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ABREVIATURAS E SIMBOLOS

AMPK Adenosina Monofosfato

ATP-CP Adenosina Trifosfato — Creatina Fosfato
8-OhdG 8-hidroxideoxiguanosina

Akt Proteina quinase B fosforilada

ATP Adenosina Trifosfato

Ca"™" Calcio

CAT Catalase

ECA Enzima Conversora de Angiotensina
eNOS Oxido Nitrico Sintase endotelial
EROs Espécies Reativas de Oxigénio
GLUT Glucose Transporter

GLUT4 Glucose Transporter isoforma 4
GLUTs Transportadores de Glicose

GPx Glutationa Peroxidase

GSH Glutationa oxidada

GSSG Glutationa reduzida

H Hidrogénio

H,0, Peroxido de Hidrogénio

HMG-CoA redutase 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima-A redutase
iNOS Oxido nitrico sintase induzida

IAM Infarto Agudo do Miocérdio

IC Insuficiéncia Cardiaca

kB Inibidores Kappa Beta

IL-1 Interleucina-1

IL-10 Interleucina-10

IL-6 Interleucina-6

KDa Quilodalton

LDL Low Density Lipoprotein

LPO Lipoperoxidacao

mmHg Milimetros de Mercurio

mRNA RNA mensageiro



NFkB
NO
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SOD
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1 INTRODUCAO

O infarto agudo do miocardio (IAM) ¢ considerado uma das principais causas de
morte no Brasil € no mundo, podendo ser uma das primeiras manifestacdes de doencga arterial
coronariana e, conseqiientemente, levando ao obito (Thygesen et al. 2007). O nimero de
casos que ocorrem anualmente ¢ desconhecido, mas a taxa de mortalidade no primeiro més
apos um [AM fica em torno de 40%, sendo que metade dos Obitos ocorrem nas primeiras 2
horas ap6s o evento e 14% ocorrem antes do paciente receber atendimento, (Van de Werf et
al. 2003).

A perda de tecido muscular determina uma série de respostas compensatorias que
ocorre no ventriculo esquerdo apos um IAM, com o objetivo primordial de preservar o débito
cardiaco. Apds a lesdo, varios mecanismos sao acionados com o objetivo de retomar a
homeostase do sistema cardiovascular. Significativos avangos tém sido alcancados no
entendimento dos mecanismos hemodinamicos, histoldgicos € moleculares envolvidos nas
alteragdes que ocorrem no tecido cardiaco apos um dano isquémico. Entretanto, muitos
individuos que sofrem eventos agudos, mesmo quando tratados de forma otimizada,
desenvolvem dilatagdo ventricular progressiva e evoluem para quadros de insuficiéncia
cardiaca (IC).

A disfuncdo do miocardio estd associada com a expressdo de mediadores
inflamatérios, como as citocinas, sendo um fator importante para o desenvolvimento e

progressao da IC. Entre essas citocinas inflamatdrias estdo o fator de necrose tumoral-a
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(TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e interleucina 10 (IL-10) (ElI-Menyar 2008; Lopes et al. 2010).
Estes marcadores inflamatorios tém sido investigados como marcadores de risco
cardiovascular e sua modulagdo tem um importante papel na fisiopatologia do IAM, estando
diretamente relacionada com o estresse oxidativo (Casella Filho et al. 2003).

O oxigénio desempenha um papel determinante na funcio cardiaca, e a participacao
de radicais livres, em especial as espécies reativas de oxigénio (EROs), estdo envolvidas na
fisiopatologia do IAM e podem contribuir para o dano celular (Conner and Grisham 1996).
No miocardio, algumas condi¢des cardiacas estressantes, como o IAM, levam a um
desequilibrio entre anti e pré-oxidante, chamado de estresse oxidativo. Este desequilibrio
causa anormalidades celulares, podendo levar a mudangas no miocéardio, diminuindo a
contratilidade, consequentemente levando a IC (Singal et al. 1998). O estresse oxidativo pode
também influenciar o transporte de glicose em cardiomiocitos (Horie ef al. 2008).

O musculo cardiaco ¢ caracterizado por uma alta taxa de consumo de glicose. A
hipoxia ¢ um estimulo para a translocacdo de GLUT4 para a membrana plasmatica (Cartee et
al. 1991) e o coragdo tende a entrar em isquemia profunda quando existe deficiéncia neste
transportador (Tian and Abel 2001). A captacdo de glicose no coragdo durante a isquemia
depende da gravidade da reducao do fluxo sanguineo (Lopaschuk and Stanley 1997).

Entretanto, individuos que sobrevivem a um IAM requerem cuidados clinicos
continuos, tendo alto custo para os sistemas de saude. Com isso, alguns medicamentos sao
essenciais para melhorar, ou mesmo evitar, esse quadro. Entre as medica¢des que mais vém
sendo utilizadas, estdo as estatinas, que demonstram melhores resultados na diminui¢do do
colesterol e na preven¢ao de mortalidade e eventos cardiovasculares maiores (Durazzo et al.
2004; Castro et al. 2008). Por outro lado, o papel das estatinas na rota inflamatoéria, a partir do

estresse oxidativo e transporte de glicose, de forma preventiva ou mesmo pos-insulto,
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especificamente no tecido miocardico, ainda ndo foi totalmente esclarecido (Ludman et al.
2009).

Para estudar as conseqiiéncias e complicagdes envolvidas no IAM tém se utilizado
modelo de ligadura da artéria coronaria esquerda em ratos, pois os resultados deste
procedimento apresentam muitas similaridades ao que ocorre apdés IAM em humanos.
Baseado nessas consideragdes, o presente trabalho pretende contribuir com o entendimento
dos efeitos no uso prévio das estatinas na funcdo cardiaca, partindo deste modelo

experimental de JAM.
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2 INSUFICIENCIA CARDIACA APOS INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO

Infarto agudo do miocardio ¢ definido como necrose do tecido miocardico resultante
da oferta inadequada de oxigénio ao musculo cardiaco. Essa necrose ocorre pela obstru¢ao do
fluxo sanguineo transitério ou permanente, levando a morte dos cardiomidcitos. Em geral, a
isquemia miocardica ¢ causada por trombose, espasmos coronarios, placas ateroscleroticas ou
desequilibrio de oferta e consumo de oxigénio. Complicacdes decorrentes do IAM incluem
angina, pericardite, insuficiéncia cardiaca, comunicacao interventricular e interatrial, rupturas
das paredes do coragdo, rupturas de musculos papilares, trombose de atrio, arritmias, entre
outras. A complicacao mais temida ou mais prevalente ¢ a IC.

Apesar dos avancgos terapéuticos, a IC, causada pelo IAM, resulta em uma série de
eventos metabolicos, sendo uma das principais causas de morbidade e mortalidade. Baseando-
se no alto indice de mortes causadas por IAM, torna-se imprescindivel a compreensao dos
mecanismos que circundam esta injuria, abordando tanto as causas que possam contribuir
para a injuria como a sua evolugao.

Modelo animal de IAM tem sido utilizado para estudar suas conseqiiéncias,
mecanismos pelos quais elas ocorrem para, a partir destes conhecimentos, avaliar a
contribuicdo de estratégias terap€uticas. Com isso, o IAM em ratos ¢ muito usado para
simular o remodelamento ventricular em humanos (Goldman and Raya 1995; Del Monte ef al.

2002).
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2.1 Patogénese e progressio do Infarto Agudo do Miocardio

O TAM se dé através de uma falha mecanica, que ¢ uma consequéncia devido a
isquemia causada por uma obstru¢cdo da artéria corondria, interrompendo o fluxo sanguineo
para uma determinada drea do miocardio e levando a necrose. Na clinica, a interrup¢do do
fluxo sanguineo ocorre devido ao estreitamento de uma artéria corondria por ateroma
(aterosclerose) que evolui para obstrucao total da mesma por um coagulo sanguineo (trombo).
Isto ndo ¢ exatamente o que se observa no modelo experimental de IAM por ligadura da
artéria coronaria.

Modelos de experimentagdo animal tém sido utilizados para simular o
remodelamento ventricular que ocorre em humanos apés um IAM e melhorar a compreensao
dos mecanismos associados a0 IAM. Em ratos, o IAM pode ser induzido pela oclusdo da
artéria corondria esquerda, o que resulta em necrose do tecido miocardico de varias
proporgdes (Pfeffer et al. 1979; Pfeffer and Braunwald 1990). A ligadura da artéria coronaria
resulta em uma seqiiéncia uniforme de alteragdes miocardicas levando a processo inflamatério
na regido infartada e no tecido remanescente, caracterizando nas primeiras horas edema e
posteriormente deposicdo de colageno, onde o tecido necrotico sera substituido por tecido
fibroso (Tavares et al. 2010).

A progressdao da disfuncao ventricular esquerda e IC em ratos ¢ semelhante ao
observado em pacientes que tiveram IAM e desenvolveram IC. Em ratos, a fun¢do cardiaca
prejudicada pode ser determinada por ecocardiograma realizado apds a ligadura da coronéria
(Goldman and Raya 1995). Estudo que avaliou ratos albinos durante 21 dias apos ligadura da
artéria corondria mostrou zona de fibras musculares necrosadas apds 24 horas do
procedimento, através de histologia. Entretanto, do dia 4 ao dia 21 apo6s a oclusdo, essa

necrose foi gradualmente diminuindo, sendo substituida por tecido conjuntivo e
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demonstrando um restabelecimento em 50% no tamanho inicial do IAM no 21° dia (Fishbein
et al. 1978).

Na adaptacdo do miocardio a perda de massa muscular ou sobrecarga de pressao, o
coragdo sofre um processo conhecido como remodelamento ventricular, por afetar
significativamente a funcao do ventriculo. Esse processo de remodelamento ndo ocorre de
forma homogénea e, em resposta a agressao, pode haver um aumento da cavidade ventricular.
A hipertrofia miocardica ¢ importante componente do remodelamento, que permite ao
coragdo manter suas funcdes bdsicas, como transportar oxigénio € nutrientes para outras
células do corpo e remover produtos do metabolismo, em vigéncia do aumento das condi¢des
de sobrecarga (Pfeffer and Braunwald 1990; Zornoff et al. 2002).

O remodelamento ventricular ¢ influenciado pelas caracteristicas morfoldgicas do
infarto e da cicatrizagdo, pelo estresse hemodindmico e pelo aumento dos niveis de alguns
moduladores, como IL-6 e TNF-a, desempenhando um papel fundamental na fisiopatologia
da disfuncdao do ventriculo (Zornoff et al. 2009). Para se adaptar a essa nova condi¢do, a
regido infartada modifica-se morfologicamente e, apds a reacdo inflamatoria, a parte lesada
comega a ser substituida por tecido fibroso (St John Sutton et al. 2003).

Os estudos que descreveram pioneiramente o remodelamento ventricular na
progressao da IC utilizaram como modelo o desenvolvimento de IAM em ratos, no inicio da
década de 80 (Pfeffer et al. 1979; Pfeffer et al. 1988). Estes estudos demonstraram que a
oclusdo aguda de uma artéria corondria, particularmente quando ocorrem lesdes transmurais
de grandes propor¢des, resulta em alteragdes complexas da arquitetura ventricular. Estas
alteracdes comegam a se estabelecer imediatamente ap6s a oclusdo arterial, progredindo por
varias semanas apds o dano isquémico inicial e levando a um processo de remodelamento,

resultando em disfungdo ventricular. (Pfeffer and Braunwald 1990). Sendo assim, um dos
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principais mecanismos de adaptacdo ao infarto ¢ o processo de hipertrofia cardiaca
compensatoria.

