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RESUMO

Silva BD. Estudo do efeito cardioprotetor da Empagliflozina no infarto agudo do
miocardio em ratos Wistar com diabetes induzida por estreptozotocina [tese].
Séo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2023.

Sabidamente, as principais causas de morte na populacdo mundial, sdo as
doencas cardiovasculares, sendo o Infarto Agudo do Miocardio (IAM) a
manifestacao clinica mais expressiva em nosso meio. O Diabetes Mellitus (DM)
€ uma doenca de origem enddcrina extremamente prevalente na populacdo
mundial e capaz de gerar diversas complicacdes cardiovasculares, elevando o
risco de ocorréncia do IAM nos pacientes. Durante estudos clinicos com a
empagliflozina, inibidor seletivo do co-transportador de sédio e glicose nos rins,
em pacientes com DM tipo 2 e portadores de doenca cardiovascular, observou-
se reducdo significativa da mortalidade e no numero de hospitalizacdes
causados pelas doencas cardiovasculares. Neste protocolo, testamos o efeito de
diferentes doses de empaglifiozina na protecdo miocardica em diferentes
situacdes: em animais diabéticos, em animais infartados e em animais diabéticos
infartados. Para tal, foram utilizados ratos wistar machos divididos em 10 grupos:
controle, diabéticos, diabéticos e tratados com empaglifiozina 3 mg/kg,
diabéticos e tratados com empagliflozina 10 mg/kg, infartados, infartados e
tratados com empagliflozina 3 mg/kg, infartados e tratados com empagliflozina
10 mg/kg, infartados e diabéticos, infartados diabéticos e tratados com
empagliflozina 3 mg/kg e infartados diabéticos e tratados com empagliflozina 10
mg/kg. Foram realizadas avaliacbes metabdlicas, hemodinamicas,
ecocardiograficas, histolégicas, expressdo das proteinas relacionadas ao
manejo de célcio intracelular e de matriz extracelular e de estresse oxidativo nos
animais dos grupos descritos. O tratamento com empagliflozina em diferentes
doses se mostrou eficaz em reverter os prejuizos hemodinamicos provocados
pelo diabetes melittus, pelo infarto do miocardio e pela associacéo de infarto e
diabetes mellitus . Notou-se também, melhora da funcdo ventricular pela
ecocardiografia nos animais tratados (melhora de em média 20% na mudanca
fracional de area). Foi observada ainda, reducéo na deposicao de coldgeno no
tecido ventricular (entre 50 e 60%) nas doses utilizadas de empaglifozina e
mudancas na expressdo das proteinas relacionadas ao manejo do calcio
intracelular e de matriz extracelular, assim como melhora do perfil antioxidante
em animais tratados. Em concluséo, o tratamento com empaglifozina melhora a
funcd@o ventricular nos animais infartados (sistélica e diastélica) e infartados
diabéticos (diastolica e sistélica) provavelmente por reducdo da deposicao de
coldgeno e modulacdo do estresse oxidativo e das proteinas associadas ao
manejo do calcio.

Palavras-chave: Ratos W.istar. Diabetes mellitus. Infarto do miocardio.
Empagliflozina. Ecocardiografia. Colageno. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Silva BD. Study of the cardioprotective effect of Empagliflozin on acute
myocardial infarction in Wistar rats with streptozotocin-induced diabetes [thesis].
Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2023.

Undoubtedly, the leading causes of death in the global population are
cardiovascular diseases, with Acute Myocardial Infarction (AMI) being the most
significant clinical manifestation in our midst. Diabetes Mellitus (DM) is an
endocrine disease extremely prevalent in the global population, capable of
generating various cardiovascular complications, increasing the risk of AMI
occurrence in patients. Clinical studies with empagliflozin, a selective inhibitor of
sodium-glucose co-transporter in the kidneys, in patients with type 2 DM and
cardiovascular disease have shown a significant reduction in mortality and the
number of hospitalizations caused by cardiovascular diseases

In this protocol, we tested the effect of different doses of empagliflozin on
myocardial protection in different situations: in diabetic animals, infarcted
animals, and diabetic-infarcted animals. For this purpose, male Wistar rats were
divided into 10 groups: control, diabetics, diabetics treated with empagliflozin 3
mg/kg, diabetics treated with empagliflozin 10 mg/kg, infarcted, infarcted treated
with empaglifiozin 3 mg/kg, infarcted treated with empaglifiozin 10 mg/kg,
infarcted diabetics, infarcted diabetic treated with empagliflozin 3 mg/kg, and
infarcted diabetic treated with empagliflozin 10 mg/kg. Metabolic, hemodynamic,
echocardiographic, histological, expression of proteins related to intracellular
calcium handling and extracellular matrix, and oxidative stress assessments were
performed in animals from the described groups.

Treatment with empagliflozin at different doses was effective in reversing the
hemodynamic impairments caused by diabetes mellitus, myocardial infarction,
and the combination of infarction and diabetes mellitus. There was also an
improvement in ventricular function by echocardiography in treated animals (an
average of 20% improvement in fractional area change). Furthermore, a
reduction in collagen deposition in ventricular tissue (between 50 and 60%) was
observed at the doses of empagliflozin used, along with changes in the
expression of proteins related to intracellular calcium handling and extracellular
matrix, as well as improvement in the antioxidant profile in treated animals. In
conclusion, treatment with empagliflozin improves ventricular function in infarcted
animals (systolic and diastolic) and infarcted diabetics (diastolic and systolic),
likely due to reduced collagen deposition and modulation of oxidative stress and
proteins associated with calcium handling.

Keywords: Wistar rats. Diabetes mellitus. Myocardial infarction. Empagliflozin.
Echocardiography. Collagen. Oxidative stress.
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1 Introducéo
1.1 Epidemiologia da doencga cardiovascular

Atualmente, as doencas cardiovasculares sao as responsaveis pelo maior
namero de Obitos no mundo (mais de 17 milhdes, no ano de 2008)(1). Entre elas
podemos citar a hipertensdo arterial, doenca coronariana, doenca
cerebrovascular, doenca cardiaca reumética, entre outras. Hoje se constituem
como as principais causas de morte no mundo e em 20129 responderam por
aproximadamente 17,9 milhbes de mortes, o que representa 32% do total de

mortes no mundo durante o periodo citado.(2)

Sabidamente, o infarto agudo do miocéardio (IAM) é considerado a
principal causa de morte por doencas cardiovasculares no Brasil. No periodo
correspondente entre os anos 1996 e 2011, foi o responsavel pela morte de
aproximadamente 66.000 pessoas anualmente, segundo dados do
Departamento de Informatica do Sistema Unico de Satde, com um aumento de

48% de ocorréncia no periodo.(3)

As taxas de sobrevivéncia de pacientes pos infarto do miocardio vem
tendo aumentos significativos nas Ultimas décadas devido a descoberta de
técnicas de reperfusdo miocérdica, assim como de drogas capazes de diminuir
o dano miocardio pela reducéo do processo inflamatério e do estresse oxidativo
do musculo afetado pela hipoxia e sua consequente reducao do remodelamento

cardiaco pos infarto.(a)

Estima-se que o desenvolvimento de doenca cardiovascular em pacientes

portadores de Diabetes Mellitus, ocorra aproximadamente 15 anos antes dos
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individuos saudaveis, tratando-se de um importante fator de risco para o

desenvolvimento da doenca.(s)

Para cada ano de duracdo do DM tipo Il, calcula-se que o risco de
desenvolvimento de doenca cardiovascular (DCV) seja aumentado em 86%,
porém, a duracdo da doenca ndo pode ser associada a gravidade da DCV,

quando presente.(6)

Nos pacientes diabéticos sem histéria de DCV, o risco de mortalidade

apos evento é igual ao dos pacientes sem diabetes, mas com historia de DCV.(¢)

1.2 Infarto do miocardio e remodelamento

O IAM ¢é o resultado da isquemia prolongada das células musculares
cardiacas, provocada pela interrupcdo do fluxo sanguineo em determinada
regido do coracdo, em decorréncia da deposicdo de placas de gordura nas
artérias corondrias, aumento da producéo de radicais livres e/ou supressao dos

mecanismos antioxidantes.(7)

Em consequéncia ao processo isquémico, observa-se o surgimento de
diversos marcadores que sao produzidos ao longo do tempo em ordem bastante
precisa e definida, sendo responsaveis pelo surgimento de alteracbes na
complacéncia ventricular, sincronia das fungdes sistolica e diastodlica ventricular.
O reparo tecidual no miocardio ap6s a ocorréncia do IAM é extremamente
complexo e possui 0 envolvimento de diversos mecanismos e populagdes

celulares. Processos inflamatérios excessivos e desbalanco de fatores anti e pro
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oxidantes no periodo pés-infarto podem estar relacionados ao surgimento de

maiores areas de infarto, remodelamento e disfuncao cardiaca. (8)

O principal mecanismo de morte celular apresentado pelos midcitos
submetidos a isquemia € a necrose de coagulacao, assim como a ocorréncia de
apoptose também é observada em menor frequéncia. O processo de morte
celular resulta na liberacao de seu conteudo intracelular, iniciando uma complexa
ativacdo dos mecanismos de imunidade inata e consequente resposta

inflamatéria.(9)

Os principais mecanismos relacionados aos processos inflamatoérios pos-
infarto sdo a ativacdo do sistema complemento, producdo de espécies reativas

de oxigénio e de citocinas.(10)

Ainda, durante o processo inflamatério no periodo apds a ocorréncia da
hip6xia miocérdica, pode-se observar o aumento do fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), Interleucina-6 (IL-6) e Interleucina-7 (IL7), responséveis por exacerbar

o processo inflamatério e reduzir o periodo de vida dos miécitos.(11)

O remodelamento cardiaco a seguir destes processos, se deve as
alteracdes na composicdo, fungcédo, tamanho, geometria ou massa ventricular,
sendo que as alteracOes celulares e moleculares envolvidas no processo de
remodelamento tanto na area isquémica, como nas regides adjacentes sao as

responsaveis pelo aparecimento da disfuncédo ventricular.(12)

A ecocardiografia possui papel importante no diagndstico das alteracdes
ventriculares secundarias ao |IAM, assim como no estabelecimento do
prognéstico pds-IAM. Ainda, é capaz de descartar outras causas de dor pré-

cordial, como pericardite, embolia pulmonar e dissec¢do de aorta. A avalicéo
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sistélica do Ventriculo Esquerdo (VE) pode ser realizada de forma
subjetiva/qualitativa ou quantitativa. A avaliacéo global € baseada em mudancas
no tamanho e volume ventricular entre dois pontos do ciclo cardiaco e é
dindmica. Diversas técnicas sao descritas para a avali¢do sistolica do VE, porém,
além das técnicas ja consagradas na avaliacdo, foi observado o
desenvolvimento de novas técnicas ecocardiograficas, que permitem uma
melhor ou mais precoce avalicdo das disfungbes miocardicas, fluxos
intracardiacos e transvalvares possibilitando maior sobrevida aos pacientes, na
medida em que se torna possivel inicio rapido da terapia. Para tal, sao utilizadas
técnicas ecocardiograficas como o strain. O strain é tido como a integral do strain
rate, ou seja, enquanto o strain rate representa a velocidade de deformacgao do
tecido em relacdo ao tempo, o strain representa o percentual de deformacéo. A
curva obtida pelo strain é mais limpa e com menor quantidade de ruidos que a
do strain rate, levando a menor variagdo de resultados inter observador.
Normalmente, os valores de strain encontrados, sdo homogéneos em todo o
miocardio, porem, o strain radial é aproximadamente o dobro do strain
longitudinal. O strain tem sido utilizado na detec¢ao precoce de deterioracdo da
funcdo sistdlica principalmente em casos de hipertensao, insuficiéncia mitral
assintomatica, hipertensdo pulmonar, rejeicdo apds transplante cardiaco,
cardiopatias congénitas, obesidade, ateromatose subclinica, diabetes e

esclerose sistémica.(13)

Como ja descrito anteriormente, acredita-se que uma resposta
inflamatoria exacerbada e/ou muito duradoura no poés-infarto, pode estar
relacionada ao surgimento do remodelamento cardiaco, levando assim a

disfuncéo ventricular, um dos principais preditores de mortalidade pés-infarto.(9)
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De fato, demonstramos recentemente que o aumento da atividade vagal,
por meio da administracdo de droga anticolinesterasica (piridostigmina) ou por
treinamento fisico, é capaz de alterar o perfil inflamatério que se segue ao IAM
em ratos. O uso dessas duas abordagens terapéuticas, aumenta o0s
componentes anti-inflamatérios celulares (Macrofagos tipo 2 e FOX P3) e reduz
a producdo de citocinas pro-inflamatérias na area de risco pés IAM. A
consequéncia funcional dessa modulagdo é uma melhora na funcdo do

ventriculo esquerdo.(14)(15)(16)

1.3 Diabetes

O Diabetes Mellitus (DM) possui carater cronico e é caracterizado pelo
aumento dos niveis séricos de glicose (hiperglicemia), ocorrendo como
consequéncia da inadequada producdo de insulina pelo pancreas ou pela

utilizacdo ineficaz da insulina produzida.(17)

Clinicamente, o DM pode ser classificado em: Diabetes Mellitus tipo 1,
Diabetes Mellitus tipo 2, Diabetes Mellitus gestacional ou outros tipos especificos
de Diabetes Mellitus ocorrendo como consequéncia de outros processos ou

agentes.(17)

O DM tipo 1 ocorre em aproximadamente 5 a 10% dos casos e se da pela
destruicdo das ceélulas beta do pancreas, provocando geralmente total
deficiéncia de insulina. Seu desenvolvimento esta relacionado a uma alteracéo
autoimune, provocando a formacdo de anticorpos contra ceélulas beta do

pancreas.(18)



17

A forma mais comum do DM, o tipo 2, corresponde a 90 a 95% dos casos
de DM e ocorre pela falha na secre¢éo e na acdo da insulina, assim como na
metabolizacdo hepatica da glicose. Antes mesmo do aparecimento dos sintomas
da DM, ja pode ser observada resisténcia insulinica. Seu desenvolvimento esta
ligado a fatores genéticos e ambientais, principalmente sedentarismo, dietas

ricas em lipideos, envelhecimento e obesidade.(17)

Seu carater crénico e a gravidade de suas complicacdes durante a
evolucdo da doenca e seus meios de controle obrigam grandes investimentos
financeiros por parte dos pacientes e do sistema de saude publica. Estima-se o
custo da DM entre 2,5 e 15% dos gastos de saude em um pais, de acordo com

a prevaléncia e os meios de tratamento disponiveis.

Nosso grupo tem demonstrado repetidamente as alteragdes associadas
ao IAM em animais diabéticos.(19)(20)(21), assim como o papel protetor do

treinamento fisico frente a esse quadro.(22)

Adicionalmente, temos demonstrado que a hiperglicemia pode ser

protetora nos primeiros dias de IAM em animais com DM experimental.(23)(24)

Dessa forma, o uso de substancias que contribuam para o controle da
glicose plasmatica parece ser benéfico, como j& demonstrado em diversos
trabalhos com uso da metformina, um dos medicamentos mais populares e
utilizados no tratamento da DM tipo 2, que demonstram menor risco de

ocorréncia de 1AM, AVC, fibrilac&o atrial e reducdo da mortalidade total.
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1.4 Empagliflozina

As (gliflozinas (canagliflozina, dapagliflozina e empagliflozina) sé&o
substancias responséveis pela inibicdo do co-transportador de sédio e glicose 2
(SGLT2) e foram desenvolvidas essencialmente para o tratamento da DM tipo 2.
Os rins apresentam importante papel na homeostasia da glicose, onde esta é
reabsorvida quase totalmente nos tdbulos proximais. O SGLT2 é
predominantemente expresso no segmento S1 dos tubulos proximais e é
responsavel pela absorcéo renal de aproximadamente 90% da glicose. Desta
forma, a inibicdo da SGLT2 promovendo excrecdo renal de glicose, é

potencialmente capaz de contribuir para um adequado controle glicémico.(25)

Sua histdria se inicia nos anos 1960 e 1970, quando houve inicialmente a
identificacdo dos transportadores de glicose presentes nos tubulos renais.(26)
Ainda, na década de 1980, o SGLT2 foi isolado e caracterizado como uma
proteina fundamental na reabsorcao renal de glicose.(27) Ja mais recentemente,
na década de 1980 surgiram os primeiros estudos pré-clinicos e modelos

animais na tentativa de se promover a inibicdo destes co-transportadores.(28)

Os primeiros inibidores do SGLT2 surgiram e foram testados em ensaios
clinicos, onde apresentaram boa eficacia no controle glicémico de pacientes
diabéticos. Tendo sido a dapagliflozina, a primeira gliflozina a ser aprovada pelo

FDA (US Food and Drug Administration) para o tratamento da DM tipo 2.(29)

Atualmente, os inibidores do SGLT2, tem se mostrado eficazes no
controle glicémico, na reducdo da hemoglobina glicada, perda de peso, reducéo
da presséo arterial e ainda, apresentam melhoras na funcéo cardiovascular e

possuem potencial efeito protetor renal.(30—34)
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Empagliflozina € um potente inibidor seletivo da SGLT2, apresentando
seletividade 2500 vezes maior para a SGLT2 do que para a SGLT1, sendo desta

forma, uma potente droga capaz de promover excrecdo urinaria de glicose.(25)

Quando administrada pela via oral, a empagliflozina € absorvida em

aproximadamente 1,25 hora e meia vida de aproximadamente 11,7 horas.(25)

Durante estudo clinico (EMPA-REG OUTCOME®) com uso da
empagliflozina em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 e doenca
cardiovascular previamente diagnosticada, a droga foi capaz de reduzir a
mortalidade por causas cardiovasculares, o numero de hospitalizacbes por
insuficiéncia cardiaca e a mortalidade geral, porém o mecanismo gerador desta

protecdo miocéardica ainda néo esta elucidado.(34)

Apesar do numero crescente de artigos cientificos publicados, ainda séo
poucos os dados sobre a repercussédo do uso da empagliflozina em diferentes

funcdes.

Entretanto, estudos de 2016 mostram em DM tipo 2 reducao da incidéncia
de DCV, independentemente de alteracoes metabdlicas e

hemodinamicas(35)(36)(37)(38)

Adicionalmente, fica clara a reducdo da mortalidade total em diferentes
estudos clinicos, o que levou os pesquisadores a proporem o efeito diurético da
substancia como causador da reducdo da morbidade CV, através de
mecanismos ainda pouco esclarecidos, porém, especula-se que possam incluir
o efeito diurético da droga com concomitante reducdo do volume plasmatico e
melhor controle da presséo arterial e/ou controle do processo inflamatdrio.

Entretanto, as evidéncias ndo tem dado suporte pleno a esta hipétese. Com
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relacdo aos mecanismos de protegéo cardiovascular, sdo escassos 0s estudos
clinicos ou experimentais. Entretanto, € comum o conceito de que as gliflozinas
poderiam proteger o miocardio contra as alterac6es provocadas pela isquemia
por oclusdo coronariana.

Atualmente, devido ao seu alto nivel de evidéncias cientificas a cerca de
seu potencial cardioprotetor, a utilizacdo das gliflozinas passou a ser indicada
com alto grau de evidéncias no tratamento da insuficiéncia cardiaca com fracédo
de ejecdo reduzida, e ainda, na insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecao

preservada.(39)
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2 Hipotese

O tratamento com empagliflozina, possui papel protetor do miocardio no
pés-IAM de animais diabéticos e normoglicémicos e esse efeito pode ser dose
dependente. Essa protecdo pode estar relacionada a modulacdo da carga de
volume relacionada a diurese osmotica associada aos inibidores do SGLT2 e/ou
a alteracdes na estrutura e funcdo cardiacas, em especial, por meio da
modulagdo do estresse oxidativo, no manejo das proteinas relacionadas ao
calcio e finalmente na deposi¢cdo de colageno pds evento. Além disso, um
potencial efeito benéfico sobre o balanco simpato-vagal cardiaco pode estar
associado a essa resposta, decorrentes de adaptacées hemodinamicas que se

seguem ao uso do farmaco.
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3 Justificativa

A prevaléncia e mortalidade do IAM, exige estudos de novas drogas que
possam prevenir sua ocorréncia, evitar complicacdes e aumentar a sobrevida
dos pacientes. Dessa forma, estudos experimentais e ensaios clinicos, podem
contribuir para demonstrar o possivel efeito protetor cardiaco bem como os
mecanismos pelos quais a empagliflozina induz essa protecdo em individuos

infartados, diabéticos ou nao diabéticos.
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4 Objetivos

Avaliar o grau de protecdo miocérdica e tentar elucidar os mecanismos de
acdo da empagliflozina, no remodelamento cardiaco po6s infarto em animais

diabéticos e ndo diabéticos.

4.1 Objetivos especificos

Determinar se nos grupos tratados com empagliflozina, os animais
apresentaram alteracdo hemodinamica por meio do registro de variaveis
hemodinamicas (pressao arterial e frequéncia cardiaca); e verificar alteragdes no
balanco simpato-vagal para o coragéo, por meio da analise da variabilidade de

frequéncia cardiaca.

Determinar se nos grupos tratados com empagliflozina, em diferentes
doses, 0s animais apresentaram menor remodelamento e melhores indices de
funcao cardiaca no periodo pds-I1AM, por meio da analise morfo-funcional com o

ecodopplercardiograma.

Determinar se nos grupos tratados com empagliflozina, em diferentes
doses, 0s animais apresentaram menor deposicdo de colageno ventricular no
periodo po6s-IAM, por meio da analise histoldgica, que pudessem justificar

modificacdes da funcdo contratil.

Determinar se nos grupos tratados com empagliflozina, em diferentes
doses, a presenca de reducao do estresse oxidativo e mudangas na expressao
de proteinas de matriz extracelular e naquelas relacionados ao manejo do calcio

intracelular.
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5 Materiais e métodos

5.1 Modelo animal

Foram utilizados ratos da espécie Rattus norvegicus, machos, da

linhagem Wistar, peso aproximado de 250 gramas e idade média de 3 meses.

Os animais eram provenientes do biotério da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo e foram transportados até o Instituto do Coracédo
(InCor) em caixas plasticas através de veiculo adequado, com controle de
temperatura. Foram mantidos no biotério da divisdo de experimentagdo do InCor
em caixas plasticas, em ambiente com adequado controle de luminosidade
(ciclos de 12 horas de luz/escuro) e temperatura (22° a 24°), onde receberam

agua e racdo comercial normoprotéica ad libitum.

Os animais foram divididos em 10 grupos, de 10 (dez) animais cada:

Grupos:

-Grupo CTL — animais sem intervencdes e nao tratados

-Grupo DM — animais com DM induzida por estreptozotocina

-Grupo DM+EMPA3 — animais com DM tratados com empagliflozina 3

mg/kg

-Grupo DM+EMPA10 — animais com DM tratados com empagliflozina 10

mg/kg

-Grupo IAM — animais infartados
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-Grupo IAM+EMPA3 — animais infartados e tratados com empagliflozina 3

mg/kg

-Grupo IAM+EMPA10 — animais infartados e tratados com empagliflozina

10 mg/kg

-Grupo DM+IAM — animais com DM e infartados

-Grupo DM+IAM+EMPAS3 — animais diabéticos, infartados e tratados com

empaglifozina 3 mg/kg

-Grupo DM+IAM+EMPA10 — animais diabéticos, infartados e tratados com

empaglifozina 10 mg/kg

O numero de animais em cada grupo justificou-se pela experiéncia prévia
de nosso grupo, que alcancou diferencas estatisticas com niumero de amostra
de no 8 a 10 animais por grupo, na sobrevida pds IAM e na avaliacdo

morfofuncional pelo ecocardiograma.(23)(22)(15)(14)

5.2 Procedimentos

Os animais dos grupos DM, DM+EMPA3, DM+EMPA10, DM+IAM,
DM+IAM+EMPA3, DM+IAM+EMPA10 foram submetidos a inducao do diabetes

através da aplicacdo de estreptozotocina conforme protocolo descrito em 5.2.2.

Ap6s 14 dias da confirmacédo do estabelecimento do quadro de diabetes,

foi realizada ligadura da artéria coronaria esquerda a fim de provocar infarto do
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miocardio, nos animais dos grupos infartados (DM+IAM, DM+IAM+EMPA3 e

DM+IAM+EMPA10).

Os animais foram monitorados e medicados durante 14 dias apds a
realizacdo do procedimento cirurgico. Nos grupos DM+EMPA3, DM+EMPAL10,
DM+IAM+EMPA3 e DM+IAM+EMPA10, a administracao da empagliflozina, nas
doses de 3 mg/Kg ou 10 mg/kg, respectivamente, a cada 24 horas, foi realizada

atraveés de gavagem oral.

Apos 15 dias, foi realizado exame ecocardiogréafico a fim de se avaliar a

funcao cardiaca destes animais,

Em seguida ao exame ecocardiografico, foi realizada eutanasia dos

animais e coletados os materiais para futuras analises.

