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Os Efeitos da Trimetazidina no Prolongamento do Intervalo QT e na
Hipertrofia Cardiaca em Ratos Diabéticos

The Effects of Trimetazidine on QT-interval Prolongation and Cardiac Hypertrophy in Diabetic Rats
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Resumo

Fundamento: A trimetazidina (TMZ) é uma droga anti-isquémica. Apesar de seus efeitos protetores sobre o sistema
cardiovascular, nao ha estudos cientificos sobre a utilidade do tratamento com TMZ para o intervalo QT prolongado e
a hipertrofia cardiaca induzida pelo diabetes.

Objetivo: Avaliar os efeitos da TMZ no prolongamento do intervalo QT e na hipertrofia cardiaca em ratos diabéticos.

Métodos: Vinte e quatro ratos machos Sprague-Dawley (200-250 g) foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos
(n = 8) pelo método de amostragem aleatéria simples. Controle (C), diabético (D) e diabético administrado com TMZ a
10 mg/kg (T10). A TMZ foi administrada por 8 semanas. O ecocardiograma foi registrado antes de isolar os coracoes e
transferir para um aparelho de Langendorff. Foram medidos os parametros hemodinamicos, intervalo QT e intervalo QT
corrigido (QTc), frequéncia cardiaca e enzimas antioxidantes. O indice de hipertrofia foi calculado. Os resultados foram
avaliados pelo one-way ANOVA e pelo teste t pareado pelo SPSS (versao 16) e p < 0,05 foi considerado significativo.

Resultados: Os ratos diabéticos indicaram hipertrofia aumentada, intervalos QT e QTc e diminuicao da pressao sistélica
no ventriculo esquerdo (PSVE), pressao desenvolvida no ventriculo esquerdo (PDVE), duplo produto (DP), Max dp/dt e
min dp/dt (+ dp/dt max), frequéncia cardiaca, superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase no
coracao. O tratamento com TMZ nos animais diabéticos melhorou significativamente esses parametros em comparacao
com o grupo diabético nao tratado.

Conclusdes: A TMZ melhora o prolongamento do intervalo QTc e a hipertrofia cardiaca no diabetes. (Arq Bras Cardiol.
2018; [onlinel.ahead print, PP.0-0)
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Abstract

Background: Trimetazidine (TMZ) is an anti-ischemic drug. In spite of its protective effects on cardiovascular system, there is no scientific study
on the usefulness of TMZ treatment for prolonged QT interval and cardiac hypertrophy induced by diabetes.

Objectives: To evaluate the effects of TMZ on QT interval prolongation and cardiac hypertrophy in the diabetic rats.

Methods: Twenty-four male Sprague-Dawley rats (200-250 g) were randomly assigned into three groups (n = 8) by simple random sampling
method. Control (C), diabetic (D), and diabetic administrated with TMZ at 10 mg/kg (T10). TMZ was administrated for 8 weeks. The echocardiogram
was recorded before isolating the hearts and transfer to a Langendorff apparatus. Hemodynamic parameters, QT and corrected QT interval (QTc)
intervals, heart rate and antioxidant enzymes were measured. The hypertrophy index was calculated. The results were evaluated by one-way
ANOVA and paired t-test using SPSS (version 16) and p < 0.05 was regarded as significant.

Results: The diabetic rats significantly indicated increased hypertrophy, QT and QTc intervals and decreased Left ventricular systolic pressure
(LVSP), Left ventricular developed pressure (LVDP), rate pressure product (RPP), Max dp/dt, and min dp/dt (+dp/dt max), heart rate, superoxide
dismutase (SOD), glutathione peroxidase (CPx) and catalase in the heart. Treatment with TMZ in the diabetic animals was significantly improved
these parameters in comparison to the untreated diabetic group.

Conclusions: TMZ improves QTc interval prolongation and cardiac hypertrophy in diabetes. (Arq Bras Cardiol. 2018; [online].ahead print, PRO-0)
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Introducao

O diabetes esta associado a disttrbios cardiovasculares e
aumento da mortalidade em pacientes diabéticos.' A estatistica
revela que 30 milhdes de pessoas sofriam de diabetes em todo
o mundo em 1985 e, recentemente, prevé-se, pela OMS, que
havera 300 milhdes em 2025.2

A cardiomiopatia diabética é conhecida como alteragdes
estruturais e funcionais do coragao induzidas por diabetes,
associadas a hipertrofia cardiaca, disfungdo diastdlica e/ou
sistélica na auséncia de hipertensao arterial, doengas cardiacas
valvares e isquémicas e outras alteragbes cardiacas.>*

