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RESUMO

EFEITOS DA BACCHARIS TRIMERA SOBRE A NEUROPATIA AUTONOMICA
CARDIOVASCULAR DIABETICA

Introducéo: O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) € um dos principais fatores de risco
para o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (DCVs), maior causa de morte
no mundo. A carqueja (Baccharis trimera), planta medicinal com acdo antioxidante e
hipoglicemiante, € uma alternativa promissora ao tratamento nao farmacolégico do
DM2, porém, é necessario investigar seus efeitos sobre o sistema cardiovascular
dos diabéticos. Objetivo: Investigar a seguranca e a eficacia do éleo essencial de
carqueja sobre a neuropatia autonémica cardiovascular (NAC) em ratos diabéticos.
Metodologia: Ratos Wistar machos foram divididos em quatro grupos
experimentais: controle (ContVei; N=5), controle tratado com carqueja (ContCar;
N=4), diabético (DMVei; N=4) e diabético tratado com carqueja (DMCar; N=5). A
inducdo do DM2 foi feita através de dieta hipercaldrica e estreptozotocina, e 0s
grupos tratados receberam Oleo essencial de carqueja enquanto os demais
receberam veiculo. A fim de se investigar as alteracdes promovidas pela neuropatia
autonbmica cardiovascular analisou-se parametros do eletrocardiograma e da
variabilidade da frequéncia cardiaca. Resultados: Ratos diabéticos apresentaram
disturbios de repolarizacdo ventricular e desbalanco simpatovagal, alteracdes
compativeis com a NAC. O tratamento com cargueja, no grupo diabético, reverteu
apenas o desbalanco autonémico. Ao passo que, no grupo controle, o tratamento
prolongou o periodo de repolarizagdo ventricular. Conclusdo: Os resultados
sugerem que o tratamento com Oleo essencial de carqueja piora a repolarizacéo
ventricular em ratos ndo diabéticos, porém reverte o desbalanco autonémico nos

ratos diabéticos.

Palavras-chave: Carqueja, Neuropatia Autondmica Cardiovascular, Diabetes
Mellitus.



ABSTRACT

EFFECTS OF BACCHARIS TRIMERA ON DIABETIC CARDIOVASCULAR
AUTONOMIC NEUROPATHY

Introduction: The type 2 diabetes mellitus (T2DM) is one of the major risk factors for
cardiovascular diseases (CVDs) development. CVDs are the leading cause of death
worldwide.  Carqueja (Baccharis trimera) is an antioxidant and hypoglycemic
medicinal plant. Despite the promising action of this new agent on T2DM non-
pharmacological treatment, is necessary to investigate its effects on cardiovascular
system of diabetic patients. Objective: Investigate carqueja essential oil safety and
efficacy on cardiovascular autonomic neuropathy (CAN) in diabetic rats.
Methodology: Male wistar rats were randomized in four experimental groups: control
(ContVei; N=5), carqueja-treated control (ContCar; N=4), diabetic (DMVei; N=4) and
carqueja-treated diabetic (DMCar; N=5). T2DM was induced by hypercaloric diet
followed by streptozotocin administration. Treated groups received carqueja essential
oil and the others received a diluent. Electrocardiogram and heart rate variability
parameters were used to analyze the CAN alterations. Results: Diabetic rats showed
ventricular repolarization dysfunction and autonomic imbalance, similar as CAN
alterations. Carqueja treatment in diabetic rats restored autonomic balance.
Nevertheless, the treatment increased ventricular repolarization duration in control
group. Conclusion: Results suggest that carqueja essential oil treatment worsen
ventricular repolarization in non-diabetic rats and restores the autonomic balance in

diabetic rats.

Keywords: Carqueja, Cardiovascular Autonomic Neuropathy, Diabetes Mellitus.
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1. INTRODUCAO
1.1 Doencas Cardiovasculares

As doencas cardiovasculares (DCVs), de acordo com a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), sdo a principal causa de mortalidade mundial (Mendis et al.,
2011). Em 1990, promoveram 14,4 milh6es de Obitos (Fuster e Kelly, 2010), e
mesmo com a reducdo na mortalidade apresentada nos ultimos anos pelos paises
desenvolvidos, ainda sao responsaveis por 31% de todos os Obitos ao redor do
mundo, gerando 17,3 milhdes de mortes anuais (WHO, 2017). Estima-se que em
2030, esse numero aumente para 23,6 milhdes (Guo et al., 2016; WHO, 2017).

A frequente exposicdo aos fatores de risco esta relacionada ao aumento da
incidéncia e prevaléncia mundial das DCVs (Fuster e Kelly, 2010). Podem ser
citados como fatores de risco a hipertensdo arterial, a dislipidemia, o diabetes
mellitus (Radovanovic et al., 2014), a doenca renal cronica (Guo et al., 2016), a
sindrome metabdlica (Waltenberger et al., 2016), a inatividade fisica, a obesidade, e

o tabagismo (Fuster e Kelly, 2010).

Do ponto de vista nutricional, outro fator de risco é o uso excessivo de alcool, e
0 consumo de alimentos industrializados, ricos em acidos graxos saturados, com
alto teor de sddio, carboidratos e, portanto, com alta taxa calérica, ocasionando o
fenbmeno denominado transi¢cédo nutricional que reflete a ampla adocédo do consumo
destes produtos, caracteristico dos paises em desenvolvimento e da cultura
ocidental (Fuster e Kelly, 2010).

Além disso, mesmo nos paises desenvolvidos, com alta renda, onde tem
ocorrido reducdo da incidéncia das DCVs nos ultimos anos, o aumento da
sobrevivéncia ap0s eventos cardiovasculares implica no aumento da sua prevaléncia
(Fuster e Kelly, 2010), em virtude deste indice epidemiolégico consistir como um
reflexo da ocorréncia dessa doenca na populagdo, averiguando o numero de
individuos afetados e contabilizando tanto casos antigos quanto recentes (Wagner,
1998).

Por serem um problema de saude publica com alta incidéncia e prevaléncia, as
DCVs geram grande impacto socioecondmico por provocarem mortes prematuras,

definido pela OMS como sendo as que ocorrem entre 30 e 70 anos de idade (Roth et
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al., 2015). Isso promove alto custo financeiro em funcédo da faixa etaria de seu
acometimento (classificada como economicamente produtiva) e da mortalidade
precoce (Cardoso et al., 2011). Somado a isso, existem também os gastos com a
terapéutica adotada como tratamento para os acometidos por DCVs, sendo esta
farmacoldgica, intervencionista, assistencialista ou paliativa, além de custos de
internacdo e com aposentadorias precoces por invalidez (Cardoso et al., 2011)
geradas pelas suas morbidades incapacitantes (Pittella e Duarte, 2002), o que, em
algumas regides do mundo, € inacessivel para a maioria da populacdo (Fuster,
2010).

Como consequéncia, a OMS estima a persisténcia dos acometimentos por
DCVs e 0 aumento de sua morbimortalidade, gerando um agravamento da condi¢cao
atual (Sposito et al., 2007). Contudo, existe um plano de acéo global para prevencao
e controle das Doencas Cronicas Nao Transmissiveis (grupo no qual se inclui as
DCVs, alguns tipos de cancer, doencas respiratorias cronicas e o diabetes mellitus)
gue possui como alvo a reducédo de 25% dos casos de morte prematura até 2025
(Roth et al., 2015).

O investimento em medidas profilaticas para as doencas cardiovasculares gera
grande beneficio social, reducdo de gastos e melhoria na qualidade de vida da
populacdo (Cardoso et al., 2011). Para isso, pode-se utilizar como estratégia, o
diagnéstico precoce, a prevencao, o controle e o tratamento dos fatores de risco das
DCVs (Radovanovic et al., 2014), visto que estes sédo conhecidos e em sua maioria
evitaveis, principalmente, a hipertensdo arterial sistémica, o sedentarismo, o0

tabagismo, a obesidade e o diabetes mellitus (Achutti, 2012).

Além disso, outra estratégia que objetiva reduzir a incidéncia das DCVs consiste
no diagnostico precoce das alteragbes do Sistema Nervoso Autdbnomo (SNA) visto
que ele possui um papel crucial no desenvolvimento e na progressao dessas

doencas (La Rovere e Christensen, 2015).
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1.2 Sistema Nervoso Autdnomo e as Doencas Cardiovasculares

O controle autonémico cardiovascular é realizado através de um dos
componentes do Sistema Nervoso Periférico, denominado Sistema Nervoso
Autonomo (Rolim et al., 2008). O SNA controla as atividades viscerais do organismo
(Nunes et al.,, 2007), através de conexBes nervosas € neurdnios que inervam
glandulas, musculatura lisa de visceras e vasos sanguineos (Campos, 2014). Ele
exerce efeitos importantes na modulacao da eletrofisiologia cardiaca, visto que, é
capaz de controlar a frequéncia cardiaca, a conducdo dos estimulos, a

hemodinamica e processos celulares dos miécitos (Shen e Zipes, 2014).

O SNA é subdividido em Sistema Nervoso Simpético (SNS) e em Sistema
Nervoso Parassimpatico (SNP). Estes se diferem com relacdo ao neurotransmissor
utilizado, ao local de origem das fibras pré-ganglionares e na distribuicdo das fibras
pos-ganglionares. O SNS, também denominado de sistema toracolombar, recebe
essa segunda denominacdo em virtude das suas fibras pré-ganglionares se
originarem dos segmentos toracolombares, ao passo que o SNP possui fibras que
emergem do tronco cerebral e do segmento sacral, sendo conhecido como
craniossacral. No entanto, apesar das origens diferentes, ambos os neurénios preé-
ganglionares secretam acetilcolina. Com relacdo as fibras pés-ganglionares, no SNS
elas se difundem por todo corpo e liberam noradrenalina como neurotransmissor,
enquanto no SNP elas se restringem aos 6rgados viscerais liberando acetilcolina
(Campos, 2014).

A regulacdo da funcdo cardiaca através do SNA ocorre de duas formas,
através da via intrinseca e da via extrinseca. Na via extrinseca, ocorre uma
mediacao entre o sistema nervoso e o coragéo, o que é mediado pelo SNS e SNP,
ao passo que a via intrinseca estd relacionada as fibras nervosas do saco
pericardico, que consiste no proprio sistema de condugédo elétrica cardiaca (Shen e
Zipes, 2014). Um esquema da atuacgéo da via extrinseca a nivel cardiaco pode ser

visualizado na figura 1.
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Figura 1: Anatomia do Sistema Nervoso Auténomo.

As fibras eferentes do SNA fazem sinapse em um ganglio autonémico e, posteriormente, seus
axonios poés-glanglionares formam um plexo ao redor do érgéo-efetor, evidenciado como o coragéo.

O plexo cardiaco é composto principalmente por trés nervos cardiacos cervicais do sistema nervoso
autdbnomo simpatico, que emergem dos trés ganglios paravertebrais da porcdo cervical do tronco
simpético. Ressalta-se também a inervacdo do nervo vago, do sistema parassimpatico, que atua
sobretudo no nodo sinusal situado no atrio direito. Existe pouca inervagdo parassimpéatica destinada
aos ventriculos, podendo ser considerada inexistente. Adaptado de: Shen e Zipes, 2014.

O balango simpatovagal, que decorre do equilibrio das estimulacbes desses
dois sistemas, € responsavel por modular a funcdo do nodo sinusal, promovendo
ajustes na frequéncia cardiaca (FC), na funcao ventricular, alterando os volumes
sistélico e diastdlico finais, e nos vasos sanguineos, contribuindo para a resisténcia
vascular periférica (Rolim et al., 2008).