Os animais dos grupos IAM, IAM+EMPA3 e IAM+EMPA10, passaram
pelos mesmos procedimentos, com excecdo da administracdo de
estreptozotocina que foi substituida por tampdo citrato nestes grupos
normoglicémicos. Nos grupos IAM+EMPA3 e IAM+EMPAL10, a administracdo da
droga, na dose de 3 mg/Kg ou 10 mg/kg, respectivamente, a cada 24 horas, foi

realizada através de gavagem oral.

Os animais dos grupos CTL, ndo foram submetidos a inducéo do diabetes
e nem a ligadura da artéria coronaria. E os animais dos grupos CTL+EMPAS3 e
CTL+EMPA10 receberam empagliflozina na dose de 3 mg/Kg ou 10 mg/kg,

respectivamente, a cada 24 horas (por 14 dias), através de gavagem oral.
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Adicionalmente, todos o0s animais receberam analgesia pds cirurgia
(cloridrato de tramadol, 10 mg/kg, a cada 12 horas, durante 2 dias), seja de

canulacao ou de ligadura da artéria coronaria.

5.2.1 Avaliacédo ecocardiogréfica

Para a realizagcdo do exame ecocardiografico os animais sofreram
inducdo anestésica em camera anestésica através da inalagdo de mistura de
oxigénio e Isoflurano a 5%. Apds a inducao, o plano anestésico foi mantido com

mistura de oxigénio e Isoflurano a 3%, com respiracdo espontanea em mascara.

Foi realizada tricotomia do térax e os animais posicionados em decubito
lateral esquerdo para aquisicdo das imagens através do ecocardiografo Vevo
2100 (FujiFilm VisualSonics Inc., Toronto, Ontario, Canada) e transdutor linear

de 13 MHz.

As mensuracdes ecocardiograficas seguiram as padroniza¢des do Comité

de Padronizacéo da Sociedade Americana de Ecocardiografia.

A partir do corte longitudinal da via de saida do ventriculo esquerdo foram
obtidas as seguintes medidas: didmetro da artéria aorta e do atrio esquerdo.
Pelos cortes apicais 4 e 5 camaras foram obtidos: velocidade méaxima da onda
E, velocidade maxima da onda A, tempo de desaceleragcéo da onda E, tempo de
relaxamento isovolumétrico (TRIV), relacdo E/A, velocidade maxima da onda E’
do septo interventricular, velocidade maxima da onda A’ do septo interventricular,

relacéo E’/A’, relagdo E/E’, tempo de ejecéo.
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Através do corte transverso do ventriculo esquerdo foram obtidos:
espessura do septo interventricular (sistolica e diastélica), espessura da parede
livre do ventriculo esquerdo (sistolica e diastélica), diametro diastdlico, diametro
sistdlico do ventriculo esquerdo, massa do ventriculo esquerdo, fracdo de
encurtamento e fracdo de ejecdo. Foi ainda, realizado o célculo da variacdo

fracional da &rea do VE (FAC), para melhor avaliacao da funcao sistolica

Também, em amostra de cada um dos grupos, foi realizada avaliacdo da
area de infarto e planimetria para sua quantificacdo. Serdo realizadas as
medidas de deformacgdo miocardica longitudinal, radial e circunferencial atraves

do Strain.

5.2.2 Inducgéo do diabetes

Optou-se pelo modelo que utiliza a estreptozotocina isoladamente. Foi
realizado jejum alimentar de 6 horas e em seguida, os animais foram
anestesiados com Isoflurano (1mL/mL, na concentragcédo de 2,5%). Os animais
foram posicionados em decubito esternal e foi aplicado, na veia caudal, 50 mg/kg
de estreptozotocina (Sigma Chemical Company, St Louis, MO, EUA) dissolvida

em tampao citrato (0,01 M, pH 4,5).

Apb6s 3 dias da inducdo do DM, foram realizadas dosagens da glicose
sérica em dias alternados. Para a coleta foi realizado jejum alimentar de 4 horas
e foi coletada uma gota de sangue da cauda para analise em glicosimetro

portatil.
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Foram considerados diabéticos os animais que apresentarem glicemia

maior que 250 mg/dL em duas medidas seguidas.

5.2.3 Infarto agudo do miocéardio

Os animais foram anestesiados com associacdo de Quetamina (50
mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg) e foram submetidos a respiragéo artificial (Harvard
Aparatus, Boston, EUA). Foi realizada tricotomia adequada do térax e 0os animais
foram posicionados em decubito lateral esquerdo. Foi realizada toracotomia
através de pequena incisdo no quarto espaco intercostal esquerdo e
afastamento da musculatura intercostal com auxilio de afastadores. Em seguida,
realizou-se seccao do pericardio e visualizacdo da artéria coronaria esquerda.
Com fio cirargico de nylon USP 6.0, realizou-se a ligadura da artéria coronaria
esquerda. Foi realizada drenagem do pneumotérax com agulha 5x7,
imediatamente apés a toracorrafia com fio cirargico de nylon USP 5.0. No pés
cirargico imediato os animais receberam analgesia com cloridrato de tramadol

(10 mg/kg, via intramuscular, a cada 12 horas, durante 2 dias).(40)

5.2.4 Canulacéo da artéria e veia femoral

Para os procedimentos cirdrgicos os animais foram anestesiados com gas
isoflurano (ImL/ml) a 2,5%, e entdo posicionados em mesa cirdrgica aquecida,
em decubito dorsal para a realizacdo de uma pequena incisdo na regido inguinal
por onde foram implantados cateteres, confeccionados com tubos de Micro-

Renathane (MRE-025 com diametro externo de 0,64mm e diametro interno de
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0,30mm, Braintree Scientific) e polietileno PE50 e preenchidos com solucéo
fisiologicas e ocluidas com pinos de aco inoxidavel. Essas cénulas foram
posicionadas no interior da artéria e veia femorais para registro da PA, FC e
administracdo de drogas, respectivamente. Apés o implante as canulas foram
exteriorizadas no dorso do animal na regido cervical e fixadas com fio de algodao
na pele. Todos os procedimentos cirargicos foram realizados em condigbes
assépticas, sob visdo de um microscépio cirtrgico (DF Vasconcelos modelo
MCM 5, Sao Paulo).

Ao término da cirurgia, os animais receberam uma injecao intramuscular
de 107U/Kg penicilina G (Benzetacil ® Fontoura-Wyeth,) e analgésico (10 mg/kg

de cloridrato de tramadol).

5.2.5 Analise da Presséo Arterial (PA), da Frequéncia Cardiaca (FC) e da

variabilidade da PA e da FC

Os valores de PA, FC, variabilidade de frequéncia cardiaca e da pressao
arterial foram calculados com as curvas de pressao registradas 24 horas ap6s o
procedimento de canulacéo da veia e artéria femoral, com o animal acordado. A
canula arterial foi conectada a um transdutor eletromagnético (Blood Pressure
XDCR; Kent Scienticif, Torrington, CT) que, por sua vez, estava conectado a um
pré-amplificador (Stemtech). Sinais de curvas de pressdo foram gravados
durante um periodo de 30 minutos em um microcomputador equipado com um
sistema de aquisicdo de dados (Windaqg, 2-kHz, DATAQ, Springfield, OH),
permitindo analise dos pulsos de pressao, batimento-a-batimento, com uma
frequéncia de amostragem de 2000 Hz. Os valores de frequéncia cardiaca foram

derivados do sinal pulsétil da pressédo arterial. Cada batimento cardiaco foi
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identificado através da utilizagcdo de algoritmo implementado no Windag/DATAC,
gue automaticamente realiza a deteccdo dos intervalos P-P da onda do evento
sistélico e da onda do sinal de presséo arterial. ApGs esta leitura automética, foi
realizada uma verificagdo por inspecéo visual, para identificar e/ou corrigir
alguma marcacéo incorreta. Em seguida foi gerada a série temporal de cada
sinal a ser estudado, isto €, o intervalo de pulso cardiaco (tacograma) e da
pressao arterial sistdlica (sistograma). Os dados foram armazenados em
arquivos e utilizados posteriormente na analise espectral. A faixa de frequéncia
de interesse para analise espectral no rato encontra-se no intervalo que vai de 0
até 3Hz. A poténcia espectral foi integrada em trés faixas de frequéncia de
interesse: altas frequéncias (HF) entre 0,75 e 3,0 Hz, baixas frequéncias (LF)
entre 0,20 e 0,75 Hz e muito baixas frequéncias (VLF) menores que 0,20 Hz.
Devido ao nosso tempo de coleta dos sinais de interesse para a analise
espectral, esse estudo ndo incluiu as faixas de VLF. Os indices baseados na
medida dos intervalos RR individualmente, como SDNN (desvio-padrao da
média de todos os intervalos RR normais, expresso em milisegundos),
representam a variabilidade global e refletem a atividade de ambos,
parassimpatico e simpatico. A varidvel RMSSD (raiz quadrada da média das
diferencas entre intervalos RR normais adjacentes, expressa em milisegundos,
ou seja, o desvio-padrao das diferencas entre intervalos RR normais adjacentes)
reflete predominantemente a modulacdo vagal para o coracdo. Esse método

vem sendo usado de rotina em estudos de nosso grupo de pesquisas.(14)(15)
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5.2.6 Sensibilidade dos pressoreceptores

ApGs o registro basal, foi acoplada a canula posicionada na veia femoral,
uma extensdo de aproximadamente 20 cm (PE10) para posterior injecao de
drogas vasoativas. A sensibilidade dos pressorreceptores foi testada através da
infusdo de doses crescentes de fenilefrina e de nitroprussiato de sédio (Sigma

Chemical Company).

Para avaliacdo da sensibilidade dos pressorreceptores, 0 pico maximo ou
minimo da PAM foi reduzido dos valores de PAM do periodo controle. Da mesma
forma, a variacdo maxima da FC foi reduzida dos valores de FC do periodo
controle, imediatamente antes da infusdo das drogas, para posterior
guantificacdo das respostas. A sensibilidade barorreflexa foi avaliada pelo indice

calculado através divisdo da variacdo da FC pela variagcdo da PAM.

A fenilefrina (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA), que se trata
de um potente estimulador a1 cuja agdo predominante ocorre nas arteriolas
periféricas causando vasoconstricdo, foi usada para provocar aumento da
pressao arterial. Esse aumento da pressao arterial € seguido de bradicardia
reflexa comandada pelos pressorreceptores.

J&, o nitroprussiato de sédio (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO,
UA), que trata-se de um potente vasodilatador tanto de arteriolas como de veias,
cuja acdo ocorre por meio da ativacdo da guanilato ciclase e aumento da sintese
de 3’, 5’- guanosina monofosfato (GMP ciclico) na musculatura lisa de vasos e
outros tecidos foi usado para provocar queda da pressao arterial. Essa queda €
seguida por uma resposta taquicardica reflexa comandada pelos

pressorreceptores.
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As doses utilizadas foram: fenilefrina - 0,5, 1, 2, 4, 8 pg; nitroprussiato de

sodio — 5, 10, 20, 40, 80 pg.

5.2.7 Dosagem de glicose e triglicérides séricos

A avaliacdo da glicose foi realizada por meio de glicosimetro portétil
(Accu-Chek, Roche Applied Science, IN, EUA) anteriormente a inducdo do
diabetes e posteriormente, no 3°, 7°,14°, 21° e 28° dia e dos triglicerideos
(Accutrend GTC, Roche) anteriormente a inducéo do diabetes e posteriormente,
no 15° dia e 30°. Para cada coleta os animais foram submetidos a 4 horas de

jejum e foi retirada uma gota de sangue da cauda para cada analise.

5.2.8 Eutanasia

Apbés a realizacdo do exame ecocardiogréafico e o registro da pressédo
arterial, os animais foram submetidos a eutanasia, por overdose de pentobarbital
sédico (90 mg/Kg). Apds o0 animal apresentar parada respiratéria foi feita uma
toracotomia e coletados 2 ml de sangue por puncao do atrio direito para analises
posteriores. De alguns grupos de animais foram retirados tecidos frescos e
armazenados em nitrogénio liquido que foram posteriormente utilizados para
quantificacao proteica e outras analises bioquimicas. Outros grupos de animais

foram submetidos a perfusédo do coracéo, para posterior analise histologica.
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5.2.9 Descarte dos animais

Apés coleta de material biolégico, as carcagcas foram embaladas,
identificadas e armazenadas em freezer (-20°C) e destinados a coleta e

incinerag&o por empresa terceirizada.

5.2.10 Analise histolégica

Apbs a eutanasia, os animais foram perfundidos com solucdo de formol
4% tamponado e os tecidos foram coletados e imediatamente fixados em
parafolmoldeido 4% em tampéao fosfato pH 7,0. Em seguida, os materiais fixados
foram cortados no sentido transversal dos ventriculos, alocados em cassetes
histoldgicos, desidratados em gradiente alcodlico (70° a 100°), diafanizados em

xilol e emblocados em parafina.

Cada bloco histoldgico, foi identificado e a partir desses, foram obtidos
cortes histolégicos de 5 um de espessura que foram alocados em laminas de

vidro silanizadas.

Para coloracdo pela hematoxilina-eosina, os cortes histolégicos foram
desparafinizados em xilol, hidratados em gradiente alcodlico (70° a 100°) e 4gua
e corados durante 2 minutos pela Hematoxilina de Harris. Apds, estes cortes
foram lavados em agua corrente e corados com eosina durante 10 minutos. Em
seguida, foram lavados em agua corrente, desidratados em gradiente alcodlico

(95° e 100°), diafanizados em xilol e finalizados com laminula de vidro e entellan.

Para coloracdo pelo picrossirius, o0s cortes histologicos foram

desparafinizados em xilol, hidratados em gradiente alcodlico (70° a 100°) e agua
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e corados durante uma hora em solucéo 0,1% de picrossirius red, dissolvido em
solucdo aquosa saturada de acido picrico. Em seguida, foram lavados em 4gua
corrente, desidratados em gradiente alcodlico (70° a 100°), diafanizados em xilol

e finalizados com laminula de vidro e entellan.

5.2.11 Analise quantitativa das fibras colagénicas

Os cortes histolégicos preparados e corados com picrossirius, foram

utilizados na quantificacéo das fibras de colageno.

O corante Sirius Red € uma molécula alongada, com seis grupamentos
sulfénicos acidos e quatro grupamentos cromoféricos diazoéicos. Desta forma, 0s
grupamentos sulfénicos interagem fortemente com aminoacidos bésicos das
moléculas dos diferentes tipos de colageno, conferindo a elas uma intensa cor

vermelha, permitindo sua identificacdo em cortes histolégicos.

As imagens analisadas foram obtidas a partir de digitalizacdo das laminas
histol6gicas, pelo sistema de digitalizacdo Scanscope CS System (Aperio
Tecnologies, Ic., CA, USA), com objetiva Olympus UPlanSApo 20x com

especificacdes 40x/0.75 acoplada ao scanner.

As imagens digitalizadas, foram transferidas para o software de analises
de imagens digitais Aperio ImageScope View (Aperio Tecnologies, Ic., CA, USA).
A partir das imagens digitalizadas, foram delimitadas manualmente as areas dos
ventriculos esquerdo e direito. Desta delimitacdo, automaticamente foi
guantificada pelo software a area total de tecido destes ventriculos, assim como

a quantidade de colageno presente nestes.
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5.2.12 Estresse oxidativo e enzimas antioxidantes

Para a elaboracéo desta tese, foi avaliado o estresse oxidativo no tecido
cardiaco, utilizando diversas técnicas, de forma ampla e baseada nha
quantificacdo dos produtos da oxidac&o de biomoléculas, oxidacao de proteinas
(carbonilas) pela avaliacdo de promotores de dano (producdo de espécies
reativas de oxigénio: peroxido de hidrogénio e NADPH oxidase) ou inibidores de

dano (antioxidantes enziméticos: CAT, SOD e nitritos) e FRAP.(41)

Para tal, o tecido cardiaco foi homogeneizado durante 30 segundos em
homogeneizador Ultra-Turrax, com buffer fosfato 30 nM com KCI 120nM e
fluoreto de fenil metil sulfonila (PMSF), em concetracdo 100 nmol/L em
isopropanolol e adiciono 10 pyL/mL de KCI adicionado. Em seguida, estes
homogeneizados foram centrifugados durante 10 minutos em centrifuga
refrigerada a 4°C e a 3000 rotagdes/minuto, tendo seu sobrenadante sido

congelado em freezer a -80°C para sequéncia das dosagens especificas.

As proteinas dos tecidos cardiacos foram quantificadas pelo método
descrito por Lowry et all(42), utilizando como padrdo uma solucédo de albumina

bovina com concentracao de 1 mg/mL.

5.2.12.1 Oxidacéo de proteinas (Carbonilas)

Foi utilizada a técnica que se baseia na reagdo das proteinas oxidadas do
homogeneizado cardiaco com 2,4 dinitro fenil hidrazina (DNPH) em meio acido,

seguido de sucessivas lavagens com acidos e solventes organicos e finalmente,
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incubag&o com guanidina. Tendo sido a absorbéancia das carbonilas medida em
espectofotdbmetro a 360 nm, em um meio de reacdo contendo 0s seguintes
reagentes: guanidina (6 M) em &cido cloridrico — HCI — (2,5 M) pH: 2,5; DNPH
em HCI (2,5 M); acido tricloroacético (TCA) 20%; TCA 10%; etanol — acetato de

etila 1:1 (V/V).(43)

5.2.12.2 NADPH oxidase

A atividade da enzima NADPH oxidase foi determinada no
homogeneizado de tecido cardiaco e avaliada pela producdo de superéxido
determinado por meio de ELISA. Para este ensaio, foi utilizado buffer fosfato 50
mM contendo EDTA 2 mM e sucrose 150 mM, NADPH 1,3 mM e 10 pL do
homogeneizado. A producdo de superéxido foi expressa em pmoles/mg de

proteina.(44)

5.2.12.3 Peroxido de hidrogénio

O peroxido de hidrogénio foi mensurando pela oxidagdo de venrlho de
fenol através da enzima peroxidase rabanete (HRP), originando um composto
mensuravel a 630 nm. Foi realizada uma curva com agua destilada (H20), H20
250 uM, Solugdo de peroxidase de rabanete (PRS — composto de bufer
dextrose), vermelho de fenol (Sigma-Aldrich Corporation) e peroxidase de
rabanete tipo Il (Sigma-Aldrich Corporation) e hidroxido de sédio (NaOH) (FMaia

Gold).
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Foram adicionados a placa de Elisa 70 yL de homogeneizado do tecido,
com 180 pyL PRS e incubados por 25 minutos a temperatura ambiente. Apos, foi
adicionado 5 uL de NaOH e a leitura foi realizada em equipamento de leitura de

placas de Elisa (Robomik, India).(45)

5.2.12.4 Catalase (CAT)

A atividade da enzima CAT esta diretamente relazionada a taxa de
decomposicao do peroxido de hidrogénio. Assim sendo, o consumo de H202,

pode ser utilizado com medida de atividade da CAT.

O presente ensaio consiste na mensuracai da reducéo de absorbancia a
240 nm (comprimento de onda onde é possivel se identificar maior absor¢éo do
perdxido de hidrogénio) em cubas de quartzo. Para tal, foi utilizada uma solucao
tampao de fosfatos a 50 mmol/L e pH 7,4. Foram ent&o adicionados 970 pL deste
tampao e 20 uL de amostra de tecido na cubeta do espectrofotdmetro, sendo
entdo a leitura desta medida descontada de um branco de tampéo fosfato. A
seguir, foram adicionados 10 uL de perdxido de hidrogénio (0,3 mol/L) e foi

monitorada a diminuicdo da absorbancia no espectrofotébmetro. (46)

5.2.12.5 Superoéxido dismutase (SOD)

Foi utilizada a técnica baseada na inibicdo da reacdo do radical
superoxido com o pirogalol. Foi utilizada a quantificagdo da enzima em unidades
relativas, visto que a determinag&o de sua concentragao e/ou sua atividade em

termos de consumo de substrato ndo sdo possiveis. Assim, uma unidade de
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SOD é definida como a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a
velocidade de oxidacdo do detector. A oxidag&o do pirogalol leva a formacéo de
um produto colorido, detectado pela espectrofotometria a 420 nm durante 2
minutos. A atividade da SOD foi mensurada pela velocidade de formacéo de
pirogalol oxidado. No meio da reacgéo, foram utilizados 5 yL de homogeneizado,
973 pL de tampéao Tris-Fosfato a 50 mmol/L (pH 8,2), 8 uL de pirogalol a 24
mmol/L, 4 uL de CAT a 30 ymol/L. A curva obtida foi utilizada como branco. Foi
realizada um curva padrédo, com a utilizacdo 3 concentracbes de SOD (0,25U,
0,5U e 1U), pela qual foi obtida a equacdo da reta para realizacdo dos

calculos.(47)

5.2.12.6 Potencial antioxidante ndo enzimatico

O ensaio antioxidante para a determinagéo do poder de reducdo do ion
ferro, FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), se baseia na producédo do ion
Fe2+ (forma ferrosa) a partir da reducéo do ion Fe3+ (forma férrica) presente no
complexo 2,4,6- tripiridil-s-triazina (TPTZ). Assim, a alteracdo na absorbéancia, é
diretamente relacionada ao poder da reducdo total de doacdo de elétrons
antioxidantes presentes na reacdo. Quando esta ocorre, ha uma alteracao na
tonalidade da mistura de reacdo, passando de roxo claro a um roxo intenso.
Quanto maior for a absorbancia ou intensidade da coloracdo, maior sera
considerado o potencial antioxidante total da amostra. A técnica foi realizada em
microplaca, na qual adicionou-se a 290yuL de reativo de FRAP (buffer acetato de
sodio e acido aceético, pH 3,6; TPTZ 10mM; cloreto férrico hexahidratado 20mM)

10 pl de uma solucéo-padréo de sulfato ferroso heptahidratado ou 10 pL de
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amostra. A microplaca foi incubada durante 5 minutos com agitacdo a 37°C. A

leitura foi realizada a 593nm.(48)

5.2.12.7 Nitritos plasmaticos

Os niveis de nitritos foram medidos pela reacdo das amostras de plasma
com o reagente de Griess em microplacas em aparelho leitor de Elisa. Nos po¢os
da placa foram adicionados 50 uL de plasma em temperatura ambiente. O total
de nitrito tecidual foi estimado a partir de uma curva padréo de absorbancia com

comprimento de eonda de 592 nm.(49)

5.2.13 Medida da expressédo das proteinas relacionadas a homeostasia do

célcio intracelular

As amostras de tecido cardiaco foram homogeneizadas em tampao de
homogeneizacdo T-PER (Thermo Fisher Scientific) contendo coquetel de
inibidores de proteases e fosfatases (Thermo Fisher Scientific). A
homogeneizac¢éao foi realizada com o equipamento Bead Ruptor 24 (Omni Inc.),
com microesferas de ceramica de 1,4 mm de diametro, a 5000 mpm
(movimentos por minuto) por 45 s. O homogenato foi centrifugado a 13400 g por
10 min a 4 o C e o sobrenadante utilizado para a determinacao da concentracdo
de proteinas utilizando o reagente Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific). Quantidades equitativas de proteina foram submetidas a SDS-
PAGE em gel de poliacrilamida 12% (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) e transferidas
para membrana de nitrocelulose de 0,45 um (Bio-Rad). O bloqueio foi realizado
com BSA 3% ou leite em p6 desnatado 5% por 2 h (Tabela 2). As membranas

foram incubadas overnight a 4°C com os anticorpos primarios especificos para
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camundongo anti-fosfolambam total e fosforilado, anti-SERCA-2 e anti-ERK1/2
fosforiladas, seguidas da incubag&o com anticorpo secundario conjugado a HRP
por 1 h, TA (Tabela 1). A revelacéo foi realizada com Clarity Western ECL (Bio-
Rad). O sinal quimioluminescente, por sua vez, foi detectado pelo sistema digital
de aquisicdo de imagens ALLIANCE 4.7 (UVITEC) e quantificado por analise
densitométrica com o software Image J. O sinal quimioluminescente de cada
proteina alvo foi normalizado pela coloragdo de ponceau respectiva e 0s

resultados expressos em unidades arbitrarias.

5.3 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados pelo software Prism (GraphPad

Softwares Inc., San Diego, USA).

Os valores serdo apresentados a seguir como média *+ desvio padrao.

Os valores encontrados foram analisados em trés etapas. Na primeira
etapa, testou-se o efeito da empagliflozina no diabetes mellitus e para tal, foram
comparados os dados dos grupos CTL, DM, DM+EMPA3 e DM+EMPA10. Na
segunda etapa, foi testado o efeito da empagliflozina sobre o infarto agudo do
miocardio, comparando-se os dados dos grupos CTL, IAM, IAM+EMPA3 e
IAM+EMPA10. Na terceira parte, foi testado o efeito da empagliflozina no infarto
agudo do miocardio em animais diabético, comparando-se os dados dos grupos
CTL, DM+IAM, DM+IAM+EMPA3, DM+IAM+EMPA10. Em todos os casos, foi a
avaliada a distribuicdo dos dados quanto a sua normalidade através do teste
Shapiro-Wilk. Os dados com distribuicdo normal foram comparado pelo teste de

ANOVA 1 via com teste de post-hoc de Tukey, enquanto que, os dados com
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distribuicdo anormal foram avaliados pelo teste Kruskal-Wallis com teste de post-

hoc de Dunn’s.

