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Resumo



Introducéo: O infarto do miocérdio (IM) esta entre as principais causas de mortalidade no
mundo e, quando ndo evolui a 6bito, pode resultar em remodelacdo cardiaca e insuficiéncia
cardiaca. Estudos recentes com inibidores seletivos da proteina co-transportadora de sédio-
glicose tipo 2 (SGLT2), usados no tratamento de diabetes, sugerem possivel melhora de
agravo cardiovascular devido a atenuacdo da remodelacdo cardiaca. Os efeitos benéficos
podem ser devido as altera¢cGes no metabolismo energetico, glicemia, adiposidade visceral,
concentracdo sérica de insulina, pressdo sanguinea, estresse oxidativo, funcdo endotelial,
progressdo de doenca renal, e a possibilidade de modular beneficamente proteinas co-
transportadoras de célcio no coracdo. O presente estudo teve o objetivo de avaliar os efeitos
do inibidor da SGLT2 empagliflozina (EMP) sobre o coracdo de ratos submetido a
remodelacdo cardiaca induzida por IM. Métodos: Foram constituidos quatro grupos de ratos
Wistar machos: sem infarto (SHAM; n=22); sem infarto e com EMP (SHAM+EMP; n=22);
com infarto (IM; n=22); com infarto e com EMP (IM+EMP; n=22). EMP foi adicionada a
racdo na dose de 5 mg/kg/dia, durante 12 semanas. Dez dias apds o infarto e ao final do
periodo experimental foram realizados ecocardiogramas transtoracicos. Foi realizada analise
histoldgica para determinar o tamanho do infarto, fracdo colagena intersticial e tamanho dos
cardiomidcitos. As analises do estresse oxidativo, do metabolismo energético e a atividade
do complexo respiratério foram realizadas em miocardio do ventriculo esquerdo por
espectrofotometria. As comparacdes entre os grupos foram realizadas por ANOVA de duas
vias. A comparacdo entre o tamanho dos infartos foi realizada pelo teste t de Student. Para
analise de frequéncia de sinais clinicos foi usado o teste de Goodman. Resultados: Os
animais infartados tratados apresentaram maior consumo de ra¢do e agua e maior taxa
glicémica que os ratos infartados ndo tratados. No entanto, o peso corporal ndo foi diferente
entre os grupos ao final do estudo. A efuséo pleural foi observada em 50% dos ratos do grupo
IM e nenhum caso no grupo IM+EMP (p<0,01). A EMP né&o causou diferenga no tamanho
dos infartos, na fragcdo colagena intersticial e no diametro dos cardiomidcitos. Em relacéao as
variaveis ecocardiograficas, o tratamento com EMP reduziu o didmetro do atrio esquerdo
em animais infartados. As demais variaveis ndo mostraram diferenga estatistica com o
tratamento. O estresse oxidativo, avaliado pela concentracdo miocardica de hidroperoxido
de lipideo foi menor no grupo IM+EMP em relagdo ao grupo IM. No entanto, as enzimas
antioxidantes catalase, superoxido dismutase e glutationa peroxidase nao se alteraram com
a EMP. Nos grupos infartados, as enzimas do metabolismo energético lactato desidrogenase

e citrato sintase mostraram-se elevados, e a enzima beta hidroxiacil-CoA desidrogenase se
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mostrou reduzida. Nao houve diferenca significante entre os grupos infartados. O complexo
respiratorio I, 11 e ATP sintase ndo foi diferente entre os grupos infartados. Concluséo: No
modelo de infarto do miocardio em ratos ndo diabéticos, a empagliflozina diminui o
diametro do atrio esquerdo, melhora o estresse oxidativo e evita a ocorréncia de derrame

pleural que é um dos sinais de insuficiéncia cardiaca congestiva.

Palavras-chave: Infarto, remodelacéo cardiaca, estresse oxidativo, metabolismo
energético, SGLT2, empagliflozina.
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Abstract



Introduction: Myocardial infarction (MI) is one of the main causes of mortality worldwide
and, when it does not progress to death, it may result in cardiac remodeling and heart failure.
Recent studies with selective inhibitors of sodium-glucose cotransporter type 2 (SGLT2), a
drug indicated for diabetic patients, suggest a possible beneficial effects in cardiovascular
injury due to attenuation of cardiac remodeling. Among these effects include improvement
of energy metabolism, blood glucose, visceral adiposity, serum insulin concentration, blood
pressure, oxidative stress, endothelial function, renal disease progression, and calcium co-
transporter modulation in the heart. The aim of this study was to evaluate the effects of the
SGLT2 inhibitor empagliflozin (EMP) on the heart of rats undergoing cardiac remodeling
induced by MI. Methods: Wistar rats were divided into four groups: non-infarcted rats
(SHAM; n=22); non-infarcted rats with EMP (SHAM+EMP; n=22); infarcted rats (MI,
n=22); infarcted rats with EMP (MI+EMP; n=22). EMP was added to rat chow (5
mg/kg/day) for 12 weeks. Echocardiograms were performed ten days after infarction and at
the end of experiment. Histological analysis was performed to measure infarct size,
interstitial collagen fraction, and cardiomyocyte diameter. Analyzes of oxidative stress,
energy metabolism, and respiratory complex activity were performed in left ventricular
myocardium by spectrophotometry. Comparisons between groups were performed by two-
way ANOVA. Comparison between infarct sizes was performed using Student's t test. The
Goodman test was used for frequency analysis. Results: Treated infarcted animals showed
higher chow and water intake, and higher blood glucose than untreated infarcted rats.
However, body weight was not different between groups at the end of study. Pleural effusion
was observed in 50% of MI group rats and none of MI+EMP group (p<0.01). EMP caused
no difference in infarct size, interstitial collagen fraction, and cardiomyocyte diameter.
Echocardiogram showed that EMP reduced the left atrial diameter in infarcted animals.
Other echocardiographic variables showed no statistical difference between infarcted
groups. Myocardial lipid hydroperoxide concentration was lower in MI+EMP group
compared to MI group. However, antioxidant enzymes catalase, superoxide dismutase, and
glutathione peroxidase did not change with EMP. The energy metabolism enzymes lactate
dehydrogenase and citrate synthase were higher and beta hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
enzyme lower in infarcted groups compared to non-infarcted. However, there was no
significant difference between the infarcted groups. Respiratory complex I, Il, and ATP
synthase were not different between the infarcted groups. Conclusion: In myocardial

infarction model in non-diabetic rats, empagliflozin reduces the left atrial diameter, improves

Abstract 5



oxidative stress, and prevents pleural effusion, which is one of the signs of congestive heart

failure.

Key-words: Infarction, cardiac remodeling, oxidative stress, energy metabolism, SGLT2,

empagliflozin.
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1. Introducéo

As doencas cardiovasculares constituem as principais causas de morte no mundo
(Salim et al., 2020). No ano de 2019, nove milhGes foram causadas por doenca cardiaca
isquémica (World Health Organization, 2020). No Brasil, o infarto do miocardio alcangcou a
taxa de mortalidade de 80 pessoas a cada 100 mil habitantes (Secretaria de Vigilancia em
Saude, 2017), sendo responsavel pela principal causa de morte no pais.

O infarto do miocérdio é causado por isquemia prolongada que provoca, agudamente,
morte de miocitos (Thygesen et al., 2018). Apds o evento agudo, ocorrem alteracdes na
arquitetura ventricular que acometem tanto a regido infartada como regifes ventriculares que
ndo estiveram submetidas a isquemia. As alteracfes que se desenvolvem tardiamente sdo
conhecidas como remodelacdo cardiaca, definida por Cohn et al. (2000) como sendo as
alteracdes génicas, moleculares, celulares e intersticiais que se manifestam clinicamente
como modifica¢bes no tamanho, forma e fungéo do coracdo apos injdria cardiaca. Multiplos
fatores contribuem para o desenvolvimento e progressdo do processo de remodelagéo
cardiaca e disfuncdo ventricular, tais como altera¢cdes no metabolismo energético, proteinas
contrateis, transito intracelular de célcio, colageno intersticial, estresse oxidativo, ativacao
inflamatdria e neuro-hormonal, e morte celular (Azevedo et al., 2016; Aimo et al., 2020).

AlteracBes no metabolismo energético e aumento do estresse oxidativo ocupam papel
de destaque na fisiopatologia da remodelacéo pos-infarto do miocérdio. Essas anormalidades
podem resultar em menor eficiéncia contrétil e, entre outros efeitos, aumento do estresse
oxidativo (Azevedo et al., 2016). O estresse oxidativo decorre do aumento na geracdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e diminuicdo nas defesas antioxidantes, levando a
danos em acidos nucleicos, lipidios e proteinas, injdria da membrana celular e morte do
cardiomidcito (Altenhofer et al., 2015; Aimo et al., 2020).

Apesar de grandes avangos na prevencao e no tratamento da remodelagdo cardiaca,
a morbidade e mortalidade ap6s o infarto do miocardio ainda sdo elevadas. Portanto, ha
grande interesse na descoberta de novos farmacos que possam atuar na prevencdo e
tratamento da remodelagdo cardiaca pds-infarto (Lytvyn et al., 2017).

Os inibidores seletivos da proteina cotransportadora de sédio-glicose tipo 2 (SGLT2)
foram desenvolvidos para o tratamento do diabetes mellitus (Kaplan et al., 2018). A classe

dos inibidores da SGLT2 inclui a empagliflozina, canagliflozina, ipragliflozina,
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tofogliflozina e dapagliflozina (Fioretto et al., 2015; Saisho et al., 2020). A SGLT2 esta
situada no tabulo renal proximal, onde atua na reabsorcéo de glicose durante o processo de
filtracdo glomerular. Os inibidores da SGLT2 auxiliam no controle do diabetes por meio de
reducdo da reabsorc¢do renal de glicose com consequente glicosuria.

