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RESUMO

Introducgdo: A exposicdo a fumaca de cigarros aumenta o risco para doencas cardiovasculares,
tais como hipertrofia e disfuncdo miocardica, e entre outros problemas de saude. A exposi¢do a
fumaca de cigarro também pode levar a resisténcia insulinica e alteragdes do metabolismo
energeético cardiaco. Frente a isso, justifica-se a investigacdo de terapia medicamentosa que possa
atenuar esses danos. A literatura aponta que a empagliflosina (EMPA) tem se mostrado eficiente
em atenuar a remodelacdo cardiaca, por meio de mecanismos ainda ndo conhecidos, mas que
talvez possam se relacionar com vias metabdlicas. O objetivo foi avaliar o papel desse
medicamento na remodelacdo cardiaca induzida pela fumaca de cigarro, por meio da avaliacao
morfofuncional cardiaca e metabolismo energético. Metodologia: Foram utilizados 60 ratos
wistar machos, com peso de 200-250 gramas, divididos C (controle) sem tratamento algum;
grupo E (empagliflosina) que consumiram o medicamento; grupo F (exposto a fumaca de
cigarros) composto por animais expostos a fumaca de cigarro e grupo FE (expostos ao fumo e
receberam empagliflosina). As exposi¢cdes ao fumo ocorriam 4 vezes ao dia, utilizados 10
cigarros para cada exposi¢do, por 30 minutos e um intervalo de 10 minutos entre uma e outra, no
total os animais passavam por 4 exposi¢des diérias, por 60 dias. A administracdo de
empagliflosina foi na dosagem de 10mg/kg peso corporal na ragdo produzida semanalmente. As
analises in vivo foram pressdo arterial e ecocardiograma; ap6s foram feitas dosagens
bioguimicas, como sddio, potassio, acido Urico, lipoproteina de baixa densidade e triglicerideos,
analise histoldgica por hematoxilina, imunofluorescéncia e western blot para verificar a expressao
da SIRT1, PCGa ¢ PPARa. Os dados foram analisados por teste “t” de Student e corrigidos por
Bonferroni, com nivel de significancia de 5% (p<0,05). Resultados: Os animais expostos a
fumaca de cigarros tiveram danos no coragdo, como hipertrofia concéntrica. A disfuncéo sistdlica
apresentada pelo ecocardiograma, através da % encurtamento endocardico foi significativamente
diferente entre os grupos Controle (59,8+22) e Fumo (52,6+4,7), assim como entre grupo Fumo
(59,9+2,1) e Fumo Empa (58,9+3,7). Quanto a fracdo de Ejecdo também houve diferenca
estatistica entre 0s mesmos grupos: Controle (0,93+0,01) e Fumo (0,93+0,0), assim como entre
Fumo (0,89+0,03) e Fumo Empa (0,93+£0,02). Também foram encontradas disfuncdo diastolica
avaliada pelo Tempo de Relaxamento Isovolumétrico corrigido pela Frequéncia Cardiaca TRIV
R-R (49,1£8,1 vs. 52+4,3 com p =0,004) e (64+11,4 vs. 52,3+6,4 p=0,008); e ndo foram



encontradas diferencas entre nos valores da glicemia, HOMA-IR, expressdo das proteinas por
western blot, pardmetros bioquimicos e histologia cardiaca. Conclusdo: Portanto, a
empagliflosina atenuou os efeitos toxicos do cigarro no cora¢do dos animais, preservando em
estrutura e fungéo cardiaca dos animais, porém as vias metabolicas investigadas ndo participaram

desse processo.
Palavras chave: Fumo, empagliflosina, remodelag&o cardiaca.

ABSTRACT

Introduction: Exposure to cigarette smoke increases the risk for cardiovascular diseases, such
as hypertrophy and myocardial dysfunction, among other systemic health problems. Besides,
it may lead to insulin resistance and metabolic abnormalities. Therefore, it is relevant to
investigate medication that may attenuate this damage.

The literature has evidenced that empagliflozin (EMPA) is efficient in mitigating cardiac
remodeling, possibly acting on energy metabolism. This study aimed to evaluate the role of
empagliflozin in cardiac remodeling induced by cigarette smoke, cardiac morphofunctional
assessment, and metabolic pathways. Methodology: 60 male Wistar rats weighing 200- 250
grams were used, divided between the Control, receiving empagliflozyn, exposed to cigarette
smoke and exposed to cigarette smoke, and receiving empagliflozin groups. The exposure of
smoking occurred four times a day, and ten cigarettes were used for each exposure, for 30
minutes and a 10-minute interval between each other, for times per day, for 60 days.
Empagliflozin was administered at a dosage of 10 mg/kg body weight in the ration weekly.
Blood pressure and echocardiogram were performed in vivo; after that, biochemical
measurements such as sodium, potassium, uric acid, low-density lipoprotein and triglycerides,
and histological analysis hematoxylin, immunofluorescence, and western blot to check the
expression of the SIRT 1, PCGa e PPARa. The data were analyzed by the "t" test of Students
and corrected by Bonferroni, with a significance level of 5% (p <0.05). Results: Animals
exposed to cigarette smoke had heart damage, such as concentric hypertrophy. The systolic
dysfunction presented by the echocardiogram, through the% endocardial shortening, was
significantly different between the Control (59.8 + 22) and smoking (52.6 = 4.7) groups, as
well as between the smoking (59.9 + 2, 1) and Empa Smoke (58.9 £ 3.7). Ejection fraction
was different between the groups: Control (0.93 £ 0.01) and Smoke (0.93 + 0.0), as well as
between Smoke (0.89 + 0.03) and Empa smoke (0.93 + 0.02). Diastolic dysfunction assessed
by Isovolumetric Relaxation Time corrected by isovolumetric relaxing time adjusted by heart
rate (49.1 £ 8.1 vs. 52 + 4.3 with p = 0.004) and (64 + 11.4 vs. 52.3 £ 6.4 p = 0.008); and no
differences were found among glycemia, HOMA-IR, protein expression by western blot,
biochemical parameters, and cardiac histology. Conclusion:. Therefore, empagliflozin
attenuated cigarettes' toxic effects on the animals' hearts, preserving the animals' cardiac
structure and function.

Keywords: smoke, empagliflozin, cardiac remodeling



1 INTRODUCAO

1.1 Fumo

O hébito de fumar tabaco mata mais de 8 milhdes de pessoas a cada ano, mais de
7 milhGes dessas mortes sdo resultado do uso direto do tabaco; enquanto cerca de 1,2 milhao
sdo resultado de ndo-fumantes expostos ao fumo passivo. Quase 80% dos 1,1 bilhdo de
fumantes do mundo vivem em paises de baixa e média renda (OPAS, 2019).

Né&o existe um nivel seguro de exposicdo a fumaca do tabaco, por sua vez em adultos,
o fumo passivo provoca graves doencas cardiovasculares e respiratorias, incluindo doenca
coronariana e cancer de pulmao. Em criangas, anualmente 65 mil criancas morrem de doencas
atribuiveis ao fumo passivo (OPAS, 2019). Fumaca de cigarros contém mais de quatro mil
substancias quimicas, com potenciais efeitos toxicos. A fumaca é composta por duas fases:
particulada (condensada) que contém nicotina, &gua e alcatrdo e gasosa que contém mondxido
de carbono (CO), didxido de carbono, 6xidos de nitrogénio, aménia, nitrosaminas volateis,
alcoois, aldeidos e cetonas. Oxidantes e espécies reativas de oxigénio (EROS) sao
encontradas nas duas fases da fumaca, exercendo importante papel na fisiopatologia da lesdo
induzida pelo uso do cigarro. Portanto, aumento de estresse oxidativo, inflamacéo, apoptose,
alteracbes no metabolismo energético sdo potenciais mecanismos envolvidos na lesdo
induzida pelo tabagismo (A, 2018).

1.2 Remodelacgao cardiaca

A remodelacdo cardiaca ocorre em resposta a alguma agressao cardiaca, como infarto
do miocardio, hipertensdo arterial, doencas valvulares, estimulo téxico, inflamatorio, entre
outros. Apds alguma dessas agressdes acontecem alteracGes genéticas (re-expressao de genes
fetais), bioquimicas (alteracdo no metabolismo energético, estresse oxidativo, etc.),
moleculares (alteracdo da expressdo proteinas contrateis, etc), celulares (apoptose, hipertrofia,
etc), intersticiais (fibrose, etc.) que levam a mudangas na forma, massa e geometria cardiaca,
que por fim levam a disfuncéo diastolica e sistolica (MINICUCCI, 2010).