Em processos fisiolégicos normais, ha interagdo constante entre o tdnus
simpatico e parassimpatico, de forma que, quando um esta ativado, o outro
automaticamente esta inibido. Dessa forma, por exemplo, 0 SNS é responsavel por
aumentar a frequéncia cardiaca, a contratilidade miocéardica e a resisténcia vascular
periférica. Enquanto que o SNP reduz a FC, porém com um efeito limitado na
contratilidade cardiaca (La Rovere e Christensen, 2015).
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Essas mudancas ocorrem porque, em um coracdo saudavel, isto é, sem
nenhuma doenca ou alteracdo pré-existente, a ativacdo simpatica promove reducéo
da duracdo do potencial de acdo e da dispersdo transmural da repolarizacdo. No
entanto, em situacdes patologicas como Insuficiéncia Cardiaca e Sindrome do QT
longo, o mesmo aumento do ténus simpatico é capaz de aumentar a disperséo da
repolarizacdo, induzindo a ocorréncia de arritmias (Shen e Zipes, 2014). Devido a
essas manifestacdes, o aumento exacerbado da atividade simpéatica é estabelecido
como pro-arritmogénico tanto a nivel atrial quanto ventricular, enquanto que o
aumento da atividade parassimpatica parece ter um efeito benéfico e protetor
apenas na camara ventricular, prevenindo principalmente a inducao de fibrilagdo
ventricular (La Rovere e Christensen, 2015), porém, sendo considerada pré-arritmica

nos atrios devido a reducéo do seu periodo refratario efetivo (Shen e Zipes, 2014).

Tais modificagBes no equilibrio existente entre SNS e SNP refletem a disfuncao
autondmica, que € um disturbio originario de alteracées nos componentes do SNA.
Os mecanismos responsaveis por gera-la sdo complexos e podem envolver
multiplas estruturas, incluindo alteragBes degenerativas, inflamatorias, isquémicas e
metabolicas, comprometendo a inervacao intrinseca cardiaca e de outras estruturas
do SNA. Esse acometimento pode ser gerado de forma secundéria a diversas
doencas, como por exemplo, doenca de Chagas, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia
renal croénica, hipertensdo arterial, hanseniase, alcoolismo, infarto agudo do

miocardio e diabetes mellitus (Junqueira Jr, 1998).

E como a desregulacdo autondmica cardiovascular, por possuir um potencial
arritmogénico, pode gerar a ocorréncia de fibrilagdo atrial, taquiarritmias
ventriculares e de morte subita (Shen e Zipes, 2014), torna-se extremamente
necessario identificar o inicio da ocorréncia de processos patologicos que afetam o
SNA assim como identificar previamente as doencas capazes de causar
secundariamente esses disturbios, como o Diabetes Mellitus, prevenindo e tratando
essas doencas para que haja redugcdo da morbimortalidade causada pelas DCVs
(De Angelis et al., 2004).
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1.3 Diabetes Mellitus tipo 2

De acordo com a Associagdo Americana do Coragédo (do inglés, American
Heart Association), existem sete fatores de comportamento controlaveis que sao
capazes de prevenir o desenvolvimento das doencgas cardiovasculares, e sao estes
o controle da presséao arterial, do colesterol, do tabagismo, da obesidade, da dieta
inadequada, do sedentarismo e da glicemia, sendo esta ultima ideal abaixo de
100mg/dL (Lloyd-Jones et al., 2010). Dentre esses, o0 controle glicémico se associa
diretamente ao Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), doenca classificada como maior fator
de risco para as DCVs (Mozaffarian et al., 2015), podendo predispor, por exemplo, a
fibrilacdo atrial, a insuficiéncia cardiaca, o acidente vascular encefalico, a doenca

arterial coronariana e a doenca arterial periférica (Benjamin et al., 2017).

A prevaléncia do diabetes tem aumentado de forma expressiva em todo o
mundo, passando de 4,7% em 1980, o que representava 108 milhdes de pessoas,
para 8,5% em 2014, sendo equivalente a 422 milh6es de acometidos, como pode
ser visto na figura 2 (Zghebi et al., 2017). Essa tendéncia a aumento da prevaléncia
ocorre devido ao crescimento e envelhecimento da populacdo (Roglic, 2016) e a
exposicao aos fatores de risco, cujo principal, no caso do DM2, € a obesidade
(WHO, 2016).
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Figura 2: Prevaléncia do Diabetes Mellitus.
Tendéncia na prevaléncia do diabetes mellitus, de 1980 a 2014, de acordo com a renda dos paises.

Adaptado de: Roglic, 2016.
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Em 2000, o diabetes foi responséavel por 1 milhdo de 6bitos, evoluindo para 1,6
milhdes, em 2015. Como consequéncia, de acordo com a Organizacdo Mundial da
Saude, o diabetes passou a ser a sexta principal causa de morte no mundo (WHO,
2017), como pode ser observado na figura 3. Devido ao aumento de incidéncia e
prevaléncia dessa doenga cronica, considera-se que, na conjectura atual, ha uma
epidemia mundial de diabetes (Tabish, 2007), situag&o destinada a se agravar, visto
gue sua prevaléncia tende a aumentar para 300 milh6es de pessoas em 2025
(Jacobson et al., 2007).
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Figura 3: Dez principais causas de morte no mundo em 2015.
Adaptado de: WHO, 2017.

Como o diabetes € uma doenca complexa e multifatorial, nem todos os
individuos por ela acometidos sdo diagnosticados e tratados de forma precoce.
Aproximadamente 23,4 milhdes de adultos possuem diabetes diagnosticado, ao
passo que 7,6 milhdes possuem diabetes ndo diagnosticado. Ainda, cerca de 81,6
milhdes possuem pré-diabetes (Benjamin et al., 2017), que antecede em torno de 5
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a 10 anos o desenvolvimento do diabetes mellitus (D’adamo e Caprio, 2011). Esse
estagio geralmente é assintomatico, demarcado por reducéo da tolerancia a glicose,
gue pode ser visto através da glicemia de 140-200 mg/dL (no teste de tolerancia oral
a glicose), por alteragcdo no exame de glicemia de jejum (com valores de 100-
125mg/dL) e/ou por valores de hemoglobina glicada alterados (5,7-6,4%) (ADA,
2010).

De acordo com a Associacdo Americana de Diabetes (ADA, do inglés American
Diabetes Association), recomenda-se verificar a possivel existéncia desse quadro
em todos os individuos a partir de 45 anos de idade, nos individuos que possuem
sobrepeso ou obesidade (independente da faixa etaria ou da auséncia de sintomas),
€ nos que possuem um ou mais fatores de risco para o desenvolvimento do
diabetes, como, por exemplo, dislipidemia, hipertensédo e obesidade (principalmente
abdominal). Este é um quadro passivel de reversado caso haja dieta, atividade fisica
e/ou tratamento monoterapico com metformina (ADA, 2016).

Outro fator determinante da heterogeneidade dessa doenca € a existéncia de
varios tipos de diabetes. Dentre os quais estdo o diabetes mellitus tipo 1 (DM1), o
tipo 2 (Kalra et al., 2015), o tipo 3 (DM3) (De La Monte e Wands, 2008), o diabetes
autoimune latente em adultos (DALA) (Calsolari et al., 2008), o diabetes com inicio
na maturidade do jovem (DIMJ) (Kalra et al., 2015), o diabetes mellitus gestacional

(DMG) e os que ocorrem de forma secundaria (ADA, 2016).

O DM1 se caracteriza por ser uma doenca de carater autoimune ou idiopatico,
no qual ha ampla destruicdo das células B-pancreaticas e deficiéncia grave de
insulina. O DM2, por sua vez, esta associado ao fendbmeno de resisténcia a insulina,
com progressiva perda da capacidade secretdria de insulina devido a exaustédo
pancreatica (ADA, 2016). O DALA seria um tipo intermediério, com manifestacfes
fenotipicas tanto do DM2 quanto do DM1, e com pico de incidéncia aos 35 anos,
diferindo do que normalmente acontece com o diabetes mellitus tipo 2,
diagnosticado comumente em adultos, e com o tipo 1, em jovens (Calsolari et al.,
2008).

Ja o DIMJ, também denominado de MODY (do inglés, maturity-onset diabetes
young) consiste em uma classe com varios subtipos de diabetes monogénico
resultante de mutacdes génicas, que podem gerar danos tanto em enzimas como a

glicoquinase (MODY-2), quanto em fatores de transcricdo que controlam a producao
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de insulina, como por exemplo, o TNF-alfa, afetado pelo MODY-3. Inclusive, estima-
se que cerca de 5% dos individuos diagnosticados como sendo portadores do DM1
e 10% dos DM2 possuam, na verdade, um tipo de MODY (Oliveira et al., 2002).

Tem-se estabelecido, atualmente, uma relacdo entre o DM2 e a Doenca de
Alzheimer (DA), caracterizando o denominado DM3, visto que individuos com DM2
possuem duas vezes mais chances de desenvolver a DA. O DM2, ao gerar um
estado de resisténcia central a insulina, assim como reducao de sua producédo e da
expressao de receptores para esse hormoénio no Sistema Nervoso Central (SNC),

predisporia a ocorréncia de Alzheimer (Kroner, 2009).

Ja o DMG, detectado normalmente durante o segundo ou terceiro trimestre de
gestacao, € definido como intolerancia a carboidratos que se desenvolve durante a
gravidez, na qual, cerca de 20 a 50% das mulheres que a possuem, desenvolvem
DM2 posteriormente (Chen et al., 2009). Além disso, o diabetes pode ser causado
de forma secundaria a endocrinopatias e desordens que afetam diretamente o
pancreas, como a fibrose cistica, ou ao uso de determinados medicamentos, como
os glicocorticoides (ADA, 2016).

Apesar dos demais tipos, 0 DM2 permanece sendo responsavel por 90-95% de
todos os casos diagnosticados de diabetes em adultos (Benjamin et al., 2017). Esse
agravo a saude torna-se ainda mais acentuado em virtude da prevaléncia dessa
doenca estar aumentando significativamente na populacdo pediatrica (D’adamo e
Caprio, 2011). Estima-se que 186 mil pessoas menores de 20 anos de idade
possuam diabetes. Atualmente, cada vez mais jovens, sobretudo criancas, tém sido
diagnosticados como portadores de DM2, que comumente era diagnosticada em
adultos com mais de 40 anos de idade (Mozaffarian et al., 2015). Dessa forma, o
tempo de exposicdo a doenca aumenta consideravelmente, e atrelado a isso,
amplia-se o desenvolvimento das complicagcdes cronicas do diabetes, responsaveis

diretamente por sua morbimortalidade (Cortez et al., 2015).
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1.4 Complicagdes do Diabetes Mellitus

Parte da mortalidade causada pelo DM ocorre como repercussdo do
desenvolvimento de suas complicacdes, que podem ser agudas ou crdnicas. Dentre
as agudas, pode-se citar a hipoglicemia, o estado hiperglicémico hiperosmolar e a
cetoacidose diabética (Cortez et al., 2015). J& as cronicas podem ser divididas em
macrovasculares (alteracdes em grandes vasos) e microvasculares (alteracdes em
pequenos vasos), ambas desencadeadas pelo estado de hiperglicemia crénica
(Ferreira et al., 2011).