Foi observado no EMPA-REG OUTCOME Study (Zinman et al., 2015) que a adicdo
de empagliflozina a terapia padréo, de pacientes com diabetes mellitus tipo 2 e alto risco
para doenca cardiovascular, resultou em diminuicdo da mortalidade geral ou por doenca
cardiovascular e do risco de hospitaliza¢do por insuficiéncia cardiaca (IC). A melhora dos
desfechos foi observada tanto em pacientes com e sem IC a admissdo no estudo (Fitchett et
al., 2016). Surpreendentemente, os efeitos benéficos comecaram a se manifestar a partir de
trés meses do inicio do tratamento e se mantiveram por periodo maior que trés anos.

Diferentes efeitos benéficos dos inibidores da SGLT2 foram descritos como redugédo
de hiperglicemia, adiposidade visceral, concentracdo sérica de insulina, pressao sanguinea,
albumindria e estresse oxidativo; atenuacdo de disfuncdo endotelial; e reducéo da velocidade
de progressao de doenca renal (Neeland et al., 2016; Bertero et al., 2018; Minze et al., 2018;
Cowie et al., 2020; Heerspink et al., 2020). Entretanto, pareceu improvavel que modesta
melhora nos niveis glicémicos e lipidicos e no controle da pressdo arterial pudesse ter
contribuido significantemente para os beneficios cardiovasculares observados a partir de trés
meses do inicio do tratamento (Zinman et al., 2015; Mudaliar et al., 2016; Bertero et al.,
2018). Estudos prévios haviam sugerido que os inibidores da SGLT2 possuem efeitos renais,
independentes de reducdo da glicemia ou da pressao arterial, como reducao de albumindria
e modulacdo da hemodinamica renal (Gilbert, 2014; Thomas, 2014; Fitchett et al., 2016).
No entanto, somente apds os resultados do EMPA-REG OUTCOME Study foi sugerido que
a empagliflozina possa ter influéncia direta no sistema cardiovascular.

Atualmente, trés hipdteses procuram explicar a melhora dos desfechos
cardiovasculares da empagliflozina (Bertero et al., 2018): 1) efeito diurético (glicosuria)
associado a inibicdo da SGLT2 e subsequente reducdo da carga hemodinamica para o
ventriculo esquerdo (McMurray, 2016); 2) alteracdo no metabolismo cardiaco; e 3)
restauracdo da homeostase de célcio e sodio nos cardiomiocitos. Grande foco tem sido
colocado em relacéo ao papel da empagliflozina no metabolismo cardiaco (Mudaliar et al.,
2016).
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O coracéo saudavel obtém 95% de sua energia da fosforilacdo mitocondrial oxidativa
de &cidos graxos (60%) e carboidratos (40%) (Mudaliar et al., 2016; Glatz et al., 2020). No
coracdo insuficiente, assim como no organismo com diabetes, ocorre alteragdes no perfil das
contribuic6es dos substratos enérgeticos no metabolismo oxidativo miocardico (Labbe et al.,
2012; Opie et al., 2012; Glatz et al., 2020). Nessas condicGes, ocorre aumento na utilizagdo
de &cidos graxos em relacdo a glicose. Esse aumento do uso de acidos graxos eleva o custo
energético e reduz a eficiéncia cardiaca, aumentando assim o risco de disfung&o ventricular
(Mudaliar et al., 2016). O aumento da oxidacdo de acidos graxos também esta associado a
lipotoxicidade e a maior producdo de EROs com efeitos deletérios na funcdo mitocondrial e
outros processos celulares (Mudaliar et al., 2016).

Por mecanismo ainda ndo completamente esclarecido, a empagliflozina aumenta a
mobilizacdo e oxidacdo de lipideos no figado, o que resulta em aumento da cetogénese
(Suzuki et al., 2014; Yokono et al., 2014; Ferrannini et al., 2016). Acredita-se que este efeito
seja causado por aumento da concentracdo sérica de glucagon e reducdo da concentracéo de
insulina (Lytvyn et al., 2017). Consequentemente, no miocérdio ocorre reducdo do uso de
acidos graxos e aumento da utilizacdo de corpos cetdnicos, particularmente do J3-
hidroxibutirato, que apresenta maior eficiéncia metabdlica que a oxidacao de acidos graxos
(Ferrannini et al., 2016; Mudaliar et al., 2016). A captagdo miocardica de B-hidroxibutirato
é independente de insulina (Ferrannini et al., 2016). A concentragdo plasmatica de [-
hidroxibutirato aumenta em jejum e apds alimentacéo, tanto em individuos diabéticos como
voluntarios normais apds a administracdo de empagliflozina. Além de possuir maior
eficiéncia metabolica, a oxidagdo de B-hidroxibutirato aumenta a atividade anti-oxidativa in
vitro (Shimazu et al., 2013). A capacidade do miocéardio de consumir corpos cetdnicos
encontra-se preservada na IC (Aubert et al., 2016). Apesar de atrativa, ha questdes ainda ndo
respondidas em relacdo a esta hipotese como, por exemplo, se 0 aumento da oxidacgdo de
corpos cetdnicos € benéfico para o coracdo insuficiente e se a melhora do combustivel para
0 miocardio resulta em melhora da fungéo cardiaca.

Os resultados benéficos com os inibidores da SGLT2 permitiram levantar a hipotese
que esta classe de medicagédo possa ter efeitos protetores sobre o sistema cardiovascular
também na auséncia de diabetes como na presenca de IC como em situagdes de alto risco
cardiovascular (Lytvyn et al., 2017). Recentemente, dois grandes ensaios clinicos

investigaram o impacto da inibi¢do da SGLT2 em pacientes com IC. Os estudos DAPA-HF
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com a dapagliflozina (McMurray et al., 2019) e EMPEROR-Reduced com empagliflozina
(Packer et al., 2020) observaram reducdo do desfecho combinado morte cardiovascular ou
hospitalizacdo por IC, em pacientes com IC de fracdo de ejecdo reduzida, com ou sem
diabetes mellitus.

Poucos investigadores avaliaram as a¢Oes dos inibidores da SGLT2 sobre o processo
de remodelacao cardiaca experimental. Em peixes-zebra com IC, a empagliflozina atenuou
as alteracdes cardiacas estruturais e morfoldgicas (Shi et al., 2017). Em ratos com infarto do
miocardio, a dapagliflozina reduziu o estresse oxidativo e atenuou a infiltracdo de
miofibroblastos dentro de um més pds-infarto (Lee et al., 2017). Santos-Gallego et al. (2019)
induziram infarto agudo do miocardio em porcos e trataram com empagliflozina por dois
meses. Os autores observaram melhora de variaveis estruturais e funcionais do ventriculo
esquerdo, bem como efeito benéfico no estresse oxidativo e no metabolismo energético do
miocardio.

Dessa forma, sdo escassos 0s estudos que avaliaram os efeitos de inibidores da
SGLT2 sobre parametros de fungdo ventricular apds processo de remodelagdo cardiaca.
Portanto, para melhor interpretar os resultados clinicos e caracterizar os efeitos da inibicao
sobre o sistema cardiovascular, ha necessidade de estudos que avaliem 0s mecanismos

envolvidos nos efeitos da inibicdo da SGLT2 sobre o processo de remodelacao cardiaca.
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Objetivo



O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da empagliflozina sobre o coracéo de
ratos submetidos a processo de remodelagédo cardiaca induzida por infarto do miocardio.
Especificamente, foram avaliados as estruturas e fungéo cardiaca, os marcadores do estresse

oxidativo e 0 metabolismo miocérdico.
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Foram utilizados ratos Wistar, machos, com peso corporal entre 200 e 250 gramas,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista, UNESP, Campus de
Botucatu. O projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Faculdade
de Medicina de Botucatu, UNESP.

Cento e dezenove animais foram submetidos a cirurgia, sendo 44 para a cirurgia sem
infarto (grupos SHAM) e 75 para a cirurgia com infarto (IM).

O IM foi realizado de acordo com o método previamente descrito em nosso
laboratorio (Martinez et al., 2011). Em resumo, os ratos foram anestesiados com cloridrato
de cetamina (60 mg/kg) e morfina (5 mg/kg) por via intraperitoneal e submetidos a
toracotomia lateral esquerda. Apos exterioriza¢do do coracgdo, o atrio esquerdo foi afastado
e a artéria descendente anterior esquerda ligada com fio mononylon 5.0 entre a saida da
artéria pulmonar e o atrio esquerdo. Posteriormente, o coracdo foi reposicionado no térax,
os pulmdes inflados com pressédo positiva e o torax fechado por sutura. Durante a cirurgia,
os animais foram ventilados manualmente com oxigénio. Os ratos pertencentes ao grupo
controle (SHAM) foram submetidos ao mesmo procedimento cirtrgico, porém sem ligacdo
da artéria coronaria, responsavel pela producdo do infarto. A principio foram constituidos

dois grupos de animais: SHAM e infarto do miocéardio (IM).

Tratamento no P6s-operatorio

Houve observacdo da recuperacao dos ratos por 8 h durante o periodo pos-operatorio
imediato. No periodo pds-operatorio, a dor foi tratada por administracdo de analgésicos
dipirona sodica (300 mg/kg, misturada a dgua de beber) e tramadol (5 mg/kg, por via
intraperitoneal, a cada 8 h), durante 72 h apds a cirurgia.

