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RESUMO

O Diabetes Mellitus (DM) é descrito como um grupo heterogéneo de alteracdes
metabdlicas que tem em comum a hiperglicemia, apresenta alta taxa de
morbidade e mortalidade, além de ser um fator de risco para diversas
complicacbes, em especial as cardiovasculares, cerebrovasculares e as
neuropatias. As neuropatias acometem grande parte dos pacientes diabéticos,
entre elas a neuropatia autondmica cardiaca (NAC) é uma das mais
preocupantes, pois esta relacionada a maior risco de desenvolvimento de
doencas cardiacas e a mortalidade nesta populacdo. A variabilidade da
frequéncia (VFC) cardiaca tem sido utilizada para o diagnéstico da NAC. Dessa
forma, a caracterizacdo das alteracbes temporais da VFC e investigacdo de
NAC sédo de fundamental importancia para a compreensao de alteracbes
autondmicas decorrentes do DM. O objetivo do presente estudo foi avaliar a
progressao temporal da disfuncdo autondémica cardiaca, em curto prazo,
consequente ao DM experimental induzido por estreptozotocina (STZ). A
amostra foi composta por 40 ratos machos da raca Wistar, divididos
aleatoriamente em dois grupos: Grupo Controle (GC) e Grupo Diabético (GD).
Todos os animais foram submetidos a cirurgia de implantacdo de eletrodos
para aquisicdo dos sinais eletrocardiograficos, para analise da VFC temporal,
nas primeiras 48 horas, e posteriormente a cada trés dias até o 26° dias apos a
inducdo do DM. Ao fim desse periodo, foi realizada a avaliacdo da funcédo
cardiaca, utilizando a técnica de coracao isolado e posterior analise histolégica
do miocérdio. Animais DM apresentaram reducdo caracteristica da frequéncia
cardiaca desde a primeira semana poés-inducdo. Os dados de VFC foram
analisados através do calculo da integral e posterior regressao linear. Foi
observada alterac6es na VFC global representada pelos indices SDNN e SD2
iniciadas ao redor do 14° dia p6és DM. O balanco simpato-vagal também
comeca a se modificar ao redor do 12° dia com diminuicdo do estimulo
parassimpatico. Em coragfes isolados, a frequéncia intrinseca estava reduzida
no DM e sinais de disfuncdo diastolica, avaliada pela dP/dty,, foi observado.
Nos dados histolégicos do tecido cardiaco, ndo houve alteracdes nem de
espessura ventricular esquerda, nem de diametro dos cardiomidcitos. Conclui-
se gue alteragOes precoces na VFC, representadas por diminuicdo global da
VFC e alteragdes do balanco simpato-vagal ocorrem no modelo experimental
de DM. A dréstica reducdo da frequéncia cardiaca nos animais diabéticos pode
ter influéncia autonémica; contudo, este estudo demonstrou alteracdes da
frequéncia intrinseca como outro componente responsavel por esta alteracao.

Palavras-Chave: Diabetes Mellitus, Variabilidade da Frequéncia Cardiaca,
Eletrocardiograma.



ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is described as a heterogeneous group of metabolic
abnormalities that have in common hyperglycemia. It presents high morbidity
and mortality, besides being a risk factor for cardiovascular and
cerebrovascular complications and neuropathies. Neuropathies affect many
diabetic patients and cardiac autonomic neuropathy (CAN) is one of the most
worrying, because it is related to higher risk of heart disease development and
mortality in this population. The heart rate variability (HRV) has been used for
diagnosis of CAN. Thus, characterization of temporal changes in HRV and CAN
are important for understanding autonomic changes resulting from DM. The aim
of this study was to evaluate temporal progression of short-term cardiac
autonomic dysfunction, after experimental streptozotocin (STZ)-induced DM.
Sample consisted of 40 male Wistar rats, randomly divided into two groups:
Control Group (CG) and Diabetic Group (DG). All animals underwent surgery
for electrodes implantation for acquisition of ECG signals to analyze temporal
HRYV at the first 48 hours and then every three days in a period of 26 days after
DM induction. After that period, assessment of cardiac function was performed
by isolated heart technique and subsequent histological analysis of myocardial.
DM animals showed characteristic heart rate reduction since the first post-
induction week. HRV data were analyzed by calculating the integral and
subsequent linear regression. It was observed changes in overall HRV
represented by SDNN and SD2 indexes started around the 14" day after DM.
The sympathovagal balance also begins to change around the 12™ day with
decreased parasympathetic stimulation. In isolated hearts, the intrinsic rate was
decreased in DM and signs of diastolic dysfunction assessed by dP/dty;, was
observed. In histological analysis of heart tissue, there were no changes in left
ventricular thickness or cardiomyocytes diameter. It's concluded that early
changes in HRV, represented by decrease of overall HRV and changes in
sympathovagal balance occur in the experimental model of DM. The drastic
reduction in heart rate in diabetic animals may have autonomic influence,
however, this study demonstrated changes in the intrinsic heart rate as another
component responsible for this change.

Keywords: Diabetes Mellitus, Heart Rate Variability, Electrocardiogram.
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1. INTRODUCAO

1.1 DIABETES MELLITUS

O diabetes mellitus (DM) esta entre as doencas com maior prevaléncia
em todo o mundo, apresentando ainda tendéncia a um crescente aumento do
nuamero de pessoas com esta disfuncdo. Estima-se que em 2030 o nimero de
pessoas com mais de 64 anos que apresentardo DM sera de 82 milhdes nos
paises desenvolvidos e 48 milhdes nos paises em desenvolvimento prevendo,
dessa forma, que o niumero de pessoas com DM no mundo seja a0 menos
duplicado (WILD et al., 2004). O DM é uma doenca enddcrina caracterizada por
anormalidades metabdlicas diversas, sendo a mais caracteristica a
hiperglicemia. No DM sao comuns e frequentes complicacdes, em especial
cardiovasculares e neuropaticas, em médio e longo prazo. O DM afetava
aproximadamente 171 milhdes de pessoas no mundo no ano 2000 segundo
dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e a mortalidade atribuida ao
DM no ano 2000 foi de 987.000 mortes. Dados da International Diabetes
Federation descreveram que em 2014 a prevaléncia nacional do diabetes no
Brasil era préxima de 8,68% (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION,
2015).

Descrito como um grupo heterogéneo de alteracbes metabdlicas que
apresentam em comum a hiperglicemia, o DM pode ser resultado de um defeito
na agéo da insulina, na secrec¢do da insulina ou em ambos. Concordando com
a Sociedade Americana de Diabetes, a Sociedade Brasileira de Diabetes
propés uma classificacdo dos tipos de diabetes segundo sua etiologia, sdo
elas: (1) diabetes mellitus tipo 1 (DM1), que esta presente em 5 a 10% dos
casos e € o resultado da destruicdo das células beta pancreéticas e
consequente deficiéncia de producao de insulina; (2) diabetes mellitus tipo 2
(DM2), que representa 90 a 95% dos casos e € descrito como defeito na acéo
e secrecdo da insulina, apresentando uma forma de resisténcia ao horménio;
(3) outros tipos especificos do diabetes mellitus (doencas do pancreas
exocrino, doencas endocrinas); (4) diabetes mellitus gestacional. Além de
outras duas categorias referidas como pré-diabetes, que sdo a glicemia em
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jejum alterada e a tolerancia a glicose diminuida, embora ndo sejam
consideradas como entidades clinicas, se apresentam como fatores de risco
para o DM e doencas cardiovasculares. (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2009; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2003).

1.2 COMPLICACOES DO DIABETES MELITTUS

Os individuos que apresentam o DM tém risco aumentado do
desenvolvimento de algumas complicacdes decorrentes da doenca. As
complicagdes frequentes sao as doencgas cardiovasculares, cerebrovasculares,
doencas renais, neuropatias e complicacbes gestacionais (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2015). O DM apresenta alta taxa de morbidade e
mortalidade. Evidencia-se ainda, que as doencas cardiovasculares sao as
principais causas de morbidade e mortalidade em individuos acometidos por
DM (DESHPANDE et. al., 2008; DICK, et. al., 1993).

Dentre as complicagdes mais comuns encontram-se as neuropatias.
Estas em longo prazo afetam certa de 50% dos pacientes diabéticos (DICK et.
al., 1993; YOUNG et al. 1993). O comprometimento mais comum € a
polineuropatia diabética distal sensério-motora (PND); no entanto, lesdes
difusas e mesmo disfungcdes nervosas autondmicas podem acometer o
paciente diabético (BOULTON et. al., 2004). Dentre as neuropatias
autondmicas, a neuropatia autondmica cardiaca (NAC) é uma das mais
preocupantes, pois esta relacionada a maior risco de desenvolvimento de
doencas cardiacas e a mortalidade nesta populacdo (LIAO et. al., 2002;
GERRITSEN et. al., 2001).

As neuropatias diabéticas podem ser divididas em duas categorias
gerais: as difusas e as focais. As mais comuns sdo as difusas dentro dessa
categoria as mais conhecidas sdo a PND e a neuropatia autondmica diabética
(NAD). Estas sao geralmente crbnicas e progressivas. O segundo tipo, as
focais, sdo geralmente agudas no inicio e menos comuns nos pacientes
diabéticos (EDWARDS et. al., 2008, FREEMAN, 2005)
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A NAD pode estar acompanhada da PND, podendo prejudicar qualquer
funcdo do sistema nervoso autbnomo, tanto do ramo simpatico como
parassimpatico. No entanto a NAD é uma das complicagbes do DM menos
conhecida e compreendida (FREEMAN, 2005, VINIK, 2004).

A NAC é a mais importante manifestacdo clinica da NAD devido a sua
correlacdo com a alta taxa de mortalidade, que é estimada em torno de 27% a
56% ao longo de 5 a 10 anos da doenca (MASER et al., 2003). Alguns sinais
clinicos sao indicativos para a presenca da NAC como, por exemplo, a
taquicardia. Esta acontece pela alteracdo fisiologica dos componentes do
sistema nervoso autbnomo (SNA) no coracdo. Algumas das alteracdes que
podem levar a taquicardia sao descritas como: (1) modificacdo na
funcionalidade nos pressorreceptores de pressdo arterial, nos quais a
hiperglicemia e suas alteracdes estruturais nessas células tornam o0s
receptores incapazes de responder as alteracdes de pressédo (DALL’AGO et al.,
1999); (2) Alteracdo nos receptores do no sinusal (HICKS et al., 1998) bem
como alteragbes estruturais das terminacdes nervosas do né sinusal, uma
possivel degeneracdo das vesiculas que acomodam 0S neurotransmissores
adrenérgicos e colinérgicos, deixando a resposta mais acentuada devido a
presenca elevada de neurotransmissores nas fendas sinapticas (SANYAL et
al., 2012). Relacionada com essas alteracbes que acometem a frequéncia
cardiaca (FC), acontece simultaneamente a perda da capacidade de variacao
de FC no repouso e alteracGes na sua resposta mediante ao exercicio. Essas
alteracbes sdo devido a denervacdo autondémica, tanto de ramos simpaticos
como parassimpaticos e sao frequentemente encontradas nos pacientes com
NAC (VINIK, 2003).

Outra complicacdo encontrada no DM é a miocardiopatia diabética
(MCD), uma doenca miocardica, que pode ser descrita como uma disfuncéo
ventricular que ndo esta relacionada a doenca arterial coronariana ou a
hipertenséo arterial sistémica, (DUNCAN, 2011; MAYA e VILLARREAL, 2010;
BUGGER e ABEL, 2009; KHAVANDI et. al., 2009). Essa patologia que
apresenta um dano primario do miocardio podendo alterar a estrutura e funcéo
cardiaca, pode também ser caracterizada por disfuncao diastolica, porém esta
€ mais aparente na presenca de hipertensdo ou isquemia do miocardio
(RUBLER, et. al. 1972).
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A MCD é caracterizada por hipertrofia do cardiomiocito e fibrose
miocardica e em geral, esta associada a reducdo da funcdo mecanica e a
mudancas eletrofisiolégicas (MAYA e VILLARREAL, 2010; BUGGER e ABEL,
2009). Alteracfes histopatolégicas encontradas no miocardio na MCD incluem
hipertrofia dos cardiomidcitos, fibrose perivascular e intersticial, aumento do
estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial (DUNCAN, 2011, KHAVANDI et. al.,
2009, BUGGER e ABEL, 2009). Ja as altera¢des clinicas da MCD em geral sdo
dadas como disfuncao diastdlica inicial e hipertrofia, podendo progredir para a
insuficiéncia cardiaca em situa¢gfes avangadas (MAYA e VILLARREAL, 2010,
KHAVANDI et. al., 2009).