Valores de p < 0,05 foram considerados como estatisticamente

significantes.
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6 Resultados

6.1 Efeitos da Empagliflozina sobre o Diabetes Mellitus

6.1.1 Avaliacdo metabdlica

6.1.1.1 Peso Corporal

No inicio do protocolo o peso dos animais dos grupos CTL, DM, DM +
EMPA3 e DM + EMPA10 foi semelhante (figura 1). Apos a inducdo do diabetes
pela STZ, ndo houve reducdo de peso significativa nos grupos estudados em
relacdo ao peso inicial no protocolo, assim como ndo houve diferenga entre os
grupos na avaliacao pré tratamento (figura 2). Contudo, na avaliacdo ao final do
tratamento, houve reducdo significante do peso dos animais diabéticos,
independentemente de tratamento, em relacdo ao grupo controle (figura 3).

(Tabela 1)

Tabela 1 — Peso dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10), DM+EMPA3 (n=10) e
DM+EMPA10 (n=10) nos momentos: inicio do protocolo, pré tratamento e apds tratamento (final
do protocolo)

Inicial Pré tratamento Final
CTL 275,7 + 23,5 275,7 + 23,5 292,6 + 22,7
Peso DM 2943+21,4 269,8 + 21,6 253,0+21,14
(gramas) DM+EMPA3  296,9 21,9 275,4 + 24,4 261,0 + 26,7 2
DM+EMPA10 284,0+ 14,0 263,3+ 11,1 2465+9,472

Valores expressos em média + DPM; a: p<0,05vs CTL
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Figura 1: Peso dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10), DM+EMPA3 (n=10) e
DM+EMPA10 (n=10), no momento inicial do protocolo
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Figura 2: Peso dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10), DM+EMPA3 (n=10) e
DM+EMPAZ10 (n=10), no momento pré tratamento
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Figura 3: Peso dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10), DM+EMPAS3 (n=10) e
DM+EMPA10 (n=10), no momento final do protocolo. a: p<0,05 vs CTL

6.1.1.2 Glicemia

No tempo inicial do protocolo, ndo houve diferenca significativa nos
valores de glicemia nos animais dos grupos estudados (figura 4). Contudo,
confirmando a eficacia da inducdo do diabetes pela STZ, houve aumento
significativo da glicemia nos animais dos grupos DM, DM + EMPA3 e DM +
EMPAL10, em relacdo ao grupo CTL (figura 5). O mesmo comportamento pode
ser observado no periodo pés tratamento, ndo havendo diferenca de glicemia
entre 0s animais dos grupos DM e DM+EMPA3, porém, o tratamento com
empagliflozina na dose de 10 mg/kg, foi capaz de reduzir a glicemia em relacao

ao grupo DM. (figura 6 e tabela 2).



46

Tabela 2 — Glicemia dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10), DM+EMPA3 (n=10) e

DM+EMPAL10 (n=10), nos momentos: inicio do protocolo, pré tratamento e apds tratamento (final
do protocolo)

Inicial Pré tratamento Pés tratamento
CTL 105,6 + 19,5 105,6 + 19,5 106,1 + 13,6
Glicose DM 105,1 + 16,8 389,8+60,02 381,9+28,0%2
(mg/dL)  DM+EMPA3  103,4+17,7  401,3+24,62 360,1 + 38,5 2
DM+EMPA10 107,5+ 23,9 389,5+27,32 318,1 £50,3 @

Valores expressos em média + DPM; a p<0,05 vs CTL; b p<0,05 vs DM
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Figura 4: Glicemia dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10), DM+EMPA3 (n=10) e
DM+EMPA10 (n=10), no momento inicial do protocolo
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Figura 5: Glicemia dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10), DM+EMPA3 (n=10) e
DM+EMPA10 (n=10), no momento pré tratamento. a: p<0,0,5 vs CTL
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Figura 6: Glicemia dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10), DM+EMPA3 (n=10) e
DM+EMPA10 (n=10), no final do protocolo. a: p<0,0,5 vs CTL; b: p<0,05 vs DM
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6.1.1.3 Triglicerideos

Os valores de triglicerideos apresentaram-se de forma semelhante no
inicio do protocolo entre os grupos estudados (figura 7). Ap6s a indugédo do
diabetes, houve aumento significativo dos triglicerideos apenas no grupo DM em
relacdo ao grupo CTL (figura 8). Ao final do protocolo, houve aumento dos
triglicérides nos grupos diabéticos, independente de tratamento, em relagdo ao

grupo controle. (figura 9 e tabela 3)

Tabela 3 — Triglicerideos dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10), DM+EMPA3 (n=10) e
DM+EMPA10 (n=10), nos momentos: inicio do protocolo, pré tratamento e apds tratamento (final
do protocolo)

Inicial Pré tratamento Pds tratamento
CTL 104,7 + 26,7 104,7 + 26,7 106,0 + 23,8
Triglicerides DM 126,8 + 33,0 153,3+41,32 194,6 + 29,72
(mg/dL) DM+EMPA3 95,8 +£ 10,8 120,5+ 18,4 196,9 + 33,32
DM+EMPA10  106,1 + 22,2 143,8 + 34,8 221,3+48,22

Valores expressos em média + DPM; a p<0,05 vs CTL
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Figura 7: Triglicerideos dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10), DM+EMPAS3 (n=10) e
DM+EMPA10 (n=10), no inicio do protocolo.
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Figura 8: Triglicerideos dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10), DM+EMPA3 (n=10) e
DM+EMPA10 (n=10), no momento pré tratamento. a: p<0,05 vs CTL
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Figura 9: Triglicerideos dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10), DM+EMPA3 (n=10) e
DM+EMPA10 (n=10), no momento final do protocolo. a: p<0,05 vs CTL

6.1.2 Avaliacdo hemodinamica

6.1.2.1 Pressao arterial sistélica (PAS)

Ao final do protocolo, houve reducédo nos valores de pressao arterial
sistélica entre os animais dos grupos DM (111,8 + 7,3 mmHg), DM + EMPA 3

(123,4 £ 12,5 mmHg) e DM + EMPA 10 (119,8 + 10,6 mmHg) em relacdo ao
grupo CTL (136,4 + 5,9 mmHg) (Figura 10).
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Figura 10: Presséao arterial sistolica dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10), DM
EMPA3 (n=10) e DM+EMPA10 (n=10); a p<0,05 vs CTL

6.1.2.2 Presséao arterial diastolica (PAD)

Para os valores de presséao arterial diastélica, houve diferenca estatistica
significante apenas entre os animais dos grupos CTL e DM (PAD: CTL 92,95 +

5,7, DM: 80,38 + 6,4, DM+EMPAS3: 88,75 *+ 8,3; DM+EMPA10: 86,25 + 6,47

mmHg) (Figura 11).
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Figurall: Pressao arterial diastélica dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10),
DM+EMPAS3 (n=10) e DM+EMPA10 (n=10); a p<0,05 vs CTL
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6.1.2.3 Pressao arterial média (PAM)

Em relacéo a pressao arterial média, houve diferenca significante entre os
animais dos grupos DM e DM+EMPA10 comparados ao grupo CTL. (PAM: CTL
112,1 £5,9; DM: 95,67 + 7,2; DM+EMPAS3: 10,54 + 10,14; DM+EMPA10: 102,2

+ 7,1 mmHg). (Figura 12).
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Figura 12: Presséao arterial média dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10), DM+EMPA3
(n=10) e DM+EMPA10 (n=10); a p<0,05 vs CTL

6.1.2.4 Presséo de pulso

A pressao de pulso, apresentou-se reduzida nos animais dos grupos
diabéticos, independentemente do tratamento DM, DM+EMPA3 e DM+EMPA10)
guando comparada ao grupo CTL. (Pressao de pulso: CTL: 43,50 + 2,30; DM:
31,39 = 2,78; DM+EMPAZ3: 34,70 £ 5,86; DM+EMPA10: 33,54 + 8,63 mmHg).

(Figura 13).
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Figura 13: Presséo de pulso dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10), DM+EMPA3
(n=10) e DM+EMPA10 (n=10); a p<0,05 vs CTL

6.1.2.5 Frequéncia cardiaca média (FCM)

Observou-se reducao da frequéncia cardiaca média no grupo DM em

relacdo ao grupo CTL.

Houve ainda, normalizacdo da FC nos grupos tratados (DM+EMPA3 e
DM+EMPAL10). Adicionalmente, houve aumento da FC no grupo DM+EMPA10
em relacdo ao grupo DM. (FC: CTL 350,5 + 24,6; DM: 257,9 = 20,82;

DM+EMPAS: 297,2 + 30,7, DM+EMPA10: 317,4 + 45,8 mmHg). (Figura 14)
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Figura 14: Frequéncia cardiaca média dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10),
DM+EMPA 3 (n=10) e DM+EMPA 10 (n=10); a p<0,05 vs CTL; b p<0,05 vs DM

6.1.2.6 Resposta bradicardica

Houve diferenca significante nos indices de bradicardia reflexa entre os

animais dos grupos DM e CTL.

O tratamento com empagliflozina foi capaz de manter os valores da
resposta reflexa dos grupos tratados na mesma faixa do grupo CTL, sendo esta
melhora ainda mais evidente no grupo DM+EMPA10, que ainda apresentou
diferenca dos valores em relacdo ao grupo DM. (Bradicardia reflexa: CTL -1,43
+0,24; DM: -0,69 + 0,11; DM+EMPAS3: -1,11 + 0,37 ; DM+EMPA10: -1,48 £ 0,24

bpm/mmHg) (Figura 15)
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Figura 15: Resposta bradicéardica dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10), DM+EMPA3
(n=10) e DM+EMPA10 (n=10); a p<0,05 vs CTL; b p<0,05 vs DM

6.1.2.7 Resposta taquicardica

Em relacdo a resposta taquicardica, nota-se aumento do indice no grupo
DM+EMPAS em relacdo aos grupos CTL e DM. (Resposta taquicardica: CTL
3,256 + 0,68; DM: 3,244 + 0,91 mmHg; DM+EMPA3: 4,859 + 1,49; DM+EMPA10:

4,200 + 0,81 bpm/mmHg) (Figura 16)



56

TAQUICARDIA REFLEXA

8_
ab
6_
(@)
T
=
£ 4+
=
o
0
2_
O 1 1
~ 5 O
O& Q Qv Qv:\/
& N
NS
Q Q@

Figura 16: Resposta taquicérdica dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10), DM+EMPA3
(n=10) e DM+EMPA10 (n=10); a p<0,05 vs CTL; b p<0,05 vs DM

6.1.2.8 Sensibilidade barorreflexa espontanea

Para os indices analisados e relacionados a sensibilidade barorreflexa
espontanea, ndo houve diferencas significantes entre os grupos, conforme
tabela 4.

Tabela 4: indices do método da sequéncia dos animais dos grupos CTL (n=10), DM
(n=10), DM+EMPA3 (n=10) e DM+EMPA10 (n=10)

CTL DM DM+EMPA3 DM+EMPA10
BEI down (ms/mmHg) 0,1191 + 0,05 0,0889 0,05 0,1026 + 0,04 0,0984 + 0,04
BEI up (ms/mmHg)  0,0941+ 0,05 0,1245+ 0,08 0,0838 + 0,04 0,0942 + 0,03
BEl all (ms/mmHg)  0,1028 + 0,05 0,1101 + 0,06 0,0924 + 0,04 0,0908 + 0,03
BGI down (ms/mmHg) 4,526 + 1,63 3,101 +0,67 4,187 +3,74 3,492 + 2,05
BGlup (ms/mmHg)  2,625+1,09 3,199+158 2,763+127 2,366+1,31

BGI all (ms/mmHg) 3,547+0,83 3,350+1,48 3,401+2,10 2,616*1,24

Tabela representativa das médias + desvio padrdo da média dos pardmetros do método da
sequéncia. BEI down (ms/mmHg): indice de eficiéncia barorreflexa para rampas de descida; BEI
up (ms/mmHg): indice de eficiéncia barorreflexa para rampas de subida; BEI all (ms/mmHg):
indice de eficiéncia barorreflexa para rampas absolutas; BGI down: indice de ganho barorreflexo
para rampas de descida; BGI up: indice de ganho barorreflexo para rampas de subida; BGI all:
indice de ganho barorreflexo para rampas absolutas.
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6.1.2.9 Analise da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC)

Os indices utilizados na avaliacao da variabilidade da frequéncia cardiaca
nao apresentaram diferencas significantes entre os grupos CTL, DM,

DM+EMPA3 e DM+EMPA10, conforme Tabela 5.

Tabela 5: indices de variabilidade da frequéncia cardiaca dos animais dos grupos CTL
(n=10), DM (n=10), DM+EMPA3 (n=10) e DM+EMPA10 (n=10)

CTL DM DM+EMPA3  DM+EMPA10
DP IP (ms) 6,872+ 1,31 7,051+ 1,98 8,040 £ 4,11 7,003 + 3,47
Var IP (ms?) 48,78 + 18,91 53,29+ 30,47 78,18+ 79,46 59,89 *+ 55,83
RMSSD (ms) 4,883 + 0,68 7,813 +2,84 6,692 + 3,68 7,066 2,91
LF IP (ms?) 2,677 +1,20 5,312 + 4,17 3,572+ 2,08 2,720 + 2,10
HF IP (ms?) 6,580+ 1,87 15660+ 11,68 13,21+1540 15,18+ 11,80
Power total (ms?) 26,80+ 10,21 40,89 +27,63 30,69+ 22,00 31,53+21,70
LF (nu) 26,57 +11,08 2563+12,11 26,99+12,18 20,63 + 14,48
HF (nu) 73,43+11,08 74,37+12,11 73,01+12,18 79,38+ 14,48
LF/HF 0,3903+0,21 0,3799+0,24 0,4043+0,26 0,3065 + 0,28
oV (%) 36,96 +11,54 27,34+9,19 38,13+ 14,44 31,56 + 18,81
1V (%) 36,24 £ 4,91 37,04 £ 2,62 33,25+ 6,92 36,92 +£ 4,53
2V (%) 26,97 + 7,43 35,62 + 8,68 28,65+12,29 33,90 + 13,35

Tabela representativa das médias + desvio padrdo da média dos parametros de variabilidade da
Frequéncia Cardiaca. DP IP (ms): Desvio Padrdo do Intervalo de pulso; Var IP (ms?): Variancia
do Intervalo de Pulso; RMSSD (ms): Raiz quadrada da média da soma dos quadrados das
diferencas dos intervalos de pulso consecutivos; LF IP: Modulacao de baixa frequéncia absoluto
(ms?)ve normalizado (un); HF IP: Modulag&o de alta frequéncia absoluto (ms?) e normalizado
(un); Power total: poténcia total do sinal; LF/HF IP: Balango simpato-vagal; 0V (%): zero variagao;
1V (%): uma variagdo; 2V: duas variagdes.

6.1.2.10 Analise da variabilidade da pressao arterial sistélica

Em relagéo a andlise da variabilidade da presséo arterial sistolica, entre
0s parametros analisados e apresentados na tabela 6, houve apenas diferenca
significante na modulagao de baixa frequéncia da pressao arterial sistolica entre

os grupos CTL e DM, demonstrando que o tratamento, independente da dose,
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foi capaz de manter a modulacéo simpatica na variabilidade da pressao arterial

sistolica, que néo diferiu mais do grupo controle (figura 17).

Tabela 6: indices de variabilidade da press&o arterial sistélica dos animais dos grupos
CTL (n=10), DM (n=10), DM+EMPA3 (n=10) e DM+EMPA10 (n=10)

CTL DM DM+EMPA3 DM+EMPA10
DP PAS (mmHg) 4,114+0,99 3,048 +£0,92 3,810+ 1,67 3,109 + 0,55
Var PAS (mmHg? 17,82+7,68 10,05+ 6,44 16,85 £ 12,47 9,941 + 3,30
LF PAS (mmHg? 3,579+2,18 1,327 +2,38? 2,382+ 1,23 2,286 + 1,01
Tabela representativa das médias + desvio padrdo da média dos parametros de variabilidade da
Presséo arterial sistélica. DP PAS (mmHg): Desvio Padrédo da presséo arterial sistolica; Var PAS

(mmHg?): Variancia da presséo arterial sistolica; LF PAS: Modulagdo de baixa frequéncia da
pressao arterial sistélica (mmHg?); a: p<0,05 vs CTL
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Figura 17: Modulacao de baixa frequéncia da pressao arterial sistolica dos animais dos grupos
CTL (n=10), DM (n=10), DM+EMPA3 (n=10) e DM+EMPA10 (n=10);
a p<0,05vs CTL
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6.1.3 Avaliagdo ecocardiografica

6.1.3.1 Parametros morfométricos

Encontram-se apresentados na tabela 7 os parametros ecocardiograficos

morfométricos.

Notou-se apenas redugcdo do diametro do &trio esquerdo no grupo

DM+EMPA10 em relagéo ao grupo DM.

Tabela 7: Pardmetros ecocardiograficos morfométricas dos animais dos grupos CTL
(n=10), DM (n=10), DM+EMPA3 (n=10) e DM+EMPA10 (n=10)

CTL DM DM+EMPA3 DM+EMPA10
Aorta (mm) 3,264+0,28 3,301+0,35 3,335+x0,41 3,276+0,37
Atrio esquerdo (mm) 4,211 +0,53 4,350+0,42 3,949+0,52 3,753+0,32°
PLVEd (mm) 1,282+0,29 1,176 +0,20 1,208+0,21 1,213+0,17
Sivd (mm) 1,060+£0,21 0,934+0,12 0,933+0,14 0,960+ 0,10
DDVEd (mm) 6,687+098 7,321+095 7,481+0,60 7,115+*0,46
DDVEs (mm) 3,821 +1,14 4,692+0,95 5,420+0,67 5,374 +0,57

Tabela representativa das médias * desvio padrdo da média dos parametros de
ecocardiograficos morfométricos; PLVEd: espessura diastélica parede livre do ventriculo
esquerdo; SIVDd: espessura diastolica do septo interventricular; DDVEd: didmetro diastdlico da
cavidade do ventriculo esquerdo; DDVEs: didmetro sistélico da cavidade do ventriculo esquerdo;
a: p< 0,05 vs CTL; b: p<0,0,5 vs DM

6.1.3.2 Parametros de funcdao sistoélica

Encontram-se apresentados na tabela 8 os parametros ecocardiograficos

relacionados a funcgéo sistélica do ventriculo esquerdo.

Tabela 8: Parametros ecocardiogréficos relacionados a fungéo sistélica do ventriculo
esquerdo dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10), DM+EMPA3 (n=10) e
DM+EMPA10 (n=10)

CTL DM DM+EMPA3 DM+EMPA10
FE VE (%) 77,09+8,1 64,84 + 10,72 54,53 + 6,362 64,81 + 8,4*
FEnc VE (%) 46,33 + 10,7 37,22 + 8,52 31,56 + 4,62 37,41+ 4,72
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FAC (%) 61,18 + 5.7 43.46 + 4.6 41,85+77 42,67 +51
'(:OE)VE long 50,91 + 8.8 49,99 + 9.4 48,81+ 6.7 46,18 + 9.7
S’ (mm/s) 47.79£5.9 43,42 £ 3.7 4479+523  44.08+51

Tabela representativa das médias + desvio padréo da média dos parametros ecocardiograficos
relacionados a funcéo sistélico do ventriculo esquerdo; FE VE: fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo calculada pelo modo M em eixo curto; FEnc VE: fracdo de encurtamento do ventriculo
esquerdo; FAC: mudanca fracional da area da cavidade do ventriculo esquerdo; FE VE long:
fracdo de ejecao do ventriculo esquerdo calculado pelo modo bidimensional em corte do eixo
longo; S’: velocidade de movimentagao sistdlica das fibras miocardicas longitudinais; a: p<0,05
vs CTL; b: p<0,05 vs DM; c: p<0,05 vs DM+EMPA3

Em relacdo a fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo, se observou
reducdo nos grupos diabéticos independentemente de tratamento, contudo as
ambas as doses foram capaz de atenuar tal reducéo, porém o tratamento com a
dose de 10 mg/kg foi mais eficaz nesta atenuacao (figura 18). Ainda, se observa
reducado da fracdo de encurtamento em todos os grupos diabéticos em relacao

ao grupo controle.

FE VE
100
80— a ac
ab
60— T
X
40
20
0 1 1
Y &) Q
S\ Q @2? Qv:\«
S
Q O@

Figura 18: Fracao de ejec¢do do ventriculo esquerdo dos animais dos grupos CTL (n=10), DM
(n=10), DM+EMPAS3 (n=10) e DM+EMPA10 (n=10);
a p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs DM,; c: p<0,05 vs DM+EMPA3
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6.1.3.3 Parametros de funcdo diastdlica

Encontram-se apresentados na tabela 9 os parametros ecocardiogréaficos

relacionados a funcgéo diastolica do ventriculo esquerdo.

Tabela 9: Parametros ecocardiograficos relacionados a funcao diastélica do ventriculo
esquerdo dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10), DM+EMPA3 (n=10) e
DM+EMPA10 (n=10)

CTL DM DM+EMPA3 DM+EMPA10
Vel. Max. E (mm/s) 1092 +116,5 770+ 133,4* 8254 +182,4* 895,3 + 106,8%
Vel. Max. A (mm/s) 598,1+103,1 564 +151,5 585,8+126,5 639,1+ 1064
E/A 1,862+0,21 1,465+0,5% 1,426+0,25% 1,449 +0,372
Vel. Max. E’ (mm/s) 45,02+7,9 33,31+8,4 44,79+ 154 50,36 + 14,8°
Vel. Max. A’ (mm/s) 55,34+19,9 57,82+120 49,03+18,0 45,16 + 8,9

E’IA’ 0,982+ 0,5 0,514+0,1 1,062 + 0,6 1,307 £ 0,4°
TRIV (ms) 17,62+ 4,0 21,47 +£5,3 17,66 + 5,4 19,99 + 4.8
E/IE’ 25,05+4,8 2458+ 7,4 19,67 £ 5,7 23,39 +5,3

Tabela representativa das médias + desvio padréo da média dos parametros ecocardiograficos
relacionados a funcéo diastdlica do ventriculo esquerdo; Vel. Max. E: velocidade maxima da onda
E do fluxo mitral; Vel. Max. A: velocidade méxima da onda A do fluxo mitral; E/A: relagéo entre
as ondas E e A; Vel. Max. E’: velocidade maxima da onda E’ da movimentagao miocardica; Vel.
Max. A’: velocidade maxima da onda A’ da movimentacdo miocardica; E'/A’: relagdo entre as
ondas E’ e A’; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; E/E’: relagado entre as ondas E e E’;
a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs DM

Podemos notar uma reducdo da velocidade maxima da onda E e da
relacdo E/A em todos os grupos diabéticos em relacdo ao grupo controle, ndo
havendo diferenca significantes nestes parametros nos grupos tratados (figura
19)
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Figura 19: Relacéo E/A do fluxo mitral dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10),
DM+EMPA3 (n=10) e DM+EMPA10 (n=10);
a p<0,05vs CTL

Ainda, notamos aumento da relacdo E’/A’ nos animais tratados com a

dose de 10 mg/kg em relacao ao grupo diabético (figura 20)
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Figura 20: Relagéo E’/A’ dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10), DM+EMPAS3 (n=10) e
DM+EMPA10 (n=10);
b p<0,05 vs DM
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As areas totais dos ventriculos esquerdos e direitos ndo apresentaram

diferenca entre os grupos estudados. (Tabela 10)

Contudo, houve reducdo da porcentagem de colageno total nos

ventriculos esquerdo e direito no grupo DM em relacdo ao grupo controle.