Dez dias ap6s a cirurgia, foi realizado ecocardiograma transtoracico para avaliar o
tamanho do infarto. Ratos com infartos pequenos (menor de 30%) foram excluidos do
estudo. A seguir, os ratos foram subdivididos em quatro grupos: 1) SHAM (n=22) - recebeu
ragcdo comercial e agua ad libitum; 2) SHAM + empagliflozina (SHAM+EMP, n=22) —
recebeu racdo comercial com empagliflozina e agua ad libitum; 3) IM (n=22) - recebeu ragao
comercial e agua ad libitum; e 4) IM + empagliflozina (IM+EMP, n=22) — recebeu ragédo
comercial com empagliflozina e agua ad libitum. Os ratos dos grupos SHAM+EMP e

IM+EMP receberam, diariamente, o inibidor da proteina cotransportadora de sédio-glicose
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tipo 2 empagliflozina (Boehringer-Ingelheim), na concentracao de 5 mg/kg/dia adicionada a
racéo, por 12 semanas.

Os animais foram alojados em gaiolas individuais e mantidos em ambiente com
temperatura (24+2° C) e fotoperiodo (ciclos 12/12 h claro/escuro) controlados. O consumo
de racdo e agua foram mensuradas duas vezes na semana para calcular o consumo médio
diario. Ao final do periodo experimental, os ratos foram submetidos ao procedimento de

eutandsia por dose elevada de tiopental (120 mg/kg, por via intraperitoneal).

Estudo Ecocardiografico

Ecocardiogramas foram realizados 10 dias ap0s a cirurgia para inducgédo do IM e ao
final do periodo experimental, de acordo com método previamente descrito (Gomes et al.,
2016; Guizoni et al., 2016; Gimenes et al., 2018). Os ratos foram sedados com cloridrato de
cetamina (50 mg/kg, i.p.) e cloridrato de xilazina (1 mg/kg, i.p.). Apds tricotomia da regido
anterior do térax, os animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo. Foi utilizado
0 equipamento modelo Vivid S6 (General Electric Medical Systems, Israel) equipado com
transdutor multifrequencial de 5,0-11,5 MHz. Para realizar as medidas estruturais do
coracdo, foram obtidas imagens em modo monodimensional (modo-M) orientado pelas
imagens em modo bidimensional, com o transdutor em posicdo para-esternal, eixo menor.
A avaliacdo do ventriculo esquerdo (VE) foi realizada posicionando o cursor do modo-M
logo abaixo do plano da valva mitral no nivel dos musculos papilares. As imagens da aorta
e do atrio esquerdo foram obtidas posicionando o cursor do modo-M ao nivel do plano da
valva aortica. As imagens obtidas no modo-M foram registradas em impressora modelo UP-
895 (Sony, Japan). Posteriormente, as estruturas cardiacas foram medidas, manualmente,
com um paquimetro (Mitutoyo, Japan). As seguintes estruturas foram medidas: didmetros
diastélico (DDVE) e sistélico (DSVE) do VE; espessura diastolica da parede posterior do
VE (EDPP) e do septo interventricular (EDSIV), e didmetros da aorta (AO) e do atrio
esquerdo (AE). A espessura relativa do VE (ERVE) foi calculada dividindo-se a EDPP
multiplicada por dois pelo DDVE. A massa do VE (MVE) foi calculada pela férmula
[(DDVE+EDPP+EDSIV)*~(DDVE)3]x1,04, onde 1,04 representa a densidade especifica do
miocardio. O indice de MVE (IMVE) foi calculado normalizando a MVE para 0 peso
corporal. A funcéo sistolica do VE foi avaliada pelos seguintes indices: 1) porcentagem de
encurtamento endocardico (% enc. endo) [(DDVE-DSVE)/DDVE]x100; 2) velocidade de
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encurtamento da parede posterior (VEPP), que ¢é a tangente maxima do movimento sistolico
da parede posterior. A funcéo diastolica do VE foi avaliada pelos seguintes indices: 1) pico
de velocidade do enchimento diastolico inicial (onda E); 2) pico de velocidade do
enchimento diastdlico tardio (onda A); 3) razdo entre as ondas E e A (E/A); 4) tempo de
desaceleracdo da onda E (TDE); 3) tempo de relaxamento isovolumétrico em valores
absolutos (TRIV) e normalizados pela frequéncia cardiaca (TRIVN=TRIV/R-R%%). A
avaliacdo conjunta da funcdo diastélica e sistdlica do VE foi realizada pelo indice de
desempenho miocérdico, também conhecido por indice de Tei (soma do tempo de contracdo
isovolumétrica e TRIV, dividido pelo tempo de ejecdo do VE). O estudo foi complementado
pela avaliacdo por Doppler tissular dos deslocamentos sistdlico (S), diastdlico inicial (E’) e
tardio (A’) do anel mitral (média aritmética das velocidades de deslocamento das paredes

lateral e septal), e pela razdo entre as ondas E e E’ (E/E’).

Mensuracdo da Glicemia

As mensuracgdes da glicemia foram realizadas aos quatro, oito e doze semanas do
periodo experimental. As coletas de sangue foram realizadas durante o ciclo claro do
biotério, sempre no mesmo horério, e os ratos com livre acesso a racdo e agua. Uma gota de
sangue era obtida da cauda do animal e aplicada na fita de medicdo de glicose G-423S da

Bioland, e a leitura era realizada no aparelho da marca Bioland modelo G-500.

Coleta de Tecidos para Analise

Um dia ap0s a realizacao do ecocardiograma, os animais foram pesados e, a seguir,
eutanasiados com injecdo intraperitoneal de tiopental com dose elevada (120 ml/kg) seguido
por decapitacdo. Apos a coleta de sangue, o coracdo foi retirado por toracotomia mediana.
Os atrios, o ventriculo direito (VD) e o ventriculo esquerdo (VE), incluindo o septo, foram
dissecados e pesados separadamente. Apds a pesagem, as amostras do coracdo foram
congeladas em nitrogénio liquido e conservados a -80° C. O sangue foi centrifugado a 4° C;
amostras de soro foram separadas e armazenadas a -80° C até o0 momento das dosagens.

Posteriormente, foram coletados e pesados os pulmdes para avaliar grau de congestao
pulmonar. Os pulmdes e fragmentos do figado, VE, VD e atrios foram pesados antes e ap6s
desidratacdo em estufa a 65° C por 72 horas para avaliar o grau de edema dos tecidos
(Martinez et al., 2011).
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Andlise Histologica

Para andlise da area de infarto, amostras anelares do VE foram fixadas em solugéo
de formol a 10% por 24 h e, a seguir, lavadas em &gua corrente e transferidas para solugédo
com etanol 70%. Para o calculo do tamanho do infarto, foi realizado corte do VE na distancia
de 5 a 6 mm do apice. Os valores obtidos nessa regido correspondem a media dos valores
obtidos em cortes de todo coracdo (Martinez et al., 2011). Os cortes histolégicos foram
corados em laminas com picrosirius red e examinados em microscopio Leica DM LS
acoplado a camera de video, que envia imagens digitais a um computador dotado do
programa Image Pro-plus (Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). O tamanho
do infarto foi determinado pela razdo entre a soma dos comprimentos epicardico e
endocérdico do segmento infartado e a soma das circunferéncias epicérdica e endocardica
totais. O valor estd expresso em porcentagem do VE.

Para a mensuracao da fracdo de colageno foram utilizadas as mesmas laminas acima
coradas com picrosirius red analisando a regido do corte ndo infartada. Foram fotografadas
20 regides diferentes de cada amostra utilizando a objetiva 40X do microscépio Leica DM
LS. A quantificacdo foi realizada com o programa Image Pro-plus (Media Cybernetics,
Silver Spring, Maryland, USA). Utilizando a funcdo “count/size”, era selecionada a regido
corada em vermelho que representava o colageno. O programa, automaticamente, calculava
a fracdo colagena instersticial miocérdica.

O trofismo miocardico do VE foi avaliado por morfometria utilizando o tecido
congelado da regido ndo infartada. Para o preparo das ldminas histologicas, as amostras de
tecido foram transferidas para camara de micrétomo criostato (-20° C), onde permaneceram
por 20 a 30 min para estabelecimento do equilibrio termico. Os blocos de tecido muscular
foram, entdo, fixados em suportes metalicos do criostato (JUNG CM 1800 - Leica) por
pequenas quantidades de adesivo (OCT - Tissue Tek Compound) e orientados de modo que
os cortes fossem feitos transversalmente a direcéo das fibras. Os cortes foram corados pelo
método de hematoxilina e eosina. O didmetro dos cardiomidcitos foi avaliado com o auxilio
de microscopio, como previamente descrito. Em cada lamina, foram utilizados 150 a 200
cardiomiécitos e as medidas foram realizadas no menor diametro passando pelo ndcleo.
Todas as anélises histologicas foram realizadas no software Image Pro-plus, descrito acima,

e por um mesmo examinador cego ao tratamento (Martinez et al., 2011; Gomes et al., 2016).
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Avaliacdo do Estresse Oxidativo

Amostras do miocéardio do VE (cerca de 100 mg) foram descongeladas e
homogeneizadas em Potter Elvehjem, com pistilo de teflon, com 5 mL de tampao fosfato de
sodio 0,1 M, pH 7,0. Os homogenatos foram centrifugados a 9.000 g por 15 min, em
centrifuga refrigerada a 4° C. O sobrenadante foi utilizado para determinacdo de proteinas
totais e analise de atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPX) e catalase (CAT) (Lowry et al., 1951). As leituras
espectrofotométricas foram realizadas no espectrofotdmetro Pharmacia Biotech (com
software Swift Il, England) e em leitor de microplaca (uQuant-MQX 200 com KC Junior
software, Bio-TeK Instruments, USA) (Rosa et al., 2016). Todos os reagentes foram de
procedéncia da Sigma- Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Quantificacdo de hidroperdxido de lipidio

Parte do sobrenadante obtido para anélise de atividade das enzimas antioxidantes foi
utilizado para quantificacdo de hidroperdxido de lipidio. Através da oxidagdo do sulfato
ferroso amoniacal (Fe2+) na presenca de alaranjado de xilenol, acido sulfurico e butilato
hidroxitolueno (BHT) em metanol a temperatura ambiente. O Fe3+ reage com o alaranjado
de xilenol e forma crombgeno, cuja intensidade de coloragdo foi medida
espectrofotometricamente (Jiang et al., 1991).

