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1 Marco teoérico

1.1 Introducéo

A insuficiéncia cardiaca (IC) € uma sindrome complexa e sistémica que
apesar dos avancos da medicina tanto no seu diagnostico como também no
seu tratamento, o prognostico continua sendo comparado a de algumas

L2 Nesse intuito faz-se

neoplasias e de outras doencas degenerativas
necessario a investigacao de mecanismos que possam interferir nos fatores de
morbimortalidade. O infarto agudo do miocéardio (IAM) como um dos principais
eventos que desencadeiam a IC, dependendo da sua magnitude, pode gerar a
extincdo de milhdes de cardiomiécitos *, comprometendo a funcdo cardiaca.
Conjuntamente com a debilidade hemodinamica, eventos de ordem celular
contribuem para piores desfechos. A homeostase celular de organismos
eucariontes é sustentada através de complexos mecanismos precisamente
regulados. Sua capacidade responsiva € intensa e continua para todo o
sistema, porém, exacerbada quando este equilibrio € perdido. Neste ambito
podemos entender alteracbes decorrentes da sindrome da IC como o
desencadeamento de um processo progressivo de remodelamento tecidual
cardiaco e de diversos desfechos fisiopatoldgicos adjacentes * °.

Participando desse quadro, o estresse oxidativo parece refletir a
debilidade do sistema que se apresenta em desequilibrio, exemplificado pela
queda da atividade das enzimas antioxidantes ®®. Essa queda se reflete num

acumulo de EAO que podem danificar ainda mais proteinas, lipidios e o préprio

DNA % 7.
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A fim de restabelecer esse equilibrio, diversas abordagens vém sendo
realizadas. Uma delas € a utilizacdo de farmacos, como a estatina, que além
de possuir efeitos comprovadamente benéficos no controle lipidémico,
possuem também efeitos pleiotropicos anti-inflamatérios, anti-arritmogénicos,
atuando na reducgédo da mortalidade e re-infarto, e um efeito de redugéo no
dano oxidativo que é pouco compreendido ®*2. Nesse contexto, o atual estudo
propde avaliar o efeito do pré-tratamento com estatina sobre parametros
funcionais e bioquimicos cadiacos em ratos infartados analisados

precocemente apds 48 horas do evento.

1.2 Epidemiologia das doencas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares (DCV) ocupam o primeiro lugar como
causa de morte no ambito mundial superando até mesmo guerras, acidentes
de carro e violéncia urbana. Em uma estimativa da Organizagdo Mundial da
Saude, 17.1 milh6es de pessoas morreram de DCV em 2004 representando
30% de todas as mortes globais. Dentro destas mortes 7,2 milhdes foram
devido a doenca coronariana e 5,7 milhdes foram devido a acidentes
vasculares isquémicos. Em uma estimativa futura é de que em 2030
aproximadamente 23,6 milhdes de individuos vao morrer de causas

relacionadas com doencas cardiovasculares 2.
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Figura 1: Frequéncia mundial das doencas. (Organizacdo Mundial da Saude
2005).

No Brasil as DCV também séo as principais causas de 6bito. No ano de
2007 houve 1.055.507 internacdes por doencas do aparelho circulatorio onde
268.575 foram devidas a esse grupo de doencas, que inclui o infarto e o
acidente vascular cerebral (AVC), quase 30% do total de Obitos registrados
devido as DCV** . Estima-se que as mortes por doencas cronicas no Brasil, em
2005, tenham representado uma perda de US$ 3 bilhdes devido a mortes
prematuras por doenca isquémica do coracdo, acidente vascular encefalico e
diabetes mellitus e que, nos préoximos 10 anos, essa cifra chegue a US$ 49

bilhdes 4.
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1.3 Insuficiéncia cardiaca pos-infarto agudo do miocardio:

Patogénese e progressao da doenca

A IC é uma sindrome clinica complexa que ocorre secundariamente a
anormalidades da estrutura/funcdo cardiaca (herdadas ou adquiridas) que
prejudicam a capacidade do ventriculo esquerdo para receber (deficiéncia
diastolica) ou ejetar sangue (deficiéncia sistolica). A IC pode ser resultado de
um evento isquémico coronariano, especificamente o IAM. O episodio de
isquemia é caracterizado pelo déficit energético miocardico causado pela
reducado do fluxo sanguineo, o qual pode ser gerado por um aumento do ténus
vascular coronariano, agregacdo plaquetaria intracoronaria ou formacao de
trombo. Esse processo culmina em uma hipoperfusdo tissular e conseguinte
diminuicdo da biodisponibilidade de O, e nutrientes no miocardio, levando a
interrupcdo do metabolismo aerdbico, deplecdo da creatina fosfato e inicio da
glicdlise anaerébica *°. Logo ap6s o infarto, o tecido miocardico ja apresenta
sinais de alteracbes de acinesia muscular. A evolu¢do temporal e a
irreversibilidade da area de lesédo tecidual ap6s o IAM é variavel e dependente
da transmuralidade do evento, fluxo coronariano residual e de determinantes
hemodindmicos do consumo de oxigénio. Em uma primeira resposta, o
musculo cardiaco entra em hibernacéo, e se forem restaurados os constituintes
energéticos, nao ocorrera dano ao tecido. Num periodo temporal intermediario,
ocorre 0 fendbmeno de stunning, ou seja o miocardio pode se apresentar
atordoado. Esse quadro ja configura uma deterioracdo na funcdo bioldgica
onde os cardiomiécitos podem ser induzidos tanto a vias de sobrevivéncia

guanto as de apoptose. JA& num periodo de tempo maior, a lesdo miocardica
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torna-se irreversivel caracterizando um quadro necrético por destruicdo dos
componentes celulares *°.

No aspecto clinico, o tamanho da area necrosada constituiu um fator
determinante do prognostico em longo prazo. A classificacao clinica de Killip e
Kimbal, elaborada no final dos anos 60, ajudou a esclarecer a importancia da
quantificacdo da é&rea infartada na disfuncdo do ventriculo esquerdo (VE). A
classificacdo € referente desde a classe |, com pequenos infartos, até a classe
IV com necroses extensas, superiores a 30% da parede anterior do VE,
condicionando quadros de choque cardiogénico, quase sempre letais *°.

Na década de 40, Heimburger padronizou uma técnica que mimetizava o
evento do IAM em ratos *’. Os pesquisadores Johns e Olson consolidaram o
modelo de infarto em um estudo descritivo abordando a anatomia coronariana
de ratos, hamsters, camundongos e cobaias na cirurgia de 1AM 8. Em 1979,
Pfeffer e colaboradores, em um trabalho classico classificaram as areas de
infarto do VE no modelo entre pequenas (4 — 30%), médias (31 — 46%) e
grandes (47 - 59%) *°.