A exposicao a fumaca de cigarros é um exemplo de agressao toxica ao coragdo. A
remodelagdo cardiaca desencadeada pelas toxinas da fumaga do cigarro é observada em
modelos experimentais e clinicos (ZHOU, 2015; LIANG, 2012; KAPLAN, 2017). Em



estudos experimentais prévios, a fumaca de cigarro induziu diferentes padrbes de geometria
cardiaca; o padrdo mais comum observado foi o normal, seguido da hipertrofia excéntrica
(AZEVEDO, 2010). Em outro estudo, a exposicao a fumaca de cigarros levou a hipertrofia
concéntrica (AZEVEDO et al., 2020) Envolvidos na remodelacdo cardiaca induzida pela
exposicdo a fumaga de cigarros, ndo relacionada a hipertensdo arterial ou isquemia estdo o
estresse oxidativo, alteracBes adrenérgicas, alteracdes no metabolismo energético, entre
outros. As alteracbes morfologicas apresentadas no trabalho, mostrou piora dos parametros
das funcdes sistolica e diastélica (MINICUCCI, 2016).

Em relacdo ao metabolismo energético, observou-se reducdo da sintese de ATP
(adenosina trifosfato) e problemas na cadeia respiratéria mitocondrial em animais expostos a
fumaca de cigarros, que foi descrito pelo termo "Smoke cardiomyopathy" ou “Smoker’s
cardiomyopathy” (GVOZDJAKOVA, 1984). Outro estudo mais recente, mostrou que 0S
efeitos toxicos da fumaca de cigarros levaram ao aumento da atividade adrenérgica,
hipertrofia concéntrica, disfuncao sistolica e diastdlica, alteracdes no metabolismo energético
cardiaco compativeis com resisténcia insulinica, caracterizados por maior indice de HOMA,
menor concentracdo de GLUT4 na membrana e aumento da expressao da Sirtuina 1 (SIRT1)

do estresse oxidativo e maior razdo capilar/midcito (AZEVEDO et al.,2020).

Em condic¢des normais a insulina se liga ao seu receptor na membrana plasmatica
celular, que se autofosforila e ativa. Em seguida fosforila uma proteina de acoplamento que
recruta “phosphatidylinositol-3 kinase”, PI3K, da membrana plasmatica. Este conjunto ativa a
proteina quinase B, Akt, que é um mediador central dos efeitos da insulina. A Akt-1 favorece
a translocacdo do GLUT 4 para a membrana, permitindo a entrada da glicose. Adicionalmente
Akt-1 inibe o metabolismo de &cidos graxos (WITTELES, 2008 apud PIRES, 2018).

Em condicBes patoldgicas, como na remodelacdo cardiaca, existe reducdo na
oxidacdo de &cidos graxos e aumento da utilizacdo de glicose. Ocorrendo principalmente nos
estagios iniciais da remodelacdo cardiaca, como uma forma de proteger o coracdo. Isto se
deve ao fato da oxidacao dos &cidos graxos gastarem mais oxigénio por ATP gerado quando
comparado com a glicose. Existe um estimulo para que Akt-1 favoreca a entrada de glicose no
cardiomidcito, via GLUT-4, além da oxidacdo de acidos graxos (WITTELESS, 2008, ABEL
& DOENST, 2010).



Em estagios mais tardios da remodelacdo cardiaca, os acidos graxos que ndo
foram oxidados se acumulam no miocéardio sob a forma de triglicerideos e ceramidas. Este
acumulo de lipidios intracardiaco configura a lipotoxicidade, que promove apoptose e
disfuncéo cardiaca (WITTELES, 2008 apud PIRES, 2018).

Na presenca de obesidade, diabetes, e tabagismo em que comumente observa-se
resisténcia a insulina, ndo h& captagdo adequada da glicose e, portanto, o processo de
remodelacdo é semelhante ao descrito acima para estagios tardios da remodelacdo. Ou seja,
existe maior captacdo de acidos graxos, que se depositam parcialmente no miocéardio levando
a lipotoxicidade. (WITTELES, 2008; AZEVEDO et al. 2020; KAPLAN, 2017; YAN, 2014).

1.3 Empagliflosina

A empagliflosina ¢ um medicamento com acdo hipoglicemiante pela inibicdo da
reabsorcao de glicose pelo SGLT2 (transportador sodio-glicose) (TAHARA et al, 2016). O
seu uso para tratamento da diabetes mellitus consiste na inibicdo da reabsor¢do de glicose
pelo transporte ativo no gradiente dependente de sédio (CALADO&NUNES, 2015). Com a
inibicdo do mecanismo, a glicose em excesso que nao foi reabsorvida, é excretada na urina,
portanto o uso da empagliflosina causa glicosuria.

Os SGLT1 e SGLT2, os seus membros mais conhecidos, desempenham um papel
crucial na reabsorcdo de glicose do lumen intestinal e tubular para o interior da célula
epitelial. A reabsorcdo ativa de glicose do Iimen tubular para dentro da célula epitelial €
levada a cabo via SGLT2 ou SGLT1, de localizacdo apical, sendo que o posterior retorno a
circulacdo é mediado por GLUT2 ou GLUTL, de expressao basolateral. O desenvolvimento
clinico dos inibidores SGLT2 representou um importante avan¢o no tratamento
individualizado do paciente com diabetes tipo 2 (CALADO&NUNES, 2015).

Os mecanismos envolvidos nessa cardioprotecdo permanecem por serem
estabelecidos, mas talvez tenha a participagdo hemodindmica, e da resisténcia insulinica com
melhora da metabolizacdo de &cidos graxos (ANSARY, 2017; MINZE, 2018).

Em um estudo com o medicamento, foi demonstrado uma reducao significativa do
risco de ocorréncia de eventos cardiovasculares no grupo que recebeu a empagliflosina,
independentemente da dose utilizada (10 mg ou 25 mg, uma vez por dia). Adicionalmente,
verificou-se uma significativa reducdo de 32% no numero de mortes por qualquer causa e de
35% nas hospitalizagdes por insuficiéncia cardiaca em pacientes que a receberam no
tratamento. (ZINMAN, 2015 apud MONTEIRO et al, 2019).



Na literatura, se encontram evidéncias sobre acdo desse medicamento com a
reducdo da mortalidade, risco de morte cardiovascular ou hospitalizagdo por insuficiéncia
cardiaca e fracdo de ejecdo reduzida. Reducdo do risco de eventos graves de insuficiéncia
cardiaca em 30% (PACKER, M, 2019).

1.4 Empaglifosina e a remodelacéao cardiaca

Estudos experimentais mostraram reducdo da hipertrofia cardiaca com o inibidor de
SGLT2. Em humanos observou-se reducéo de risco cardiovascular com seu uso, Como mostra
0s ensaios clinicos EMPA-REG e REFORM (BUTLER, 2017; YE, 2017).

Os mecanismos envolvidos na cardioprotecdo permanecem por serem estabelecidos,
mas talvez tenha a participacdo: 1) hemodinamica, pelo efeito natriurético do medicamento;
2) da resisténcia insulinica, com melhora da metabolizacao de acidos graxos; 3) da reducao de
estresse oxidativo e reducdo do &cido urico; 4) da reducdo do peso;5) da diminuicdo da
inflamacéo, 6) da reducdo da rigidez arterial, entre outros (BUTTLER et al 2017; ANSARY,
2017; MINZE, 2018)

Em um estudo in vitro, pode avaliar os efeitos da empagliflosina sobre os
pardmetros cardiacos, ela reduziu os danos da lipotoxicidade, reduziu a agregacgdo plaquetaria
e inibicdo de trombose como potencial mecanismo envolvido na protegdo cardiovascular
mediada por inibidores do SGLT2 (SPIGONI, V. et al 2020).

Na literatura, se encontra evidencias que mostram a reducdo da lipotoxicidade
induzida por dieta hiperlipidica, com o uso da empaglifosina (BENETTI, 2016).

Em um estudo clinico, os pacientes que receberam empagliflosina obtiveram
uma associagdo significativa entre diminui¢do da PCR, e melhora no HOMA-IR sugerindo
gue aumento da sensibilidade a insulina e efeitos anti-inflamatorios (HATTORI, S, 2018).

O efeito hemodinamico parece ser 0 mecanismo de acdo mais comumente apontado
como responsavel pela protecdo cardiovascular da empagliflosina, pela reducdo na pressao
arterial e volume intravascular (ZINMAN, 2016 & PACKER, 2017 apud MONTEIRO, P et
al, 2019).

Outra suposicao é devido ao aumento da diurese, que poderia resultar na reducao
da volemia, reducdo da pré e pds-carga cardiaca, aumento da concentracdo serica, e maior
liberacdo de oxigenio nos tecidos; reduzindo do risco de insuficiéncia cardiaca (SATTAR,
2016 apud MONTEIRO, P et al, 2019).