A funcdo do ventriculo esquerdo depois de um IAM representa uma complexa
interacdo entre fatores, como o estado da artéria coronaria, performance do miocardio,
tamanho e localizagdo do infarto, tamanho da hipertrofia da area ndo infartada, entre outros.
Assim como a performance ventricular, que esta relacionada a perda de extensdo do
miocardio (Pfeffer ef al. 1979), alteragdes no tamanho, massa, geometria e fun¢dao do coragdo
sao fatores que podem definir o remodelamento ventricular (Cohn et al. 2000).

Alguns mecanismos podem explicar o aparecimento da disfuncao ventricular, como
modificagdes no transito de célcio (Weber et al. 2003; Gelpi ef al. 2009), aumento da morte
celular (Saraste et al. 1997; Jiang et al. 2003) e do estresse oxidativo (Cesselli et al. 2001),
déficit energético (Lopaschuk and Saddik 1992), acumulo de coldgeno (Du et al. 2003;
Martos et al. 2007) e algumas alteragdes metabdlicas. Mudangas na via B-adrenérgica (Xu et
al. 2011), nas proteinas contrateis (del Monte et al. 1999), metaloproteinases (Yan et al. 2006,
Kelly et al. 2007) e na geometria ventricular (Pfeffer and Braunwald 1990; Litwin ef al. 1995)
fazem parte destas alteracdes metabolicas.

Uma série de respostas compensatorias ocorre no ventriculo esquerdo apds um IAM,
pela perda do tecido muscular para preservar o débito cardiaco. A agdo do mecanismo de
Frank-Starling tende a manter a funcdo de bomba do ventriculo esquerdo, apesar da perda
abrupta do tecido contratil (Iwasaka et al. 1992). A dilatagdo ventricular, embora represente
um mecanismo eficiente de compensagdo, tem sido associada com uma diminui¢do de
sobrevida. A expansdo do infarto tende a aumentar o estresse da parede do miocérdio, levando
ao seu afinamento. Esse processo serve como um estimulo para hipertrofia cardiaca, podendo

também ser chamado de remodelamento (White ez al. 1987). Um estudo classico mostrou que
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em ratos infartados, o peso do ventriculo esquerdo nao foi alterado, apesar do afinamento das
paredes. Entretanto, o peso do ventriculo direito aumentou (Pfeffer ez al. 1979).

De forma geral, o processo de dilatacdo ventricular pode ser influenciado por trés
fatores interdependentes: o tamanho do infarto, o estresse sobre a parede ventricular e o
processo de cicatrizagao tecidual (Rumberger et al. 1993). Sendo assim, um dos meios mais
eficientes de evitar ou minimizar o aumento nas dimensdes ventriculares apdés um infarto ¢
através da limitacao do dano isquémico.

Estudos experimentais vém demonstrando que o uso de inibidores da enzima de
conversdao da angiotensina (ECA) estd associado com uma relevante reducao da dilatagdo
ventricular (Mill et al. 1997; Bregagnollo et al. 2005; Angeli et al. 2009), aumentando a
funcdo do ventriculo esquerdo e a massa ventricular remanescente, podendo aumentar a
sobrevida apds o IAM (Epifanio et al. 2005). Essa redugdo da dilatacao ventricular com o uso
dos inibidores da ECA foi também mostrada em humanos (Oigman and Neves 2000; Barretto
2001; Egami et al. 2010), reduzindo a mortalidade em pacientes com IAM e varios graus de
disfungao sistolica do ventriculo esquerdo (The SOLVD 1992).

As fibras de colageno sdo importantes constituintes do miocardio, contribuindo para
manutengdo da geometria ventricular e da estrutura de conexao dos miocitos. Alteragdes na
estrutura e composi¢do do colageno tém sido relatadas em diversos tipos de doengas
miocardicas, podendo influenciar a geometria do ventriculo esquerdo (Farahmand et al.
2008).

Em modelo experimental, a atividade colagenolitica, apés um IAM, ¢ detectada de 6
horas a 28 dias apés a ligadura da artéria corondria esquerda, apresentando um pico
caracteristico no 7° dia apos o infarto. A partir do 8° dia, ¢ visivel a formacdo de tecido

fibroso, havendo um aumento transitorio na atividade colagenolitica no ventriculo infartado,
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ou seja, existe um acumulo de coldgeno nas areas de infarto, levando a fibrose e
conseqiientemente, comprometendo a funcao ventricular (Cleutjens et al. 1995).

A regulacdo na sintese de colageno no IAM ¢ diferente nas areas infartadas e nao
infartadas. Na area infartada a deposicdo de colageno ¢ parte de uma resposta da cura da
lesdo, podendo ser desencadeada pelo alongamento ciclico desta lesdo. J4 na éarea nao
infartada, pode ser considerada como um fator de circulacdo local, envolvendo o sistema
renina- angiotensina-aldosterona, que esta envolvido na regulacdo da deposi¢ao do colageno

(Lindpaintner and Ganten 1991; Cleutjens ef al. 1995).

2.2 Papel da modulaciao imunoinflamatoria

A modulacdo imunoinflamatéria tem papel fundamental relacionado a fisiopatologia
do IAM (Roivainen et al. 2000) e sua associagdo com o estresse oxidativo (Kaur et al. 2006).
Em diversas formas de IC, o aumento de marcadores inflamatorios séricos tem sido
investigado como marcador de risco cardiovascular, como as citocinas, que sdo mediadoras de
inflamacao (Ridker et al. 2000; Ridker et al. 2000; Lopes et al. 2010). Entre esses marcadores
inflamatorios temos citocinas pro-inflamatdrias, como a interleucina-6 (IL-6) e o fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), e citocinas antiinflamatorias, como a interleucina-10 (IL-10).

A IL-6 desempenha um papel complexo na regulacdo e propagacdao da resposta
imune, estando relacionada com a gravidade das doencas (Gullestad er al. 1999). E um
marcador de forte prognodstico de morbidade e mortalidade de pacientes com IC e em
pacientes apos IAM (Rattazzi et al. 2003). Além disso, a IL-6 regula a expressdo de outras
citocinas inflamatorias, como IL-1 ¢ TNF-a e encontra-se em concentracoes séricas elevadas,
em situagdes de IAM, sinalizando o inicio do processo inflamatorio (Karpinski et al. 2008).

Em individuos saudaveis, os niveis elevados de IL-6 estdo associados com um aumento de



18

risco para futuros infartos (Ridker ef al. 2000). Um estudo (Gullestad et al. 1999), feito com
administracdo de enalapril, um inibidor da ECA, mostrou que doses elevadas (40mg/dia)
deste farmaco diminuem os niveis de IL-6, quando comparado a doses mais baixas (5mg/dia),
estando associado com a diminui¢do da espessura do septo interventricular. Segundo o autor,
a diminuicao dos niveis de IL-6 pode também estar relacionada a ativacdo de citocinas,
podendo ter efeito sobre a contratilidade miocardica e o remodelamento ventricular.

O TNF-a ¢ uma das citocinas mais estudadas na busca de uma associagao entre a
modulacdo imunoinflamatdria e a fisiopatologia da IC. Esta citocina tem um papel central na
inicializacdo e sustentacdo da resposta inflamatoria, aumentando sua expressdo apos o IAM
(Chen et al. 2011). Os niveis elevados de TNF-a estdo associados a eventos recorrentes
coronarianos em pacientes pos-IAM (Ridker et al. 2000). Assim como outras citocinas, 0
TNF-a tem sua transcricdo génica ativada pelo dimero p50/p65 do Fator Nuclear Kappa Beta
(NFk-B), que se transloca para o nucleo, onde ativa também transcricdo de genes que
possuem em seus promotores, elementos de resposta kB, ou seja, que sejam regulados pelo
NFk-B. Este fator se encontra na forma heterodimera, inativo no citoplasma, ligado a
proteinas inibidoras denominadas genericamente de IkB (Inibidores Kappa Beta). Quando a
célula ¢ estimulada, o IkB se fosforila sinalizando a sua degradagdo proteolitica (Ritchie
1998).

Ao contrario da IL-6 e TNF-a, a IL-10 ¢ uma citocina que demonstra propriedades
antiinflamatorias, inibindo a produ¢do de outras citocinas, como o proprio TNF-a (Bolger et
al. 2002). A IL-10 também atua como um antagonista natural do TNF-a por inibi¢do do NFk-
B (Schottelius et al. 1999) . Estudos mostraram que a diminui¢ao na razao IL-10/TNF-a ¢
associada com a progressdo da IC pds-IAM (Kaur et al. 2006). Além disso, em um estudo

realizado com cardiomidcitos isolados de ratos com 7 dias de infarto, foi possivel observar
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que houve associagao entre a queda da razao IL-10/TNF-a e a formagdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) na progressao da IC (Kaur et al. 2006).

Um estudo experimental, feito com terapia celular pds-IAM, mostrou uma redugdo
no TNF-a e IL-6 (Tavares et al. 2010). Estas analises foram feitas 48 horas depois da oclusao
da artéria corondria, demonstrando que a terapia celular ¢ capaz de interferir no processo
inflamatério apds o IAM e que o desequilibrio redox pode ser um mediador desse processo,
aumentando o estresse oxidativo no tecido miocardico dos animais infartados.

As citocinas inflamatérias podem ter um papel relevante no desenvolvimento e
progressao da IC (Byrkjeland et al. 2011). Niveis elevados de TNF-a foram demonstrados em
pacientes com IC e com uma tendéncia a aumentar progressivamente, conforme a gravidade
da doenca (Torre-Amione et al. 1996). Estudos preliminares com estatinas demonstraram uma
diminui¢do nas citocinas inflamatérias TNF-a e IL-6, e um aumento na fra¢do de ejecdo do
ventriculo esquerdo, mostrando que as estatinas podem ter efeitos antiinflamatérios no

tratamento da IC, podendo melhorar o remodelamento ventricular (Node et al. 2003; Sola et

al. 2006).

2.3 Estresse oxidativo

Estresse oxidativo ¢ definido como um desequilibrio entre a formacao e remocgdo de
agentes oxidantes no organismo, ou seja, desequilibrio entre anti e prdé-oxidante. Esse
desequilibrio ¢ decorrente da diminuicdo de antioxidantes e/ou da formagdo excessiva de
EROs, que sdo radicais livres provenientes do metabolismo do oxigénio (Singal et al. 2000).

Radical livre refere-se a elétrons desemparelhados na sua tltima camada, levando a
um alto poder reativo. Uma das principais fontes de radicais livres ¢ o oxigénio, que ¢

produzido naturalmente em nosso organismo através de processos metabodlicos oxidativos. A
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maior parte do oxigénio consumido, 95-98%, ¢ utilizada pelas mitocondrias e reduzido a
agua. Quando parte desse oxigénio ndo consegue se transformar em agua, 2-5%, transforma-
se em EROs, o que pode resultar em dano tecidual (Schneider and Oliveira 2004).