Estes estudos demonstraram que a oclusdo aguda de uma artéria
coronéria, particularmente quando ocorrem lesdes transmurais de grandes
proporcdes, resultam em alteracbes complexas da arquitetura ventricular.
Essas alteracdes comecam a se estabelecer imediatamente apds a oclusao
arterial, progredindo por varias semanas ap6s o dano isquémico inicial (Fig 2).
Este processo de modificacao estrutural do miocardio foi entdo denominado de
remodelamento ventricular, afetando significativamente a fungéo do ventriculo
esquerdo %. O remodelamento ventricular cardiaco pode ser definido como

alteracbes da expressdo génica, alteracbes moleculares, celulares e
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intersticiais que se manifestam clinicamente como alteragdes no tamanho,
forma e funcdo do coracéo apds a lesdo cardiaca *. Este evento nada mais é
do que um processo adaptativo de regeneracédo tecidual que envolve eventos
fisiologicos de inflamacgdo, aumento da resposta simpatica, formacéo de novos
vasos, proliferacdo de fibroblastos, sintese de colageno e remodelamento da

cicatriz ?* (Fig 2 - 3).

Basal 2 dias p6s-IAM 9 dias p6s-IAM

MI-B

(2]

Figura 2- Remodelamento cardiaco: Imagem de ressonancia magnética plano
transversal representando quadros comparativos entre camundogos nao-
infartados (3 imagens superiores) e camundongos infartados (3 imagens
inferiores) nos tempos 0, 2 e 9 dias ap6s modelo de infarto agudo do miocéardio
22'

A exposicdo a prolongados periodos de isquemia gera a necrose dos
cardiomiécitos promovendo a ativacdo das vias de morte celular, estimulacao

O %2 Estes

da via dos receptores toll-like (TLR4), e aumento de EA
componentes induzem a ativacdo do complexo NF-kB que regula positivamente
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a sinalizacado para citocinas como a IL-1, IL-6 e TNF-a que por sua vez,
recrutam plaquetas, neutréfilos e células mononucleares, levando assim, a um
incremento na resposta inflamatéria medida por citocinas, quimiocinas e fatores
de crescimento ?® ?°. Os niveis dessas citocinas influenciam diretamente no

processo de remodelamento cardiaco, coordenando a resposta inflamatéria *

(Fig 3).

Figura 3 - Infarto agudo do miocéardio gerando uma resultante de
aumento da resposta simpatica, inflamacéo e estresse oxidativo promovendo o
remodelamento ventricular sendo intimamente correlacionado com a

insuficiéncia cardiaca. Adapatado de Khaper 2010 8
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Apbs o IAM os cardiomidcitos perdem a assimetria das suas camadas
fosfolipidicas da membrana plasmatica causada pela diminuicdo da ATP
celular. Esse déficit energético resulta em uma diminuicdo da atividade de
translocacdo dos aminofosfolipidios, podendo também ocorrer um
desacoplamento do citoesqueleto com 0 a membrana plasmatica celular. Essa
desorganizagcdo da membrana do cardiomiécito possibilita a ligacdo de
mediadores inflamatdrios como as fosfolipases tipo IIA (sPLA2-1I1A) as quais
estdo relacionadas com a inducdo da morte dessas células 3% *.

As células inflamatérias liberam enzimas como as (MMP-1, MMP-3 e
MMP-9, que degradam e remodelam a matris extracelular para ajudar a
remover as células necréticas, mas também deixam o miocardio
estruturalmente fragil (Fig. 2). Macrofagos também ativam os fibroblastos, em
parte pela liberacdo de fator de crescimento transformador TGFB1 3. O
processo de restruturacdo da matriz exracelular pode provocar o acumulo de
fibrose resultanto em consequéncias como a IC congestiva e arritmias. Por

outro lado, o afilamento demasiado pode acarretar na dilatacdo do ventriculo

esquerdo e até mesmo ruptura de aneurisma 3.

Grandes avangos ocorreram no entendimento dos mecanismos
hemodinamicos, histolégicos e moleculares envolvidos nas alteracbes que
ocorrem no tecido cardiaco ap6s um dano isquémico. Porém muitos pacientes
que sofrem eventos agudos, mesmo quando tratados de forma otimizada,
desenvolvem dilatacdo ventricular progressiva e, frequentemente, evoluem

para quadros de IC. Nesse sentido, estratégias com o objetivo de atenuar o
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remodelamento ventricular vém sendo propostas e testadas, como é o caso da

terapia medicamentosa.

1.4 Estresse Oxidativo

As EAO, bem como as espécies ativas de nitrogénio, sdo produtos
metabdlicos celulares naturais participando do equilibrio homeostatico dos
sistemas vivos *°. Elas sdo assim definidas por serem moléculas contendo um
ou mais elétrons desemparelhados em seus orbitais atbmicos ou moleculares
36.

As EAO estdo envolvidas numa série de processos degenerativos,
devido & propriedade de serem ou gerarem radicais livres ®’. A geracéo das
EAO ocorre durante os processos de oxidacdo bioldgica, dentre os quais
podemos destacar a cadeia respiratdria mitocondrial, atividade da xantina
oxidase, NADPH oxidase e mecanismos fagocitarios através da acdo da
mieloperoxidase.

Cerca de um a cinco por cento do oxigénio consumido pela mitocondria
é transformado no radical superoxido (O,") podendo ser produzido em pelo
menos dois locais dentro da cadeia respiratoria; no complexo | e na regido do
complexo 111 *®*_ Outros compostos, também se destacam como EAO além do
O, como é o caso do peroxido de hidrogénio (H,O,) e do radical hidroxil (OH’)

sendo este ultimo o mais danoso (Fig. 4).
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controlada
por difusao

Figura 4 - Reatividade das espécies de ativas de oxigénio *°.

A reatividade das EAO € demonstrada pela lipoperoxidacdo (LPO) das
membranas, sendo um processo fisiolégico que envolve ndo somente o
turnover das membranas celulares através da oxidagdo de seus componentes
(acidos graxos poli-insaturados e proteinas transmembrana

como também a biossintese das prostaglandinas e leucotrienos “°.
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Figura 5 - Formacéo e depuracéo das espécies ativas de oxigénio *’

De forma a garantir a homeostase sistémica, isto €, a manutencdo do

equilibrio das reacdes de REDOX, os sistemas vivos selecionaram substancias
gue possuem o potencial de neutralizar as a¢gbes das EAO, prevenindo, desta

41

forma, os danos oxidativos

Tais substancias sdao chamadas de

antioxidantes, incluindo componentes enzimaticos (linha de defesa primaria) e
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nao-enzimaticos (linha de defesa secundaria), que atuam conjuntamente na
protecdo celular. O sistema enzimatico é considerado a linha de defesa
primaria, uma vez que evita o acumulo de anion radical superéxido e de
peroxido de hidrogénio (Fig. 5). Existem também, as defesas secundarias que
impedem a propagacao da LPO e as terciarias, enzimas de reparo de danos ja
instalados “°. Dentre as enzimas podemos destacar a superéxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx). Por outro lado, os
organismos possuem defesas ndo-enzimaticas que podem ser divididas da
seguinte forma: antioxidantes hidrofilicos (por exemplo: vitamina C, inddis e
catecdis) e lipofilicos (bioflavinas, carotenoides e tocoferdis) *’. A glutationa é
um dos componetes antioxidantes ndo-enzimaticos mais abundantes no ambito
celular. O seu estado REDOX e o de residuos de cisteina fornecem elementos
para a caracterizacdo do estresse oxidativo total *2.