Seus efeitos foram observados na reducdo da instalacdo e progressdo da
hipertrofia cardiaca e cardiomiopatia, explicada como resultado das alteracdes na reabsor¢éo
de sddio a nivel gastrointestinal ou eventual otimizacdo no metabolismo cardiaco (ZINMAN,
2016 apud MONTEIRO, P et al, 2019).

Outros autores apontam que as mudangas metabolicas cardiacas resultantes da
acdo da empagliflosina, com alteragdo metabdlica com diminuicdo de utilizagdo de lipidios e
glicose e maior consumo de corpos cetonicos resultariam no aumento da eficacia do processo
metabolico, da contratilidade e eficiéncia cardiaca (MUDALLAR, 2016 apud MONTEIRO, P
et al, 2019). Adicionalmente, sugere-se que a empagliflosina possa reduzir o estresse
oxidativo avaliado por meio da diminuicdo dos niveis de acido urico (BYRNE, NJ et al,
2017).

Considerando que a exposicao a fumaca de cigarros induz remodelacdo cardiaca,
com a participagdo de varios mecanismos, como hemodindmicos, estresse oxidativo e
metabolismo energético, justifica o estudo do papel da empagliflosina nesse modelo
(BYRNE, NJ et al, 2017).

Mesmos em ratos ndo diabéticos, o medicamento foi administrado em apenas 2
semanas, na dosagem de 10 mg/kg/dia via gavagem e tem apresentado efeitos que protegeram
0 coracao, como uma discreta reducdo da hipertrofia do coracdo, melhora funcédo diastélica e
manutenc¢do da funcdo cardiaca estavel (BYRNE, NJ et al, 2017).

Embora a melhor estratégia ainda seja evitar o tabagismo, ainda existem muitos
fumantes ativos justificando a investigacdo de estratégias que possam minimizar o dano
cardiaco. Ndo foram encontrados estudos na literatura que relacionassem o uso de
empagliflosina e cardiotoxicidade induzida pela exposicdo a fumaca de cigarros, que foi

investigada nesse estudo.

2 OBJETIVO

Avaliar o papel da empagliflosina na remodelacdo cardiaca induzida pela

exposicao a fumaca de cigarros em ratos ndo diabéticos.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento

Todas as experiéncias e procedimentos foram realizados de acordo com o Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals” published by the National Institutes of Health (NIH
1996) e aprovados pelo Comité de Etica Animal de Botucatu (1281/2018).

Os ratos wistar machos adquiridos no Biotério Central da universidade.
Posteriormente, foram colocados em um biotério para vermifugacédo e crescimento, conforme
as normas de biosseguranga do biotério da Unidade de Pesquisa Experimental. O
confinamento prévio foi em uma caixa para 6 ratos, com alimentacdo e agua a vontade
ofertados pelo biotério; com temperatura controlada de 25°C e iluminacdo artificial. O

controle de peso era feito semanalmente até atingir a média do peso corporal de 200 a 250 g.

Quando atingiram a média de peso desejada, os animais foram divididos
aleatoriamente em 4 grupos: grupo C (controle) sem tratamento algum; grupo E
(empagliflosina) que consumiram o medicamento; grupo F (exposto a fumaga de cigarros)
composto por animais expostos a fumaca de cigarro e grupo FE (expostos ao fumo e
receberam empagliflosina); que foram expostos ao fumo e a empagliflosina por cerca de 60

dias, conforme esquema abaixo:

[60 ratos wistar machos]

exposi¢ao ao fum exposi¢cao ao fumo

\
[Controle] [E_mpa ‘Fumo\ [FumoEmpa]

Figura 1- Desenho experimental

30 ratos sem > 30 ratos com
o,




3.2 A exposicdo ao fumo

Os animais foram expostos afumaca de cigarro, colocados diariamente em
camara transparente, cujas medidas sdo, aproximadamente (95x80x65cm) por sua vez foi
conectada ao dispositivo de suc¢do a vacuo do cigarro e lancar a fumaca as ambas as camaras
com os animais por 30 minutos. Apds esse periodo, a fumaca foi removida via exaustdo por
10 minutos e o procedimento repetido a cada periodo, totalizando 4 exposi¢Oes diarias a
fumaca de cigarro (WANG et al, 1999 e adaptado por PAIVA et al, 2005). Na primeira
semana de exposi¢do ao fumo, a fumaca foi obtida a partir de 5 cigarros, duas vezes por dia
no periodo da tarde, com intervalos de descanso de 10 minutos, para adaptacdo do uso da

maquina, como detalhes técnicos de manuseio e bombeamento da fumaca correto as camaras.

O numero de cigarros foi aumentado para o total de 10 cigarros/30 minutos, duas
vezes no periodo da manhd e duas vezes no periodo da tarde. Durante o restante do periodo de
estudo experimental, os animais foram expostos a fumaga de 40 cigarros/dia (ZORNOFF et
al, 2006). O cigarro utilizado, apresentava a seguinte composicao: 0,8 mg de nicotina; 10 mg

de alcatrdo; e 8 mg de monoxido de carbono.

3.3 Administragdo da empagliflosina

Os comprimidos do medicamento foram diluidos em agua, e adicionados na racdo
produzida na proporc¢do de 10 mg/kg/dia de peso corporal, eram coletado o peso dos animais
duas vezes na semana e acompanhados o ganho ponderal, o valor da média do peso corporal
era a base para o calculo da diluicdo dos comprimidos. A racdo era produzida semanalmente,
conforme (FRANCISQUETI et al, 2017), que foi ofertada aos animais que recebiam ou ndo a
empagliflosina por cerca de 60 dias; com apenas 0 medicamento que estava em uma ragao aos
respectivos grupos Empa e Fumo Empa, e outros recebiam somente a racdo produzida sem a
empagliflosina. As variaveis dessa propor¢do constavam na média de peso corporal, consumo
diario e dose por comprimido (CALADO & NUNES, 2015; TAHARA, A et al, 2016). O
grupo Fumo, foi o escolhido para determinar a quantidade de racdo ofertada a todos os
animais, para garantir a mesma oferta calorica, e ndo haver diferengas no peso ou no consumo

da medicacdo, ele foi escolhido para determinar a quantidade de ragéo ofertada, porque foi o



grupo que menos consumiu ragdo, por isso foi selecionado para manter o controle a

quantidade consumida aos demais grupos de animais.
3.4 Pressao Arterial Sistolica

Apds 60 dias de tratamento, na véspera da eutanasia, os mesmos foram
submetidos a afericdo da pressdo arterial caudal por pletismografia. Os animais foram
colocados em uma caixa de madeira forrada com maravalha, onde na tampa ficava acoplada
uma ldmpada incandescente. A artéria caudal dilatava com o calor, logo apés a dilatagdo, o
animal era posto dentro de um tubo metalico especifico, o animal e ficava apenas com a cauda

de fora para afericdo via aparelho da pressao arterial sistélica.

3.5 Avaliacao funcional “in vive”- Avaliacdo Doppler-ecocardiogréafica

Os exames Doppler-ecocardiograficos foi realizado na dltima semana de
biotério, os ratos foram anestesiados com cloridrato de cetamina (50mg/Kg, i.p.) e cloridrato
de xilazina (1mg/Kg, i.p.). Apés tricotomia da regido anterior do térax, os animais foram
posicionados em leve decubito lateral esquerdo para a realizacdo do exame. Foi utilizado o
equipamento modelo Vivid S6 (General Electric Medical Systems, Israel), dotado de
transdutor ultrassdnico multifrequencial de 5,0-11,5 MHz. Para realizar as medidas estruturais
do coragdo, as imagens foram obtidas em modo monodimensional (modo-M) orientado pelas
imagens em modo bidimensional, com o transdutor em posicdo paraesternal, 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 muasculos papilares. As imagens da aorta e do
atrio esquerdo foram obtidas posicionando o curso do modo-M ao nivel do plano da valva
adrtica. As seguintes estruturas cardiacas foram medidas: diametro diastolico (DDVE) e
sistélico (DSVE) do VE; espessuras diastélicas da parede posterior do VE e do septo
interventricular (EDPP e EDSIV); diametros da aorta (AO) e do éatrio esquerdo (AE). A
espessura relativa do VE foi calculada dividindo-se a EDPP multiplicada por dois pelo
DDVE. A massa do VE (MVE) foi calculada pela formula [(DDVE + EDPP + EDSIV)3 -
(DDVE)?®] x 1,04, onde 1,04 representa a densidade especifica do miocérdio. O indice de
MVE (IMVE) foi calculado normalizando a MVE para o0 peso corporal. A funcdo sistdlica do
VE foi avaliada pela porcentagem de encurtamento endocardico (%A endo) [(DDVE —
DSVE) / DDVE] x 100 e pela fragdo de ejecdo (FE) [(DDVE® - DSVE?®) / DDVE®] x 100. A

funcdo diastolica do VE foi avaliada pelos seguintes indices: pico de velocidade do



enchimento diastolico inicial (onda E); pico de velocidade do enchimento diastolico tardio
(onda A); razéo entre as ondas E e A (E/A); tempo de desaceleracdo da onda E (TDE); tempo
de relaxamento isovolumétrico em valores absolutos (TRIV) e normalizados pela frequéncia
cardiaca (TRIVN=TRIV/RR®).