A IC ¢ uma doenga multifatorial caracterizada pela incapacidade do coracao de
manter débito cardiaco adequado frente as demandas do organismo. E uma sindrome que
pode ser resultante de distirbio funcional e/ou estrutural do coragdo, cuja capacidade de
bombeamento (enchimento e/ou ejecao) esteja comprometida (Barretto and Ramires 1998).
Assim, qualquer situagdo que diminua a contratilidade do miocardio, como doenga
aterosclerotica, isquemia cardiaca, IAM, hipertensao arterial nao tratada, entre outras, pode
levar a IC. Além disso, estudos apontam que a participagdo dos radicais livres, especialmente
das EROs, podem contribuir para o surgimento da IC (Conner and Grisham 1996; Singal et
al. 1998)).

O desequilibrio entre a atividade pro e antioxidante no miocardio foi associado a IC,
em particular em um estudo feito com ratos, onde foram avaliados atividade antioxidante e
estresse oxidativo apos 1, 4, 8 e 16 semanas de IAM por oclusdo da artéria coronaria. O
estado redox nos coracdes infartados foi aumentado através da redugao da GPx e da CAT, que
sdo enzimas antioxidantes. Por sua vez, a atividade da SOD diminuiu somente apos 16
semanas depois do IAM (Hill and Singal 1996). A relacdo do estresse oxidativo com a
contratilidade miocardica também foi analisada por Silva e cols. Os autores demonstraram
uma diminuicdo da atividade antioxidante levando a um aumento do estresse oxidativo
associado com redu¢do da contratilidade miocardica (Silva et al. 2005). Refor¢cando esta idéia,
outros estudos relacionaram alteragdes morfoldgicas, como hipertrofia, apoptose dos
cardiomidcitos e disfuncdo da contratilidade miocardica, com a expressdo das isoformas do
oxido nitrico sintase (NOS): NOS endotelial (eNOS) (Smith ez al. 2005) ¢ NOS induzida

(iNOS) (Stein et al. 1998).
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No miocardio, algumas condig¢des cardiacas estressantes levam a uma diminuigdo de
reservas antioxidantes, sendo associadas ao aumento do estresse oxidativo, podendo levar a
mudancas cardiovasculares, diminuindo a contratilidade e contribuindo para o surgimento da
IC. O acumulo de danos oxidativos tende a resultar em morte excessiva de células (Chiarugi
2009). Contudo, uma reserva de antioxidantes pode oferecer protecdo contra alteracdes
miocardicas causadas pelo estresse oxidativo (Singal et al. 1998).

Uma revisao classica (Antozzi and Zeviani 1997), descreve a importancia das bases
moleculares e bioquimicas para o entendimento de cardiomiopatias primarias e as subdividem
em dois grupos: resposta a desordens da contratilidade do miocardio e de proteinas contrateis
e a desordens no metabolismo energético cardiaco. Contudo, os defeitos nos processos de
fosforilagdao oxidativa na mitocondria e de B-oxidagdo sdo as principais causas metabodlicas da
cardiomiopatia. Devido a estas alteracdes metabolicas, € possivel inferir que as modificacdes
nos processos de oxi-redugdo que ocorrem na célula e, consequentemente, no estresse
oxidativo ao qual este 6rgao estd submetido, podem ser responsaveis por parte do processo de
remodelamento ventricular.

Em um experimento realizado com porcos, através de sobrecarga progressiva, foi
demonstrado o aparecimento de hipertrofia cardiaca 10 dias apds este procedimento, sendo
que os sinais de insuficiéncia cardiaca apareceram somente 20 dias apd6s a mesma. A
hipertrofia cardiaca faz parte de um processo de resposta adaptativa, sendo uma fase de
transicao para um quadro de insuficiéncia cardiaca. Neste estudo, as evidéncias sugerem que o
déficit da capacidade antioxidante do miocérdio, assim como seu estado redox, também
participa da patogénese da IC de forma precoce (Randhawa and Singal 1992).

Em outro estudo, sobre indices de lipoperoxidacao (LPO) e atividade antioxidante
(GPx e vitamina C) em pacientes com diferentes graus de insuficiéncia cardiaca congestiva,

encontrou um progressivo aumento de danos induzidos por radicais livres e diminuicdo das
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reservas antioxidantes diretamente proporcionais ao grau da IC. Com isso, o autor sugere que
a suplementacdo com antioxidantes pode melhorar a funcao ou sobrevivéncia dos miodcitos

(Keith et al. 1998).

2.4 Sistema energético e os transportadores de glicose

O IAM leva a dilatagdo ventricular esquerda e hipertrofia do tecido miocardico
remanescente. Uma hipotese para explicar o remodelamento ¢ a deficiéncia energética do
miocardio. Modificagdes compensatdrias ocorrem tanto em nivel protéico como na expressao
génica de proteinas que agem no metabolismo dos cardiomidcitos (Remondino et al. 2000;
Murray et al. 2006).

A produgdo de ATP no miocérdio ¢ importante para preservar a viabilidade cardiaca
durante a isquemia (Cave et al. 2000) e para a manutencdo do débito cardiaco pos-IAM. Em
uma classica revisdo, Opie (1972) aborda que dentre as vias metabdlicas como ATP-CP
(adenosina trifosfato - creatina fosfato), glicolise e oxidacdo de AGL (4acidos graxos livres), a
mais importante para o geragdo de energia no tecido muscular cardiaco ¢ a glicolise, uma vez
que o sistema ATP-CP tem curta duracdo e a energia proveniente da oxida¢do dos AGL trés
consigo a formacao de radicais livres de O,, aumento no consumo de oxigénio pelo miocardio
e menor geracdo de ATP (Opie 1972).

Como o musculo cardiaco ¢ caracterizado por uma alta taxa de consumo de glicose,
se o aporte deste substrato for insuficiente, a oxidacdo dos AGL no miocardio sera
predominante. A captagdo de glicose pelo musculo cardiaco ¢ feita pelos transportadores de
glicose (GLUTs). Os GLUTSs sao proteinas de membrana cuja funcao ¢ transportar glicose do
meio extracelular para o interior das células, através da membrana plasmatica, por difusao

facilitada (Machado et al. 2006). Essas proteinas foram denominadas em ordem cronologica
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de caracterizacdo e sdo expressas desta forma no tecido e célula-especifica (Uldry and
Thorens 2004). O GLUT4 ¢ expresso no tecido cardiaco, muscular esquelético e adiposo,
sendo o transportador de glicose mais abundante do organismo (Ploug et al. 1998).

Os cardiomidcitos expressam dois transportadores de glicose GLUT1 e GLUTA4, este
ultimo mais importante do ponto de vista quantitativo (Kraegen et al. 1993; Zorzano et al.
1997). Em sua forma basal, o GLUT4 esta localizado em compartimentos intracelulares e a
sua translocacdo para a membrana plasmatica ocorre, primariamente, sob estimulo insulinico,
sendo assim denominado transportador de glicose insulino-sensivel (Machado 1998).
Contudo, existem outros fatores que também aumentam a concentracdo de GLUT4 na
membrana plasmatica, como treinamento fisico (Lehnen ef al. 2010) e hipoxia (Cartee et al.
1991).

De uma forma geral, o IAM causa um desequilibrio no sistema energético do
coracdo em todas as vias metabolicas. Um estudo feito com ratos Wistar, onde foi realizada a
oclusdo da artéria coronaria descendente esquerda levando ao IAM, mostrou que 8 semanas
apos a lesdo cardiaca, o grupo infartado apresentou menores niveis de creatina-fosfato bem
como menores niveis de creatina quinase e creatina livre no citosol dos cardiomiocitos, em
relacdo ao grupo sham (Neubauer ef al. 1995). A diminui¢do de substratos de energia
anaerdbia, como a creatina-fosfato, tem consequéncias diretas na producao de ATP,
principalmente em demandas de ajuste imediato da contratilidade cardiaca.

Por sua vez, apds um IAM, em longo prazo a glicélise também diminui, determinada
possivelmente pela menor captagdo de glicose pelos cardiomidcitos. Em estudo experimental
com ratos, observou-se uma diminui¢do nos niveis de GLUT4, diminuindo a captagdo de
glicose e, por conseqiiéncia, menor producdo de ATP via glicolise apos 10 semanas de IAM
(Murray et al. 2006). Outro estudo, também com este modelo, observou-se que um dia apds a

oclusdo da coronaria ndo houve diferenga na oxidacdo da glicose e/ou do palmitato. Neste
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periodo, os niveis de expressao do GLUT1 aumentaram no grupo infartado provavelmente
como um sistema de compensagdo para captagao de glicose, uma vez que no mesmo periodo
houve uma diminui¢do da expressdao do GLUT4, em relacao ao grupo sham. Oito semanas
apos o IAM, os niveis de GLUTI1 e GLUT4 nao mostraram diferengas em relagdo ao grupo
sham. Neste periodo foi constatada uma hipertrofia do tecido remanescente e a oxidagao da
glicose foi aumentada em ~84%, comparanda com os coracdes controles (Remondino et al.
2000). Os efeitos adversos do IAM sobre a captacao de glicose também foram observados em
ratos diabéticos. Animais diabéticos (induzidos por estreptozotocina) que sofreram IAM,
apresentaram uma diminui¢ao de GLUT4 em comparagdo aos ratos controles, avaliados 15
dias apds a lesdo cardiaca (Malfitano et al.). Efeito similar também foi encontrado em
humanos (Dutka et al. 2006).

Coletivamente, esses dados mostram que a lesdo cardiaca pode sobrecarregar alguns
sistemas metabolicos a fim de manter energia para contratilidade miocardica adequada.
Entretanto, algumas adaptacdes negativas, como menor expressaio de GLUT4 nos
cardiomiocitos, podem determinar menor reserva energética ¢ modificar a fonte energética,
preponderando a oxidagdo dos AGL (Remondino ef al. 2000).

A menor quantidade de GLUT4 pode levar a uma menor utilizacdo de energia
proveniente da glicdlise, e por conseqiliéncia, aumento da oxidacdo de AGL. Isso leva a uma
maior formagdo de EROs aumentando o EO. Por sua vez, foi relatado que a inducdo de EO
através do estimulo de cardiomiocitos com H,O, foi capaz de aumentar a translocagdo de
GLUTHA4. Este estimulo também foi capaz de ativar a proteina quinase B fosforilada (Akt) e a
sua inibi¢do diminuiu a translocagdo de GLUT4 para a superficie celular (Horie et al. 2008).
Este processo pode ser um mecanismo de compensagdo a fim de restabelecer a energia

proveniente da glicélise e diminuir a utilizagdo dos AGL.
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O uso de inibidores da ECA esta associado com o remodelamento ventricular apds o
IAM. O uso de inibidores da ECA tem sido associado com melhora da resisténcia a insulina
por aumentar a captacdo de glicose em células musculares esqueléticas via sistema
bradicinina-NO e aumento de transloca¢do de GLUT4 (Shiuchi ef al. 2002). Em modelo de
coragao isolado, um estudo comparou o efeito da bradicinina com o efeito da insulina sobre a
translocacdo de transportadores de glicose no coragdo, concluindo que a bradicinina promove
maior translocagdo de GLUT1 e GLUT4 para a membrana plasmatica (Rett et al. 1996). Os
inibidores da ECA, quando utilizados em pacientes com IAM, podem atenuar e at¢ mesmo
prevenir o remodelamento ventricular, reduzir a incidéncia de posterior IC, melhorar a
qualidade de vida e a capacidade funcional, reduzir sintomas, prevenir um reinfarto e
aumentar a sobrevida (Piegas 2004).