Avaliagdo do Metabolismo Energético no Miocardio

Amostras do VE (aproximadamente 100 mg) foram coletadas e imediatamente
estocadas a -80° C. O tecido foi homogeneizado em tampéo fosfato de sédio (0,1 M; pH 7,0)
com auxilio de homogeneizador tipo Potter Elvehjem, com pistilo de teflon. O
homogeneizado foi centrifugado a 12.000 g, durante 15 min, a -4° C (Pereira et al., 1998). O
sobrenadante foi utilizado para determinar a atividade das enzimas do metabolismo
energético e complexos enzimaticos respiratorios. O metabolismo energético foi analisado
através das seguintes enzimas reguladoras de vias metabdlicas: fosfofrutoquinase
(marcadora da glicdlise), lactato desidrogenase (associada ao metabolismo anaerobio),

citrato sintase (importante reguladora do metabolismo aerobio e controladora do fluxo de
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metabolitos através do ciclo do 4acido citrico) e a PB-hidroxiacil-CoA desidrogenase
(reguladora da p-oxidacdo de &cidos graxos). A atividade da fosfofrutoquinase foi
determinada na presenca de aldolase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, triose
isomerase, ATP e frutose-6-fosfato, e quantificada pela oxidagcdo do NADH. A atividade da
lactato desidrogenase foi determinada segundo técnica de Wilkinson utilizando o método
UV otimizado, no qual foi medida a velocidade de consumo de NADHy>, que foi proporcional
a atividade da enzima presente na amostra. A atividade da citrato sintase foi determinada a
412 nm em tampéo tris-HCI 50 mM, pH 8,0, contendo acetil-CoA, DTBN (dithiobis-2-
nitrobenziato) e oxaloacetato. A atividade da p-hidroxiacil-CoA desidrogenase foi

determinada em meio contendo acetoacetil-CoA e NADH, o qual teve sua oxidacdo medida.

Analise da Funcao Mitocondrial por Meio da Atividade dos Complexos Respiratérios

Os pellets da primeira centrifugacdo do tecido cardiaco foram suspensos em tampao
fosfato de sodio 0,1 M contendo 250 mM de sacarose, 2 mM de EDTA e 250 mM de manitol,
centrifugados e ressuspensos, no qual se determinou a atividade da NADH-desidrogenase
(complexo 1), succinato desidrogenase (complexo Il) e ATP sintase.

A atividade da NADH-desidrogenase (complexo 1) foi determinada segundo o
método descrito por Singer (1974) por meio da velocidade de consumo de NADH, a 340
nm, em tampdo fosfato de sédio (80 mM, pH 7,4) e EDTA (50 mM). A atividade da
succinato desidrogenase (complexo 1) foi determinada no sistema de reacéo constituido por
tampdo fosfato de potassio (50 mM, pH 7,4) na presenca de succinato de sédio (10 nM),
fenazina metassulfato (0,36 mM) e diclorofenolindofenol (12 mM). As leituras foram
obtidas a 340 nm, de acordo com o método descrito por Fischer et al. (1985). A atividade da
ATP sintase foi determinada em tampdo tris-HCI na presenca de cloreto de magnésio,
NADH, fosfoenolpiruvato, ATP e lactato desidrogenase. As leituras foram realizadas a 340
nm. Todas as leituras foram realizadas em leitor de microplaca (uQuant-MQX Bio-Tech
Instruments, Winooski, VT, USA) com controle através do Software Gen5 2.0 (Bio-Tech
Instruments, Winooski, VT, USA). Todos os reagentes foram de procedéncia da Sigma (St.
Louis, USA).

As andlises descritas nesta secdo foram realizadas no Laboratério de Pesquisa do
Departamento de Quimica e Bioquimica do Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP,

sob orientacdo da Prof?. Associada Ana Angélica H. Fernandes.
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Analise Estatistica

Os resultados séo apresentados em média e desvio padrdo ou mediana e percentis. A
comparacao entre os grupos foi realizada por anélise de variancia de duas vias (ANOVA)
complementada pelo teste de Student-Newman-Keuls. O tamanho do infarto foi comparado
pelo teste t de Student para amostras independentes. Para comparar as frequéncias foi usado

o teste de Goodman. O nivel de significancia considerado foi de 5%.
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Resultados



Entre os animais do estudo, nenhum caso de morte foi observado naqueles que foram
submetidos a cirurgia sem obstrucdo coronariana. Por outro lado, nos animais que sofreram
infarto, 27 morreram durante o procedimento cirargico ou no periodo pés-operatério de 48
horas. Dos 48 ratos sobreviventes com infarto, quatro foram descartados por nao
apresentarem, ao ecocardiograma inicial, infarto acima de 30% do ventriculo esquerdo.

Durante o periodo de seguimento, os grupos IM e IM+EMP apresentaram quatro e
cinco mortes, respectivamente. Nenhum obito foi observado nos grupos sem infarto. A

Figura 1 mostra a porcentagem de ratos sobreviventes no decorrer do tratamento.
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Figura 1. Porcentagem de ratos que sobreviveram no decorrer do tratamento; SHAM: sem
infarto e sem medicamento; SHAM+EMP: sem infarto e com empagliflozina;
IM: infarto do miocardio sem tratamento; IM+EMP: infarto do miocardio com

empagliflozina.

Durante o periodo experimental foram registrados os consumos de alimento, agua,

peso corporal e glicemia. A Tabela 1 apresenta o consumo médio diario de racdo durante as
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12 semanas de tratamento. No primeiro més, o grupo SHAM+EMP passou a consumir mais
alimento. A partir do segundo més, 0s grupos que consumiam racao com medicamento
passaram a consumir mais. No final do periodo de tratamento os grupos continuavam

consumindo mais e também o grupo 1M passou a consumir mais em relagdo ao grupo SHAM.

Tabela 1. Consumo didrio médio de racdo (g) durante o periodo de tratamento
SHAM SHAM+EMP IM IM+EMP
42semana  27,8(23,2-28,0) 30,7 (28,8-31,4)*  28,0(26,8-29,5) 29,6 (27,1-31,8)
8*semana  24,8(23,3-26,9)  28,9(28,1-30,4)* 257 (24,9-26,9) 28,8 (27,7-31,1)°
122 semana 24,7 +1,38 30,1 £ 2,00* 27,0+ 1,36* 30,5 +1,52¢

Dados expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75%. SHAM: sem
infarto e sem medicamento; SHAM+EMP: sem infarto e com empagliflozina; IM: infarto do
miocardio sem tratamento; IM+EMP: infarto do miocardio com empagliflozina. Andlise
estatistica; ANOVA de duas vias com pos teste de Student-Newman-Keuls. *: p<0,05 vs.
SHAM; §: p<0,05 vs. IM.

Na Tabela 2 esta apresentado o consumo médio diario de &gua durante as 12 semanas
de tratamento. Em todo periodo experimental os grupos que consumiram o medicamento,
SHAM+EMP e IM+EMP, ingeriram mais agua em relacdo aos grupos sem medicamento,
SHAM e IM.

Tabela 2. Consumo diario médio de agua (mL) durante o periodo de
tratamento

SHAM SHAM+EMP IM IM+EMP
4%semana 411 (37,5-43,1) 48,6 (45,0-55,3)* 42,2 (41,1-44,2) 52,8 (42,8-58,6)°
8%semana 36,2 (33,4-38,4) 43,2 (40,2-45,4)* 36,8 (35,7-37,6) 42,7 (39,7-46,1)3

12% semana 37,8+3,17 42,7 + 3,80* 38,8 +2,13 44,8 + 5,308
Dados expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75%. SHAM: sem
infarto e sem medicamento; SHAM+EMP: sem infarto e com empagliflozina; IM: infarto do
miocardio sem tratamento; IM+EMP: infarto do miocardio com empagliflozina. Analise
estatistica: ANOVA de duas vias com pds teste de Student-Newman-Keuls. *: p<0,05 vs.
SHAM; §: p<0,05 vs. IM.

A Tabela 3 mostra a glicemia durante o periodo de tratamento. Na 42 semana 0 grupo
IM+EMP apresentou um valor mais elevado ao comparar com 0s outros grupos. Na 82
semana, 0s grupos tratados com empagliflozina, SHAM+EMP e IM+EMP, estavam mais
elevados, e o grupo IM teve reducdo na glicemia em relacdo ao grupo SHAM. Na semana

final de tratamento os grupos com tratamento com a empagliflozina (SHAM+EMP e
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IM+EMP) apresentaram valores mais elevados em relacdo aos grupos SHAM e IM,

respectivamente.

Tabela 3. Glicemia (mg/dL) durante o periodo de tratamento

SHAM SHAM+EMP IM IM+EMP
4%semana 105 (98-110) 107 (98-110) 109 (99-116) 112 (109-123) #
8% semana 97 (91-106) 110 (100-118)* 93 (88-100)* 106 (98-114)
12%semana 93 (87-102) 116 (103-138)* 95 (90-102) 109 (100-161)

Dados expressos em mediana e percentis 25 e 75%. SHAM: sem infarto e sem medicamento;
SHAM+EMP: sem infarto e com empagliflozina; IM: infarto do miocérdio sem tratamento;
IM+EMP: infarto do miocéardio com empagliflozina. Andlise estatistica: ANOVA de duas
vias com pos teste de Student-Newman-Keuls. *: p<0,05 vs. SHAM; #: p<0,05 vs.
SHAM+EMP; §: p<0,05 vs. IM.