Os intervalos QT e QT corrigido (QTc) sao parametros
eletrocardiogréficos considerados como preditores criticos
de mortalidade e acidente vascular cerebral em pacientes
diabéticos.>® O prolongamento patoldgico do intervalo QT é
conhecido como um fator de risco que aumenta as arritmias
ventriculares e outras doencas cardiacas. Além disso, a
hipertrofia ventricular desempenha um papel importante no
desenvolvimento do diabetes relacionado ao intervalo do
QT prolongado.” Um estudo anterior confirmou os efeitos
negativos da hipertrofia e do prolongamento do intervalo QT
na fungao do coragdo no diabetes.? A homeostase energética
é eficaz na diminuicao da hipertrofia no coragao.’

A trimetazidina (TMZ) é um agente antianginoso que é
conhecido por melhorar o metabolismo de energia no coragao
submetido a isquemia.'®"" Estudos anteriores indicaram
oxidacdo reduzida de acidos graxos por meio da redugao
da atividade 3-cetoacil-CoA tiolase mitocondrial (3-KAT) na
beta-oxidagao pelo tratamento com TMZ."2 Outros também
indicaram que a TMZ tem efeitos protetores na fibrose
cardiaca resultante da sobrecarga de pressao.'* Além disso, ha
outras investigagdes mostrando que o tratamento com TMZ
tem efeitos positivos sobre a fungao cardiaca em diabéticos
com desordens cardiovasculares.” Tomados em conjunto,
estes resultados de estudos relacionados evidenciam que
a TMZ tem efeitos benéficos no sistema cardiovascular.
No entanto, o papel da TMZ no prolongamento do intervalo
QT e na melhora da hipertrofia cardiaca no diabetes ainda é
desconhecido. Portanto, o presente estudo foi realizado para
avaliar os efeitos da TMZ no prolongamento do intervalo QT
e hipertrofia cardiaca nos animais diabéticos.

Métodos

Quimico
A TMZ, a heparina e a aloxana foram obtidas da Sigma

Chemical Co. (St. Louis, MO, E.U.A.) e a cetamina e xilazina
adquiridas a Alfasan Co. (Woderen-Holland).

Animal

Vinte e quatro ratos Sprague-Dawley machos adultos
(250 = 20 g) foram alojados sob condicbes padrao (20 + 5°C,
ciclo claro/escuro de 12 horas e com agua e comida
disponiveis) durante o periodo do estudo. Todos os protocolos
experimentais seguiram as Diretrizes do Autor de Consenso
sobre Etica e Bem-Estar Animal e as diretrizes nacionais para a
realizacao de estudos com animais (Autorizacdo do Comité de

Etica No. APRC-94-25 da Universidade de Ciéncias Médicas
de Ahvaz Jundishapur, Ahvaz, Ird)."®
O tamanho da amostra de cada grupo foi computado em
oito pela formula:®
(Z, o+ Z, X (57 +S)
n= =

dZ

(1,96 x 1,29)2 x (13,522 + 9,072
(89-70)?

=7,75~8

onde S, e S,? 530 0s meios.

Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos
(n = 8) pelo método de amostragem aleatéria simples.
Controle (C), diabético (D) e diabético administrado com TMZ
a 10 mg/kg (T10)."” A TMZ foi tratada oralmente por gavagem
uma vez ao dia por 8 semanas.

Modelo diabético

O diabetes foi induzido por administragao intraperitoneal
de aloxana a 120 mg/kg. Apds 6 h, os animais foram tratados
oralmente com solugao de glicose a 10% (10 ml). Eles foram
mantidos por 24 h em solugdo de glicose a 5% para reduzir os
resultados hipoglicémicos fatais de aloxana. Os ratos, indicando
glicemia de jejum = 250 mg/dl, reducdo do peso corporal,
dislipidemia, aumento de enzimas hepaticas e sinais claros de
polidria, polifagia e polidipsia apés 4 dias, foram considerados
animais diabéticos e utilizados para o experimento.'®

Eletrocardiografia

Os animais foram anestesiados por heparina, cetamina
e xilazina (1000 U/kg, 50 e 5 mg/kg, respectivamente), o
chumbo Il foi registado por Bio Amp e controlado utilizando
um sistema Power Lab (AD Instruments, Austrdlia). O intervalo
QT e a frequéncia cardiaca foram medidos. Os intervalos QT
e QTc foram calculados pela férmula de Bazett normalizada
como QTc = QT / (RR/) 1/2, onde RR é o intervalo R—R e
f =150 ms.”2°