Um estudo feito em coracdes isolados de ratos, submetidos a isquemia e reperfusao,
avaliou os efeitos da insulina associada com captopril sobre os efeitos das vias de sinalizagdo
da insulina/angiotensina e funcdo cardiaca. Este estudo mostrou que a insulina aumentou a
expressdo de Akt e adenosina monofosfato (AMPK) e inibiu os efeitos deletérios da
angiotensina-I durante a isquemia e reperfusdo, podendo melhorar o metabolismo do
miocardio. O captopril também inibiu os efeitos deletérios da angiotensina-I, porém quando

associado com a insulina ndo potencializou esses efeitos (Oliveira et al. 2011).



26

3 ESTATINAS

As estatinas sdo agentes hipolipemiantes, responsaveis pela diminui¢do dos niveis
plasmaticos de colesterol através da captacao de LDL (low density lipoprotein). Isso ocorre
pela inibicao seletiva e competitiva da 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima-A redutase (HMG-
CoA redutase), responsavel pela sintese de colesterol (Igel et al. 2002). O HMG-CoA
redutase ¢ um dos fatores de transcri¢ao responsavel pela produgdo de receptores de LDL,
com conseqiiente aumento da absorc¢ao e catabolismo do LDL (Jones and Farmer 2008).

Estudos demonstram que a estatinas reduzem morbidade e mortalidade em pacientes
com diferentes perfis de risco cardiovascular, através dos seus efeitos benéficos como
prevengdo primaria e secundaria (Downs et al. 1998; Group. 1998; Pedersen ef al. 1998;
WOSCOPS 1998; Nakamura 2007). As estatinas reduzem eventos cardiacos em pacientes
dislipidémicos ou mesmo naqueles com niveis moderadamente elevados de colesterol,
podendo melhorar ou mesmo reverter lesdoes vasculares (Piegas 2004). Neste contexto, as
estatinas vém se mostrando uteis em restaurar a funcdo endotelial e proteger contra
complicagdes de doengas ateroscleroticas, tanto na prevengdo primaria, quanto na secundaria
(Saad 2004; Sharma et al. 2009). Além do seu classico efeito hipolipemiante, as estatinas tém
efeitos pleiotropicos, ou seja, efeitos ndo lipidicos (Castro et al. 2008). Dentre estes efeitos, as
estatinas ja mostraram ter propriedades antiinflamatérias e antioxidantes, pelas acdes

imunomoduladoras e antitrombogénica e pela melhora da disfun¢do endotelial, ou seja,
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efeitos nao lipidicos que andam paralelos a redu¢ao da hipercolesterolemia (Endres et al.
1998; Wolfrum et al. 2003; Jones and Farmer 2008; Furuya et al. 2009).

As estatinas diferem entre si quanto a sua solubilidade, absor¢do e excregdo, e
podem ser classificadas por hidrofilicidade, eficacia e farmacologia (tabela 1). Entre as
estatinas lipofilicas estdo a simvastatina, cerivastatina, lovastatina, fluvastatina e

atorvastatina. A rosuvastatina e a pravastatina sao consideradas hidrofilicas (Vaughan and

Gotto 2004).
Tabela 1. Eficacia e farmacologia das estatinas
Estatina Reducdao CT Redug¢do LDL-c Aumento HDL-c Redu¢do TG Hidrofilica
(%) (%) (%) (%)

Atorvastatina 25-45 26-60 5-13 17-53 nao
Fluvastatina 16-27 22-36 3-11 12-25 nao
Lovastatina 16-34 21-42 2-10 6-27 nao
Pravastatina 16-25 22-34 2-12 15-24 sim
Rosuvastatina 33-46 45-63 8-14 10-35 sim
Simvastatina 19-36 26-47 8-16 12-34 nao

CT- colesterol total; LDL-c- lipoproteina de baixa densidade; HDL-c - lipoproteina de alta densidade; TG -
trigliceridios. Adaptado de Vaughan e Gotto (2003).

A atorvastatina, administrada 24 horas ap6s o IAM durante 4 semanas, causa um
equilibrio entre as citocinas pro6 e anti-inflamatorias, diminuindo os niveis de TNF-a e IL-6 e
aumentando os niveis de IL-10. Esse equilibrio leva a um melhor remodelamento ventricular,
melhorando a func¢ao sistélica do ventriculo esquerdo (Stumpf ez al. 2009).

Um estudo feito em adipdcitos in vitro examinou os efeitos da atorvastatina e
pravastatina na captagdo de glicose sobre o processo de transdugdo de sinal da insulina. Neste
estudo foi demonstrado que o pré-tratamento destas células com atorvastatina diminuiu a
captagdo de glicose mediada por insulina, o que ndo ocorreu no pré-tratamento com

pravastatina. Essas altera¢des foram em razdo da diminui¢do do conteudo de GLUT4 na
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membrana plasmatica do grupo com atorvastatina, o que ndo ocorreu com a pravastatina.
Essas diferencas poderiam ser atribuidas ao fato da atorvastatina ser um composto
hidrofobico, portanto permeavel na célula, inibindo a HMG-CoA redutase, enquanto a
pravastatina ¢ um composto hidrofilico (Takaguri et al. 2008).

Estatinas hidrofébicas (atorvastatina, fluvastatina, simvastatina, lovastatina e
cerivastatina), induzem apoptose, segundo um estudo feito em ratos (Kaneta et al. 2003).
Estes efeitos pleiotropicos, como apoptose, propriedades antiinflamatorias, acgdo
antitrombogénica e melhora da funcao endotelial, possibilitaram pensar no uso das estatinas
como terapia coadjuvante na sindrome coronariana aguda. O Myocardial Ischemia Reduction
with Aggressive Cholesterol Lowering (MIRACL) e o Thrombolysis In Myocardial Infarction
(TIMI-22) s3ao importantes ensaios clinicos prospectivos controlados que apresentaram
evidéncias consistentes sobre a administragdo de estatinas como terapia adjuvante em
sindromes isquémicas agudas (Olsson et al. 2007).

Ensaios clinicos mostram que a administracao precoce de estatinas (nos primeiros
dias e em altas doses) em pacientes com sindrome coronariana aguda leva a redugdo
significativa de 6bito, IAM e reinternagdo por novo episddio desta sindrome. Estes beneficios
foram bem mais evidenciados em longo prazo, apesar de alguns destes estudos apontarem
algum beneficio j& nas primeiras semanas (Schwartz et al. 2001; Ray et al. 2005). As estatinas
podem suprimir, parcialmente, marcadores inflamatorios em pacientes com IC. Porém, este
efeito benéfico pode ser associado a diferentes tipos de estatinas, tempo de tratamento e
caracteristicas dos pacientes (Zhang et al. 2010).

Terapia com as altas doses de estatinas, quando comparadas com terapia
convencional, reduz em 30 dias os eventos apds sindromes coronarianas agudas, diminuindo
0s pacientes em risco, provavelmente devido aos seus efeitos pleiotropicos (Ray et al. 2005).

Sendo assim, ¢ recomendado que o tratamento de pacientes com sindromes coronarianas deve
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comegar no hospital incluindo altas doses de estatinas e ser mantido em longo prazo. Um
estudo iniciado durante a fase aguda de angina instavel ou IAM, mostrou que pacientes
tratados com atorvastatina tiveram um baixo risco de isquemia sintomatica e eventos
isquémicos recorrentes, € reduziram o risco de eventos isquémicos recorrentes nas primeiras
16 semanas (Schwartz et al. 2001).

Nao existe um consenso na utilizagdo de estatinas nos primeiros dias apos evento
caracteristico de IAM, entretanto, ¢ recomendado o seu uso nas primeiras semanas apos uma
sindrome coronariana aguda. A dose inicial ndo estd completamente definida, apesar de
estudos apontarem doses elevadas de atorvastatina (80 mg/dia), simvastatina (40 mg/dia) e
pravastatina (40 mg/dia) (Grundy et al. 2004).

Além do classico efeito hipocolesterolémico, as estatinas podem ter um efeito
favoravel sobre a pressao arterial, principalmente em pacientes com pressao arterial sistolica
elevada. Este efeito anti-hipertensivo pode ocorrer independente da idade e pode reduzir
efeitos cardiovasculares (Strazzullo ef al. 2007; Correa et al. 2010). O estado inflamatorio €
caracteristica comum em individuos com hipertensao associada a obesidade e, segundo o
autor, o efeito anti-hipertensivo das estatinas, pode ocorrer através das propriedades anti-
inflamatoérias destes farmacos. Em contrapartida, uma analise post-hoc de um longo estudo,
de 2,6 anos, com mais de 500 pacientes com hipertensao leve e hipercolesterolemia, feito em
13 hospitais da Italia, onde foi administrado 40 mg por dia de atorvastatina, ndo demonstrou
qualquer efeito das estatinas sobre a pressao arterial (Mancia et al. 2010).

Outra agdo das estatinas estd relacionada com o aumento da atividade de NOS. A
pitavastatina preserva a funcdo endotelial em artérias corondrias e arteriolas na presenca de
hipercolesterolemia, aumentando o nivel de NOS e reduzindo o estresse oxidativo, além de
minimizar a susceptibilidade a oxidacdo de LDL (Kumai et al. 2004). A cerivastatina,

administrada em pacientes diabéticos do tipo 2 com dislipidemia, melhorou a resisténcia
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vascular em resposta a acetilcolina somente apds inibi¢ao da NOS, indicando, provavelmente,
uma melhor resposta do fator hiperpolarizante derivado do endotélio (Tran ef al. 2005).

Em um estudo experimental, utilizando ratos Wistar, foram observados efeitos
terapéuticos da rosuvastatina administrada 2 dias antes do insulto e avaliados 10 semanas pos-
IAM; houve uma melhora da disfungdo endotelial e uma redugdo da agregagao plaquetaria
(Schafer et al. 2005). Em ratos normocolesterolémicos, a administracao de rosuvastatina antes
da inducao de isquemia miocardica, aumentou a eNOS, diminui iNOS e o dano vascular
endotelial (Di Napoli et al. 2005).

Em outro estudo, foi utilizada fluvastatina precocemente (14 dias antes do insulto)
com o objetivo de avaliar uma possivel a¢ao cardioprotetora, de “varredura” (scavenger) de
radicais livres, atenuando a lesdo pos-isquemia e reperfusdao. Os resultados indicaram que o
tratamento prévio com fluvastatina reduz a area de infarto, independente da agdo
hipolipemiante, podendo ter atenuado a lesdo miocardica principalmente via 6xido nitrico
(NO), mas ndo por suas propriedades antioxidantes, embora nao tenha sido realizada nenhuma
analise de enzimas antioxidantes. Foi avaliado apenas um tUnico marcador para avaliar
estresse oxidativo, o 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG), que tem a capacidade de mostrar
apenas dano oxidativo ao DNA induzido por espécies reativas de oxigénio (ERO) (Matsuki et
al. 2006).

