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Registro do impacto esperado da tese na sociedade

As doencas cardiovasculares séo a principal causa de morte no Brasil e no mundo. Entre
elas, destaca-se o infarto do miocardio (IM), pela sua elevada morbidade e mortalidade. Além
de impactar diretamente o coragdo, o IM afeta outros 6rgéos e tecidos, incluindo a musculatura
esquelética. Perda progressiva de massa muscular contribui para a reducdo da capacidade fisica
e, consequentemente, da qualidade de vida de pacientes apés IM.

Os inibidores da proteina cotransportadora de sodio-glicose tipo 2 (iSGLT2),
inicialmente desenvolvidos para o tratamento do diabetes mellitus, foram incorporados a
terapéutica de pacientes com insuficiéncia cardiaca, estagio avancado das doengas
cardiovasculares. Essa classe de medicamentos apresenta efeito cardioprotetor, reduzindo a
mortalidade e hospitalizacdo de pacientes com insuficiéncia cardiaca, independentemente da
presenca de DM. No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos dos iISGLT2 na musculatura
esquelética.

Neste estudo, analisamos os efeitos do tratamento com o0 iISGLT2 empagliflozina em
musculo esquelético oxidativo de ratos com infarto do miocardio. Os resultados mostraram que
0 medicamento combate o estresse oxidativo, melhora a defesa antioxidante, normaliza a
atividade de enzimas-chave do metabolismo energético, atenua alteracdes da fosforilacdo
oxidativa, ativa vias anabdlicas e deprime vias catabélicas de sinalizagdo celular.
Adicionalmente, verificamos que as alteracdes bioquimicas e celulares contribuiram para a
manutencdo do tamanho das fibras musculares. Portanto, o tratamento com empagliflozina,
além de melhorar os desfechos cardiovasculares, possui efeito positivo na musculatura
esquelética de ratos com infarto do miocéardio. Novos estudos sdo necessarios para promover a

translacdo desse conhecimento para pacientes pés-infarto do miocéardio.



Record of the expected impact of the thesis on society

Cardiovascular diseases are the leading cause of death in Brazil and worldwide. Among
them, myocardial infarction (M) is the leading cause of morbidity and mortality. In addition to
directly injuring the heart, MI affects other organs and tissues, including skeletal muscles.
Progressive loss of muscle mass contributes to a reduction in physical capacity, therefore
impairing quality of life of infarcted individuals.

The inhibitors of the sodium-glucose cotransporter protein Type 2 (iISGLT2), initially
developed for the treatment of diabetes mellitus (DM), have been incorporated into the
treatment of patients with heart failure, an advanced stage of cardiovascular diseases. This class
of drugs has a cardioprotective effect, reducing mortality and morbidity in heart failure patients,
regardless of the presence of DM. However, little is known about the effects of iISGLT2 on
skeletal muscles.

In this study, we analysed the effects of the iISGLT2 empagliflozin on the oxidative
soleus muscle in rats with myocardial infarction. The results showed that this drug combats
oxidative stress, improves antioxidant defense, normalizes the activity of key enzymes involved
in energy metabolism and oxidative phosphorylation, activates anabolic pathways, and
mitigates catabolic signalling pathways. We also found that the biochemical and molecular
changes contribute to the maintenance of muscle fiber size. Therefore, treatment with
empagliflozin not only improves cardiovascular outcomes but also has a protective effect on
skeletal muscle in infarcted rats. Additional studies are necessary to translate this knowledge to

post-infarction patients.
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RESUMO