Dentre as complicacdes macrovasculares estdo a Doenca Vascular Periférica
(DVP), a Doenca Arterial Coronariana (DAC), o Acidente Vascular Encefélico (AVE),
e com relacdo as microvasculares, existem a Neuropatia, Nefropatia e Retinopatia
Diabética (Ferreira et al., 2011), como pode ser visto na figura 4. Além disso,
também se classificam como complicacbes do DM, o Infarto Agudo do Miocardio
(IAM), a Cardiopatia Isquémica (Cortez et al., 2015), disfungBes neuroldgicas e

Hipertensdo Arterial Sistémica (Pinhas-Hamiel e Zeitler, 2007).
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Figura 4: Complica¢des Agudas e Cronicas desencadeadas pelo Diabetes Mellitus.
Adaptado de: Ferreira et al., 2011.
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1.5 Neuropatia Diabética

O DM2 é a quinta maior indicacdo de hospitalizagdo no Brasil (Carolino et al.,
2008), e a neuropatia diabética (ND) contribui de forma significativa para isso, visto
que, dentre todas as complicacdes microvasculares, a ND é a que possui maior
prevaléncia, aumentando significativamente o0 numero de internacbes, de

amputacdes e de incapacidade dos pacientes diabéticos (Nascimento et al., 2016).

A ND é um grupo de alteracdes que acometem o Sistema Nervoso Periférico,
de forma sintomatica ou assintomatica (Nascimento et al., 2016). Pode ser dividida
em duas grandes classes, a simétrica e assimétrica, podendo acometer diversos
orgdos e sistemas, promovendo disautonomia cardiovascular, genitourinaria
(gerando incontinéncia urinaria, bexiga neurogénica e disfuncdo erétil),
gastrointestinal (promovendo diarreia, obstipacdo e gastroparesia), sudomotora,
anormalidades pupilares, entre outras disfuncées (Bansal et al., 2006; Rolim et al.,
2008).

A Neuropatia Autondmica Cardiovascular (NAC) é uma das manifestacdes da
forma simétrica, que resulta da lesédo das fibras nervosas autonémicas que inervam
0 coracao e 0s vasos sanguineos (Foss-Freitas et al., 2008), promovendo alteracéo

no controle autondmico cardiovascular (Duque et al., 2013).

1.5.1 Neuropatia Autondmica Cardiovascular

A NAC possui 46% de prevaléncia nos individuos que possuem DM
diagnosticados com tempo inferior a cinco anos, e essa porcentagem aumenta para
70% quando o tempo de exposi¢cdo a doenca € maior do que 20 anos (Bissinger et
al., 2011). Frequentemente, a NAC se apresenta de forma subclinica, agravando seu
potencial de mortalidade ja que ndo € detectada precocemente (Foss-Freitas et al.,
2008).

Portanto, € extremamente necessario o estudo das alteragdes fisiopatologicas
induzidas pela NAC, a fim de rastrear seu desenvolvimento, promover o
acompanhamento do individuo por ela acometido e retardar sua evolugdo. Dentre
essas alteracdes, estdo a disautonomia cardiovascular, promovida pela destruigao

progressiva das fibras nervosas do Sistema Nervoso Autdnomo, gerado pela
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ativacdo da proteina quinase C e da via poliol, e pelo aumento do estresse oxidativo
e da geracao de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs, do inglés Advanced
Glycation End-Products), todos decorrentes do estado de hiperglicemia cronica
(Duque et al., 2013).

O comprometimento se inicia pelo nervo vago, promovendo perda do tbnus
parassimpatico (Duque et al., 2013), isso gera a taquicardia sinusal de repouso, um
dos primeiros sintomas dos acometidos pela NAC, e reducdo da Variabilidade da
Frequéncia Cardiaca (VFC) (Foss-Freitas et al., 2008). Em seguida, 0os nervos
simpaticos sdo comprometidos, no sentido do apice a base do coracdo (Duque et al.,
2013), o que faz com que a frequéncia cardiaca possa retornar ao normal, porém,
seu ajuste fisioldgico é perdido (Foss-Freitas et al., 2008).

Outra alteracdo importante, causada pela NAC, é a alteracdo na repolarizacéo
ventricular visualizada pelo aumento do intervalo QT e QT corrigido do
eletrocardiograma, favorecendo a arritmogénese e aumentando o risco de morte
subita (Foss-Freitas et al., 2008). Além de também existirem manifestacdes como
hipertrofia ventricular esquerda (HVE) e disfuncdo sistdlica e diastélica do VE,
gerando o desenvolvimento da cardiomiopatia diabética (Duque et al., 2013;
Tannuse, 2015).

Outras manifestacBes precoces sao a hipotensao ortostatica grave, a sincope,
a intolerancia ao exercicio (devendo ser necessario cautela durante sua prescricao,
visto que o aumento do débito cardiaco durante a atividade fisica fica prejudicado),
isquemia e IAM silenciosos, reducao da resposta respiratéria a hipoxia, além de
aumento do risco de desenvolvimento de complicagGes cronicas renais e de DCVs
(Rolim et al., 2008; Tannuse, 2015).
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1.5.2 Avaliagdo das alteragdes da NAC

A NAC pode existir como complicacdo tanto do tipo 1 quanto do tipo 2 do
diabetes, no entanto, no DM2, ela possui maior prevaléncia, maior mortalidade,
evolui mais rapidamente e ocorre de forma mais precoce. Como seus sintomas
possuem a caracteristica de poderem estar ausentes ou oscilantes, € comum que
individuos portadores de DM2 possuam NAC com uma alta frequéncia, porém de
forma assintomatica. Portanto, € extremamente necessario realizar testes que
possibilitem o diagnéstico da NAC de forma precoce, enquanto ainda ha alteracées
iniciais e reversiveis, objetivando melhorar o prognéstico dos acometidos (Rolim et
al., 2008).

Apesar de ndo haver um padrdo ou protocolo para o diagnostico da NAC,
existem alguns testes clinicos que avaliam reflexos autondmicos cardiovasculares, e
podem auxiliar no diagndstico e no acompanhamento dos individuos acometidos por
essa complicacéo, sdo estes a manobra de valsalva, a razdo da frequéncia cardiaca
na respiracao profunda (equivalente a teste da arritmia sinusal respiratoria), o teste
da resposta da frequéncia cardiaca a mudanca de decubito (sinbnimo de teste da
razdo 30/15), o teste de contracdo isométrica sustentada (também chamado de teste
da preenséo), o teste de hipotensdo postural (ou teste da variagcdo da presséo) e o
teste postural passivo (ou teste de Tilt) (Boer et al., 1998; Foss-Freitas et al., 2008).

Destes, 0s cinco primeiros sao classificados como Testes de Ewing, descritos
inicialmente por Ewing e colaboradores em 1973 (Ewing et al., 1973), enquanto 0s
trés primeiros testes sdo recomendados pela ADA e pela Associagcdo Americana de
Neurologia, devendo ser realizados no momento do diagnostico em portadores de
DM2, e cinco anos apos o diagnostico no DM1, repetindo-se anualmente (Rolim et
al., 2008).

Os testes supracitados possuem alta sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade (Boer et al., 1998) e sao considerados o padrdo ouro para avaliar a
NAC (Voulgari et al.,, 2011), no entanto, sdo testes ambulatoriais e, portanto,
aplicaveis a humanos, porém, ndo em pesquisas realizadas em animais. Outra
forma de se avaliar as alteragdes autonémicas presentes na NAC € a analise direta
da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (Jacobson et al., 2007; Rolim et al., 2008)

e do Eletrocardiograma (Vanhoose et al., 2010; Voulgari et al., 2011).
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1.5.2.1 Eletrocardiograma

A eletrocardiografia € uma técnica que foi introduzida por Willem Einthoven em
1903, amplamente utilizada como exame complementar ao diagnéstico na prética
clinica e que reflete, através da atividade elétrica, caracteristicas funcionais e
estruturais cardiacas. Apesar de algumas diferencas (que serdo abordadas
posteriormente), existem muitas similaridades entre o registro eletrocardiografico de
humanos e ratos, possibilitando sua utilizacdo em pesquisa basica, realizada in vivo,
para inumeros estudos sobre fisiologia cardiaca e doencas cardiovasculares
(Konopelski e Ufnal, 2016).

O eletrocardiograma (ECG) é um método rapido, ndo invasivo, que permite a
avaliacdo das alteracdes decorrentes do diabetes mellitus e a deteccao precoce das
DCVs nos individuos portadores dessa doenca (Voulgari et al., 2011). E uma técnica
com ampla utilizacdo atualmente, devido a sua disponibilidade, reprodutibilidade,

facil interpretacao e custo relativamente baixo (Povoa e Souza, 2008).

O registro classico do ECG pode ser realizado em doze derivacdes, sendo seis
periféricas e seis precordiais. A partir dele, pode-se avaliar as ondas, segmentos,
intervalos e complexos disponiveis, dentre as quais estdo a onda P, o intervalo PR,
o complexo QRS, o intervalo QT e QT corrigido, a onda T, o intervalo Tp-e e a
frequéncia cardiaca, cujas formacfes obedecem a propagacdo do estimulo elétrico

pelas estruturas cardiacas (Neto, 1948).

O nodo sinusal, por ser um conjunto de células que possuem automatismo,
gera um impulso elétrico que sera distribuido pelos atrios, formando a onda P, que
representa a despolarizacéo atrial. Esse impulso chega até o nodo atrioventricular,
sendo distribuido pelo feixe de His e pelas fibras de Purkinje, gerando a
despolarizacdo ventricular, que é representado no ECG pelo complexo QRS
(resultante das ondas Q, R e S), em seguida, ocorre a repolarizacéo ventricular, que
€ representada pela onda T, conforme pode ser visto na figura 6 (Vanderlei et al.,
2009).
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Figura 5: Propagacado dos estimulos elétricos pelas estruturas cardiacas e seus respectivos
potenciais de agao.

Propagacao do estimulo elétrico se iniciando pelo nodo sinusal, percorrendo o nodo atrioventricular, o
feixe de His e as fibras de Purkinje, a esquerda. Respectivos potenciais de acdo das estruturas
cardiacas, formando, em conjunto, o tracado do eletrocardiograma, a direita. Adaptado de: Tarvainen
e Niskanen, 2006.

Alteracdes no registro eletrocardiografico estdo relacionadas a diversas
patologias, inclusive com o desenvolvimento da NAC. Dentre essas alteracoes,
ressalta-se o aumento da amplitude da onda R, prolongamento do intervalo QT, QT
corrigido (QTc) e da dispersado do QT, aumento da duracdo do complexo QRS, da
duracdo da onda P, do intervalo PR e da amplitude da onda T, alteracbes
promovidas devido a hipertrofia ventricular esquerda e aterosclerose, o que reforga o
diagnostico de cardiomiopatia diabética. Além de haver reducdo da VFC, cuja
analise também é obtida através do ECG (Voulgari et al., 2011).

1.5.2.2 Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

A Variabilidade da Frequéncia Cardiaca é uma medida simples, de baixo custo
e nao-invasiva que permite a analise de oscilagdes dos intervalos entre batimentos
cardiacos consecutivos (Vanderlei et al., 2009). Estes intervalos, denominados de
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7

intervalos RR (isto €, entre ondas R subsequentes no eletrocardiograma) nao
possuem uma regularidade fixa (figura 5), sofrendo mudancas a partir de estimulos
ambientais, fisiologicos e até patolégicos, como por exemplo, o estresse, a atividade
fisica, a respiracdo, o sono e algumas doencas, devido as mudancas que esses
fatores geram no SNA, que através do nodo sinusal, promove alteracdo na FC
(Lopes et al., 2013).

845 ms 745 ms 812 ms 73 ms

Figura 6: Oscilaces dos intervalos entre batimentos cardiacos consecutivos em
milissegundos.
Adaptado de: Polar®, 2017.

Dessa forma, a VFC consiste em um marcador da fun¢cdo autonémica cardiaca,
gue permite a classificacdo dos individuos de acordo com o risco cardiovascular
(Stuckey e Petrella, 2013). A sua reducdo esta associada ao aumento do risco
cardiovascular, atuando como um indice preditor de doencas ou efeitos adversos,
enquanto seu aumento relaciona-se a um bom funcionamento fisiol6gico do

organismo, relacionando-se a uma regulacdo auton6mica cardiovascular eficiente
(Vanderlei et al., 2009).