O tratamento com atorvastatina pos-IAM em camundongos demonstrou queda de
40% na mortalidade durante as 4 semanas ¢ revelou um aumento da concentracdo da eNOS,
que foi relacionado com uma maior neovasculariza¢do na zona de borda infartada (Gonzalez
Flecha et al. 1991). Outro estudo atual (Furuya et al. 2009), feito em modelo de obesidade
animal induzida por glutamato monossddico, mostrou que a atorvastatina administrada por 4
semanas, avaliada por plasma, reverte a inflamacdo e os niveis de GLUT4 no tecido adiposo

em camundongos obesos resistentes a insulina.
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Coletivamente, as estatinas reduzem niveis plasmaticos de colesterol, diminuindo a
entrada das lipoproteinas modificadas pela parede vascular. Existem cada vez mais evidéncias
de que as estatinas também podem exercer efeitos além da diminui¢do dos niveis séricos de
colesterol. Entretanto, muitos dos seus efeitos pleiotropicos parecem estar envolvidos na
restauracdo ou melhora da fungdo endotelial através do aumento da biodisponibilidade do
NO, promovendo a reendotelizagdo, reduzindo estresse oxidativo e inibindo respostas

inflamatérias (Wolfrum et al. 2003).
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4 JUSTIFICATIVA

Embora estudos mostrem diversos efeitos, que nao apenas os hipolipemiantes das
estatinas, sua agdo especifica sobre determinadas citocinas inflamatorias e sobre o transporte
de glicose ainda nao foi totalmente explorada.

Hé uma importante lacuna no conhecimento a respeito do que ocorre entre o insulto
cardiaco e o inicio do remodelamento ventricular no que tange a correlagdo entre parametros

de fun¢ao cardiaca, processo inflamatorio e o transporte de glicose.



33

5 HIPOTESE

O uso de estatinas, 14 dias antes do insulto e 7 dias apds o IAM, poderia modular a
liberagcdo de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-6. Desta forma, aumenta a

capacidade do transporte de glicose, podendo influenciar no remodelamento ventricular.
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6 OBJETIVOS

6.1 Geral

Avaliar a resposta inflamatéria e o conteudo da proteina GLUT4 em ratos Wistar-
Kyoto submetidos ao tratamento preventivo com estatinas durante 14 dias antes do infarto

e/ou 7 dias apos o IAM.

6.2 Especificos

1. Avaliar o efeito do uso de atorvastatina.

2. Avaliar fun¢ao cardiaca ¢ area de infarto.

3. Analisar, quantitativamente, as citocinas inflamatorias TNF-a e IL-6

4. Avaliar a expressao de GLUT4 nas fracdes microssomal e membrana plasmatica no

coracao de ratos infartados.
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Resumo

Introducio: Embora estatinas sejam benéficas apds o infarto agudo do miocardio (IAM),
pouco se sabe sobre seus efeitos quando usadas previamente ao evento. Objetivo: Avaliar o
efeito do uso prévio de atorvastatina sobre a fun¢do cardiovascular, inflamagao e GLUT4 no
coracdo de ratos apos IAM (oclusdo artéria corondria). Métodos: Ratos Wistar-Kyoto,
machos, foram tratados com atorvastatina (20mg/kg) ou veiculo (gavagem), 14 dias antes do
IAM ou cirurgia sham e avaliagdo ecocardiografica 48h pos-IAM (Protocolo A) ou + 7 dias
de atorvastatina apds IAM e avaliagdo ecocardiografica 7 dias pos-IAM (Protocolo B),
divididos 16/grupo: C (sham+veiculo), I (IAM+veiculo), CAt (sham+atorvastatina) e At
(IAM+atorvastatina). Foram avaliados parametros funcionais ecocardiograficos, marcadores
inflamatoérios plasmaticos e GLUT4 no coracao (Western blot). Resultados: A area de infarto
foi ~50% nos grupos I e IAt. No protocolo A, a fragdo de encurtamento foi ~60% maior no
grupo [At vs. 1 (C:50,943,9; CAt:47,9+4,0; 1:20,7+3,4; 1At:33,4+3,5 %; p=0,036), o que nao
ocorreu no protocolo B. A fracdo de eje¢ao apresentou reducao nos animais apoés 1AM
(Protocolo A: ~37%; B: ~30%) e a atorvastatina ndo melhorou este indice. Houve aumento de
GLUT4 (miocardio, membrana plasmatica) pelo IAM 48h pds-IAM: C:35,7+6,0;
CAt:32,2+10,9; 1:49,849.8; IAt:54,1+£6,3 UA/g tecido; p<0,001, sem beneficio pela
atorvastatina, e reducdo 7 dias pos-IAM: C:50,2+4,4; CAt:52,3£3,1; 1:39,0+7,9;
[At:26,4+11,0 UA/g tecido; p<0,001, com prejuizo pela atorvastatina (reducdo de 32% na
membrana plasmatica). O IAM determinou aumento de marcadores inflamatorios no plasma,
ndo revertido pelo uso de atorvastatina. Conclusido: Atorvastatina prévia ao IAM melhora a
contratilidade no miocardio precocemente independente do GLUT4 cardiaco, efeito que nao

foi mantido quando da avaliagdo mais tardia.

Palavras-chaves: atorvastatina, GLUT4, infarto agudo do miocardio.



54

Abstract

Background: Although statins are beneficial after acute myocardial infarction (AMI), its
effects when used prior to this event remains unclear. Aim: To evaluate the effect of prior use
of atorvastatin on cardiovascular function, inflammatory state and GLUT4 expression in the
rat heart after myocardial infarction (coronary artery occlusion). Methods: Wistar-Kyoto
male rats were treated with atorvastatin (20mg/kg) or vehicle (gavage), 14 days before the
AMI or sham surgery, and echocardiographic evaluation 48 hours after AMI (protocol A) or
atorvastatin + 7 days after AMI and echocardiography 7 days after AMI (Protocol B),
allocated 16/grupo: C (sham + vehicle), I (AMI + vehicle), CAt (sham + atorvastatin) and 1At
(AMI + atorvastatin). Functional echocardiographic parameters, plasma inflammatory
markers and GLUT4 in the heart (Western blot) were measured. Results: Infarcted area was
~50% in groups I and IAt. In protocol A, left ventricular fractional shortening was ~60%
higher in the IAt vs. I (C: 50.9 + 3.9; CAt: 47.9 + 4.0; I: 20.7 + 3.4; 1IAt: 33.4 + 3.5%,
p=0.036), which not occur in protocol B. Ejection fraction was reduced in the animals after
acute myocardial infarction (Protocol A: ~37%, B: ~30%) and atorvastatin did not improve
this parameter. There was an increase of GLUT4 (plasma membrane) in the Protocol A (C:
35.7 £ 6.0; CAt: 32.2 £ 10.9, I: 49.8 + 9.8; IAt: 54.1 + 6.3 AU/g tissue, p<0.001) with no
benefit by atorvastatin, and reduction in the Protocolo B (C: 50.2 + 4.4; CAt: 52.3 £3.1; I: 39,
0+ 7.9; 1At: 26.4 + 11.0 AU/g tissue, p<0.001), damage by atorvastatin (32% reduction in the
plasma membrane). The AMI resulted in an increase of inflammatory markers in plasma, not
reversed by the use of atorvastatin. Conclusion: Atorvastatin prior to AMI improves
myocardial contractility in early heart independent of GLUT4, an effect that was not

maintained when evaluating later.

Key-words: Atorvastatin, GLUT4, acute myocardial infarction.
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Introducio

O infarto agudo do miocardio (IAM) ¢ a principal consequéncia da doenca arterial
coronariana, com alto indice de morbidade e mortalidade, podendo levar a insuficiéncia
cardiaca (Thygesen et al, 2007). A perda de tecido muscular cardiaco ¢ uma consequéncia de
respostas compensatorias, especialmente no ventriculo esquerdo, para preservagdo do débito
cardiaco (Iwasaka et al, 1992). O musculo cardiaco ¢ caracterizado por elevada taxa de
consumo de glicose (Lopaschuk et al, 1997), cuja captacao pelos cardiomiocitos ¢ realizada
primariamente por difusdo facilitada através da acdo do transportador de glicose tipo 4
(GLUT4). Assim, a expressao de GLUT4 no tecido cardiaco ¢ determinante no suprimento de
glicose, tendo efeitos sobre a contratilidade miocardica (Zhang et al, 2009).

Ap6s o TAM estabelece-se o remodelamento ventricular, o qual ¢ influenciado pelo
aumento de expressdao de citocinas pro-inflamatorias, tais como fator de necrose tumoral-a
(TNF-a) (Chen et al, 2011) e interleucina-6 (IL-6) (Rattazzi et al, 2003), as quais t€m sido
investigadas como marcadores inflamatorios no remodelamento cardiaco (EI-Menyar, 2008;
Lopes et al, 2010). Ja a interleucina 10 (IL-10), citocina com propriedades anti-inflamatorias,
se mostrou negativamente associada a progressao da insuficiéncia cardiaca apds o IAM (Kaur
et al, 2006a; Kaur et al, 2006b). Quando IL-6 e TNF-a sdo ativadas, existe uma diminui¢ao
de translocacdo de GLUT4 para a membrana plasmatica e por conseqiiéncia, menor captagao
de glicose por células insulino-sensiveis (Hirosumi et a/, 2002; Stephens et al, 1991).

As estatinas sdo farmacos reconhecidamente uteis na redu¢do de mortalidade apos o
IAM em humanos, o que se deve a seus efeitos hipolipemiantes e anti-inflamatorios (Huang et
al, 2009; Zhang et al, 2011). Estudos utilizando atorvastatina mostraram sua capacidade em
reduzir citocinas inflamatoérias (IL-6 e TNF-a) no coragdo de ratos apds IAM e aumentar a
expressdo do GLUT4 no tecido adiposo de camundongos (Furuya et al, 2009; Stumpf et al,

2009). Entretanto, o papel da atorvastatina sobre o GLUT4 no coragdo de ratos apos IAM
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ainda ndo foi estudado. Para estudar as conseqiiéncias e complicacdes do IAM tem se
utilizado modelo de ligadura da artéria coronaria esquerda em ratos, pois os resultados deste
procedimento apresentam muitas similaridades ao que ocorre apés IAM em humanos. Assim,
o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do uso profilatico de atorvastatina sobre a resposta
inflamatoéria e expressao do GLUT4 em diferentes tempos precoces apds infarto agudo do

miocardio em ratos.
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Materiais e Métodos

Animais

Todos os procedimentos adotados durante os experimentos envolvendo os animais
estdo de acordo com o que preconiza o Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e sob os padroes internacionais de pesquisa com animais Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals. A aprovacao da pesquisa foi concedida previamente pelo Comité
de Etica do Instituto de Cardiologia do RS em 18/11/2009 sob protocolo UP:4387/09.

Foram utilizados 64 ratos Wistar-Kyoto (WKY’), machos, com 60 dias (Protocolo A,
n=25; Protocolo B, n=39). Os animais foram criados e mantidos sob condi¢des de biotério
convencional, na Coordenacdo de Produc¢dao e Experimentagdo Animal do Centro de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico da Fundacao Estadual de Producao e Pesquisa em
Satide do Rio Grande do Sul. Os animais foram alimentados com ragdo balanceada padrao
para roedores, receberam agua ad libitum e foram mantidos em gaiolas especificas para ratos
com fotoperiodo claro/escuro de 12 horas (06:00/18:00h).