Adicionalmente, notou-se reducédo da porcentagem de colageno no ventriculo

direito (figura 23) nos grupos diabéticos tratados com ambas as doses de

empagliflozina quando comparados ao grupo controle. (Tabela 10 e figuras 21

e 22)

Tabela 10: Avaliacdo histologica dos ventriculos esquerdo e direito dos animais dos

grupos CTL (n=6), DM (n=6), DM+EMPA3 (n=6) e DM+EMPA10 (n=6)

CTL DM DM+EMPA3  DM+EMPA10
Area total do 62,89 + 16,2 64,66 + 11,6 66,88 + 6,2 63,76 + 9,4
VE (mm2)

vE

\f’ECO'age”O 05089+01 072019 +012 0,1871+02  02834+01
JE

% colageno 0,3262+ 12,4  0,1354 + 8,4 0,1238+11,9 0,1827 +13.7
VE/mm?2

Area total VD 743+15 12,29 + 3,2 10,20+ 0,3 11,34+ 3,9
oo

% colageno 09764+02  0,4509+0,012  0,3583+0,3%  0,4157 +0,12

VD

Tabela representativa das médias + desvio padréo; a: p<0,05 vs CTL

COLAGENO VE
0.008

0.006
0.004
0.002

0.000-

-0.002 r

1 1
> Q
S 5 et
& XQ/@
> ™

Figura 21: Colageno total do ventriculo esquerdo dos animais dos grupos CTL (n=6), DM (n=6),

DM+EMPA3 (n=6) e DM+EMPA10 (n=6); a p<0,05 vs CTL
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Figura 22: Figura representativa dos cortes histologicos na linha A e das areas totais de tecido
ventricular esquerdo (azul) e coldgeno (amarelo) na linha B, respectivamente nos grupos CTL,
DM e DM+EMPA10
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Figura 23: Colageno total do ventriculo direito dos animais dos grupos CTL (n=6), DM (n=6),
DM+EMPA3 (n=6) e DM+EMPA10 (n=6); a p<0,05 vs CTL
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6.1.5 Expresséo de proteinas cardiacas

6.1.5.1 Expressdo de proteinas envolvidas na regulacéo intracelular do

calcio

Em relacdo as proteinas fosfolambam e fosfolambam fosforilada, ndo se
observou diferenca entre os grupos estudados, contudo, nota-se reducdo da
relacdo fosfolambam fosforilada / fosfolambam nos grupos DM e DM+EMPA10
em relacdo ao grupo CTL e ainda, aumento desta rela¢ao no grupo DM+EMPA10

guando comparado ao grupo DM (Tabela 11 e figura 24).
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Figura 24: Relacéo fosfolambam fosforilada/fosfolambam total dos animais dos grupos CTL
(n=6), DM (n=6) e DM+EMPA10 (n=6); a p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs DM

Em relagéo a SERCAZ2 e relacdo SERCA2/fosfolambam, ndo se observou

diferenca entre os grupos estudados (Tabela 11).
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Tabela 11: Expressdo de proteinas envolvidas na recaptacdo de Ca2+ pelo reticulo
sarcoplasmatico do ventriculo esquerdo dos animais dos grupos CTL (n=6), DM (n=6) e
DM+EMPA10 (n=6)

CTL DM DM+EMPA10
PLN 1,000 + 0,50 2,646 + 1,20 2,816 + 1,675
P PLN 0,999 + 0,49 0,8721 + 0,50 1,622 + 0,66
P PLN/PLN 1,000 £ 0,01 0,3211 + 0,132 0,6685 + 0,29%
SERCA2 2,677+1,20 5,312 + 4,17 2,720+ 2,10
SERCA2/PLN 1,228 + 0,59 0,5967 + 0,23 0,6745+ 0,34

Tabela representativa das médias + desvio padrdo das proteinas envolvida na recaptacao de
Ca2+ - expressas em unidades de medida arbritrarias. PLN: fosfolambam; P PLN: fosfolambam
fosforilado total; P PLN/PLN: relagc&o fosfolambam fosforilado total / fosfolambam; SERCA2: ;
SERCAZ2/PLN: relacdo SERCA2/fosfolambam; a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs DM

6.1.5.2 Expressdao de proteinas de matriz extracelular

Em relacdo as proteinas de matriz extracelular, pode-se observar
aumento da ERK 1 e 2 total nos grupos diabéticos independente do tratamento

(figura 25).
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Figura 25: Expressao da ERK1/2 total do ventriculo esquerdo dos animais dos grupos CTL
(n=6), DM (n=6) e DM+EMPA10 (n=6); a p<0,05 vs CTL



67

Ainda, notou-se aumento da ERK 1/2 fosforilada e da relacdo ERK 1/2
fosforilada/ERK 1/2 total, no grupo diabético e tratado com empagliflozina em

relacdo aos grupos controle e diabético (Imagens 26 e 27).
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Figura 26: Expressao da ERK1/2 fosforilada do ventriculo esquerdo dos animais dos grupos
CTL (n=6), DM (n=6) e DM+EMPA10 (n=6); a p<0,05 vs CTL; b p<0,05 vs DM
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Figura 27: Relacao ERK1/2 fosforilada/ERK1/2 total do ventriculo esquerdo dos animais dos
grupos CTL (n=6), DM (n=6) e DM+EMPA10 (n=6);
a p<0,05 vs CTL; b p<0,05 vs DM
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6.1.6 Estresse oxidativo

Estdo apresentadas na tabela 12 as medidas de estresse oxidativo dos

grupos CTL, DM e DM+EMPAL10.

Tabela 12: Parametros de estresse oxidativo do ventriculo esquerdo dos animais dos
grupos CTL (n=6), DM (n=6) e DM+EMPA10 (n=6)

CTL DM DM+EMPA10
Carbonilas 8,610 + 1,08 9,063 + 1,98 10,030 + 3,47
Peroxido 2,882 + 0,37 2,498 + 0,38 2,720 £ 0,22
NADPH oxidase 0,2050 + 0,03 0,2088 *+ 0,05 0,1893 + 0,01
CAT 0,9717 £ 0,17 1,086 + 0,41 2,240 + 0,812
SOD 13,94+ 0,91 16,89 + 1,732 16,08 + 2,69
FRAP 0,6716 £ 0,14 0,3968 + 0,072 0,6700 + 0,15°
Nitrito 1,594 + 0,54 1,757 £ 0,31 1,588 + 0,21

Tabela representativa das médias = desvio padrdo da média dos parametros de estresse
oxidativo; a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs DM

Em relacdo a CAT, notou-se um aumento no grupo diabético e tratado

com empagliflozina em relagéo ao grupo CTL e ao grupo DM (Figura 28).
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Figura 28: Expressao da enzima antioxidante catalase no ventriculo esquerdo dos animais dos
grupos CTL (n=6), DM (n=6) e DM+EMPA10 (n=6);
a p<0,05 vs CTL; b p<0,05 vs DM
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A SOD apresentou-se aumentada no grupo DM quando comparada com

o grupo CTL. A empagliflozina parece ter atenuado esse aumento. (Figura 29).
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Figura 29: Expressao da enzima superdxido dismutase do ventriculo esquerdo dos animais dos
grupos CTL (n=6), DM (n=6) e DM+EMPA10 (n=6); a p<0,05 vs CTL

A FRAP apresentou-se reduzida no grupo DM quando comparada ao

grupo controle, e ainda, aumentada no grupo DM+EMPA10 em relacdo ao grupo

DM (Figura 30).
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Figura 30: Expressao da capacidade de reducao de ferro do ventriculo esquerdo dos animais
dos grupos CTL (n=6), DM (n=6) e DM+EMPA10 (n=6);
a p<0,05 vs CTL; b p<0,05 vs DM
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6.2 Efeitos da Empagliflozina sobre o infarto agudo do miocéardio

6.2.1 Avaliagcdo metabdlica

6.2.1.1 Peso Corporal

No inicio do protocolo o peso dos animais dos grupos CTL, IAM,
IAM+EMPA3 e IAM+EMPAL10 foi semelhante (figura 31). Ao final do protocolo,
houve reducdo do peso dos animais infartados, porém, com diferenca
significante apenas entre os grupos IAM e IAM+EMPA3, em relagéo ao grupo

controle. (Figura 32 e Tabela 13).
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Figura 31: Peso dos animais dos grupos CTL (n=10), IAM (n=10), IAM+EMPA3 (n=10) e
IAM+EMPA10 (n=10) ho momento inicial do protocolo
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Peso final
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Figura 32: Peso dos animais dos grupos CTL (n=10), IAM (n=10), IAM+EMPA3 (n=10) e
IAM+EMPA10 (n=10) no momento final do protocolo; a: p<0,05 vs CTL

Tabela 13 — Peso dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10), DM+EMPA3 (n=10) e
DM+EMPA10 (n=10) nos momentos: inicio do protocolo, pré tratamento e apés tratamento (final
do protocolo)

Inicial Pds tratamento
CTL 275,7 + 23,5 292,6 + 22,7
Peso IAM 251,0 £ 26,0 238,3+26,82
(gramas) IAM+EMPA3 256,6 + 23,8 246,9 £ 2392
IAM+EMPA10 273,8 £ 24,7 2655+ 21,6

Valores expressos em média + DPM; a p<0,05 vs CTL

6.2.1.2 Glicemia
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Ao inicio do protocolo e ao seu final, ndo houve diferenca significativa nos

valores de glicemia nos animais dos grupos estudados. (Figuras 33 e 34 e Tabela
14).
Tabela 14 — Glicemia dos animais dos grupos CTL (n=10), IAM (n=10), IAM+EMPA3 (n=10) e

IAM+EMPA10 (n=10), nos momentos: inicio do protocolo, pré tratamento e apds tratamento (final
do protocolo)

Inicial Pds tratamento
CTL 105,6 +19,5 106,1 + 13,6
Glicose IAM 103,6 + 14,2 98,2 + 10,8
(mg/dL) IAM+EMPA3 105,5 + 16,8 99,2 + 10,0
IAM+EMPA10 104,4 + 18,2 101,8 £ 8,5

Valores expressos em média + DPM
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Figura 33: Glicemia dos animais dos grupos CTL (n=10), IAM (n=10), IAM+EMPA3 (n=10) e
IAM+EMPA10 (n=10) no momento inicial do protocolo
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Glicemia final
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Figura 34: Glicemia dos animais dos grupos CTL (n=10), IAM (n=10), IAM+EMPA3 (n=10) e
IAM+EMPA10 (n=10) no momento final do protocolo

6.2.1.3 Triglicerideos

Ao inicio do protocolo e ao seu final, ndo houve diferenca significativa nos

valores de triglicérides nos animais dos grupos estudados. (Figuras 35 e 36 e
Tabela 15).
Tabela 15 — Triglicerideos dos animais dos grupos CTL (n=10), IAM (n=10), IAM+EMPA3 (n=10)

e IAM+EMPA10 (n=10), nos momentos: inicio do protocolo, pré tratamento e apés tratamento
(final do protocolo)

Inicial Pds tratamento
CTL 104,7 + 26,7 106,0 = 23,8
Triglicérides IAM 1155+ 31,0 118,8 £ 23,9
(mg/dL) IAM+EMPA3 95,6 £9,3 104,3 + 18,6
IAM+EMPA10 106,3 + 34,2 108,5+ 15,9

Valores expressos em média + DPM
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Triglicérides inicial
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Figura 35: Triglicérides dos animais dos grupos CTL (n=10), IAM (n=10), IAM+EMPA3 (n=10) e
IAM+EMPA10 (n=10) no momento inicial do protocolo
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Figura 36: Triglicérides dos animais dos grupos CTL (n=10), IAM (n=10), IAM+EMPA3 (n=10) e
IAM+EMPA10 (n=10) no momento final do protocolo
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6.2.2 Avaliagdo hemodinamica

6.2.2.1 Pressdao arterial sistolica (PAS)

Ao final do protocolo, houve reducdo nos valores de pressao arterial
sistélica entre os animais do grupo IAM (117,6 + 8,99 mmHg) em relacdo ao
grupo CTL (136,4 + 5,92 mmHg), contudo o tratamento com empagliflozina,
independentemente da dose utilizada, foi capaz de manter a pressao arterial nos
niveis do grupo controle (IAM+EMPA 3 (132,4 £ 9,54 mmHg) e IAM+EMPA 10

(129,8 + 4,28 mmHg) (Figura 37).
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Figura 37: Pressdo arterial sistdlica dos animais dos grupos CTL (n=10), IAM (n=10),
IAM+EMPA 3 (n=10) e IAM+EMPA10 (n=10); a: p<0,05 vs CTL
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6.2.2.2 Presséao arterial diastolica (PAD)

Para os valores de presséao arterial diastolica, houve diferenca estatistica
significante apenas entre os animais dos grupos CTL e IAM+EMPA10. (PAD:
CTL 92,95 +5,70; IAM: 88,21 £ 6,38; IAM+EMPA3: 90,23 + 4,38; IAM+EMPA10:

85,83 + 5,16 mmHg) (Figura 38).
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Figura 38: Presséao arterial diastélica dos animais dos grupos CTL (n=10), IAM (n=10),
IAM+EMPAS (n=10) e IAM+EMPA10 (n=10); a: p<0,05 vs CTL

6.2.2.3 Presséao arterial média (PAM)

Em relacdo a pressao arterial média, houve reducéo significante entre os
animais dos grupos IAM em relacdo ao grupo CTL. Ainda, o tratamento com
empagliflozina na dose de 3 mg/kg, foi capaz de reestabelecer os valores de
PAM ao niveis do grupo CTL. (PAM: CTL 112,1 + 5,98; IAM: 101,3 + 7,29;

IAM+EMPA3: 110,1 + 7,72 ; IAM+EMPA10: 104,4 + 6,90 mmHg). (Figura 39).
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Figura 39: Pressao arterial média dos animais dos grupos CTL (n=10), IAM (n=10),
IAM+EMPA3 (n=10) e IAM+EMPA10 (n=10); a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs IAM

6.2.2.4 Presséo de pulso

A pressdo de pulso, apresentou-se reduzida nos animais do grupo
infartado, quando comparada ao grupo CTL. Contudo o tratamento com
empagliflozina independentemente da dose utilizada no tratamento, foi capaz de
elevar as pressodes da pulso, ao nivel do grupo CTL. (Presséo de pulso: CTL:
43,50 + 2,30; IAM: 29,63 £ 6,26; IAM+EMPA3: 40,30 + 4,00; IAM+EMPALO0:

41,25 + 5,54 mmHg). (Figura 40).
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Figura 40: Pressao de pulso dos animais dos grupos CTL (n=10), IAM (n=10), IAM+EMPA3
(n=10) e IAM+EMPA10 (n=10); a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs IAM

6.2.2.5 Frequéncia cardiaca média (FCM)

N&o se observou reducdo da frequéncia cardiaca média entre 0s grupos
CTL, 1AM, IMA+EMPA3 e IAM+EMPA10. (Frequéncia cardiaca média: CTL:
350,5 + 24,65; IAM: 398,5 + 55,74; IAM+EMPA3: 355,1 + 30,81; IAM+EMPA10:

357,3 + 25,70 bpm). (Figura 41).
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Figura 41: Frequéncia cardiaca média dos animais dos grupos CTL (n=10), IAM (n=10),
IAM+EMPA 3 (n=10) e IAM+EMPA 10 (n=10)

6.2.2.6 Resposta bradicardica

Houve reducdao significante nos indices de bradicardia reflexa nos animais
do grupo infartado (IAM), quando comparada ao grupo controle (CTL). Contudo
o tratamento com empaglifiozina independentemente da dose utilizada no
tratamento, foi capaz de elevar as respostas, ao nivel do grupo CTL. (Bradicardia
reflexa: CTL: -1,43 + 0,24; IAM: -0,69 = 0,16; IAM+EMPA3: -1,36 + 0,26;

IAM+EMPA10: -1,54 + 0,23 bpm/mmHg) (Figura 42)
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Figura 42: Resposta bradicardica dos animais dos grupos CTL (n=10), IAM (n=10),
IAM+EMPA3 (n=10) e IAM+EMPA10 (n=10); a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs IAM

6.2.2.7 Resposta taquicardica

Houve reducao significante nos indices de taquicardia reflexa nos animais
do grupo infartado (IAM), quando comparada ao grupo controle (CTL). Contudo
o tratamento com empaglifiozina independentemente da dose utilizada no

tratamento, foi capaz de preservar as respostas taquicardicas.

Adicionalmente, nota-se a resposta taquicardica aumentada no grupo
IAM+EMPA10 em relagdo aos grupos CTL, IAM e IAM+EMPA3 (Taquicardia
reflexa: CTL: 3,25 + 0,68; IAM: 1,82 + 0,21, IAM+EMPAS: 3,24 * 0,72;

IAM+EMPA10: 4,95 + 0,37 bpm/mmHg) (Figura 43)
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Figura 43: Resposta taquicardica dos animais dos grupos CTL (n=10), IAM (n=10),
IAM+EMPAS (n=10) e IAM+EMPA10 (n=10);
a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs IAM; c: p<0,05 vs IAM+EMPA3

6.2.2.8 Sensibilidade barorreflexa espontanea

Para os indices analisados relacionados a sensibilidade barorreflexa
espontanea, houve apenas reducéo significante do indice de ganho barorreflexo
para rampas absolutas (BGI all) no grupo IAM e CTL (figura 44). Contudo, ndo
foram observadas diferengas nos demais parametros entre os grupos, conforme
tabela 16.

Tabela 16: indices do método da sequéncia dos animais dos grupos CTL (n=10), IAM
(n=10), IAM+EMPA3 (n=10) e IAM+EMPA10 (n=10)

CTL IAM IAM+EMPA3 IAM+EMPA10
BEI down (ms/mmHg) 0,1191 + 0,05 0,1326 + 0,06 0,0668 + 0,04 0,1328 + 0,09
BEI up (ms/mmHg) 0,0941 £ 0,05 0,1113+0,07 0,1013+0,10 0,2126 0,20
BEI all (ms/mmHg) 0,1028 + 0,05 0,1031 + 0,06 0,0856 + 0,07 0,1742 +0,14
BGldown (ms/mmHg) 4,526 +1,63 3,020+1,57 2,687+1,42 2,815+1,45
BGIl up (ms/mmHg) 2625+1,09 1681+0,71 2,312+153 1,911+0,61
BGI all (ms/mmHg) 3,547 +£0,83 2,114+0,71% 2,544 +1,145 2,544+ 1,00

Tabela representativa das médias + desvio padrdo da média dos pardmetros do método da
sequéncia. BEI down (ms/mmHg): indice de eficiéncia barorreflexa para rampas de descida; BEI
up (ms/mmHg): indice de eficiéncia barorreflexa para rampas de subida; BEI all (ms/mmHg):
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indice de eficiéncia barorreflexa para rampas absolutas; BGI down: indice de ganho barorreflexo
para rampas de descida; BGI up: indice de ganho barorreflexo para rampas de subida; BGI all:
indice de ganho barorreflexo para rampas absolutas. a p<0,05 vs CTL
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Figura 44: indice de ganho barorreflexo para rampas absolutas dos animais dos grupos CTL
(n=10), IAM (n=10), IAM+EMPA3 (n=10) e IAM+EMPA10 (n=10); a: p<0,05 vs CTL

6.2.2.9 Analise da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC)

Os indices utilizados na avaliacédo da variabilidade da frequéncia cardiaca

estdo apresentados na tabela 17.

Tabela 17: indices de variabilidade da frequéncia cardiaca dos animais dos grupos CTL
(n=10), IAM (n=10), IAM+EMPA3 (n=10) e IAM+EMPA10 (n=10)

CTL IAM IAM+EMPA3 IAM+EMPA10
DP IP (ms) 6,872+1,31 5,413+1,31 7,741 + 2,52 8,050 + 2,38
Var IP (ms?) 48,78 £ 18,91 28,09+ 11,04 65,50 + 46,46 69,88 + 43,13
RMSSD (ms) 4,883+0,68 5,999 + 2,66 6,666 + 2,23 6,224 + 2,37
LF IP (ms?) 2,677+1,20 1,326+1,03 3,248 £ 3,41 3,663 + 3,07
HF IP (ms?) 6,580+1,87 7,750+5,16 10,280 + 5,69 8,194 + 4,12
Power total (ms2) 26,80 +10,21 17,48+8,94 30,82+25,66 42,58 +29,14°
LF (nu) 26,57 +£11,08 12,70+7,368 15,82+ 9,56 22,08 + 11,30
HF (nu) 73,43+11,08 87,30+7,3628 84,19+ 9,56 77,92+ 11,30
LF/HF 0,3903+0,21 0,1531+0,10 0,2038+0,14 0,3078+0,19
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oV (%) 36,96 +11,54 38,65+15,18 28,63 +9,33 39,36 + 10,57
1V (%) 36,24 +491 33,66 +6,72 40,19 + 3,94 37,61 + 8,82
2V (%) 2697 +7,43 28,56 + 8,98 31,94 +8,31 23,02 £ 4,30

Tabela representativa das médias + desvio padrdo da média dos parametros de variabilidade da
Frequéncia Cardiaca. DP IP (ms): Desvio Padréo do Intervalo de pulso; Var IP (ms?): Variancia
do Intervalo de Pulso; RMSSD (ms): Raiz quadrada da média da soma dos quadrados das
diferencas dos intervalos de pulso consecutivos; LF IP: Modulacao de baixa frequéncia absoluto
(ms?2)ve normalizado (un); HF IP: Modulacédo de alta frequéncia absoluto (ms2) e normalizado
(un); Power total: poténcia total do sinal; LF/HF IP: Balanco simpato-vagal; OV (%): zero variagao;
1V (%): uma variacao; 2V: duas variacées. a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs IAM

Notou-se aumento do power total no grupo IAM+EMPA10 em relagéo ao
grupo 1AM (figura 45)
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Figura 45: Poténcia total do sinal dos animais dos grupos CTL (n=10), IAM (n=10),
IAM+EMPA3 (n=10) e IAM+EMPA10 (n=10); b: p<0,05 vs IAM

No grupo IAM, foi observado uma reducdo da modulacdo de baixa
frequéncia do intervalo de pulso normalizada (LF IP), assim como uma elevacao
da modulacdo de alta frequéncia do intervalo de pulso normalizada (HF IP),
guando comparado ao grupo controle. Ainda, o tratamento com empagliflozina,
independentemente da dose, foi capaz de normalizar os parametros citados
(Figuras 46 e 47).
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Figura 46: Modulacéo de baixa frequéncia do intervalo de pulso dos animais dos grupos CTL
(n=10), IAM (n=10), IAM+EMPAS3 (n=10) e IAM+EMPA10 (n=10); a: p<0,05 vs CTL
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Figura 47: Modulacéo de alta frequéncia do intervalo de pulso dos animais dos grupos CTL
(n=10), IAM (n=10), IAM+EMPAS3 (n=10) e IAM+EMPA10 (n=10); a: p<0,05 vs CTL
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6.2.2.10 Analise da variabilidade da pressao arterial sistélica

Em relagdo a analise da variabilidade da presséo arterial sistolica, ndo
houve diferenca significante entre os grupos nos parametros avaliados e

descritos na tabela 18.

Tabela 18: indices de variabilidade da presséo arterial sistélica dos animais dos grupos
CTL (n=10), IAM (n=10), IAM+EMPAS3 (n=10) e IAM+EMPA10 (n=10)

CTL IAM IAM+EMPA3 IAM+EMPA10
DP PAS (mmHg) 4,114+0,99 3,318+1,23 4,266 + 1,23 4,583 + 1,57
Var PAS (mmHg?) 17,82+7,68 19,64+ 10,69 19,53 +£ 11,42 23,19 + 15,20
LF PAS (mmHg?) 3,579+2,18 2,916+ 2,29 3,326 + 1,51 4,083 + 2,32

Tabela representativa das médias + desvio padrdo da média dos parametros de variabilidade da
Pressao arterial sistélica. DP PAS (mmHg): Desvio Padrdo da presséo arterial sistolica; Var PAS
(mmHg?): Variancia da presséo arterial sistolica; LF PAS: Modulagdo de baixa frequéncia da
pressao arterial sistélica (mmHg?). *p<0,05 vs CTL

6.2.3 Avaliacdo ecocardiogréfica

6.2.3.1 Parametros morfométricos

Encontram-se  apresentados na tabela 19 os parametros

ecocardiograficos morfométricos.

Notou-se reducéo do diametro do atrio esquerdo no grupo IAM+EMPA10

em relacdo ao grupo IAM.