A VFC pode ser analisada a partir dos métodos lineares e nao lineares (Lopes
et al., 2013). Dentre os métodos ndo lineares estdo a funcdo de correlacdo, o
expoente de Lyapunov, o expoente de Hurst, a analise de flutuacdes depuradas de
tendéncias e a dimensao fractal. No entanto, apesar desses indices serem bons
marcadores do grau de morbimortalidade, necessitam de um longo periodo de
tempo com grande quantidade de intervalos RR (aproximadamente 1000, por

exemplo) para analise (Vanderlei et al., 2009).

Com relacdo aos meétodos lineares, pode-se dividi-los em dois grupos, o0s

analisados no dominio do tempo e no dominio da frequéncia (Vanderlei et al., 2009).
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A andlise no dominio do tempo pode ser realizada em um periodo de tempo mais
curto (10 minutos, por exemplo), e pode ser subdividida em indices estatisticos e
geomeétricos. Os indices geométricos incluem o indice triangular e o plot de Poincaré
sendo este Ultimo uma andlise subjetiva da distribuicdo dos intervalos RR (Lopes et
al., 2013).

Dentre os indices estatisticos do dominio do tempo estdo a média dos
intervalos RR (MNN), que esta relacionado a frequéncia cardiaca, o desvio padrao
dos intervalos RR normais (SDNN) que esta relacionado a atividade simpatica e
parassimpatica, a raiz quadrada da média do quadrado das diferencas entre
intervalos RR normais adjacentes (rMSSD) e o percentual de intervalos RR que
diferem mais do que 5 milissegundos de seu adjacente (pNN5), ambos relacionados

a atividade parassimpatica (Vanderlei et al., 2009).

Ja os indices no dominio da frequéncia podem ser analisados através da
transformacao rapida de Fourier, que € um algoritmo matematico capaz de converter
a VFC, proveniente do balangco autondmico, em faixas de frequéncia (Rolim et al.,
2008). Essas faixas de frequéncia, em humanos, sdo divididas em muita baixa
frequéncia (0.0-0.04 Hz), baixa frequéncia (0.04-0.15 Hz) e alta frequéncia (0.15-0.4
Hz) (Silva et al., 2009), e estdo relacionadas, respectivamente, a termorregulacéo e
ao sistema renina-angiotensina-aldosterona, ao sistema simpatico, e ao sistema
parassimpatico. A analise dessas faixas espectrais jA €, inclusive, utilizada

atualmente para diagnéstico da NAC (Rolim et al., 2008).

Vérias doencas estdo associadas a reducdo da VFC, dentre essas, pode-se
citar a epilepsia, a anorexia nervosa, a asma, a obesidade (Lopes et al., 2013), a
HAS, o IAM, a insuficiéncia coronariana, a aterosclerose (Vanderlei et al., 2009) e o
DM2 (Stuckey e Petrella, 2013; Tarvainen et al., 2013).

Pacientes com DM2 podem apresentar aumento do componente de baixa
frequéncia (atividade simpatica) e reducdo do componente de alta frequéncia
(atividade parassimpatica), gerando consequente aumento na razdo entre ambos
(indice simpatovagal), sugerindo desbalanco autonémico (Hari Babu e
Muralikrishnan, 2016). No entanto, em decorréncia da prépria evolucdo da NAC,
pode haver ampla disfuncéo simpéatica, reduzindo também os componentes de baixa
frequéncia e muita baixa frequéncia, o que ocorre mais tardiamente (Rolim et al.,
2008).
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Por estar diretamente relacionado a hiperglicemia, identificar precocemente o
desbalanco simpatovagal na NAC pode mudar a estratégia de tratamento, pois sua
presenca representa um marcador de gravidade na evolucédo da doenca (Tarvainen
et al., 2013). Com isso, a andlise da VFC pode ser utilizada como ferramenta capaz
de identificar os primeiros sinais da NAC, mesmo em individuos assintomaticos e

sem evidéncias clinicas (Tarvainen et al., 2013).

Achados precoces, tanto do eletrocardiograma quanto da variabilidade da
frequéncia cardiaca, podem colaborar para reducédo da mortalidade associada a DM
ja que aproximadamente 75% desses doentes morrem por algum evento
cardiovascular (Okoshi et al., 2007). Sendo assim, tratar o diabetes mellitus,
promovendo controle glicémico adequado e eliminando a variabilidade glicémica,
pode impedir ou, ao menos, retardar a progressdo das complicacBes cronicas. O
tratamento correto e eficaz pode melhorar a qualidade de vida e a sobrevida dos
pacientes com DM, e consequentemente, reduzir a morbimortalidade causada pelas
DCVs (Hirakawa et al., 2014).

1.6 Farmacoterapia do DM2 e aumento do risco cardiovascular

O principal foco no tratamento do diabetes mellitus é o controle glicEmico. Para
isso, diversas classes de farmacos podem ser empregadas destacando-se as
biguanidas, os inibidores da alfa-glicosidase, as tiazolidinedionas, a insulina (Araudjo
et al., 2000), analogos de GLP-1 (peptideo semelhante ao glucagon), os inibidores
da DPP-4 (dipeptidil peptidase 4), inibidores do SGLT-2 (co-transportador renal de

sédio-glicose 2) as sulfoniluréias (Defronzo, 2009).

Dentre esses, as sulfoniluréias sdo a classe mais antiga de hipoglicemiantes
orais recomendada, e esses agentes sdo denominados de secretagogos de insulina,
devido ao seu mecanismo de acao (Baldoni et al., 2014). Elas atuam aumentando a
liberacdo de insulina pelas células B-pancreaticas, o que promove reducdo da
glicemia e da hemoglobina glicada. Porém, induz exaustdo pancreética a longo
prazo, devido ao processo de desdiferenciacéo e apoptose com reducdo da massa

de células B-pancreéticas funcionais (Reno et al., 2013; Kalra et al., 2015).
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As sulfoniluréias também podem promover ganho de peso como efeito
secundario ao aumento na secrecdo de insulina. Como este é um hormdnio
anabdlico, a elevacdo nos seus niveis séricos pode agravar o estado de resisténcia
a insulina dos individuos com DM2. Além disso, as sulfoniluréias podem induzir a
hipoglicemia, propiciando a ocorréncia de arritmias cardiacas, com possiveis

consequéncias letais (Reno et al., 2013; Kalra et al., 2015).

Contudo, apesar de seus efeitos hipoglicemiantes e sua ampla utilizacdo no
controle da DM2, a literatura tem demonstrado uma correlacdo entre as
sulfoniluréias e o aumento do risco cardiovascular (Garratt et al., 1999; Lin e Wright,
2000; Bell, 2006; Phung et al., 2013; Abdelmoneim et al., 2014; Baldoni et al., 2014;
Kalra et al., 2015; Bain et al., 2017; Ke et al., 2017).

A sua acdo farmacoldgica se da pela ligacdo e inibicdo dos receptores de
sulfoniluréias (SUR), como pode ser visto na figura 7. Existem trés subtipos desses
receptores (SUR1, SUR2A e SUR2B), ambos localizados nos canais de potassio
sensivel a adenosina trifosfato (Katp). SUR1 esta situado na membrana das células
B-pancreaticas, e quando inibido pela ligacdo do farmaco, impede o efluxo de
potassio, gerando despolarizacdo celular, com consequente influxo de célcio que
promove a exocitose das vesiculas contendo insulina (Baldoni et al., 2014; Kalra et
al., 2015).

O Karp também estad situado na membrana plasmatica e mitocondrial dos
cardiomidécitos, onde se encontra SUR2A. Fisiologicamente, esse receptor esta
relacionado ao mecanismo de pré-condicionamento isquémico. A ligacdo do farmaco
a esses receptores induz a perda desse processo, que € inteiramente benigno para
0 coracdo. Através do SUR2B, as sulfoniluréias também podem inibir o relaxamento
dos musculos lisos dos vasos, aumentando o risco cardiovascular (Baldoni et al.,
2014; Kalra et al., 2015).

Em virtude disso, visto que o proprio tratamento para 0 DM2 pode aumentar o
risco de mortalidade cardiovascular, faz-se necessério o estudo de novas
alternativas terapéuticas que tenham multiplas aplicabilidades, sejam acessiveis, de
baixo custo, que possuam reduzidos efeitos colaterais e, principalmente, que sejam
seguras do ponto de vista cardiovascular. Nesse ambito, ressalta-se o estudo de
plantas medicinais, que pode resultar na descoberta de agentes que atuam como

alternativa ao tratamento do diabetes.
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No repouso, o efluxo de K+ mantém o
potencial de membrana nas células
beta pancreaticas e cardiomiocitos
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Figura 7: Mecanismo de acgéo das sulfoniluréias nas células B-pancreéticas e cardiomiocitos.
Adaptado de: Kalra et al., 2015.

1.7 Alternativas Terapéuticas

E notdrio o interesse industrial sobre produtos naturais como fonte para o
desenvolvimento de novos farmacos fitoterapicos, mercado que esta em atual
expansao (Simdes e Schenkel, 2002). Muitos medicamentos sdo provenientes de
produtos naturais ou de seus derivados, e as pesquisas cientificas nessa area
continuam aumentando expressivamente (Waltenberger et al., 2016). Torna-se
promissor o investimento em plantas medicinais brasileiras, devido a sua alta

disponibilidade, em virtude da ampla biodiversidade nacional (Funari e Ferro, 2005).
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A boa aceitabilidade para o uso de plantas medicinais para tratamento de
doencas esté ligado ao fato de estas ja estarem inseridas na cultura popular (Simdes
e Schenkel, 2002), visto que tem sido utilizadas pela medicina tradicional em alguns
paises ha centenas de anos. Ademais, ressalta-se o seu baixo custo, a reducao ou
inexisténcia de efeitos colaterais, e suas multiplas aplica¢fes, reforcando seu valor
terapéutico (Shukia et al., 2000).

Inclusive, a metformina, medicamento da classe das biguanidas utilizado como
hipoglicemiante oral para tratamento do DM2, é derivado de uma planta medicinal
(Galega officinalis) utilizada tradicionalmente na Europa medieval para tratamento do
diabetes, reforcando a imprescindibilidade de estudos nessa area (Shukia et al.,
2000).

Dentre as plantas medicinais que possuem efeito terapéutico para o tratamento
do DM2 estdo as espécies Allium cepa, Allium sativum, Ficus bengalensis,
Gymnema sylvestre, Pterocarpus marsupium (Shukia et al.,, 2000), Agrimonia
eupatoria L. (Kuczmannova et al., 2016), Cuminum nigrum (Mustafa et al., 2016) e a
Baccharis trimera (Karam et al., 2013; Paiva et al., 2015).

O género Baccharis pertence a familia Asteraceae e possui 500 espécies, cuja
principal é a carqueja (Baccharis trimera) (Karam et al., 2013), uma planta nativa da
América do Sul utilizada pela medicina popular para tratar doencas hepéticas e
grastrointestinais, processos inflamatérios e diabetes (Paiva et al., 2015). J& foi
demonstrado seu efeito hipoglicemiante, anti-hipertensivo (Karam et al.,, 2013) e
antioxidante, que sédo os principais efeitos benéficos para o tratamento do DM2,

além de possuirem atividade analgésica e antimutagénica (Paiva et al., 2015).