O estresse oxidativo pode ser definido como “um disturbio do equilibrio
pro-oxidante/antioxidante em favor dos pro-oxidantes, levando ao dano

potencial” ** 44,

1.5 Insuficiéncia Cardiaca e Estresse Oxidativo

O coracdo analisado como uma bomba contratii consome uma das
maiores quantidades de oxigénio em comparagdo com 0S outros 0rgaos. Seus
mecanismos regulatorios evoluiram de maneira a otimizar a manutengédo de um
equilibrio entre a oferta e consumo de O, miocardico. O coracdo consegue
aumentar o consumo de O, acima das méaximas condi¢cdes de carga durante

diferentes situagbes fisiologicas e também nas patoldgicas como as de
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estresse, sendo hip6xia, isquemia, pressurizacdo e sobrecarga de volume *.
Dentre eles, o mecanismo REDOX possui um papel principal nas vias de
sinalizacdo podendo ser decisivo sobre o caminho de sobrevivéncia ou de
morte da célula **. E conhecido que os tecidos vasculares e cardiacos sdo ricas
fontes de EAOQ, incluindo o anion superéxido, o perdxido de hidrogénio e 6xido
nitrico 4% 7.

A depresséao da funcao cardiaca na IC cronica tem origem multifatorial e,
embora a sua causa exata ndo tenha sido completamente elucidada, varios
estudos apontam para a participacédo de radicais livres e em especial as EAO

7, 48, 49

na patogénese desta doenca Estudos experimentais mostram

diminuicdo da atividade antioxidante (enzimas antioxidantes) e aumento da
producdo de EAO, resultando no incremento do estresse oxidativo °. Por
consequéncia, a contratilidade miocardica € deprimida conjuntamente com a
sua funcdo, resultante da reducdo de Ca'" proveniente do reticulo
sarcoplasméatico e da atividade da Ca™ ATPase no tecido cardiaco .
Também o estado REDOX dos receptores de rianodina (RyR) sao alterados na
IC levando ao incremento da atividade da RyR, o que, presumivelmente,
contribui para diminuir o teor de calcio reticulo sarcoplasmatico e induzir a
outras resultantes anormais de liberagéo do célcio observadas na IC *°. Outros
estudos relacionam altera¢cdes morfolégicas, como hipertrofia e apoptose dos
cardiomiocitos, e disfuncdo da contratilidade miocardica com o aumento da
expressdo das isoformas da NOS (6xido nitrico sintase): NOS endotelial
(eNOS) °%.

Em uma revisdo classica, Antozzi e colaboradores descrevem a

importancia das bases moleculares e bioquimicas para o entendimento de
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cardiomiopatias primarias e as subdividem em dois grupos: como resposta a
desordens estruturais da contratilidade do miocardio e como desordens no
metabolismo energético cardiaco, sendo os defeitos nos processos de
fosforilacdo oxidativa na mitocondria e no processo de beta oxidac&o
reconhecidamente as principais causas metabdlicas da cardiomiopatia 2.

Devido a estas alteracbes metabdlicas, € possivel inferir que as
consequentes alteracdes nos processos de oxi-redu¢do que ocorrem na célula,
e consequentemente no “status” de estresse oxidativo ao qual este 6rgdo esta
submetido sdo também responsaveis diretas pelo processo de remodelamento
ventricular 2.

Num estudo sobre os indices de LPO e atividade antioxidante (GPx e
vitamina C) de pacientes com diferentes graus de IC congestiva, foi encontrado
um progressivo aumento de danos induzidos por radicais livres e diminuigdo
das reservas antioxidantes diretamente proporcionais ao grau da IC >3. Autores
sugerem que a partir destes dados, novas estratégias de tratamento com
elementos antioxidantes devam ser propostas ® 8.

Estudos também apontam para uma interacdo entre o0 estresse oxidativo
e fatores inflamatérios nos eventos de isquemia e reperfusdo mediados
principalmente pelo TLR4/NADPH oxidase % >,

Ratos infartados e submetido a tratamento com drogas vasodilatadoras
(captopril e prazosin), por 16 semanas, tiveram um aumento da atividade das
enzimas antioxidantes SOD, GPx e CAT e atenuacdo da LPO, quando
comparados aos seus controles, sugerindo uma acdo antioxidante destes
farmacos (o grupamento sulfidril do captopril atuando como um “varredor” de

radicais livres) *°.
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Baseada no conceito do desequilibrio REDOX, a terapia antioxidante
surgiu como uma terapia inovadora, preventiva e até remediadora de todas as
doencas onde o0 estresse oxidativo apresentava-se evidente. Contudo,
contrariando as expectativas, 0s resultados de longos testes clinicos tém
mostrado que a terapia antioxidante ndo melhora o quadro clinico na maioria

das condicdes patoldgicas testadas °°°°

, sugerindo que as suplementacdes
empregadas ndo tém sido adequadas as necessidades dos pacientes e/ou que
uma melhor definicdo de estresse oxidativo seja necessaria. Assim, o
pesquisador Dean Jones tem sugerido que estresse oxidativo seja definido
como uma desregulacdo da sinalizacdo e do controle REDOX “, criando a
possibilidade de haver estresse oxidativo envolvendo apenas a alteragdo do
circuito REDOX, de forma restrita, sem a ocorréncia de um desequilibrio
REDOX global. Segundo esta nova definigdo, o estresse oxidativo poderia ser
quantificado através da determinagdo dos potenciais de reducdo plasmaticos

dos pares GSH/GSSG (glutationa/glutationa dissulfeto) e, principalmente,

Cys/CySS (cisteina/cistina) *°.

