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- INTRODUGAO

bem conhecido na literatura, por meio de varios estu-

“menta as taxas de mortalidade cardiovascular. O estudo de
Fein evidenciou que o risco de pacientes diabéticos virem a
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dos epidemioldgicos (1,2), que o diabetes melito au-
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RESUMO

Avaliar a indugéo do diabetes melito tipo 1 (DM1) na hemodinamica sistémica e fun-
cao ventricular de ratos normotensos e hipertensos. O DM1 foi induzido
por estreptozotocina em ratos Wistar (WST), borderline hypertensive rats (BHR) e spontaneous-
ly hypertensive rats (SHR). A hemodinamica sistémica foi avaliada por termodiluicao e a fungao
ventricular, pela preparacao de Langendorff. A inducao de DM1 produziu aumento
na pressao arterial de WST e BHR. O DM1 determinou aumento na resisténcia periférica total
no grupo WST e diminui¢ao do débito cardiaco e do volume sistdlico nos grupos WST e BHR.
indices de funcao sistélica foram reduzidos e a rigidez ventricular, apenas nos ratos WST dia-
béticos. Todos esses efeitos foram mais proeminentes nos ratos WST diabéticos.

O DM1 foi acompanhado por importantes alteragoes nas fungoes sistolica e diastdlica, levando
a uma diminuicao nos valores hemodinamicos sistémicos que nao foram alterados pela hiper-
tensao arterial. Arg Bras Endocrinol Metab. 2010;54(9):842-51

Descritores
Diabetes melito experimental; hipertrofia ventricular esquerda; fungdo ventricular esquerda; hemodindmica

ABSTRACT

To analyze the effects of type-1 diabetes mellitus (DM1) induction on systemic he-
modynamic and ventricular function of normotensive and hypertensive rats.
DM1 was induced by streptozotocin in Wistar rats (WST), borderline hypertensive rats
(BHR) and spontaneously hypertensive rats (SHR). The systemic hemodynamic was evaluated
by thermodilution and ventricular function by Langendorff preparation. DM1-induction
increased tail arterial pressure of WST and BHR. DM1 also increased total peripheral resistance
in WST and decrease in cardiac output stroke volume in WST and BHR. Systolic function inde-
xes were reduced and ventricular stiffness increased in all WST-diabetic rats. All of these effects
were more prominent on diabetic WST rats. The DM1 in rats was accompanied by
important changes in both systolic and diastolic heart function leading to significant changes
in the systemic hemodynamics that were not significantly enhanced by hypertension. Arq Bras
Endocrinol Metab. 2010;54(9):842-51
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desenvolver insuficiéncia cardfaca foi de duas a cinco vezes
maior que individuos ndo diabéticos (3). A razdo para essa
observagio ¢ o desenvolvimento de uma miocardiopatia es-
pecifica secundaria ao diabetes melito e que ¢ independente
da presenga de arteriosclerose ¢ /ou doenga hipertensiva (4).
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A miocardiopatia diabética foi descrita por Rubler e
cols. (5) em autodpsias de pacientes diabéticos que tive-
ram insuficiéncia cardiaca sem evidéncias de doenga car-
dfaca valvular, alcodlica, aterosclerdtica e hipertensiva.

Muitos pesquisadores também evidenciam o desen-
volvimento de miocardiopatia diabética em animais nos
quais o diabetes melito foi induzido por agentes que
determinam a destrui¢io das células betapancredticas.
Nesses trabalhos experimentais também se identifica-
ram complicagdes advindas do diabetes melito, como a
nefropatia diabética ¢ a hipertensdo arterial (6,7).

Existe uma interagdo sinérgica entre diabetes melito
e hipertensdo arterial no desenvolvimento e progressao
da nefropatia diabética. De fato, quanto maiores os ni-
veis de hipertensdo arterial, maiores serdo os graus de
desenvolvimento da proteintria e, sobretudo, a velo-
cidade de declinio da fung¢do renal de seres humanos ¢
ratos com diabetes insulinodependentes (6-8).

Por outro lado, quando se observam o desenvolvi-
mento ¢ a progressio da miocardiopatia diabética, a in-
teragdo entre hipertensdo arterial e diminui¢do da fun-
¢do ventricular parece ser pequena ou as vezes ausente.
Em estudo de Rodrigues e McNeill (9), que analisou
esse parimetro em ratos Wistar e espontaneamente hi-
pertensos, tanto a hipertensio arterial quanto a indug¢io
de diabetes melito produziram diminui¢o desse pari-
metro a niveis semelhantes, nio havendo uma associa-
¢do sinérgica entre esses dois paraimetros (9).

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a inte-
ragdo entre a hipertensdo arterial e o diabetes melito
no desenvolvimento de miocardiopatia diabética em
diferentes estados hipertensivos de ratos portadores de
hipertensio genética (ratos espontaneamente hiperten-
sos ¢ ratos com hipertensio borderline) nos quais o dia-
betes melito tipo 1 foi induzido com estreptozotocina.