Acredita-se que essas propriedades terapéuticas advenham dos flavonoides,
que sdo os metabdlitos secundarios que estdo em maior concentragdo nessa
espécie. Ademais, a carqueja, apesar de possuir toxicidade moderada por via
intraperitoneal, possui baixa toxicidade por via oral, sugerindo que seu uso ocorra
através dessa via de administracdo (Karam et al., 2013). No entanto, ha uma
escassez na literatura sobre pesquisas que averiguem os efeitos e a seguranca
dessa planta medicinal sobre o sistema cardiovascular de diabéticos e sobre as

complicacbes dessa doenca.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar os efeitos do tratamento
cronico com Oleo essencial de carqueja (Baccharis trimera) sobre a neuropatia

autondmica cardiovascular diabética.

2.2 Objetivos especificos

- Descrever os efeitos do tratamento crénico com 6leo essencial de carqueja
sobre a hipertrofia cardiaca em ratos diabéticos e ndo-diabéticos;

- Estudar os efeitos do tratamento crénico com 6leo essencial de carqueja
sobre o0s a repolarizacdo ventricular de ratos diabéticos e ndo-diabéticos;

- Analisar os efeitos do tratamento crénico com 0leo essencial de carqueja

sobre a modulacao autonémica de ratos diabéticos e ndo-diabéticos;

- Analisar o efeito do tratamento crénico com 6leo essencial de carqueja sobre
os indices da variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo e da

frequéncia de ratos diabéticos e controles.
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3. METODOS

3.1 Modelo Experimental

No presente trabalho foram utilizados 20 ratos Wistar, machos, com 8 semanas
de idade, pesando aproximadamente 250 gramas cada. Os animais foram
comprados na Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e mantidos no
Biotério do Instituto Biomédico/UNIRIO durante todo o estudo. Aguardou-se até que
0S animais atingissem dois meses de idade para se iniciar a implementacdo das

condi¢des experimentais.

3.2 Diviséo dos grupos experimentais

Os animais supracitados foram divididos randomicamente em quatro grupos
experimentais: controle veiculo (ContVei; N=5), controle tratado com carqueja
(ContCar; N=4), diabético veiculo (DMVei; N=4) e diabético tratado com carqueja

(DMCar; N=5), subentendendo-se como controle todos 0s animais ndo diabéticos.

3.3 Inducéo do diabetes experimental

O diabetes mellitus foi induzido nos grupos DMVei e DMCar através da
alimentacdo com uma racgao hipercalérica denominada dieta de cafeteria (DCAF). A
DCAF foi disponibilizada, ad libitum, durante trés semanas. ApOs este periodo de
sensibilizacdo foi administrada uma Unica dose de 35mg/kg de estreptozotocina
(STZ) por via intraperitoneal. Este protocolo, que consiste na associacdo de uma
dieta hiperpalatavel seguida pela administracdo da STZ em baixa dose, é
suficientemente documentado para a correta inducdo do diabetes mellitus tipo 2
(Reed et al., 2000; Srinivasan et al., 2005; Zhang et al., 2008; Skovsg, 2014; Qian et
al., 2015).

Durante todo o periodo de tratamento os animais tiveram acesso a comida e
agua ad libitum através de comedouros suspensos. Concomitantemente a indugéo
do DM nos grupos diabéticos, os animais dos grupos controle receberam dieta

padrao para roedores (racdo Nuvilab ®). Os animais foram pesados semanalmente.
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A confirmagéo do DM2 ocorreu atraves de testes glicémicos, realizados com o
glicosimetro capilar (G-Tech ®), com amostras de sangue coletadas através da
seccdo de vasos sanguineos superficiais da regido caudal dos ratos. Os animais
submetidos ao protocolo para inducdo do DM2 apresentaram glicemia superior a
200mg/dL, enquanto os controles possuiam glicemia inferior a 99mg/dL. Apos a
confirmacédo do DM2, os ratos dos grupos DMVei e DMCar passaram a receber a

dieta padréo para roedores (racdo Nuvilab ®) até o término do protocolo.

3.4 Tratamento com carqueja

Os grupos que foram tratados com carqueja (ContCar e DMCar) receberam
O0leo essencial de carqueja amarga, obtido através da empresa Laszlo®. A
administracao crénica do 6leo essencial de carqueja foi realizada por sondagem oro-
gastrica intermitente (gavagem), na dose de 20 mg/kg/dia, durante trés semanas. Os
demais grupos (ContVei e DMVei) receberam volume equivalente de Tween 80 (co-
emulsificador de 6leo em agua) em solucdo aquosa 0,01%, utilizado como veiculo
diluente do 6leo essencial, a fim de mimetizar as condi¢cdes de estresse as quais
eram submetidos os ratos tratados com carqueja, além de verificar possiveis

alteracdes de resultado induzidas pelo proprio agente solubilizante.

3.5 Registros eletrocardiograficos

O registro do ECG foi realizado através da derivacédo periférica e bipolar DII.
Para isso, trés eletrodios metdlicos foram implantados cirurgicamente no tecido
subcutaneo dos animais, apds anestesia geral com tiopental sodico (40 mg/kg, ip.).
O eletrodo negativo foi posicionado préximo ao membro superior direito, o positivo,
na regiao lateral do membro inferior esquerdo e o eletrodo terra na regido lateral do
membro inferior direito. A diferenca de polaridade entre os eletrédios do membro
superior direito e inferior esquerdo (figura 8) permite a obtencdo das deflexdes

caracteristicas dessa derivacao.
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Figura 8: Disposicéo dos polos para obtencéo do registro eletrocardiogréafico na derivagao DI,
in vivo.
Adaptado de: Farraj et al., 2011.

O registro continuo do eletrocardiograma foi realizado 24 horas ap6s o implante
dos eletrodos, com os animais acordados. A amplificagdo do sinal foi realizada com
amplificador diferencial (Model 1700, A-M Systems), conectado a um
microcomputador através de uma interface analogo-digital (TL-1 Interface. Axon
Instruments). Todos os registros foram armazenados de forma digital em um
computador para posteriores andlises, que foram realizadas através de um software

especifico (LabChart 7.0 software, ADInstruments).

Foram analisados, a frequéncia cardiaca (FC), a amplitude da onda P, do
complexo QRS e da onda T. Também, a duracdo da onda P, da onda T, do intervalo
entre o pico e o final da onda T (Tp-e, do inglés Tpeak-Tend), do complexo QRS, do
segmento e intervalo PR, e do intervalo QT. Para minimizar o efeito da frequéncia
cardiaca sobre o valor do intervalo QT, este foi corrigido (QTc) pela equacdo de
Bazett (QTc = QT/VRR), onde RR é o intervalo entre duas ondas R consecutivas,

dado em segundos.
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Os intervalos RR obtidos em trechos de 30 segundos de registro sem
interferéncia ou ruidos, cujo exemplo representativo se encontra na figura 9, foram
utilizados para analise da variabilidade da frequéncia cardiaca. As variaveis no
dominio do tempo, compostas pela mediana e média dos intervalos RR normais
(MNN, do inglés average of all normal-to-normal RR intervals), percentual de
intervalos RR normais que diferem mais que 5ms de seu adjacente (pNN5), desvio
padrdo de todos os intervalos RR normais registrados em um intervalo de tempo
(SDNN, do inglés standard deviation of all normal-to-normal RR intervals) e a raiz
quadrada da média do quadrado das diferencas entre intervalos RR normais
consecutivos (rMSSD), e no dominio da frequéncia, sendo estes o0 componente de
baixa frequéncia (LF, do inglés low frequency), muita baixa frequéncia (VLF, do
inglés very low frequency) e alta frequéncia (HF, do inglés high frequency), além da
razao entre os componentes de baixa e alta frequéncia, usado para calcular o indice
simpatovagal (LF/HF).
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Figura 9: Representacéo do tracado do eletrocardiograma (parte superior da figura) usado para
obtencéo dos intervalos RR que formam o tacograma (parte inferior da figura).

3.6 Célculo dos indices de hipertrofia

Concluidos os registros, os animais foram submetidos a eutanasia através de
anestesia com tiopental sodico (80 mg/kg, i.p.) e puncéo cardiaca. Apds eutanasia,

cada animal teve o coracéo removido e pesado. O comprimento da tibia também foi
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mensurado em todos os animais de cada grupo experimental, sempre na tibia
esquerda, apls dissecacao do osso. A divisdo do valor do peso do coracdo pelo
peso corporal (HW/BW) e da divisdo do peso do coracao pelo comprimento da tibia
(HW/TL) foram utilizados como indices de hipertrofia cardiaca (Rodrigues Junior et
al., 2016).

3.7 Analise Estatistica

Todos os indices analisados foram submetidos inicialmente ao teste de
normalidade Shapiro-Wilk. Para o0s parametros que passaram no teste de
normalidade (isto €, peso final dos ratos, peso do coracédo, relacdo HW/BW e
HW/TL; intervalo QT, intervalo QTc, FC, duracdo da onda P, intervalo PR, amplitude
e duracdo da onda T, Tpeak-Tend; média e mediana dos intervalos RR, pNNS5,
VLF, HF e LF/HF) utilizou-se o teste paramétrico de analise de variancia (one-way
ANOVA), com poés teste de Newman-Keuls para multiplas comparacdes entre os
grupos ContVei, ContCar, DMVei e DMCar. Ao passo que, para os indices que nao
passaram no teste de normalidade (ou seja, peso inicial dos ratos, comprimento da
tibia, complexo QRS, rMSSD, SDNN e LF) foi realizado o teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis com pdés-teste de Dunns para multiplas comparagdes entre 0s grupos
ContVei, ContCar, DMVei e DMCar. A partir dessas analises, todos os resultados
foram expressos em média * erro padrdo da média (E.P.M.), e o nivel de

significancia foi estabelecido em P < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Peso Corporal

O grafico presente na figura 10 mostra o peso corporal dos animais em dois
diferentes estagios, o inicio e fim do experimento. As médias + EPM do peso
corporal, no estagio inicial, nos quatro grupos experimentais (315,2 + 7,6 g no grupo
ContVei, N=5; 331,3 + 14,0 g no grupo ContCar, N=4; 329,5 + 9,1 g no grupo DMVéei,
N=4; e 321,4 = 3,4 g no grupo DMCar, N=5) foram estatisticamente equivalentes (P
> 0,05). Porém, ao final do experimento, percebe-se que houve aumento significativo

de peso corporal (P < 0,05) apenas nos grupos controles.
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Figura 10: Peso corpdéreo.
Peso corporal (média + E.P.M) dos animais, nos quatro grupos experimentais, ao inicio (dia 0) e
término (dia 57) do experimento. ContVei: grupo controle que recebeu apenas veiculo; ContCar:
grupo controle tratado com 6leo essencial de carqueja por 3 semanas; DMVei: grupo diabético que
recebeu apenas veiculo; DMCar: grupo diabético tratado com 6leo essencial de carqueja por 3
semanas.

4.2 Peso dos coracgdes

De acordo com os resultados demonstrados na tabela 1, as médias + EPM do
peso total do coracdo nos quatro grupos experimentais, foram 1422,0 + 38,7 mg no
grupo ContVei, N=5; 1500,0 + 99,1 mg no grupo ContCar, N=4; 1353,0 + 31,9 mg no
grupo DMVei, N=4; e 1288,0 £ 24,9 mg no grupo DMCar, N=5. Estatisticamente, ndo
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houve diferengca significativa entre o peso dos coragbes nos quatro grupos

experimentais.

4.3 Comprimento da tibia

As médias £+ EPM do comprimento da tibia nos quatro grupos experimentais,
foram 4,02 + 0,1 cm no grupo ContVei, N=5; 4,02 = 0,1 cm no grupo ContCar, N=4;
3,9 £ 0,1 cm no grupo DMVei, N=4; e 3,8 £ 0,1 cm no grupo DMCar, N=5, como
pode ser observado na tabela 1. Nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre os valores médios de comprimento da tibia — demonstrando que nédo ocorreu

diferenca ou retardo de crescimento — dentre 0s grupos experimentais.