Isolamento dos coracoes

Ap0s o registro do ecocardiograma (ECG), a canulagdo e a
ventilagao da traqueia foram realizadas com um ventilador de
animais (UGO BASILE, modelo: 7025). A canulagdo da aorta foi
realizada por uma incisao central na aorta. Os coragoes foram
transportados para o sistema Langendorff. A perfusao do coracao
foi realizada por solugdo de Krebs-Henseleit (5% de di6xido
de carbono e 95% de oxigénio, 37°C, pH = 7,4, 8 ml/min).
Um balao de latex foi inserido no ventriculo esquerdo para a
medicao da pressao ventricular esquerda (PVE) pelo sistema
Power Lab (AD Instruments, Austrdlia). A pressao diastélica
final do ventriculo esquerdo (PDFVE) foi aproximadamente
regulada em 5-10 mmHg pela alteragao do volume do baldo.
A pressaosistélica do ventriculo esquerdo (PSVE), Max dp/dte min
dp/dt (= dp/dt méax) foram medidas.?" A pressao desenvolvida
no ventriculo esquerdo (PDVE) e o duplo produto (DP) foram
calculados pela seguinte férmula:

PDVE = PSVE - PDFVE
DP = PDVE x frequéncia cardiaca
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Medicao de hipertrofia

Ap6s avaliagdo dos pardmetros hemodinamicos pelo
sistema de Langendorff, os coragdes foram removidos e
colocados em soro fisiolégico, em seguida, em papel para
avaliagdo do peso do coragdo. O indice de hipertrofia cardiaca
(mg/g) foi calculado a partir do peso total do coragao (mg) em
relacdo ao peso corporal total (g) do rato.?

Medicao de enzimas antioxidantes

Apds a medicao da hipertrofia, 100 mg de tecido cardiaco
foram congelados em nitrogénio liquido e armazenados a
-70°C. As amostras de tecido foram homogeneizadas em
solugdo salina tamponada com fosfato (PBS; 50 mM a pH de
7,4) utilizando um Homogeneizador (Heidolph Silenterosher
M, Alemanha) e centrifugadas a 14000 g durante 15 minutos.
A avaliagao dos niveis de enzimas incluindo glutationa
peroxidase (GPx), catalase (CAT) e superéxido dismutase (SOD)
foi realizada no sobrenadante. A GPx e a SOD foram medidas
usando kits Randox (Randox Lab, UK) e a atividade da CAT foi
avaliada usando o kit Zellbio (Zellbio Lab, Ulm, Alemanha).

Analise estatistica

Os resultados foram indicados como média e desvio
padrao (DP). No presente estudo, a distribuicao normal dos
resultados foi realizada pela analise de Kolmogorov-Smirnov.
O teste one-way ANOVA e o teste Least Significant Difference
(LSD) foram usados para comparagao entre os varios grupos.
A comparagdo de pré e pés-metabdlicas em cada grupo foi
realizada pelo teste t pareado usando o SPSS (versao 16).
P < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Resultados

Parametros eletrocardiograficos

Os intervalos QT e QTc aumentaram significativamente
nos animais diabéticos em comparagdo com o grupo controle
(100 = 13,80 vs. 70 + 8,34, 82,52 = 13,03 vs. 58,4 + 7,33,
p = 0,007 e p = 0,009, respectivamente). O tratamento
com TMZ foi associado com uma redugao significativa nos

intervalos QT e QTc em comparagao com os ratos diabéticos
nao tratados (80 = 10,69 vs. 100 = 13,80, 63,11 = 7,05 vs.
82,52 = 13,03, p = 0,043 e p = 0,040, respectivamente,
Figura 1). Como mostrado na Tabela 1, os ratos diabéticos
indicaram uma diminuigao na frequéncia cardiaca em
comparagao com os ratos de controlo (198 = 41,27 vs.
268 + 27,99, p = 0,002). Obviamente, a administragao do
grupo diabético com TMZ aumentou significativamente a
frequéncia cardiaca em comparagao com os ratos diabéticos
nao tratados (263 + 35,02 vs. 198 + 41,21, p = 0,006).

Marcadores da funcao cardiaca

No final do experimento, PSVE, PDVE, = dp/dt max e
DP foram observados significativamente menores no grupo
diabético que no grupo controle. No entanto, a administragao
da TMZ durante 8 semanas foi associada a um aumento
significativo destes pardmetros em comparagao com os ratos
diabéticos nao tratados (Tabela 1).