MATERIAIS E METODOS

Foram estudados ratos, com 3 meses de vida, das cepas:
Wistar normotenso (WST, n = 41), borderiine hyper-
tensive rats (BHR, n = 40, F1 do cruzamento dos ratos
SHR e fémea Wistar-Kyoto) e spontancously hypertensi-
ve rats (SHR, n = 39). Os ratos Wistar foram utilizados
em detrimento dos ratos Wistar-Kyoto (WKY, controle
natural dos ratos SHR) pelo fato de que estes tltimos
sio moderadamente hipertensos, metabolicamente he-
terogéneos ¢ podem apresentar algum grau de hiper-
trofia ventricular esquerda (10-12). Esse protocolo foi
aprovado pela Comissio de Etica da Universidade Fe-
deral de Sdo Paulo (Unifesp).
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Os animais foram acondicionados em gaiolas con-
tendo no maximo cinco animais ¢ mantidos no biotério
da disciplina de Nefrologia da Unifesp em temperatu-
ra constante, ciclo claro/escuro (12h/12h) e tinham
acesso livre a ragdo-padrio e agua potivel. Todos os
animais foram cedidos pelo Biotério Central da Uni-
fesp. As coldnias dos ratos SHR ¢ WKY sio derivadas
do National Institute of Health (NIH) e catalogadas
no International Index of Laboratory Animals.

Inducdo de diabetes melito tipo 1

O diabetes foi induzido em 24 ratos Wistar (WST +
DM), em 21 ratos BHR (BHR + DM) e 20 ratos SHR
(SHR + DM), por meio de uma inje¢do unica de es-
treptozotocina (Sigma Chemical, 50 mg/kg nos ratos
WST + DM ¢ BHR + DM ¢ 45 mg/kg nos ratos SHR +
DM) na veia caudal. O veiculo para administragio de es-
treptozotocina foi 0,1 mL de tampdo citrato. Os animais
estavam alimentados quando receberam a inje¢do de es-
treptozotocina e durante as 48 horas subsequentes a in-
jecdo tiveram trocada a dgua do bebedouro por solugio
de glicose a 1,25%. A menor dose de estreptozotocina
administrada aos ratos SHR + DM deveu-se ao fato de
que a dose de 50 mg/kg produziu alta mortalidade nes-
ses animais. Os animais controles (WST, BHR ¢ SHR)
foram injetados com o mesmo volume de tampao citrato
pela veia da cauda. A glicemia foi verificada trés dias apos
a injegdo de estreptozotocina e também ao final da 12°
semana do estudo. Para a determinagio da glicemia, uma
gota de sangue foi coletada da veia caudal e colocada
em tiras reagentes para mensura¢do em um glicosimetro
(Accutend, Roche). Os animais foram considerados dia-
béticos se sua glicemia fosse superior a 200 mg/dL. Nao
foi administrada nenhuma insulina durante o estudo.
Todos os animais foram acompanhados por 12 se-
manas, ¢ durante esse periodo a pressao arterial de cau-
da, por meio do método oscilométrico, € o peso corpo-
ral foram verificados duas vezes por semana. Na semana
que precedia a administra¢do de estreptozotocina e nas
semanas 4, 8 ¢ 12 ap6s a indugio do diabetes, foi cole-
tada a urina de 24 horas em gaiola metabdlica (Nalge-

ne). Na urina de 24 horas foi determinada a albumina-
ria, um indice de nefropatia diabética, pela técnica de -

imunodifusio radial.

Estudo hemodinamico

Foi separada para o estudo hemodinimico parte dos
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animais de cada um dos grupos experimentais. Para
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tanto, os animais foram anestesiados com pentobarbital
sddico na dose de 50 mg/kg/intraperitoneal. O débito
cardiaco, a pressio arterial média e a frequéncia car-
diaca foram determinados utilizando o aparelho Car-
diomax II (Columbus Inc.). Para essas determinagdes,
cateteres de polietileno (PE-50) foram inseridos na ar-
téria femoral (para determinagio da pressdo arterial e
da frequéncia cardiaca), no atrio direito, via veia jugular
direita (para administra¢dao de soro fisiologico gelado a
4°C), e na artéria aorta ascendente, através da artéria
cardtida esquerda (para coloca¢io do termistor de ter-
modiluigdo). O tempo total de implantagio de todos
os cateteres ndo excedeu 20 minutos. Aguardou-se um
periodo de estabiliza¢io de 30 minutos antes de reali-
zar a primeira medida e foram realizadas trés a quatro
determinagoes dos parametros hemodinimicos. O Car-
diomax II fornece leituras diretas de débito cardiaco,
volume sistélico, frequéncia cardfaca e pressdo arterial
média. O tnico valor calculado foi a resisténcia perifé-
rica total obtida por meio da divisio da pressio arterial
média pelo débito cardiaco.