Tabela 1: Peso do coragdo e comprimento da tibia

ContVei ContCar DMVei DMCar

(N=5animais) (N =4 animais) (N =4 animais) (N =5 animais)

+
+
"
"

Peso do coragéo (mg) 1422,0 + 38,7 1500,0 + 99,1 1353,0 + 31,9 1288,0 + 24,9

Comprimento da tibia (cm) 402 + 01 402 = 01 39 = 01 38 = 01

Resultados expressos em média + E.P.M. P > 0,05 em relacdo as comparagfes entre 0S grupos
experimentais. ContVei: grupo controle que recebeu apenas veiculo; ContCar:; grupo controle tratado
com 6leo essencial de carqueja por 3 semanas; DMVei: grupo diabético que recebeu apenas veiculo;
DMCar: grupo diabético tratado cm Oleo essencial de carqueja por 3 semanas. Andlise estatistica
realizada através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis com poés-teste de Dunns para mdultiplas
comparacdes (nos valores de comprimento da tibia) e com o teste paramétrico One-way ANOVA com
poés-teste de Newman-Keuls para multiplas comparag8es (nos valores de peso do coracao).

4.4 indices de hipertrofia cardiaca

4.4.1 Razéo peso do coracgao / peso corporal

Os grupos DMVei (3,7 £ 0,1 mg/g) e DMCar (3,7 = 0,1 mg/g) apresentaram
aumento na relacdo HW/BW quando comparados ao ContVei (3,1 + 0,1 mg/qg)
(P<0,001) e ao ContCar (3,2 = 0,1 mg/g) (P<0,01), sugerindo que os ratos diabéticos

apresentam hipertrofia cardiaca quando comparados aos controles, e que 0
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tratamento crénico durante 3 semanas com cargueja nao reverte, porém nao agrava

essa alteragao. Estes resultados estéo evidenciados na figura 11.

F kK

HW /BW (mgl/g)
N
L

(0] T T
ContVei ContCar DMVei DMCar

Figura 11: Razéo indicativa de hipertrofia cardiaca: HW/BW.

Razé&o entre o peso do coragdo (mg) e o peso corporal (g), para os grupos ContVei (N = 5 animais),
ContCar (N = 4 animais), DMVei (N = 4 animais) e DMCar (N = 5 animais). **P < 0,01; ***P < 0,001.
Andlise estatistica realizada através do teste paramétrico One-Way ANOVA com poés-teste de

Newman-Keuls para multiplas comparagdes.

4.4.2 Razdo peso do coracédo / comprimento da tibia

Conforme pode ser visto na figura 12, a relacdo HW/TL nos quatro grupos
experimentais (353,9 + 10,9 mg/cm no grupo ContVei, N=5; 372,3 £ 21,5 mg/cm no
grupo ContCar, N=4; 349,7 + 12,1 mg/cm no grupo DMVei, N=4; e 336,0 £ 10,8

mg/cm no grupo DMCar, N=5) foram estatisticamente equivalentes (P > 0,05).
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Figura 12: Razao indicativa de hipertrofia cardiaca: HW/TL.

Razéo entre o peso do coracdo (mg) e o comprimento da tibia (cm), para os grupos ContVei (N =5
animais), ContCar (N = 4 animais), DMVei (N = 4 animais) e DMCar (N =5 animais). P > 0,05. Analise
estatistica realizada através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunns para

multiplas comparacdes.
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4.5 Analise eletrocardiografica
4.5.1 Parametros eletrocardiograficos

Tracados representativos dos registros eletrocardiograficos obtidos nos quatro

grupos experimentais podem ser observados na figura 13.

ECG

>

— Diabético
— Controle

Voltagem (mV)

Tempo (s)

O

B ECG grupo controle ECG grupo diabético

— Diabético — Carqueja
— Veiculo — Veiculo

Voltagem (mV)
Voltagem (mV)

Tempo (s) Tempo (s)

Figura 13: Tragcados representativos do eletrocardiograma.
Registros eletrocardiogréaficos representativos da comparacdo entre grupo controle e diabético
tratados com veiculo (A), e grupo controle (B) e diabético (C) tratados com veiculo e carqueja.

De acordo com a tabela 2, pode-se observar que n&do houve diferenca
estatistica entre os grupos experimentais nos indices: duracdo da onda P, amplitude

da onda P e onda T, intervalo PR e complexo QRS.
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Tabela 2: Parametros eletrocardiograficos

ContVei ContCar DMVei DMCar

(N =5animais) (N =4 animais) (N =4 animais) (N =5 animais)

Duracéo da onda P (ms) 175 £+ 13 233 + 33 183 + 11 204 + 13
Amplitude da onda P (uV) 174,8 + 29,1 2236 + 11,2 2427 + 16,0 1446 + 47,4
Amplitude da onda T (uV) 3832 + 70,5 3255 + 53,9 5130 + 445 4752 + 632
Duracéo do Intervalo PR(ms) 474 + 0,7 542 + 27 489 + 21 464 + 21
Duraggo do Complexo QRS 455 4 02 156 + 07 166 * 10 189 * 18

(ms)

Resultados expressos em média =+ E.P.M. P > 0,05 em relacdo as comparacdes entre 0s grupos
experimentais. Andlise estatistica realizada através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis com pés-
teste de Dunns para multiplas comparacdes (no indice duragédo do complexo QRS), e através do teste
paramétrico One-Way ANOVA com pos-teste de Newman-Keuls para mdultiplas comparag¢des (nos
demais indices).

A média da duracdo do intervalo QT foi 65,2 £ 1,5 ms no grupo ContCar,
significativamente maior (P < 0,01) do que 57,8 £ 1,6 ms registrada no ContVei. Nos
grupos DMVei e DMCar a média do intervalo QT foi 72,8 £ 1,2 ms e 75,4 + 1,2 ms,
respectivamente, maiores (P < 0,0001) do que a observada no grupo ContVei.
Observa-se também que o intervalo QT € mais longo nos grupos DMVei (P < 0,01)

e DMCar (P < 0,001) guando comparados ao ContCar (Figura 14A).

A média do intevalo QTc (figura 14B) foi significativamente maior (P < 0,01) nos
grupos DMvei (162,9 + 4,6 ms) e DMCar (162,2 + 3,4 ms) quando comparados ao
grupo ContVei (139,5 + 4,3 ms). O QTc também foi significativamente maior

(P<0,01) no grupo ContCar quando comparado ao ContVei.
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Figura 14: Duracdo do intervalo QT e do intervalo QT corrigido (QTc).

Em A, comparacdo da duracgdo do intervalo QT, em milissegundos, entre os grupos ContVei (N =5
animais), ContCar (N = 4 animais), DMVei (N = 4 animais) e DMCar (N = 5 animais). Em B.
comparacao dos valores de duracdo do intervalo QTc, também em milissegundos, corrigido pela
frequéncia cardiaca, através da férmula de Bazett: QTc=QT/YRR, para todos os quatro grupos
experimentais. Resultados expressos em média + E.P.M. *P < 0,01; **P < 0,001; ****P < 0,0001.
Andlise estatistica realizada através do teste paramétrico One-Way ANOVA com poés-teste de
Newman-Keuls para multiplas comparagdes.

Foi analisado também outro indice relacionado a repolarizacdo ventricular, o
intervalo entre o pico e o final da onda T, abreviado como Tp-e, derivado do inglés
Tpeak-Tend (figura 15). Os valores médios para o intervalo Tp-e, dentre os quatro
grupos estudados, foram respectivamente: 30,3 + 3,1 ms para o grupo ContVei; 36,4
*+ 2,1 ms para o ContCar; 37,8 = 0,6 para o grupo DMVei; e 39,3 £ 1,2 ms para
DMCar. Havendo diferenca (P < 0,05) entre os grupos ContVei e DMCar.
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Figura 15: Duragéo do Intervalo Tpeak-Tend.

Comparacao entre os valores médios, em milissegundos, de duracéo do intervalo entre o pico e o
final da onda T, para os quatro grupos experimentais: ContVei (N = 5 animais), ContCar (N = 4
animais), DMVei (N = 4 animais) e DMCar (N = 5 animais). *P < 0,05. Analise estatistica realizada
através do teste paramétrico One-Way ANOVA com poés-teste de Newman-Keuls para mdultiplas
comparacoes.

Outro parametro avaliado foi a frequéncia cardiaca, evidenciado pela figura 16,
na qual observa-se que ha reducéo (P < 0,05) da FC no grupo DMCar (277,7 £ 11,4
bpm) e DMVei (299,6 + 9,6 bpm) comparado aos grupos ContCar (362,1 + 9,8 bpm)
e ContVei (365,1 + 17,8 bpm). Ao passo que no grupo DMVei (299,6 = 9,7 bpm) n&o
se observa diferenca estatistica em relacdo ao grupo DMCar assim como na

comparacao entre os grupos ContVei e ContCar.
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Figura 16: Frequéncia Cardiaca.

Comparacao entre as médias, em batimentos por minuto (bpm), da frequéncia cardiaca para os
quatro grupos estudados: ContVei (N = 5 animais), ContCar (N = 4 animais), DMVei (N = 4 animais) e
DMCar (N = 5 animais). *P < 0,05; *P < 0,01. Andlise estatistica realizada através do teste
paramétrico One-Way ANOVA com pés-teste de Newman-Keuls para multiplas comparacoes.
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4.5.2 Variabilidade da frequéncia cardiaca

45.2.1 indices no dominio do tempo

Dentre os indices no dominio do tempo, apresenta-se inicialmente, a média e
mediana dos intervalos RR normais, conforme pode ser visto na figura 17. Os
valores de média dentre os quatro grupos estudados foram respectivamente, 179,7 £
9,2 ms no grupo ContVei, 176,6 + 4,1 ms para ContCar, 193,2 £ 3,8 ms para 0 grupo
DMVei, e 215,9 £ 10,2 ms para DMCar. Ao passo que os valores de mediana foram
de 180,2 £ 9,2 ms para o ContVei, 176,7 £ 3,9 ms para ContCar, 193,5 + 3,8 ms
para DMVei, e 215,2 + 9,9 ms para DMCar. Observa-se que ha aumento (P < 0,05)
nos valores de média e mediana dos intervalos RR nos ratos diabéticos tratados

com cargueja quando comparados aos controles que receberam veiculo.

250 | *

N

o

o
1

150

100+

Média RR (ms)

50

Mediana RR (ms)
(]

o

1

0 T T T T
Contvei ContCar DMVei  DMCar ContVei ContCar DMVei DMCar

o

Figura 17: Média e Mediana dos Intervalos RR

Comparacao da média (A) e mediana (B) da duracao de intervalos RR normais, em milissegundos,
dentro os grupos ContVei (N = 5 animais), ContCar (N = 4 animais), DMVei (N = 4 animais) e DMCar
(N = 5 animais). Resultados expressos em média + E.P.M. *P < 0,05. Analise estatistica realizada
através do teste paramétrico One-Way ANOVA com pés-teste de Newman-Keuls para mdultiplas
comparagoes.