A Tabela 4 apresenta os valores do peso corporal (PC) dos ratos antes da cirurgia e
durante o periodo experimental. Ndo houve diferenca entre os grupos no inicio e ao final do
periodo de estudo. Duas semanas apés a inducdo do infarto do miocardio, o PC dos grupos
IM e IM+EMP era maior em relacdo aos respectivos controles. Apos 4 semanas, o grupo IM
ainda se mantinha maior que o grupo SHAM e IM+EMP. Na 8% semana e ao final do estudo,
0 PC ndo se mostrou diferente entre os grupos. A Figura 2 ilustra a evolucdo do PC durante

o0 periodo experimental.

Tabela 4. Progressao de peso corporal (g) dos ratos durante o periodo experimental

SHAM  SHAM+EMP IM IM+EMP
Antes da cirurgia de inducdo do IM 200+ 21 200 £ 15 211+ 15 209+ 19
Duas semanas de pés-operatdrio 239+21 240+ 19 258 + 26* 257 + 25%
4% semana de tratamento 373+31 363 + 27 397 + 35* 368 + 30°
8" semana de tratamento 417 + 41 416 + 41 443 + 44 420 + 43
122 semana de tratamento 461 + 48 470 +50 495 + 54 464 + 40

Dados expressos em média e desvio padrdo. SHAM: sem infarto e sem medicamento; SHAM+EMP: sem infarto e com
empagliflozina; IM: infarto do miocardio sem tratamento; IM+EMP: infarto do miocardio com empaglifiozina. Analise
estatistica: ANOVA de duas vias com pos teste de Student-Newman-Keuls. *: p<0,05 vs. SHAM; #: p<0,05 vs. SHAM+EMP;
8: p<0,05 vs. IM.
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Figura 2. Progressdo de peso corporal (g) dos ratos durante o periodo experimental: SHAM:
sem infarto e sem medicamento; SHAM+EMP: sem infarto e com empagliflozina;
IM: infarto do miocardio sem tratamento; IM+EMP: infarto do miocardio com
empagliflozina. Anélise estatistica: ANOVA de duas vias com pos teste de
Student-Newman-Keuls. *: SHAM vs. IM (p<0,05); #: SHAM+EMP vs.
IM+EMP (p<0,05); §: IM vs. IM+EMP (p<0,05).

Na Tabela 5 estdo apresentadas as variaveis estruturais cardiacas, e nas Tabelas 6, 7
e 8 as varidveis funcionais do VE, obtidas por ecocardiograma ao final do periodo
experimental. Os animais que apresentaram freqiiéncia cardiaca acima de 330 batimentos
por minuto foram excluidos do estudo ecocardiografico, devido a dificuldade de analisar as
variaveis estruturais e funcionais cardiacas nessa condigdo. Assim, no estudo
ecocardiografico, foram analisados 16 animais em cada um dos grupos SHAM e 13 animais
em cada um dos grupos IM.

Os grupos com infarto mostram dilatacdo do VE e do atrio esquerdo e aumento da
espessura e massa do VE em relacéo aos respectivos controles. O diametro diastolico do VE

e a massa do VE foram menores no grupo SHAM+EMP em relagéo ao grupo SHAM. Em
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relacdo ao atrio esquerdo, a empagliflozina mostrou efeito benéfico por diminuir o seu
diametro no grupo IM+EMP vs. IM.

Funcionalmente, os grupos infartados apresentaram disfuncdo sistélica do VE,
caracterizada pela reducdo da porcentagem de encurtamento endocardico, da velocidade de
encurtamento da parede posterior e da fracdo de ejecdo. Observa-se também
comprometimento da performance miocardica global (aumento do indice de Tei). A
empagliflozina ndo causou melhora da funcdo sistdlica e da performance miocérdica do VE.
Em relacéo a funcéo diastolica, o infarto causou aumento do tempo de desacelera¢éo da onda
E mitral e do TRIV normalizado, e a empagliflozina ndo foi capaz de melhorar esses indices.
A avaliacdo funcional com o Doppler tissular também mostrou, nos grupos com infarto,
disfungdes sistolica (ondas S menores) e diastdlica (ondas E' menores, ondas A' menores e
relacdo E/E' média aumentadas). A empagliflozina ndo foi capaz de melhorar esses indices.

A Tabela 9 mostra as variaveis corporais e cardiacas dos quatro grupos. As variaveis
PC, VD, arelacdo VD/PC e 0s pesos umido/seco dos atrios, pulméo e figado néo diferiram
entre os grupos. A massa do VE e dos atrios e o conteido de 4gua do VE foram maiores nos
grupos infartados. O peso Umido/seco do VD foi menor no grupo SHAM+EMP em relacdo
aos grupos SHAM e IM+EMP.

A Tabela 10 mostra a frequéncia de sinais clinicos e patologicos de IC nos ratos
infartados. O grupo tratado com o medicamento apresentou frequéncia inferior de efuséo
pleural. N&o houve diferenca significante entre os grupos na freqliéncia de taquipneia,

trombo no atrio esquerdo, congestao hepatica e ascite.
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Tabela 5. Avaliacao ecocardiografica final dos pardmetros estruturais do coracao

SHAM (n=16) SHAM+EMP (n=16) IM (n=13) IM+EMP (n=13)
PC (q) 462 + 36 463 + 34 508 + 56* 468 + 42§
DDVE (mm) 8,49 (7,90-8,58) 7,91 (7,74-8,09)* 10,5 (9,73-10,8)* 10,3 (9,42-11,1)#
DDVE/PC (mm/kg) 17,8 (16,7-19,1) 16,8 (16,5-18,2) 20,3 (18,6-23,1)* 22,4 (20,2-24,2)#
DSVE (mm) 4,05 (3,72-4,64) 3,80 (3,13-4,18) 8,34 (7,66-8,63)* 7,97 (6,91-8,88)#
EDPP (mm) 1,41 (1,39-1,45) 1,43 (1,39-1,45) 1,78 (1,67-2,06)* 1,74 (1,58-2,06)#
EDSIV (mm) 1,42 (1,41-1,45) 1,43 (1,41-1,45) 1,70 (1,60-1,84)* 1,58 (1,45-1,76)#
AO (mm) 4,10 (4,01-4,16) 4,06 (4,01-4,16) 3,83 (3,72-3,94)* 3,94 (3,83-3,94)#
AE (mm) 5,68 (5,47-5,89) 5,57 (5,47-5,69) 8,10 (7,01-8,43)* 6,79 (6,06-7,65)8
AE/AO 1,37 (1,33-1,43) 1,38 (1,32-1,41) 2,11 (1,78-2,24)* 1,72 (1,53-1,92)#8

AE/PC (mm/kg)
Massa VE (g)

indice MVE (g/kg)

12,1 (11,6-13,4)
0,84 (0,78-0,90)
1,78 (1,66-1,94)

11,9 (11,5-12,6)
0,77 (0,74-0,81)*
1,71 (1,59-1,81)

15,6 (13,0-18,0)*
1,67 (1,45-1,86)*
3,46 (2,85-3,86)*

14,8 (12,5-16,5)#
1,54 (1,30-1,78)#
3,47 (2,75-3,70)#

Dados expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75%. SHAM: sem infarto e sem
medicamento; SHAM+EMP: sem infarto e com empagliflozina; IM: infarto do miocardio sem tratamento;
IM+EMP: infarto do miocardio com empagliflozina. PC: peso corporal; DDVE e DSVE: diametros diastolico e
sistolico do VE; EDPP: espessura diastolica da parede posterior do VE; EDSIV: espessura diastdlica do septo
interventricular; AO: diametro da aorta; AE: diametro do atrio esquerdo. Andlise estatistica: ANOVA de duas
vias com pos teste de Student-Newman-Keuls. *: p<0,05 vs. SHAM; #: p<0,05 vs. SHAM+EMP; §: p<0,05 vs.

IM.

Tabela 6. Avaliacdo ecocardiogréafica final da funcéo sistdlica do ventriculo esquerdo

SHAM (n=16) SHAM+EMP IM (n=13) IM+EMP (n=13)
(n=16)
FC (bpm) 261+ 25 254 + 29 257 + 26 253 + 28
% enc.endo 50,3 + 4,66 53,5 + 6,49 20,7 + 3,86* 22,6 + 6,95#

VEPP (mm/s)
Tei
FE

41,5 (39,9-44,7)
0,44 (0,41-0,55)
0,88 (0,84-0,90)

41,9 (39,5-47,9)
0,45 (0,40-0,51)
0,89 (0,86-0,93)

25,9 (21,8-33,9)*
0,73 (0,63-0,84)*
0,50 (0,44-0,55)*

24,2 (22,9-31,7)#
0,76 (0,65-0,85)#
0,56 (0,42-0,63)#

Dados expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75%. SHAM: sem infarto e sem
medicamento; SHAM+EMP: sem infarto e com empagliflozina; IM: infarto do miocérdio sem tratamento;
IM+EMP: infarto do miocardio com empagliflozina. FC: frequéncia cardiaca; % enc.endo: porcentagem de
encurtamento endocérdico; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior; Tei: indice de
performance miocardica; FE: fracdo de ejecdo. Analise estatistica: ANOVA de duas vias com pds teste de
Student-Newman-Keuls. *: p<0,05 vs. SHAM; #: p<0,05 vs. SHAM+EMP.
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Tabela 7. Avaliacdo ecocardiografica final da fungéo diastolica do ventriculo esquerdo