AlteracGes metabdlicas, morfoldgicas e bioquimicas sdo comuns em musculos esqueléticos de
pacientes com insuficiéncia cardiaca cronica. Apesar dos efeitos cardioprotetores dos inibidores
do cotransportador de sddio-glicose 2 (SGLT2) na insuficiéncia cardiaca, o impacto dessa
classe de medicamentos no masculo esquelético ainda é pouco compreendido. Este estudo
investigou os efeitos do inibidor de SGLT2 empagliflozina (EMPA) no musculo soleo de ratos
com insuficiéncia cardiaca induzida por infarto do miocardio (IM). Métodos: Uma semana
apos a inducdo de IM, ratos Wistar machos foram divididos nos grupos Sham (n=10),
Sham+EMPA (n=12), IM (n=10) e IM+EMPA (n=9). A EMPA foi administrada na racdo (5
mg/kg/dia) por 12 semanas. A remodelacdo cardiaca foi avaliada por ecocardiograma. A
atividade enzimatica e marcadores do estresse oxidativo foram quantificados por
espectrofotometria; a expressdo de proteinas foi analisada por Western blotting. A anélise
estatistica foi realizada por ANOVA e Tukey ou Kruskal-Wallis e Dunn (p<0,05). Resultados:
O tamanho do infarto ndo diferiu entre os grupos (IM 41,8 + 4,2%; IM+EMPA 40,7 £ 5,7% da
area total do ventriculo esquerdo (VE). Os grupos infartados tiveram dilatacdo das camaras
cardiacas esquerdas; o didametro do atrio esquerdo e a area diastdlica do VE foram menores no
grupo IM+EMPA que no IM. A fracdo de ejecdo e a velocidade de encurtamento da parede
posterior do VE foram menores, e o indice de Tei maior nos grupos IM e IM+EMPA que em
seus respectivos controles. A funcdo do VE ndo diferiu entre os grupos infartados. A area
seccional transversa das fibras musculares foi maior no IM+EMPA que no IM. A expresséo da
cadeia pesada de miosina tipo Il foi maior no grupo IM+EMPA que no IM. A concentracdo dos
marcadores de estresse oxidativo carbonilacdo de proteinas e malondialdeido (M1 18,0 + 9,15;
IM+EMPA 10,7 £ 8,22 nmol/ug de proteina) foi menor no grupo IM+EMPA que no IM,
indicando reducdo do dano oxidativo. A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi maior no
grupo IM+EMPA que no IM. A fungdo mitocondrial melhorou com a EMPA, evidenciada pela
maior expressdo do complexo respiratorio | no grupo IM+EMPA que no IM, indicando
aumento da producdo de ATP e da capacidade de fosforilagdo oxidativa. A expressdo do
complexo respiratdrio V foi menor no grupo IM que no Sham (Sham 1,00 + 0,41; IM 0,66 +
0,16). A atividade das enzimas metabolicas foi normalizada com a EMPA, especialmente nas
vias glicoliticas e do ciclo do &cido citrico, refletindo melhora no metabolismo energético do
musculo s6leo. A EMPA aumentou a expressdo de proteinas anabdlicas da via do IGF-1 e
reduziu a expressdo de proteinas de vias catabdlicas de sinalizacdo celular. Conclusdo: A
empagliflozina atenua o processo de remodelacdo induzido por infarto do miocardio. No
musculo esquelético, a empagliflozina preserva o trofismo do s6leo, reduz o estresse oxidativo,
normaliza o metabolismo muscular e mitocondrial, e modula a expressdo de proteinas
envolvidas em vias de sinalizacdo de sintese e degradagdo muscular.

Palavras-chave: infarto do miocardio; musculo séleo; estresse oxidativo; metabolismo
energético; funcdo mitocondrial; via do IGF-1.