1.2.1 PATOGENIA DAS NEUROPATIAS

As sindromes neuropaticas provém de multiplas etiologias, mas €
claramente observado que a hiperglicemia desempenha um papel chave no
desenvolvimento e na progressdo da neuropatia diabética, assim como, em
algumas complica¢gdes microvasculares (EDWARDS, 2008; VINIK, 2007).

A hiperglicemia, glicotoxicidade e sinalizagdo de insulina prejudicada
combinados com outros fatores de risco podem ativar vias bioguimicas que
afetam o metabolismo celular. Essas alteracdes podem promover alteracdes
estruturais como desmielinizacdo segmentar, degeneracdo Waleriana e
microangiopatias, e pode ainda induzir apoptose neuronal de ganglios da raiz
dorsal resultando em subsequentes danos que podem levar a perda de fibras
nervosas mielinicas e amielinicas e consequentemente problemas de
conducédo nervosa (O’'BRIEN et.al. 2014; SALEH et.al., 2013; VICENTE et.al.;
2005).

Uma das vias metabdlicas mais citadas como envolvida na patogenia da
neuropatia diabética € a do poliol. Nesta via, a glicose penetra dentro dos
nervos periféricos em concentracdo anormalmente alta e é convertida em
sorbitol e frutose pela enzima aldose redutase presente no axoplasma, gerando
acumulo de sorbitol e consequente reducdo do mioinositol intracelular. Estas
alteracdes provocam reducdo do transporte ativo de varios metabdlitos. Com
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tal mudanca, os mecanismos de regulacdo intracelular vdo ser alterados
reduzindo a atividade da enzima sodio-potassio-ATPase, que por sua vez,
reduz a atividade da bomba Na'/K*, acumulando sédio intracelular e gerando
alteracdes no potencial de membrana. Como resultado dessa via metabdlica
alterada pela hiperglicemia obtida no DM, ocorre diminui¢do da velocidade de
conducao neural (TOMILINSON, 1998; GREENE et.al., 1992).

Outra possibilidade de origem da neuropatia diabética é através dos
AGE’s (do Inglés, Advanced-glycatione products), que sao os produtos da
glicacdo avancada, estes se originam através de uma ligagdo ndo-enzimatica
da glicose com o grupo amina das proteinas formando estruturas denominadas
bases de Schiff instaveis. Essas bases sofrem um processo bioquimico, para
gue se tornem mais estaveis, dando origem a uma nova estrutura denominada
produtos de Amadori. A partir desses produtos, se houver manutencdo da
glicemia elevada, sédo originados por nova modificacdo quimica os AGEs
(ANEJA et. al.,, 2008; BONETTI et.al.,, 2003; DE CATARINA, 2000). Em
individuos diabéticos, devido a hiperglicemia, AGEs se formam de maneira
acentuada (ANEJA et. al., 2008). Os AGEs podem interferir na patogénese do
DM, reagindo com o colageno da matrix extracelular (MEC) formando uma
reacdo cruzada (cross-linking) de dificil degradacdo enzimatica (ANEJA et. al.,
2008). Quando uma reacao dessas acontece nos vasos causa dificuldade na
difusdo através da membrana basal, diminuindo a irrigacdo e o transporte de
nutrientes aos tecidos (BROWNLEE, 2005).

Outra via medidada por AGEs é a ligacdo dos mesmos a receptores
especificos na membrana de algumas células como macrdéfagos, linfécitos ou
células endoteliais. Esta ligagcdo aumenta a resposta inflamatéria (BONETTI
et.al., 2003; LIBBY et.al., 2002; KINLAY et.al., 2001; DE CATARINA, 2000) e o
estresse oxidativo celular (BONETTI et.al., 2003; DE CATARINA, 2000). A
presenca dos AGEs e um aumento acentuado no numero de radicais livres
pode levar a lesdes irreversiveis na parede dos vasos sanguineos pelo
reconhecimento de macréfagos e rapida diapedese (BONETTI et.al.,, 2003;
LIBBY et.al., 2002; KINLAY et.al., 2001; DE CATARINA, 2000).

O sorbitol em excesso no endotélio e o edema por ele gerado podem
alterar a producdo de prostaciclina e comprometer a difusdo de oxigénio
(BROWNLEE, 2005). A difusdo de oxigénio dificultada, combinada com a
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reducdo do fluxo sanguineo, por aumento da resisténcia vascular (CAMERON
e COTTER, 1997), podem ser outra forma de patogenia das neuropatias, onde
uma isquemia ou hipéxia do nervo originaria neuropatias diabéticas
(FREEMAN, 2005; CAMERON e COTTER, 1997).

1.2.2 PATOGENIA DA MIOCARDIOPATIA DIABETICA

Nas células miocardicas normais, a matriz extracelular (MEC) é uma
complexa rede de proteinas estruturais em constante modificacdo composta
principalmente pelo colageno do tipo | e do tipo Ill, em propor¢cdo aproximada
de 7:3 (PAPPACHAN et al.,, 2013; BURLEW e WEBER, 2002). Essa rede
complexa fornece uma espécie de suporte de arquitetura para o musculo
cardiaco, garantindo alinhamento e suporte para as fibras musculares e a
propagacdo coordenada da forca durante os eventos que compdem o ciclo
cardiaco (PAUSCHINGER et. al., 1999).

De forma ja mencionada anteriormente, o colageno interage com a
glicose em situacfes de hiperglicemia sustentada, dentro de poucas horas séo
formadas as bases de Schiff. Durante os dias seguintes, e dentro das proximas
semanas, acontece uma reorganizacdo da matriz fibrosa, numa forma de
coldgenos glicados mais estavel, chamada de produtos de Amadori. Esses
produtos de Amadori sdo sujeitos a mais uma modificacdo quimica, esta da
origem aos produtos finais da glicacdo avancada, os AGEs. No decorrer de
semanas a meses, esses AGEs estabelecem ligacfGes irreversiveis entre
pontes cruzadas das fibras colagenas (ANEJA et. al., 2008).

Dessa forma, a hiperglicemia, leva ao remodelamento das proteinas
estruturais do miocéardio, gerando efeitos diversos nas propriedades do
musculo cardiaco. Essas modificacdes diversas, acentuadas pela deposicao de
tecido fibroso, podem gerar aumento da rigidez cardiaca, desencadeando
disfuncdo diastolica, bem como, desencadear alteracdes da condutividade
elétrica cardiaca que pode progredir para a disfuncdo sistélica cardiaca e
fracdo de ejecdo reduzida (DUNCAN, 2011; MAYA e VILLARREAL, 2010;
BUGGER e ABEL, 2009; ASBUN e VILLARREAL, 2006; BURLEW e WEBER,
2002; ECKARDT et. al., 2000).



24

1.2 AVALIACAO DA NEUROPATIA AUTONOMICA CARDIACA PELA
ANALISE DA VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA

A variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) é definida como a quantidade
de oscilagbes dos intervalos entre ciclos cardiacos consecutivos (intervalos
RR), relacionadas com a influéncia do SNA, sobre o coragédo. A VFC também é
uma potente ferramenta na avaliagdo do SNA na regulagcdo da homeostase do
corpo humano, em condi¢cBes normais ou patolégicas (VANDERLEI, 2009).

A VFC resulta da capacidade do coracdo de responder a diversos
estimulos endbégenos e exdgenos, como por exemplo, atividade fisica,
respiracdo, estresse, alteracbes metabolicas e hormonais; bem como,
responder aos diversos estresses cardiovasculares consequentes as varias
doencas (VANDERLEI, 2009). A VFC serve entdo como um indicador da
capacidade de modulacdo do SNA sobre o sistema cardiovascular, sendo que,
uma alta capacidade de variacdo da FC, indicam indices de saude e
condicionamento fisico elevados. Por consequéncia, a VFC diminuida € um
preditor de alteracBes na homeostase (PUMPRLA et. al., 2002).

A VFC descreve as oscilacbes dos intervalos entre ciclos cardiacos
consecutivos. Estas oscilacdes refletem o nivel de influéncia do SNA
diretamente sobre o no sinusal, atrio ventricular e miocéardio atrial, de maneira
parassimpatica e por todo o miocardio de forma simpatica (além da influéncia
endocrina) (AUBERT et. al., 2003; TASK FORCE, 1996). Estudos prévios
(LAROSA et al.,, 2008; LIMONGELLI et al., 2007; KLEIGER et. al., 1987)
relacionaram a diminuicdo na capacidade de variar da frequéncia cardiaca, ou
uma reducado da VFC, como um preditor de mortalidade apds infarto agudo do
miocardio, bem como indicativo de outras doencas cardiovasculares. Da
mesma forma, Xuan e colaboradores (2015) e Howarth e colaboradores (2005)
também observaram que uma diminuicdo da VFC estava relacionada com a
progressao do DM. Dessa forma, a VFC tem sido utilizada como um importante
método de avaliacado de fendmenos fisiologicos anormais relacionados ao SNA.

A VFC pode ser avaliada através da analise do eletrocardiograma obtido

em individuos em repouso ou apos indu¢do de manobras que exacerbem a
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atividade do SNA. O eletrocardiograma (ECG) é um registro grafico das
variacbes do potencial elétrico das células cardiacas, mede dessa forma, a
atividade elétrica do coracdo. Essas variacdes da diferenca de potencial ao
longo do tempo sao registradas pela eletrocardiografia, que € um exame
padrdo para avaliar a geracdo e propagacdo da atividade elétrica do
coragdo.(GUS, 2007, BERNE, 2006).

A representacao grafica do ECG, apresenta um tracado que consiste
nas ondas P, QRS e T. A onda P representa a distribuicdo da ativacado ou
despolarizacédo atrial, o complexo QRS representa a despolarizagéo ventricular
e a onda T a repolarizacdo dos ventriculos. Existem alguns intervalos entre
essas ondas, como por exemplo, o intervalo PR que representa o tempo entre
0 inicio da ativacao atrial e inicio da ativagdo ventricular, parte desse tempo
também envolve a passagem do impulso pelo sistema de conducgdo
atrioventricular (BERNE, 2006). O intervalo ST corresponde ao periodo total de
tempo onde os ventriculos estdo despolarizados. Ja o intervalo QT representa
a duracao total da atividade elétrica ventricular. Outro componente do ECG é o
QTc que nada mais € que o intervalo QT corrigido pela frequéncia cardiaca
através formulas matematicas (GUS, 2007, BERNE, 2006).

O tempo entre duas ondas R em milissegundos € denominado intervalo
RR, este é utilizado para medir a variabilidade da VFC, ap6s a construcéo de
uma série temporal de intervalos (tacograma).

Um método baseado nas alteracdes da frequéncia cardiaca (FC) e
pressao arterial (PA) em resposta a estimulos padronizados € empregado para
avaliar a integridade do SNA (EWING et.al., 1985). Esse método é um conjunto
de testes, conhecido como bateria de Ewing. S&o 4 testes, o primeiro de VFC
durante a respiracdo profunda, o segundo de resposta da VFC a manobra de
Valsalva, o terceiro de resposta da FC imediata ao levantar, e o teste de
presséao arterial ao ortostatismo. Embora tenham muito uso na clinica, métodos
alternativos e que podem ser extraidos de outras avaliag6es (como apOs 0 uso
da monitoracdo Holter), como no caso da VFC, tem sido cada vez mais
utilizados e aceitos para avaliagdo do SNA e diagnoéstico de NAC.

Existem alguns métodos para analise da VFC através dos registros de
ECG obtidos previamente por monitoragdo a curto ou longo prazo, esses

métodos podem ser divididos lineares e néo lineares.
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1.3.1 METODOS LINEARES

DOMINIO DO TEMPO

Os indices do dominio de tempo sdo denominados dessa forma por
expressar os resultados em unidade de tempo (milissegundos). Para isso sé&o
utilizados métodos estatisticos ou geométricos (média, desvio padréo e indices
derivados do histograma ou do mapa de coordenadas cartesianas dos
intervalos RR), calculando-se os indices tradutores de flutuacdes na duracdo
dos ciclos cardiacos utilizando intervalos RR normais (VANDERLEI, 2009,
TASK FORCE, 1996).