Os demais indices do dominio do tempo da VFC, ndo apresentaram diferencga
significativa quando comparados entre 0s quatro grupos experimentais, conforme
pode ser visto nos resultados do pNN5, SDNN e rMSSD, apresentados na tabela 3.
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Tabela 3: Parametros da VFC no dominio do tempo e da frequéncia

ContVei ContCar DMVei DMCar
(N =5 animais) (N =4 animais) (N =4 animais) (N =5 animais)

DOMINIO DO TEMPO

PNNS5 (%) 75 + 41 264 + 87 238 + 11,8 282 * 133
SDNN (ms?) 52 + 0,8 6,3 + 15 42 + 05 72 + 25
rMSSD (ms) 41 + 06 48 + 1,1 39 + 09 78 + 43
DOMINIO DA FREQUENCIA

VLF (ms) 133 £ 38 242 + 124 80 £ 21 131 * 38
LF (nu) 281 + 66 326 + 58 533 +55 354 % 6.2
HF (nu) 673 £ 7,7 623 + 55 437 +51 641 = 6,1
Raz&o LF/HF* 04 = 01 05 + 0,1 14 + 04 06 * 0,11

Resultados expressos em média + E.P.M. P > 0,05 (*exceto para a razdo LF/HF) em relagcdo as
comparacdes entre 0s grupos experimentais. Andlise estatistica realizada através do teste nédo
paramétrico Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunns para multiplas comparacfes (nos indices SDNN,
rMSSD, LF) e através do teste paramétrico One-Way ANOVA com poés-teste de Newman-Keuls para
multiplas comparag¢des (nos indices pNN5, VLF, HF e LF/HF).

4.5.2.2 indices no dominio da frequéncia

Os valores dos indices da VFC no dominio da frequéncia podem ser
observados na tabela 3. Os componentes de muito baixa frequéncia (LF) e de alta
frequéncia (HF) ndo apresentaram diferenca significativa entre 0s grupos
experimentais (figura 18). No entanto, h4 aumento significativo (P < 0,05) do indice
simpatovagal (LF/HF) no grupo DMVei quando comparado aos outros grupos
experimentais (Figura 18C). Além disso, o tratamento com carqueja no grupo
diabético (DMCar) reduziu (P < 0,05) o indice simpatovagal, equiparando-o ao dos
controles (ContVei e ContCar), parecendo reverter o desbalan¢co autondmico que €

apresentado pelo grupo DMVei.
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Figura 18: Parametros da VFC no dominio da frequéncia.
Em A, o componente de baixa frequéncia (Low Frequency). Em B, o componente de alta frequéncia
(High Frequency), ambos em unidades normalizadas. Em C, a razado LF/HF, representando o indice
simpatovagal. *P < 0,05. Andlise estatistica realizada através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis
com pos-teste de Dunns para miltiplas comparagdes (no indice LF) e através do teste paramétrico
One-Way ANOVA com poés-teste de Newman-Keuls para multiplas comparacdes (nos indices HF e

LF/HF).
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5. DISCUSSAO

O presente estudo investigou, in vivo, os efeitos do tratamento cronico por 3
semanas com 0leo essencial de carqueja sobre a eletrofisiologia cardiaca e balanco
autonémico de ratos diabéticos. A inducdo do DM2 nos ratos Wistar foi realizada
através da associagcdo entre a dieta de cafeteria, que durou trés semanas, seguido
de injecdo Unica de estreptozotocina, na dose 35mg/kg via intraperitoneal. Esta
combinacdo € recomendada pela literatura (Reed et al., 2000; Srinivasan et al.,
2005; Zhang et al., 2008; Skovsg, 2014; Qian et al., 2015) visto que a DCAF, por ser
hiperlipidica e hiperglicidica, induz obesidade, resisténcia a insulina, hiperglicemia,
hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, além de hiperinsulinemia compensatoria
(Srinivasan et al., 2005). Seus efeitos sdo condicionados ao periodo de tempo em
gue ocorre o consumo da dieta, que pode ser classificado como relativamente longo

(acima de trés meses) ou relativamente curto (entre 2 a 4 semanas) (Skovsg, 2014).

A administracé@o de altas doses de STZ causa um dano critico as células beta-
pancreéticas, promovendo o desenvolvimento, in vivo, de um modelo semelhante ao
DM1. Ao passo que, a administracdo de baixas doses de STZ (que foi o0 modelo
escolhido em nosso estudo) apds o tratamento com a DCAF é capaz de causar
disfuncdo nas células beta, promovendo um comprometimento gradual na secrecao
de insulina, equiparando-se a evolucdo do DM2 em humanos. Dessa forma, o
protocolo que associa ambos 0S recursos, como supracitado, induz aumento dos
niveis glicémicos e reducdo da secrecdo de insulina, alteracdes caracteristicas e
confirmatdrias do DM2 (Qian et al., 2015).

A composicdo da dieta de cafeteria utilizada na presente pesquisa esta
intimamente associada ao padrao de consumo humano na cultura ocidental, e sua
composicao varia consideravelmente na literatura (Prats et al., 1989), podendo esta
possuir, por exemplo, 20% de lipideos, 45% de carboidratos e 22% de proteinas
(Qian et al., 2015), 41,28% de carboidratos, 15,43% de proteinas e 43,29% de
lipideos (Almeida et al., 2015) ou ainda 45-53% de lipideos, aproximadamente 20%

de proteinas e 35% de carboidratos (Johnson et al., 2016).

Em contraposicéo, a dieta padréo destinada aos animais dos grupos controles,
de acordo com a literatura, é classificada como sendo composta por 5% de lipideos,

52% de carboidratos e 20% proteinas (Qian et al., 2015), se assemelhando a racéo
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Nuvilab®, utilizada em nosso estudo. Essa diferenca ressalta o carater hiperglicidico
e, principalmente, hiperlipidico da DCAF, que s&o os principais determinantes do
aumento da quantidade de quilocalorias fornecidas por grama (kcal/g) dessa dieta,
visto que, a DCAF possui 4.186 kcal/g enquanto a dieta padrdo tem sua quantidade

de energia praticamente reduzida a metade, isto €, 2.93 kcal/g (Macedo et al., 2012).

Com relacéo a inducao de obesidade, apesar de ndo haver uma padronizacdo
gue defina essa alteracdo em roedores, esta parece estar atrelada ao maior tempo
de administragcdo da dieta de cafeteria (Skovsg, 2014), justificando o néo
desenvolvimento de obesidade nos animais dos grupos DMVei e DMCar, visto que
esses foram submetidos ao consumo dessa racdo apenas durante 3 semanas. No
entanto, ja foi relatado que um periodo relativamente curto de consumo da DCAF,
como utilizado no presente estudo, demonstrou-se suficiente para induzir o
desenvolvimento de resisténcia a insulina (Srinivasan et al., 2005; Skovsg, 2014,
Qian et al., 2015).

O nao desenvolvimento de obesidade nos ratos diabéticos poderia justificar o
ndo ganho de peso corporal nesses animais quando comparados aos controles.
Outro fator capaz de influenciar nesse resultado € o proprio mecanismo
fisiopatologico do DM2 que, devido a resisténcia a insulina e desbalanco glicémico,
gera recorrente ativacdo da gliconeogénese, induzindo beta-oxidacdo dos acidos
graxos (Haber et al.,, 2001) e catabolismo proteico (Chevalier et al., 2006),
favorecendo a perda de massa corporal, principalmente muscular, conforme o

avanco da doenca (Park et al., 2009).

Uma das complicacdes crbnicas do DM2 é a Neuropatia Autonémica
Cardiovascular, que esta associada a hipertrofia ventricular esquerda e a disfuncéo
diastélica (Tannuse, 2015). Tais alteracdes sdo comumente observadas em modelos
experimentais, in vivo, de DM2 para estudo da cardiomiopatia diabética (Okoshi et
al., 2007). A razédo entre o peso do coracdo e o peso corporal, denominada em
inglés como Heart Weight/Body Weight (HW/BW), é amplamente utilizada como
indicativo de hipertrofia cardiaca em modelos animais (Joseph, 1908; Desrois et al.,
2004; Yang e Peng, 2010; Radovits et al., 2015) e inclusive, post mortem, em
humanos (Cunha et al., 2002; Kumar et al., 2014).

Em nosso estudo, a relagdo HW/BW se demonstrou aumentada nos grupos

DMVei e DMCar, sugerindo que o préprio diabetes mellitus tipo 2 induz a hipertrofia
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cardiaca, corroborando o ja relatado na literatura (Radovits et al., 2015), e que o
tratamento com O6leo essencial de carqueja ndo reverte, porém nao agrava esta

alteracao.

Apesar do indice HW/BW ser bem aceito pela literatura como marcador de
hipertrofia cardiaca, as variagbes no peso do animal podem influenciar nesse
resultado, por isso, como forma de eliminar essas possiveis variagcfes, utiliza-se
também outra razdo, a HW/TL (Yin et al., 1982). Em nosso estudo, ndo houve
diferenca estatistica nos quatro grupos experimentais (ContVei, ContCar, DMVei e
DMCar) com relacdo ao indice HW/TL, ndo se confirmando a alteracdo demonstrada
pelo indice HW/BW nos grupos DMVei e DMCar. Isso sugere que a alteracdo
demonstrada anteriormente pode ter ocorrido em funcdo da diferenca do peso

corporal observada entre ratos diabéticos quando comparado aos controles.

Portanto, faz-se necessario investigar se a hipertrofia cardiaca nos grupos
diabéticos (demonstrada pelo resultado significativo na razdo HW/BW) é realmente
fidedigna. Para isso, devem-se utilizar métodos com maior sensibilidade,
especificidade e acuréacia (Costa et al., 2009) como, por exemplo, o ecocardiograma
e o eletrocardiograma (Povoa e Souza, 2008). Além destes, também podem ser
utilizadas a radiografia de térax e a ressonancia magnética nuclear para deteccédo da
HVE (Costa et al.,, 2009). O ecocardiograma seria 0 exame mais indicado para
investigar alteracdes em estrutura e funcionamento cardiaco de portadores do DM2
(Okoshi et al., 2007), porém, ndo foi possivel realizar essa técnica experimental

devido a dificuldades metodol6gicas (Povoa e Souza, 2008).

Em contrapartida, foi possivel realizar o eletrocardiograma, técnica amplamente
empregada na préatica clinica devido a sua disponibilidade, interpretacao
relativamente facil, baixo custo e boa reprodutibilidade (Povoa e Souza, 2008), e
utilizada tanto para diagnéstico quanto prognéstico, posto que mediante
visualizacbes de alteracdes eletrocardiograficas compativeis com HVE, é possivel
predizer o aumento do risco cardiovascular do individuo ou animal analisado de
forma nao invasiva (Costa et al., 2009). Ademais, o0 ECG é classificado como sendo
0 padréo ouro para diagnostico de arritmias e disturbios de conducéo (Nicolau et al.,
2003).

A realizagdo dessa técnica foi feita na derivagcéo DIl, uma derivagéo periférica e

bipolar, ou seja, capaz de registrar a diferenca de potencial entre duas
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extremidades, que sdo o polo positivo situado no membro inferior esquerdo e o polo
negativo situado no membro superior direito. Essa derivagdo permite a visualizagao
e avaliacdo de ondas, segmentos, intervalos e complexos (Neto, 1948), dentre as
quais estdo a duracdo e amplitude da onda P, o intervalo PR, o complexo QRS,

intervalo QT e QTc, a amplitude da onda T, intervalo Tp-e e frequéncia cardiaca.

A onda P (primeira onda dos tracados eletrocardiograficos normais) representa
a despolarizacéo atrial, e pode possuir alteracbes em sua amplitude e/ou duracéo
em decorréncia da Neuropatia Autondémica Diabética, predispondo a ocorréncia de
fibrilacdo atrial paroxistica, devido aos disturbios de conducdo do estimulo intra e
interatrial (Bissinger et al., 2011). O intervalo PR, que conecta a onda P ao complexo
QRS, pode estar alterado em funcéo de bloqueio atrioventricular de primeiro grau ou
na sindrome de pré-excitacdo ventricular (Feldman e Goldwasser, 2004). Apesar
das alteracbes j4 descritas, ndo foi observado diferenca significativa, em nosso
estudo, nesses indices entre 0s quatro grupos experimentais.