ABSTRACT



Background: Metabolic, morphological, and biochemical skeletal muscle changes are
common in chronic heart failure patients. Despite the cardioprotective effects of sodium-
glucose co-transporter 2 (SGLT2) inhibitors in heart failure, the impact of this drug class on
skeletal muscle remains poorly understood. This study investigated the effects of the SGLT2
inhibitor empagliflozin (EMPA) on the soleus muscle of rats with myocardial infarction (MI)-
induced heart failure. Methods: One week after MI induction, male Wistar rats were divided
into four groups: Sham (n=10), Sham+EMPA (n=12), Ml (n=10), and MI+EMPA (n=9).
EMPA was added to the rat chow (5 mg/kg/day) for 12 weeks. Cardiac remodelling was
assessed by echocardiogram. Enzymatic activity and oxidative stress markers were evaluated
using spectrophotometry; protein expression was analysed by Western blotting. Statistical
analysis: ANOVA and Tukey or Kruskal-Wallis and Dunn’s test (p<0.05). Results: Infarct
size did not differ between groups [MI 41.8 + 4.2%; MI+EMPA 40.7 + 5.7% of total left
ventricle (LV) area]. MI+EMPA and M1 had dilated left cardiac chambers; left atrium diameter
and LV end-diastolic area were smaller in MI+EMPA than MI. Ejection fraction and posterior
wall shortening velocity were lower, and Tei index higher in MI+EMPA and MI than their
respective controls. LV function did not differ between infarcted groups. Soleus cross-sectional
area was larger in MI+EMPA than MI. MI+EMPA had higher Type Il myosin heavy chain
expression than MI. The oxidative stress markers carbonylated protein and malondialdehyde
levels (MI 18.0 £ 9.15; MI+EMPA 10.7 + 8.22 nmol/ug of protein) were lower, and the
antioxidant superoxide dismutase higher in MI+EMPA than MI. Expression of the respiratory
complex I was higher in MI+EMPA than MI (M1 0.74 £ 0.29; MI+EMPA 2.74 + 1.01 arbitrary
units) and expression of the respiratory complex V was lower in MI than Sham (Sham 1.00 +
0.41; MI 0.66 £ 0.16 arbitrary units). Metabolic enzyme activities, altered in Ml compared to
Sham, were normalised in MI+EMPA, particularly those from glycolytic and citric acid cycle
pathways. EMPA up-regulated expression of anabolic proteins of the IGF-1 pathway and down-
regulated proteins related to catabolic signalling. Conclusion: Empagliflozin slightly attenuates
infarction-induced cardiac remodeling in rats. In skeletal muscle, empagliflozin preserves
soleus trophism, reduces oxidative stress, normalizes muscle and mitochondrial metabolism,
and modulates expression of proteins involved in synthesis and degradation-related pathways.

Keywords: Myocardial infarction; soleus muscle; oxidative stress; energy metabolism;
mitochondrial function; IGF-1 pathway
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Apresentacdo da Tese:

A Tese desenvolvida durante o doutorado esta apresentada nos seguintes topicos:

e Resumo da Tese;

e Fundamentacdo para o trabalho desenvolvido;
e Referéncias da Fundamentacéo;

e Manuscrito a ser enviado para publicacéo;

e Atividades desenvolvidas durante o doutorado.
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As doengas cardiovasculares (DCVs) sdo uma das principais causas de mortalidade e
morbidade em todo o mundo, representando um grave problema de satide plblica global . No
Brasil, sdo registrados cerca de 300 a 400 mil casos por ano 2, com destaque para o infarto do
miocardio (IM) que, apesar do avanco no tratamento da fase aguda, pacientes que sobrevivem

ao IM apresentam alto risco de evoluir com insuficiéncia cardiaca (1C) e 6bito 3,

O IM ¢ caracterizado pela presenca de lesdo miocardica aguda, evidenciada por
concentracdes elevadas de biomarcadores especificos em um contexto de isquemia miocardica
4, A lesdo miocardica provocada pelo IM resulta em uma série de alteragBes estruturais e
funcionais no coracdo, conhecidas coletivamente como remodelacdo cardiaca. Esse processo
envolve mudancas moleculares, celulares e intersticiais que levam a anormalidades no tamanho,
forma e funcdo do coragdo >°. Embora a remodelacdo cardiaca inicial seja uma resposta
adaptativa a injuria miocérdica, suas consequéncias cronicas podem ser desastrosas,

culminando no desenvolvimento de IC.

Sendo uma sindrome complexa, a IC acomete multiplos 6rgdos e sistemas, e é
responsavel pela diminuicdo da qualidade de vida e reducdo da expectativa de vida ’.
Clinicamente, a IC caracteriza-se pela intolerancia aos esforcos fisico com a ocorréncia precoce
de fadiga e dispneia, levando a reducdo da capacidade para realizar exercicios fisicos e
atividades cotidianas ®°. A fisiopatologia desses sintomas ainda n3o estd completamente
esclarecida 1%, Além de anormalidades cardiovasculares e pulmonares, alteracdes da

musculatura esquelética estdo envolvidas na diminuicdo da capacidade fisica 122°,