Conforme esperado pela ligadura da artéria corondria e isquemia
miocardica, notou-se reducao da espessura do septo interventricular na diastole
e do diametro diastolico nos grupos IAM e IAM+EMPA3 em relacdo ao grupo
controle, contudo, os animais do grupo IAM+EMPA10 apresentaram atenuacéo

desta reducao (figura 48).
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Figura 48: Didmetro interno do ventriculo esquerdo em diastole dos animais dos grupos CTL
(n=10), IAM (n=10), IAM+EMPA3 (n=10) e IAM+EMPA10 (n=10); a: p<0,05 vs CTL

Ainda, notou-se aumento do diametro sistdlico do ventriculo esquerdo nos
grupos IAM e IAM+EMPA3 em relag&o ao grupo controle, porém, os animais do
grupo IAM+EMPA10 sofreram importante atenuacdo deste aumento, sendo 0s

valores menores do que aqueles dos grupos IAM e IAM+EMPAS3 (figura 49)
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Figura 49: Didmetro interno do ventriculo esquerdo em sistole dos animais dos grupos CTL
(n=10), IAM (n=10), IAM+EMPA3 (n=10) e IAM+EMPA10 (n=10); a: p<0,05 vs CTL
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Tabela 19: Parametros ecocardiograficos morfométricas dos animais dos grupos CTL
(n=10), IAM (n=10), IAM+EMPA3 (n=10) e IAM+EMPA10 (n=10)

CTL IAM IAM+EMPA3 |IAM+EMPA10
Aorta (mm) 3,264+0,28 3,628 +0,28 3,339+0,44  3,239+0,37
Atrio esquerdo (mm) 4,211 +0,53 4,349+0,58 4,183+0,56 3,708 + 0,29°
PLVEd (mm) 1,282+0,29 1,284+0,17 1,214+0,18 1,353+ 0,22
SIvd (mm) 1,060+ 0,21 0,779+0,13* 0,881 +0,13* 1,014 +0,11°
DDVEd (mm) 6,687 +0,98 8,375+1,20* 8,445+1,39* 7,219+ 0,69
DDVEs (mm) 3,821+1,14 6,828 +1,37% 7,033+1,46% 4,933+0,71°

Tabela representativa das médias

+

desvio padrdo da média dos parametros de

ecocardiograficos morfométricos; PLVEd: espessura diastélica parede livre do ventriculo
esquerdo; SIVDd: espessura diastolica do septo interventricular; DDVEd: diametro diastélico da
cavidade do ventriculo esquerdo; DDVESs: didametro sistdlico da cavidade do ventriculo esquerdo;
a: p< 0,05 vs CTL; b: <0,05 vs IAM; c: p<0,05 vs IAM+EMPA3

6.2.3.2 Parametros de funcdao sistodlica

Encontram-se  apresentados na tabela 20 os parametros

ecocardiograficos relacionados a funcao sistélica.

Como esperado pelo efeito da isquemia miocardica, pode se notar
reducdo da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (figura 50), da fracdo de
encurtamento do ventriculo esquerdo e da FAC - mudanca fracional da area —
do ventriculo esquerdo (figura 51) em todos os grupos infartados. Porém, o
tratamento com a dose de 10 mg/kg foi capaz de reverter essas reducoes, tendo
0s animais apresentado médias de todos os parametros citados acima daquelas

dos animais dos grupos IAM e IAM+EMPAS.
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Figura 50: Fragdo de eje¢do ventriculo esquerdo em sistole dos animais dos grupos CTL
(n=10), IAM (n=10), IAM+EMPA3 (n=10) e IAM+EMPA10 (n=10); a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05
vs |AM; c: p<0,05 vs IAM+EMPA3
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Figura 51: Mudanca fracional da area do ventriculo esquerdo em sistole dos animais dos
grupos CTL (n=10), IAM (n=10), IAM+EMPA3 (n=10) e IAM+EMPA10 (n=10); a: p<0,05 vs
CTL; b: p<0,05 vs IAM; c: p<0,05 vs IAM+EMPAS3
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Tabela 20: Parametros ecocardiograficos relacionados a funcéo sistdlica do ventriculo
esquerdo dos animais dos grupos CTL (n=10), IAM (n=10), IAM+EMPA3 (n=10) e

IAM+EMPA10 (n=10)

CTL IAM IAM+EMPA3  IAM+EMPA10
FE VE (%) 77.09+81 3014 +972 3368 +132% 5069 + 14 5%°
FEnc VE (%) 46,33+ 10,7 1354 + 4,82 17.10+7,6° 27,42 + 0,93%c
FAC (%) 6118+57 2394+572 2739+7.22 38.46 + 7,18k
(FOE)VE long 50,91 + 8,8 26,60 + 5,02 3445+09,1%° 32,95+ 5,62
S’ (mmls) 4779+59 47.84+69 4655+ 35 47,00+ 5,4

Tabela representativa das médias + desvio padréo da média dos pardmetros ecocardiogréaficos
relacionados a func¢éo sistélico do ventriculo esquerdo; FE VE: fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo calculada pelo modo M em eixo curto; FEnc VE: fracdo de encurtamento do ventriculo
esquerdo; FAC: mudanca fracional da area da cavidade do ventriculo esquerdo; FE VE long:
fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo calculado pelo modo bidimensional em corte do eixo
longo; S’: velocidade de movimentagao sistdlica das fibras miocardicas longitudinais; a: p<0,05
vs CTL; b: p<0,05 vs IAM; c: p<0,05 vs IAM+EMPA3

6.2.3.3 Parametros de funcéo diastélica

Encontram-se  apresentados na tabela 21 os parametros

ecocardiograficos relacionados a fungéo diastdlica.

Tabela 21: Parametros ecocardiogréficos relacionados a fungéo diastélica do ventriculo
esquerdo dos animais dos grupos CTL (n=10), IAM (n=10), IAM+EMPA3 (n=10) e
IAM+EMPA10 (n=10)

CTL IAM IAM+EMPA3  |IAM+EMPA10
Vel. Max. E (mm/s) 1092 + 116,5 871 +175 980,9 + 100 992,8 + 199
Vel. Max. A (mm/s) 598,1+103,1 549,0+197,1 514,6+183,7 553,6+189,5
E/A 1,862+0,21 1,861 +0,57 1,875+0,49 1,938 + 0,63
Vel. Max. E’ (mm/s) 45,02+7,9 45,06 + 32,1 44,37+15,0 70,84 + 30,3
Vel. Max. A’ (mm/s) 5534+199 74,28+484 4499+10,4 48,12+115
E’IA’ 0,982+ 0,5 0,581 +0,1 1,022+ 0,4 1,654 + 0,3%°
TRIV (ms) 17,62+ 4,0 19,40+ 4,3 13,34 + 2,42 17,62+ 3,9
E/IE’ 25,05+4,8 28,08 £ 6,3 25,14+ 11,8 16,24 +7,3°

Tabela representativa das médias + desvio padrdo da média dos pardmetros ecocardiogréaficos
relacionados a fungéo diastélica do ventriculo esquerdo; Vel. Max. E: velocidade maxima da onda
E do fluxo mitral; Vel. Max. A: velocidade maxima da onda A do fluxo mitral; E/A: relacdo entre
as ondas E e A; Vel. Max. E’: velocidade maxima da onda E’ da movimentacao miocardica; Vel.
Max. A’: velocidade maxima da onda A’ da movimentagao miocardica; E'/A’: relagao entre as
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ondas E’ e A’; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; E/E’: relagdo entre as ondas E e E’;
a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs IAM; c: p<0,05 vs IAM+EMPA3

Podemos notar uma importante elevagao na relagao E’A’ no grupo tratado
com empagliflozina na dose de 10 mg/kg e relacdo ao grupos controle, IAM e

IAM+EMPAS3 (figura 52).
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Figura 52: Relagao E’/A’ dos animais dos grupos CTL (n=10), IAM (n=10), IAM+EMPAS (n=10)
e IAM+EMPAL10 (n=10); a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs IAM; c: p<0,05 vs IAM+EMPA3

Ainda, observamos uma reducao na relagao E/E’ no grupo IAM+EMPA10

em relacdo ao grupo IAM (figura 53).
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Figura 53: Relacao E/E’ dos animais dos grupos CTL (n=10), IAM (n=10), IAM+EMPAS3 (n=10)
e IAM+EMPA10 (n=10); a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs IAM; c: p<0,05 vs IAM+EMPA3

6.2.4 Quantificacdo do coladgeno em tecido cardiaco

A area total do ventriculo esquerdo ndo apresentou diferenca entre 0s
grupos estudados. J4 a area total do ventriculo direito foi maior nos grupos

IAM+EMPA3 e IAM+EMPA10 quando comparados ao grupo CTL. (Figura 54)
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Figura 54: Area total do ventriculo direito dos animais dos grupos CTL (n=6), IAM (n=6),
IAM+EMPAS (n=6) e IAM+EMPA10 (n=6); a: p<0,05 vs CTL
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Em relacdo a area de colageno total no ventriculo esquerdo, apresentou-
se aumentada nos grupo IAM e IAM+EMPAS3 em relagédo ao grupo controle, o
que ndo foi observado no grupo IAM+EMPAL0. Ainda, as porcentagens de area
total de colageno no ventriculo esquerdo foram menores noOs Qrupos

IAM+EMPA3 e IAM+EMPA10 em relacdo ao grupo IAM (figuras 55 e 56)
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Figura 55: Area total de colageno do ventriculo esquerdo dos animais dos grupos CTL (n=6),
IAM (n=6), IAM+EMPA3 (n=6) e IAM+EMPA10 (n=6); a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs IAM
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Figura 56: Figura representativa dos cortes histologicos na linha A; e das areas totais de tecido
ventricular esquerdo (azul) e coladgeno (amarelo) na linha B, respectivamente nos grupos CTL,
IAM e IAM+EMPA10

Em relacéo a porcentagem de colageno no ventriculo direito ndo se notou

mudanca entre os grupos estudados. (Tabela 22)

Tabela 22: Avaliacdo histologica dos ventriculos esquerdo e direito dos animais dos
grupos CTL (n=6), IAM (n=6), IAM+EMPA3 (n=6) e IAM+EMPA10 (n=6)

CTL IAM IAM+EMPA3 IAM+EMPA10

Areatotaldo gy 894162  81,30£162  8664:153  77,68+8,5

VE (mm2)

o]

\f’ECO'age”O 05089+0,1  8537+3,1°  4577+24% 3,068+ 16"
ol

ocolageno 30624124  6759£21°  4,161£25°  2377£13
VE/mm?2

Areatotal VD~ 7,43+15 0986+2,67  12,12+1,7° 12,6118

o
?Dcolageno 0,09764+0,2  0,1309+0,06 0,08417+0,03 0,0756 + 0,05

Tabela representativa das médias + desvio padréo; a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs IAM
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6.2.5 Expresséo de proteinas cardiacas

6.2.5.1 Expressdo de proteinas envolvidas na regulacdo intracelular do
célcio
As proteinas avaliadas encontram-se apresentadas na tabela 23.
Notou-se um aumento do fosfolambam fosforilado no grupo IAM em

realacéo ao grupo CTL, o que foi normalizado pelo uso da empagliflozina (figura

57).
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Figura 57: Expressao do fosfolambam fosforilado do ventriculo esquerdo dos animais dos
grupos CTL (n=6), IAM (n=6) e IAM+EMPA10 (n=6); a: p<0,05 vs CTL

Ainda, observou-se um aumento na expressdo da SERCAZ2 no grupo IAM
versus grupo controle. Este aumento nao foi observado no grupo tratado (figura

58)



95

SERCA2
2.5
a
2.0
1.54
1.0
0.5
0.0
Q
éV \?“@ Q?:»
x(o@
&

Figura 58: Expressao da SERCAZ2 do ventriculo esquerdo dos animais dos grupos CTL (n=6),
IAM (n=6) e IAM+EMPA10 (n=6); a: p<0,05 vs CTL

Tabela 23: Expressado de proteinas envolvidas na recaptacdo de Ca2+ pelo reticulo
sarcoplasmatico do ventriculo esquerdo dos animais dos grupos CTL (n=6), IAM (n=6),
IAM+EMPAS3 (n=6) e IAM+EMPA10 (n=6)

CTL IAM IAM+EMPA10
PLN 1,000 £ 0,50 1,597 £ 0,81 1,445+ 0,42
P PLN 0,999 + 0,49 3,142 + 1,412 2,099+ 111
P PLN/PLN 1,000 + 0,01 0,5428 + 0,32 0,9005 * 0,50
SERCAZ2 1,000 + 0,13 1,614 + 0,592 1,022 + 0,25
SERCA2/PLN 1,228 + 0,59 0,5907 = 0,37 0,4777 £ 0,44

Tabela representativa das médias + desvio padrdo das proteinas envolvida na recaptacdo de
Ca2+ - expressas em unidades de medida arbritrarias. PLN: fosfolambam; P PLN: fosfolambam
fosforilado total; P PLN/PLN: relagédo fosfolambam fosforilado total / fosfolambam; SERCAZ2: ;
SERCAZ2/PLN: relacdo SERCAZ2/fosfolambam. a: p<0,05 vs CTL

6.2.5.2 Expresséo de proteinas de matriz extracelular

Em relacdo a ERK 1/2 total, notou-se o aumento de sua expresséao no
grupo IAM quando comparado ao grupo controle. Ainda, no grupo tratado, estas

proteinas encontraram-se reduzidas em relacdo ao grupo infartado (figura 59).
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Figura 59: Expresséo das proteinas de matriz extracelular ERK1/2 totais do ventriculo
esquerdo dos animais dos grupos CTL (n=6), IAM (n=6) e IAM+EMPA10 (n=6); a: p<0,05 vs
CTL; b: p<0,05 vs IAM

A ERK 1/2 fosforilada apresentou-se aumentada em ambos 0s grupos

infartados independentemente de tratamento (figura 60 e tabela 24).
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Figura 60: Expressao das proteinas de matriz extracelular ERK1/2 fosforiladas do ventriculo
esquerdo dos animais dos grupos CTL (n=6), IAM (n=6) e IAM+EMPA10 (n=6)
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Ainda, a relagédo ERK 1/2 fosforilada/ERK 1/2 total, apresentou-se apenas

aumentada no grupo IAM+EMPA10 em relagcéo ao grupo controle (figura 61).
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Figura 61: Expresséo da relagdo ERK1/2 fosforilada/ERK1/2 total do ventriculo esquerdo dos
animais dos grupos CTL (n=6), IAM (n=6) e IAM+EMPA10 (n=6);
a: p<0,05vs CTL

Tabela 24: Expressao de proteinas de matriz extracelular dos animais dos grupos CTL
(n=6), DM (n=6), DM+EMPA3 (n=6) e DM+EMPA10 (n=6)

CTL IAM IAM+EMPA10
ERK 1/2 1,000+ 0,11 1,616 + 0,222 1,094 + 0,28°
P ERK 1/2 1,000 + 0,27 4,441 + 1,532 3,573 + 1,882
P ERK 1/2/ ERK 1/2 1,000 + 0,18 2,745+ 1,14 3,429 + 1,912

Tabela representativa das médias + desvio padrdo; a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs IAM
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6.2.6 Estresse oxidativo

Estdo apresentadas na tabela 25 as medidas de estresse oxidativo dos

grupos CTL, IAM e IAM+EMPA10.

Tabela 25: Parametros de estresse oxidativo no ventriculo esquerdo dos animais dos
grupos CTL (n=6), IAM (n=6), IAM+EMPAS (n=6) e IAM+EMPA10 (n=6)

CTL IAM IAM+EMPA10
Carbonilas 8,610+ 1,08 9,120+ 1,85 8,429+ 1,94
Peroxido 2,882 + 0,37 3,140 £ 0,81 2,720 £ 0,62
NADPH oxidase 0,2050 + 0,03 0,3155 + 0,09 0,2223 + 0,05
CAT 0,9717 £ 0,17 0,5433 £ 0,182 0,7536 £ 0,29
SOD 13,94 + 0,91 12,82 + 1,50 16,00 + 1,8°
FRAP 0,6716 £ 0,14 0,7358 £ 0,18 0,7090 £ 0,22
Nitrito 1,594 + 0,54 0,880 + 0,25 1,624 + 0,30°

Tabela representativa das médias + desvio padrao dos parametros de estresse oxidativo: a:
p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs IAM

Em relacdo a CAT, notou-se sua reducao no grupo IAM em relagéo ao

grupo CTL, o que foi normalizado pelo uso da empagliflozina (Figura 62).
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Figura 62: Expressao da enzima catalase no ventriculo esquerdo dos animais dos grupos CTL
(n=6), IAM (n=6) e IAM+EMPA10 (n=6); a: p<0,05 vs CTL
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A SOD apresentou-se aumentada no grupo IAM+EMPA10 quando

comparada com o grupo IAM (Figura 53).
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Figura 63: Expressédo da enzima superéxido dismutase no ventriculo esquerdo dos animais dos
grupos CTL (n=6), IAM (n=6) e IAM+EMPAL10 (n=6); b: p<0,05 vs IAM

O nitrito apresentou-se reduzida no grupo IAM quando comparado ao
grupo controle, e ainda, aumentada no grupo IAM+EMPA10 em relagcédo ao grupo

IAM (Figura 64).
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Figura 64: Expressao do nitirito no ventriculo esquerdo dos animais dos grupos CTL (n=6), IAM
(n=6) e IAM+EMPA10 (n=6); a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs IAM

6.3 Efeitos da Empagliflozina sobre o infarto agudo do miocardio em

animais diabéticos
6.3.1 Avaliacdo metabdlica
6.3.1.1 Peso Corporal

No inicio do protocolo o peso dos animais dos grupos CTL, DM+IAM,

DM+IAM+EMPA3 e DM+IAM+EMPA10 foi semelhante (figura 65).

Apos a inducao do diabetes pela STZ, houve reducao de peso significativa

apenas no grupo DM+IAM+EMPA3 em rela¢do ao controle (figura 66).

Ao final do protocolo, observou-se reducdo do peso dos animais
diabéticos e infartados em relacédo ao grupo controle, independentemente de

tratamento, em relac&o ao grupo controle. (Figura 67 e Tabela 26).
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Figura 65: Peso dos animais dos grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPA3
(n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10), no momento inicial do protocolo
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Figura 66: Peso dos animais dos grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPA3
(n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10), no momento pré tratamento;
a: p<0,05vs CTL

101



Peso final
400
300 a R a
@
% 200-
(@)
100-
0 1 1 T T
% QD &) Q
M SRS
R
F L
N X
&N
Q 0@

102

Figura 67: Peso dos animais dos grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPA3

(n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10), no momento final do protocolo;
a: p<0,05vs CTL

Tabela 26 — Peso dos animais dos grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPA3 (n=10)
e DM+IAM+EMPA10 (n=10) nos momentos: inicio do protocolo, pré tratamento e apés

tratamento (final do protocolo)

o Pré Pds tratamento
Inicial
tratamento
CTL 275,7 + 23,5 275,7 + 23,5 292,6 + 22,7
Peso DM+IAM 281,9+21,0 258,3+19,0 2419+ 17,62
(gramas) DM+IAM+EMPA3 265,9+ 245 2425+ 20,22 229,5 + 21,72

DM+IAM+EMPA10 269,6 + 18,8 2549 £ 19,2

2454 £ 17,22

Valores expressos em média £+ DPM; a p<0,05 vs CTL
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6.3.1.2 Glicemia

No tempo inicial do protocolo, ndo houve diferenga significativa nos

valores de glicemia nos animais dos grupos estudados. (Tabela 27, figura 68)
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Figura 68: Glicemia dos animais dos grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPA3
(n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10), no momento inicial do protocolo

Contudo, confirmando a eficacia da inducéo do diabetes pela STZ, houve
aumento significativo da glicemia nos animais dos grupos DM+IAM,

DM+IAM+EMPA3 e DM+IAM+EMPAL10, em relacao ao grupo CTL. (Figura 69)
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Figura 69: Glicemia dos animais dos grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPAS3
(n=10) e DM+IAM+EMPAZ10 (n=10), no momento pré tratamento;
a: p<0,05vs CTL

No periodo poés tratamento, os animais diabéticos e infartados,
independente do tratamento, apresentaram glicemia maior do que os animais do
grupo CTL. Contudo, notou-se reducdo da glicemia nos grupos tratados com
ambas as doses de empagliflozina em relagdo ao grupo DM+IAM.
Adicionalmente, houve reducéo da glicemia no grupo tratado com a dose de 10

mg/kg, quando comparado com o grupo tratado com a dose de 3 mg/kg (Figura

69).
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Figura 69: Glicemia dos animais dos grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPAS3
(n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10), no momento final do protocolo;
a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs DM+IAM; c: p<0,05 vs DM+IAM+EMPA3

Tabela 27 — Glicemia dos animais dos grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPAS3
(n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10), nos momentos: inicio do protocolo, pré tratamento e apos
tratamento (final do protocolo)

Inicial Pré tratamento Pds tratamento
CTL 105,6 + 19,5 105,6 £ 19,5 106,1 + 13,6
Glicose DM+IAM 107,1+£ 18,5 376,3 + 44,728 339,5 + 30,42
(mg/dL) DM+IAM+EMPA3 105,8 £ 16,6 368,6 + 44,82 282,5 + 18,5
DM+IAM+EMPA10 106,1 + 13,5 376,5 + 56,52 198,1 + 10,72

Valores expressos em média + DPM; a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs DM+IAM; c: p<0,05
vs DM+IAM+EMPA3
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6.3.1.3 Triglicerideos
Os valores de triglicerideos apresentaram-se de forma semelhante no

inicio do protocolo entre os grupos estudados (figura 70).
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Figura 70: Triglicérides dos animais dos grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPA3
(n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10), no momento inicial do protocolo

Apo6s a indugéo do diabetes, assim como no final do protocolo, ndo houve
aumento significativo dos triglicerideos entre os grupos em relacdo ao grupo

controle (Figuras 71 e 72 e Tabela 28).
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Triglicérides pré tratamento
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Figura 71: Triglicérides dos animais dos grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPA3
(n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10), no momento pré tratamento
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Figura 72: Triglicérides dos animais dos grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPAS3
(n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10), no momento final do protocolo
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Os valores nao foram diferentes em relacdo aos controles, embora as

médias sejam altas, isso pode ser atribuido a uma variabilidade dos triglicérides,

provavelmente atribuida ao tratamento e a variabilidade de resposta induzida

pela streptozootocina.

Tabela 28 - Triglicerideos dos animais dos grupos CTL (n=10),

DM+IAM (n=10),

DM+IAM+EMPA3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10), nos momentos: inicio do protocolo, pré
tratamento e apds tratamento (final do protocolo)

Inicial Pré tratamento  POés tratamento
CTL 104,7 + 26,7 104,7 + 26,7 106,0 = 23,8
Triglicerides DM+IAM 117,9+ 32,8 148,1 £ 42,5 158,9+ 44,2
(mg/dL) DM+IAM+EMPA3 101,1+ 16,6 134,5+ 43,8 161,3 £ 65,2
DM+IAM+EMPA10 110,21+ 18,4 138,9 + 63,0 129,6 £ 54,4

Valores expressos em média + DPM

6.3.2 Avaliacdo hemodinamica

6.3.2.1 Pressao arterial sistélica (PAS)

Ao final do protocolo, houve reducédo nos valores de pressao arterial

sistélica entre os animais de todos o0s grupos diabéticos e infartados,

independentemente de tratamento, em relagcéo ao grupo controle (CTL: 136,4 +

5,9; DM+IAM: 114,6 + 7,0; DM+IAM+EMPAS: 108,1 + 5,2 e DM+IAM+EMPA10:

117,8 + 13,7 mmHg) (Figura 73).
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Figura 73: Pressao arterial sistolica dos animais dos grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10),
DM+IAM+EMPA3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10); a: p<0,05 vs CTL

6.3.2.2 Presséao arterial diastolica (PAD)

Para os valores de pressao arterial diastélica, ao final do protocolo, houve
reducdo nos valores entre 0os animais de todos os grupos diabéticos e infartados,
independentemente de tratamento, em relacdo ao grupo controle (CTL: 92,95 +
5,7, DM+IAM: 83,81 + 4,5; DM+IAM+EMPA3: 81,61 = 5,7 e DM+IAM+EMPAL10:

81,70 + 8,2 mmHg) (Figura 74).
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Figura 74: Pressao arterial diastélica dos animais dos grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10),
DM+IAM+EMPA3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10); a: p<0,05 vs CTL

6.3.2.3 Pressdo arterial média (PAM)

Em relacéo a presséao arterial média, ao final do protocolo, houve reducao
nos valores entre 0os animais de todos os grupos diabéticos e infartados,
independentemente de tratamento, em relacdo ao grupo controle (CTL: 112,1 +
5,9; DM+IAM: 98,55 + 5,2; DM+IAM+EMPAS: 94,51 + 5,3 e DM+IAM+EMPA10:

98,57 + 10,1 mmHg) (Figura 75).
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Figura 75: Pressao arterial média dos animais dos grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10),
DM+IAM+EMPA3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10); a: p<0,05 vs CTL

6.3.2.4 Presséao de pulso

A pressao de pulso, apresentou-se reduzida nos animais dos grupos
DM+IAM e DM+IAM+EMPAS, quando comparada ao grupo CTL. Contudo o
tratamento com empagliflozina na dose de 10 mg/kg, foi capaz de elevar a
pressao de pulso, ao nivel do grupo CTL, ainda, sendo maior do que aquela no
grupo DM+IAM. (Presséo de pulso: CTL: 43,50 + 2,30; DM+IAM: 30,79 * 3,7;
DM+IAM+EMPA3: 26,46 + 1,5; DM+IAM+EMPA10: 38,48 + 7,0 mmHg). (Figura

76).
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Figura 76: Pressao de pulso dos animais dos grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10),
DM+IAM+EMPA3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10);
a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs DM+IAM

6.3.2.5 Frequéncia cardiaca média (FCM)

N&o se observou reducéo da frequéncia cardiaca média entre 0s grupos
CTL, DM+IAM, DM+IAM+EMPA3 e DM+IAM+EMPA10. (Frequéncia cardiaca
média: CTL: 350,5 * 24,65; DM+IAM: 299,8 + 48,6; DM+IAM+EMPA3: 337,4 +

44.6; DM+IAM+EMPA10: 325,0 + 58,0 bpm). (Figura 77).
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Figura 77: Frequéncia cardiaca média dos animais dos grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10),
DM+IAM+EMPA3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10)

6.3.2.6 Resposta bradicardica

Houve reducao significante nos indices de bradicardia reflexa nos animais
do grupo diabético e infartado (DM+IAM) e no grupo diabético, infartado e tratado
com empagliflozina na dose de 3 mg/kg (DM+IAM+EMPA3), quando
comparados ao grupo controle (CTL). Contudo o tratamento com empagliflozina
em dose mais alta (DM+IAM+EMPA10), foi capaz de elevar as respostas, ao
nivel do grupo CTL. Ainda, a resposta bradicardica do grupo DM+IAM+EMPAL0,
foi maior do que aquela dos grupos DM+IAM e DM+IAM+EMPAS3 (Bradicardia
reflexa: CTL: -1,43 + 0,24; DM+IAM: -0,62 = 0,15; DM+IAM+EMPAS3: -1,00 *

0,43; DM+IAM+EMPA10: -1,54 + 0,21 bpm/mmHg) (Figura 78)
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Figura 78: Resposta bradicardica dos animais dos grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10),
DM+IAM+EMPA3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10);
a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs DM+IAM; c: p<0,05 vs DM+IAM+EMPA3

6.3.2.7 Resposta taquicéardica

A resposta taquicardica foi encontrada aumentada no grupo
DM+IAM+EMPA3 quando comparada aos grupos CTL, DM+IAM e
DM+IAM+EMPA10. (Taquicardia reflexa: CTL: 3,25 + 0,68; DM+IAM: 4,28 *
0,17; DM+IAM+EMPA3: 6,77 + 2,0; DM+IAM+EMPA10: 4,26 + 0,50 bpm/mmHg)

(Figura 79)
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Figura 79: Resposta taquicardica dos animais dos grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10),
DM+IAM+EMPA3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10);
a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs DM+IAM; d: p<0,05 vs DM+IAM+EMPA10

6.3.2.8 Sensibilidade barorreflexa espontanea

Para os indices analisados relacionados a sensibilidade barorreflexa
espontanea, houve apenas reducao significante do indice de eficiéncia
barorreflexa para rampas de descida (BEI down) no grupo DM+IAM+EMPA10
em relacdo ao grupo DM+IAM+EMPA3. Contudo, ndo foram observadas

diferencas nos demais parametros entre 0s grupos, conforme tabela 29.