Os ratos foram divididos em 4 grupos: cirurgia sham e veiculo oral — dgua de beber
(C, n=14), cirurgia de ligadura da coronaria esquerda e veiculo oral — dgua de beber (I, n=18),
cirurgia sham e atorvastatina oral (CAt, n=14) e cirurgia de ligadura da coronaria esquerda e
atorvastatina oral (IAt, n=18). Os detalhes da sequéncia experimental estdo descritos a seguir
e mostrados esquematicamente na Figura 1.

No protocolo A, os animais foram submetidos ao tratamento com atorvastatina
(20mg/kg peso) ou veiculo por gavagem durante 14 dias e apos foi feito o procedimento de
ligadura da artéria coronaria esquerda ou cirurgia sham. Ao final desses 14 dias de tratamento,
48h apos, os animais foram avaliados novamente por ecocardiografia e 24h apds foram
anestesiados (50 ml.kg'1 ketamina e 20 ml.kg'1 xilasina, volume de 0.2 ml/100g), quando foi

coletado sangue da artéria aorta para analises de IL-6 e TNF-a. Posteriormente, os coragdes
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foram retirados, caracterizando a eutanasia, pesados e apds colocados em nitrogénio liquido
para posterior armazenamento em freezer (Figura 1A).

No protocolo B, apds sua alocagdo aos grupos descritos, os animais foram avaliados
por ecocardiografia e submetidos ao tratamento com atorvastatina na mesma dose acima
descrita ou veiculo por gavagem durante 14 dias. Subsequente a isto, foi realizada a cirurgia
para ligadura da artéria coronaria esquerda ou cirurgia sham e realizado novamente o
tratamento com atorvastatina por mais 7 dias. Ao final dos 21 dias de tratamento (uma semana
pos-IAM), os animais foram avaliados novamente através de ecocardiografia, para
caracterizar o tamanho do IAM e avaliar parametros funcionais. Apds 24 horas, os animais
foram anestesiados (50 ml.kg" ketamina e 20 mlLkg" xilasina, volume de 0.2 ml/100g) e os
coragdes rapidamente retirados, pesados e congelados em nitrogénio liquido. Os coragdes
foram entdo armazenados a -80°C para as analises moleculares. Com a retirada do coracao, os

animais foram conseqiientemente eutanasiados (Figura 1B).

Inducao do IAM

O IAM foi induzido por ligadura da artéria coronaria esquerda, de acordo com descrito
na literatura (Pfeffer et al, 1979). Os animais foram anestesiados intraperitonealmente com
ketamina (50 mlL.kg™) e xilasina (20 ml.kg"). Apés a intubagio orotraqueal, os animais foram
colocados a ventilagdo mecancia (ventilador Harvard, modelo 683, frequéncia: 60 m/min,
volume corrente: 1,5 ml). Foi realizada uma toracotomia intercostal esquerda, o pericardio
rompido e ap6s ocluido a artéria corondria esquerda com um fio mononylon 6.0. Apds a
ligadura da corondria, a incisdo toracica foi fechada utilizando-se fio mononylon 5.0, os
musculos foram reposicionados e a pele suturada. Todos os animais receberam analgesia apds

o procedimento cirargico (Butorfanol 2 mg.kg™).

Ecocardiografia
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Para este procedimento, os animais foram colocados em decubito lateral (angulo de
45°) para obter as imagens cardiacas (ecocardiografo Philips — EnVisor Andover, MA, EUA.),
utilizando-se transdutor de 12-4 MHz e profundidade de 2 centimetros (Cheitlin et al, 2003).
As imagens foram captadas por um operador treinado com experiéncia em ecocardiografia em
pequenos animais, analisando fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo (FEVE),
diametro sistolico (DS) e didmetro diastolico (DD), onda “E”, onda “A” e razdo E/A

(Lahoutte, 2007; Liu et al, 2009).

Preparagao dos tecidos

A homogeneizag¢ao do tecido cardiaco foi realizada conforme descrito na literatura
(Machado et al, 1994). Brevemente, o coragdo foi fragmentado e processado em tampao (7,4
pH, 10 mmol/l Tris-HCI, 1 mmol/l EDTA e 250 mmol/l sacarose) na propor¢ao 1:4
(peso:volume), utilizando-se um homogeneizador mecanico de tecido (Marconi, Piracicaba,
Brasil), através de 4 a 5 pulsos de 30 s a 20.000 rpm. O material obtido foi centrifugado a
1.000 g por 10 min. O sobrenadante foi separado, o sedimento ressuspendido com 1/3 do
volume inicial e centrifugado novamente a 1.000 g por 10 mins. O sobrenadante obtido neste
passo foi misturado ao primeiro e levado a centrifugacdo durante 60 min a 16.000 g. O
sedimento foi ressuspendido em 500 ul de tampao para obtengao da fracdo das proteinas da
membrana (PM). O sobrenadante foi centrifugado a 150.000 g por 75 min, onde o sedimento
obtido foi ressuspendido em 250 ul de tampdo e corresponde a fracdo das vesiculas
microssomais (M). Para determina¢do da concentracdo das proteinas foi utilizado o método
modificado de Bradford (Bradford, 1976), através do uso de reagente de coomassie blue (Bio
Rad, Philadelphia, EUA), com quantificacio por densidade Optica por curva padrdo de
albumina bovina sérica em espectrofotometro (Spectramax M2, Molecular Devices,

Sunnyvale, EUA) a 595 nm.
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Western blot

A expressao de GLUT4, tanto da proteina translocada para a membrana como
estocada em vesiculas, foi avaliada pelo método de Western blot. As amostras (150 ug) foram
submetidas a separacao eletroforética em gel de poliacrilamida/dodecil sulfato de sodio (SDS,
Invitrogen, Carlsbad, EUA) a 10%, juntamente com um marcador de peso molecular
(BenchMark, Invitrogen, Burlington, EUA). Para a migragao eletroforética, as amostras foram
desnaturadas em tampao de amostra NuPage (Invitrogen, Carlsbad, EUA) durante 5 min a
100 °C e separadas em tampao contendo 0,25 M de Tris-base (Invitrogen, Carlsbad, EUA),
1,92 M de Glicina (Merck, Darmstadt, Alemanha) e 1% de SDS (Invitrogen, Carlsbad, EUA).
As proteinas foram entdo transferidas para uma membrana de nitrocelulose Hybond ECL (Ge
Healthcare, New York, EUA) em sistema semi-seco (Ge Healthcare, New York, EUA). O
bloqueio da membrana foi feito durante 1 h em caseina a 5%. A membrana foi incubada com
1/250 de anticorpo anti-Glut4 (#CBL243, Millipore, Billerica, EUA), durante 16 h a 4° C,
seguido de uma incubagdo adicional de 3 h a 37° C. Apds, a membrana foi lavada
(PBS/Tween 20 a 0,05%, 1 x 15 min, 3 x 5 min) e incubada durante 1 h com anticorpo anti-
IgG conjugado com peroxidase (#AP307P, Millipore, Billerica, EUA). A membrana foi
novamente lavada em PBS/Tween 20 (1 x 15 min, 4 x 5 min), incubada no escuro com
substrato para peroxidase (kit ECL, GE Healthcare, New York, EUA) por 3 min e exposta a
filme radiografico ultra-sensivel (Kodak, Frankfurt, Alemanha) durante 1h. A intensidade das
bandas foi quantificada por densitometria Optica, através do software de dominio publico
Scion Image e os resultados obtidos foram expressos como unidades arbitrarias (AU/pg

proteina).

ELISA
A analise da expressdo dos marcadores inflamatorios IL-6 e TNF-a foi feita através de

ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os plasmas foram descongelados 1 h antes do uso e para as
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dosagens foram utilizados kits comerciais Platinum ELISA (Ebiosciences, San Diego, CA,
USA) especificos para detecgdo das moléculas em ratos. As quantificagdes foram obtidas

através de regressao linear de 4 parametros (Excel).

Analise estatistica

Os resultados foram expressos em médias e desvios-padrao. As diferengas foram
analisadas por teste t de Student e analise de variancia (ANOVA) fatorial de 2 vias, seguida
pelo post-hoc de Bonferroni, conforme apropriado. O nivel de significancia utilizado para

todos os testes foi de 5%.
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Resultados

No Protocolo A, 25 animais foram submetidos a cirurgia de ligadura da artéria
coronaria, dos quais 5 morreram em decorréncia de complicagdes relacionadas ao
procedimento (taxa de mortalidade durante e imediatamente apds o procedimento: 20%). Dos
20 animais restantes, 10 ratos tiveram IAM confirmado pela ecocardiografia, compondo os
grupos I e IAt. Os 10 animais que nao tiveram IAM confirmados foram alocados para os
grupos sham (C e CAt). Igualmente, no Protocolo B, 39 animais foram submetidos a cirurgia
de ligadura da artéria corondria, dos quais 6 morreram em decorréncia de complicacdes
relacionadas ao procedimento (taxa de mortalidade durante e imediatamente apds o
procedimento: 15%). Dos 33 animais restantes, 19 tiveram IAM confirmado pela
ecocardiografia, compondo os grupos I e IAt. Os 14 animais que nao tiveram [AM
confirmados foram alocados para os grupos sham (C e CAt).

O peso corporal se manteve estavel em todos os grupos (Figura 2, painel A: Protocolo
A, painel B: Protocolo B) durante ambos os experimentos.

A érea de infarto estd representada na Figura 3. A area de infarto do protocolo A foi de
~51% no grupo I e ~48% no grupo IAt. Por sua vez, no protocolo B, a area de infarto foi de
~44% no grupo I e ~39% no grupo [At. Estes valores mostram que ndo houve diferenca no
procedimento de ligadura da coronaria em ambos os protocolos, condi¢ao fundamental para
andlise dos parametros ecocardiograficos e bioquimicos apresentados a seguir. A tabela 1
mostra os resultados da avaliagdo cardiovascular dos animais estudados, em ambos os
Protocolos, A e B. A frequéncia cardiaca apds a anestesia, durante a ecocardiografia, ndo se
mostrou alterada em nenhum dos grupos analisados de ambos os experimentos (dados nao
mostrados). No protocolo A, a FEVE do grupo IAt foi maior em relacdo ao grupo I (~60%;
p=0,042). Ja no protocolo B, a ligadura da artéria corondria esquerda determinou reducdo da

FEVE (grupo I em comparagdo aos grupos C e CAt, p<0,001 para ambas as comparagdes). O
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uso de atorvastatina 7 dias ap6s o [AM teve uma tendéncia a aumentar a FEVE (~25%, [At vs.
grupo I: p=0,058).

A FE se mostrou menor apds o IAM (p<0,001) em ambos os protocolos, conforme
esperado. Os animais submetidos a ligadura da coronaria esquerda apresentaram diminui¢ao
de ~37% deste, quando comparados aos animais controle do protocolo A (I vs. C, p<0,001) e
de ~30% no animais do protocolo B. (I vs. C, p<0,001). O uso de atorvastatina ndo modificou
esta reducao em ambos os protocolos (Tabela 1).