Efeito da TMZ na hipertrofia miocardica

Como indicado, o indice de hipertrofia aumentou
significativamente nos ratos diabéticos em 8 semanas em
comparagao com o grupo controle (56,62 = 6,50 vs. 48,62 + 7,90,
p = 0,039). De acordo com nossos achados, nos ratos diabéticos,
a administragdo com TMZ diminuiu notavelmente o indice de
hipertrofia quando comparado aos ratos diabéticos (41,87 + 7,50
vs. 56,62 * 6,50, p < 0,001, Figura 2).

Efeito da TMZ nas enzimas antioxidantes

Como indicado na Tabela 2, enzimas antioxidantes, GPx,
CAT e SOD diminuiram significativamente no coragao de
animais diabéticos em comparagdo com o grupo controle
(p < 0,001, p = 0,002, respectivamente). No entanto, a
administragao oral com TMZ foi significativamente melhorada
GPx, CAT e SOD (p < 0,001, p < 0,049, respectivamente).

Discussao

Nossos resultados indicaram que a injecao de aloxana
aumentou significativamente os intervalos QT e QTc e diminuiu a
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Figura 1 - Valores do Intervalo QT (a) e do intervalo QTc (b) nos grupos controle (C), diabético (D) e diabético tratado com TMZ (10 mg/kg, (T10)) oito semanas ap6s
o tratamento nos ratos. Os resultados foram apresentados como média + DP. ## p < 0,01 comparado ao grupo controle, * p < 0,05 comparado ao grupo diabético.
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Tabela 1 - Parametros hemodinamicos no coragéo

Grupos c D T10 Valorde pDvs.C Valor de p T10 vs. D
Frequéncia cardiaca (batimentos/min) 268 + 27,99 198 + 41,21 263 + 35,02 0,002 0,006
PSVE (mmHg) 75+20,91 60,78 + 16,76 79,75 £ 10,16 0,041# 0,028’
PDVE (mmHg) 74,37 £ 18,76 56 + 18,37 74,25 +9,93 0,030% 0,031
DP (mmHg) 14.965 + 5.582 10.184 + 4.589 14.099 + 3.859 0,041# 0,049°
Max +dp/dt(mmHg) 2.294 + 255,27 1.035 + 370,33 1.727 + 410,60 <0,001%# 0,001"
Min -dp/dt (mmHg) -1.220 + 229,09 594,77 + 210 962 + 194 <0,001%# 0,002"

(média £ DP, n = 8) no controle (C), diabético (D) e diabético tratado com TMZ (T10), (one-way ANOVA seguido de teste post hoc de LSD). PSVE: presséo sistélica
do ventriculo esquerdo; PDVE: presséo desenvolvida do ventriculo esquerdo (PDVE); DP: duplo produto pressérico; DP: desvio-padréo.

70
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40
30
20
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Grupos de animais

D T10

Figura 2 - Valor da hipertrofia nos grupos controle (C), diabético (D) e diabético tratado com TMZ (T10) oito semanas apés o tratamento nos ratos. Os resultados foram
apresentados como média + DP. # p < 0,05 comparado ao grupo controle, *** p < 0,001 comparado ao grupo diabético néo tratado.

Tabela 2 - Atividades das enzimas antioxidantes

Grupos c D T10 Valorde pDvs.C Valor de p T10 vs. D
SOD (U/dl) 8,46 + 1,51 5,86 + 0,69 7+154 0,002# 0,049

CAT (U/ dl) 10,52 + 0,60 1,90 £4,08 10,71+ 0,50 0,002 <0,001™

GPx (U/ dI) 28,50 + 2,67 13,22 £ 0,95 24,03+1,73 <0,001## <0,001™

(Média + DP, n = 8) no controle (C), diabético (D) e diabético tratado com TMZ (T10), (one-way ANOVA seguido de teste post hoc de LSD). SOD: superoxido

dismutase; CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase.

frequéncia cardiaca, PSVE, PDVE, DF, = dp/dt max e hipertrofia
cardiaca, SOD, GPx e CAT no coragao dos ratos diabéticos
quando comparado com o grupo controle. No entanto, o
tratamento com TMZ foi capaz de melhorar significativamente
os intervalos QT e QTc, frequéncia cardiaca, pardmetros
hemodindmicos, SOD, CAT e hipertrofia. Estudos prévios
demonstraram que o diabetes esta associado as alteragoes do
intervalo QTc eletromecanico e prolongado no coragao.”