Os indices avaliados no dominio tempo s&o: SDNN, que corresponde
ao desvio padrdo da média de todos os intervalos RR normais; SDNNi, que € a
média dos desvios padrdes da média de intervalos RR normais calculados em
intervalos de 5 minutos; SDANN, equivalente ao desvio padrdo das médias dos
intervalos RR calculados em intervalos de 5 minutos; RMSSD, que representa
a raiz quadrada da média do quadrado das diferencas entre intervalos RR
normais adjacentes; pNN50, que é o percentual de intervalos RR normais que
diferem mais que 50 milisegundos do seu adjacente e por fim o RR médio que
€ a média de todos os intervalos RR normais (ROQUE, 2009; VANDERLEI et.
al., 2009; TASK FORCE, 1996). Alguns indices como, por exemplo, o SDNN e
SDANN, sado obtidos de registros de longa duracdo e apresentam ambas as
atividades de SNA, simpdtica e parassimpética (VFC global), porém néao
permitem distingdo sobre quando as modificagdes da VFC séo devido ao tonus
simpatico aumentado ou retirada do tonus vagal (NOVAIS et. al., 2004). No
entanto os indices RMSSD e pNN50 sdo descritos como representantes da
atividade parassimpatica (RIBEIRO e MORAES FILHO, 2005; AUBERT et. al.,
2003; PUMPRLA et. al. 2002).

Através de métodos geométricos € possivel obter outros indices ainda
no dominio de tempo, como o indice triangular, que € um histograma da
densidade dos intervalos RR normais. A unido dos pontos forma um triangulo e
a base desse triangulo (indice triangular) expressa a variabilidade. Este indice
tem relacdo com o desvio padrdo da média de todos os intervalos RR
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(RIBEIRO e MORAES FILHO, 2005; ROCHA et. al., 2005). Outro método
geomeétrico pode ser obtido pelo plot de Poincaré, que representa uma série
temporal dentro de um plano cartesiano, no qual cada intervalo RR é
correlacionado com o intervalo antecedente. Através deste obtém-se trés
indices: SD1, SD2 e a razao SD1/SD2. (VANDERLEI, 2009, TASK FORCE,
1996). O SD1 representa um registro instantaneo da VFC batimento a
batimento, o SD2 representa a VFC em registros de longa duracdo e a razao
SD1/SD2 mostra a relacao entre as variacoes de curta e longa (PASCHOAL et.
al., 2003; TASK FORCE, 1996).

DOMINIO DA FREQUENCIA

Os métodos no dominio da frequéncia diferem dos do dominio de tempo
por sua capacidade de individualizar e quantificar os diferentes componentes
de frequéncia de uma oscilagdo complexa. O método mais utilizado desse
dominio é o de analise espectral, que no estudo da VFC, usualmente identifica
oscilacbes em trés bandas de frequéncia. (RIBEIRO e MORAES FILHO, 2005).
A alta frequéncia (High Frequency — HF) com variacdes entre 0,15 a 0,4 Hz no
humano e 0,75 a 3 Hz em ratos (DA SILVA et al., 2001), corresponde a
modulacdo parassimpatica e esta sobre influéncia respiratoria, descritas
anteriormente em humanos (RIBEIRO e MORAES FILHO, 2005) e € um
indicador de atuacdo predominante do nervo vago sobre o coragdo. O
componente de baixa frequéncia (Low Frequency — LF) em torno de 0,04 a
0,15 Hz no humano e 0,20 a 0,75 Hz em ratos, corresponde a acao conjunta
dos componentes vagal e simpatico sobre o coragcdo com predominancia
simpatica. Ha ainda os componentes de muito baixa frequéncia (Very Low
Frequency — VLF) em humanos esse valor € menor que 0,03 Hz e em ratos
valores menores que 0,2 Hz. Além de um componente descrito como de ultra
baixa frequéncia (Ultra Low Frequency — ULF). Estes dois ultimos sdo critérios
menos utilizados, cuja explicacdo fisiolégica ndo estd muito bem definida
(NOVAIS et. al.,, 2004; GODOY et. al.,, 2005). No rato a VLF representa
componentes de variacdo mais lenta no sistema, como alteracdes hormonais,
de temperatura ou ainda variagfes cicardianas (MONTANO et al.,1994). A

relacdo LF/HF representa alteragdes da razdo entre 0s componentes simpatico
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e parassimpatico, demonstrando como esta o balanco simpato-vagal no
controle cardiaco (NOVAIS et. al., 2004).

Esses indices espectrais sdo entdo obtidos através de processamento
matematicos, como a utilizacdo da transformada rapida de Fourier (FFT) ou de
modelos auto-regressivos. (VANDERLEI, 2009; AUBERT et al., 2003).

1.3.2 METODOS NAO-LINEARES

A ndo-linearidade € o comportamento que predomina no ser humano e
estd presente em todos os sistemas vivos, produzindo comportamentos
irregulares. Uma vez ocorrido, dificilmente ocorrerd uma novamente de forma
idéntica. Algumas teorias de sistemas nao-lineares servem para interpretar,
explicar e prever o comportamento de fendmenos bioldgicos ja que esses por
sua natureza complexa e dinamica ndo seguem um padréo linear (GODOY et
al., 2005). E associado a Teoria do Caos, a qual descreve condicdes que sio
extremamente sensiveis a condic¢ao inicial e dificlmente se repetirdo. Também
sdo preditores de mortalidade na prética clinica, como na investigacdo de
doencas cardiacas (GODOQY et al., 2005; RIBEIRO e MORAIS, 2005).

Além disso, métodos ndo-lineares de avaliagdo da VFC sao descritos e
tém ganhado interesse nos ultimos anos. Um dos exemplos é o calculo da
Entropia aproximadas (ApEn), que é o mais utilizado na prética clinica.
(GODOQY et al., 2005).
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2. JUSTIFICATIVA

A presenca de neuropatia autonémica no paciente diabético esta
associada com maior mortalidade e com a presenca de outras complicagdes
como, por exemplo, a neuropatia autondémica cardiaca. Dessa forma, a
caracterizacdo das alteracbes temporais de variabilidade da frequéncia
cardiaca e a investigacdo de sinais de neuropatia autondmica cardiaca sao de
extrema importancia para o manejo do paciente diabético, sendo estes o0s
objetivos do presente estudo.

Nesse contexto, o entendimento das alteracGes fisiopatoldgicas da
neuropatia diabética é fundamental para o estudo de futuras opc¢oes
terapéuticas desenvolvidas especificamente para atenuar ou reverter esta

doenca.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a progressao temporal da disfuncdo autondémica cardiaca, em
curto prazo, consequente ao DM experimental induzido por estreptozotocina
(ST2).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar as alteracbes temporais na variabilidade da frequéncia cardiaca
no diabetes mellitus experimental através de monitoramento por
eletrocardiografia.

Avaliar os parametros eletrocardiograficos de animais controle e
diabéticos durante a progressdo do DM experimental.

Avaliar a contratilidade cardiaca em coracdes isolados um més apos a
inducéo do DM.

Avaliar alteracfes histoldégicas na morfologia cardiaca ap6s um més de

progressao do DM
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4. METODOLOGIA

4.1 Delineamento experimental

A amostra foi composta por 40 ratos machos da raca Wistar, de cerca
de 90 dias de vida, com massa corporal aproximada entre 250-300 gramas,
fornecidos pelo biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da UFPR, campus
Centro Politécnico. Estes foram alojados e mantidos no biotério do setor de
ciéncias bioldgicas da UFPR e no laboratorio de contragdo muscular, no
departamento de fisiologia da UFPR, ambos no campus centro politécnico, em
caixas com livre acesso a racdo e agua, em temperatura mantida entre 18°C e
22°C em um ciclo claro-escuro de 12 horas. Todo o presente estudo foi
realizado conforme as diretrizes do Conselho Nacional de Experimentacao
Animal (CONCEA) e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Parana (CEUA-UFPR), sob o protocolo de namero
816/14.

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos: Grupo
controle (GC) e um grupo experimental diabético (GD). Todos os animais foram
submetidos a cirurgia de implantacao de eletrodos para aquisicdo dos sinais
elétricos cardiacos.

Aleatoriamente os animais foram divididos novamente em duas
populacdes, uma delas denominada de protocolo A, foi composta por 24
animais destes, 12 (GD) passaram por inducdo de DM através de STZ e os
demais (GC) tiveram apenas injecdo de veiculo. Esse grupo foi utilizado para

registros dos sinais elétricos cardiacos.

PROTOCOLO A 12 (GD) PROTOCOLO B 8 (GD)
12 (GC) 8 (GC)

ECG (VFC) CORACAO
ISOLADO E

HISTOLOGIA
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Outra populacédo de animais descrito como protocolo B, composto por 16
animais foi utilizado para experimento da funcéo cardiaca através da técnica de
coracdo isolado e posteriormente analise histologica, tendo 8 animais desse
grupo (GD) o DM induzido por STZ e 8 (GC) passando apenas pela inje¢ao de

veiculo servindo de controles (metodologia descrita posteriormente).

4.2 Cirurgia de implantacdo de eletrodos

Foram implantados eletrodos de fio de ago inox, de maneira que as
derivagdes | e Il de um ECG convencional puderam ser avaliadas.

No primeiro momento foi realizada a implantacao de quatro eletrodos de
ECG (fio de aco inox, espessura de 0,5mm) subcutaneamente (atrds de cada
pata — Figura 1) em todos os animais do protocolo A. Através de uma agulha
guia (16G) o fio foi guiado abaixo da pele e fixado num formato de um né
entrelagado (FIGURA 1). Para cirurgia os animais foram anestesiados com
50mg/Kg de cetamina e 10mg/Kg de xilazina (com aumento de 10% da dose
durante o procedimento baseado na resposta reflexa ao pingamento das patas
traseiras).

Figura 1: Eletrodo tipo clip subcutaneo
Fonte: Laboratério de Fisiologia da Contragdo Muscular

ApoOs o procedimento cirdrgico os animais foram mantidos em gaiolas
individuais para recuperacao e para monitoramento do sinal eletrocardiografico.
Durante o monitoramento e captura dos sinais eletrocardiograficos, os cabos

foram exteriorizados de maneira a permitir livre movimentagdo do animal sem
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interferéncia dos cabos, sem restricdo. O monitoramento foi realizado durante 1

hora no periodo matutino.

4.3 Inducao do diabetes por estreptozocina

Dois dias ap0s a cirurgia de implantacédo de eletrodos, o DM foi induzido
por dose Unica intravenosa (veia peniana) de STZ (45mg/kg) dissolvido em
0,01M de tampao citrato, pH 4, sob jejum prévio de 14 horas e ap0s protocolo
anestésico de cetamina 50mg/kg e xilazina 10mg/kg. No GC, foi injetado
apenas o tampao citrato. A glicemia foi mensurada primeiramente em estado
pré-inducdo, sete dias apOs a intervencdo e repetidamente durante todo o
estudo com um intervalo semanal através de um glicosimetro Accutrend da
marca Roche, utilizando amostras obtidas através de uma gota sanguinea
retiradas da veia caudal do animal. Considerou-se niveis glicémicos maiores
gue 200 mg/dL, na primeira semana, como diagndstico positivo para o diabetes

experimental.