Estudo da funcao ventricular esquerda

Os animais restantes foram submetidos ao estudo da
fungdo cardfaca, também sob anestesia por pento-
barbital sédio na dose de 50 mg/kg/intraperitoneal.
Para avaliar a fun¢do ventricular esquerda, utilizou-se
a preparacio de corag¢io isolado de Langendorft. Trin-
ta minutos antes de o coragio ser removido, todos os
animais receberam por via intraperitoneal 500 UI de
heparina sédica. O liquido de perfusdo utilizado foi o
tampdo de Krebs-Henseleit modificado com glicose ¢
manitol continuamente borbulhado com 95% O, e 5%
CO,. Todos os coragoes foram perfundidos na pressao
fixa de 80 mmHg e sob temperatura constante de 37°C
(Composigao do tampao Krebs-Henseleit em mM: 120
NaCl; 5,4 KCl; 2,5 MgSO,; 1,25 CaCl,; 2.0 NaH,PO ;
27 NaHCO,; 11 glucose; 4 manitol, mais 60 mg de
EDTA e 20 unidades de insulina. O pH ¢é acertado para
74).

A performance ventricular foi medida por meio de
um baldo de litex inserido no interior do ventriculo

¢ esquerdo, através do atrio esquerdo ¢ da valva mitral.
¢ O balao estava conectado a um cateter de duplo limen.

A uma das vias do cateter de duplo limen estava conec-
tado um transdutor de pressio (P23dB, Gould Instru-
ments) ¢ a outra, uma seringa Hamilton de 250 micro-
litros. Apés o periodo de estabilizagio de 40 minutos,
o volume do baldo foi ajustado de modo que a pressio
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diastélica intraventricular esquerda fosse de 0 mmHg.
O volume contido dentro do baldo, que determinou a
pressao diastolica ventricular de 0 mmHg, foi chamado
de volume inicial (V). O protocolo experimental cons-
tituiu da construg¢io de uma curva pressio-volume, em
que, através de uma das vias do cateter de duplo lamen,
se colocaram volumes crescentes de 10 microlitros no
interior do baldo. A cada incremento de volume, aguar-
davam-se 2 minutos para estabiliza¢io e entdo se pro-
cedia ao registro das pressoes intraventriculares. Essa
manobra findou-se quando a pressio diastélica de 60
mmHg foi atingida. As varidveis da fung¢ao sistdlica e
diastélica ventricular foram registradas em um poligrafo
da marca Gould. Para analisar as capacidades contriteis
do ventriculo esquerdo, foram utilizadas as medidas da
maxima pressio desenvolvida (PDmix) (diferenca entre
a pressdo sistolica e diastélica) pelo ventriculo esquer-
do ¢ a derivada positiva de pressao ventricular (+dP/
dt). A derivada negativa da pressio ventricular (-dP /dt)
foi estudada para avaliar o relaxamento ventricular, e as
tangentes das relagdes pressio-volume em 25 mmHg
foram utilizadas para verificar as propriedades passivas
do ventriculos (complacéncia ventricular) (13).

Morfologia ventricular

Depois de terminados os estudos de hemodinamica
sistémica ¢ de fun¢io ventricular esquerda, todos os
ventriculos foram excisados, lavados com salina, secos
em papel absorvente e pesados em balanga analitica. Foi
calculado o peso ventricular esquerdo relativo (mg/g
de animal), obtido pela divisao do peso ventricular es-
querdo absoluto corrigido pelo peso corporal. O peso
ventricular esquerdo também foi corrigido pela tibia
esquerda, uma vez que os animais diabéticos tiveram
uma grande perda de massa corporal (g/cm de tibia).
Apbs a pesagem, os coragoes foram estocados em for-
mol tamponado.

A andlise qualitativa do coldgeno ventricular foi rea-
lizada mediante a fixa¢do dos cora¢des em parafina. Os
ventriculos foram cortados no sentido perpendicular
(cortes de 2 mm) no nivel médio dos musculos papi-
lares. Os cortes foram corados com hematoxilina ¢ eo-
sina. A andlise qualitativa do contetido de colageno foi
feita pela determina¢io do percentual do nimero de
campos (%) que continham fibrose perivascular e fibro-
se intersticial. Foram computados 40 campos aleatérios
de cada lamina.

Os resultados estdo apresentados na forma de mé-
dia + erro-padrio da média. A andlise de variancia de
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medidas repetidas foi utilizada para comparar os valores
basais da pressio arterial de cauda e o peso corporal
daqueles obtidos nas 12 semanas de acompanhamento.
Para comparar a variagdo temporal da albumintria, foi
utilizada a anilise de variincia em postos (ANOVA oz
ranks). A comparagdo dos varios parimetros entre 0s
ratos ndo diabéticos e diabéticos foi feita por meio da
andlise de variincia de uma via e do teste de Kruskal-
-Wallis. Quando aplicado, a compara¢io dos ratos dia-
béticos foi realizada por meio dos testes “t” de Student,
para os dados paramétricos, ¢ de Mann-Whitney, para
os dados ndo paramétricos. Foram considerados signifi-
cantes os valores de p < 0,05.

RESULTADOS

Relativamente a pressio arterial, peso corporal, glicemia e
albuminiria, os dados estdo resumidos nas tabelas 1 ¢ 2.