Nas Ultimas décadas, o conjunto das alteracdes na musculatura esquelética que ocorrem
durante a faléncia cardiaca foi denominado a miopatia associada a 1C ', Estudos clinicos e
experimentais descreveram diversas anormalidades na musculatura esquelética durante a IC
como atrofia, fibrose, mudanca no padrdo da composicdo das fibras musculares, reducao de
mitocondrias, alteracdo de metaloproteinases e de fatores de regulacdo miogénica,
anormalidades metabolicas de enzimas oxidativas e glicoliticas, e diminuicdo da capacidade

para desenvolver forca por unidade de area muscular 182,

Entre as anormalidades, destaca-se a alteracdo na composicao das fibras musculares,
com diminuicdo das fibras do tipo | (vermelhas, lentas ou oxidativas) e aumento das fibras do
tipo 11 (brancas, rapidas ou glicoliticas) 24 que estio associadas a reducdo da capacidade
funcional e da oxidacdo de &cidos graxos, e disturbios do metabolismo energético muscular

2527 O desequilibrio da atividade de enzimas do metabolismo muscular que compde a via
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glicolitica, ciclo do acido citrico, beta-oxidacao e via das pentoses, contribui para a transicao
dos fenotipos das fibras do tipo 1 e 11 22°, Dessa forma, alteragdes metabdlicas contribuem para
a reducdo da capacidade oxidativa e para o surgimento de uma miopatia metabdlica
generalizada, que afeta tanto os musculos esqueléticos quanto o mausculo cardiaco. A
diminuicdo da capacidade de fosforilagdo oxidativa na IC estd associada a disfuncéo
mitocondrial, especialmente devido as alteracbes nos complexos respiratérios, o que afeta a

expressio de proteinas envolvidas na densidade, volume e nimero de mitocondrias. 3034,

Além das mudancas no tipo de fibra muscular, a atrofia muscular é uma das alteracdes
mais significativas observadas em pacientes com IC. A redugdo da massa muscular apendicular
estd fortemente correlacionada com piora do prognostico nesses pacientes, sendo um preditor
independente de aumento da mortalidade 1*. Os mecanismos subjacentes a atrofia muscular
em pacientes com IC ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, mas h& evidéncias de que a
inibicdo das vias de sintese proteica desempenha um papel fundamental 203637, Dentre essas
vias, a sinalizacdo anabolica mediada pelo fator de crescimento semelhante a insulina tipo-1
(IGF-1) e sua cascata de ativacdo envolvendo fosfatidil-inositol-3 quinase (P13K)/proteina
quinase B (Akt) tem sido amplamente estudada importante *#4°, Para exercer seus efeitos
anabolicos nos musculos esqueléticos, a proteina IGF-1, por meio de ligacdo a seu receptor
transmembrana, fosforila o substrato do receptor de insulina 1, que ativa a via PI3K/AKkt,
levando a inibicdo do glicogénio sintase quinase-3 (GSK3) e a ativacdo da complexo 1 do alvo
da rapamicina (mMTOR-1). A mTOR-1 estimula a sintese proteica e hipertrofia muscular por
meio de fosforilagdo da p70S6 kinase (p70S6K) e inibigdo da elF-4E-binding protein (4E-BP)
%, Em contrapartida, a reducdo dos niveis de IGF-1 em pacientes com IC avancada esta
associada a perda de massa muscular e ao comprometimento da performance fisica 442, Além
de seu papel na sinalizacdo anabdlica, a ativacdo da Akt suprime a degradacdo proteica no
musculo esquelético por meio de fosforilacdo e inativacdo de fatores de transcri¢do da forkhead
box (FoxO). Portanto, inibi¢cdo da FoxO, mediada pela fosforilagcdo da Akt, impede a expresséo
da muscle-specifc RING finger protein 1 (MuRF-1) e muscle atrophy F-box (MAFbx) e seus

efeitos catabolicos no musculo esquelético 3643,

Outro aspecto crucial no desenvolvimento da miopatia associada a IC é o aumento do
estresse oxidativo *44’. O estresse oxidativo, definido pelo desequilibrio entre a producéo de
especies reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade antioxidante do organismo, encontra-se
exacerbado tanto no miocardio quanto nos musculos periféricos em situagdes de IC 4. O