Tabela 29: indices do método da sequéncia dos animais dos grupos CTL (n=10),
DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPA3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10)

DM+IAM+ DM+IAM+
CTL DM+IAM EMPA3 EMPA10

BEI down (ms/mmHg) 0,1191 +0,05 0,1056+0,05 0,0606+ 0,04 0,1633 + 0,08°
BEI up (ms/mmHg)  0,0941+0,05 0,0985+ 0,07 0,0481+0,01 0,0905 + 0,04
BEl all (ms/mmHg)  0,1028 + 0,05 0,1119+ 0,07 0,0526+0,01 0,0893 + 0,03
BGl down (ms/mmHg) 4,526 +1,63 6,871+57 6561+4,89 3,666+ 1,38
BGI up (ms/mmHg) 2,625+1,09 2,803+1,48 2,999+1,24 2478+142
BGI all (ms/mmHg) 3,547+0,83 3,146+0,96 2,967 +1,18 3,298 + 0,82
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Tabela representativa das médias + desvio padrdo da média dos parametros do método da
sequéncia. BEI down (ms/mmHg): indice de eficiéncia barorreflexa para rampas de descida; BEI
up (ms/mmHg): indice de eficiéncia barorreflexa para rampas de subida; BEI all (ms/mmHg):
indice de eficiéncia barorreflexa para rampas absolutas; BGI down: indice de ganho barorreflexo
para rampas de descida; BGI up: indice de ganho barorreflexo para rampas de subida; BGI all:
indice de ganho barorreflexo para rampas absolutas. c: p<0,05 vs DM+IAM+EMPAS3

6.3.2.9 Analise da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC)

Os indices utilizados na avaliacao da variabilidade da frequéncia cardiaca

encontram-se apresentados na tabela 30.

Tabela 30: indices de variabilidade da frequéncia cardiaca dos animais dos grupos CTL
(n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPAS3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10)

DM+IAM+ DM+IAM+
CTL DM+IAM EMPA3 EMPA10
DP IP (ms) 6872+ 131 8,720+529 5895+237  7,333+321
Var IP (ms?) 48,78 +18,91 52,41+27,81 23943+31,30 43,35+ 18,73
RMSSD (ms) 4,883+0,68 6,864+2,65 7,732+386 7,656+ 3,17
LF IP (ms?) 2677+1,20 8150+6,16° 0,180 +0,59° 2,489 + 1,58
HF IP (ms?) 6,580 + 1,87 6,685+320  7,263+0,88 17,09 + 7,55%°
Power total (ms?) 26,80+ 10,21 36,00 20,29 18,21 + 13,85 25,27 + 11,48
LF (nu) 26,57+ 11,0 31,34+51 832+ 1,7% 16,03 + 9,0°
HF (nu) 73,43+11,08 68,66+51  91,68+1,7% 83,98 +09,0°
LF/HF 0,3903+0,21 0,4628 +0,11 0,0910 + 0,022  0,2042 + 0,14
oV (%) 36,96+ 11,54 2234+75%  2420+93 29,37 + 13,46
1V (%) 36,24+491 3861+508 3302+214 36,17 +7,34
2V (%) 26,97 +7,43 39,04+813 42,78+11,12° 34,47 + 12,36

Tabela representativa das médias + desvio padrdo da média dos parametros de variabilidade da
Frequéncia Cardiaca. DP IP (ms): Desvio Padrédo do Intervalo de pulso; Var IP (ms?): Variancia
do Intervalo de Pulso; RMSSD (ms): Raiz quadrada da média da soma dos quadrados das
diferencas dos intervalos de pulso consecutivos; LF IP: Modulacdo de baixa frequéncia absoluto
(ms?)ve normalizado (un); HF IP: Modulag&o de alta frequéncia absoluto (ms?) e normalizado
(un); Power total: poténcia total do sinal; LF/HF IP: Balanco simpato-vagal; 0V (%): zero variagao;
1V (%): uma variagdo; 2V: duas variac¢des. a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs DM+IAM; c: p<0,05
vs DM+IAM+EMPA3

Notou-se aumento da modulacdo de baixa frequéncia do intervalo de
pulso absoluta (LF IP) no grupo DM+IAM em relagdo ao grupo CTL. Ainda, notou-
se reducdo do parametro em ambos 0s grupos tratados em relacdo ao grupo

DM+IAM. (Figura 80)
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Figura 80: Modulagéo de baixa frequéncia absoluta do intervalo de pulso dos animais dos
grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPA3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10); a:
p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs DM+IAM

Quanto a modulagéo de alta frequéncia do intervalo de pulso absoluta,
notou-se aumento do parametro no grupo DM+IAM+EMPA10 em relacdo a todos

0s demais grupos (figura 81).
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Figura 81: Modulacéo de alta frequéncia absoluta do intervalo de pulso dos animais dos grupos
CTL (n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPAS3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10); a: p<0,05
vs CTL; b: p<0,05 vs DM+IAM; c¢: p<0,05 vs DM+IAM+EMPA3
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Em relagdo a modulagdo de baixa frequéncia do intervalo de pulso
normalizada, notou-se reducao no grupo tratado com empagliflozina na dose de
3 mg/kg em relagao aos grupos controle e DM+IAM. Ainda, o tratamento com a
dose de 10 mg/kg foi capaz de reduzir o parametro em relacdo ao grupo

DM+IAM. (figura 82)
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Figura 82: Modulacéo de baixa frequéncia normalizada do intervalo de pulso dos animais dos
grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPA3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10); a:
p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs DM+IAM

A modulacdo de alta frequéncia do intervalo de pulso normalizada
apresentou-se aumentada no grupo tratado com empagliflozina na dose de 3
mg/kg em relagéo aos grupos controle e DM+IAM. O tratamento com a dose de
10 mg/kg foi capaz de aumentar o parametro em relacdo ao grupo DM+IAM.

(figura 83)



119

HF NU
100 ab b
80—
60
>
[
40
20
o 1 1 1 |
SRS
& X\V@ ¥
N & &
@ X
SR
SERS
N @"\
AARY

Figura 83: Modulagéo de alta frequéncia normalizada do intervalo de pulso dos animais dos
grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPA3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10); a:
p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs DM+IAM

O balanco simpato-vagal representado pelo indice LF/HF, apresentou-se

reduzido no grupo DM+IAM+EMPA3 em relagdo aos grupos controle e DM+IAM

(figura 84).
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Figura 84: Balanco simpato-vagal (LF/HF) dos animais dos grupos CTL (n=10), DM+IAM
(n=10), DM+IAM+EMPA3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10); a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs
DM+IAM
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Em relagcdo a andlise simbdlica da variabilidade da frequéncia cardiaca
observou-se reducao no parametro OV (zero variacdo) no grupo DM+IAM em
relacdo ao grupo controle (figura 85) e uma elevagéo do parametro 2V (duas

variagdes) no grupo DM+IAM+EMPAS3 em relagao ao grupo controle (figura 86).
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Figura 85: OV — zero varia¢des do intervalo de pulso pela andlise simbdlica, dos animais dos
grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPA3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10); a:
p<0,05 vs CTL



121

2V
60 a
40-
<
204
0 1 T T T
% Q
& &
SEEREP\
O @x XQ/
R -
XN \g
N\ X
AR

Figura 86: 2V — duas varia¢des do intervalo de pulso pela anélise simbdlica, dos animais dos
grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPAS3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10); a:
p<0,05 vs CTL

6.3.2.10 Analise da variabilidade da pressdao arterial sistolica

Em relacdo a analise da variabilidade da pressédo arterial sistdlica,
conforme representado na tabela 31, notou-se reducéo do desvio padréo da
pressao arterial sistolica (DP PAS) (figura 87) e da variancia da pressao arterial
sistolica (Var PAS) nos grupos DM+IAM e DM+IAM+EMPA3 em relagédo ao
grupo controle (figura 88), o que foi normalizado com o tratamento com a dose

de 10 mg/kg.



122

SD PA
6_
4 a
T
= a
e
2_.
0- T T
> Q
é\/ x\§ @Qv Q?‘N
O‘“ 82 ‘5y
@ X
R
N x\?*
N ™

Figura 87: desvio padréo da presséao arterial sistélica dos animais dos grupos CTL (n=10),
DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPA3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10);
a: p<0,05vs CTL
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Figura 88: Variancia da pressao arterial sistélica dos animais dos grupos CTL (n=10), DM+IAM
(n=10), DM+IAM+EMPA3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10);
a: p<0,05vs CTL
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Ainda, a modulacdo de baixa frequéncia da pressao arterial sistélica (LF
PAS) encontrou-se reduzida no grupo DM+IAM em relag&o ao grupo controle, e
esta mudanca foi normalizada por ambos os tratamentos com empagliflozina.

(Figura 89)
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Figura 89: modulacéo de baixa frequéncia da pressao arterial sistdlica dos animais dos grupos
CTL (n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPA3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10); a: p<0,05
vs CTL

Tabela 31: indices de variabilidade da presséo arterial sistdlica dos animais dos grupos
CTL (n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPA3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10)

DM+IAM+ DM+IAM+
CTL DM+IAM EMPA3 EMPA10

DP PAS (mmHg) 4,114+0,99 2,921+0,71° 2,463+ 0,41° 3,296 + 0,75

Var PAS (mmHg?) 17,82+7,68 8,98 + 4,45 6,20 + 1,90 11,36 + 5,26

LF PAS (mmHg?) 3,579+2,18 1,490+ 0,80% 1,517+ 0,77 2,891 + 1,36

Tabela representativa das médias + desvio padrdo da média dos parametros de variabilidade da
Pressao arterial sistélica. DP PAS (mmHg): Desvio Padréo da presséo arterial sistélica; Var PAS
(mmHg?): Variancia da presséo arterial sistélica; LF PAS: Modulag&o de baixa frequéncia da
presséo arterial sistolica (mmHg?). a: p<0,05 vs CTL



6.3.3 Avaliagdo ecocardiografica

6.3.3.1 Parametros morfométricos

Encontram-se

apresentados nha

ecocardiograficos morfométricos.

tabela 32 os
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parametros

Tabela 32: Pardmetros ecocardiograficos morfométricas dos animais dos grupos CTL
(n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPA3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10)

DM+IAM+ DM+IAM+
CTL DM+AM EMPA3 EMPA10
Aorta (mm) 3,264 +0,28 3,488+0,27 3513+041 3,530 « 0,20
Atrio esquerdo (mm) 4,211+0,53 4,285+0,37 4,236+0,84 3,763+ 0,38
PLVEd (mm) 1282+029 1270+013 1,154+0,18 1,176 +0,20
sivd (mm) 1,060+ 0,21 0,748+0,14° 0,882+0,17 0,905+ 0,11
DIVEd (mm) 6,687 +0,98 8,336+0,84° 8,084 +0,65° 7,082+ 0,91°
DIVEs (mm) 3,821+1,14 6,965+0,84° 6,500+ 0,65% 4,636 + 1,04

Tabela representativa das médias * desvio padrdo da média dos parametros de
ecocardiograficos morfométricos; PLVEd: espessura diastélica parede livre do ventriculo
esquerdo; SIVDd: espessura diastélica do septo interventricular; DIVEd: didmetro diastélico da
cavidade do ventriculo esquerdo; DIVEs: diametro sistdlico da cavidade do ventriculo esquerdo;
a: p< 0,05 vs CTL; b: <0,05 vs DM+IAM; c: p<0,05 vs DM+IAM+EMPAS3

Conforme esperado pela ligadura da artéria coronaria e isquemia
miocardica, notou-se reducao da espessura do septo interventricular na diastole
no grupo DM+IAM, porém, essa reducéo foi atenuada pelo tratamento por ambas
as doses. O diametro diastoélico do ventriculo esquerdo se apresenta aumentado
nos grupos IAM e IAM+EMPA3 em relacdo ao grupo controle, contudo, os
animais do grupo IAM+EMPA10 apresentaram atenuacao desta reducao (figura

90).
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Figura 90: Diametro interno do ventriculo esquerdo em diastole dos animais dos grupos CTL
(n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPA3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10); a: p<0,05 vs
CTL; b: p<0,05 vs DM+IAM

Ainda, notou-se aumento do didmetro sistdlico do ventriculo esquerdo nos
grupos DM+IAM e DM+IAM+EMPA3 em relacdo ao grupo controle, porém, os
animais do grupo DM+IAM+EMPA10 sofreram importante atenuacdo deste
aumento, sendo os valores menores do que aqueles dos grupos DM+IAM e

DM+IAM+EMPAS3 (figura 91)
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Figura 91: Diametro interno do ventriculo esquerdo em sistole dos animais dos grupos CTL
(n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPA3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10); a: p<0,05 vs
CTL; b: p<0,05 vs DM+IAM; c: p<0,05 vs DM+IAM+EMPAS3

6.3.3.2 Parametros de funcéao sistélica

Encontram-se  apresentados na tabela 33 o0os parametros

ecocardiograficos relacionados a funcao sistélica.

Tabela 33: Parametros ecocardiograficos relacionados a fungéo sistélica do ventriculo
esquerdo dos animais dos grupos CTL (n=10), DM (n=10), DM+EMPA3 (n=10) e
DM+EMPA10 (n=10)

DM+IAM+ DM+IAM+
CTL DM+AM EMPA3 EMPA10
FE VE (%) 77.09 % 8.1 2723+65°  3855+7,7% 60,6 + 7,47
FEnc VE (%)  46,33+10,7  13,82+3,7° 19,60 +45% 33,74+ 5 6%°
FAC (%) 61,18 + 5,7 23,90 + 4,7 26,89+ 8,9° 40,01  4,1%¢
'(:O/E)VE long 50,01+88  29,03+86%  2847+60° 42,75+ 67"
S’ (mmls) 47,7959 41,52 + 7.1° 38,27 + 7,1 43,31+32

Tabela representativa das médias + desvio padrdo da média dos parametros ecocardiograficos
relacionados a funcéo sistolico do ventriculo esquerdo; FE VE: fracdo de eje¢do do ventriculo
esquerdo calculada pelo modo M em eixo curto; FEnc VE: fragcao de encurtamento do ventriculo
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esquerdo; FAC: mudanca fracional da area da cavidade do ventriculo esquerdo; FE VE long:
fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo calculado pelo modo bidimensional em corte do eixo
longo; S’: velocidade de movimentagao sistdlica das fibras miocardicas longitudinais; a: p<0,05
vs CTL; b: p<0,05 vs DM+IAM; c: p<0,05 vs DM+IAM+EMPA3

Como esperado pelo efeito da isquemia miocéardica, pode se notar
reducdo da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (figura 92), da fracdo de
encurtamento do ventriculo esquerdo e da FAC - mudanca fracional da area —
do ventriculo esquerdo (figura 93) em todos os grupos infartados. Porém, o
tratamento com a dose de 10 mg/kg foi capaz de reverter essas reducoes, tendo
0s animais apresentado médias de todos os parametros citados acima daquelas
dos animais dos grupos IAM e IAM+EMPA3. Ainda, em relacdo a fracdo de
ejecao, o grupo IAM+EMPA3 apresentou valores elevados em relagdo aqueles

do grupo IAM.

Ainda, observamos reducéo na velocidade de movimentacéo das fibras
longitudinais do ventriculo esquerdo na sistole, representada pela onda S’, nos
grupos DM+IAM e DM+IAM+EMPA3 em relacdo ao grupo controle. No grupo

DM+IAM+EMPA10 houve atenuacédo desta reducéo
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Figura 92: Fragdo de ejec¢édo ventriculo esquerdo em sistole dos animais dos grupos CTL
(n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPA3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10); a: p<0,05 vs
CTL; b: p<0,05 vs DM+IAM; c: p<0,05 vs DM+IAM+EMPAS3
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Figura 93: Mudanca fracional da area do ventriculo esquerdo em sistole dos animais dos
grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPAS3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10); a:
p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs DM+IAM; c: p<0,05 vs DM+IAM+EMPA3
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6.3.3.3 Parametros de funcdo diastdélica

Encontram-se  apresentados na tabela 34 o0s parametros
ecocardiograficos relacionados a fungéo sistolica.
Tabela 34: Parametros ecocardiograficos relacionados a funcdo diastélica do ventriculo

esquerdo dos animais dos grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10), DM+IAM+EMPA3
(n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10)

DM+IAM+ DM+IAM+
EMPA3 EMPA10
Vel. Max. E (mm/s) 1092 +116,5 962,1+188,7 747,3+127% 7225 +96,2%

Vel. Max. A (mm/s) 598,1+103,1 467,8+173,5 434,7+87,00 5258+ 1434
E/A 1,862 +0,21 2,126+0,72 1,774+0,41 1,496 +0,61°
Vel. Max. E’ (mm/s) 45,02+7,9 37,18+12,6 48,66 + 16,9 3520+ 7,9

Vel. Max. A’ (mm/s) 55,34+19,9 50,49+18,2 43,88+181 56,49+131

CTL DM+IAM

E’IA’ 0,982+ 0,5 0,714+ 0,1 1,345 + 0,7° 1,379 £ 0,3°
TRIV (ms) 17,62+ 4,0 19,16 £ 6,7 23,08 £6,8 23,57 £ 2,7
E/IE’ 25,05+ 4,8 33,45 + 8,52 18,91 + 9,0° 20,6 + 4,6°

Tabela representativa das médias + desvio padrédo da média dos parametros ecocardiograficos
relacionados a funcéo diastdlica do ventriculo esquerdo; Vel. Max. E: velocidade maxima da onda
E do fluxo mitral; Vel. Max. A: velocidade méxima da onda A do fluxo mitral; E/A: relagéo entre
as ondas E e A; Vel. Max. E’: velocidade maxima da onda E’ da movimentagao miocardica; Vel.
Max. A’: velocidade maxima da onda A’ da movimentagao miocardica; E'/A’: relagao entre as
ondas E’ e A’; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; E/E’: relagado entre as ondas E e E’;
a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs DM+IAM; c: p<0,05 vs DM+IAM+EMPA3

Observamos reducdo significativa da relacdo E/A no grupo
DM+IAM+EMPA10 em relacdo ao grupo DM+IAM. Associado a isto podemos

notar uma importante elevagao na relagcdo E’A’ nos grupos tratados com

empagliflozina nas doses de 3 e 10 mg/kg e relacdo ao grupos DM+IAM (figura

94).
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Figura 94: Relagao E’/A’ dos animais dos grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10),
DM+IAM+EMPA3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10); a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs
DM+IAM; c: p<0,05 vs DM+IAM+EMPAS3

Ainda, observamos uma elevagao da relacao E/E’ no grupo DM+IAM em
relacdo ao grupo controle. Ainda, esta relacdo se apresentou reduzida nos
grupos DM+IAM+EMPA3 e DM+IAM+EMPA10 em relacdo ao grupo DM+IAM

(figura 95).
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Figura 95: Relacao E/E’ dos animais dos grupos CTL (n=10), DM+IAM (n=10),
DM+IAM+EMPA3 (n=10) e DM+IAM+EMPA10 (n=10); a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs DM+IAM
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6.3.4 Quantificacdo do colageno em tecido cardiaco

As areas totais dos ventriculos esquerdos e direitos ndo apresentaram

diferenca entre os grupos estudados. (Tabela 35)

Contudo, houve aumento da porcentagem de colageno total nos
ventriculo esquerdo no grupo DM+IAM e DM+IAM+EMPAS3 em relacdo ao grupo
controle, o que normalizou-se com o tratamento com a dose de 10 mg/kg de

empagliflozina (figuras 96 e 97).
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Figura 96: Colageno total do ventriculo esquerdo dos animais dos grupos CTL (n=6), DM+IAM
(n=6), DM+IAM+EMPA3 (n=6) e DM+IAM+EMPA10 (n=6);
a: p<0,05vs CTL
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Figura 97: Figura representativa dos cortes histoldgicos na linha A e das areas totais de tecido
ventricular esquerdo (azul) e coldgeno (amarelo), respectivamente nos grupos CTL, DM+IAM e
DM+IAM+EMPA10

Adicionalmente, notou-se reducdo da porcentagem de coldgeno no
ventriculo direito no grupo diabéticos infartado e tratado com a dose de 10 mg/kg

de empagliflozina em relag&o ao grupo CTL (figura 98).
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Figura 98: Colageno total do ventriculo direito dos animais dos grupos CTL (n=6), DM+IAM
(n=6), DM+IAM+EMPA3 (n=6) e DM+IAM+EMPA10 (n=6);
a: p<0,05vs CTL
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Tabela 35: Avaliacdo histolégica dos ventriculos esquerdo e direito dos animais dos
grupos CTL (n=6), DM+IAM (n=6), DM+IAM+EMPAS3 (n=6) e DM+IAM+EMPA10 (n=6)

CTL DM+IAM

DM+IAM+EMPA3 DM+IAM+EMPA10

Areatotaldo o) g9, 9565 5609+ 213

VE (mm2)

(\)f’ECO'age”O 05089+0,1  5577+1,28
% colageno a
VE/mm2 0,3262 + 12,4 2,966 + 0,7

Area total VD 743+1,5 12,22 + 3,2

pirea
\f’DCO'age”O 09764+02 07314402

83,18 + 27,3
5,186 + 1,42

4,306 + 1,92
10,71+ 3,5
0,5748 £ 0,3

64,83 £ 9,8
3,224+1,1

2,131 +0,89
839+14
0,4012 +0,1*

Tabela representativa das médias + desvio padréo; a: p<0,05 vs CTL

6.3.5 Expresséao de proteinas cardiacas

6.3.5.1 Expressdo de proteinas envolvidas na regulacdo intracelular do

calcio

As proteinas avaliadas encontram-se apresentadas na tabela 36.

