das

alteracdes observadas.
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