Tabela 1. Peso corporal (PCorp, gramas), glicemia de jejum (12h) (mg/
dL) e excrecdo urindria de albumina na 12* semana do estudo (EUA,
mg/24h)

PCorp Glicemia EUA
WST (n=24) 367,8+83 943+18 0,43 0,01
WST-DM (n=17) 231,153 335,4+10,2¢ 0,86 + 0,02¢
BHR (n=21) 353,8+3,3 931+08 0,79 +0,05*
BHR-DM (n =21) 3144 £141 366,1 10,1 3,06 £ 0,49*#
SHR (n=19) 331,149 95,7+1,9 0,99 +0,03*
SHR-DM (n = 20) 252,7 +9,4¢ 3439 £ 11,1 4,89 +0,33*

*p<0,05 vs. WST; &:p<0,05 vs. WST-DM; *: p < 0,05 vs. controle ndo diabético. Média + EPM.

Tabela 2. Pressdo arterial de cauda, medida em mmHg, no periodo basal,
na 4% 8%e 12° semana de estudo dos diferentes grupos

Basal 4°semana  8?semana 122 semana
WST (n=14) 16,153 1193+42 117048 120557
WST-DM (n=8) 1223+6,7 1441+132% 1452+85" 1545+11,0*
BHR (n=12) 157,8+92 1551+69  1562+96 157,4+116
BHR-DM (n=14) 152,4+7,5 166,2+13,5* 171,8+17,1* 177,0+13,6*
SHR (n=10) 1953+154 1957+108 2025+19,7 206,8+18,7
SHR-DM(n=8) 1942+119 2182+95 2160+13,7% 2052+20,5

*p<0,05 vs. periodo basal; *: p < 0,05 vs. controle ndo diabético. Média + EPM.

Os pesos corporais dos animais diabéticos foram sig-
nificantemente menores que o dos animais nio diabé-
ticos. Quando as pressdes arteriais de cauda dos ratos
diabéticos foram comparadas, verificou-se que a indu-
¢do de diabetes elevou significantemente a pressio arte-
rial de cauda dos ratos Wistar e BHR. A pressao arterial
de cauda dos ratos SHR tornados diabéticos nao diferiu
da dos ratos SHR controles.
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A glicemia foi semelhante e significativamente eleva-
da nos trés grupos diabéticos estudados quando com-
parados com os grupos controles nio diabéticos, que
também nio diferiram entre si.

A excregdo urindria de albumina foi significativamen-
te maior nos ratos hipertensos (BHR e SHR) quando
comparados aos ratos normotensos. A indugio de dia-
betes determinou aumento da albumintria, proporcio-
nal ao grau de hipertensao arterial, em todos os grupos
estudados.

Dados hemodinamicos

A figura 1 apresenta os dados hemodinamicos de to-
dos os grupos experimentais. O débito cardiaco (Figura
1A) revelou uma diminui¢io significante desse parime-
tro nos ratos SHR nio diabéticos (197,5 + 16,1 mL/
min) em comparac¢io com ratos Wistar e BHR ndo dia-
béticos (257,0 = 8,3 mL/min ¢ 235,2 + 5,3 mL/min,
respectivamente). A indug¢do de diabetes reduziu signi-
ficantemente o débito cardiaco nas trés cepas estudadas
a valores que ndo foram diferentes entre si (WST - DM
=166,1 + 6,9; BHR + DM = 184,1 + 9,3 ¢ SHR + DM
=161,2 £ 7,2 mL/min).

Como nio existiu diferenga entre as frequéncias car-
diacas dos diferentes grupos estudados (WST = 326 =
3; WST + DM = 323 + 13; BHR = 258 + 9; BHR +
DM =281 + 15; SHR = 337 + 22 ¢ SHR + DM = 310
+ 21 bpm, n.s.), as varia¢oes do volume sistdlico, como
observado na figura 1B, foram semelhantes as observa-
das com o débito cardiaco, isto €, os volumes sistOlicos
foram menores nos animais diabéticos em comparagio
aos ndo diabéticos, com excec¢do dos ratos SHR + DM
q (WST = 0,87 = 0,02; WST + DM = 0,62 + 0,05%;
BHR = 0,84 + 0,02; BHR - DM = 0,68 = 0,05*; SHR
=0,58 £ 0,05 ¢ SHR + DM = 0,54 + 0,03mL/bat, p <
0,05 »s. Nio diabético).

Por outro lado, a resisténcia periférica total (Figu-
ra 1C), quando comparada entre os animais nio dia-
béticos, mostrou-se significantemente maior nos ratos
do grupo BHR ¢ SHR (WST = 0,354 + 0,056; BHR
= 0,849 £ 0,075* ¢ SHR = 0,581 + 0,134* mmHg/
mL1t.min, *p < 0,05 ps. WST). A indugdo de diabe-

tes tipo 1 produziu incremento na resisténcia periférica -
dos ratos WST + DM (WST + DM = 0,543 + 0,0718* :

mmHg/mL .min, *p < 0,05 »s. WST). Nos animais

dos grupos BHR + DM e SHR + DM, nio se verificou

aumento da resisténcia periférica total (BHR + DM =

0,684 + 0,140 ¢ SHR + DM = 0,648 + 0,125 mmHg/ g
mL™.min, nio significante vs. WST + DM). Mais ainda, .
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o aumento da resisténcia periférica total verificado nos
ratos Wistar diabéticos foi proporcionalmente maior do
que aquele observado nos ratos hipertensos.
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Figura 1. Painel superior: débito cardiaco (mL/min); painel intermedidrio:
volume sistélico (mL/bat); painel inferior: resisténcia periférica total
(mmHg/mL-".min). Resultados: *p < 0.05 vs. WST; @p < 0.05 vs. BHR;
n < 0.05 vs. controles ndo diabéticos.