SHAM (n=16)

SHAM+EMP (n=16)

IM (n=13)

IM+EMP (n=13)

E mitral (cm/s)
A mitral (cm/s)

E/A

TDE (ms)
TRIV (ms)
TRIVn (ms)

72,5 (68,0-81,0)
455 (38,5-55,3)
1,54 (1,51-1,80)
26,0 (24,5-30,0)
48,0 (42,8-56,0)
57,2 (49,6-60,3)

75,0 (73,3-79,5)
43,5 (38,5-47,5)
1,75 (1,53-1,87)
26,0 (22,5-26,0)
49,0 (43,0-51,5)
51,2 (48,2-53,3)*

76,0 (72,5-104)
48,0 (16,5-53,8)
1,52 (1,33-6,22)
30,0 (28,0-35,0)*
45,0 (30,0-48,8)
64,8 (59,1-69,7)*

76,0 (71,0-85,0)
45,0 (36,0-56,5)
1,49 (1,34-2,10)
33,0 (30,0-37,0)#
55,0 (43,0-60,0)
70,7 (60,6-76,3)#

Dados expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75%. SHAM: sem infarto e sem
medicamento; SHAM+EMP: sem infarto e com empagliflozina; IM: infarto do miocardio sem tratamento;
IM+EMP: infarto do miocéardio com empagliflozina. E/A: razdo entre picos de fluxo de enchimento inicial
(onda E) e da contragéo atrial (onda A) do fluxo transmitral; TDE: tempo de desaceleracéo da onda E mitral;
TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; TRIVn: TRIV normalizado pela frequéncia cardiaca. Analise
estatistica: ANOVA de duas vias com pos teste de Student-Newman-Keuls. *; p<0,05 vs. SHAM; #: p<0,05

vs. SHAM+EMP.

Tabela 8. Avaliacao das funcdes sistolica e diastdlica do ventriculo esquerdo pela Doppler-
ecocardiografia tissular

SHAM (n=16) SHAM+EMP (n=16) IM (n=13) IM+EMP (n=13)

S lateral 3,78+0,37 3,71+0,34 2,83 +0,40* 2,93 + 0,46#

S septal 3,69 + 0,37 3,72+0,36 2,72 +0,43* 2,76 + 0,47#

S média 3,74+ 0,33 3,72+0,29 2,77 +0,36* 2,84 + 0,424
E’ lateral 3,98 + 0,66 3,80 + 0,48 2,95 + 0,68* 2,99 + 0,54#
E’ septal 3,98 + 0,70 4,01+ 0,55 3,28 +0,67* 3,29 + 0,47#
E” média 3,98 + 0,62 3,90 + 0,44 3,11 + 0,62* 3,14 + 0,34#
A’ lateral 3,93+ 1,02 3,81 + 1,06 3,35+ 0,87 2,95 + 1,20#
A’ septal 3,55 (3,03-4,30) 3,05 (2,53-3,68) 2,70 (2,35-3,55)* 2,40 (1,90-3,15)#
A’ média 3,65 (3,31-4,55) 3,43 (2,75-3,99) 3,10 (2,70-3,50)* 2,50 (1,98-3,30)#
E/E’média

18,4 (17,7-19,4)

19,0 (17,3-21,3)

27,1 (21,4-30,7)*

25,3 (21,4-29,4)#

Dados expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75%. SHAM: sem infarto e sem
medicamento; SHAM+EMP: sem infarto e com empagliflozina; IM: infarto do miocardio sem tratamento;
IM+EMP: infarto do miocardio com empagliflozina. S: velocidade maxima de deslocamento da parede do anel
mitral; S média: média das velocidades do S lateral e S septal; E’: velocidade maxima de deslocamento diastdlico
inicial do anel mitral; E* média: média das velocidades do E’ lateral e E’ septal; A’: velocidade maxima de
deslocamento diastolico tardio do anel mitral; A’ média: média das velocidades do A’ lateral e A’ septal; E: pico
de velocidade do fluxo transmitral de enchimento inicial. Analise estatistica: ANOVA de duas vias com pos teste

de Student-Newman-Keuls. *: p<0,05 vs. SHAM; #: p<0,05 vs. SHAM+EMP.

Resultados

29



Tabela 9. Pardmetros corporais e cardiacos dos animais

SHAM (n=22) SHAM+EMP (n=22)  IM (n=18)  IM+EMP (n=17)
PC (kg) 0,46 % 0,05 0,47 0,05 0,49 + 0,05 0,46 % 0,04
VE (g) 076 (0,71-0,81) 0,78 (0,71-0,84) 0,92 (0,79-1,00)* 0,86 (0,82-0,90)#
VE/PC (g/kg) 1,67 (1,63-1,72) 1,67 (154-1,81)  1,92(1,59-2,03)* 1,80 (1,68-1,90)
VD (g) 027(0,23-0,32)  0,25(0,23-029) 0,30 (0,25-0,42) 0,26 (0,25-0,33)
VD/PC (g/kg) 0,59 (0,50-0,67) 0,56 (0,50-0,62) 0,62 (0,51-0,92) 0,58 (0,53-0,68)
Atrios (g) 0,12 + 0,04 0,10 + 0,03 0,18 + 0,04* 0,16 + 0,04#
Atrios/PC (g/kg) 0,26 +0,10 0,22 +0,07 0,36 + 0,09* 0,35 + 0,08#

VE Umido/seco
VD Umido/seco

Atrios imido/seco
Pulmé&o Umido/seco
Figado imido/seco

4,09 (3,99-4,20)
4,20 (4,10-4,28)
4,35 (3,80-4,70)
4,45 (4,20-4,72)
3,17 (3,10-3,21)

4,01 (3,86-4,19)
4,08 (4,02-4,23)*
4,19 (3,86-4,62)
4,50 (4,06-4,60)
3,15 (3,08-3,21)

4,35 (4,08-4,50)*
4,23 (4,08-4,41)
4,40 (3,79-4,77)
4,57 (4,38-4,78)
3,13 (3,09-3,20)

4,33 (4,15-4,50)#
4,23 (4,17-4,26)#
4,59 (3,72-4,80)
4,64 (4,38-4,79)
3,13 (3,05-3,21)

Dados expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75%. SHAM: sem infarto e sem
medicamento; SHAM+EMP: sem infarto e com empagliflozina; IM: infarto do miocardio sem tratamento;
IM+EMP: infarto do miocardio com empagliflozina; PC: peso corporal; VE: ventriculo esquerdo; VD:
ventriculo direito. Analise estatistica: ANOVA de duas vias com pds teste de Student-Newman-Keuls. *:
p<0,05 vs. SHAM; #: p<0,05 vs. SHAM+EMP.

Tabela 10. Frequéncia de sinais clinicos e patoldgicos de insuficiéncia
cardiaca em ratos com infarto do miocardio

Frequéncia (%)

IM (n=18) IM+EMP (n=17)
Taquipneia e respiracdo laboriosa 10 0
Trombo em éatrio esquerdo 5 0
Efuséo pleural 50 0*
Congestao hepatica 0 0
Ascite 40 17,6

IM: infarto do miocardio sem tratamento; IM+EMP: infarto do miocardio com

empagliflozina. *: p<0,01 vs. IM (teste de Goodman).
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A Figura 3 ilustra a porcentagem da area de infarto medida em corte histoldgico do
VE. Néo houve diferenca entre os grupos em relacdo ao tamanho do infarto. A Figura 4
mostra cortes histoldgicos representativos do VE, corados com picrosirius red, para analise
de area de infarto.

50

40

30

Area de infarto (%)

20

10

IM IM+EMP

Figura 3. Porcentagem da &rea de infarto medida em corte histolégico do
ventriculo esquerdo. Dados expressos em média e desvio padrdo. IM:
infarto do miocardio sem tratamento; IM+EMP: infarto do miocardio

com empagliflozina; n=13.
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Figura 4. Cortes histoldgicos do ventriculo esquerdo para analise da area de infarto;

Sham: sem infarto e sem medicamento; Sham+Emp: sem infarto e com
empagliflozina; IAM: infarto do miocardio sem tratamento; IAM+Emp:

infarto do miocardio com empagliflozina.
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Os valores do didametro dos cardiomidcitos e da fracdo de colageno intersticial estdo
apresentados na Tabela 11. Ndo houve diferenca entre os grupos no didmetro dos
cardiomidcitos. O grupo IM mostrou maior fracdo de colageno intersticial em relacdo ao
grupo SHAM. A empagliflozina reduziu a fracdo de colageno intersticial, no entanto, ndo
apresentou diferenca em relacdo ao grupo IM e ao grupo SHAM+EMP. Imagens
representativas de cortes histologicos do VE, corados com hematoxilina e eosina, utilizados
para mensuragdo do diametro dos cardiomidcitos, sdo apresentadas na Figura 5. Na Figura
6 sdo mostradas imagens obtidas das laminas histoldgicas, coradas com picrosirius red,

utilizadas para quantificacdo da fracdo de colageno intersticial.