As disfungoes diastélica e sistélica sdo as manifestagoes
mais precoces no desenvolvimento da cardiomiopatia
diabética.?* Os indices + dp/dt max, PSVE, PDVE, DP,
diast6lica e sistélica cardiaca sdo amplamente utilizados para
avaliar a funcao cardiaca. Os ratos diabéticos induzidos por
aloxana progrediram disfungdo cardiaca como demonstrado
por uma diminuicao significativa em = dp/dt, PSVE, PDVE
e DP. O tratamento com TMZ, por sua vez, melhorou cada
um desses parametros.

Em nosso modelo de diabetes tipo 1, o ECG indicou
QTc prolongado, um achado que é consistente com estudos

anteriores. O tratamento com TMZ diminuiu significativamente
essas dispersoes de QT e QTc. Esse resultado estd de acordo
com relatos anteriores que indicam que o tratamento com
TMZ melhora o prolongamento do intervalo QT em individuos
com distdrbios renais.?>2°

No presente estudo, também observamos que o diabetes
levou & bradicardia nos animais diabéticos. E revelado que
nos ratos diabéticos a frequéncia cardiaca tende a diminuir
ap0s oito semanas.?” Por outro lado, o diabetes aumenta o
tonus vagal e diminui o ténus simpdtico em ratos diabéticos.
Além disso, o tratamento com TMZ melhora o tdonus
autondmico em individuos com a SCA.*® A melhora nos
tonus simpatico e parassimpatico pode explicar parcialmente
o aumento da frequéncia cardiaca em ratos diabéticos
tratados com TMZ.

A cardiomiopatia diabética estd associada a hipertrofia e
disfungao cardiaca. A glicemia elevada e o estresse oxidativo
podem ser considerados fatores criticos que envolvem a
hipertrofia e a disfungdo do coragdo.’® No presente estudo,

Arq Bras Cardiol. 2018; [online].ahead print, PP.0-0
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os ratos diabéticos apresentaram hipertrofia cardiaca
demonstrada pelo aumento da relacdo coragao-peso/peso
corporal. Resultados semelhantes tém sido indicados em
estudos anteriores.*' Esta bem estabelecido que, o aumento do
VLDL-c e a diminuigao dos niveis de HDL-c podem resultar em
reducio do sistema de defesa antioxidante.” Em um estudo
anterior, foi indicado que o comprometimento dos niveis do
perfil lipidico em animais diabéticos podem ser atribuidos
ao aumento da degradagdo lipidica e a liberagao de grande
quantidade de acidos graxos livres."” Os acidos graxos livres
liberados sao suscetiveis a oxidacao, resultando em diminuicao
do nivel de antioxidantes e do sistema de defesa antioxidante.*
O aumento do nivel de oxidacao de 4cidos graxos no coragao
diabético leva ao aciimulo de lipidios e hipertrofia cardiaca.*
A redugdo na oxidagao de 4cidos graxos e no estresse oxidativo
pelo tratamento com TMZ pode parcialmente atribuir a melhora
da hipertrofia cardiaca.

Estudos anteriores mostraram que o nivel de SOD reduziu no
diabetes tipo 1 e foi demonstrado que o aumento das espécias
reativas de oxigénio (ERO) esta negativamente associado com
os valores das enzimas antioxidantes, como o SOD e GPx.>*
O SOD altera rapidamente O, para H,0,, o que é ainda
mais destruido através da GPx e CAT. Os niveis de enzimas
antioxidantes sdo sensiveis ao stress oxidativo, e os valores
melhorados ou reduzidos foram indicados em vdrias patologias,
em que um aumento das ERO é uma causa ou resultado
do distirbio, tais como diabetes.?>?¢ Além disso, os anions
superdxidos e as ERO também foram indicados para contribuir
para hipertrofia cardiaca resultante de vérios estimulos; portanto
0 SOD é uma defesa primaria contra o estresse oxidativo
que envolve a hipertrofia do coragdo.’” Os nossos resultados
indicaram que os niveis de SOD e CAT em coragdes de ratos
diabéticos tratados com TMZ foi significativamente maior
do que nos animais diabéticos nao tratados. Os valores de
GPx foram ligeiramente, mas nao significativamente mais,
nos coragbes de animais diabéticos tratados com TMZ em
comparagao com os ratos diabéticos.

Em conjunto, esses achados indicaram que os ratos diabéticos
mostraram hipertrofia e disfungdo no coracao, bem como
aumento do dano oxidativo cardfaco em comparagdo com
os animais controle, mostrando que esses fatores indesejaveis
estdo conectados. A TMZ provavelmente melhorou esses
fatores pelos efeitos antioxidantes. Com base nos resultados
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Conclusoes
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