3.6 Eutanésia dos animais

Os animais foram submetidos a jejum de 12 horas antes da eutanésia, foram todos
previamente anestesiados com tiopental sédico 150 mg/kg, intraperitoneal, e quando
desacordados, logo em seguida foram decapitados. Coletados o soro sanguineo e ventriculo
esquerdo, o ventriculo esquerdo foi pesado, e ambos congelados em nitrogénio liquido e
outras amostras foram separadas para histologia cardiaca em cassetes conservados em formol

10%. O método utilizado para a eutanasia foi a decapitacdo dos animais.

3. 7 Analise histoldgica por hematoxilina

Foi avaliada a area seccional do miocito do ventriculo esquerdo, fixado em
formalina tamponada a 10% e embebidos em parafina. Se¢des de cinco microns de espessura
foram coradas com hematoxilina e eosina (HE). As medidas foram obtidas a partir de imagens
digitalizadas (aumento de 400 x) coletadas usando uma camera de video conectada ao
microscopio Leica e software computadorizado de analise de imagens (Image-Pro Plus 3.0,
Cibernética de midia; Silver Spring, MD). As células selecionadas para analise foram
cortados transversalmente com o ndcleo claramente identificado no centro do midcito
(RAFACHO et al, 2011).

3.8 Estudo histoldgico utilizando imunofluorescéncia

Os coracOes de todos os animais tiveram a area seccional do miécito do VE
seccionado a 4 mm, a partir do apice, em fragmento de 3 mm de espessura, que foi fixado em
solugdo de formol tamponado a 10% por periodo de 48 horas. Apos fixacdo, o tecido foi
incluso em blocos de parafina, obtendo-se, a seguir, cortes coronais para posterior analise
histolégica. Fragmentos do coragdo foram congelados imediatamente em nitrogénio liquido e
armazenados a -80° C para avaliacdo por imunofluorescéncia em parafina. O tecido foi fixado
em lamina “starfrost” ou em lamina de vidro comum com silano. As laminas foram aquecidas

por 5 a 10 minutos, em estufa a 60°C. Em seguida laminas foram colocadas em um bercinho
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plastico e em imersdo em Xylol (1) (5 min), Xylol (2) (5min), alcool 100% (1), &lcool 100%
(2), alcool 90% e alcool 70%. Depois, as laminas foram imersas em acido citrico e aquecidas
no microondas (3X de 1 minuto). Foram deixadas para esfriar por 20 minutos. O corte foi

contornado com caneta prépria (Super PAP Pen Liquid Blocker). Foram lavadas com agua 1x

e com PBS 2x de 2 min. Os cortes foram bloqueados com albumina 5% por 30 minutos e
lavados com PBS. O anticorpo primario foi aplicado sobre os tecido e mantido até o dia
sequinte. Foi utilizado anticorpo primario ja fluorescente. Wheat germ aglutinin (WGA-
FITC) Sigma L4895 — ¢ fluorescente portanto ndo necessita de anticorpo secundario. Esta
marcacgdo foi utilizada para avaliagdo da area seccional dos midcitos. Foi aplicado meio
Prolong gold antifade (P36934), foi coberta com laminula e fixadas bordas com esmalte. Foi
protegida da luz. As imagens foram adquiridas em objetiva 40X em microscépio de
fluorecéncia Olympus serie BX acoplado a camera de video, que enviou imagens digitais a
um computador dotado de programa de analise de imagens Image Pro-plus (Media
Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). Foram mensuradas 50 a 70 células por
ventriculo analisado. Os midcitos selecionados foram seccionados transversalmente. As areas
seccionais medias obtidas para cada grupo foram utilizadas como indicador do tamanho

celular.

3.9 Western Blot

A expressdo das proteinas Akt-total e Akt fosforilado e sirtuinas ,foram realizadas
pela técnica Western Blot seguindo as seguintes etapas: extracdo tecidual de proteinas,
eletroforese em gel, transferéncia das proteinas para membrana de nitrocelulose, identificacao
das proteinas por anticorpos especificos e quantificacdo das bandas por densitometria. A
expressdo dos peptideos foi normalizada pela expressdo da proteina constitucional

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) ou pela p-actina.

3.9.1 Extracgdo das proteinas miocardicas

Inicialmente os fragmentos amostrais (80-100 mg) foram homogeneizados com 1
mL de tampé&o de extracdo contendo NaCl 100 mM, TritonX-100 1% (v/v), desoxicolato de
sodio 0,5% (w/v), SDS 0,1 % (w/v), glicerol 10% (v/v) Tris 10 mM (ph 7,4), EDTA 1 mM,
EGTA 1 mM, ortovanadato de sodio 1 mM, NaF 10 mM e inibidores de proteases (P2714,
Sigma- Aldrich). O homogenato foi centrifugado por 20 min, a 12000 rpm a 4° C, para

eliminacdo de material insoltivel. O sobrenadante foi coletado e separado em aliquotas, que


http://www.ihcworld.com/catalog/p4561/Super-PAP-Pen-Liquid-Blocker-for-IHC,-small,-each/product_info.html
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foram armazenadas a -80° C. A concentracdo de proteina total foi analisada pelo método de
Bradford utilizando a curva de BSA Protein Standard como padréo.

3.9.2 Eletroforese em gel

Apo6s a quantificacdo da concentracdo proteica as amostras cardiacas foram
diluidas em tampdo Laemmli (Tris - HCL240mM, SDS 0,8%, glicerol 40%, azul de
bromofenol 0,02% e B-mercaptoetanol 200mM) e separadas por eletroforese utilizando
sistema Mini -Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio - Rad, Hercules, CA, USA). A corrida
eletroforética foi realizada em gel bifasico, de empilhamento (Tris - HCL 240mM pH 6,7,
poliacrilamida 40%, APS e Temed) e de resolu¢do (Tris - HCL 240mM pH 8,9,
poliacrilamida 40%, glicerol, APS e Temed) a 4° C com 20 pg de proteina total. A
concentracdo do gel de empilhamento utilizada foi determinada de acordo com 0 peso
molecular da proteina analisada. No primeiro poco do gel foi aplicado um padrdo de peso
molecular, Kaleidoscope PrestainedStandards (Bio Rad, Hercules, CA, USA). A corrida
eletroforética foi efetuada a 30 min a 50 V e 2:30 h a 120 V (Power Pac HC 3.0A, Bio - Rad,
Hercules, CA, USA) com tampao de corrida (Tris 0,25M, glicina 192 mM e SDS 1%).

3.10 Transferéncia e identificacdo das proteinas

Em seguida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
em sistema Mini - Trans Blot (Bio - Rad, Hercules, CA, USA), foi utilizado tampédo de
transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0,1%). Os sitios
inespecificos de ligacdo do anticorpo primario & membrana foram bloqueados mediante
incubacdo com solucéo de 5% de leite em pd desnatado, dissolvido em solucdo basal pH 8,0
(Tris 1M pH 8,0, NaCl 5M e detergente Tween 20) por 120 minutos a temperatura ambiente
sob constante agitacdo. Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo primario
diluido na solugdo basal, sob agitacdo constante por 12 horas. Ap6s a incubacdo com o
anticorpo primario, a membrana foi lavada trés vezes em solugdo basal e incubada com o
anticorpo secundéario diluido em solucdo basal por 1:30 horas sob agitacdo constante. Para
remover o excesso de anticorpo secundario, a membrana foi lavada trés vezes em solugédo
basal pH 8,0. Por fim, a imunodeteccdo foi realizada por meio do metodo de
quimioluminescéncia de acordo com as instrucbes do fabricante (SuperSignal West Pico

Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific, USA). As membranas de nitrocelulose foram
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reveladas em um aparelho fotodocumentador ligado a um computador capaz de fotografar as
membranas expostas ao reagente quimioluminescente, nos tempos padronizados para cada
proteina estudada.

3.11 Anticorpos primarios e secundarios

e PPARGq (H-98) 1:200 (SC-9000) 1:1000 Anti-mouse (SC-516102)
e Sirt-11:200 (SC-15404) 1:1000 Anti-rabbit (SC-2357)
e PGC-1 (4a8) 1:200 (SC-517380) 1:1000 Anti-rabbit (SC-2357)

3.12 Avaliagéo da resisténcia insulinica:

Para o calculo de resisténcia a insulina, foi utilizado o calculo HOMA -IR :
concentracdo de insulina (uU/ml) * pela glicemia (mM/L)/22,5 de todos os animais
(MATTHEWS et al, 1985).