O TAM provocou aumento do didmetro sistélico nos animais infartados nos dois
protocolos, causando prejuizo na funcao sistdlica destes animais (Protocolo A: I vs. C,
p=0,019 e Protocolo B: I vs. C, p<0,001). No Protocolo A, o uso da atorvastatina prévia ao
IAM, fez com que o diametro sistélico fosse menor em relagdo ao grupo I (p=0,033) e
semelhante ao grupo C. Por outro lado, a interveng¢ao com atorvastatina 7 dias apds IAM nao
melhorou este parametro, mostrando que o didmetro sistolico do grupo IAt permaneceu
similar ao grupo I e maior em relagdo aos animais que nao sofreram o IAM, no Protocolo B
(IAt vs. C e vs. CAt, p<0,001 para ambas as comparagoes).

O grupo IAt do protocolo A mostrou tendéncia de melhora em relagdo ao didmetro
diastdlico, embora sem significancia estatistica. Entretanto, no protocolo B, o IAM também
provocou aumento do didmetro diastolico (~6%; p=0,007) em rela¢do ao grupo C, porém em
valores menos pronunciados. Nao houve alteracdes neste parametro com o uso da
atorvastatina (Tabela 1). Por outro lado, a velocidade de fluxo caracterizada pela onda “E” e
pela onda “A”, apresentou melhora na velocidade da onda “E” no grupo IAt em comparagado
ao grupo C (p=0,035), no Protocolo A. Ja no Protocolo B, esta velocidade (onda “E”)
apresentou-se reduzida em funcdo do IAM (p=0,010 e p=0,031, respectivamente (Tabela 1).
A razdo E/A, um indice de funcdo diastolica, foi semelhante entre os grupos em ambos os

Protocolos, A e B (Tabela 1).
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A expressao sistémica das citocinas pro-inflamatdrias e a ativacao e transloca¢ao do
GLUT4 foram analisadas por ensaios moleculares. Figura 4 mostra as andlises das
concentracdes séricas de IL-6 e TNF-a (Painel A e B, respectivamente) referentes ao
Protocolo A. O TAM levou a um aumento da secre¢do de ambas as citocinas inflamatdrias
(IL6: p=0,015; TNF-a: p=0,002), quando comparados aos grupos C e CAt. O uso de
atorvastatina apds IAM nao atenuou este efeito, permanecendo em niveis semelhantes ao
grupo I, embora se observe uma tendéncia de reducdo de ambas as citocinas pelo uso da
droga.

O IAM no protocolo A provocou aumento na expressao do GLUT4, tanto na por¢ao
microssomal (~32%, p=0,003) como na fracdo de membrana plasmatica (34%, p<0,001)
(Figuras 5A e 5B, respectivamente), quando comparada a dos animais dos grupos controle.
Houve uma tendéncia de aumento na expressao do GLUT4 dos animais que receberam
atorvastatina em relacao ao grupo I em ambas as fragdes analisadas, embora sem significancia
estatistica.

Por outro lado, no protocolo B, o IAM provocou menor expressao do GLUT4 nos
coragdes dos animais submetidos ao procedimento, comparados ao grupo controle, tanto na
fragao microssomal (p=0,030) como na fracdo de membrana plasmatica (p<0,001) (Figura 6A
e 6B). Nao houve aumento de GLUT4 na fracdo microssomal no coragao de ratos submetidos
a ligadura da artéria corondria que receberam atorvastatina (IAt), mantendo-se em niveis
semelhantes ao grupo 1. No entanto, o uso de atorvastatina causou diminui¢do da translocagao

de GLUT4 para a membrana plasmatica (-32%, grupo I vs. grupo [At, p=0,002, Figura 6B).
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Discussio

O presente estudo mostrou que o uso continuo de atorvastatina por 14 dias antes do
infarto agudo do miocardio melhorou a fungdo cardiaca (parametros sistélicos e diastolicos)
quando esta foi avaliada precocemente (48 horas), efeito que nao se manteve tardiamente (7
dias) ap6s o insulto miocardico. Porém, este efeito benéfico foi independente de mudancas no
GLUT4 e dos marcadores inflamatorios plasmaticos avaliados (IL-6 ¢ TNF-a,).

A darea infartada foi similar em ambos os protocolos, conforme esperado, ja que o
procedimento de ligadura da artéria corondria foi realizado sempre pelo mesmo operador,
treinado para tal. E importante salientar que o modelo de IAM utilizado ¢ um procedimento
cirtirgico onde a artéria coronariana ¢ ocluida, diferentemente de uma obstru¢cdo por causas
naturais dos vasos coronarianos, como geralmente ocorre em humanos, levando ao IAM. Esse
fato ¢ determinante para avaliacdo dos parametros funcionais em modelos de IAM por
oclusdo de artéria coronariana, onde ¢ premissa basica que a area infartada entre os grupos
seja semelhante, tendo em vista ser determinada pela agdo de um mesmo operador treinado.

O uso da atorvastatina pelos periodos estudados nao modificou o peso dos animais,
conforme esperado. Estes resultados estdo de acordo com o descrito na literatura, uma vez que
a acao comumente relatada da atorvastatina ¢ a reducdo de lipoproteinas, mas sem
modificag¢ao do peso corporal (Ji et al, 2011).

Nos observamos uma perda da contratilidade miocéardica, com conseqiiente prejuizo
para funcdo cardiaca dos animais infartados, avaliados 48 horas e 7 dias apds o evento
isquémico, corroborando com outros estudos descritos na literatura (Pleger et al, 2005;
Stumpf et al/, 2009). Embora o uso de atorvastatina durante 14 dias antes do IAM (comum
para ambos os grupos tratados) e sua continuidade por 7 dias pds-infarto tenha sido proposto
com o objetivo de proteger o miocardio, nenhum beneficio deste tratamento foi evidenciado

sobre os parametros ecocardiograficos avaliados. Por outro lado, houve efeito benéfico do uso
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de atorvastatina por 14 dias quando estes mesmos parametros foram avaliados precocemente,
0 que pdde ser visto claramente no Protocolo A. Esses dados sugerem que a atorvastatina
exerceu efeitos ditos pleiotropicos sobre a fungdo cardiaca, conforme hipotetizado
previamente, mas esses efeitos foram fugazes, ndo mais sendo observados em avaliagao
realizada 7 dias apds (Protocolo B), mesmo em vigéncia da manuten¢do do tratamento com a
droga. Resultados semelhantes foram observados em modelos animais de insuficiéncia
cardiaca por isoproterenol (Garjani ef al, 2011) ou sobrecarga de volume (Cheng et al, 2007),
onde o uso de atorvastatina apos a indugdo da disfuncdo melhorou a func¢do ventricular
esquerda, contratilidade e relaxamento cardiaco, o que foi atribuido a efeitos anti-oxidantes
(Garjani et al, 2011) e anti-inflamatorios (Cheng et al, 2007), respectivamente. Em modelo
animal de insuficiéncia cardiaca por IAM determinado por ligadura corondria, como por nés
realizado, outros autores mostraram também beneficios da atorvastatina sobre parametros
bioquimicos (BNP - brain natriuretic peptide), o que foi atribuido a menor fibrose miocardica
por menor apoptose de cardiomiocitos (Song et al, 2011) e a redugdo de citocinas
inflamatérias associado a aumento de citocinas anti-inflamatérias (Stumpf et al, 2009).
Nossos dados ndo mostraram efeitos da atorvastatina sobre os marcadores inflamatorios
plasmaticos avaliados, mas ¢ possivel que a resposta anti-inflamatéria tenha se dado
localmente e/ou que outros fatores benéficos nao avaliados por nds estejam atuando (redugao
de estresse oxidativo, por exemplo). No entanto, nossos dados sdo os que pela primeira vez
mostram que o uso prévio de atorvastatina ¢ capaz de “proteger” o miocardio do insulto
isquémico, pelo menos parcialmente, e também que esta protecdo ¢ de curta duragdo, o que
ndo foi avaliado nos estudos acima citados.

A contratilidade miocérdica €, em parte, dependente da energia produzida pelo préprio
musculo cardiaco (Lopaschuk et al, 1997), de forma que o prejuizo sobre os sistemas

energéticos do coragdo, especialmente do ventriculo esquerdo, pode levar a uma insuficiéncia
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contratil (Neubauer et al, 1995). Uma menor quantidade de GLUT4 na membrana plasmatica
dos cardiomiocitos determina menor transporte de glicose nessas células (Sherman et al,
1993). Sabe-se que a isquemia (Davey et al, 2007; Montessuit et al, 1998) e a hipdxia (Sun et
al, 1994) agudamente sao determinantes de aumento de expressao de GLUT4 na membrana
plasmatica dos cardiomidcitos, mas uma vez que este processo esteja estabilizado, a expressao
desta proteina ¢ reduzida (de Leon et al, 2011; Remondino et al, 2000). Desta forma, o
coragdao que sofreu um processo de infarto tenderd a apresentar aumento (precocemente) e
redugdo (tardiamente) de metabolismo energético (Murray et al, 2006), e por conseqiiéncia,
apresentar prejuizo na contratilidade miocardica (Depre et al, 1999; Huang et al, 2009).
Considerando o grupo que sofreu o [AM e ndo usou atorvastatina, nossos resultados
mostraram-se compativeis com a literatura (de Leon et al, 2011; Remondino et al, 2000): em
avaliagoes realizadas no Protocolo A e B, houve aumento e reducao da expressao de GLUT4
(fragdo microssomal e membrana plasmatica), respectivamente. No entanto, a contratilidade
miocardica foi prejudicada nos grupos que sofreram IAM tanto precoce, como tardiamente,
provavelmente por outros efeitos deletérios do processo isquémico (inflamacgao, estresse
oxidativo, apoptose de cardiomiocitos) que nao foram minimizados pelo aumento de GLUT4
precocemente.

O uso da atorvastatina nao aumentou os estoques de GLUT4 nem na fracao
microssomal e nem na membrana plasmatica no coracdo apdés [AM, em nenhuma das
avaliagdes realizadas, precoce (2 dias apds o IAM, 14 dias de atorvastatina) e tardia (7 dias
apos o IAM, 21 dias de atorvastatina). Assim, uma provavel explicacdo para a melhora da
funcdo cardiaca que ocorreu precocemente, mesmo sem ter havido aumento adicional da
expressdo de GLUT4 além daquele ocasionado pela isquemia, pode ter sido o uso de outros
substratos como fonte energia (Opie, 1972), ja que a oxidagdo dos 4acidos graxos livres foi

relatada previamente em coracdes apds IAM recente (Remondino et al/, 2000). Além disso,
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como o coragao expressa além do GLUT4, mesmo que em menor quantidade, o transportador
de glicose tipo 1 (GLUTT1) (Gould et al, 1993), ¢ aceitavel que o GLUT1 tenha uma fungao
preponderante em situagdes de privacdo do GLUT4 na superficie celular, suprindo em parte
demanda de glicose, como relatado em alguns estudos (Remondino et al, 2000; Tardy-
Cantalupi et al, 1999).