4.4 Mensuracdo dos sinais eletrocardiogréaficos e variabilidade da frequéncia

cardiaca

A avaliagdo dos sinais eletrocardiograficos e da VFC ocorreu desde a
indugéo do DM até o 26° dia pds-indugdo. As medidas foram realizadas nas
primeiras 48 horas e posteriormente a cada trés dias, durante 1 hora/dia
sempre no periodo matutino. Os animais eram mantidos com movimentacéo
livre dentro de caixas individuais em ambiente climatizado e reservado,
procurando atenuar barulhos e a presenca de transito de pessoas de modo a
evitar interferéncias na aquisicdo da VFC. Os cabos de conexdo do aparelho
receptor do sinal (Power Lab) foram acoplados sobre a estrutura externa dos
eletrodos colocados previamente por implantacdo subcutanea. As informacoes
elétricas captadas foram processadas através do programa LabChart 7.0, no

modulo ECG, em todas as derivagdes do plano frontal.
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Para analise dos sinais de ECG foi utilizado o software LabChart 7.0 e
Kubius HRV (versédo 2.0 MATLAB, MathWorks Inc., Kuopio, Finland). Foram
mensurados os intervalos P-Q, QRS, QT e calculado o QTc. Os intervalos R-R
(N-N) foram mensurados e as medidas de VFC tanto do dominio tempo quanto
do dominio frequéncia foram calculadas. Para o dominio tempo foram
analisados: o desvio padrdo da média dos intervalos R-R (SDNN); a raiz
guadrada da média do quadrado das diferencas entre intervalos RR normais
adjacentes (rMSSD). Para o dominio frequéncia, foi utilizada a transformada
Réapida de Fourier (FFT), para analisarmos 0s seguintes parametros: baixa
frequéncia - low frequency (LF) (0,20 a 0,75 Hz), alta frequéncia - high
frequency (HF) (0,75 a 3 Hz); e a razédo LF/HF. Para a andlise néo linear foram
analisadas as variaveis: SD1, SD2 e Entropia de Shannon (TASK FORCE,
1996).

4.5 Coragéo Isolado

Os animais foram anestesiados e heparinizados (1 ml de uma solucéo
1%) e ap0Os a constatacdo de auséncia de estimulos dolorosos, os animais
foram exsanguinados e a toracotomia realizada para remocé&o do coragao.

O coragédo removido foi retrogradamente perfundido através de uma
canula fixada no coto aértico, com solucéo de Ringer modificada (110mM NacCl;
4mM KCI; 1,5mM CacCl,; 2mM MgCl,; 10mM Tris [pH: 7,4]; 11mM Glicose) e
continuamente oxigenada e mantida a 37° C. A pressdo de perfusdo foi
mantida constante (60mmHg). O coracao foi mantido imerso em solucao de
Ringer de idéntica composicdo. Foi realizada uma abertura na juncdo atrio
ventricular esquerda para permitir a insercdo de um baldo na cavidade
ventricular esquerda. Este baldo foi fixado a extremidade de uma sonda uretral
n°4 (Mark Med) e esta conectada a um transdutor de presséo (AD Instruments
— MLT1010/D). O baldo foi somente preenchido com agua com uso de uma
seringa de capacidade de 1000 pl, apos ter sido cuidadosamente posicionado
na cavidade ventricular esquerda. O transdutor de pressao foi conectado a uma
unidade de aquisicdo de sinais (PowerLab 4/30, AD Instrument) e os dados

foram armazenados e analisados em um computador, utilizando-se um
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software Lab Chart versdo 7.3.7 (ADInstruments). Foi registrado a oscilacao de
pressdo intraventricular esquerda e posteriormente mensurada a pressao
desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE) e calculado os valores que
representam a aceleragao de desenvolvimento de pressao do VE representado
pelo dP/dtn.x € a taxa de relaxamento representada pela derivada minima de
pressdo pelo tempo, dP/dtn,;,. O enchimento do baldo foi realizado de maneira
gradual até obtencdo do valor maximo na relagdo volume/presséo gerada pela
contracdo miocérdica ou aumento maximo da pressédo diastolica de 10mmHg.
Foi realizada, antes de cada experimento, a curva de calibragdo do transdutor
de pressdo mediante o emprego de um mandmetro de mercurio (DIAS et. al.,
2006).

O registro eletrocardiografico no coragdo isolado foi obtido
empregando-se a unidade Power Lab 26T conectado a um computador no
mdédulo de ECG e com o uso do software Cardio Axis. O registro foi realizado
utilizando trés eletrodos mergulhados na solucdo de banho e posicionados
lateralmente as preparacdes, para obtencdo de derivagdes ndo convencionais.
Esses eletrodos foram mantidos em posicdo estacionaria e em todos o0s
experimentos os coragbes foram montados sempre na mesma poSiGao
anatbmica. Desta maneira, foi possivel a obtencdo do registro
eletrocardiografico em duas derivages com um angulo entre as mesmas de
aproximadamente 60°. A mensuracdo de pressao intraventricular e o registro
eletrocardiogréafico foram obtidos simultaneamente.

Ao final do experimento os coracdes foram fixados em formol 10%,
progressivamente desidratados em alcool e emblocados em parafina para

analise histologica descrita posteriormente.

4.6 Analise histologica

4.6.1 Preparacao do Tecido Cardiaco

Os coragfes ainda canulados apés a técnica ja descrita de coragéo

isolado, foram perfundidos com Formol a 10%. Apoés perfusdo as amostras
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foram fixadas por 24 horas na mesma solucdo sendo mantidas a 4°C. Cada
coracao foi transversalmente seccionado ao nivel ventricular em quatro partes
equidistantes (iniciando-se como referéncia no apice — corte A), resultando em
duas por¢gBes médio-basais (cortes C e D) e duas médio-apical (cortes A e B).
Os cortes foram entdo desidratados, diafanizados e incluidos em parafina para
formacéo de blocos. A partir de cada amostra originaram-se trés seccfes em
micrétomo, conforme plano de seccao previamente descrito.

Para avaliagdo das secc¢des foi utilizado o protocolo padrao de coloragao
Hematoxilina-eosina (HE), para analise do trofismo ventricular esquerdo.

As fotografias das laminas histologicas foram realizadas no Centro de
Microscopia Eletronica da Universidade Federal do Parana por um avaliador
capacitado. Para a visualizacdo em luz convencional utilizou-se um
microscopio Axio Imager Z2 (Carl Zeiss, Jena, DE), equipado com o software
Metafer 4 de captura automatizada (Metasystems, Altlussheim, DE) Modelo da
camera: CoolCube 1- Metasystems. As analises morfométricas foram

realizadas pelo mesmo examinador através do programa ImageJ 1.46.

4.6.2 Analise Morfolégica do Tecido Cardiaco

Foi avaliado o trofismo de ventriculo esquerdo através das medidas de
espessura da parede ventricular e didametro dos cardiomiocitos conforme
adaptacdes dos métodos descritos por Rizzi et al., 2013 e Bilim et al., 2008. A
espessura equatorial da parede do ventriculo esquerdo (VE) foi determinada
em ampliagdo microscopica de 20 vezes (objetiva de 2x), utilizando-se as trés
seccOes histologicas de cada coracdo: anterolateral, septal e posterolateral,
através da meédia entre as trés mensuracdes distintas e equidistantes em cada
coracao, semelhante a mensuracdo segundo Da Silva, 2014. Medidas de
didmetro dos cardiomiécitos foram realizadas em ampliacdo de 400 vezes, com
um total de 90 células por coracdo. Em cada uma das sec¢des mencionadas
anteriormente foram analisados trés campos de observacdo, num total de nove
campos para melhor representar a secdo ventricular. Para cada campo

analisado, foi mensurado o diametro de 10 miécitos. O diametro foi obtido ao
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nivel nuclear de midcitos orientados longitudinalmente, cujo nucleo se

apresentava centralizado, com envoltério completo e bem definido.

4.7 Andlise Estatistica

Os dados estéo representados em médiazerro padrdo da média (SEM) a
menos que descrito de outra maneira na legenda dos gréaficos e figuras. A
normalidade dos dados foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk. A comparacao
da média dos dados antropométricos e glicemia nos diferentes pontos
avaliados (semanalmente) foi avaliada pelo teste ANOVA de dois fatores e
medidas repetidas com pos teste de Bonferroni. Para analise estatistica das
alteracOes temporais de VFC foi calculada e analisada a integral da variavel
(por exemplo, SDNN, sRMSSD, etc) dos tempos 0 a 26 dias. Posteriormente,
confirmando a linearidade da representagéo grafica da integral foi realizada a
regressao linear e comparacdo da inclinacdo das retas entre 0s grupos

(controle vs. DM). O valor de p < 0,05 foi usado como critério de significancia.
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5. RESULTADOS

5.1 Massa Corporal e Glicemia

Na figura 2 sdo apresentados os dados de massa corporal e niveis
glicémicos dos animais. A massa corporal dos animais em ambos 0s grupos
foram homogéneos antes da inducao experimental de DM. Apés sete, quatorze
e vinte e seis dias da inducao do diabetes ou injecdo de veiculo, houve no GC,
ganho de massa em todos os periodos avaliados. Ja no GD, houve reducao do
massa quando comparado ao GC (p = 0,0001) em todos os momentos
avaliados apoés a indugdo do DM.

Em relacdo a massa corporal, no GD houve diferenca significativa
comparando o momento basal com o sétimo, décimo quarto e vigésimo sexto
dia (p = 0,0001), mas néo houve diferenca entre o sétimo com o décimo quarto
e vigésimo sexto dia, nem quando comparado o décimo quarto com o vigésimo

sexto.
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FIGURA 2: Massa corporal na progressdo do DM. Média e desvio padrdo. * Indica P < 0,05 na
comparacdo entre Controle vs. DM ; # Indica P < 0,05 na comparacdo intragrupo com 0s
valores basais; 8§ Indica P < 0,05 na comparacao intragrupo com valores obtidos aos 7 dias.
(N= 20 animais controle e 20 diabéticos).

A comprovacdo do estado diabético dos animais foi caracterizada por
severa hiperglicemia (p < 0,05) quando comparada com o estado inicial dos
valores da glicemia (FIGURA 3). Foram feitas medidas no estado pré-inducéo,
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aos sete, quatorze e vinte e seis dias pos-inducdo de STZ e observou-se niveis
glicémicos maiores no GD logo apés os sete primeiros dias, persistindo até o
vigésimo sexto dia quando comparado com o GC (p < 0,0001).

Comparando os valores de glicemia dentro do mesmo grupo, nao houve
diferenca estatistica em nenhum dos quatro momentos no GC. No GD houve
diferenca estatistica quando comparado o0 momento pré-inducdo com o sétimo,
décimo quarto e vigésimo sexto dia poOs-inducdo, ocorrendo um crescente

aumento dos niveis glicémicos até o vigésimo sexto dia.
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FIGURA 3: Glicemia sanguinea na progressdo do DM. Média e desvio padrdo. * Indica P <
0,05 na comparacéo entre Controle vs. DM ; # Indica P < 0,05 na comparacao intragrupo em
relacdo aos valores basais; § Indica P < 0,05 na comparacgéo intragrupo em relacdo aos valores
obtidos aos 7 dias. (N=20 animais diabéticos e 20 controles).

5.2 Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

Frequéncia Cardiaca

A FC dos animais foi mensurada através da coleta dos dados
eletrocardiogréficos. A progressdo temporal, demonstra diminuicdo da
frequéncia cardiaca ao longo dos dias no GD quando comparada ao GC que
manteve estabilidade dos valores ap6s um aumento inicial. O numero de

animais utilizado para toda a analise de VFC foi de 12 animais por grupo.
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FIGURA 4. Progresséo temporal das alteracdes da frequéncia cardiaca apés inducdo do DM.

Os valores de FC foram submetidos ao calculo da integral do dia 0 ao
dia 26, para avaliacdo das alteracbes da progressdo temporal da FC.
Posteriormente foi realizada a regresséo linear dos valores das integrais (GC -
Y=372,5X + 4,963, R®=0,9999; GD - Y=288,9X + 136,5, R°=0,9990) e
comparacao da inclinacdo da reta resultante (0s mesmos procedimentos de
analise foram realizados para as outras variaveis de VFC como sera descrito
adiante). Houve diferenca significativa da inclinacdo das retas (slopes)
comparando os grupos (p < 0,0001, FIGURA 5) demonstrando valores

menores de FC no grupo DM.
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FIGURA 5: Progresséo temporal das alteragbes da FC ap6s inducdo do DM através da analise
da integral da FC do dia 0 ao dia 26. Linhas continuas representam a integral calculada e
linhas pontilhadas a regresséo linear.
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5.2.1 Métodos Lineares

DOMINIO DE TEMPO

A progressdo de SDNN esta apresentada na figura 6. Visualmente,
parece haver um aumento transitério em 48 horas, anterior a diminuicdo da
variabilidade global representada pelo SDNN proximo ao dia 8 no GD que se

segue ao dos 26 dias.
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FIGURA 6: Progressdo temporal das alteracdes do indice SDNN no DM. Os dados
representam o indice SDNN dos grupos controle e diabético.