3.13 Andlise estatistica

Os dados foram expressos em média e desvio padrdo, as comparacles entre 0s
grupos foram feitas pelo teste T de Student, par a par considerando (C x F); (F x FE);
(C X E) e (E X FE) e utilizada a corregdo de Bonferroni, sendo os valores de “P”
obtidos, multiplicados por 4 (quantidade de comparacdes). Diferenca estatistica com
valor P <0,05; nivel de significancia adotado foi de 5%. O software utilizado foi o
Sigma Stat.
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4 RESULTADOS

Conforme Tabela 1, ndo houve diferenca nos pesos iniciais e finais, no ganho de peso,
na ingestdo alimentar e caldrica, e na eficiéncia alimentar entre os grupos. O fato da ingestéo
alimentar estar com valores iguais, foi porque so foi considerada a media de ingestdo apenas
do grupo Fumo. A diferenca observada foi na Eficiéncia Alimentar, entre os grupos C e E,
apenas. Pela auséncia de dados dos demais grupos, esse valor das gramas e ingestao caldrica
foi considerado para todos; pois 0 objetivo era controlar a ingestdo para ndo haver diferencas
estatisticas entre as médias de ingestdo, consumo calorico, peso corporal e administracdo da
empagliflosina.

Tabela 1- Perfil nutricional

Grupos p valor
Variaveis C (n=15) E (n=15) F (n=15) FE (n=15) Cvs. F Fvs.FE Cvs.E Evs.FE
Peso corporal inicial (g) 24017 254+14 247+39 24525 0,752 0,692 0,360 2,624
Peso corporal final (g) 361+19 353+10 371438 356127 2,456 0,444 0,648 0,892
Ganho de peso (9) 121422 121422 124453 111435 3,004 3,328 3,664 2,420
Ingestéo alimentar (Q) 21,2+17 21,2+1,7 21,2+1,7 21,2+1,7 1,404 1,404 1,404 1,404
Ingestéo cal6rica (kcal) 76,2%6,2 76,246,2 76,246,2 76,246,2 4,000 4,000 4,000 4,000
Eficiéncia alimentar (%) 0,025+0,005 0,021+0,003° 0,026+0,011 0,023+0,007 3,668 3,328 0,020 1,192

C: grupo controle; E: grupo empagliflosina; F: grupo fumo; FE: fumo + empagliflosina; HOMA-IR: (Homeostases Model Assesment). O

perfil glicémico foi realizado com 10 animais por grupo. Dados expressos em meédia + desvio-padrdo. Teste “t” de Student para amostras
independentes e complementada com teste de Bonferroni (Todos os valores de P estdo multiplicados por quatro). Significancia P<0,05.

Diferenca entre grupo C vs. F%, F vs. FE ®; C vs ES; E vs. FEC.

Na Tabela 2 Avaliamos o perfil glicémico dos animais. Os resultados mostram que
ndo houve diferenca na glicemia e na insulina em nenhum dos grupos, com exce¢io do indice
HOMA-IR, que apresentou aumentado no grupo FE (8,64+3,32), apontando maior resisténcia
a insulina, comparado com Grupo E (4,24+2,37). Comparando esse parametro entre o Grupo
F e FE, houve um aumento numérico, mas ndo obteve diferenca estatistica; o que mostra que

a empagliflosina ndo teve agéo sobre a sensibilidade a insulina.
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Tabela 2 - Perfil glicmico

Grupos p valor
Variaveis C (n=10) E (n=10) F (n=10) FE (n=10) Cvs. F Fvs. FE Cvs. E Evs. FE
Glicemia (mg/dL) 113+19 122422 122+11 117+10 0,916 1,312 3,832 1,984
Insulina (ng/ml) 0,30+0,18  0,45+0,26  0,64+0,40  0,78+0,32 0,176 1,560 0,612 0,084
HOMA-IR 3454242  424+237  7,77+4,85  8,64+3,32¢ 0,100 2,568 1,676 0,012

C: grupo controle; E: grupo empagliflosina; F: grupo fumo; FE: fumo + empagliflosina; HOMA-IR: (Homeostases Model Assesment). O
perfil glicémico foi realizado com 10 animais por grupo. Dados expressos em média + desvio-padrdo. Teste “t” de Student para amostras
independentes e complementada com teste de Bonferroni (Todos os valores de P estdo multiplicados por quatro). Significancia P<0,05..

A Tabela 3, o grupo F tambem obteve maior presséo arteial que C, resultado da acéo
que o fumo leva devido aos mecanismos ja mencionados na introducdo; outro aumento da
pressdo arterial sistélica no grupo F e FE foi encontrado, mas o grupo FE obteve valor menor

que o grupo F, apontando uma discreta acdo da empagliflosina na reducédo da pressao arterial.

Tabela 3- Pressdo arterial sistolica

Grupos p valor
Variaveis C (n=10) E (n=10) F (n=10) FE (n=10) Cvs. F Fvs. FE Cvs. E Evs. FE
Pressdo Arterial (mmHg) 128+2 127+3 146+10° 138+7¢ 0,004 0,212 3,856 0,004

C: grupo controle; E: grupo empagliflosina; F: grupo fumo; FE: fumo + empagliflosina. Dados expressos em média + desvio-padréo.
Teste “t” de Student para amostras independentes e complementada com teste de Bonferroni (Todos os valores de P estdo multiplicados
por quatro). Significancia P<0,05. Diferenca entre grupo C vs. F%; F vs. FE ?; C vs ES; E vs. FE°.
Na Tabela 4 pelo ecocardiograma estrutural, podemos destacar reducdo dos valores

do grupo FE, quando comparado ao grupo F, tais como a dimnuicdo do DDVE, EDPP,

EDSIV, AE, ,AE/PC, Massa VE, Esp. Rel. VE, area AE, volume AE e AE/AQ; e aumento do

AE/PC. Através dessas alteracGes, podemos afirmar que houve hipertrofia cadiaca concentrica

nos animais, e a empagliflosina atenuou, por meio dos menores valores obtidos no

ecocardiograma .

Tabela 4- analise estrutural por ecocardiograma

Grupos p valor

Variaveis C (n=15) E (n=15) F (n=15) FE (n=15) Cvs.F Fvs.FE Cvs.E E vs. FE
DDVE 6,96+0,36 6,98+0,32®  6,46+0,452 6,61+0,29¢ 0,012 0,412 3,328 0,008
DDVE/PC 0,019+0,001 0,020+0,001 0,018+0,002% 0,019+0,002 0,032 0,380 1,348 0,132
DSVE 2,79+0,11  2,800,15  3,07#041% 272+030b 0040 0048 1,540 1,420
EDPP (mm) 1,48+0,05 1,48+0,05 1,76+0,09° 1,49+0,04° 0,004 0,004 3,020 2,588
EDSIV (mm) 1,51+0,03 1,52+0,02 1,90+0,122 1,54+0,09° 0,004 0,004 0,628 1,768
AO (mm) 3,84+0,16 3,73+0,17 3,86+0,23 3,80+0,21 0,200 2,544 0,544 1,148



AE (mm)
AE/PC
Massa VE (g)
indice MVE
Esp. Rel. VE
Area AE (mm)
Area AD (mm)
Volume AE
Volume AD
AE/AO

4,55+0,18
0,013+0,001
0,68+0,06
1,83+0,20
0,43+0,03
15,711
13+1,6
0,043+0,011
0,032+0,007
1,19+0,05

4,57+0,16
0,013+0,001
0,68+0,06
1,94+0,18
0,43+0,02¢
16,4+1,2
13,4+1,4
0,047+0,008
0,034+0,006
1,23+1,06

5,25+0,202
0,014+0,001*
0,80+0,10°
2,10+0,33
0,55+0,04 2
22,5+2 52
14+1,7
0,073+0,012%
0,037+0,006
1,36+0,092

4,660,10°
0,013+0,001°
0,63%0,05"
1,80+0,16°
0,45%0,02°
16,4+0,6°
12,7+0,8
0,045+0,004°
0,031+0,004°
1,23+0,06°

0,004
0,004
0,004
0,052
0,004
0,004
0,380
0,004
0,388
0,004

0,004
0,032
0,004
0,020
0,004
0,004
0,072
0,004
0,044
0,004

2,484
0,672
2,75
0,51
3,71
0,52
1,62
3,80
2,46
0,192
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0,224
1,768
0,070
0,150
0,020
2,65
0,50
3,60
0,85
3,940