Analise da funcgéo ventricular

Funcao sistélica (Tabela 3)

Quando comparado aos ratos Wistar nio diabéticos,
verificou-se que a maxima pressio desenvolvida pelo
ventriculo esquerdo (PD,,, ) foi significativamente re-
duzida nos ratos BHR e SHR nao diabéticos. A indu-
¢do de diabetes produziu redugdo significante desse
parametro nos ratos WST + DM ¢ BHR + DM, mas
nao nos ratos SHR + DM. Os valores de PD,,, dos trés
grupos de ratos diabéticos ndo apresentaram diferengas
entre eles. Mais ainda, o maior grau de redugio foi ve-
rificado nos ratos WST + DM.

A anilise da derivada positiva (+dP/dt) foi signifi-
cantemente menor nos ratos hipertensos nao diabéticos
(BHR e SHR) quando comparados aos controles nor-
motensos (WST). Novamente, o diabetes determinou
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reducio significante da +dP/dt nos ratos WST + DM
e BHR + DM, mas ndo nos SHR + DM. Proporcional-
mente, houve maior grau de redu¢io da +dP/dt nos
ratos WST + DM quando eles foram comparados aos
ratos BHR + DM. Mais uma vez, nio houve diferengas
entre as +dP/dt entre os ratos normotensos e hiper-
tensos tornados diabéticos (Figura 2, painel superior).

Funcéo diastélica (Tabela 3)

O relaxamento ventricular (-dP/dt, figura 2, painel
inferior) em ratos hipertensos nio diabéticos (BHR e
SHR) foi significativamente menor que em ratos Wistar
ndo diabéticos. A indugdo de diabetes determinou di-
minui¢io significante da derivada negativa, e a maior di-
minui¢do desse parametro foi verificada no grupo WST
+ DM. Entretanto, quando se compara o relaxamento
ventricular entre todos os grupos diabéticos, verifica-se
uma diminuig¢do do relaxamento ventricular proporcio-
nal ao grau de hipertensio arterial em todos os grupos
diabéticos, evidenciando um sinergismo entre hiperten-
sdo arterial e diabetes melito na diminui¢io da capacida-
de de relaxamento dos ventriculos esquerdos.

A rigidez ventricular (tangente das relagoes stress-
-straum ventriculares, figura 3) estava aumentada nos
ratos BHR e SHR nio diabéticos quando comparados
com os animais Wistar normotensos nio diabéticos, po-
rém entre os dois grupos de ratos hipertensos no havia
diferenga estatistica. Quando os animais foram tornados
diabéticos, verificou-se um aumento significante na ri-
gidez ventricular apenas nos ratos WST + DM, fato esse
que ndo foi observado nos dois modelos de severidade
de hipertensio arterial. Ndo se encontrou diferenca es-
tatistica quando se comparou a rigidez ventricular dos
ratos BHR ¢ SHR diabéticos ou normoglicémicos. Os
valores da rigidez ventricular dos trés grupos de animais
diabéticos foram semelhantes.

Morfologia do ventriculo esquerdo (Tabela 3)

Peso ventricular esquerdo

Os valores do peso ventricular esquerdo absoluto foram
significantemente maiores nos ratos BHR ¢ SHR nio
diabéticos, quando comparados ao seu controle Wis-
tar. A indugdo de diabetes diminuiu significativamente
o peso ventricular esquerdo absoluto de todos os gru-
pos experimentais (WST = 0,77 £ 0,02; WST + DM =
0,59 = 0,02#; BHR = 0,96 = 0,02; BHR + DM = 0,75
+ 0,03#; SHR = 1,04 + 0,02 ¢ SHR + DM = 0,76 +
0,02# gramas, #p < 0,05 »s. ndo diabético).
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Tabela 3. Méxima pressdo desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDmax, mmHg), derivada positiva (+dP/dt, mmHg/s), derivada negativa (-dP/dt,
mmHg/s), indice de rigidez ventricular (tangente, sem unidade) e peso ventricular esquerdo corrigido pela tibia (PVE/tibia, g/cm)

PDmax +dP/dt -dP/dt tangente PVE/tibia
WST (n=14) 176,4 125 3255 + 491 1564 + 205 0,196 + 0,017 0,197 + 0,006
WST-DM (n = 8) 122,3 + 16,8 1834 + 312* 888 + 2107 0,330 + 0,094* 0,176 + 0,010
BHR (n=12) 134,5 + 226" 2219 +173* 1048 + 324* 0,304 +0,098* 0,273 +0,008*
BHR-DM (n = 14) 116,7 + 8,4 1235 + 188* 627 + 70 0,249 + 0,042 0,220 + 0,007
SHR (n=10) 134 £131* 1757 + 324* 849 +191* 0,276 +0,051* 0,297 + 0,009*
SHR-DM (n = 8) 1125+94 1420 + 183 532 + 206&* 0,277 £ 0,058 0,231 +0,08*
*p<0,05 vs. WST; &: p < 0,05 vs. WST-DM; #: p < 0,05 vs. controle ndo diabético. Média + EPM.
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Figura 2. Painel superior: derivada positiva (+dP/dt) (mmHg/s); painel
inferior: derivada negativa (-dP/dt) (mmHg/s). Resultados: *p < 0,05 vs.
WST, &p < 0,05 vs. WST + DM, #p < 0,05 vs. controle ndo diabético.