Fazendo-se a analise do calculo da integral (FIGURA 7) e observa-se
um aumento transitorio da VFC seguido de inversdo deste padrdo aos 14 dias.
Na andlise, a tendéncia de VFC global é de diminuicdo progressiva no grupo
diabético quando comparam-se as inclinacdes das retas (p .< 0,0001) obtidas
pela regressdo linear (GC, Y=7.167X — 3.175, R?=0,9979; GC, Y=6.277X +
3.660, R?=0,9975).
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FIGURA 7: Progressao temporal das alteracdes do indice SDNN no DM através da analise da
integral da FC do dia 0 ao dia 26. Linhas continuas representam a integral calculada e linhas
pontilhadas a regresséo linear. Linha pontilhada vertical representa 0 momento aproximado da
inverséo das retas.

Quando observado a progressao do indice rMSSD (FIGURA 8) também
no dominio de tempo, percebe-se que ndo houve diferenca estatistica entre 0os

grupos GC e GD durante os 26 dias observados.
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FIGURA 8: Progressao temporal das alteracdes do indice rMSSD no DM. Os dados
representam o indice rMSSD dos grupos controle e diabético.

Esse mesmo indice analisado através do calculo da integral, pode-se
observar que os slopes sao diferentes nos dois grupos (FIGURA 9).
Apresentando entre as duas retas uma diferenca na inclinagao (p = 0,02193),

embora apresentem 0 mesmo comportamento nos dois grupos. Obtidas
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através de regressao linear (GC Y = 2,917*X — 0,2146, R?>= 0,9987 ; GD Y =

3,052*X + 0,7872, R?>= 0,9984).

100 4
— Controle

— DM
804

60 4

40

Integral rIMSSD

20+

Tempo (dias)

T
0 2 4 6 8 0 12 14 16 18

20 22

FIGURA 9: Progresséo temporal das alteracdes do indice rMSSD no DM através da analise da
integral da FC do dia 0 ao dia 26. Linhas continuas representam a integral calculada e linhas

pontilhadas a regresséo linear.

DOMINIO DA FREQUENCIA

Dentro do método dominio da frequéncia, quando observado o indice

LF/HF que corresponde ao balangco simpato-vagal pode-se observar na

progressao dos pontos ao longo dos 26 dias, existe um aumento inicial nas

primeiras 48 horas no GD que em seguida cai e permanece por todo o restante

do tempo inferior ao GC.
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FIGURA 10: Progressdo temporal das altera¢cdes da razdo LF/HF no DM. Os dados

representam o indice LF/HF dos grupos controle e diabético.
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A andlise dos valores do indice LF/HF sdo observados de forma mais
precisa quando a integral é calculada (FIGURA 11), onde se apresenta um
aumento da inclinacdo transitéria de LF/HF, que é revertido para uma
diminuicdo posterior, por volta do décimo dia, nos animais diabéticos em
comparagdo aos animais controle. E observado uma diferenca significativa na
inclinacdo das retas (p = 0,0001), obtidas através de regresséo linear (GC Y =

1,097*X — 0,5586, R*= 0,9972; GD Y = 0,8637*X + 0,7256, R?>= 0,9942).
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FIGURA 11: Progressado temporal das alteracdes da razdo LF/HF no DM através da analise da
integral da FC do dia 0 ao dia 26. Linhas continuas representam a integral calculada e linhas
pontilhadas a regresséo linear

O indice LF quando analisado na sua progressdo através do tempo
observa-se que no GD had um aumento do LF nas 48 horas iniciais quando
comparada ao GC, porém a partir do oitavo dia ha uma inversdo e diminui¢éo
no GD e aumento no GC (FIGURA 12).
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FIGURA 12: Progresséo temporal das altera¢des do indice LF no DM. Os dados representam o
indice LF dos grupos controle e diabético.
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A figura 13 representa a analise da integral onde se observa que
inicialmente nos 10 primeiros dias ha um predominio maior do valor de LF no
GD quando comparado ao GC. Esse padrédo se inverte por volta do décimo
segundo dia, onde ha uma diminuicdo da inclinagdo da reta de GD quando
comparada ao GC. As retas apresentaram inclinagdes diferentes (p = 0,0001),
obtidas através de regressdo linear (GC Y = 47,95*X — 11,86, R*= 0,9995; GD
Y = 42,07*X + 22,93, R*= 0,997).
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FIGURA 13: Progressédo temporal das alterages do indice LF no DM através da analise da
integral da FC do dia 0 ao dia 26. Linhas continuas representam a integral calculada e linhas
pontilhadas a regressao linear.

Outro indice ainda do dominio da frequéncia analisado foi o HF (FIGURA
14), neste, existe inversamente proporcional ao indice LF uma tendéncia de
diminuicdo do HF nas primeiras 48 horas no GD em relacdo ao GC, e por volta
do oitavo dia existe uma inversao onde ha um aumento do HF no GD quando

comparado ao GC.
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FIGURA 14: Progressao temporal das alteragbes do indice HF no DM. Os dados representam
o indice HF dos grupos controle e diabético.

A andlise do calculo da integral do indice HF demonstra aumento inicial
que se inverte aproximadamente no 14° dia (FIGURA 15). Observa-se
diferenca estatistica na inclinacdo das retas (p= 0,0025), obtidas por regressao
linear (GC Y= 3.650*X + 0,2848, R*= 0,9986; GD Y= 3,158*X + 4,963, R’=
0,9842) demonstrando a tendéncia a diminuicdo nos valores de HF até o 26 °
dia.
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FIGURA 15: Progresséo temporal das alteracbes do indice HF no DM através da analise da
integral da FC do dia 0 ao dia 26. Linhas continuas representam a integral calculada e linhas
pontilhadas a regresséo linear.

Quanto ao indice SD1 néo foi encontrada diferenca estatisticamente

significativa durante progressao do DM ao longo dos 26 dias (FIGURA 16).
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FIGURA 16: Progressao temporal das altera¢des do indice SD1 no DM. Os dados representam
o indice SD1 dos grupos controle e diabético.

A inclinacdo das retas para SD1 ndo apresenta resultado significativo
(p= 0,1054), obtida através de regressao linear (GC Y= 2,057*X — 0,1142, R*=
0,9989; GD 0,9986 Y= 2,116*X + 0,6446, R*= 0,9986).
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FIGURA 17: Progressédo temporal das altera¢bes do indice SD1 no DM através da andlise da
integral da FC do dia 0 ao dia 26. Linhas continuas representam a integral calculada e linhas

pontilhadas a regressao linear.

Contrariamente, no indice SD2 pode-se observar nas 48 horas iniciais
um aumento desse valor nos animais diabéticos, no entanto, da mesma forma
gue em outro indice de variabilidade global (SDNN), ha uma inversao nos
valores proximo ao oitavo dia, onde ocorre uma reducdo desse indice nos

animais diabéticos quando comparado aos controles (FIGURA 18).
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FIGURA 18: Progressao temporal das altera¢gdes do indice SD2 no DM. Os dados representam
o indice SD2 dos grupos controle e diabético.

Os dados de SD2 passaram pelo calculo da integral (FIGURA 19), onde
se observou um padrdao maior no GD durante as duas primeiras semanas,
seguido por uma inversdo, queda e diminuicdo significativa desse
comportamento no GD quando comparado ao GC. A inclinacédo das retas foi
diferente entre os grupos (GC Y= 10,00*X — 4,809, R*= 0,9977; GD Y= 8,534*X
+ 5,351, R?= 0,9970, p< 0,001).
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FIGURA 19: Progressao temporal das alteracdes do indice SD2 no DM através da andlise da
integral da FC do dia 0 ao dia 26. Linhas continuas representam a integral calculada e linhas

pontilhadas a regressao linear.

5.2.2 Métodos Nao-Lineares
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O indice analisado dentro dos métodos nao lineares é a entropia de
Shannon, esta ndo apresentou diferenca entre 0s grupos na progresséo do DM

(FIGURA 20).
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FIGURA 20: Progressédo temporal das alteragfes do indice Entropia de Shannon no DM. Os
dados representam o indice Entropia de Shannon dos grupos controle e diabético.

A figura 21 representa a integral calculada e a regressao linear.
Observa-se que nao houve diferencas na inclinagcdo das retas entre grupos
(GC Y= 3,979*X — 0,05696, R?*= 0,9999; GD Y= 3,966*X — 0,5960, R*= 0,9998,
p=0,5394).

125

— Controle

100 -
— D

754

50

Shannon En

254

T T T T T T y T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Tempo (dias)

FIGURA 21: Progressdo temporal das alteracbes do indice Entropia de Shannon no DM
através da analise da integral da FC do dia 0 ao dia 26. Linhas continuas representam a

integral calculada e linhas pontilhadas a regresséao linear.

5.3 Sinais eletrocardiograficos
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Os valores dos dados de eletrocardiografia dos animais (sem anestesia
n = 24) sédo apresentados na tabela 1. No intervalo PR ndo houve diferenca
estatistica entre 0s grupos no instante pré-indugdo, nem no instante pos-
inducdo. Da mesma forma, outras variaveis analisadas, como duracdo do
intervalo QRS e o calculo do QTc, ndo foram diferentes entre os grupos, tanto

no momento anterior, quanto 1 més apdés a inducdo do DM.

TABELA 1: DADOS ELETROCARDIOGRAFICOS NOS MOMENTOS PRE E
POS-INDUCAO DO DM OU TAMPAO VEICULO.

PRE POS
Controle DM P Controle DM p
Intervalo 0,044 0,0465 0,052 0,0463 0,047 0,407
PR +0,001 +0,003 +0,003 +0,004
Intervalo 0,015 0,015 0,594 0,016 0,015 0,119
QRS +0,001 +0,001 +0,001 +0,001
QTc 0,139 0,143 0,598 0,134 0,145 0,216
+0,020 10,021 +0,024 +0,015

Os dados sao apresentados como média * desvio padrao (n = 24).

5.4 Coracéao Isolado

Os valores de pressdo intraventricular maxima desenvolvida
normalizados pela frequéncia cardiaca (expressa em Hertz), expressos em
mmHg x Hz dos coracdes isolados foram de 176, 9 + 42,19 no grupo controle
(N=8) e de 146,0 £ 37,05 no grupo diabético (N=8).

A figura 22A mostra os efeitos do DM sobre a geracdo de pressao
desenvolvida pelos coracbes isolados, os valores obtidos do teste t né&o
apresentaram diferenca significativa quando comparados entre 0os dois grupos
(p = 0,1428). A figura 22B representa os efeitos do DM sobre a FC intrinseca

dos coragbes isolados. No entanto, essa variavel apresenta diferenca
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significativa entre os grupos (p = 0.0093), obteve-se diminuicdo dos valores de

FC no grupo diabético.
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FIGURA 22: Efeito do DM na presséo desenvolvida no ventriculo esquerdo de ratos. Média e
desvio padrédo. A: Pressao desenvolvida. B: FC intrinseca. * Indica P < 0,05 na comparacéo
entre Controle vs. DM.

Os valores de dp/dtnsx e dp/dtnn em mmHg/seg obtidos dos
experimentos com coragdes isolados normalizados pela presséo desenvolvida,
foram respectivamente de 13,95 + 2,616 mmHg x Hz e; -9,691 + 2,160 mmHg x
Hz no grupo controle (N=8) e 12,38 + 2,010 mmHg/s e; -7,946 + 0,8496
mmHg/s no grupo diabético (N=8), a normalizacdo dos valores de presséao foi
realizada porque néo houve clampeamento da FC dos coragdes isolados.

A figura 23 mostra os efeitos do DM na velocidade maxima de geracao
de pressao intraventricular (dP/dtysx) € na velocidade maxima de relaxamento
(dP/dtyin) em coracgdes isolados de ratos. Através do teste t ndo pareado foi
possivel observar que nao houve diferenca estatistica em nenhum dos
momentos. Porém na dP/dty, o valor de p foi igual a 0,051 apresentando uma
clara tendéncia de diferenca entre os grupos, embora ndo seja considerado

estatisticamente significativo.
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FIGURA 23: Efeitos do DM na velocidade de geracé@o de pressdo intraventricular (dP/dtys,) e
na velocidade maxima de relaxamento (dP/dty;,) normalizados pela PDVE em coracdes
isolados de ratos.