DDVE: didmetro diastolico do ventriculo esquerdo (VE); DSVE: didmetro diastélico do VE; EDSIV: espessura diastdlica do septo
interventricular; EDPP: espessura diastdlica da parede posterior do VE. AO: aorta; AE: atrio esquerdo; Massa VE ; Indice MVE: indice
de massa do VE; Esp Rel VE: espessura relativa do VE; Area AE: area do atrio esquerdo (AE); area AD: area do atrio direito (AD);
volume AE: volume do AE; volume AD: volume do AD; AE/AO: razdo entre AE e AO.Dados expressos em média £ desvio-padrao.
Teste “t” de Student para amostras independentes e complementada com teste de Bonferroni (Todos os valores de P estdo multiplicados
por quatro). Significancia P<0,05. Diferenca entre grupo C vs. F%; F vs. FE ?; C vs ES; E vs. FEY.
A Tabela 5 mostra a analise da funcdo sist6lica, apresentando reducdo dos %Enc Endo
e Forca de Ejecdo do grupo FE, o grupo F obteve valores menores, apontando disfuncéo
sistdlica. A empagliflosina também alterou o Vol VES, evitando o seu aumento. Atraves dos
parametros, podemos observar o efeito atenuador do medicamento na funcao sistdlica.
Encontrado também reducéo do IC, VS e DC do grupo F, e logo o grupo FE obtiveram
valores maiores, sendo assim, a empagliflosina ndo reverteu o dano, apenas atenuou os efeitos
da fumaca de cigarros, evitando maiores danos cardiacos. Outro ponto na comparacdo dos
dados, ¢ a falta de diferenca quando comparado grupo F vs. FE, o0 medicamento amenizou 0s

efeitos, porem o tratamento nao foi capaz de preservar esses parametros da funcéo sistolica.

Tabela 5- Analise da fung&o sistolica por ecocardiograma

Grupos p valor

Variaveis C (n=15) E (n=15) F (n=15) FE (n=15) Cvs. F Fvs. FE Cvs.E E vs. FE
FC (bpm) 287+55 281+60 27554 27636 2,544 3,860 3,064 3,932
%Enc Endo 59,8+2,2 59,9+2,1 52,6+4,7° 58,9+3,7° 0,004 0,004 3,684 1,564
Fragdo ejecdo 0,9340,01 0,93+0,01 0,89+0,03%  0,93+0,02° 0,004 0,004 3,336 2,652
Vol VED (ml) 0,34+0,05 0,34+0,05 0,27+0,062 0,29+0,04¢ 0,012 0,412 3,444 0,016
Vol VES (ml) 0,022+0,003 0,022+0,003 0,030+0,012% 0,021+0,007° 0,040 0,048 1,540 2,068
VS (ml) 0,317+0,053 0,320+0,044 0,243+0,053% 0,269+0,035° 0,004 0,060 3,476 0,008
DC (ml/min) 90+18 89+17 67+21% 74+104 0,012 1,072 3,312 0,040
IC (ml/mmg) 243+45 251+46 1754532 2114324 0,004 0,140 2,528 0,032
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FC: Frequéncia Cardiaca; ENC ENDO: Encurtamento Endocérdico ; Vol VED : Volume do ventriculo direito; Vol VED : Volume do ventriculo
esquerdo; VS: Volume sist6lico; DC: Débito cardiaco; IC: indice cardiaco. Dados expressos em média + desvio-padréo. Teste “t” de Student para
amostras independentes e complementada com teste de Bonferroni (Todos os valores de P estdo multiplicados por quatro). Significancia P<0,05.
Diferenca entre grupo C vs. F?; F vs. FE °; C vs ES; E vs. FEY.

Na Tabela 6 podemos ver que houve aumento do TRIV (ms) e TRIV R-R do grupo F, esse aumento do tempo de
relaxamento é um indicio de disfuncdo diastélica; em contraste, o grupo FE permaneceu com o0s valores normais,
mostrando o efeito cardioprotetor da empagliflosina, que preservou os valores desse parametro no coragcdo. Também com

diferenca entre alguns parametros do grupo E vs. FE, como aumento do E/A, A mitral e E mitral.

Tabela 6- Analise da funcdo diastolica por ecocardiograma

Grupos p valor

Variaveis C (n=15) E (n=15) F (n=15) FE (n=15) Cvs. F Fvs. FE Cvs. E E vs. FE

Onda A (cm/s) 78,1+8,8 81,6+10,7 73,6%6,9 74+3,8 3,976 0,82 2,48 0,084
Onda E (cm/s) 45,3+11,9 46,35+8,6 46,07+22,7 39,63+3,9 2,724 3,516 3,34 0,16

E/A 1,70+0,041  1,62+0,25 1,87+0,56  1,88+0,21¢ 2,136 2,136 3,604 0,016
TRIV R-R 49,1+8,1 52+4,3 64+11,4% 52,364 ° 0,004 0,008 0,920 3,564
TDE (ms) 46,8+5,6 46,7+2,9 51,9+126  46,7+3,6 1,356 0,980 2,172 4,000
TRIV (ms) 22,6%3,3 24,3+1,8 30,1#5,3%  24,5+2,8" 0,004 0,008 0,920 3,564
A mitral 48,5+14 52,2+14,4 42,8+13,8  39,7+4¢ 1,232 2,408 1,952 0,012
E mitral 78,1+8,8 81,6+10,7 73,6%6,9 74+3,8¢ 0,540 3,424 1,232 0,024

AE - didmetro do atrio esquerdo; DDVE — didmetro diastélico do ventriculo esquerdo; DSVE - didmetro sistélico do ventriculo esquerdo;
E/A - razdo entre as ondas E e A do fluxo diastdlico transmitral; TDE - tempo de desaceleracdo da onda ; AE - didmetro do &trio esquerdo;
DDVE - didmetro diastdlico do ventriculo esquerdo. TRIV R-R : tempo de relaxamento isovolumétrico corrigido pela frequéncia cardiaca.
Os dados sdo expressos em média + desvio-padrdo. A distribuicdo dos dados para a comparagdo Teste “t” de Student para amostras
independentes e complementada com teste de Bonferroni (Todos os valores de P estdo multiplicados por quatro). SignificAncia P<0,05..

Diferenca entre grupo C vs. F?; F vs. FE ®; C vs ES; E vs. FEC.

A tabela 7 apresenta os dados da analise bioquimica, ndo houve diferenca na maioria
dos parameros, exceto com uma discreta reducdo dos niveis de sodio no grupo F. A
empagliflosina ndo teve efeito sobre a reten¢do de sodio sobre a carga hemodinamica. Sobre
os triglicerideos, ndo houve efeito lipotoxico sobre os triglicerideos séricos dos animais, 0s
valores sdo préximos entre 0s grupos, que pouco variaram suas medias. O que mostra que
nem o fumo nem a empagliflosina tiveram acdo sobre este parametro.

Em relagdo ao acido urico, os animais que foram expostos a fumaca apresentaram

valores menores de &cido Urico no soro. Houve redugdo do grupo F, com relagdo ao grupo C.
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O grupo FE foi o que apresentou o menor nivel de acido urico, apontando a acdo da

empagliflosina em baixar os niveis de deste metabdlito no organismo.

Tabela 7 — Dosagens bioquimica séricas dos animais expostos ou ndo a fumaca de cigarros e que
receberam ou ndo a empaglifosina, em nenhum dos parametros foram encontradas diferencas entre o0s

grupos, apontnado que o medicamento ndo teve ac¢do sobre o fumo sobre os animais neste estudo.

Grupos p valor
L Cvs. F Fvs. FE Cvs. E E vs. FE
Variaveis C(n=10) E(n=10) F(n=10) FE (n=10)

Sédio (mmol/L) 147+4  146+4 142+3? 14245 0,016 3,984 2,296 0,184
Potassio (mmol/L) 5,04+0,69 5,08+0,87 4,94+0,63  4,64+0,59 0,184 1,152 1,972 0,736
Triglicerideos (mg/dl) 28755 281+60 27554 27636 0,864 0,372 2,808 1,176
Acido Urico (mg/dl) 0,90+0,30 0,65+0,48 0,47+0,05* 0,42+0,15 0,008 0,72 1,204 0,960
LDL (mg/dl) 4,23+0,86 8,00+3,14 5,04+1,29 6,15+1,85 0,920 1,028 0,072 0,972

LDL- Lipoproteina de baixa densidade. Dados expressos em média + desvio-padrdo. Teste “t” de Student para amostras independentes e
complementada com teste de Bonferroni (Todos os valores de P estdo multiplicados por quatro). Significancia P<0,05. Diferenca entre grupo
Cvs. F%; F vs. FE ®; C vs ES; E vs. FE

Na Tabela 8 foram analisadas laminas do ventriculo esquerdo, tanto por HE como IF,
ambas metodologias ndo encontraram diferenca na area média dos midcitos. As laminas
foram selecionados pelo orientador para leitura cega para ndo haver viés de leitura na hoa da
identificacdo dos grupos pelos examinadores, a escolha foi aleatdria por sorteio dos animais,

sendo heterogéneo o nimero de animais analisados por grupo.