Quando o peso ventricular foi corrigido pelo peso
corporal, continuou-se a verificar valores significante-
mente maiores nos grupos BHR e SHR quando com-
parados aos ratos WST. Porém, quando se analisa o
peso ventricular corrigido pelo peso corporal dos ratos
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Figura 3. Curvas pressdo-volume (curvas de Starling) sistlica e diastélica
dos grupos Wistar (WST), Wistar diabético (WST + DM), BHR, BHR
diabético (BHR + DM), SHR e SHR diabético (SHR + DM) obtidas no
ventriculo esquerdo durante a preparagdo de Langendorff.

diabéticos, se verifica um padrio diferente daquele ob-
servado na analise do peso ventricular esquerdo absolu-
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to, devido a grande perda de peso dos ratos diabéticos.
Nessa situagdo, o peso ventricular esquerdo relativo -
aumenta significativamente nos ratos WST + DM, di- &
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Miocardiopatia diabética em ratos

minui nos ratos BHR + DM e ndo se altera nos ratos
SHR + DM. Dessa maneira, fez-se necessirio um indice
que pudesse expressar de forma fidedigna para corre-
¢do do peso ventricular. Assim, optou-se por corrigir
o peso do ventriculo esquerdo pelo comprimento da
tibia esquerda. Utilizando-se esse indice, verificou-se o
mesmo padrio observado quando se realizou a andlise
do peso ventricular esquerdo absoluto, isto é, aumento
da massa ventricular esquerda nos ratos hipertensos e
diminui¢do em todos os ratos diabéticos.

Como demonstrado na literatura (14,15), todos os
ventriculos dos animais hipertensos (BHR ¢ SHR)
apresentavam um aumento na relagio entre o peso ven-
tricular/volume inicial (V) quando comparados aos
ratos normotensos (WST) (WST = 4,73 + 0,70; BHR
=7,16+2,33*; SHR =7,96 + 1,12* mg/pl, *p < 0,05
vs. WST). Quando se compararam esse parimetro entre
ratos normoglicémicos e diabéticos, verificou-se uma
redugdo desse indice nos ratos BHR + DM ¢ SHR +
DM (WST + DM = 5,64 + 1,06; BHR + DM = 4,79
+ 1,07#, SHR + DM = 4,99 + 0,95# mg/ul, #p < 0,05
s. ndo diabético).

A anilise microscopica qualitativa revelou que os ani-
mais BHR ¢ SHR normoglicémicos apresentavam um
maior nimero de campos contendo lesoes intersticiais e
perivasculares sugestivas de fibrose (WST = 0,00 = 0,0;
BHR = 25,7 + 8,2%; SHR = 48,0 = 18,0 %, p < 0,05
vs. WST). Quando se compararam os ratos normogli-
cémicos com os diabéticos, houve apenas aumento no
namero de lesoes nos ratos WST + DM (WST + DM =
10,0 + 4,2*: BHR + DM = 30,61 + 16,3: SHR + DM
= 36,7 + 7,0 %, *p < 0,05 vs. ndo diabético). Também
ndo se verificaram diferengas estatisticamente signifi-
cantes entre os trés grupos diabéticos.

DISCUSSAO

. Pressao arterial, peso corporal, glicemia e
¢ albumindria

Os resultados confirmam os dados prévios que mostram
que a indugdo de diabetes melito promove aumento da
pressdo arterial em ratos normotensos, aumenta o esta-
do hipertensivo de ratos BHR, mas ndo ganho adicio-
nal na pressdo arterial de ratos SHR (16-18), ¢ também

848

estdo de acordo com a literatura (16) que reportou re-
dugdes no peso corporal associado ao desenvolvimen-
to de hiperglicemia. Cabe ressaltar que a hiperglicemia
obtida pelos trés grupos foi semelhante, apesar de os
ratos SHR + DM receberem uma dose menor de es-
treptozotocina. Essa menor dose deveu-se a grande
mortalidade observada nesses ratos quando a dose era
de 50 mg/kg. Ja é relatado na literatura que nos ratos
espontaneamente hipertensos existe uma maior susce-
tibilidade a administra¢io de estreptozotocina e que
menores doses dessa substincia produzem efeitos dia-
betogénicos semelhantes aos de maiores doses quando
administradas a ratos Wistar (19,20). A perda de peso
em nossos animais ¢ varidvel ¢ provavelmente se deve as
diferentes doses de estreptozotocina utilizadas.