5.5 Andlise Histoldgica

5.5.1 Espessura da Parede Ventricular

A figura 24 representa os efeitos do DM sobre a espessura da parede
ventricular esquerda. Nao foi encontrado resultado estatisticamente significativo

guando comparado os grupos GC e GD (p = 0,7010).
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Figura 24: Efeitos do DM sobre a espessura da parede ventricular esquerda. Quantificacdo da
espessura da parede ventricular esquerda entre os grupos diabético e controle. (n=6 diabéticos
e 6 controles).
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5.5.2 Diametro dos Cardiomiocitos

Na figura 25A sao apresentados fotomicrografias das seccdes do
ventriculo esquerdo utilizadas para mensurar o didmetro dos cardiomidcitos. Os
valores obtidos (FIGURA 25B), ndo apresentaram diferenca significativa entre o
GD e GC nas suas medidas (p = 0,6965).
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Figura 25: Efeitos do DM no diametro dos cardiomidcitos. (A) Fotomicrografias representativas
do grupo controle e diabético. (B) Quantificacdo dos didmetros dos cardiomidcitos entre os
grupos controle e diabético. (n= 6 diabéticos e 6 controles).
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6. DISCUSSAO

O presente estudo teve o0 objetivo de avaliar a progressao da disfuncéo
autonbmica cardiaca em curto prazo, consequente ao DM. Os dados obtidos
demonstram que o DM ocasiona diminuicdo da FC e VFC que se inicia apés 48
horas e no décimo quarto dia pos-inducéo do DM; respectivamente. A reducdo
da frequéncia cardiaca intrinseca também foi observada utilizando a técnica de
coracdo isolado. Além disso, os dados sugerem que houve alteracdo no
balanco simpato-vagal préximo da segunda semana de indugdo do DM. Apos 1
més da inducdo do DM, sinais de disfuncdo cardiaca diastolica, foram
identificados.

Como observado na figura 3, o DM foi comprovado desde a primeira
semana, como esperado o0s animais tiveram perda de massa corporal
significativa (FIGURA 2) e aumento da glicemia quando comparado ao grupo
controle. Neste grupo, a massa aumentou e a glicemia ndo teve nenhuma
mudanca confirmando a eficacia do modelo de DM empregado nesse estudo e
em outros (DE ANGELIS et al., 2000; HOWARTH et al., 2005; LI et al., 2014;
LO GIUDICE et al., 2002; MALFITANO et al., 2014).

O presente estudo encontrou diminuicdo significativa da FC nos animais
diabéticos quando comparados aos animais controles. Estas alteracfes tornam
perceptiveis ja nas primeiras 48 horas pos-inducdo do DM, progredindo com o
decorrer das quatro semanas, bem como foi encontrada diminuicdo da FC
intrinseca na técnica de coracédo isolado. De modo semelhante outros autores
(SANYAL et al., 2012; HOWARTH et al., 2005; LO GIUDICE et al., 2002; DE
ANGELIS et al., 2002) observaram reducdo acentuada da FC, pés-inducéo do
DM através do uso de STZ.

A bradicardia encontrada na progressdo do DM é um achado comum e
frequente na literatura (DE ANGELIS; IRIGOYEN; MORRIS, 2009; HOWARTH
et al., 2005; LO GIUDICE et al., 2002; DE ANGELIS et al., 2000). No presente
estudo, houve diminuicdo perceptivel da FC logo apds 48 horas, esses valores
diminuidos podem estar relacionados com algumas alteracdes metabdlicas. Os
mecanismos que envolvem a diminuicdo da FC podem ser citados como
defeitos no controle dos mecanismos cardiacos, podendo ser intrinsecos ou
extrinsecos (DE ANGELIS; IRIGOYEN; MORRIS, 2009; DALL'AGO et al.,
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1999). Por exemplo, cita-se a alteracdo de sensibilidade nos pressorreceptores
cardiacos, localizados no arco aortico e seio carotideo. Fisiologicamente,
através da mudanca nos estimulos de tais estruturas, informacdes aferentes
sédo enviadas ao SNC o que desencadeia respostas capazes de aumentar ou
diminuir a frequéncia de impulsos enviados para controlar a FC a partir de
mudancas na pressdo arterial (DALL'AGO et al.,, 1999). Animais diabéticos
apresentam diminuicdo na sensibilidade dos pressorreceptores quando
comparados a animais controles (MORAES-SILVA et al., 2010).

Altera¢cBes na sensibilidade dos receptores muscarinicos também podem
ser observadas como possiveis precursores da bradicardia encontrada no DM.
Hicks e colaboradores (1998), observaram diminuicdo da taquicardia nos
animais diabéticos quando comparados ao grupo controle. Também
encontraram aumento da bradicardia nos animais diabéticos de forma mais
intensa, porém ambas as alteracdes de FC que foram induzidas por drogas
bloqueadoras dos receptores beta 1 e muscarinico, puderam ser restauradas
com administracdo de insulina. Apés 4 semanas da inducdo do DM, ja podiam
se observar as alteracbes tanto de sistema nervoso simpéatico como
parassimpatico.

Outra possibilidade de mecanismo defeituoso no curso do DM é a
degeneracdo das terminacdes nervosas simpaticas e parassimpaticas das
células nodais que inervam o0 né sinusal. Sanyal e colaboradores (2012)
observaram gue apés 4 semanas de DM induzido por STZ houve degeneracéo
apenas de terminacfes nervosas parassimpaticas no grupo diabético,
caracterizada por uma destruicdo das vesiculas que acomodam o0s
neurotransmissores nas termina¢cdes nervosas sinapticas do nodo sinusal,
dessa forma, levando ao aumento da resposta parassimpatica pela presenca
anormal na fenda sinaptica do neurotransmissor correspondente. Quando 0s
animais foram avaliados 4 meses ap0s o DM, pode-se observar as
degeneracBes em ambos os ramos do SNA. Li e colaboradores (2014) também
observaram uma diminuicdo dos marcadores atriais parassimpatico e um
aumento dos marcadores simpatico, ou seja, uma diminuicdo do balanco vagal,
por uma degeneracao inicial de ramo parassimpatico através de técnica de
imunohistoquimica, onde era mensurada a concentracdo e expressdo de

enzimas que refletem danos nos nervos do SNA, observada em oito semanas
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de estudo. Demonstrou assim, que no progresso do DM, o primeiro ramo
autonémico a ser lesado € o parassimpatico e posteriormente o0 simpatico
(XUAN et al., 2015; VINIK; ZIEGLER, 2007).

Uma das complicacdes mais comuns do DM €& a NAC, que tem por
manifestacdo clinica principal alteracdo no controle da FC, que geralmente
encontra-se reduzida nos achados patologicos (ZIEGLER, 1994). Sendo assim,
um marcador muito importante que vem a caracterizar o DM, a NAC, é
geralmente associada a reducao dos valores de VFC, ou seja, a capacidade de
variacdo da FC em torno de valores médios ( ZIEGLER, 1994; KLEIGER et al.,
1987).

No presente estudo foi possivel observar diminuicdo na VFC no tempo
gue se seguiu o curso do DM experimental, baseado nos dados de diminuigéo
nos valores de SDNN e SD2, por volta do décimo quarto dia pés-inducdo do
DM. Estas sdo variaveis que estimam o comportamento da VFC global. Os
dados encontrados corroboram com alguns estudos que relacionam a
diminuicdo da VFC com a progressao do DM, tanto em seres humanos
(GOTTSATER et al., 2006), como em ratos (XUAN et al., 2015; HOWARTH et
al., 2005; LO GIUDICE et al., 2002).

O indice SDNN representa a VFC global. No presente estudo houve
diminuicdo desse indice nos animais diabéticos, mesmo quando analisado
através de um teste estatistico anova de dois fatores (FIGURA 4). Os
resultados do estudo de Lo Giudice e colaboradores (2002), que observaram o
ECG dos animais por 5 semanas apos a inducdo do DM por STZ,
demonstraram de maneira similar reducao do indice SDNN. Li e colaboradores
(2014) também observaram esse padrdo de reducdo de SDNN apods 3-4
semanas do curso do DM.

Com relacdo a SD1 e SD2, outros indices correspondentes a
variabilidade total, os valores de SD1 n&o apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos durante o curso do DM. No
entanto, quando observado o indice SD2, foi encontrado valor estatisticamente
significativo entre os grupos controle e diabético, apresentando diminui¢cdo no
grupo diabético. Essas duas variaveis, sdo em geral analisadas em estudos
com seres humanos, por exemplo, no estudo de Tarvainen e colaboradores

(2014) foi observada diminuicdo tanto nos valores de SD1 como SD2, em
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diabéticos tipo 2.

A evolucédo temporal das alteragcbes de VFC encontradas nos indices
SDNN e SD2 tem padrdao semelhante. Na primeira semana acontece um
discreto aumento dos seus valores no GD quando comparado ao GC, porém
em torno do décimo quarto dia pds-inducdo de STZ, existe inversdo dos
valores e 0 GD apresentou diminuicdo da VFC que perdurou até o final do
experimento. Em ambos os casos, nas primeiras 48 horas acontece um
aumento repentino da VFC no GD que nao ocorre no GC. Este fendmeno
poderia ser explicado pela neurotoxicidade aguda da STZ, no entanto, néo
existem referéncias que suportem esta conclusdo. Portanto, sugere-se a
investigacdo dessa possivel neurotoxicidade da STZ nestas alteracfes
imediatas da VFC que poderiam interferir com a fidedignidade do modelo
experimental.

N&o foi encontrado na literatura estudos que observam a progressao
temporal da VFC nas 48 horas iniciais pos-inducdo e a cada 72 horas no
decorrer de um més do curso do DM experimental, como a mensuragcdo da
VFC realizada no presente estudo. Houveram estudos que observaram
alteracbes globais da VFC, como o de Lo Giudice e colaboradores (2002)
somente no periodo final de follow up. De maneira similar ao presente estudo,
esses autores, observaram reducdo do padrdao de SDNN nos animais
diabéticos no fim do seu experimento de 5 semanas, porém esses valores
foram observados somente no final do experimento ndo sendo relatado o curso
temporal das alteracbes de VFC. Também, similar aos achados no presente
estudo, Xuan e colaboradores (2015) observaram reducdo nos valores de
SDNN do GD. Estes autores também nao relataram as alteragdes temporais na
VFC. J4 de forma inversa, Schaan e colaboradores (2004), ndo observaram
nenhuma diferenca no indice SDNN quando comparado os grupos diabético e
controle no decorrer do seu estudo, que reuniu dados de estudos prévios do
laboratério e analisou a VFC ap6s 7, 14, 30, 45 e 90 dias pds-inducdo do DM
por STZ. No entanto, sua metodologia analisou a VFC através de variacdo da
PA, onde previamente a analise é realizada uma cirurgia invasiva para
implantacdo dos cateteres, o que poderia incorrer em aumento agudo de
estresse que influenciaria a medida posterior. No presente estudo, a analise foi

realizada através dos dados de ECG apdés procedimento cirargico superficial, e
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a coleta era realizada sem a restricdo dos animais, diminuindo o fator estresse
dos nossos dados e simulando metodologia comumente utilizada na avaliacdo
clinica.

Com relagdo a razdo LF/HF, correspondente ao balango simpato-vagal,
no presente estudo foi encontrada diminuicdo significativa no GD. Estas
variaveis apresentam um padrao similar ao que acontece nos indices de SDNN
e SD2. Nas 48 primeiras horas acontece um aumento subito e importante da
razdo no GD, porém esse padrdo ndo se prolonga por muito tempo, por volta
do décimo segundo dia pés-inducdo acontece uma inversao desse padréo e o
balanco simpato-vagal apresenta reducdo no grupo diabético. Lo Giudice e
colaboradores (2002), também observaram reducdo da razdo LF/HF nos
animais diabéticos quando comparado ao grupo controle. Howarth e
colaboradores (2005) observaram aumento do balanco simpato-vagal em ratos
diabéticos em relacdo aos controle na 42 e 82 semana de seu estudo que se
seguiu por 22 semanas, também reportou diminuicdo do HF no entanto néo
houve alteracdo no LF, diferentemente do presente estudo onde aconteceu
uma reducdo de ambos os indices.