Tabela 8- Avaliacdo da area seccional do midcito

Grupos p valor
Variaveis (um) C (n=7) E (n=8) F (n=6) FE (n=7) Cvs. F Fvs. FE Cvs.E E vs. FE
HE 24362 30126 265+55 314424 2,08 0,29 0,22 1.35
IF 313+39 310+55 368+46 300450 0,15 3,68 1,35 2,87

HE: Hematoxilina & Eosina ; IF: Imunofluorescéncia. Dados expressos em média + desvio-padréo. Teste “t” de Student para amostras e
complementada com teste de Bonferroni *p<0,05.
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A tabela 9 apresenta os dados do Western Blot, as respectivas bandas de expressao de
proteinas, normalizadas pelo GADPH. Nota se que ndo teve nenhuma diferenca entre elas,

mostrando que a empagliflosina e fumaca de cigarros nao interferiram em suas expressoes.

PGCla
— ———
——— T — — _—
C EF FE C E FFE C E F FE C E
GADPH 8%
.———#
.-——'—-—-—--_'
Cc E F FEC E F FE C E F FE C E
SIRT 1
| — . — N ————————— — —————
C EFFEC E FFECUE F FE C E
PPARa

il — — —
— — — — e — — —

Cc E F FE C E F FE C E F FE C E
GADPH 10%

— S N WS e S we e —— — — S

c E FFE C E F FEC E F FE C E

Tabela 9- Western Blot

c E F FE Cvs. F Fvs. FE Cvs.E E vs. FE
SIRT1 1,60+0,62 1,41+0,47 1,48+0,60 1,32+0,49 2,664 2,152 1,824 2,752
PCGla 1,88+1,09 1,50+1,33 1,50+1,33 1,33+0,89 15 0,416 0,848 3,88
PPAR 2,39+1,23 2,77+£164 2,77+1,64 3,15+2,47 2,468 3,640 2,252 2,492

SIRT 1: Sirtuinas; PCGa: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha PPAR: proliferador de peroxissoma Dados expressos em méc
* desvio-padrdo. Teste “t” de Student para amostras independentes e complementada com teste de Bonferroni *p<0,05. Diferenca entre grupo C vs. F?; F vs. |

b: C vs E®; E vs. FES,
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5 DISCUSSAO

Os resultados desse trabalho mostraram-se relevantes, pois observou-se o efeito
protetor da empagliflosina sobre o coragdo. A exposicdo a fumaca de cigarros induziu
hipertrofia concéntrica, disfuncdo sistdlica e diastdlica, que foram atenuados pela
empagliflosina. A pressdo arterial, a resisténcia insulinica, expressdo de proteinas do
metabolismo de lipideos, alteracfes de acido Urico, ou sédio nao foram vias que explicassem
a participacdo da empagliflosina no coracéo e no organismo dos animais.

O modelo de exposicdo a fumaca de cigarros pode induzir diferentes tipos de
hipertrofia e padroes de geometria. Foi observado por (AZEVEDO, 2010) que a presenca de
coracGes normais, com hipertrofia excéntrica e concéntrica em estudos que expuseram 0S
animais a fumaca de cigarros. No presente estudo, fica clara a presenca de hipertrofia
conceéntrica caracterizada por aumento do IMVE e da espessura relativa da parede, no grupo
F. O grupo FE teve esses parametros atenuados. O modelo experimental de exposi¢cdo ao
fumo causa remodelacdo cardiaca semelhante ao que se observa na cardiomiopatia diabética.
Portanto, o efeito da empagliflosina em atenuar hipertrofia no modelo do fumo pode ser
oriundo de mecanismos semelhantes ao da cardiomiopatia diabética, que ainda ndo sao
conhecidos na literatura.

Em relacdo a funcdo diastolica, observou-se também aumento do atrio esquerdo, que
sugere disfuncdo diastélica do VE que esta com a cavidade reduzida, e ndo comporta o
volume de sangue. Além do AE, o TRIV mostra disfuncdo diastolica por retardo do
relaxamento isovolumétrico. Estudo experimental com empagliflosina, mostrou efeito em
normalizar os parametros, sobretudo o TRIV. (XUE, M et al, 2019).

Adicionalmente, no mesmo estudo, A razao (E / A) indicou que a funcéo diastolica do
ventriculo esquerdo estava marcadamente prejudicada em camundongos db / db; entretanto os
grupos tratados com empagliflosina reverteram significativamente esses parametros da funcgéo
diastdlica. Ndo foram observadas diferencas significativas na frequéncia cardiaca entre 0s
grupos de camundongos. Administracdo do medicamento melhorou a frequéncia diastélica e a
sistolica cardiaca induzida por diabetes em camundongos db / db (XUE, M et al, 2019).

Em relacdo ao parametro da funcdo sistdlica, observa-se que a porcentagem de
encurtamento endocardico e fracdo de ejecdo, estavam reduzidos nos animais do grupo
expostos a fumaca de cigarros. Por sua vez, esse dano nédo foi encontrado nos animais que
foram expostos a fumaca e receberam a empagliflosina, com aumento desses parametros;

esses valores se assemelham com os demais grupos que ndo sofreram agressdo cardiaca;
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sendo mais um indicador da acdo que o medicamento em atenuar os danos no 0rgdo.
Conforme Byrne, et al mostraram que a empagliflosina preservou a fungdo sistdlica em
modelo animal de sobrecarga de pressao e nao diabético (BYRNE, 2017).

Adicionalmente, em pacientes com insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecédo
reduzida, a empaglifosina reduziu internacdo e mortalidade. (PARKER, 2020). Em estudo
experimental, desenvolvido com camundongos db / db exibiram uma diminuig&o significativa
nos parametros sistélicos do ventriculo esquerdo, incluindo fracdo de ejecdo e da % de
encurtamento em comparacdo com o grupo db / m; enquanto os camundongos tratados com
empagliflosina mostraram uma melhora na fracdo de reducdo e forca de ejecéo. (XUE, M et
al, 2019).

A empagliflosina reduziu o risco de morte cardiovascular ou hospitalizacdo por
em pacientes com Insuficiéncia Cardiaca e Fracdo de Ejecdo reduzida. Essa € a conclusao do
ensaio clinico reduzido em EMPEROR. O ensaio EMPEROR-Reduced foi desenhado para
avaliar os efeitos da empagliflosina 10 mg uma vez ao dia (em comparagdo com placebo) em
pacientes com o0s parametros acima reduzidos, com ou sem diabetes, que ja estavam
recebendo todos os tratamentos apropriados para Insuficiéncia Cardiaca. Por sua vez, a
empagliflosina reduziu o risco de eventos graves de insuficiéncia cardiaca em 30% e diminuiu
0 risco de resultados renais adversos graves em 50%. (PACKER, M, 2019).

Sobre 0s potenciais mecanismos que possam estar envolvidos nos efeitos
benéficos da empaglifosina na remodelacdo induzida pela exposicdo a fumaca de cigarros,
investigamos pressdo arterial e alteracdes eletroliticas, resisténcia insulinica, expressdo de
proteinas do metabolismo energético, marcadores de metabolismo de gordura e acido Urico.

O efeito hemodindmico parece ser 0 mecanismo de agdo mais consensualmente
apontado como responsavel pelo beneficio cardiovascular precoce da empagliflosina, pela
reducdo na pressdo arterial e do volume intravascular e inducdo de diurese osmdtica
(MONTEIRO, P et al, 2019).

O fumo pode causar um aumento agudo da pressdo arterial e da frequéncia
cardiaca, provavelmente mediada pela nicotina que age como um agonista adrenérgico,
promovendo a liberagdo local e sisttmica de catecolaminas (SOUZA, 2015). No presente
estudo, o grupo F teve o maior valor de pressao, corroborando com a literatura; e por sua vez,
0 grupo FE foi maior que o grupo E, apontando que a exposi¢do a fumaga aumentou 0s

valores pressoricos dos animais expostos de ambos os grupos a fumaca de cigarros.
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Entretanto, a PA dos grupos F e FE foram semelhantes, o que sugere que os efeitos
observados no presente estudo ndo foram pela via de controle pressarico.

Estudo prévio evidenciou que o tratamento crénico com os inibidores de SGLT2
foram associados a uma pequena reducdo da pressao (3-4 mmHg de pressao arterial média)
também confirmado por monitoramento de pressdo arterial de 24 horas (LAMBERS, 2013
apud NATALLI, A. 2017).