Notou-se um reducdo da relacdo fosfolambam fosforilado/ fosfolambam

total nos grupos DM+IAM e DM+IAM+EMPA10 em relagéo ao grupo CTL (Figura

99).
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Figura 99: Relacédo fosfolambam fosforilada/fosfolambam total no ventriculo esquerdo dos
animais dos grupos CTL (n=6), DM+IAM (n=6), DM+|IAM+EMPAS3 (n=106 e DM+IAM+EMPA10
(n=6); a: p<0,05 vs CTL

Observou-se uma reducdo na expressao da SERCA2 e na relacéo
SERCAZ2/fosfolambam total no grupo DM+IAM+EMPA10 versus grupo controle

(figuras 100 e 101).
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Figura 100: Expressao da SERCA2 total no ventriculo esquerdo dos animais dos grupos CTL
(n=6), DM+IAM (n=6), DM+IAM+EMPA3 (n=6) e DM+IAM+EMPA10 (n=6);
b: p<0,05 vs DM+IAM
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Figura 101: Relacdo SERCA2/fosfolambam total no ventriculo esquerdo dos animais dos
grupos CTL (n=6) DM+IAM (n=6), DM+IAM+EMPA3 (n=6) e DM+IAM+EMPA10 (n=6); a: p<
0,05vs CTL

Tabela 36: Expressédo de proteinas envolvidas na recaptacdo de Ca2+ pelo reticulo
sarcoplasmatico do ventriculo esquerdo dos animais dos grupos CTL (n=6), DM+IAM
(n=6) e DM+IAM+EMPA10 (n=6)

CTL DM+IAM DM+IAM+EMPA10
PLN 1,000 £ 0,50 2,854 + 2,03 1,741 +1,08
P PLN 0,999 + 0,49 1,190 + 0,80 0,7475 + 0,45
P PLN/PLN 1,000 + 0,01 0,4683 * 0,252 0,4920 + 0,232
SERCAZ2 1,000 + 0,13 1,490 + 0,56 0,8461 + 0,15°
SERCAZ2/PLN 1,228 + 0,59 0,6814 + 0,33 0,3477 + 0,092

Tabela representativa das médias + desvio padrdo das proteinas envolvida na recaptacao de
Ca2+ - expressas em unidades de medida arbritrarias. PLN: fosfolambam; P PLN: fosfolambam
fosforilado total; P PLN/PLN: relagédo fosfolambam fosforilado total / fosfolambam; SERCAZ2: ;
SERCAZ2/PLN: relacdo SERCAZ2/fosfolambam. a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs DM+IAM

6.3.5.2 Expressdao de proteinas de matriz extracelular

Em relacdo a ERK 1/2 total, notou-se o aumento de sua expressdo no

grupo DM+IAM quando comparado ao grupo controle. Ainda, no grupo tratado,
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estas proteinas encontraram-se reduzidas em relagdo ao grupo DM+IAM (figura

102, tabela 37)
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Figura 102: Expressao das proteinas de matriz extracelular ERK1/2 totais do ventriculo
esquerdo dos animais dos grupos CTL (n=6), DM+IAM (n=6) e DM+IAM+EMPA10 (n=6); a:
p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs DM+IAM

A ERK 1/2 fosforilada e a relacdo ERK 1/2 fosforilada/ERK 1/2 total
apresentou-se aumentada em ambos 0s grupos diabéticos e infartados

independentemente de tratamento (figuras 103 e 104)
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Figura 103: Expressao das proteinas de matriz extracelular ERK1/2 fosforliadas do ventriculo
esquerdo dos animais dos grupos CTL (n=6), DM+IAM (n=6) e DM+IAM+EMPAL10 (n=6); a:
p<0,05 vs CTL
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Figura 104: Relacéo ERK1/2 fosforliada/ERK 1/2 do ventriculo esquerdo dos animais dos
grupos CTL (n=6), DM+IAM (n=6) e DM+IAM+EMPA10 (n=6); a: p<0,05 vs CTL
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Tabela 37: Expressao de proteinas de matriz extracelular dos animais dos grupos CTL
(n=6), DM+IAM (n=6) e DM+IAM+EMPA10 (n=6)

CTL DM+IAM DM+IAM+EMPA10
ERK 1/2 1,000 £ 0,11 2,005 + 0,322 0,9407 + 0,20°
P ERK 1/2 1,000 + 0,27 12,39 £ 5,162 7,190 + 4,032
P ERK 1/2/ ERK 1/2 1,000 £ 0,18 8,126 + 4,572 10,36 + 7,72

Tabela representativa das médias + desvio padrdo; a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs DM+IAM

6.3.6 Estresse oxidativo

Estdo apresentadas na tabela 38 as medidas de estresse oxidativo dos

grupos CTL, DM+IAM e DM+IAM+EMPA10.

Tabela 38: Pardmetros de estresse oxidativo no ventriculo esquerdo dos animais dos
grupos CTL (n=6), DM+IAM (n=6) e DM+IAM+EMPA10 (n=6)

CTL DM+IAM DM+IAM+EMPA10
Carbonilas 8,610 + 1,08 9,410+ 1,12 8,788 £ 1,45
Peroxido 2,882 + 0,37 2,972 +0,34 3,017 + 0,64
NADPH oxidase 0,2050 = 0,03 0,2645 + 0,07 0,1897 + 0,06
CAT 0,9717 + 0,17 0,7025 + 0,41 1,252 + 0,32°
SOD 13,94 + 0,91 12,84 + 1,49 16,30 + 1,902
FRAP 0,6716 + 0,14 0,5423 + 0,13 0,8520 + 0,122
Nitrito 1,594 + 0,54 1,164 + 0,15 1,696 + 0,30°

Tabela representativa das médias = desvio padrdo da média dos parametros de estresse
oxidativo; a: p<0,05 vs CTL; b: p<0,05 vs DM+IAM

Em relacdo a CAT, notou-se seu aumento no grupo DM+IAM+EMPA10

em relacdo ao grupo DM+IAM. (Figura 105).
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Figura 105: Expressao da enzima antioxidante catalase no ventriculo esquerdo dos animais
dos grupos CTL (n=6), DM+IAM (n=6) e DM+IAM+EMPA10 (n=6);
b: p<0,05 vs DM+IAM

A SOD apresentou-se aumentada no grupo DM+IAM+EMPA10 quando

comparada com os grupos controle e DM+IAM (Figura 106).
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Figura 106: Expressao da enzima antioxidante superéxido dismutase no ventriculo esquerdo
dos animais dos grupos CTL (n=6), DM+IAM (n=6) e DM+IAM+EMPA10 (n=6); b: p<0,05 vs
DM+IAM
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O nitrito apresentou-se aumentado no grupo DM+IAM+EMPA10 quando

comparado ao grupo DM+IAM (Figura 107).
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Figura 107: Expresséao do nitrito no ventriculo esquerdo dos animais dos grupos CTL (n=6),
DM+IAM (n=6) e DM+IAM+EMPA10 (n=6); b: p<0,05 vs DM+IAM
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7 Discusséao

7.1 Efeitos da empagliflozina sobre o diabetes mellitus

Para se testar o efeito protetor do miocardio pela empagliflozina em ratos
diabéticos, foram comparados animais dos grupos controle, diabéticos (DM) e
diabéticos tratados com diferentes doses de empaglifiozina: 3 mg/kg
(DM+EMPA3) e 10 mg/kg (DM+EMPA10). Foram realizadas avaliacdes
metabdlicas, hemodindmicas, ecocardiograficas, histoldgicas, de expressdes de
proteinas relacionadas ao manejo do calcio intracelular e de matriz extracelular

e 0 estresse oxidativo.

Como esperado, comprovando o sucesso de um protocolo ja hd muito
conhecido, pela utilizacdo de estreptozotocina para a inducdo do
diabetes(50,51), gerando prejuizos metabdlicos, se observou aumento da
glicemia dos animais associada ao aumento dos triglicerideos e perda de peso.
Sabidamente, a estreptozotocina € capaz de provocar destruicdo das células
beta pancreéticas, tendo severo papel diabetogénico. Foi observado aumento
severo da glicemia nos animais dos grupos diabéticos em relacdo ao grupo
controle, conforme amplamente descrito(19,21,52,53). Contudo, devido a sua
acdo nos SGLT2 renais, aumentando a excrecdo de glicose pela urina, o
tratamento com empagliflozina apenas em sua dose mais alta, foi eficaz em

atenuar a elevacao da glicose sérica em relacdo ao grupo nao tratado(54).

Acompanhando os achados relacionados ao prejuizo metabdlico, assim
como em relacéo a glicemia, houve aumento significativo dos triglicerideos nos
grupos diabéticos em relacdo ao grupo controle ao final do protocolo devido as
alteracdes metabdlicas significativas promovidas pela estreptozotocina(50). Tal

elevagao nao foi prevenida pelo tratamento.

Houve aumento de peso nos animais do grupo controle, ao passo que nos
animais diabéticos, houve reducdo de peso significativa, ndo tendo sido o

tratamento com empagliflozina capaz de atenuar tal fato.
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Diversos estudos do nosso grupo tém demonstrado repetidamente,
reducdo da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca em animais
diabéticos(21,52,53,55). De fato, pudemos demonstrar reducdo da pressao
arterial sistolica e da pressao de pulso nos grupos diabéticos, ndo sendo o
tratamento capaz de prevenir tal redugdo. Também foi demonstrada reducéo da
presséao arterial diastélica no grupo DM, todavia, esta reducéo foi prevenida pelo

tratamento com ambas as doses de empagliflozina.

Sabidamente, a pressao arterial sistolica esta diretamente relacionada ao
trabalho cardiaco(56), sendo assim, esta reducao da presséo arterial poderia se
relacionar com uma disfuncao sistolica ventricular, oque de fato foi demonstrado
através da avaliagcdo ecocardiografica desses animais onde se observou
reducdo das fracbes de ejecdo e de encurtamento do ventriculo esquerdo.
Sabemos ainda, que a pressdo arterial se relaciona diretamente ao débito
cardiaco, portanto, os efeitos cronotrépico e inotropico negativos provocados
pela estreptozotocina, poderiam ainda se associar contribuindo para essa

reducado da pressao arterial em animais diabéticos(57).

Animais diabéticos apresentam reducdo de volume secundéaria a
hiperglicemia e consequente diurese osmotica (reduzindo significativamente o
débito cardiaco), fato que potencialmente pode colaborar com a reducédo da
pressdo arterial.(58—60) Este fato ndo parece, em nosso estudo, estar
relacionado a essa reducdo da pressédo arterial, visto que o tratamento com
inibidores do SGLT2 também possui papel importante no aumento da diurese
osmatica(28,61), o que ndo promoveu maior queda da pressao arterial nos

animais tratados.

O diabetes mellitus, sabidamente, é capaz de promover uma neuropatia
autonémica(62,63). Diversos estudos de nosso grupo(19-21,52,53,57) tém
demonstrado reducdo na sensibilidade barorreflexa, na variabilidade da
frequéncia cardiaca e no tbnus vagal cardiaco em animais diabéticos. Ainda, se
sabe que em paciente diabéticos, uma piora da atividade reflexa autonémica
eleva a mortalidade destes pacientes(64). Portanto, no presente estudo foram
avaliadas as variabilidades da frequéncia cardiaca e da presséo arterial sistélica

e a sensibilidade barorreflexa dos animais.
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Pacientes diabéticos, frequentemente apresentam reducdo na habilidade
de regulacdo da frequéncia cardiaca, secundaria a dessensibilizacédo
barorreflexa e a disfuncdo parassimpatica. Estas alteracbes podem reduzir a
variabilidade da frequéncia cardiaca. Apesar de na literatura ser amplamente
demonstrado em pacientes e de forma experimental, uma redugcdo de
parametros de variabilidade da frequéncia cardiaca(64—66), o presente estudo
foi apenas capaz de demonstrar uma reducéo da frequéncia cardiaca média dos
animais diabéticos (reducdo esta atenuada pelo tratamento em ambas as
doses), sem contudo haver alteracdes significativas em diversos parametros de
variabilidade da frequéncia cardiaca. Contudo, sabe-se que a duracdo do
diabetes esta relacionada a esta disfuncéo, fato que poderia justificar os achados

do presente estudo.

A atividade simpética em pacientes com doenca cardiovascular e/ou
diabéticos, pode estar associada a aumento, reducao, ou ainda nao apresentar
alteracdes nas bandas de baixa frequéncia (LF) do intervalo de pulso e da
pressdo arterial. Porém, é muito descrito na literatura uma reducdo de
componentes oscilatorios das bandas de baixa e alta frequéncia do intervalo de
pulso e da presséo arterial(67,68), o que vem de encontro ao achado deste
estudo, que demonstrou reducdo da banda de baixa frequéncia da pressao
arterial (LF PAS) nos animais do grupo DM em relacdo ao grupo controle, o que

foi revertido pelos tratamentos com ambas as doses de empagliflozina.

Conforme ja descrito na literatura, curtos periodos de duracéo de diabetes
em protocolos induzidos por estreptozotocina, jA sdo capazes de promover
danos no controle barorreflexo de animais diabéticos(69). Assim como ja
descrito, pudemos observar reducdo na bradicardia reflexa nos animais
diabéticos quando comparados ao grupo controle, contudo, ndo se notou essa
alteracdo em animais tratados com a dose de 3 mg/kg e ainda, houve melhora
do parametro no grupo tratado com a dose de 10 mg/kg. Entretanto, ndo foi
notado tal comportamento em relacao a taquicardia reflexa, que ndo se mostrou
reduzida no grupo DM e se apresentou melhorada no grupo tratado com a dose

de 3 mg/kg.
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A avaliagdo ecocardiografica em animais de experimentacao é realizada
de rotina como um método néo invasivo de avaliacbes morfométrica e funcional
do coracdo. Desta forma, utilizamos desta técnica para investigar possiveis
alteracdes na morfologia e funcdo cardiaca que pudessem se relacionar ao
diabetes e/ou ao tratamento.

A técnica de inducdo do diabetes com uso de estreptozotocina tem sido
frequentemente associada a disfuncdo ventricular sistélica (contratilidade
reduzida) e diastélica (reducdo da complacéncia ventricular)(19,21,57). Neste
estudo, foi demonstrada reducédo das fungéo sistolica dos animais diabéticos,
representada pelas diminuicbes nas fracbes de ejecdo e encurtamento do
ventriculo esquerdo. Ainda, foi observada alteracdo na funcéo diastolica pela
associacdo de duas variaveis bastante classicas na classificacdo da funcédo
diastélica: relacdo E/A (reduzida nos grupos diabéticos em relagdo ao grupo

controle) e relagéo E’/A’ (reduzida no grupo DM em relagdo ao grupo controle).

A reducdo na fracdo de ejecdo, embora ainda presente quando
comparada ao grupo controle, foi significativamente atenuada pelo tratamento
com ambas as doses de empagliflozina, porém o tratamento com a dose de 10
mg/kg se mostrou mais eficaz na atenuacao desta disfuncdo do que aquele com
a dose de 3 mg/kg. Em relacéo a disfuncéo diastdlica, o tratamento com a dose
de 10 mg/kg se mostrou eficaz na elevacao da relagdo E’/A’ para os valores da
normalidade, prevenindo que a doenca provocasse disfuncéo diastolica no grupo
referido. Adicionalmente, notamos menor diametro do &atrio esquerdo nos
animais do grupo diabético tratado com empagliflozina 10 mg/kg em relacao ao
grupo diabético, sugerindo uma reducéo da pré carga nestes animais.

Ainda foram avaliadas histologicamente as areas totais dos ventriculo
esquerdo e direito, assim como a area total de colageno nestas regides. Como
ja descrito, animais diabéticos podem apresentar maior deposicao de colageno
no tecido cardiaco(21,23,55,70-72), fato este que colaboraria no surgimento de
alteracdo da complacéncia ventricular e finalmente insuficiéncia cardiaca. Neste
estudo, foi avaliada a regiao total de colageno, sem contudo, diferenciar os tipos
de colageno envolvidos neste processo. Pudemos observar que as areas de

tecido tanto do ventriculo esquerdo como do direito, ndo se modificar nos animais
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diabéticos em relacéo ao controle e ainda, n&o foi modificada pelos tratamentos.
Porém, se pode observar uma reducdo da area de colageno nos ventriculos
esquerdo e direito, sendo esta reducao atenuada pelo tratamento com ambas as
doses de empagliflozina. Este achado se mostra contrario aqueles apresentados
pela literatura, porém os trabalhos relacionados a deposicdo de coladgeno sao
em sua maioria realizados com um periodo maior de diabetes do que o utilizado
no presente estudo. Como ja publicado por diversas vezes pelo nosso grupo,
diversas variaveis funcionais e estruturais evidenciam possivel atenuagdo no
curto prazo destes animais, sendo assim, atribuimos a estes achados a menor

deposicao do colageno neste periodo curto de duragéo do diabetes.

Diversas proteinas intracelulares associadas ao manejo do calcio, estéao
relacionadas com a funcao cardiaca (sistdlica e diastdlica), dentre elas podemos
citar a fosfolambam (total e fosforilada) e a SERCA2(73), que foram avaliadas
no presente estudo, além de outras como os trocadores de sédio e calcio. No
presente estudo, observamos uma reducdo da relacdo fosfolambam
fosforilada/fosfolambam total nos animais diabéticos, sendo esta diminuicédo
atenuada pelo tratamento com empagliflozina. Contudo, ndo observamos
alteracbes na expressdo da SERCA2 e na relagdo SERCAZ2/fosfolambam,
demonstrando que possivelmente a atividade destas proteinas nédo foi alterada
apesar do aumento de sua expressdao. Pudemos neste estudo avaliar a
expressdo destas proteinas, sem contudo, avaliar a expressao de outras
proteinas relacionadas ao manejo do calcio, além disso, o estudo do transiente

de célcio poderia demonstrar com muito mais clareza tais alteracoes.

Outras proteinas de matriz extracelular, como a ERK 1 e 2 sao
relacionados ao estimulo para o desenvolvimento de hipertrofia e também estéo
de certa forma relacionadas ao estimulo na deposi¢do de colageno no tecido
cardiaco(74,75). Pudemos observar uma elevagcéo na expressao das ERK1/2
totais no tecido cardiaco nos animais diabéticos (independente do tratamento)
em relagéo ao grupo controle, e ainda, uma elevagao das ERK 1/2 totais e da
relacdo ERK1/2 fosforilada/ERK 1/2 total no grupo tratado em relacéo ao grupos
controle e diabético. Contudo, apesar destas elevacdes, nao foram observadas
ecocardiograficamente e histologicamente alteracdes que pudessem ser

justificadas pelo aumento da expresséo de tais proteinas.
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O estresse oxidativo estda intimamente relacionado a alteracfes
morfofuncionais do tecido cardiaco em animais diabéticos(24,70,76—78). Para tal
elucidacdo, neste trabalho foram avaliadas a expressdo de substancias pro
oxidantes e antioxidantes no ventriculo esquerdo. Com isso, ndo observamos
aumento da expressdo dos pré oxidantes (carbonilas, peréxido e NADPH
oxidase) nos animais que sofreram qualquer tipo de intervencdo (DM ou
tratamento). Em relacdo aos antioxidantes, notamos uma reducéo na expressao
do poder antioxidante de reducéo do ferro (FRAP) no grupo diabético em relagéo
ao grupo controle e sua elevacdo no grupo tratado em relagdo ao grupo
diabético. Tal achado, nos sugere que a defesa antioxidante no tecido cardiaco
dos animais diabéticos esteja comprometida, sendo o tratamento capaz de

proteger o tecido cardiaco do surgimento de tal reducgéo.

7.2 Efeitos da empagliflozina sobre o infarto agudo do miocardio

Para se testar o efeito protetor do miocardio pela empagliflozina em ratos
normoglicémicos e submetidos ao infarto agudo do miocardio, foram
comparados animais dos grupos controle, infartado (IAM) e infartados tratados
com diferentes doses de empagliflozina: 3 mg/kg (IAM+EMPA3) e 10 mg/kg
(IAM+EMPA10). Foram realizadas avaliacbes metabdlicas, hemodinamicas,
ecocardiograficas, histolégicas, de expressbes de proteinas relacionadas ao

manejo do calcio intracelular e de matriz extracelular e o estresse oxidativo.

No presente estudo, o IAM induzido por oclusdo das coronarias levou, ao
final do periodo de protocolo, a reducdo do peso corporal, sem alteracdo da
glicemia e dos triglicerideos em compara¢édo ao grupo controle. Cabe ressaltar
gue o tratamento com a empaglifozina na dose de 10 mg/Kg/dia/14 dias impediu
essa queda de peso, mantendo o grupo IAM+EMPA 10 semelhante ao controle.
Com relacéo aos parametros hemodinamicos, conforme esperado, identificamos
queda da PAS no grupo IAM, resultado esse que foi abolido nos animais
infartados tratados, independente da dose de empaglifozina utilizada. Isso indica
gue o tratamento provavelmente impediu a queda da PA associada ao prejuizo

da bomba cardiaca induzido pela isquemia.
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Resultados semelhantes foram observados em relagédo a PAD, PAM e

pressdo de pulso, enquanto ndo se observou modificacbes da FC em nenhum

grupo.

Ja ha muito se conhece que o IAM esta associado a queda da PA, tanto
em seres humanos (Grassi & Mancia, 1994)(79) quanto em modelos
experimentais. Aires et al, (2017) observaram hipotensao em ratos avaliados
apos IAM, sendo este achado também observada por Mostarda et al (2014)
(73)com até 90 dias pOs-IM.. Outros autores observaram previamente,
taquicardia e hipotensdo nos animais com 1 e 10 dias apdés IAM(80), e,
também em nosso laboratorio, De Angelis et al. 2001(81) demonstraram
reduzida PA e FC em animais com 8 semanas de IM. No presente trabalho,
as avaliacbes hemodindmicas realizadas apos 15 dias de IM mostraram
reducdo da PAS e manutencédo da FC no grupo IAM quando comparado ao
grupo CTL.

Essa queda na pressao arterial poderia ser atribuida a algum grau de
comprometimento do coracdo como bomba apdés isquemia e
consequentemente com reducao do débito cardiaco.

De forma interessante, o tratamento com a empaglifozina preveniu essa
queda de PA nos grupos infartados embora ndo de forma unanime. Além
disso, a pressdo de pulso também ficou em valores semelhantes aos
encontrados no grupo controle. Reconhecendo que os inibidores dos co
transportadores SGLT2 tem efeitos hipotensores associados a diurese
osmatica (ref) como explicar que a PA nédo cai e, ao contrario, se mantém
dentro dos valores controle. E possivel que nesse caso, ndo tenha havido
lesdo suficiente no coragdo que justificasse a sua disfuncdo como bomba.
Nesse sentido vale lembrar a diminuicdo de deposicao de coladgeno nos
animais tratados com EMPA, no presente estudo, que reforca a ideia de menor
remodelamento nesses grupos. De fato, varios outros achados parecem
corroborar para a protecdo da lesdo cardiaca nos grupos tratados, em geral,
em ambas as doses utilizadas. Ao analisar os parametros morfométricos
cardiacos, fica evidente que a espessura diastolica do septo bem como o
didametro sistoélico do VE apresentam-se de forma semelhante aos valores do

animal intacto, indicando que o tratamento com EMPA preveniu as alteracdes
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observadas nesses parametros nos animais infartados, pelo menos na dose
de 10 mg/Kg/dia/15 dias. Ressalte-se, novamente, que o tratamento iniciou no
primeiro dia do IAM e que a funcéo sistolica (expressa por fracdo de ejecéo,
fracdo de encurtamento e FAC) dos animais tratados com essa dose, embora
ainda menor que a dos animais intactos, foi maior que a dos animais IAM e
também daqueles tratados com a dose de 3 mg/Kg/dia/15 dias. Esse dados
dao suporte a ideia de cardioprotecdo pelo menos, de forma parcial,
atenuando os efeitos deletérios observados na fungéo sistélica nos animais
gue sofreram ocluséo coronariana e nao foram tratados com a dose de 10
mg/Kg.

De forma similar, a funcao diastélica do VE avaliada pelo dopler tecidual
E’/A’ (e ndo pela relacdo E/A) foi mantida nos animais IAM+EMPA 10 e aqui
também, ndo foi diferente do animal intacto no grupo IAM+EMPA 3. Esse
achados corroboram os resultados de trés grandes estudos clinicos: EMPA-
REG Outcome, CANVAS e DECLARE TIMI 18(34,82,83), que examinaram a
seguranga e a eficicia dos inibidores SGLT2 empaglifozina, canaglifozina e
dapaglifozina, respectivamente, e que sugerem que esses inibidores previnem
a insuficiéncia cardiaca. Na sequéncia o estudo DAPA HF(84) demonstrou
reducdo de hospitalizacdo por insuficiéncia cardiaca e morte cardiovascular
independentemente do estado glicémico sugerindo que esses agentes
poderiam ser usados para o tratamento da Insuficiéncia cardiaca.

Os beneficios do uso das glifozinas nesses pacientes fica claro e os
achados do presente estudo avancam no sentido de mostrar que 0 uso
precoce dessas substancias pode, de fato, prevenir a disfuncéo cardiaca
induzida pelo IAM.

A grade questdo, ainda ndo bem respondida € por qual ou quais
mecanismos os inibidores dos SGLT2 podem proteger o coracao infartado de
evoluir para a insuficiéncia cardiaca?

A primeira resposta que todos imaginam seria pela reducéo da pré e
‘p6s carga, considerando a diurese osmoética associada ao uso desses
inibidores. E de fato, s&o bem conhecidos os efeitos dessa classe de drogas
em reduzir o volume extracelular e com isso diminuir a carga de volume da
circulacdo(26,27,29).No presente trabalho, observamos ndo s6 uma funcao

sistélica melhor (embora néo idéntica) no grupo tratado em comparagédo aos
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intactos, como também uma reduc¢do do atrio esquerdo sugerindo reducao da
pré carga no grupo IAM+EMPA 10. Provavelmente, essa reducao do atrio E e
a melhora da funcéo diastolica, tornou possivel a manutencédo da PA sistémica
dentro de valores controle no grupo tratamento.