1.6 Modulacdo imunoinflamatdria no IAM

A modulacdo imunoinflamatoria tem papel fundamental relacionada a
fisiopatogenia da IC e sua correlacdo direta com o estresse oxidativo o0
Diversos estudos demonstraram atividade celular ou humoral em diversas
formas de IC, bem como aumento na concentracdo sérica de diversos

marcadores inflamatérios (como o TNF-a, IL-6, IL-1) ®> ® As citocinas s&o

mediadores biologicos de origem inflamatoria que tém sido encontradas em
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concentracdes séricas elevadas em pacientes com IC. De forma geral estas
sdo moléculas protéicas de baixo peso molecular (15 a 30 kD) sintetizadas por
diferentes tipos celulares, em resposta a inUmeros estimulos fisiolégicos e
fisiopatolégicos. S&o agentes vasodepressores e inotropicos negativos como o
TNF-a e a IL-6 e encontram-se em concentracdes elevadas em pacientes com
IC ®. Entre outros efeitos, estes mediadores aumentam indiretamente a
expressdo da enzima INOS, aumentando a concentracdo de Oxido nitrico,
reduzindo a contratilidade cardiaca e promovendo efeitos toxicos através da
inducéo de apoptose .

O TNF-a é uma das citocinas mais estudadas na busca de uma
correlacdo entre a modulacao imunoinflamatoria e a fisiopatogenia da IC. Esta
citocina tem um papel central na inicializagcdo e sustentacdo da resposta
inflamatéria ®*. O TNF-a, assim como outras citocinas tem sua transcricao
génica ativada pelo dimero p50/p65 do NF-kB que se transloca para o nucleo,
onde ativa também transcricdo dos genes IL-1, VCAM-1, ICAM-1, E-Selectina,
e o fator tecidual que atuam em promotores de elementos resposta kB,
portanto regulados pelo NF-kB. Este fator se encontra na forma heterodimera,
inativo no citoplasma, ligado a proteinas inibidoras denominadas
genericamente de IkB. Quando a célula é estimulada, o IkB é fosforilado, assim

%  Qutra citocina, a IL-10

sinalizando para sua degradacdo proteolitica
demonstra potentes propriedades anti-inflamatérias inibindo a producédo de
vérias outras citocinas, como o préprio TNF-a . A IL-10 também atua como
um antagonista natural do TNF-a por inibicdo do NF-kB sinalizando através da

preservacdo do Ik-B °’. Estudos recentes mostraram que a queda na razao IL-

10/TNF-a é correlacionada positivamente com a progressédo da IC p6s-IAM °.
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Além disso, num estudo realizado com cardiomiécitos isolados de ratos apés
sete dias de IAM, foi possivel observar que houve correlacdo entre a queda da
razdo IL-10/TNF-a e a geracdo de EAO associando-se ao modelo in vivo com a

progressao da IC %%,

1.7 Estatinas

Medicamentos hipocolesterolémicos reduzem eventos cardiacos em
pacientes dislipidémicos ou mesmo naqueles com niveis moderadamente
elevados de colesterol, podendo melhorar ou mesmo reverter lesdes
vasculares. Neste contexto, as estatinas vém se mostrando Uteis em restaurar
a funcao endotelial e proteger contra complicacdes da doenca aterosclerotica,
tanto na prevencéao primaria, quanto na secundaria. Estes mecanismos incluem
a reducdo do crescimento das células do musculo liso, formagéo de trombo,
bem como na reduc&o da proteina C reativa .

As estatinas sdo agentes hipolipemiantes, responsaveis pela diminuicédo
dos niveis plasmaticos de colesterol através da captacdo de LDL. Elas agem
em uma etapa limitante na sintese de colesterol intracelular. A estatina inibe de
forma seletiva e competitiva a enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-A redutase
(HMG-CoA redutase), responsavel pela conversdo da HMG-COA a mevalonato
(Fig. 5) ®°. Os efeitos pleiotrépicos das estatinas caracterizam-se pelas
propriedades anti-inflamatorias, a¢cdes imunomoduladoras, antitrombogénica e

de melhora da disfuncéo endotelial "°.
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Figura 6 — Via de sintese de colesterol e inibicdo via HMG-CoA redutase.

1.8 Efeitos Pleiotropicos das Estatinas

Tem sido demonstrado através de varios ensaios clinicos, que a
administragdo de estatina tem reduzido morbidade e mortalidade entre
pacientes com diferentes perfis de risco, através dos seus efeitos benéficos
como prevencao primaria e secundaria. O provavel mecanismo hipolipemiante
desta terapia na prevencdo da aterosclerose € baseado numa reducdo na
deposicdo de colesterol e estabilizacdo da placa aterosclerética *. Estudos
experimentais subseqientes sobre o uso de estatinas demonstraram a
potencialidade dos efeitos benéficos da estatina poderiam ser estendidos para
0 contexto clinico no tratamento de doencas cardiovasculares, bem como

outras doencas cronicas associadas ao aumento do estresse oxidativo 2. Estes
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estudos demonstram que as estatinas diminuem a biodisponibilidade de um
dos subprodutos da reacdo da HMG-CoA redutase, o geranil, que € um
elemento ligante essencial da proteina Racl em seu ancoramento com a
membrana celular. Assim, sem essa conformacdo espacial na membrana, a
funcdo da Racl é prejudicada ndo levando ao acionamento da rota de ativacdo
da NADPH oxidase e conseguinte geracédo de EAO, principalmente O, "> ™,

Tais efeitos das estatinas tém sido observados quando avaliados
parametros como modificacbes do processo inflamatoério, funcdo endotelial,
vasoreatividade, funcdo plaquetaria e parametros de coagulacéo e fibrinélise ">
® Em um estudo em animais normocolesterolémicos o uso de sinvastatina
promoveu a angiogénese e ativacdo de vias de sobrevivéncia celular atraves
da Akt ”’. A efic4cia das estatinas foi também estudada de forma combinada
com a terapia padrdo, administrando antagonistas dos receptores da
angiotensina (losartan), no modelo de IAM. Este estudo demonstrou que 0 uso
combinado desses farmacos resulta em melhores resultados na funcédo
cardiaca esquerda quando comparados os tratamentos isoladamente &

Estes efeitos pleiotropicos, nao relacionados com o controle
colesterolémico, possibilitaram testar o uso das estatinas como terapia
coadjuvante na sindrome coronariana aguda (SCA). O Myocardial Ischemia
Reduction with Aggressive Cholesterol Lowering (MIRACL) e o Thrombolysis In
Myocardial Infarction (TIMI-22) s&o importantes ensaios clinicos prospectivos
controlados que apresentaram evidéncias consistentes sobre a administracao
de estatinas como terapia adjuvante em sindromes isquémicas agudas "> "8,

Outros dois ensaios clinicos, PROVEM IT e A to Z, além do MIRACL e TIMI 22,

mostraram que a administracdo precoce de estatinas (nos primeiros dias e em
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altas doses) em pacientes com SCA levou a reducédo significativa do desfecho
composto de 6bito, IAM e reinternacdo por novo episodio de SCA % 83, Estes
beneficios foram bem mais evidenciados em longo prazo, apesar de alguns
destes estudos apontarem algum beneficio j& nas primeiras semanas. O pré-
tratamento com estatinas em pacientes acometidos por acidente vascular
cerebral resultou em uma menor degeneracdo neuronal precoce e uma
melhora no prognéstico ®*.