Tabela 11. Andlises histologicas dos didametros dos midcitos e fracdo de colageno do
ventriculo esquerdo

SHAM SHAM+EMP IM IM+EMP

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Diametro do midcito (um) 149+ 1,52 14,3+ 1,05 14,7+ 1,05 15,6 + 2,65
Fracdo de colageno intersticial (%) 3,87 0,27 4,14+ 0,35 4,50 +0,81* 4,37+ 0,75

Dados expressos em média e desvio padrdo. SHAM: sem infarto e sem medicamento; SHAM+EMP: sem infarto e com
empagliflozina; IM: infarto do miocardio sem tratamento; IM+EMP: infarto do miocéardio com empagliflozina ANOVA
de duas vias com pos teste de Student-Newman-Keuls. *: p<0,05 vs. SHAM.
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Figura 5. Cortes histolégicos do ventriculo esquerdo corados com hematoxilina-

eosina. SHAM: sem infarto e sem medicamento; SHAM+EMP: sem infarto
e com empagliflozina; IM: infarto do miocardio sem tratamento; IM+EMP:

infarto do miocérdio com empagliflozina; n=8 por grupo. Objetiva: 40X.
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SHAM SHAM + EMP
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Figura 6. Cortes histologicos do ventriculo esquerdo corados com picrosirius red.
SHAM: sem infarto e sem medicamento; SHAM+EMP: sem infarto e com
empagliflozina; IM: infarto do miocardio sem tratamento; IM+EMP: infarto do
miocardio com empagliflozina; n=8 por grupo. Objetiva: 40X.
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Na Tabela 12 estdo expostos os valores referentes a analise do estresse oxidativo. A
concentracdo de hidroperoxido de lipidio foi maior no grupo IM e foi normalizada no grupo
IM+EMP. As enzimas antioxidantes catalase e superoxido dismutase ndo apresentaram
diferencas entre os grupos. A enzima glutationa peroxidase apresentou menor atividade nos
dois grupos com infarto em relacdo aos respectivos grupos controles.

Os valores obtidos nas anélises de metabolismo energético e o complexo respiratorio
do miocardio do VE estdo apresentados nas Tabelas 13 e 14, respectivamente. A
fosfofrutoquinase ndo se mostrou diferente entre os grupos. Nos grupos com infarto, as
enzimas lactato desidrogenase e citrato sintase apresentaram aumento significante nas
atividades enzimaticas e diminuicdo da beta-hidroxiacilCoA desidrogenase em relacdo aos
grupos sem infarto. O complexo | apresentou-se mais ativa no grupo SHAM quando
comparado aos grupos SHAM+EMP e IM. No complexo Il, apenas o grupo SHAM+EMP

esteve menos ativa em relacdo ao grupo SHAM.

Tabela 12. Estresse oxidativo do miocérdio do ventriculo esquerdo

SHAM SHAM+EMP IM IM+EMP
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Hidrop. lip. (nmol/g de tecido) 143 + 26 123+ 20 183 + 29* 137 £ 118
CAT (umol/g tecido) 52,6 +11,2 47,6 £10,1 474+771 453x109
SOD (nmol/mg prot.) 6,04 + 0,91 519+0,71 575+£0,72 5,81+£0,90
GPX (nmol/mg tecido) 37,6 £6,14 40,8 £10,1 27,7+6,61* 26,5+6,80"

Dados expressos em média e desvio padrdo. SHAM: sem infarto e sem medicamento; SHAM+EMP: sem
infarto e com empagliflozina; IM: infarto do miocardio sem tratamento; IM+EMP: infarto do miocardio
com empagliflozina; Hidrop. lip.: hidroperédxido de lipideo; CAT: catalase; SOD: superéxido dismutase;
GPX: glutationa peroxidase. Analise estatistica: ANOVA de duas vias com pds teste de Student-Newman-
Keuls. *: p<0,05 vs. SHAM; #: p<0,05 vs. SHAM+EMP; §: p<0,05 vs. IM.
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Tabela 13. Metabolismo energético do miocardio do ventriculo esquerdo

SHAM SHAM+EMP IM IM+EMP
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
PFK (nmol/min*mg prot) 158 + 39 158 + 36 186 + 24 174 + 32
LDH (umol/min*mg prot) 45,2 + 6,65 41,1+9,33 58,4 + 14,4* 55,7 +10,1%
CS (nmol/min*mg prot) 30,4 + 4,25 37,2+4,85 458 + 8,47* 46,5 + 9,95
BHADH (nmol/min*mg prot) 24,0 £+ 3,12 20,4+ 4,84 16,9+ 4,81* 14,4 + 4,58%

Dados expressos em média e desvio padrdao. SHAM: sem infarto e sem medicamento; SHAM+EMP:
sem infarto e com empagliflozina; IM: infarto do miocéardio sem tratamento; IM+EMP: infarto do
miocardio com empagliflozina; PFK: fosfofrutoquinase; LDH: lactato desidrogenase; CS: citrato
sintase; BHADH: B-hidroxiacil CoA desidrogenase. Analise estatistica: ANOVA de duas vias com pés
teste de Student-Newman-Keuls. *: p<0,05 vs. SHAM; #: p<0,05 vs. SHAM+EMP; §: p<0,05 vs. IM.

Tabela 14. Complexo respiratorio do miocardio do ventriculo esquerdo

SHAM SHAM+EMP IM IM+EMP

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Complexo | (nmol/mg pt) 26,2+ 4,00 20,3 £ 2,99* 18,56+ 3,17* 18,1+ 4,10
Complexo Il (nmol/mg pt) 9,45+1,31 6,30 + 1,85* 9,39+282 8,37 +£272
ATP Sintase (nmol/mg pt) 13,3+1,94 11,8 + 2,68 12,1+1,46 116 +2,31

Dados expressos em média e desvio padrdo. SHAM: sem infarto e sem medicamento; SHAM+EMP:
sem infarto e com empagliflozina; IM: infarto do miocéardio sem tratamento; IM+EMP: infarto do
miocérdio com empagliflozina. Andlise estatistica: ANOVA de duas vias com pds teste de Student-
Newman-Keuls. *: p<0,05 vs. SHAM.
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Discussao



No presente estudo avaliamos a influéncia de um inibidor da SGLT2, empagliflozina,
sobre a remodelacdo cardiaca e o0 metabolismo energético do miocardio de ratos com infarto
agudo do miocardio. Os principais resultados foram o efeito benéfico da empagliflozina em
reduzir a ocorréncia de derrame pleural, o tamanho do atrio esquerdo e diminuir o estresse
oxidativo.

Durante o periodo experimental, as progressdes do peso corporal dos animais foram
semelhantes em todos os grupos. Porém os valores de consumo de alimento e 4gua foram
maiores nos grupos com o medicamento. Para manter a mesma progressao de aumento do
peso corporal, os animais dos grupos medicados passaram a consumir mais agua para
compensar o efeito diurético da empagliflozina. Além disso, devido a perda de glicose na
urina, provavelmente os grupos tratados passaram a consumir maior quantidade de alimento.

Sabe-se que a glicose plasmatica passa pelo glomérulo renal e a maior parte é
reabsorvida no segmento S1 do tubulo contornado proximal pela proteina SGLT2. O restante
da glicose é reabsorvida no segmento S2 e S3 do tubulo contornado proximal pela proteina
SGLT]1, resultando em urina sem glicose. As gliflozinas atuam inibindo a proteina SGLT2
com consequente reducao da reabsorcao de glicose resultando em glicosuria (Saisho, 2020;
Boorsma et al., 2021). A glicosuria relacionada as gliflozinas tende a ocasionar perda de
peso devido ao balango energético negativo (Lytvyn et al., 2017; Pham et al., 2017; Saisho,
2020).

Considerando que um dos possiveis efeitos adversos do medicamento é a
hipoglicemia, Levine (2017) frisa que a empagliflozina apresenta risco muito baixo de
hipoglicemia desde que ndo seja utilizada juntamente com insulina e secretagogos de
insulina. Em pacientes normoglicémicos ou pré-diabéticos, o tratamento com empagliflozina
ndo altera o nivel da hemoglobina glicada e ndo aumenta o risco de hipoglicemia (Anker et
al., 2021). No nosso estudo, ndo observamos hipoglicemia nos animais que receberam
empagliflozina.

No modelo experimental de infarto utilizado neste estudo ocorrem dilatagdes do
ventriculo esquerdo e do atrio esquerdo e comprometimento das funges sistdlica e diastolica
do ventriculo esquerdo (Gongalves et al., 2018). Somente em infartos pequenos essas
alteracbes ndo ocorrem, razdo pela qual ratos com infartos menores que 30% foram
descartados logo apds a cirurgia de inducdo de infarto (Gongalves et al., 2018). A

empagliflozina foi capaz de reduzir o didmetro do atrio esquerdo. A reducdo do atrio
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esquerdo poderia indicar melhora da funcéo sistélica e/ou diastolica do ventriculo esquerdo.
Como os indices funcionais ndo melhoraram, é provavel que a reducdo do atrio esquerdo
seja decorrente de reducdo do volume circulante, que é um efeito amplamente conhecido dos
inibidores da SGLT2 (Cavaiola & Pettus, 2018; Chin et al., 2019). A reducdo do atrio
esquerdo pode ser decorrente da melhora do quadro congestivo dos animais com infarto,
corroborado pela auséncia de ocorréncia de derrame pleural nos ratos que receberam
empagliflozina. Santos-Gallego et al. (2019) mostraram, em modelo de infarto em porcos,
que a empagliflozina reduziu o tamanho do ventriculo esquerdo e melhorou a funcéo
sistdlica, além de melhorar o metabolismo cardiaco (Santos-Gallego et al., 2019).

No presente estudo ficou evidente que a empagliflozina atenuou a frequéncia de
derrame pleural. Cinquenta porcento dos animais com infarto que n&o receberam
empagliflozina desenvolveram efuséo pleural, enquanto que nenhum caso foi observado
naqueles que receberam o tratamento. A efusdo pleural é um dos sinais que podem ser
observados na insuficiéncia cardiaca congestiva (Natanzon & Kronzon, 2009). A melhora
desse sinal de insuficiéncia cardiaca pode ser explicada pela propriedade da empagliflozina
de favorecer a diurese, natriurese, vasodilatacdo e reducdo da presséo arterial. Esses eventos
podem resultar na diminuicdo da pré-carga e pos-carga, com consequente melhora no
desempenho cardiaco, amenizando os sinais e sintomas congestivos da insuficiéncia cardiaca
(Pham et al., 2017).