Os resultados deste estudo viao ao encontro de da-
dos prévios deste laboratorio (18) e de outros pesqui-
sadores (21) que demonstram o desenvolvimento da
nefropatia diabética, medida pela excre¢io urindria de
albumina, de ratos tornados diabéticos por administra-
¢do de estreptozotocina. O desenvolvimento da nefro-
patia diabética, como esperado, foi agravado de manei-
ra dependente da severidade da hipertensdo arterial.

Hemodinamica sistémica e funcao cardiaca em ratos
diabéticos

Em nosso estudo, os dados hemodinidmicos dos animais
diabéticos foram caracterizados por importante aumen-
to na resisténcia periférica total associada a diminuigio
do débito cardiaco e do volume sistdlico. Cabe ressal-
tar, porém, que as medidas hemodinamicas foram reali-
zadas em animais sob anestesia e o cdlculo da resisténcia
periférica foi realizado nessas condi¢oes. Os valores da
pressdo arterial aqui discutidos sio dos animais em vi-
gilia, obtidos mediante medidas da pressdo arterial de
cauda. O aumento da resisténcia periférica nos animais
diabéticos ¢ o consequente aumento da pressao arterial
de cauda possivelmente se devem a ativagdo do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (22) e a disfun¢io en-
dotelial (23). De fato, estudos com modelo de diabetes
induzido por estreptozotocina verificaram também au-
mento da resisténcia periférica total (24,25). Mais ain-
da, nos ratos BHR + DM ¢ SHR + DM, a indugido do
diabetes pode ter determinado uma maior ativa¢io do
sistema nervoso autbnomo simpatico, uma vez que na
etiologia da hipertensio dos ratos BHR ¢ SHR ocorre
maior ativa¢io autonomica (26,27). As variagdes obser-
vadas nesses parimetros foram particularmente maiores
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nos ratos normotensos quando comparados aos ratos
hipertensos. Ressalta-se que nio houve variagio da fre-
quéncia cardfaca quando se compararam os ratos diabé-
ticos com os nio diabéticos.

O maior aumento na resisténcia periférica total ve-
rificada nos ratos WST + DM estd de acordo com o
maior aumento observado na pressdo arterial de cauda,
que também sofreu o maior aumento (+29%) que nos
ratos BHR + DM (+12%) ¢ SHR (0%).

E também interessante notar que a variagio percen-
tual dos indices hemodinidmicos foi menor quando se
compararam os grupos BHR + DM e SHR + DM com
os grupos BHR e SHR, indicando que, apesar de dia-
béticos, o grau de perda da fungio foi menor do que
aqueles observados nos ratos Wistar tornados. Ressalta-
-se que os niveis atingidos de débito cardfaco e volume
sistolico desses animais hipertensos diabéticos foram
semelhantes aqueles obtidos nos ratos WST + DM. Isso
se deve ao fato de que ratos nio diabéticos BHR e SHR
ja possuiam valores diminuidos de débito cardiaco ¢ vo-
lume sistélico em relagio aos ratos nao diabéticos WST.
Dessa forma, quando ocorreu a interagdo entre hiper-
tensdo arterial e diabetes melito, nio houve alteragdes
sobre parimetros hemodindmicos maiores que aquelas
produzidas isoladamente ou pela hipertensio arterial
ou pelo diabetes melito.

As variagdes hemodinimicas observadas em nossos
grupos provavelmente refletem as modifica¢des nos pa-
rimetros de fung¢io sistolica e diastélica pelo diabetes
melito. Dessa forma, verificou-se redu¢io significan-
te na contratilidade ventricular esquerda em todos os
grupos diabéticos que foram acompanhados por dimi-
nui¢do na maxima pressio ventricular esquerda desen-
volvida, indicando uma diminui¢io da fun¢io sistolica.
Novamente, as maiores varia¢des na fungdo sistélica
foram observadas no grupo WST + DM do que nos
hipertensos diabéticos.