Existe consenso indicando o uso de estatinas nas primeiras semanas
apés o evento coronariano agudo, e nas atuais diretrizes indicam o uso de
estatinas logo ap6s os primeiros dias p6s-SCA . Primariamente os estudos
utilizavam doses iniciais divergentes (atorvastatina (80 mg/dia), sinvastatina (40

8  Porém em uma meta-andlise

mg/dia) e pravastatina (40 mg/dia))
englobando cerca de 40.000 pacientes demonstrou que o tratamento com altas
doses de estatina resultaram numa maior protecdo de 25% de novos eventos
coronarianos e 18% de protecao para IAM nédo fatais comparado com doses
moderadas para pacientes que ja sofreram o evento 2. No modelo de IAM, um
estudo avaliando varias concentracdes de atorvastatina demonstrou que doses

de 20mg/Kg/dia possui melhores resultados no remodelamento cardiaco e

menores areas de infarto &’.

1.9 Diversidades das estatinas e sua multiplicidade de
respostas

As estatinas podem aumentar a atividade de eNOS com inibicdo de

substancias vasoconstritoras, como a endotelina 1 %8, A pitavastatina preserva
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a funcdo endotelial em artérias coronarias e arteriolas na presenca de
hipercolesterolemia, aumentando o nivel NOS e reduzindo o estresse oxidativo,
além de minimizar a susceptibilidade & oxidacdo de LDL . Num estudo
experimental cronico 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

© Em ratos

reducdo  significativa da agregacdo plaquetéria
normocolesterolémicos, a administragdo de rosuvastatina antes da inducao de
isquemia miocéardica, aumentou a eNOS, diminui INOS e o dano vascular
endotelial %*.

Independentemente da capacidade de reducdo do colesterol, varios
estudos tem focado os efeitos pleiotropicos das estatinas, que incluem efeitos
antioxidantes e anti-inflamatérios vasculares . Em outro estudo, foi utilizada
fluvastatina precocemente (14 dias antes do insulto) com o objetivo de avaliar
uma possivel acdo cardioprotetora, de varredura (scavenger) de radicais livres
atenuando a injuria pos-isquemia e reperfusédo. Os resultados indicaram que o
tratamento prévio com fluvastatina reduziu a &area de infarto, independente da
acdo hipolipemiante, podendo ter atenuado a lesdo miocéardica principalmente
via o6xido nitrico. Porém, suas propriedades antioxidantes, ndo foram
elucidadas de maneira completa sendo testado apenas um Unico marcador de
EAO . Em um estudo de Hayashidani e colaboradores utilizando
camundongos infartados pelo modelo de oclusdo coronariana e tratados por
quatro semanas com fluvastatina, foi demonstrado que o uso da estatina

resultou em uma menor dilatacdo ventricular esquerda no grupo tratado

comparado com o grupo placebo, resultando em uma melhor fracdo de
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encurtamento no periodo de 28 dias apos IAM. Também foi demonstrado que o
tratamento com esse farmaco diminuiu a atividade das enzimas
metaloproteinases MMP-2 e MMP-13 que degradam a matriz extracelular %*.

Durante a fase de inflamacéo aguda, neutréfilos e monécitos adicionam
ao tecido cardiaco lesado mieloperoxidases (MPO) que apesar de constituirem
uma das primeiras linhas de defesa do sistema imunitario inato induzem a
formacdo de EAO e subsequientemente contribuem para o processo de
remodelamento do miocardio *. Clinicamente, altos niveis de MPO plasmaticos
predizem um aumento no risco de complicacbes cardiovasculares em
pacientes com um aumento na mortalidade de pacientes que sofreram infarto
do miocéardio ** %", Em um estudo avaliando a atividade da MPO, avaliada por
imagem de ressonancia magnética, o uso de atorvastatina em camundongos
infartados demonstrou uma significante diminuicdo da atividade dessa enzima
nas imagens analisadas ja em 48h pos-infarto. O grupo controle também
demonstrou que o maior pico de MPO se d4 nas mesmas 48 horas *®. Estes
dados demonstram que as alteracfes bioquimicas decorrentes do IAM que se
correlacionam com o remodelamento ventricular sdo observadas de forma
imediata no pos-evento.

O tratamento com atorvastatina pés-IAM, em camundongos demonstrou
queda de 40% na mortalidade durante as quatro semanas e revelou um
aumento da concentracdo do oxido nitrico endotelial que foi relacionado com
uma maior neovascularizacdo na zona de borda infartada *°.

Estatinas reduzem niveis plasmaticos de colesterol, diminuindo assim a
entrada das lipoproteinas modificadas pela parede vascular. Ha cada vez mais

evidéncias de que as estatinas também podem exercer efeitos além da
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diminuicdo dos niveis séricos de colesterol. Entretanto, muitos destes efeitos
pleiotropicos parecem estar envolvidos de forma restrita apenas a restauragéo
ou a melhora da fungdo endotelial através do aumento da biodisponibilidade do
oxido nitrico, promovendo uma melhora na fungdo endotelial, reduzindo
estresse oxidativo, e atenuando respostas inflamatoérias. Assim, os efeitos das
estatinas séo vistos como endotélio-dependente podendo contribuir como
terapia coadjuvante no tratamento das doencas cardiovasculares %. Por outro
lado, o seu papel na rota inflamatéria a partir do estresse oxidativo, de forma
preventiva ou mesmo pos-insulto, especificamente no tecido miocardico, ainda

nao foi totalmente esclarecido.

2 Justificativa

Ha uma importante lacuna no conhecimento a respeito do que ocorre
entre o insulto cardiaco e o inicio do remodelamento ventricular no que tange a
correlagao entre o pré-tratamento com estatinas e o0 estresse oxidativo.

Embora estudos mostrem diversos efeitos que ndo apenas
hipolipemiantes das estatinas, seus efeitos especificos sobre o estresse
oxidativo num pré-tratamento analisado em tempo precoce pos-IAM ainda néao

foram totalmente explorados.

3 Hipotese

O uso prévio de estatina pode modular de forma benéfica parametros de
estresse oxidativo e se associar a melhora de parametros cardiovasculares 48h

pos-IAM experimental em ratos.
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4 Objetivo Geral

Avaliar o perfil de estresse oxidativo em animais submetidos ao
tratamento prévio com atorvastatina (20mg/Kg por dia) com inicio duas
semanas antes do infarto, até o final do experimento sendo analisados 48h

apos o insulto, correlacionando os achados com dados de fungéo cardiaca.