Curiosamente, o uso de atorvastatina por periodo prolongado apds o IAM (Protocolo
B) determinou maior reducdo na expressao de GLUT4 na membrana plasmatica, mas ndo na
fragao microssomal, mostrando que houve prejuizo na mobilizagao das vesiculas com GLUT4
para a superficie celular pelo uso da droga tardiamente. Nossos resultados estdo de acordo
com o estudo de Takaguri e cols. (2008) que demonstraram, em células 3T3L1 tratadas com
atorvastatina, uma diminui¢ao na sinalizac¢ao insulinica através da redugao na fosforilagao do
IRS-1 (substrato do receptor de insulina) e na ativagao da Akt (proteina quinase B), o que
determinou menor translocacdo de GLUT4 para membrana plasmatica e diminui¢ao na
captacdo de glicose nessas células (Takaguri ef al, 2008). Além do efeito direto sobre a
sinaliza¢do insulinica, outra hipotese para explicar nossos resultados pode ser baseada na
expressdao aumentada de citocinas inflamatorias, como TNF-a e IL-6, cuja ativacdo cronica
reduz a transloca¢ao de GLUT4 para membrana plasmatica pela inibi¢do de proteinas da via
insulinica (Hotamisligil et al, 1996; Plomgaard et al, 2005). Como em situagdes de 1AM, os
niveis de TNF-a e IL-6 estdo aumentados (Chen ef al, 2011; Rattazzi et al, 2003), também
demonstrado em nosso protocolo A. E aceitavel que os niveis de expressdo destas citocinas
tenham se mantido elevados ao longo dos 7 dias apds o IAM, diminuindo a translocagdo de
GLUT4 para membrana celular. Mesmo considerando que a atorvastatina tem efeitos anti-
inflamatorios (Furuya et al, 2009; Stumpf et al, 2009), os dados aqui descritos indicam que
este potencial ndo foi capaz de reverter os efeitos deletérios induzidos pelo IAM, quer seja por

este processo ser excessivamente intenso, quer seja pela dose utilizada ter sido menor do que
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a necessaria para tal. Uma outra explicagdo pode ser dada através do aumento na oxidagao dos
acidos graxos livres, como um sistema de compensacgdo energética referente a menor captagao
de glicose, que pode estar associado com o aumento das espécies reativas de oxigénio
(Gambert et al, 2006), e por sua vez, causam prejuizo na sinalizagdo insulinica em longo
prazo (Fridlyand et al, 2006; Murray et al, 2006). Por fim, a lesdo miocardica também
determina menor fluxo sanguineo (Camici et al, 2011), consequentemente, menor
disponibilidade de insulina nos cardiomiocitos, reduzindo a translocacao de GLUT4, com isso
0 uso continuo de atorvastatina ndo teria ativado mecanismos compensatdrios para atenuar
este efeito.

Concluimos que o uso de atorvastatina previamente a ligadura da artéria coronéria em
ratos ¢ capaz de determinar melhora contratil no miocardio, a qual ¢ fugaz e independe dos
niveis de GLUT4 e de citocinas inflamatorias. Além disso, a continuidade deste tratamento
ndo ¢ capaz de trazer beneficio adicional, ao contrario, havendo reversdao das melhorias na
contratilidade cardiaca e mostrando-se deletério em relagdo a expressio de GLUT4 em
membrana plasmatica, que ¢ adicionalmente reduzida. Como nenhum efeito foi observado nos
animais que usaram a atorvastatina sem a indu¢ao do infarto, supde-se que o dano sobre a
translocacdo de GLUT4 para membrana plasmatica ndo foi causado apenas pelo uso da
atorvastatina e sim pela exposi¢do prolongada dos animais ao dano cardiaco. Sao necessarios
estudos complementares para especificar o curso temporal e talvez o aumento na dosagem da
atorvastatina com objetivo de alcangar beneficios sobre o transporte de glicose e potencializar

o efeito deste farmaco sobre a fungdo cardiaca.
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Tabela 1 — Avaliagdo cardiovascular por ecocardiografia dos animais estudados

Protocolo A

C CAt I IAt p (interagao)
FEVE (%) 50,87 +3,9 4796 +4,0 20,82+ 3,4%Ft 33,49+3,5%Ft 0,036
FE (%) 61,94 +3,5 62,50 +4,7 3892+42*F 4124+4,1*ft 0,025
DS (cm) 0,39+0,3 0,38+0,4 0,54 +0,4%F 0,43 +0,5F 0,007
DD (cm) 0,70 £ 0,06 0,68+ 0,05 0,85+0,06*t 0,80+ 0,04% 0,044
Onda E (m/s) 1,24 + 0,09 1,30+ 0,25 0,93+0,09*F 1,17+ 0,09F 0,040
Onda A (m/s) 0,59 £ 0,06 0,65+0,06 0,42+0,05* 0,49 £ 0,05 0,021
Razao E/A 2,1+0,07 2,1£0,16 1,79 £ 0,07 2,39+ 0,07 NS
Protocolo B
C CAt I IAt p (interagdo)
FEVE (%) 46,11 £1,6 43,79+ 1,3 17,29+ 1,6¥t 21,57+ 1,6*F <0,001
FE (%) 63,10 +2,8 64,78 +2,5 4428 £3,1*F 46,66 +2,7*F <0,001
DS (cm) 0,44+0,2 0,44+0,2 0,67+0,2%F 0,65+ 0,2*t <0,001
DD (cm) 0,78 +0,2 0,78+0,2 0,82 +0,1*F 0,84 +0,2*t 0,007
Onda E (m/s) 1,30 £ 0,09 1,23+0,07 0,98+0,09* 1,15+0,08*T% 0,001
Onda A (m/s) 0,61 +£0,06 0,58 £0,05 0,44 £0,06* 0,52 +0,05 0,031
Razao E/A 2,1+0,2 2,1+0,2 2,3+0,2 22+0,2 NS

Tratamento de 14 dias com atorvastatina ou veiculo oral, seguido do IAM (Protocolo A) ou +

7 dias de tratamento com atorvastatina ou veiculo oral pos-IAM (Protocolo B), conforme

Figura 1. C: cirurgia sham e veiculo oral, CAt: cirurgia sham e atorvastatina, I: cirurgia de

ligadura da corondria e veiculo oral e IAt: cirurgia de ligadura da corondria e atorvastatina.

FEVE: fracdo de encurtamento ventriculo esquerdo, FE: fracdo de ejecdo, DS: didmetro

sistolico e DD: diametro diastolico. ANOVA fatorial de 2 vias seguido de post-hoc de

Bonferroni. * p<0,05 vs. C, T p<0,05 vs. CAt, ¥ p<0,05 vs. . NS: ndo significativo.
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A Ligadura da coronaria
ou cirurgia SHAM
ECO ECO retirada de sangue
retirada do coracao
Atorvastatina ou veiculo e eutanasia
(20mgyg/kg peso)
\ﬂ_) —
14 dias 48 horas 24 horas
B Ligadura da coronaria
ou cirurgia SHAM
ECO ECO retirada’dj:r coragéo
¢ eutanasia
Atorvastatina ou veiculo Atorvastatina ou veiculo
(20mgyg/kg peso) (20my/kg peso)
—
14 dias 7 dias 24 horas

Figura 1 — Desenho experimental. Protocolo A: O experimento iniciou com avaliagdo

ecocardiografica em todos os animais. Seguiu-se administragdo de atorvastatina ou veiculo

por 14 dias. Apos 48 horas foi retirado sangue, retirado o coragao com consequente eutanasia.

Protocolo B: O experimento iniciou com avaliagdo ecocardiografica em todos os animais.

Seguiu-se administracdo de atorvastatina ou veiculo por 14 dias. A seguir foi feita a cirurgia

de oclusdo da coronaria (IAM) ou cirurgia sham. Seguiram-se 7 dias com uso da atorvastatina

ou veiculo, quando entdo foi realizada nova ecocardiografia. Apds 48 horas foi retirado o

coragao com consequente eutanasia.
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Figura 2 — Evolugdo do peso corporal durante experimento conforme Protocolo A (Painel A)
e B (Painel B). C: cirurgia sham e veiculo oral, CAt: cirurgia sham e atorvastatina, I: inducao
do infarto agudo do miocardio por ligadura da coronaria e veiculo oral e IAt: indugdo do
infarto agudo do miocardio por ligadura da coronaria e atorvastatina. Basal: inicio do
experimento, 7 dias: 7 dias de tratamento com atorvastatina, Sham ou IAM: 14 dias de
tratamento com atorvastatina ou veiculo oral, a partir do inicio do experimento, foi realizada
cirurgia sham ou inducdo do infarto agudo do miocardio por ligadura da coronaria, Final
(somente protocolo B): periodo de 7 dias apos a cirurgia sham ou indugdo do infarto agudo
do miocardio por ligadura da coronaria. Foi utilizada ANOVA de medidas repetidas em cada

protocolo.
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Figura 3 — Representacdo da area do infarto nos Protocolos A e B. I:
inducdo do infarto agudo do miocéardio por ligadura da corondria e
veiculo oral e IAt: indugdo do infarto agudo do miocardio por ligadura
da corondria e atorvastatina. Utilizada Anova uma via. Nao houve

diferenga entre os grupos (p=0,362).
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Figura 4 — Analise das concentracdes plasmaticas de IL-6 e TNF-a em resposta ao IAM
(Protocolo A). C: cirurgia sham e veiculo oral, CAt: cirurgia sham e atorvastatina, I: indugao
do infarto agudo do miocérdio por ligadura da corondria e veiculo oral e IAt: indugdo do
infarto agudo do miocardio por ligadura da coronaria e atorvastatina. Painel A: representagdo
das concentragdes de IL-6. Painel B: representacdo das concentracdes de TNF-a. ANOVA
Fatorial de 2 vias (Painel A: p=0,015; Painel B: p=0,002) seguido do post-hoc de Bonferroni.
* p<0,05 vs. C, T p<0,05 vs. CAt.
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Protocolo A

A GLUT4 em fracdo microssomal (coragéo) B GLUT4 em membrana plasmatica (coracgéo)
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Figura 5 — Anélise da expressao do GLUT4 do Protocolo A. Estdo representadas as analises
quantitativas e as respectivas bandas referentes ao Western blot. C: cirurgia sham e veiculo
oral, CAt: cirurgia sham e atorvastatina, I: indu¢do do infarto agudo do miocardio por
ligadura da coronaria e veiculo oral e TAt: indu¢do do infarto agudo do miocardio por ligadura
da corondria e atorvastatina. Painel A: representacdo da expressdo do GLUT4 na fragao
microssomal. Painel B: representacao da expressao do GLUT4 na membrana plasmatica. UA:
unidades arbitrarias. ANOVA Fatorial de 2 vias (Painel A: p=0,003; Painel B: p<0,001)
seguido do post-hoc de Bonferroni. * p<0,05 vs. C, T p<0,05 vs. CAt, ¥ p<0,05 vs. L.
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Protocolo B

A GLUT4 em fragdo microssomal (coragéo) B GLUT4 em membrana plasmatica (coragio)
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Figura 6 — Andlise da expressao do GLUT4 do Protocolo B (tratamento com atorvastatina 7
dias apos IAM). Estdo representadas as andlises quantitativas e as respectivas bandas
referentes ao Western blot. C: cirurgia sham e veiculo oral, CAt: cirurgia sham e
atorvastatina, I: indugdo do infarto agudo do miocardio por ligadura da corondria e veiculo
oral e IAt: indu¢do do infarto agudo do miocéardio por ligadura da coronaria e atorvastatina.
Painel A: representacdo da expressio do GLUT4 na fragdo microssomal. Painel B:
representacdo da expressdo do GLUT4 na membrana plasmatica. UA: unidades arbitrarias.
ANOVA Fatorial de 2 vias (Painel A: p=0,036; Painel B: p=0,022) seguido do post-hoc de
Bonferroni. * p<0,05 vs. C, T p<0,05 vs. CAt.