A anilise da fun¢io diastolica evidenciou que hou-
ve diminui¢io da capacidade de relaxamento ventricu-
lar, estudado por meio da analise da derivada negativa,
verificou-se diminui¢io no relaxamento ventricular.
A indug¢io do diabetes melito produziu redu¢io do
relaxamento ventricular, que se associou a0 aumento
da pressio arterial, isto é, nos grupos BHR + DM e
SHR + DM, houve maior diminui¢io do relaxamento
ventricular, evidenciando uma interag¢io sinérgica entre
pressao arterial e diabetes melito. Os dados referentes a
complacéncia de ratos normotensos ¢ hipertensos nor-
moglicémicos corroboraram dados prévios da literatura
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que mostram diminui¢do da complacéncia ventricular
esquerda de ratos hipertensos (28). Entretanto, quan-
do as propriedades passivas do miocardio foram compa-
radas entre os ratos normotensos ¢ hipertensos diabé-
ticos, verificou-se uma dicotomia: uma diminui¢io da
complacéncia nos ratos WST + DM e auséncia de efei-
tos na complacéncia de ratos BHR + DM ¢ SHR + DM.
A diminui¢io da complacéncia pode ser explicada pela
quantidade de lesoes perivasculares e intersticiais que
aumentou apenas nos ratos WST + DM e manteve-se
aumentada e inalterada nos ratos hipertensos e hiper-
tensos diabéticos. Uma hipétese possivel para que ndo
ocorra maior deposi¢io de coligeno nos ratos BHR +
DM e SHR + DM seja que caso haja maior deposi¢io
de colageno estes animais tenha precipitado uma falén-
cia miocdrdica e estes animais ndo chegaram ao final
do estudo. Destaca-se que, além do proprio diabetes
induzido, esses animais j s3o hipertensos e apresentam
certo grau de resisténcia a insulina (29).
Semelhantemente ao observado na funcio sistolica,
a disfungdo diastdlica ventricular foi verificada em grau
mais intenso nos ratos WST quando tornados diabéti-
cos. Cabe considerar que os animais hipertensos nor-
moglicémicos ja possufam um grau de diminui¢io de
fungdo diastdlica e, dessa forma, o grau de redu¢io da
fungdo diastélica nos ratos WST + DM foi proporcio-
nalmente maior que nos ratos hipertensos diabéticos.
Diversos sdo os subsidios que justificam a disfun¢io
sistOlica e diastélica na miocardiopatia diabética nesse
modelo experimental. Dentre eles, pode-se destacar
0 aumento das concentrag¢oes intracelulares de dcidos
graxos ndo esterificados (NEFA) (23,30), que reper-
cutem negativamente por determinar abertura de ca-
nais de potdssio ATP-dependentes (K, ), diminuindo
o periodo de potencial de agdo ¢ o influxo de célcio no
mi6cito (30). A menor atividade da enzima SERCA-2
(31) determina um déficit de relaxamento do midcito,
além de diminuir as atividades de transportadores de
membrana como o Na*-Ca** ¢ o Na*-K*-ATPase (23).
A hiperglicemia observada nos nossos animais, uma vez
que eles ndo recebem insulina, pode determinar alte-
ragdo na composi¢io de proteinas contrateis do mio-
cardio (alfa-actina, diminui¢io da atividade da ATPase

da miosina, alem da mudanga da isoforma da actina) ¢ =

produgio de compostos de glicolisagio avangada que
poderiam, respectivamente, determinar diminui¢do da
capacidade contratil e formagdo de fibrose, o que con-
tribui para a disfun¢io diastélica (30,32).

Dessa maneira, como reportado nos dados da he-

modinimica sistémica, nio existe aparente aumento
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Miocardiopatia diabética em ratos

pela hipertensio arterial nas mudangas induzidas pelo
diabetes nos parametros de fungdes sistolicas e diasto-
licas, com exce¢io do grau de relaxamento ventricular,
onde se verificou uma relagdo sinérgica.

Essas observagoes divergem daquelas descritas por
nés ¢ outros pesquisadores que demonstram que o
estado hipertensivo acelera o desenvolvimento da ne-
fropatia diabética (6,21). Por outro lado, nossos dados
estdo de acordo e expandem conceitos de que a asso-
ciagdo de diabetes melito e hipertensdo arterial no tém
efeito aditivo sobre a fun¢do cardiaca (29).

Outra possivel explicagio para o grande déficit pro-
duzido nas fungdes sistélica e diastdlica que ocorreram
nos ratos WST + DM pode ser o diferente remodela-
mento ventricular observado nesses ratos. Todos os
animais desenvolveram hipertrofia ventricular esquerda
quando se corrigiu o peso ventricular esquerdo pelo
peso corporal ou pelo comprimento da tibia. Mais ain-
da, os ratos hipertensos nio diabéticos (BHR e SHR)
tiveram um aumento no indice peso ventricular/vo-
lume inicial, indicando um remodelamento ventricu-
lar concéntrico. Verifica-se 0 mesmo tipo de remode-
lamento quando se comparam os ratos normotensos
normoglicémicos e diabéticos, enquanto os ratos hi-
pertensos, quando tornados diabéticos, apresentaram
diminui¢do do indice peso ventricular/volume inicial,
indicando hipertrofia ventricular excéntrica.

Em suma, o diabetes induzido por estreptozotocina
em ratos foi acompanhado de diminui¢do importante
nas fungoes sistolica e diastélica, levando a significantes
mudangas na hemodinamica sistémica. Essas varia¢oes
ndo foram significantemente associadas a diferentes
graus de hipertensdo genética. Nos ratos do grupo Wis-
tar diabético, verifica-se, proporcionalmente, o maior
grau de perda nas fungoes sist6lica e diastdlica, o que
pode ser explicado pela diferente forma de remodela-
mento ventricular. Esses dados contrastam com os da-
dos de desenvolvimento de nefropatia diabética, que se
associa diretamente aos niveis tensionais.

Em conclusio, o diabetes melito experimental em
ratos induz miocardiopatia diabética que parece ndo ser
acelerada por diferentes graus de hipertensio arterial.

Declaragio: os autores declaram ndo haver conflitos de interesse
cientifico neste estudo.
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