4.1 Objetivos Especificos

Avaliar parametros morfofuncionais ecocardiograficos como funcéo

cardiaca e area de infarto no tempo precoce de 48 horas pos-IAM,;

Avaliar o perfil de estresse oxidativo e enzimas antioxidantes, bem como

dano a lipidios de membrana e a proteinas, 48h pés-infarto.
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6.1 Abstract

Aims: Acute myocardial infarction (AMI) leads to loss of cardiac tissue
homeostasis with overexpression of reactive oxygen species (ROS) associated
with cardiac function impairment. The use of statins could be an alternative to
preserve cardiac function after AMI due to its pleiotropic effects that include a
poorly understood antioxidant potential. In this study we intend to evaluate the
effects of pretreatment of statins as an oxidizing agent and its influence on
echocardiographic parameters 48 hours after AMI.

Main methods: Male Wistar rats were divided into two groups: placebo group
(P): NaCl 0.9% (n=14) and statin group (S): atorvastatin 20 mg/kg (n=14). Both
groups were treated for 14 days prior to AMI. Animals were subjected to
experimental AMI by left anterior descending coronary occlusion. Forty eight
hours after AMI, echocardiographic measurements (fractional shortening,
ejection fraction and infarct size) were evaluated. Animals were then killed, left
ventricles collected and infarcted (1Z) and non-infarcted zones (NIZ) separated
out. Analysis of oxidative stress was performed by measuring the activity of
antioxidant enzymes (catalase, superoxide dismutase and glutathione
peroxidase (GPx)), damage to proteins and lipids in 1Z and NIZ of the hearts,
separately.

Key findings: Echocardiographic and enzymatic analyses did not show
statistically significant differences when compared P and S groups. However, in
both groups P and S, there were statistically significant differences in GPx
activity comparing NIZ and IZ (P group 22.9 £ 42.01 vs. 51.67 £ 12.09, nmol/mg

protein, p < 0.05 and S group 95.38 £+ 20.54 vs. 61.58 = 8.14, p < 0.05),

51



respectively. Finally, in the NIZ of the S group there was less protein damage
than in the NIZ-P group as assessed by carbonyl levels (6.51 £ 1.29 vs. 8.27 +

1.03, p = 0.02 nmol/mg protein) respectively.

Significance: Statin therapy protects against oxidative damage to proteins in
non-infarcted myocardium. We also observed a decrease in GPx activity in 1Z
compared with NI1Z, regardless the treatment. These findings indicate that there
is a heterogenic response between the myocardial zones to ischemic injury and
that statins may have some regionally differentiated antioxidant effects post-
AMI. Whether these observations are related to less cardiac remodeling post-

AMI observed with statins, warrants further long term studies.
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6.2 Introduction

Ischemic injury provoked by acute myocardial infarction (AMI), a major
precursor of heart failure, is usually followed by wound repair process of the left
ventricle referred to as post-infarction left ventricle remodeling *. This process
involves a series of responses that start immediately after the ischemic event,
such as increased pro-inflammatory cytokines such as tumor necrosis factor
(TNF)-a and interleukin (IL)-6, cardiomyocytes loss and fibroblast proliferation 2.
Collectively, these changes contribute to left ventricle remodeling with
disorganization of extracellular matrix generating a poor ventricular function and

worsening of heart failure °.

At the biochemical level, reactive oxygen species (ROS) formation
increase in the post-ischemic myocardium “. Increased ROS represent a
mechanism of post-ischemic injury, trigger lipid peroxidation, oxidize proteins
and cause DNA strand breaks, all interfering with and potentially damaging
normal cellular function °. Oxidative stress is associated with poor recovery of
left ventricular function after a sustained period of ischemia and it contributes
significantly to the acceleration of necrosis and thus extension of infarction,
apoptosis and endothelial dysfunction °. Most experimental studies examine the
whole cardiac tissue, including infarcted and non-infarcted areas; however,
subtle biochemical changes may occur comparing different degrees of ischemic
injury, as observed with cardiac expression of IL-1, IL-6, IL-10 and TNF-a in

post-AMI experimental models, potentially influencing subsequent functional

and structural changes .
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Pharmacological approaches have been used to preserve/restore
ventricle structure and function post-AMI 8. Statins, which in addition to the
beneficial effects on blood lipid control, also have pleiotropic anti-inflammatory,
anti-arrhythmic effects, reduce mortality and reinfarction has been extensively
studied °. When statins are used prior to an ischemic event, decrease in
necrosis myocardial area, better epicardial perfusion and improved left
ventricular ejection fraction in patients post-percutaneous coronary intervention
has been noted *°. Some of these effects are credited to statins antioxidant

effects and to reduction in oxidative damage that is poorly understood **.

In the present study we tested the hypothesis that previous treatment
with statins might be acting as an antioxidant protective factor, decreasing
oxidative stress, potentially causing differential effects considering infarcted and
non-infarcted related areas and preserving myocardial function post-AMI. We
thus evaluated myocardial oxidative profile in both infarcted and non-infarcted
related areas and echocardiographic parameters after AMI in rats pretreated

during 14 days with atorvastatin.
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6.3 Methods

Animals and groups

Eight week old male Wistar rats were studied and kept at the Experimental
Animal Unit from the Research Center of the institution. All animals were treated
in accordance with the Guidelines for the Care and Use of Laboratory Animals
12 The study was approved by the Institutional Ethics on Research Committee.
Animals were randomized into two groups: Placebo + AMI (P) (n=14) and Statin
+ AMI (S) (n=14). All animals were kept in cages in a room at temperatures
ranging from 20 °C to 25 °C and were exposed to light/dark cycles of 12 h, and
fed ad libitum with rat chow. Atorvastatin (20 mg/kg/day), was administrated by
gastric gavage 14 days before experimental AMI induction, and then continued
for 2 days after AMI . A similar amount of NaCl 0.9% was given to the placebo
group in the same period.

Myocardial infarction was induced according to a procedure previously
described in the literature and adapted in our laboratory. Briefly, animals were
placed in dorsal decubitus position and anesthetized with xylazine (0.90 mg/Kg)
and ketamine (0.10 mg/Kg) administered intraperitoneally. Following the
orotracheal intubation, animals were submitted to mechanical ventilation with a
Harvard ventilator, Model 683 (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA)
(frequency: 60 m/min, tidal volume: 1.5 mL) with O, supplementation and
maintained in a 37 °C hot plate. Subsequently, a surgical incision was
performed in the skin along the left sternal margin, divulsion of the pectoralis
and transverse muscles was performed. Thoracotomy was performed at the 2™
intercostal space and the thorax was opened without exteriorization of the heart

4 The left anterior descending coronary artery was identified and occluded with
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a 6-0 mononylon suture underneath the left atrial appendage. Next, the thoracic
cavity was closed with a 5-0 mononylon thread, muscles were repositioned and
the skin sutured. All animals received analgesia after surgical procedure
(bupivacaine 1mg/Kg). Total mortality of the experiment was 20%. On the
second day after AMI animals were analyzed by echocardiography (14 animals
per group) and then killed by exsanguination. The hearts were immediately
removed, the left ventricle was divided in infarcted zone (IZ) and in non-
infarcted zone (NIZ) and pieces were frozen in nitrogen for subsequent

biochemical tests (eight animals per group).