No dominio da frequéncia o indice LF (Low-Frequency — Baixa
frequéncia), reflete uma acdo conjunta dos componentes simpaticos e
parassimpaticos, com um predominio simpéatico ( GODOY; TAKAKURA;
CORREA, 2005; NOVAIS, L. D., SAKABE, D. I., TAKAHASHI et al., 2004).
Dessa forma, alteracdes em valores correspondentes a esse indice podem nos
traduzir alteracbes do ramo simpatico no sistema nervoso autbnomo. No
presente estudo, existe um aumento inicial do valor de LF nas 48 horas iniciais
no GD. No entanto, por volta do décimo segundo dia pés-inducao aconteceu a
inversdo desse padrdo seguida de reducdo significativa dos valores do
componente LF nos animais diabéticos, indicando diminuicdo da atividade
simpatica neste grupo. Corroborando com o presente achado, Li e
colaboradores (2014) e Malfitano e colaboradores (2014) observaram
diminuicdo de LF em quatro semanas de progressdo do DM, porém em
nenhum dos estudos foi relatado o dia preciso em que iniciaram as primeiras
alteracbes em LF, como observado ser proximo ao 12° dia pés-inducdo no

presente estudo.
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Quanto ao componente HF (High Frequency — Alta Frequéncia), que nos
mostra alteragcdes de ramo parassimpatico em nivel cardiaco (GODOY;
TAKAKURA; CORREA, 2005; NOVAIS, L. D., SAKABE, D. I., TAKAHASHI et
al., 2004), observou-se no presente estudo, reducéo inicial dos valores de HF
no GD, seguido por uma inversao desse padrdo, que se da em torno do décimo
qguarto dia pos-inducdo. Como resultado, houve aumento do indice HF nos
animais diabéticos no decorrer de um més. Sanyal e colaboradores (2012)
observaram ap6s um més da progressdao do DM um acometimento inicial do
ramo parassimpatico, no qual havia destruicdo das vesiculas que acomodavam
0S neurotransmissores parassimpaticos, podendo levar a uma resposta
parassimpatica acentuada. Neste mesmo estudo, observou-se que apés 4
meses da inducdo da STZ, o acometimento de ambos os ramos do SNA
ocorrem de forma igualitaria. Lo Giudice e colaboradores (2002) observaram
resultados contrarios ao do presente estudo, onde aconteceu reducdo de HF
nos animais diabéticos. Eles também relataram reducéo ainda maior de valores
de LF, cerca de 70%, relacionando com maior ativagdo parassimpatica nos
animais diabéticos apdés 5 semanas da administracdo de STZ. Os dados de
Howarth e colaboradores (2005) também demonstraram diminui¢cdo dos valores
espectrais de HF apds 4 semanas de inducdo de STZ, essa se perdura na 8,
12, 16 e 22° semanas apoés injecdo da droga. J& no estudo de Malfitano et al.,
(2014) ndo houve diferenca de valores de HF entre os animais diabéticos e
controles. No entanto, nenhum dos estudos acima relatou analise temporal dos
dados de HF, onde se apresentam os primeiros sintomas de comprometimento
autondmico. A importancia da anélise temporal, observada no presente estudo,
€ discriminar o surgimento dos primeiros sinais e sintomas ocasionados pela
NAC no DM e possivelmente contribuir para a elaboracéo de tratamentos mais
precisos para esta condicdo e determinar se sua administracdo deve ser
precoce.

Em estudos com seres humanos, existe predominio basal
parassimpatico, ou seja, embora a FC intrinseca do coracdo seja relativamente
alta, em torno de 100 batimentos por minuto (bpm), 0 mecanismo que faz com
gue esses valores em condi¢cdes normais, num individuo saudavel em repouso
estejam por volta de 70 bpm, é o predominio basal do ramo parassimpatico

(EWING et al., 1985). Isso é o inverso do que acontece no rato, onde existe
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predominio simpatico elevando seus valores de normalidade da FC de repouso
em torno de 345-350 bpm (SANTOS et al., 2013; DA SILVA et al., 2001).

Nesse contexto, quando observadas as consequéncias do DM em seres
humanos, na presenca de DM tipo 1 (CHESSA et al., 2002), observa-se
comprometimento precoce da atividade parassimpética pela diminuicdo do
indice de LF, com um provavel predominio da atividade do sistema simpatico
observado pelo aumento da razdo LF/HF (CHESSA et al., 2002; HOWORKA;
PUMPRLA; SCHABMANN, 1998). Howorka e colaboradores (1998)
observaram que no curso do DM, em portadores de NAC, existe disfungéo
vagal primeiramente, e de forma mais tardia uma disfuncéo simpéatica através
de reducao de indices espectrais. Esses valores coincidem com uma maior FC
em repouso encontrada em pacientes diabéticos, que corresponde aos danos
parassimpaticos encontrados nas fases iniciais do DM.

Ainda nos resultados obtidos no presente estudo analisamos a variavel
de dominio de tempo rMSSD que tem forte ligagcdo com alteracfes de sistema
parassimpatico. Embora as inclinacbes das retas encontradas na figura 8
sejam diferentes, ambas apresentam um mesmo padrdo de progressao, mas
no GD este padrdo esta elevado no curso de um més em relacdo ao GC. Li e
colaboradores (2014) observaram reducao dos valores de rMSSD ao final de 8
semanas nos animais diabéticos. Schaan e colaboradores também observaram
reducdo desse indice em torno de 45 dias apés a indugdo do DM, nos animais
diabéticos em relacdo aos controle. No entanto em ambos o0s estudos o tempo
avaliado é superior ao observado no presente estudo.

O ultimo indice ainda observado na VFC foi a entropia de Shannon, esta
ndo apresentou diferenca estatistica no decorrer de um més entre 0s grupos.
Essa variavel esta relacionada a medidas de longos periodos, onde é
necessaria uma coleta de varias horas para que seja feito uma analise efetiva.
Dessa forma, ndo sendo um bom indice para analisar os efeitos do DM a curto
prazo, como foi realizada no presente estudo em coletas de uma hora diaria no
intervalo de um més.

No presente estudo, foi investigado possiveis alteracdes do intervalo
QTc que corresponde a duracao total da atividade elétrica ventricular (COSTA
et al., 2008; NOVAIS, L. D., SAKABE, D. I., TAKAHASHI et al., 2004). Ja é

conhecido que o aumento nos valores de tal intervalo esta relacionado com a
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NAC (VANHOOSE et al., 2010; MARTHUR E GUPTA, 2006). No entanto, nao
foram encontradas alteracées no QTc entre 0s animais diabéticos e controle no
presente estudo. Costa e colaboradores (2008), observaram aumento no
intervalo QTc em animais diabéticos, sem tratamento, apos 15 e 30 dias de
experimento. Vanhoose e colaboradores (2010), também encontraram aumento
no intervalo QTc em animais diabéticos comparados aos animais controle apés
sete semanas da inducdo do DM. Sugere-se que esse aumento pode estar
relacionado com a polidria encontrada no DM, essa pode causar perda
excessiva de potassio, ocasionando um possivel aumento temporal na
repolarizacdo da membrana, aumentando tal intervalo (HOWARTH et al.,
2005).

O intervalo PR foi um dos eventos eletrocardiogréaficos analisado, este
representa o intervalo entre o inicio da ativacdo atrial e inicio da ativacdo
ventricular. No presente estudo nédo foi encontrada diferenca estatistica entre
0S momentos basais, antes da inducdo da STZ e no 26° dia pos a inducao da
droga. Da mesma forma, néo foi encontrada diferenca significativa no presente
estudo no intervalo QRS. Vanhoose e colaboradores (2010) observaram
alargamento tanto do intervalo PR como do intervalo QRS em animais
diabéticos quando comparado aos animais controles, contudo isso ocorreu
apos 11 semanas. Estas alteragcbes de condutibilidade descritas foram
observadas num tempo relativamente maior ao observado no presente estudo,
tempo esse, que pode ter levado a um remodelamento mais acentuado do
miocardio. A hiperglicemia ocasionada pelo DM, pode levar ao remodelamento
das proteinas estruturais do miocardio, tais mudancas ocasionadas pela
fibrose, geram um aumento da rigidez cardiaca, que leva a alteracbes de
condutividade elétrica (DUNCAN, 2011; MAYA; VILLARREAL, 2010; BUGGER;
ABEL, 2009). Essas alteracfes estruturais podem estar relacionadas com os
achados encontrados nas alteracdes de ECG no curso do DM.

Em relacdo aos dados funcionais do musculo cardiaco, obtidos atraves
da técnica de coracdo isolado, os valores da variavel FC apresentaram
diminuicdo no grupo diabético em relacdo ao grupo controle. Para essa analise,
nao houve clampeamento da frequéncia, ou seja, ndo houve qualquer tipo de
estimulacdo elétrica que levasse a uma padronizacdo da FC nos coragcdes

observados no presente estudo. Esses dados podem corroborar com estudos
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prévios que analisaram altera¢cdes no nd sinusal no curso do DM (SANYAL et
al., 2012, SCHAAN et al., 2004). Essas modificacbes que o DM realiza no n6
sinusal, tanto de disfuncdo de componentes autondémicos, a curto prazo o
primeiro componente lesado é o parassimpatico (SANYAL et al., 2012), pode
ser a origem da disfuncdo no automatismo do coracédo, levando a diminuicdo
da FC intrinseca nos animais diabéticos.

Observa-se também, tendéncia de diminuicdo da pressao normalizada
nos animais diabéticos quando comparado aos animais controle. Para esta
analise foi realizada a normalizacdo dos dados através do duplo produto (duplo
produto), porque no nosso estudo ndo houve um clampeamento da FC do
coracdao isolado e esta era diferentes entre os grupos experimentais, conforme
descrito previamente. O DP tem sido também utilizado como indice que
representa 0 metabolismo cardiaco (GOBEL et al., 1977). Zhao e
colaboradores (2010) descreveram diminuicdo da pressdao desenvolvida no
ventriculo esquerdo;contudo, apos 14 semanas do DM experimental. Os
autores também observaram a presenca de fibrose intersticial cardiaca nos
animais diabéticos. Esses valores relatam que possivelmente a progresséo do
DM gera um remodelamento cardiaco, levando a fibrose e possivelmente
rigidez da parede ventricular podendo evoluir para disfuncdo diastélica, bem
como alteracBes na condutibilidade elétrica do coracdo (ZHAO et al., 2010;
ASBUN; VILLARREAL, 2006; BUGGER; ABEL, 2009).

Sinais de disfuncdo diastolica foram observados no GD uma vez que
houve forte tendéncia a diminuicdo do valor da dP/dt minima (p= 0,051). Zhao
e colaboradores (2010) observaram resultados similares ao presente estudo.
Nos valores de dP/dt méxima ndo houve diferenca estatistica entre os grupos.
Mourouzis e colaboradores (2014) também observaram diminuicao significativa
no curso de 8 semanas do DM, na variavel dP/dt minima. No entanto, ndo
encontrou diferenca significativa nos valores de dP/dt maxima entre 0s grupos.
Esses estudos confirmam a relacdo entre a diminuicdo da velocidade de
relaxamento associada a presenca de fibrose, levando a posterior disfuncao
diastolica, prejudicando como um todo a funcdo mecéanica do miocéardio (ZHAO
et al., 2010). Embora o follow up do presente estudo tenha sido em um tempo
relativamente menor que o0s estudos citados anteriormente, os resultados

encontrados confirmam que os animais diabéticos j& apresentam sinais de
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disfuncéo diastdlica, a qual tende a aumentar com o progredir do tempo devido
a alteracdes estruturais que levam a um remodelamento cardiaco ocasionado
pelo DM experimental.

Por fim, investigamos a presenca de alteracdes celulares, que poderiam
modificar a funcionalidade do miocardio. Na analise histol6gica da espessura
do ventriculo esquerdo através do método HE, ndo foi encontrada diferenca
estatistica entre os grupos nas mensuracdes. Quanto a analise morfolégica do
didmetro das células cardiacas pela mesma coloracdo, também ndo se
observou diferenca significativa entre os grupos. Esses dados confirmam que
nao existem alteracbes morfolégicas marcantes que expliqguem as alteracdes
mecanicas de disfuncdo diastdlica encontradas previamente. No entanto, €
necessaria uma analise mais precisa da presenca de fibrose no tecido
cardiaco, como a que foi realizada no estudo de Silva (2014), onde através de
técnica de coloracdo por picrosirius red, que analisa o conteido de colageno
total, foi observado maior depdsito de colageno na MEC nos ratos diabéticos
sedentarios quando comparado ao grupo controle sedentarios em 6 semanas
do DM experimental.