Em sequéncia ao intervalo PR, se estabelece o complexo QRS, relacionado a
despolarizacdo ou ativacdo ventricular (Feldman e Goldwasser, 2004).
Anormalidades em sua duracé@o ou amplitude estdo relacionadas a varias alteracdes
cardiovasculares, como a hipertensédo, a hipertrofia ventricular esquerda, fibrose,
doenca arterial coronariana e cardiomiopatia dilatada (Lund et al., 2013), alteracdes
que podem estar presentes, inclusive, na cardiomiopatia diabética (Okoshi et al.,
2007). Porém, novamente, ndo foram observadas mudancas nesse indice em nosso

estudo.

Logo apo6s o complexo QRS, inicia-se o0 processo de repolarizacdo ventricular,
representado pela onda T (Feldman e Goldwasser, 2004). Com relacdo a sua
amplitude, também ndo houve diferenca estatistica entre os grupos ContVei,
ContCar, DMVei e DMCar. De acordo com a literatura, ela pode estar alterada em
funcdo de disturbios da propria repolarizacdo, isquemia miocardica, hiperpotassemia
(Feldman e Goldwasser, 2004) ou hipocalemia (Nicolau et al., 2003).

A duracdo da onda T e o segmento ST (que compreende o fim do complexo
QRS e o inicio da onda T) ndo puderam ser determinados em nosso estudo. Isso
ocorre em virtude das caracteristicas proprias do tracado eletrocardiografico in vivo,
quando este € comparado ao registro obtido em humanos. Dentre as modificacdes

apresentadas pelos ratos, lista-se a menor duracdo dos potenciais de acao (com
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auséncia da fase de plateau) dos cardiomidcitos ventriculares, e a reducao da
capacidade contrétil cardiaca, resultando em uma frequéncia cardiaca elevada (em

torno de 300 a 500 batimentos por minuto) (Farraj et al., 2011).

Com isso, como a repolarizacdo ocorre de forma seguida e imediata a
despolarizacdo, ndo ha formacédo da onda Q nem do segmento ST, tampouco ha
uma percep¢ao clara entre o ponto exato em que ocorre o término do complexo
QRS e o inicio da onda T, fazendo com que a delimitacdo da duracdo da onda T
seja prejudicada. Dessa forma, o indice QT, QTc e Tp-e sdo usualmente preferidos
para avaliar o processo de repolarizacao ventricular em ratos e camundongos (Farraj
et al., 2011).

O intervalo QT, fidedigno para avaliar a repolarizacdo ventricular (Konopelski e
Ufnal, 2016), compreende todo o tempo entre o inicio do complexo QRS e o final da
onda T, estando diretamente correlacionado ao tempo em que o estimulo elétrico
permanece nos ventriculos (Feldman e Goldwasser, 2004). O QT pode estar
aumentado em distarbios eletroliticos, como hipocalcemia, hipocalemia e
hipomagnesemia, e em diversas doencas, como no hipotireoidismo, cardiomiopatias,
obesidade e hipertensdo (Isbister e Page, 2013), na sindrome do QT longo
(Schwartz et al., 2012) e, inclusive, no diabetes mellitus tipo 2 (Jermendy et al.,
1990).

A identificacdo do aumento desse intervalo é uma forma ndo invasiva de
predizer o risco de mortalidade cardiovascular (Kitthar, 2015), posto que, o
prolongamento do QT aumenta o risco de morte subita (Yap e Camm, 2003),
aumenta o risco de arritmogénese (Clemente et al., 2012), e é o maior fator de risco
para o desenvolvimento de Torsades de Pointes (Isbister e Page, 2013) uma arritmia
maligna caracterizada por taquicardia com QRS longo e alta letalidade (Nicolau et
al., 2003).

Em nosso estudo, observamos aumento do intervalo QT nos animais dos
grupos DMVei, alteracdo desencadeada pelo préprio diabetes mellitus tipo 2 como ja
descrito na literatura (Jermendy et al.,, 1990). Também foi observado aumento
semelhante desse intervalo no grupo DMCar, sugerindo que o tratamento com 0leo
essencial de carqueja ndo reverte e ndo agrava as alteracdes ja pré-existentes nos
animais diabéticos. Ambos esses grupos (DMVei e DMCar) apresentaram um

intervalo QT maior do que os grupos controles (ContVei e ContCar), o que também
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era esperado. No entanto, houve diferenca estatistica entre os grupos ContCar e
ContVei, com aumento no intervalo QT no grupo controle que recebeu Oleo
essencial de carqueja, sugerindo que esse tratamento pode influenciar na
propagacdo do estimulo elétrico durante a despolarizacdo e repolarizacéao

ventricular, induzindo a geracdo de focos ectopicos de arritmia.

Como o intervalo QT varia de acordo com a frequéncia cardiaca, de forma
inversamente proporcional (Kittnar, 2015), é possivel corrigi-lo através das férmulas
de Bazett, Fridericia, Hodges e Sagie (Roboz et al., 2014). Em nosso estudo, a
correcdo foi realizada através da formula de Bazett (QTc = QT/VRR), utilizada
rotineiramente na prética clinica e que consiste na divisdo do valor do intervalo QT
pela raiz quadrada do intervalo RR, gerando um valor de QT ajustado pela FC
(Clemente et al., 2012). Resultado semelhante ao QT foi observado com o intervalo
QTc, onde o grupo ContCar apresentou maior duragdo desse intervalo quando
comparado ao ContVei, de forma a se equiparar aos grupos DMVei e DMCar.

O aumento do intervalo QTc estd relacionado a disfuncdo autonémica, a
geracdo de arritmias, principalmente taquicardia ventricular e fibrilacdo ventricular
(Kittnar, 2015), a hipertrofia ventricular esquerda (Haugaa et al., 2014), a
hipoglicemia severa (Miki et al., 2014) a hiperglicemia e ao aumento da mortalidade
(Pickham et al., 2014). Dessa forma, o aumento desse indice nos animais do grupo
controle tratado (ContCar) sugere que o 0leo essencial de carqueja pode atuar como
um agente arritmogénico e indutor do aumento do risco de morte subita. No entanto,
em virtude deste ser um projeto piloto, inovador e com um numero amostral
reduzido, ainda sdo necessarios mais estudos para averiguar sua seguranca sobre o
sistema cardiovascular de animais diabéticos e ndo diabéticos. Além de ser
fundamental investigar tais efeitos, in vivo, com um maior tempo de tratamento e
com doses em multiplas concentragdes, posto que, no presente estudo, o tempo de
tratamento durou apenas trés semanas e foi realizado com uma dose fixa de
20mg/kg/dia.

Outro indice analisado neste estudo foi o intervalo entre o pico e o final da onda
T (Tp-e), que esta intimamente associado a dispersdo transmural da repolarizacao
do ventriculo esquerdo (Clemente et al., 2012). O Tp-e é um marcador independente
para o aumento do risco de morte subita e da ocorréncia de arritmias ventriculares

por reentrada (Panikkath et al., 2011), tanto em pacientes de alto risco quanto na
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populacdo em geral, mesmo quando ndo ha alteracdo no intervalo QT (Miki et al.,
2014) ou quando este ndo pode ser mensurado devido, por exemplo, ao
prolongamento da duracdo do complexo QRS (Panikkath et al., 2011).

Foi observado, no presente estudo, aumento do intervalo Tp-e nos animais do
grupo DMCar quando comparados ao do grupo ContVei, sugerindo que esse
aumento ocorre, também, como consequéncia do proprio diabetes mellitus tipo 2,
ocorréncia ja descrita na literatura (Tokatli et al., 2016). Esta alteracdo nao foi
revertida mesmo com o controle glicémico (Miki et al., 2014). Sendo assim, 0s
resultados deste trabalho sugerem que o tratamento com carqueja ndo € um agente
agravante da dispersao transmural da repolarizacado desencadeada pelo DM2.

Também foi avaliada, em nosso estudo, a frequéncia cardiaca dos animais nos
quatro grupos experimentais. Ela € determinada pelo intervalo RR, isto €, entre
ondas R consecutivas (Wallot et al., 2013), e é imprescindivel para a mensuracao
dos indices da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (Vanderlei et al., 2012). E
possivel haver reducdo ou aumento da frequéncia cardiaca em repouso nos
pacientes com DM2, e isso se deve a existéncia ou ndo de comprometimento do
SNA (Ewing et al., 1981). Em nossos resultados, os grupos DMVei e DMCar
realmente possuiram menor FC quando comparados aos controles, resultado

semelhante ao apresentado na literatura (Jacobson et al., 2007).

De forma similar, os resultados da média e mediana dos intervalos RR, que sao
0s primeiros resultados da VFC, corroboram o achado anterior de reducdo da FC
nos grupos diabéticos, jA que, em nosso estudo, os animais do grupo DMCar
apresentaram aumento da duracdo dos intervalos RR normais quando comparado
aos controles. Com relacdo aos parametros no dominio do tempo da VFC, tem-se
gue o SDNN representa o tonus simpéatico e vagal, enquanto o pNN5 e rMSSD estéo
relacionados a atividade parassimpatica (Vanderlei et al., 2009), no entanto, em
nosso estudo, ndo foi observado diferenca estatistica nesses parametros dentre 0s

guatro grupos experimentais analisados.

Ja no dominio da frequéncia, apresentam-se os indices VLF, LF, HF e LF/HF.
O componente de muita baixa frequéncia (VLF), que pode estar relacionado a
frequéncia respiratoria, a ativagdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona e as
oscilacbes do proprio sistema termorregulatério (Francis et al.,, 2000). O

componente de baixa frequéncia (LF) representa as atividades do sistema simpéatico
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e parassimpatico (Tarvainen et al., 2014), porém com predominio do simpatico
(Vanderlei et al., 2012), ao passo que o componente de alta frequéncia (HF) reflete

apenas a atividade do sistema parassimpatico (Tarvainen et al., 2014).

Apesar de existir, no grupo diabético tratado com veiculo (DMVei) uma
tendéncia & aumento do componente de baixa frequéncia (LF) e a reducdo do
componente de alta frequéncia (HF), ndo houve alteracdo significativa desses
indices em nosso estudo dentre os quatro grupos analisados. No entanto, de acordo
com a literatura, o0 DM2 reduz os parametros no dominio da frequéncia da VFC,
aumentando o risco cardiovascular dos portadores dessa doenca (Stuckey e
Petrella, 2013).

Todavia, observou-se em nossa pesquisa, aumento significativo do indice
simpatovagal (razdo LF/HF) no grupo DMVei quando comparado aos controles. Este
indice representa a contrarregulacao entre o sistema simpatico e parassimpatico que
ocorre de forma homeostatica, refletindo, portanto, o balanco autonémico (Vanderlei
et al.,, 2009). Resultado semelhante foi encontrado na literatura (Hari Babu e
Muralikrishnan, 2016), indicando disturbio autonémico promovido pelo préprio DM2.
O tratamento com 6leo essencial de carqueja, no grupo DMCar, reverteu 0 aumento
nesse indice, equiparando o valor dessa razdo ao observado nos controles,
sugerindo que a carqueja € capaz de promover uma recuperacdo no balanco
autonomico cardiovascular desencadeada pelo DM2 (De Angelis et al.,, 2007),

sugerindo seu potencial valor terapéutico.
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6. CONCLUSAO

Os resultados sugerem que:
- Ratos diabéticos desenvolvem disturbios de repolarizagcdo ventricular e

desbalan¢o autonémico;

- O Oleo essencial de carqueja ndo reverte as alteragcdes na repolarizacdo

ventricular observadas nos ratos diabéticos;

- A administracdo cronica de Oleo essencial de carqueja reverte o desbalanco

autondmico observado nos ratos diabéticos;

- O d6leo essencial prolongou a repolarizagdo ventricular de ratos nao-

diabéticos;

- Serd necessario realizar mais estudos para averiguar a seguranca e eficacia

dessa planta medicinal.
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