Echocardiography

After 48 hours of the procedure the animals were anesthetized and submitted to
echocardiographic analysis. Animals were placed in left lateral decubitus
position (45° angle) to obtain cardiac images. An EnVisor HD System, Philips
Medical (Andover, MA, USA), using a 12—13 MHz transducer at 2 cm depth with
fundamental and harmonic imaging. Baseline data were recorded prior to AMI
induction to serve as control parameters.

Myocardial infarction size

On each echocardiographic transverse plane (basal, middle and apical) the
arch corresponding to the segments with infarction (regions or segments of the
myocardium showing one the following changes in myocardial kinetics: systolic
movement akinesis region — AR) and the total endocardial perimeter (EP) were
measured at end-diastole. Infarction size (IS) was estimated as %IS = (AR/EP)

x100.
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Left ventricular dimensions

Left ventricular diastolic and systolic transverse areas (cm?) were obtained by
tracing the endocardial border at three levels: basal (at the tip of the mitral valve
leaflets), middle (at the papillary muscle level) and apical (distal from the
papillary muscle but before the final curve cavity). Diastolic and systolic
diameters (cm) were measured using the M-Mode, in the previously described
three planes. Final value for each animal was obtained by taking the average of
all three planes.

LV systolic function

Left ventricular ejection fraction was calculated as: (end diastolic volume—-end-
systolic volume/ end-diastolic volume) x 100; end-diastolic and end-systolic
cavity volumes were calculated using Simpson's rule. Left ventricular fractional
shortening (LVFS) values were obtained by using the following equation: LVFS

= DD-SD/DDX100 (diastolic diameter — DD; systolic diameter — SD) *°.

Oxidative profile
Antioxidant enzymes
For the evaluation of antioxidant enzymes, myocardial tissue was unfrozen,
homogenized in a volume proportion of 1 mg tissue: 5 pL solution KCI (1.15%
viv), PMSF (10 mM) and centrifuged at 1000g x rpm for 5 min and the
supernatant was used.

Analysis of superoxide dismutase (SOD) in myocardial tissue was based
on the inhibition of the reaction of the superoxide radical with adrenaline and
was carried out according to Misra and Fridovich *°. Analysis of the activity of

enzyme catalase (CAT) was based on measuring the decrease in hydrogen
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peroxide, according to Li *’. Activity of enzyme glutathione peroxidase (GPx)
was based on the consumption of NADPH in the reaction of reduction of
oxidized glutathione, according to Flohé and Guntzler 8. All reactions were
performed in microtiter plates and normalized by protein content *°.

Oxidative damage

The quantity of aldehyde products generated by lipid peroxidation was
quantified by the thiobarbituric acid reaction. Briefly, sample (0.25mg of protein)
was reacted with 0.67% thiobarbituric acid at 99°C for 15 min. Thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS) were extracted with n-butanol and
absorbance was read at 532 nm. A standard curve made of 1,1,3,3-
tetramethoxypropane (Sigma Aldrich Co. St. Louis, MO USA) was run in parallel
and values expressed as nmol TBARS/mg protein ?°. Oxidative damage to
proteins was measured by the quantification of carbonyl groups based on the
reaction with 2.4-dinitrophenylhydrazine (DNPH). Proteins were precipitated by
the addition of 10% trichloroacetic acid and resuspended in 10 mM DNPH, and

the absorbance read at 370 nm . Results were expressed as nmol/mg protein.

Statistical analysis

Data were expressed as mean = SD for all experiments. The comparison
between groups and their respective myocardial zones (NIZ or 1Z) was
performed primarily by the interaction test and secondarily by Student's t test.
Data with p values < 0.05 were considered statistically significant. Data were

analyzed with the GraphPad Prism 5.0 and SPSS 14.0 programs.
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6.4 Results

Echocardiographic parameters

Compared to baseline measurements (left ventricular ejection fraction = 73 *
4% and 70 £ 5%, p = 0.3), in both, P and S groups respectively, a moderate to
severely reduced left ventricular ejection fraction post-AMI was evident;
however no statistical difference between P and S groups was observed (Table
1). Infarct size in P and S groups was similar, overall around 40% of the left
ventricular area.

Table 1.
Cardiac function and morphometric characteristics assessed by

echocardiogram of rats 48 h post-AMI.

Parameters Placebo Statin p
Group Group
N 14 14
Heart rate, bpm 277 + 22 262 +21 0.16
Infarcted area, % 40+5.4 40 £ 6.5 0.94
Systolic diameter, cm 0.6+0.1 0.6+0.1 0.45
Diastolic diameter, cm 0.8+0.1 0.7+£0.1 0.25
Ejection fraction, % 38+1.2 34+£6.5 0.30
LV fraction shortening, % 19+4.2 1857 0.85

LV — left ventricular
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Oxidative profile

Antioxidant enzymes analyses

Myocardial SOD, CAT and GPx activities were not different in S compared with
P group (p > 0.05) or in the subgroups NIZ and IZ of the infarcted hearts.
However the enzymatic activity of GPx in NIZ was significantly higher compared
to IZ in both groups (P and S). Table 2.

Oxidative damage

Lipid peroxidation did not show statistically significant difference (p > 0.05)
between P and S or in subgroups NIZ and IZ of infarcted hearts. However,
levels of protein oxidative damage (carbonyl) were lower in the NIZ-S compared

to NIZ-P group (p = 0.02). Table 2.
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Table 2.

Cardiac antioxidant and oxidative damage profile of rats 48 h post-AMI.

Parameters Placebo Group p Statin Group p

N 8 8 8 8

Myocardial Zones NIZ V4 NIZ 4

Antioxidant Enzymes

SOD, U/mg protein 13.60+8.14  18.73+9.06 0.44 8.95+2.45 11.46 + 7.40 0.32
CAT, U/mg protein 33.39+14.53 40.48+19.00 0.32 30.5+11.08 38.91 + 22.36 0.41
GPx, nmol/mg protein 95.38 £20.54 61.58 +8.14 <0.05 1229 £42.01 51.67 £12.09 <0.05
Oxidative Damage

Carbonyl, nmol/mg protein 8.27 £1.03 6.97 £1.94 0.83 6.51 £ 1.29* 8.47 + 2.36 0.64
TBARS, nmol TBARS/mg protein 7.80 + 3.58 11.03 +£2.79 0.39 8.40 £ 2.39 9.76 £ 4.00 0.07

SOD - superoxide dismutase; CAT - catalase; GPx - glutathione peroxidase; TBARS - Thiobarbituric acid reactive substances.