Uma complicacdo comum no DM, é a MCD, onde em estagios mais
avancados da doenca sdo encontradas alteracdes progressivas no nivel
celular, que sdo hipertrofia e fibrose dos cardiomiécitos, bem como um
aumento da espessura ventricular e agravamento da disfuncdo diastdlica e
disfuncéo sistdlica inicial (PAPPACHAN et al., 2013). Essa progressao da
MCD, pode justificar os achados encontrados no nosso estudo a nivel
funcional, de disfuncao diastélica, como as caracteristicas de uma possivel

progressao de MCD em fase inicial.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou haver alteracées precoces no controle
autonémico cardiaco de animais diabéticos caracterizada por intensa
diminuicdo da frequéncia cardiaca e alteracbes da VFC global e balanco
simpato-vagal iniciadas por volta da segunda semana. Contudo, a reducao da
FC basal apesar de ter componente autondmico, esta relacionada a diminuicao
da frequéncia cardiaca intrinseca, observada em experimentos utilizando

corag0es isolados.
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APENDICE 1 - MEDIA E DESVIO PADRAO DOS DADOS DE MASSA CORPORAL E
GLICEMIA
MASSA CORPORAL (g)

CONTROLE DM
TEMPO MEDIA DESVIOPADRAO N MEDIA DESVIO PADRAO N
Basal 239,0833 13,55432 12 238,0833 9,558037 12
7 dias 266,5 16,21167 12 207,3333 14,36114 12
14 dias 285,8333 13,78954 12 203,25 14,18145 12
26 dias 324,1667 33,41974 12 196,5833 18,89905 12

GLICEMIA (mg/dL)

CONTROLE DM
TEMPO MEDIA DESVIO PADRAO N MEDIA DESVIO PADRAO N
Basal 78,08334 12,47877 12 80,83334 7,767454 12
7 dias  91,91666 22,2566 12 387,5833 72,02962 12
14 dias 83 14,75867 12 416,6667 78,6284 12
26 dias 82,33334 11,59415 12 452,5833 65,1843 12
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APENDICE2- MEDIA E ERRO DA MEDIA DOS DADOS DE VARIABILIDADE DA
FREQUENCIA CARDIACA
SDNN
— CONTROLE , ' DM ,
TEMPO MEDIA ERRODAMEDIA N MEDIA ERRO DA MEDIA N
Basal  7,023358 2,620838 12 7,414534 2,737361 12
24 horas  6,192925 1,97296 12 6,623175 3,125837 12
48 horas 6,727217 3,181309 12 8,050508 3,374746 12
5dias  5,903525 1,39099 12 7,430509 2,911128 12
8dias 6,679358 1,880571 12 6,562272 4,143425 12
11 dias  6,73905 2,035388 12 5,324783 2,61719 12
14 dias  7,718383 3,627958 12 5,7696 2,607582 12
17 dias  8,576775 4,327169 12 6,357942 2,610904 12
20 dias ~ 7,700683 3,518384 12 5,637908 2,442671 12
23 dias  7,335225 1,508623 12 5,655108 2,822685 12
26 dias  7,377692 1,771932 12 6,191825 2,651639 12
Rmssd
— CONTROLE ’ , DM ,
TEMPO MEDIA ERRODAMEDIA N MEDIA ERRO DA MEDIA N
Basal 3605183 1,314921 12 3,456858 1,067051 12
24 horas 3121917 1,402294 12 3,328067 1,474737 12
48 horas 5 614267 1,298012 12 3,436758 1,18771 12
Sdias 5 853467 1,040757 12 3,292726 1,374144 12
8dias 3 695008 1,223387 12 31771 1,973055 12
1l1dias 5 944235 1,358541 12 2,732067 1,226363 12
l4dias 303865 0,856545 12 2,595133 0,919742 12
17dias 7 456383 0,780767 12 2,780667 1,14183 12
20 dias 3243983 1,275109 12 2,989133 1,502325 12
23dias 31569 1,046718 12 3,72425 2,645122 12
26dias 4 416958 2,768938 12 4,055208 1,850799 12
LF/HF
—_CONTROLE ' ' DM '
TEMPO MEDIA ERRODAMEDIA N MEDIA  ERRO DA MEDIA N
Basal 974612 0,740063 12 0,792617 0,349011 12
24 horas 1 01742 0,686465 12 0,956666 0,384403 12
48 horas g 969672 0,733616 12 1,412694 0,628794 12
Sdias 860864 0,61231 12 1,102495 0,577114 12
8dias 1118623 0,493117 12 0,693349 0,310308 12
1ldias 1012342 0,439988 12 0,786807 0,448192 12
14 dias 1 005095 0,570021 12 0,863239 0,676358 12
17dias 1510511 1,126252 12 0,723088 0,414257 12
20 dias 7 004375 0,525388 12 0,860173 0,716655 12
23 dias 1 405788 1,146309 12 0,740465 0,615447 12



26 dias

0,968889 0,728354 12 0,647118 0,343487 12
LF (n.u.)

~_CONTROLE ] ] DM ]
TEMPO MEDIA ERRODAMEDIA N MEDIA ERRODAMEDIA N
Basal 44 42475 16,55754 12 42,16158 11,63923 12
24 horas 46 7495 15,55037 12 47,0975 10,17672 12
48 horas 44 123 15,58379 12 55,57892 13,18491 12
Sdias 4159467 15,90611 12 48,69592 15,36232 12
8dias 5027842 11,88085 12 39,18792 10,71537 12
11dias 4809267 11,18099 12 40,87458 14,18586 12
l4dias 4606317 12,32927 12 41,05858 16,31148 12
17 dias 5457891 18,04912 12 38,86133 14,43255 12
20 dias 46 84467 14,36875 12 40,07067 18,47173 12
23dias 5113075 18,01987 12 37,059 17,61081 12
26 dias 44 51525 18,62281 12 36,96175 12,40558 12

HF (n.u.)

__CONTROLE ] ] DM ]
TEMPO MEDIA ERRODAMEDIA N MEDIA ERRODAMEDIA N
Basal 5556984 4,779039 12 57,82833 3,358434 12
24 horas 53 2445 4,488585 12 52,91325 2,941395 12
48 horas 55 gggan 4,498382 12 44,41683 3,806363 12
Sdias  5g 39508 4,590842 12 51,30267 4,434762 12
8dias 4971542 3,429495 12 60,81092 3,093477 12
1ldias 57 89791 3,226785 12 59,12466 4,095129 12
14 dias 5303008 3,558297 12 58,94 4,708608 12
17 dias 4533216 5,20403 12 61,13658 4,166168 12
20 dias 5314992 4,147696 12 59,92875 5,332215 12
23dias 4886325 5,201985 12 62,94008 5,083735 12
26 dias 55 47467 5,37461 12 63,28817 3,703635 12

SD1

___CONTROLE ] ] DM ]
TEMPO MEDIA ERRODAMEDIA N MEDIA ERRODAMEDIA N
Basal 3 549708 0,930011 12 2,444808 0,754651 12
24 horas 5 210292 0,991725 12 2,353783 1,043037 12
48 horas 1 g4gg 0,918316 12 2,43065 0,839973 12
Sdias 018088 0,736051 12 2,328867 0,971892 12
8dias 1 904816 0,864738 12 2,080419 1,02355 12
1ldias 5 0g2249 0,960792 12 1,932362 0,867496 12
l4dias 2 149067 0,605778 12 1,8355 0,650538 12
17dias 1 7337 0,557821 12 1,966743 0,807678 12
20 dias 3 294277 0,901843 12 2,114175 1,062533 12

75



23 dias
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2,151742 0,678251 12 2,338567 1,317582 12
26 dias 3124005 1,958593 12 2,972325 1,214399 12
SD2

— CONTROLE ' ' DM '
TEMPO MEDIA ERRODAMEDIA N MEDIA ERRO DA MEDIA N
Basal 9570875 3,656568 12 10,16924 3,872245 12
24 horas g 447042 2,701999 12 9,013825 4,405105 12
48 horas g 795359 4,485278 12 11,06399 4,841466 12
Sdias g 082142 1,907324 12 10,19145 4,138869 12
8dias 9234194 2,582474 12 8,933859 5,805497 12
1ldias 9271341 2,819289 12 7,264409 3,630261 12
14 dias 17 87979 5,232096 12 7,917217 3,705862 12
17 dias 17 49565 5,821989 12 8,717767 3,745932 12
20 dias  10,60222 4,994589 12 7,639467 3,408768 12
23 dias  10,09594 2,133342 12 7,228758 3,247213 12
26 dias 9 338609 2,219406 12 7,984217 4,053575 12
SHANNON en
— CONTROLE ’ ' DM '
TEMPO MEDIA ERRODAMEDIA N MEDIA  ERRO DA MEDIA N
Basal 3,7908 0,328213 12 3,8378 0,383675 12
24 horas 3 841725 0,293203 12 3,708133 0,356084 12
48 horas 3 994367 0,342063 12 3,752758 0,49115 12
Sdias 40193 0,386725 12 3,880075 0,362117 12
8dias 3941742 0,223096 12 3,889775 0,421137 12
11dias 4030567 0,4439 12 3,927083 0,346863 12
l4dias 407845 0,415427 12 4,05685 0,478569 12
17dias 4006842 0,300301 12 4,287175 0,503146 12
20 dias 3840658 0,297738 12 3,960167 0,342803 12
23 dias 3851798 0,321631 12 3,901308 0,736421 12
26 dias 3579442 0,695579 12 3,888875 0,482306 12




APENDICE 1 -

MEDIA E DESVIO PADRAO DOS DADOS DE CORACAO ISOLADO

PRESSAO NORMALIZADA

GRUPO MEDIA DESVIO PADRAO N

Controle 176,867 42,1911 8

DM 146,0453 37,05386 8
dP/dtms NORMALIZADO

GRUPO MEDIA DESVIO PADRAO N

Controle 13,94872 2,615907 8

DM 12,38354 2,009887 8
dP/dti, NORMALIZADO

GRUPO MEDIA DESVIO PADRAO N

Controle -9,69148 2,1595 8

DM -7,94649 0,849575 8

77



78

ANEXOS

ANEXO 1 — CERTIFICADO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM
USO ANIMAL .o 78



= Ministério da Educacao
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
Setor de Ciéncias Biolégicas

-
U F P R Comissao de Etica no Uso de Animais
(CEUA)

CERTIFICADO -

A Comissao de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO — UFPR), instituida pela Resolugéo N°
86/11 do Conselho de Ensino Pesquisa e Extensao (CEPE), de 22 de dezembro de
2011, CERTIFICA que os procedimentos utilizando animais no projeto de pesquisa
abaixo especificado estdo de acordo com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a
Utilizacao de Animais para fins Cientificos e Didaticos (DBCA) estabelecidas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e com as
normas internacionais para a experimentagao animal.

STATEMENT

The Ethics Committee for Animal Use from the Biological Sciences Section of
the Federal University of Parana (CEUA/BIO - UFPR), established by the
Resolution N° 86/11 of the Teaching Research and Extension Council (CEPE) on
December 22" 2011, CERTIFIES that the procedures using animals in the research
project specified below are in agreement with the Brazilian Guidelines for Care and
Use of Animals for Scientific and Teaching purposes established by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA) and with the international
guidelines for animal experimentation.

PROCESSO/PROCESS: 23075.021654/2014-11

APROVADO/APPROVAL: 05/08/2014 RO 06/2014
Alteracao aprovada em: 10/03/2015 — R.O. 02/2015

TITULO/TITLE: Efeitos do diabetes mellitus experimental sobre as alteragoes
temporais da variabilidade da frequencia cardiaca

AUTORES/AUTHORS: Fernando Augusto Lavezzo Dias, Angela Mara Rambo,
Rosalvo T.H. Fogaga, Andrielle Elaine Capote

DEPARTAMENTO/DEPARTMENT: Fisiologia

7~ L : g | <
AP0 0NCH, A Vr—
Prof. Dr. Aleksander Roberto Zampronio
oordenador da CEL{A