Entre os varios mecanismos responsaveis pelo efeito benéfico das gliflozinas no
coracdo, esta o estresse oxidativo. O aumento do estresse oxidativo, que estd presente no
infarto do miocardio, é responsavel por uma série de alteracGes estruturais e funcionais do
miocardio (Hori & Nishida, 2009; Kayama et al., 2015; Gongcalves et al., 2018).

O estresse oxidativo consiste no desequilibrio entre agentes oxidantes e antioxidantes
(Gomes et al., 2020). Em nosso trabalho, os principais agentes antioxidantes enzimaticos, a
catalase e superoxido dismutase, ndo apresentaram diferenca entre os grupos e houve
reducdo da glutationa peroxidase nos grupos infartados. No entanto, houve redugdo do
hidroperdxido de lipidio no grupo IM+EMPA quando comparado ao grupo IM.

O hidroperoxido de lipidio é o produto primario da reacdo que ocorre entre EROs
e 0s acidos graxos poli-insaturados, formando o composto reativo que pode danificar

estruturas celulares (Eaton et al., 2001).
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No nosso estudo, houve diminuicdo no estresse oxidativo, mas ndo se pode afirmar
que foi devido a melhora dos agentes antioxidantes. Estudos sugerem que uma possivel
explicacdo seria a reducgdo da atividade em subunidades do complexo enziméatico NADPH
oxidase (Bedard & Krause, 2007).

A NADPH oxidase, composto pelas subunidades NOX, é um complexo enzimatico
que transfere elétrons atraves da membrana celular. O aceptor final desses elétrons é o
oxigénio, formando principalmente a ERO superdxido. O aumento da atividade da NOX esta
relacionado a diversos tipos de patologias, incluindo doencas cardiovasculares. Em estudo
com camundongos diabéticos, a empagliflozina reduziu a atividade da NOX4, atenuando o
estresse oxidativo em modelo de miocardiopatia diabética (Li et al., 2019). Em estudo de
sindrome cardiorrenal, em modelo de miocardiopatia dilatada em ratos, o tratamento com a
gliflozina reduziu a expressao proteica de NOX1 e NOX2 (Yang, 2019). Yurista et al. (2019)
observaram em modelo experimental semelhante ao nosso, com ratos infartados nao
diabéticos, reducdo na expressao da NOX2 em animais tratados com empagliflozina.

Acredita-se que um dos principais mecanismos do efeito benéfico das gliflozinas
sobre o miocéardio esteja relacionado ao metabolismo miocardico (Cavaiola & Pettus, 2018;
Chin et al., 2019). Em nosso estudo, ndo observamos alteracGes significantes da
empagliflozina sobre as variaveis analisadas.

A producdo de energia no coracao pode ser provida pelos substratos de acidos graxos,
corpos cetdnicos, carboidratos e aminoacidos. Aproximadamente 95% da producdo de
energia em um coracdo saudavel é por meio da oxidacdo mitocondrial, e o substrato mais
utilizado € o acido graxo que contribui com aproximadamente 50-70% da producao de ATP.
A utilizacdo de determinado substrato pode variar segundo a demanda do 6rgdo e a
disponibilidade do substrato. Porem em um coragdo com insuficiéncia cardiaca, a producao
de ATP é reduzida em aproximadamente 30-40%, alterando o mecanismo de producéo de
energia (Kolwicz et al., 2013; Greenwell et al., 2020).

O processo de utilizacdo de carboidratos € chamado de glicélise, em que ha quebra
de moléculas de glicose, composta por 10 etapas e intermediados por enzimas, e 0 seu
desfecho pode ser o encaminhamento para a producdo de energia mitocondrial ou formando
lactato. Durante o processo, a glicose é convertida em frutose-6-fosfato. Na etapa seguinte,
a enzima fosfofrutoquinase (PFK) transfere um fosfato de uma ATP formando a frutose-1,6-
bifosfato mais uma ADP (Gibb & Hill, 2018). Apos sua formacao, a frutose-1,6-bifosfato é
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dividida em 2 partes, intermediada por enzimas, até a formacéo do acido piravico. No nosso
estudo, a PFK apresentou aumento em sua atividade nos grupos com infarto, mas nao atingiu
diferenca estatistica. A elevagdo dessa enzima indica aumento da glicolise. Estudos tém
mostrado que na remodelagdo cardiaca a atividade da enzima PFK esta aumentada e a
oxidacdo do piruvato diminuida ou inalterada (Bertero & Maack, 2018).

Apbs a formacdo do piruvato, essa molécula pode ter dois caminhos, como foi
descrito por Lehninger et al. (2014). Em condig¢Bes aerdbias o piruvato € catalisado para
acetil e, em condicOes de hipoxia ou anaerobiose, € catalisado para lactato pela enzima
lactato desidrogenase (LDH).

Em casos de insuficiéncia cardiaca de causa isquémica ha alteracfes nas
contribui¢bes dos substratos energéticos utilizados. Devido a menor disponibilidade de
oxigénio, a glicolise torna-se mais representativa na producéo de energia (Jaswal et al., 2011;
Glatz et al., 2020). Em nosso trabalho, a enzima LDH apresentou valores de maior atividade
nos grupos com infarto, contudo nédo foi atenuada pela empagliflozina.

Para a formacdo de acetil a partir do piruvato, 0 complexo enzimatico piruvato
desidrogenase descarboxila a molécula formando o acetil. A seguir, o acetil é ligado a
coenzima-A formando o composto acetil-CoA (Greenwell et al., 2020).

A B-hidroxiacil-CoA desidrogenase (BHADH) apresentou menor atividade nos
grupos com infarto em nosso estudo. Essa enzima participa do processo de formacao de
acetil utilizando o NAD+ para oxidar o L-B-hidroxiacil-CoA a p-cetoacil-CoA (Lehninger
etal., 2014).

Em nosso estudo, a citrato sintase (CS) apresentou maior atividade nos grupos com
infarto. Essa enzima ¢ um marcador da capacidade oxidativa da mitocondria que atua na
reacdo da acetil-CoA com o oxalacetato, formando citrato e coenzima-A, sendo a primeira
etapa do ciclo de Krebs (de Castro et al., 2014; Fourny et al., 2019). Na insuficiéncia
cardiaca, em fases mais avancadas, ocorrem altera¢cGes no metabolismo energético, gerando
mais EROs, maior utilizacdo da glicolise e menor participacdo de acidos graxos. Tambem
pode ocorrer menor atividade nas enzimas responsaveis pelo ciclo de Krebs e complexos
respiratorios (Torres et al., 2019). Em nosso estudo evidenciamos diminui¢do da enzima que
participa da oxidagdo dos &cidos graxos, mas houve aumento na atividade da enzima

responsavel pelo ciclo de Krebs. No presente modelo, o foco foi na remodelagéo cardiaca
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pos infarto e ndo na insuficiéncia cardiaca. Assim, em muitos animais com infarto estudados
ndo havia sinais evidentes de insuficiéncia cardiaca avancada.

O aumento da atividade da CS indica maior atividade mitocondrial nos grupos com
infarto. Nos nossos dados, em animais infartados, a elevacdo da PFK sinaliza glicolise e a
reducdo da BHADH menor contribuicdo dos acidos graxos na producdo de energia. No
entanto, os seus valores ndo atingiram significancia estatistica.

Em nosso estudo, o complexo respiratorio apresentou algumas diferencas
estatisticas, mas no final do processo a ATP sintase ndo apresentou diferenca estatistica entre
0s grupos. O complexou | apresentou maior atividade apenas no grupo SHAM. A atividade
do grupo SHAM+EMP ndo diferiu do grupo IM+EMP. Também no complexo I, o grupo
SHAM+EMP teve reducdo em sua atividade quando comparado ao grupo SHAM.

Na cadeia respiratoria, o complexo | transfere o H+ para ubiquinona e o ion €
bombeado para o complexo Ill, e 0 NADH volta a ser NAD+. No complexo Il, o FADH2
transfere para ubiquinona os hidrogénios que sdo encaminhados para o complexo Ill. A
seguir, esses ions sdo bombeados para o complexo IV que catalisa a reducéo de oxigénio
molecular para formacdo de agua. Finalmente a ATP sintase ressintetiza o0 ADP + Pi em
ATP (Guyton & Hall, 2017; Fiedorczuk & Sazanov, 2018; Sousa et al., 2018).

O presente estudo apresenta limitaces descritas a seguir. Uma delas é sobre o
mecanismo que resultou na reducdo do estresse oxidativo. Avaliamos as enzimas
antioxidantes e um marcador do estresse oxidativo. Em nossos resultados, as atividades das
enzimas antioxidantes ndo aumentaram com o tratamento, porém houve reducdo do
marcador de estresse oxidativo, 0 que sugere a participacdo de outras vias do estresse
oxidativo. Outra limitacdo esta relacionada ao inicio do tratamento com a empagliflozina. O
tratamento foi iniciado 10 dias apos a inducdo do infarto para realizar o ecocardiograma e
formar grupos o mais homogéneo possivel em relacdo ao tamanho do infarto. O inicio do
tratamento mais precoce poderia mostrar resultados mais expressivos na atenuagdo dos

efeitos deletérios da remodelacdo cardiaca causada pelo infarto.
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Conclusao



No modelo de infarto do miocardio em ratos ndo diabéticos, a empagliflozina diminui
o diametro do atrio esquerdo, diminui o estresse oxidativo e evita a ocorréncia de derrame

pleural que é um dos sinais de insuficiéncia cardiaca congestiva.
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