Data shown as mean = SD for each group. NIZ - Non-infarcted zone; 1Z - Infarcted zone. * p = 0.02 P-NIZ vs. S-NIZ; other

comparisons P-NIZ vs. S-NIZ and P-IZ vs. S-IZ p > 0.05.
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6.5 Discussion

The use of statins has documented clinical benefits reducing cardiovascular
events, including those following AMI and subsequent left ventricular
dysfunction. This has raised the interest to better understand early molecular
and cellular mechanisms interacting with statins, in particular those related to
oxidative stress post-AMI. We showed that prior use of statin did not influence
left ventricular function post-AMI, overall it was not able to modify anti oxidative
parameters collectively, while it induced subtle differential effects on carbonyl
expression comparing non infarcted areas from placebo and statin treated AMI-
animals. Our findings also show that GPx activity decreases in the I1Z compared
with NIZ in both groups independently of treatment, suggesting that distinct
myocardial areas respond differently to ischemic injury with regards to oxidative
profile.

The use of statins is associated with well known several beneficial effects

2225 However, there is limited

in acute coronary syndromes scenario
understanding of the early molecular events involving statin therapy post
ischemic injury that could account for such potential beneficial effects, as well
as the effect of its previous use, on several cardiac parameters. In fact, soon
after ischemia, biochemical and physiological events occur that influence
cardiac function. Cardiomyocyte death, contractile dysfunction and
myofibroblast proliferation are among the main events that lead to ventricular

remodeling in both infarcted and non-infarcted regions. Studies performed in the

late post-AMI period treatment with statins demonstrated preservation of
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ventricular geometry, decrease of inflammatory mediators and of oxidative
stress ",

In this study we showed that prior use of statins did not influence
echocardiographic parameters at 48h post-AMI. In fact, major influence on
cardiac structure and function was not necessarily expected to be evident in this
very early period post-AMI since degradation of extracellular matrix, which
constitutes a target for statin effects °, and that affect ventricular geometry, only
becomes evident at three days post-AMI ’. In addition, the AMI model
employed in this study yields infarcts areas ranging from 20 to 40% but only rats
with approximately 40% of akinetic areas entered the analyses. Use of statins
did not influence either AMI areas or left ventricular function parameters. The
large infarct areas may have lead to the absence significant treatment effects,
since it may be unlikely that a pharmacological intervention produced an evident
beneficial effect upon such an overwhelming event within 48 hours of injury.

Central to the events that drive the remodeling process post-AMI are the
appearance of ROS . Reactive oxygen species may be involved in the activity
of key processes linked to cardiac remodeling, such as matrix metalloproteinase

29. 30 previous studies have demonstrated a

activation and apoptosis
heightened enzymatic activity (SOD, CAT and GPx) in the period after
infarction, comprising up to 48 hours in order to counteract the harmful effects
of ROS °. However, we have previously demonstrated no difference in SOD and
CAT evaluated at 48 hours post-AMI when comparing infarcted and non-
infarcted animals **. Our present study adds novel information examining

oxidative stress in both infarcted and non-infarcted areas very early post-AMI.

Indeed, only few studies attempted to analyze and differentiate infarcted from
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non-infarcted areas, examining cytokines, apoptosis and iron overload * "3, as
traditionally the whole heart is homogenized for subsequent biochemical
analysis . Differential myocardial tissue behavior of oxidative stress post-AMI
was never addressed. In the present study, we demonstrated that the
intragroup comparison of GPx activity, irrespective of statin therapy, showed a
decrease in this enzymatic activity in the myocardial 1Z compared to NIZ,
suggesting that myocardial zones respond differently to ischemic injury and
should be analyzed independently. This decrease in GPx enzyme activity might
be due to the depletion of its cofactor, glutathione, which is part of the most
abundant non-enzymatic antioxidant cell class *%.

Regardless of these apparent controversial findings involving antioxidant
mechanisms related to the post-AMI period, studies have demonstrated that
administration of statin had a significant effect protecting the heart against
isoproterenol induced myocardial infarction by maintaining endogenous

antioxidant enzyme activities *

. In this study, we showed that prior statin
therapy caused no effects on SOD, GPx and CAT activity in this initial period
post-AMI. This may indicate that statin pretreatment does not promote
antioxidant adaptation at this enzymatic level at early times after AMI.

When ROS overcomes the buffering capacity of the antioxidant enzymes,
oxidative stress takes place **. Protein carbonylation and thibarbituric reactive
substances are well known footprints of oxidative damage on proteins and

lipids, respectively 3.

In the present study, we showed that there was a
differentially expressed response in oxidative protein damage in NIZ comparing
placebo and statin-treated animals; in particular, we showed no difference in

lipid peroxidation between placebo and statin group whereas statin avoided
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protein oxidation in NIZ, as lower levels of carbonyl were observed in NIZ of
statin-treated animals. Considering the precocity of the analysis as well as the
rapid lipid turnover caused by ischemic injury, the initial lipid damage was likely
not apparent precluding the appearance of differences with treatment °>. These
results suggest that statins may not affect this early stage of oxidation, but may
be activating signaling pathways for cell survival. Protein oxidation, on the other
hand, arises from other sources the main one being catalyzed by metal, as
described previously #. In fact, AMI is known to cause release of iron from
heme proteins causing an increase in catalytic iron *. In turn, iron ion overload
is related to impaired cardiomyocyte contractility. In addition, large areas of
infarction that releases this metal, may result from the ability of the Fe*ions

have to generate reactive oxygen species ¢ 37

. Statin therapy has been
reported to reduce iron levels in hypercholesterolemic patients *®. DePalma and
colleagues described interactions of serum ferritin with statin use in a substudy
of the iron (Fe) and atherosclerosis study (FeAST) and showed that statin use
was associated with significantly lower ferritin levels **. Thus, we suggest that
statin may interfere in iron imbalance and decrease metal catalyzed protein
oxidation. Accordingly, analyses concerning iron metabolism, such as level of
catalytic iron and proteins involved in iron balance are warranted in order to
examine the relationship between statins and alternate protective mechanisms
of protein oxidation.

Our data should be interpreted considering some technical limitations.
We only assessed study parameters at the very early 48h post-AMI period

which can limit definitions of changes at micro-morphological and functional

levels. Perhaps the influence of treatment at this time-point is perceived only at
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the cell signaling level. In this study infarcted areas were large (around 40% of
the left ventricle area); in particular, prior reports suggest that therapies
involving well established drugs such as captopril in similar large areas of

infarction have shown limited benefits 8.

6.6 Conclusion

Taken collectively, our data point to an expected absence of statin effect
in the cardiac remodeling process and to a slightly antioxidant potential on
proteins early post-AMI. Indeed, statin therapy seems to protect against
oxidative damage to proteins in non-infarcted myocardium in this early time
analysis. Studies evaluating the late consequences of this antioxidant potential
should be further addressed.
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