Em relacdo ao &cido urico, este € produto do metabolismo das purinas, que
quando seus niveis estdo aumentados, se relaciona com doencas, como cardiovascular e renal.
A nivel endotelial, o &cido urico diminuiria os niveis de éxido nitrico e aumento das espéecies
reativas de oxigeno, promovendo inflamacdo vascular e proliferagdo de células de musculo
liso. Fatores de risco, como obesidade e sindrome metabolica associam-se a hiperuricemia, e
as manifestacdes da doenca cardiovascular, como doenca arterial periférica e coronariana
(CEBOLLADA&GIMENO, 2012) No presente estudo, ndo observamos mudangas nas
concentragcfes de acido Urico na presenca da empagliflosina. Entretanto, ha estudos prévios
gue mostraram efeitos da empagliflosina sobre esse parametro. (SANTOS, L, 2017). Por
exemplo, a empagliflosina reduziu os niveis de &cido drico no plasma em comparagdo com
placebo, esta observacdo apoia a analise de mediacdo realizada em EMPAREG OUTCOME,
demonstrando que as alteragdes no &cido Urico da reducdo na mortalidade pro causa
cardiovascular e falha cardiaca (VERMA S et al, 2019).

Sobre o0s aspectos metabdlicos: perfil lipidico, resisténcia insulinica e
metabolismo energético, o presente estudo ndo evidenciou alteracdes no indice de HOMA,
triglicerideos sérico, expressdao de proteinas como o peroxisome proliferator-activated
receptors (PPAR-a), o peroxisome proliferator-activated receptor-y (PGC-1 o) e sirtuina
(SIRT-1).

Os triglicerideos sdo formados por 3 &cidos graxos ligados ao glicerol. Os TG
captados pelo coracgdo sdo oxidados formando acetil-coenzima que entram no ciclo de Krebs,
como substrato para transformacdo de energia. O medicamento ndo apresentou alteragédo
significativa sobre os niveis séricos de triglicerideos, o que ndo aconteceu com trabalhos
encontrados na literatura. Em estudo com empagliflosina, os niveis de colesterol total e os
triglicerideos diminuiram significativamente no grupo que utilizou o medicamento, 0s
pacientes receberam 10 mg diariamente, e embora houvesse a reducdo ndo apresentou
diferenga entre os grupos. (SCHIN, Y, 2020). Outro estudo também diz que pacientes com

diabetes tipo 2 que receberam 10 mg de empagliflosina por 12 meses; que por sua vez, 0S
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niveis de LDL-colesterol, HDL-colesterol e triglicerideos permaneceram inalterados;
aumentaram significativamente e diminuiram, respectivamente. N&o foram encontradas
diferencas com significancia estatistica em comparacdo com o placebo (HATTORI, S, 2018).

Outro trabalho, também aponta que ndo houve diferenca entre os grupos, quando

comparados os niveis de colesterol e triglicerideos; no entanto houve aumento significativo
em ambos os parametros, quando comparados com 0s controles; o que aponta 0 ndo efeito da
empagliflosina sobre baixar esses parametros em ratos que também receberam a mesma
quantidade de medicamento na dose de 10 mg/kg/dia (ANDREADOU, | et al 2017).
O LDL-colesterol (lipoproteina de baixa densidade) é outro parametro de lipotoxicidade, e em
nosso estudo ndo encontramos diferenga em nenhum dos grupos analisados, a empagliflosina
protegeu o0 coracdo, no entanto ndao apresentou melhora significativa nos animais sobre a
lipotoxicidade causada pelo fumo. Na literatura buscada ndo ha um consenso, havendo
concordancia com os dados encontrados de ndo haver diferenca, na maioria dos estudos
experimentais analisados comparando nosso resultado, mostrando que o edicamento nao é
eficaz sobre a reducdo dos niveis de LDL.

De acordo com a literatura, alguns trabalhos se apresentam controversos com relacdo a
funcdo da empagliglosina sobre o LDL, por exemplo (LANGSLET,G et al, 2020) cita que
analise mostra que os efeitos benéficos moduladores de empagliflosina nos resultados
cardiovasculares ndo diferiram entre as categorias dos niveis basais de LDL. Outro estudo
com ratos que receberam por 12 semanas, a empagliflosina na dosagem de 10 mg/kg/peso,
como o presente estudo; os resultados mostraram que ela pode reduzir os niveis de LDL-C
entre os dois grupos estudados (LIU Y, 2021); diferente do nosso resultado.

A metabolizacdo dos &cidos graxos é estimulada pelo PPAR-a/ PGC-1 a. A SIRT-1
estimula 0 PGC1- a. No processo de remodelacdo cardiaca associado a resisténcia insulinica,
existe maior captacdo de acidos graxos pelos midcitos, excedendo a capacidade de oxidacéo e
com isso ocorre a deposicao de lipideos nos midcitos, em forma de TG e ceramidas, levando a
lipotoxicidade. (AZEVEDO et al, 2013).

A literatura traz possiveis mecanismos; como perda de glicose pela diminui¢do da
reabsorcao renal, os efeitos da empagliflosina parecem induzir uma alteracdo metabolica com
producéo de um sistema energeticamente mais eficiente por meio da mudanca de consumo de
glicose e acidos graxos para um sistema que utiliza corpos cetdnicos, otimizando o
desempenho cardiaco e renal (MONTEIRO, P et al, 2019; MUDALIAR et. al, 2016). Os

corpos cetdnicos sdo quase exclusivamente sintetizados no figado quando ha altas
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concentragfes de acidos graxos na circulacdo e, quando a producdo de acetil-coenzima A
excedem o0s requisitos hepéticos. Estes metabdlitos na circulacdo sdo captados por tecidos
extra hepaticos, especialmente o coracdo e o rim e cérebro. (MUDALIAR et. al, 2016). A
participacdo dos corpos cetdnicos nesse processo ndo foi avaliada no presente estudo.

Embora nosso trabalho ndo apresentou diferenca nos indices glicémicos e
sensibilidade a insulina, estudo prévio aponta melhora no controle da glicemia, resisténcia a
insulina e triglicerideos em pacientes diabéticos, com a dosagem de empagliflosina 10 mg
diaria ofertada por seis meses (SAWADA, T et al, 2020).

A respeito da expressdo das proteinas do Western Blot, foram avaliadas algumas
proteinas, dentre elas, encontramos na literatura que; um dos moduladores mais importantes
do uso de substratos energéticos do coracdo é o receptor ativador do proliferador de
peroxissoma (PPAR). Em condi¢Ges normais, PGC-1la ativa fatores respiratorios nucleares
que estimulam o PPARa (AZEVEDO, 2013).

Uma breve explicacédo, a fim de entender melhor o que cada proteina significa no
metabolismo energético, segundo (ADITYA, et al, 2017) as SIRT1(sirtuinas) sdo enzimas que
agem através de PGC-la (coativador de receptor gama ativado por proliferador de
peroxissoma) para ativar a transcricdlo PPARa (receptor ativado por proliferador de
peroxissoma) para induzir genes catabdlicos de &cidos graxos.

Por exemplo, durante a privagdo de nutrientes, a ativacdo de SIRT1 causa a
metabolizacdo de acidos graxos no cora¢do. A SIRT1 age atraves de PGC-la para ativar a
transcricdo PPARa para induzir genes para oxidacdo de &cidos graxos por meio da [
oxidacgéo, como fonte de energia (ADITYA, et al, 2017).

Além disso, a interacdo de PGC-la com fatores de transcricio PPARa ¢ ERRa
resulta na inducdo de genes de oxidacdo de acidos graxos, como CPT-1b (carnitina
palmitoiltransferase) e MCAD (Malonil-CoA descarboxilase). A SIRT1 ativa PPARa através
da desacetilagdo de PGC-1a para induzir a transcri¢do de genes para metabolizacdo de acidos
graxos no coracao durante privagdo nutricional. Além da SIRT1 também estar envolvida no
aumento da sensibilidade a insulina e ativa¢do da f-oxidacéo atraves da inducdo de PGC-1a.
(ADITYA, et al, 2017). Dessa forma, fizemos a hip6tese de que a empagliflosina pudesse
modular a expressdo dessas proteinas, que poderiam melhorar a sensibilidade a insulina e a
metabolizacdo de &cidos graxos no coracdo. Entretanto, ndo houve diferengas na quantificacéo

dessas proteinas entre os grupos estudados.
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6 CONCLUSAO

O protocolo de fumo foi efetivo na inducdo de danos cardiacos observado por
hipertrofia concéntrica e disfungdes diastdlica e sistolica. A empagliflosina teve seu efeito
cardioprotetor em diversos parametros cardiacos, mantendo em estrutura e funcdo dos animais
que foram submetidos a exposi¢cdo do fumo. As vias metabolicas avaliadas acido Urico,
resisténcia insulinica, lipidios séricos e expressdo de PPAR-a, PGC-la e SIRT-1 ndo

participaram desse processo.
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