mecanismo do complexo fator nuclear fator 2 relacionado ao eritrdide 2 (Nrf-2) / proteina 1
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associada a ECH semelhante a Kelch (Keap-1) também participa do controle do estresse
oxidativo, pois Nrf2 é um fator de transcri¢cdo que controla a expressao de genes responsaveis
pela resposta antioxidante. No citoplasma, Nrf-2 esta inativo devido sua interacdo com a
proteina Keap-1. Portanto, quando existe aumento da producdo de EROs, essa interacdo com
Nrf-2/Keap-1 se desfaz, Nrf-2 migra para o nicleo e transcreve genes antioxidantes >, Em
musculos esqueléticos, a diminuigdo da atividade de enzimas antioxidantes, como a superoxido
dismutase e a catalase, contribui para o acimulo de EROs e para o desenvolvimento de atrofia
muscular #6°2, Além disso, o estresse oxidativo interfere diretamente na sinalizagio anabdlica
mediada pelo IGF-1, prejudicando a ativagéo da via PI3K/Akt e exacerbando a degradagéo

proteica nos musculos esqueléticos *°.

Apesar dos avancos terapéuticos nas ultimas décadas, a IC continua a ser uma condi¢éo
de alta mortalidade. Embora existam tratamentos eficazes para a melhora da fun¢éo cardiaca,
ainda ndo hé terapias especificas que previnam ou revertam as alteracdes musculares associadas
a IC. Nesse cenario, hd um interesse crescente na busca por novos farmacos que possam ter
efeitos protetores sobre a musculatura esquelética em pacientes com IC. Nos ultimos anos, a
classe de medicamentos que tem atraido atencdo sdo os inibidores seletivos da proteina
cotransportadora de sodio-glicose tipo 2 (SGLT2), desenvolvidos inicialmente para o
tratamento do diabetes mellitus tipo 2 3%, Seu mecanismo de acdo envolve a inibi¢do dos
canais SGLT2 localizados no tabulo contorcido proximal renal, responsavel por
aproximadamente 90% da reabsorc&o de glicose filtrada *°, sendo um mecanismo independente
de insulina que desempenha um papel critico na regulacdo glicémica no diabetes *°. Dessa
forma, a glicose é eliminada do organismo pela excrecdo urinaria, diminuindo os niveis de
glicose no sangue. Isso reduz a glicotoxicidade e melhora a fungdo das células B e a

sensibilidade a insulina em todo o corpo 67,

Os inibidores de SGLT2 tém demonstrado uma série de efeitos benéficos, ndo apenas
no controle da glicemia, mas também na reducdo da presséo arterial, do estresse oxidativo e da
inflamacdo sistémica, além de beneficios renais e cardiovasculares %%, Grandes ensaios
clinicos randomizados, como o EMPA-REG OUTCOME, o Programa CANVAS e o
DECLARE-TIMI 58, revelaram que esses medicamentos reduzem significativamente os
eventos de hospitalizagcdo por IC e a mortalidade cardiovascular, mesmo em pacientes sem
diabetes %357, Esses efeitos foram observados em um curto periodo apds o inicio do tratamento
e se mantiveram por varios anos, sugerindo um efeito protetor direto dos inibidores de SGLT2

no sistema cardiovascular.
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Embora o foco inicial dos inibidores de SGLT2 tenha sido o tratamento de pacientes
com diabetes, os resultados promissores desses ensaios clinicos levaram a investigacdo de seus
possiveis beneficios em pacientes com IC, independentemente da presenca de diabetes 678,
Estudos recentes sugerem que os inibidores de SGLT2 podem ter um efeito positivo na funcéo
muscular esquelética, além de seus efeitos no cora¢do e nos rins. Em modelos animais, a
empagliflozina melhorou a fungdo mitocondrial, aumentou a captacao de glicose nos musculos
esqueléticos e reduziu a atrofia muscular "3, Esses achados sugerem que a inibi¢&o da SGLT?2
pode ter um papel protetor sobre a musculatura esquelética durante o processo de remodelacéo

cardiaca e no desenvolvimento da miopatia associada a IC.

Diante da relevancia das alteracbes musculares na IC e do potencial terapéutico dos
inibidores de SGLT2, este estudo tem como objetivo investigar os efeitos do inibidor de SGLT2
empagliflozina sobre a musculatura esquelética em modelo experimental de insuficiéncia

cardiaca induzida por infarto do miocérdio.
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