Uma segunda resposta, diz respeito aos efeitos independentes da
carga de volume como fontes de energia disponiveis ao miocardio (corpos
cetbnicos) ou mesmo a disponibilidade maior de oxigénio frente a maior
disponibilidade de hemoglobina.(85) Adicionalmente, existem evidéncias de
modulacdo da atividade simpatica periférica o que poderia contribuir para os
efeitos protetores destes agentes farmacolégico.(86) De fato, Wan e colegas
sugerem que os inibidores do SGLT2 diminuem a PA ao normalizar os ritmos
circadianos da PA e do SNA, o que pode ser a fonte dos seus efeitos benéficos
no resultado CV em pacientes de alto risco.

Embora ja tenha sido demonstrado melhora de funcdo por
cateterizacdo direta cardiaca em modelo de infarto tratado com
empaglifozina, Connelly e colaboradores (2020)(85) n&o conseguiram detectar
melhora da fragéo de encurtamento pelo eco nesses mesmos animais. Essa
diferenca provavelmente se deve ao fato que este tipo de cateterizacéo
(condutancia) permite acessar o desempenho cardiaco independente das
condicdes de carga de volume levando os autores a concluir que os beneficio
se devem mais aos efeitos independentes da carga de volume. Em nosso
estudo os animais passaram a receber o tratamento com EMPA j& no primeiro
dia de infarto, diferentemente do estudo de Connelly que iniciou o tratamento
uma semana depois do infarto e tratou com dose de 20 mg/kg/ 6 semanas.
Dessa forma, os efeitos do tratamento em nosso estudo s&o diferentes e a
melhora da funcdo sistdlica no grupo tratado foi observada no
ecocardiograma, através de varios parametros. Ndo se pode excluir a
participacéo da carga de volume nessa melhora, mas os dados analisados de
colageno cardiaco mostram inequivocamente valores muito reduzidos nos
grupos tratados em comparacdo ao grupo IAM, indicando adaptacfes da
estrutura cardiaca ao tratamento e a isquemia.

Considerando ainda a reducao da expresséo da ERK %2 e da P ERK %2
apos tratamento com EMPA 10 mg, e a modulacao para baixo dos valores de
colageno nesse grupo em comparacéo ao IAM, pode se acreditar em protecéo
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contra o processo de hipertrofia e remodelamento no periodo pés infarto. De
acordo com esses dados os valores de SOD e CAT apos tratamento indicam
modulacdo das enzimas antioxidantes nesse processo, mantendo os valores
de carbonilas e nitritos dentro dos valores controle.

Em adicdo, os dados obtidos em relagdo as proteinas envolvidas na
regulacéo intracelular do célcio, mostram aumento tanto do fosfolambam
fosforilado quanto da SERCA2 no IAM e valores reduzidos dos mesmos apos 0
tratamento de tal maneira que a relacdo SERCA 2/PLN ndo se alterou
significativamente o que pode sugerir que ndo houve mudanca no perfil dessas
proteinas apos o tratamento. Por outro lado, existem evidéncias de qua que o
aumento da expressao de SERCA (semelhante ao que vimos nos animais IAM)
confere precisamente resisténcia a danos microvasculares no coracao pés-
isquémico. De fato, em comparacdo com os cardiomiécitos, a lesdo
microvascular de isquemia/reperfuséo (I/R) € um tema negligenciado no estudo
da lesdo de I/R cardiaca porque pouca atencdo tem sido dada aos detalhes
moleculares da disfuncéo endotelial mediada pela reperfusdo. No entanto, tem
se destacado a importancia funcional do dano microvascular, considerado um
fator de risco independente que prediz mortalidade hospitalar e eventos

cardiovasculares adversos maiores em um ano.(87)

Dessa forma, o trabalho de Li e colegas(88) demonstram que a
superexpressdo de SERCA confere precisamente resisténcia a danos
microvasculares no coracdo pdés-isquémico. Além disso, modificar a atividade,
expressao ou inibicdo da SERCA das vias calcio/MCU/mPTP seria a abordagem
ideal para proteger a microcirculacdo cardiaca contra lesées de I/R. SERCA é
uma bomba de calcio que transporta célcio intracelular para o RE. A atividade e
expressdo da SERCA sdo vitais para sustentar a linha de base ou o calcio
intracelular em repouso. O aumento da SERCA 2 no grupo IAM, poderia estar
associado com essa protecdo a microcirculacdo, especialmente porque o tecido
utilizado para essas medidas foi coletado de uma area remota a isquemia, onde

provavelmente o fluxo sanguineo e a perfusao foram mantidos.

Em outras palavras, na area remota, que ainda recebe fluxo sanguineo
adequado, pode haver um aumento na atividade da SERCA2 a medida que o

coracado tenta compensar a perda de funcdo na area infartada. Esse aumento
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pode ajudar a manter o manuseio normal do célcio e a fungdo contratil nas

regides nao infartadas do coracéo.

Digno de nota, em relacdo aos beneficios do tratamento com a
empaglifozina, neste estudo, € o aumento da resposta bradicardica nas duas
doses de tratamento com relacdo ao reduzido indice de bradicardia reflexa
observado nos animais pods infarto. De forma semelhante, a taquicardia reflexa
em resposta a queda da PA induzida por nitroprussiato de sédio mostra também
uma resposta maior no grupo IAM+EMPA 3 com relacdo ao grupo IAM e uma
resposta maior ainda no grupo IAM+EMPA 10 quando comparada ao grupo
somente infartado e infartado tratado com EMPA na dose 3 mg/Kg. O aumento
da resposta reflexa confere um valor de protecédo aos grupos infartados tratados,
conforme repetidamente demonstrado em estudos clinicos pés evento cardiaco
por La Rovere e colegas, desde seu primeiro trabalho em que indices mais
elevados de eficiéncia desse mecanismo reflexo de controle da circulagéo foram

associados com maior sobrevida independente da fracdo de ejecéo. (66,89)

Saliente-se o fato de que a sensibilidade aumentada desse reflexo tem
sido relacionada com aumento da variabilidade da FC, outro elemento de

protecdo e sobrevida pés evento cardiaco. (90,91)

De fato, em nosso estudo observamos um aumento da variabilidade da
FC e da poténcia total no grupo IAM+EMPA 10, acompanhados de valores das
bandas normalizadas de baixa e alta frequéncia semelhante ao grupo controle.
Em trabalhos anteriores de nosso grupo com o modelo de oclusdo da artéria
coronaria observamos que o manejo terapéutico dos animais infartados pela
atividade fisica por exemplo, repercutiu favoravelmente no baroreflexo e na

variabilidade da FC desse animais.(92,93)

7.3 Efeitos da empagliflozina sobre o infarto agudo do miocéardio em

animais diabéticos

Para se testar o efeito protetor do miocardio pela empagliflozina em ratos
diabéticos e submetidos ao infarto agudo do miocardio, foram comparados
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animais dos grupos controle, diabéticos infartados (DM+IAM) e diabéticos,
infartados e tratados com diferentes doses de empagliflozina: 3 mg/kg
(DM+IAM+EMPA3) e 10 mg/kg (DM+IAM+EMPA10). Foram realizadas
avaliacbes metabdlicas, hemodindmicas, ecocardiogréficas, histologicas, de
expressdes de proteinas relacionadas ao manejo do calcio intracelular e de

matriz extracelular e o estresse oxidativo.

Mais uma vez, como esperado, comprovando o sucesso do protocolo de
inducdo do diabetes mellitus(52,57,69) com a utilizacdo de estreptozotocina,
gerando prejuizos metabdlicos, se observou aumento da glicemia dos animais e
perda de peso, sem contudo apresentarem elevagdo significante dos
triglicerideos. Foi observado severa elevacdo da glicemia nos animais dos
grupos diabéticos em relacéo ao grupo controle, pela destruicéo das células beta
pancreaticas pela estreptozotocina. Contudo, mais uma vez, devido a sua acao
nos SGLT2 renais(54), aumentando a excrecdo de glicose pela urina, o
tratamento com empaglifiozina em ambas as doses, foram eficazes em atenuar
a elevacao da glicose sérica em relacdo ao grupo nao tratado. Adicionalmente,
0 grupo tratado com a dose de 10 mg/kg foi mais eficaz neste controle glicémico,
apresentando ainda reducdo da glicose sérica em relacdo ao grupo
DM+IAM+EMPAS3.

Em relacdo ao peso corporal, assim como apresentado nos grupos
apenas diabéticos, nos animais diabéticos infartados, houve reducdo de peso
significativa, ndo tendo sido o tratamento com empagliflozina capaz de atenuar
tal reducéo, ao passo que nos animais do grupo controle houve ganho de peso
durante o protocolo. Esta reducdo provavelmente se deve a associacdo das
alteracdes metabdlicas promovidas pelo DM, associadas as lesdes poés
cirdrgicas presentes nesses animais e a reducdo da perfuséo tecidual causada
pela disfuncdo sistolica e reducdo da pressao arterial provocada pelo
IAM(22,73,92). Ainda, conforme ja descrito pelo nosso grupo, ndo parece ter
havido reducédo adicional do peso provocada pela associagcédo entre DM e IAM

nestes animais.

Diversos estudos do nosso grupo tém demonstrado repetidamente,

reducdo da pressédo arterial e da frequéncia cardiaca em animais diabéticos
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assim como em animais infartados(22,24,52,53,81). Foi aqui demonstrada
reducado das pressoes arterial sistélica, diastolica e média nos grupos diabéticos
e infartados, ndo sendo o tratamento capaz de prevenir tal reducdo. Também foi
demonstrada reducdo da pressao de pulso nos grupo DM+IAM e no grupo
DM+IAM+EMPA3 em relagcdo ao grupo controle, porém, esta reducao foi
prevenida pelo tratamento com a dose de 10 mg/kg de empagliflozina onde os
animais apresentaram elevacdo da pressao de pulso em relacdo ao grupo sem
tratamento. Conforme descrito na literatura(22,40,94), ndo parece ter havido
reducdo adicional das pressdes artéria sistolica, diastolica, média e de pulso
provocadas pela associacdo entre DM e IAM nestes animais. Estas reducdes
nas pressdes nos grupos diabéticos e infartados pode ser explicada pelas
alteracdes metabdlicas e estruturais no tecido cardiaco secundarias aos dois
processos patologicos aos quais 0s animais foram submetidos (DM e IAM),
levando a disfuncéo sistélica e consequente reducdo das pressdes, disfuncao
esta, que parece ser atenuada pelo tratamento com empagliflozina. Mais uma
vez, em nosso estudo, a inibicdo dos SGLT2 nao parece estar relacionado a
essa reducdo da pressdo arterial, visto que o tratamento eleva a diurese
osmoética(54), o que ndo promoveu maior queda da pressao arterial nos animais

tratados.

Encontramos com clareza na literatura, trabalhos demonstrando reducéo
da frequéncia cardiaca em animais diabéticos como apresentado no capitulo 1,
contudo, o comportamento da frequéncia no infarto agudo do miocéardio se
demonstra bastante divergentes entre as publicacdes, levando-se ainda em
conta o periodo pés infarto. Neste estudo, ndo foram observadas alteracdes na
frequéncia cardiaca média dos animais diabéticos e infartados,

independentemente dos tratamentos.

Conforme ja discutido no capitulo 1, curtos periodos de duragdo de
diabetes em protocolos induzidos por estreptozotocina, ja sdo capazes de
promover danos no controle barorreflexo de animais diabéticos. Dessa forma,
novamente pudemos observar reducao na bradicardia reflexa nos animais
diabéticos infartados e nos tratados com a dose de 3 mg/kg, quando comparados
ao grupo controle, contudo, o tratamento com a dose de 10 mg/kg foi capaz de

prevenir tdo disfungéo, apresentando valores de bradicardia reflexa superiores
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ao grupo DM+IAM e DM+IAM+EMPAS. Entretanto, mais uma vez, néo foi notado
tal comportamento em relacdo a taquicardia reflexa, que ndo se mostrou
reduzida no grupo DM+IAM e se apresentou elevada no grupo tratado com a
dose de 3 mg/kg, em relagéo aos grupos CTL, DM+IAM e DM+IAM+EMPA10.

Pacientes diabéticos, assim como infartados tendem a apresentar
prejuizo na regulacéo da frequéncia cardiaca, secundaria a dessensibilizacéo
barorreflexa e a disfuncédo parassimpatica, sendo a variabilidade da frequéncia
cardiaca um importante mecanismo controle momentaneo da frequéncia
cardiaca(64,91). Estas alteracdes podem reduzir a variabilidade da frequéncia
cardiaca e, sabidamente, a reducdo da sensibilidade barorreflexa e da
variabilidade da frequéncia séo fatores de aumento das taxas de mortalidade
apos a ocorréncia do IAM. No presente estudo pudemos observar uma reducao
da modulacao de baixa frequéncia do intervalo de pulso (LF) nos grupos tratados
em relagéo ao grupo DM+IAM e ainda, normalizagéo do LF no grupo tratado com
a dose de 10 mg/kg em relacédo ao grupo controle. Sobre a modulacdo de alta
frequéncia do intervalo de pulso (HF) observou-se o inverso, um aumento do HF
nos grupos tratados em relacéo ao grupo DM+IAM e ainda, normalizagdo do HF
no grupo tratado com a dose de 10 mg/kg em relacdo ao grupo controle. O
balanco simpato-vagal apresentou-se reduzida no grupo DM+IAM+EMPA3 em
relacdo aos grupo CTL e DM+IAM, sem alteracdes no grupo tratado com 10
mg/kg em relacdo ao demais grupos. Tais achados nos sugerem um aumento
da atividade simpatica, provocando menor modulacdo do LF e
consequentemente maior modulagcdo do HF. Em relacdo a variabilidade da
presséao arterial sistolica, notamos uma reducao do desvio padrao e da variancia
da PAS nos grupos DM+IAM e DM+IAM+EMPA3 em relacdo ao grupo controle,
reducao esta que foi prevenida com o tratamento com empagliflozina na dose de
10 mg/kg. Ainda, o componente de baixa frequéncia da modulacdo da pressao
arterial sistolica (LF PAS), se apresentou reduzido apenas no grupo diabético
infartado (DM+IAM), sugerindo prevencdo da atenuacdo da reducdo do

componente de baixa frequéncia pelo tratamento.

A inducdo do diabetes, assim como a ligadura da artéria coronariana
esquerda promovendo isquemia miocardica, sado associadas a disfuncéo

ventricular sistélica (contratiidade reduzida) e diastdlica (reducdo da
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complacéncia ventricular) secundarias ao remodelamento cardiaco que leva a
substituicdo do tecido miocardico por tecido fibrético(22,40,57). Neste estudo, foi
demonstrada reducdo da funcéo sistdlica dos animais diabéticos e infartados,
representada pelas diminui¢cdes nas fracoes de ejecéo e de encurtamento do
ventriculo esquerdo avaliadas pelo modo M em eixo curto, pela variacao fracional
da area de cavidade do VE e pela fracdo de ejecdo do VE avaliada pelo modo
bidimensional em eixo longo do VE, em todos os animais diabéticos e infartados.
Contudo, se pode observar melhora da fracdo de eje¢céo pelo modo M no grupo
tratado com dose baixa. Adicionalmente, houve importante prevengao na
reducado da fracdo de ejecdo, de encurtamento e da variacao fracional da area
no grupo tratado com a dose de 10 mg/kg, que se apresentaram melhores do
gue aquelas dos animais dos grupos DM+IAM e DM+IAM+EMPAS3. A onda S’
avaliada pelo doppler tecidual, representando a velocidade de movimentacéo do
musculo cardiaco durante a sistole, apresentou-se reduzida nos grupos DM+IAM
e DM+IAM+EMPA3 comparados ao grupo CTL, porém, o tratamento com a dose
de 10 mg/kg foi capaz de impedir tal reducédo, representando também, uma
melhor fungéo de contragéo do VE.

Em relacdo funcdo diastdlica do ventriculo esquerdo, foi observada
reducdo da relagcdo E/A no grupo DM+IAM+EMPA10 em relacdo ao grupo
DM+IAM. Ainda, observou-se aumento da relacdo E’/A’ nos grupos diabéticos,
infartados e tratados (independentemente da dose). Tal associacdo nos permite
dizer que houve melhora na fungéo diastélica do VE nos grupos tratados. A
relagcao E/E’ tem sido frequentemente associada a pressao diastélica final do
ventriculo esquerdo, esta relacdo se apresentou maior no grupo DM+IAM em
relacdo ao controle, contudo, o0s animais dos grupos tratados
(independentemente da dose), apresentaram reducdo desta relacdo quando

comparados aos animais diabéticos e infartados.

A reducdo na fracdo de ejecdo, embora ainda presente quando
comparada ao grupo controle, foi significativamente atenuada pelo tratamento
com ambas as doses de empagliflozina, porém o tratamento com a dose de 10
mg/kg se mostrou mais eficaz na atenuacao desta disfuncdo do que aquele com
a dose de 3 mg/kg. Em relacéo a disfuncéo diastoélica, o tratamento com a dose

de 10 mg/kg se mostrou eficaz na elevacao da relagdo E’/A’ para os valores da
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normalidade, prevenindo que a doenca provocasse disfung¢do diastélica nos

grupos tratados.

Adicionalmente, em relacdo a avaliacdo ecocardiografica morfométrica,
notamos conforme esperado em animais infartados, reducéo da espessura do
septo interventricular no grupo DM+IAM em relagcdo ao grupo controle, sendo
esta reducéo evitada pelo tratamento em ambas as doses. Ainda, se observou
um aumento do didametro diastélico do ventriculo esquerdo nos animais dos
grupos DM+IAM e DM+IAM+EMPA3 em relacdo ao grupo controle, porém, o
tratamento com a dose de 10 mg/kg foi capaz de prevenir o aumento do DIVEd.
Corroborando com os achados representativos de disfuncao sistélica, notamos
um aumento do diametro interno do VE na sistole nos animais dos grupos
DM+IAM e DM+IAM+EMPA3 em relacédo ao grupo CTL, demonstrando menor
habilidade de promover reducdo de seu volume durante a sistole e
consequentemente gerando menores volumes sistolico e débito cardiaco,
entretanto, o tratamento com empagliflozina na dose de 10 mg/kg, foi capaz de
evitar o aumento do DIVEs, sendo menor neste grupo em relagcdo ao grupos
DM+IAM e DM+IAM+EMPAS3.

Os achados apresentados, nos permitem concluir que em relacdo as
funcbes sistdlica e diastdlica avaliadas ecocardiograficamente, globalmente:
houve piora destas nos animais diabéticos e infartados, porém estas disfuncdes
foram atenuadas pelo tratamento com empagliflozina nas doses de 3 mg/kg e 10

mg/kg, sendo mais significativa no tratamento com a dose mais elevada.

Foram avaliadas histologicamente as areas totais dos ventriculo esquerdo
e direito, assim como a area total de colageno nestas regiées. Como ja descrito,
animais diabéticos e infartados apresentam maior deposicdo de colageno no
tecido cardiaco, colaborando no surgimento de alteracdo da complacéncia
ventricular e finalmente insuficiéncia cardiaca(10,11,40,81,95), sendo a
utilizacdo dos inibidores de SGLT2, capazes de atenuar tal alteracdo(29,96-98).
Neste estudo, foi avaliada a regido total de colageno, sem, contudo, diferenciar
os tipos de colageno envolvidos neste processo. Pudemos observar que as
areas de tecido tanto do ventriculo esquerdo como do direito, ndo se modificam

nos animais diabéticos e infartados em relacdo ao controle e ainda, ndo foi
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modificada pelos tratamentos. Ainda, se pode notar aumento da area de
colageno no ventriculo esquerdo nos animais dos grupos DM+IAM e
DM+IAM+EMPA3 em relacéo ao grupo controle, sendo esta elevacao atenuada

pelo tratamento com a dose de 10 mg/kg de empagliflozina.

Foram avaliadas no presente estudo as proteinas relacionadas ao manejo
do calcio intracelular: Fosfolambam total, fosfolambam fosforilado e SERCA2.
Observamos uma reducéo da relacao fosfolambam fosforilada/fosfolambam total
nos animais diabéticos e infartados sem e com tratamento. A SERCA2 se
apresentou reduzida no grupo tratado em relagdo ao grupo apenas diabético e
infartado sem tratamento. Ainda, a relagdo SERCA2/fosfolambam total foi menor
no grupo tratado em relacdo ao grupo controle. Novamente, pudemos neste
estudo avaliar a expressao destas proteinas, sem contudo, avaliar a expressao
de outras proteinas relacionadas ao manejo do célcio, além disso, o estudo do

transiente de calcio poderia demonstrar com muito mais clareza tais alteragdes.

Outras proteinas de matriz extracelular, como a ERK 1 e 2 sao
relacionados ao estimulo para o desenvolvimento de hipertrofia e também estédo
de certa forma relacionadas ao estimulo na deposicdo de colageno no tecido
cardiaco. Pudemos observar uma elevacao na expressao das ERK1/2 totais no
tecido cardiaco nos animais diabéticos e infartados em relagdo ao grupo
controle, sendo esta elevacdo atenuada pelo tratamento e ainda, uma elevacéo
das ERK 1/2 fosforilada e da relacdo ERK1/2 fosforilada/ERK 1/2 total nos
grupos diabéticos e infartados, ndo sendo tal alteracdo atenuada pelo
tratamento. Contudo, apesar destas elevacdes, ndo foram observadas
ecocardiograficamente e histologicamente alteracdes que pudessem ser

justificadas pelo aumento da expresséao de tais proteinas.

O estresse oxidativo esta intimamente relacionado a alteragbes
morfofuncionais do tecido cardiaco em animais diabéticos(15,24,70,99). Para tal
elucidacdo, neste trabalho foram avaliadas a expressdo de substancias pro
oxidantes e antioxidantes no ventriculo esquerdo. Com isso, ndo observamos
aumento da expressao dos pr6 oxidantes (carbonilas, peroxido e NADPH
oxidase) nos animais que sofreram qualquer tipo de intervengcao (DM, IAM ou

tratamento). Em relagc&o aos antioxidantes, notamos uma aumento na expressao
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do poder antioxidante de reducdo do ferro (FRAP) e na enzima superoxido
dismutase (SOD) no grupo tratado em relacdo aos grupos diabético infartado e
ao grupo controle. Ainda, notamos uma aumento da enzima catalase (CAT) e do
nitrito no grupo tratado em relagcéo ao grupo DM+IAM. Tais achados, sugerem
que a defesa antioxidante no tecido cardiaco dos animais diabéticos esteja
comprometida, sendo o tratamento capaz de proteger o tecido cardiaco do

surgimento de tal reducao.
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8 Conclusao

No presente estudo avaliamos de diversas formas os efeitos protetores do
miocardio em diferentes situacdes fisiopatoldgicas (diabetes mellitus, infarto e na

associacdo de ambas).

Dessa forma, confirmamos a nossa hipotese de que a empagliflozina tem
um papel protetor do miocardio, tanto em animais diabéticos como em

normoglicémicos.

Esta protecdo se deveu a atenuacao dos efeitos deletérios associados a

isquemia miocardica e ao diabetes na estrutura e na funcdo do coracao.

Os mecanismos relacionados a esta protecédo envolveram: a modulacao
do estresse oxidativo, das proteinas relacionadas ao manejo do calcio
intracelular, das proteinas de matriz extracelular, da deposi¢éo de colageno e do

sistema nervoso autbnomo através do barorreflexo.

Em concluséo, os animais diabéticos tratados com empagliflozina em
ambas as doses, apresentaram melhores indices hemodinamicos da pressao
arterial, indices autondmicos. Quanto a repercussao do tratamento na estrutura
cardiaca e funcdo cardiaca, se observou melhora das funcbes sistdlica e

diastolica nos grupos tratados em ambas as doses.

Nos grupos infartados, o tratamento com empaglifiozina em ambas as
doses foi capaz de atenuar os efeitos hemodinamicos e autonémicos, assim
como do prejuizo da funcdo e da estrutura cardiaca associados a isquemia
miocardica. Essa melhora se deve ao estresse oxidativo (aumento das defesas
antioxidantes) e da modulacdo da expressao das proteinas relacionadas ao
manejo do célcio intracelular, na qual o aumento da expressdo da SERCA2 em
areas preservadas do miocardio contribuem na melhora da funcéo global do

coragao.

De forma semelhante, no coracao diabético e infartado, notamos melhora
da funcgéo e estrutura cardiaca nos animais tratados. Novamente pelo estresse

oxidativo, da deposicéo de colageno e na modulacdo da expressdo da SERCAZ.
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Dessa forma, esse estudo demonstrou os efeitos benéficos do uso da
empagliflozina na isquemia miocéardica e no diabetes, através de mecanismos

gue vao além da classica modulacéo do volume secundaria a diurese osmatica.
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