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RESUMO

Apds o infarto do miocardio, o remodelamento das camaras cardiacas ocorre
secundariamente a sobrecarga do ventriculo esquerdo com redugdo da
contratilidade miocardica (Stefanon et al, 1994;. Mill et al 2011). Em um estudo com
ratos saudaveis foi demonstrado que o tratamento com 6leo de soja, 100 pL por via
intramuscular durante 15 dias, aumenta o desempenho cardiaco sem alterar a
pressdo arterial associado com aumento de atividade da Na'/K* ATPase e da
expresséo da proteina SERCAZ2a (Ribeiro Junior et a., 2010). Considerando que a
diminuicdo da contratilidade miocardica ap6s o infarto do miocardio esta associada
com alteragbes na expressao destas enzimas, o objetivo deste estudo foi avaliar se
o tratamento com Oleo de soja via intramuscular por 15 dias, pode melhorar o
desempenho cardiaco de ratos submetidos ao infarto agudo do miocardio. Para este
estudo foram usados ratos Wistar machos (230-250 g). Todos os ratos tiveram livre
acesso a agua e foram alimentados com rag&o “ad libitum”. Os animais foram
divididos em quatro grupos: grupo Sham Soja: animais submetidos a operagéo
simulada e tratados com o6leo de soja 0,1 mL i.m. por quinze dias; grupo Sham: Os
animais foram submetidos a operacdo simulada e foram tratados com 0,1 mL de
solucdo de NaCl a 0,9% durante quinze dias; grupo Infarto do Miocardio (IM) Soja : a
artéria coronaria esquerda foi permanentemente ocluida e os animais foram tratados
com 0,1 mL de d6leo de soja por via i.m. durante 15 dias; grupo infarto do miocardio
(IM): a artéria coronaria esquerda foi permanentemente ocluida e os animais foram
tratados com 0,1 mL de solugdo de NaCl a 0,9% durante quinze dias. Apos 15 dias
de tratamento os animais foram anestesiados e sacrificados para avaliar a pressao
arterial e ventricular, e a contratilidade miocardica em coragao isolado perfundido

pela técnica de Langendorff em fluxo constante, nutridos com solugé&o de Krebs. Os



valores foram analisados pelo teste t ou ANOVA (uma ou duas vias). Quando a
ANOVA revelou uma diferenga significativa para p <0,05, os testes de Tukey ou de
Bonferroni foram aplicados. Resultados: A area de cicatriz do miocardio nao foi
diferente entre os grupos (IM Soja: 34.13 £ 5 % N = 8; IM: 34.75 £+ 6 % N= 8). O
tratamento com 6leo de soja ndo alterou o peso do ventriculo esquerdo. No entanto,
o grupo infartado tratado com déleo de soja apresentou melhor desempenho cardiaco
em relagcdo ao grupo infartado tratado com placebo sendo esse aumento
acompanhado por aumento na PAS (IM: 89,11 + 6,4 mmHg x IM Soja: 108,6 + 9,5
mmHg) e diminuicdo da PDFVE (IM: 6.37 £+ 0.9 mmHg x IM Soja: 4.72 + 0.4 mmHg).
Além disso, a resposta inotrépica ao Ca’" extracelular também aumentou nos grupos
tratados em comparacao com nao-tratados. Conclusao: Este estudo demonstrou que
o tratamento com O6leo de soja i.m. durante 15 dias preveniu a queda do
desempenho cardiaco de ratos que sofreram infarto agudo do miocardio, sem

modificar a area de cicatriz.



ABSTRACT

After myocardial infarction, compensatory remodeling of cardiac chambers occurs
secondary to left ventricular overload with reduction of myocardial contractility
(Stefanon et al. 1994; Mill et al 2011). In a previous study we demonstrated that the
treatment with soybean oil, 100 pl intramuscular for 15 days, increased cardiac
performance without change blood pressure and it was associated with increased
Na'/K* ATPase activity and SERCA2a protein expression (Ribeiro Junior et a.,
2010). Since the decrease in myocardial contractility after myocardial infarction is
associated with changes in expression of these enzymes, the purpose of this study
was to evaluate whether treatment with soybean oil, intramuscularly for 15 days, can
improve cardiac performance in rats subjected to acute myocardial infarction.
Methods: Male Wistar rats (230-250 g) were used for this study. All rats had free
access to water and were fed with rat chow ad libitum. The animals were divided into
four groups: Sham Soybean group: animals underwent sham operation and were
treated with soybean oil 0.1 mL for fifteen days. Sham group: animals underwent
sham operation and were treated with 0.1 mL of 0.9% NaCl solution for fifteen days.
Myocardial Infarction (MI) Soybean group: the left coronary artery was permanently
occluded and the animals were treated with 0.1 mL intramuscular soybean oil for
fifteen days; Myocardial Infarction group (MI): the left coronary artery was
permanently occluded and the animals were treated with 0.1 mL of 0.9% NaCl
solution for fifteen days. After 15 days of treatment animals were anesthetized and
sacrificed to evaluate the ventricular pressure and myocardial mechanics. Values
were analyzed using the t-test or ANOVA (one- or two-way). When ANOVA revealed
a significant difference (p < 0.05), the Tukey or Bonferroni test was applied. Results:

The myocardial infarction scar was not different between groups (Ml Soybean: 34.13



5% N =8; MIl: 34.75 £ 6 % N = 8). The treatment with soybean oil did not change
the left ventricular weigh. However, the infarcted group treated with soybean oil
showed better cardiac performance compared to infarcted group treated with
placebo, and this increase was accompanied by an increase in SBP (MI: 89.11 + 6.4
mmHg x MI Soybean: 108.6 + 9,5 mm Hg) and decreased LVEDP (MI: 6.37 + 0.9
mmHgx M| Soybean: 4.72 + 0.4 mm Hg). In addition, the inotropic response to
extracellular Ca+ 2 was also significantly increased in the treated groups compared
to non-treated. Conclusion: This study demonstrated that treatment with soybean oil
intramuscular for 15 days prevented the decrease in cardiac performance in rats that

suffered myocardial infarction without modifying the area of the scar.
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1 INTRODUGAO:

As doencgas cardiovasculares (DCV) sdo a principal causa de morbidade,
incapacidade e morte no Brasil e no mundo. No Brasil foram responsaveis por 29%
das mortes registradas em 2007. Os gastos com internagdes pelo SUS totalizaram
1,2 milhdes de reais em 2009, sendo que naquele mesmo ano o Brasil teve 319 mil
Obitos causados por doengas cardiovasculares (31% das mortes). Estima-se a
ocorréncia de 300 a 400 mil casos anuais de infarto do miocardio no Brasil, e que a
cada 5 a 7 casos, ocorra um obito (DATA-SUS - 2009). Soma-se a isso a
constatagcdo de que a mortalidade devido a isquemia miocardica no Brasil tem
ocorrido em idades progressivamente mais precoces (Chor et al., 1995). Além disso,
a Organizagdo Mundial de Saude estima que havera um aumento de 145% na taxa
de mortalidade por doengas cardiovasculares nos paises em desenvolvimento no

periodo de 1990 a 2020 (Rubistein et al., 2010).

Contrariamente ao observado nos paises em desenvolvimento, a incidéncia e
a prevaléncia da Sindrome Coronariana Aguda (SCA) em paises desenvolvidos vém
apresentando declinio em anos recentes. Nos Estados Unidos da América a
prevaléncia de SCA decresceu de 6,7% em 2006 para 6,0% em 2010. Nesse mesmo
pais a prevaléncia variou substancialmente conforme o sexo (homens 7,8%;
mulheres 4,6%) e o nivel educacional (primeiro grau 9,2%, segundo grau 6,7%, nivel
superior 6,2% e pos graduacéo 4,6%) (CDC/USA, 2011). Na Inglaterra, de 2002 a
2010 a taxa de mortalidade total por SCA reduziu-se pela metade, enquanto a
incidéncia de infarto do miocardio (IM) e a taxa de mortalidade imediata reduziram-

se cerca de um tergco (Smolina et al., 2012).
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Essas reducbes, observadas durante a década passada nos paises
desenvolvidos, tém sido atribuidas a melhorias na prevencdo e no tratamento
médico imediato da SCA. No entanto, ainda ndo houve um impacto significativo
desses avancos terapéuticos sobre a morbimortalidade da SCA no Brasil. Tais fatos
tém grande importancia socio-econémica tendo em vista que as consequéncias do
infarto do miocardio sdo graves e acometem individuos em faixa etaria de 35-65
anos e que estdo em plena atividade produtiva (Mill et al., 2001). Acrescenta-se
ainda que a morbidade decorrente do IM é elevada uma vez que, ao sobreviver, sao
grandes as chances de o paciente desenvolver graus variaveis de Insuficiéncia

cardiaca (IC) decorrentes do processo de remodelamento ventricular.

1.1 FISIOPATOLOGIA DO INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO:

Apods a interrupgédo do fluxo sanguineo coronariano a tensao de oxigénio no
miocardio decai praticamente a zero dentro de um minuto, levando a interrupgéo do
processo de fosforilagdo oxidativa mitocondrial (Lee et al., 2012). A queda da
concentragao intracelular de ATP reduz a contratilidade, mas leva principalmente a
uma diminuicdo acentuada do relaxamento miocardico, uma vez que reduz a
atividade de bombas idnicas (Koretsune et al., 1991). A atividade diminuida da
Na’/K" ATPase resulta em elevacdo do sddio citosdlico, o que por sua vez reduz a
atividade do trocador Na*/Ca*? por diminuir o gradiente de sédio. O actimulo de
Ca* resultante da diminuigdo da atividade do trocador Na*/Ca*?, é somado ao
acumulo desse mesmo ion resultante da diminui¢cdo da atividade da SERCA 2a e da
PMCA (do inglés: “plasma membrane calcium pump”). Tais fatos dificultam o

relaxamento, que juntamente com a diminuigdo da contratilidade, reduzem
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significativamente o débito cardiaco em questdo de minutos apds a ocluséo

coronariana (Tian et al., 1996).

Com a reducdo da massa contratil ventricular por necrose de midcitos, que
ocorre dentro dos primeiros 45 minutos apds a interrupcdo do fluxo coronario
(Leshnower et al., 2007), e a diminuigdo do desempenho do miocardio
remanescente na fase aguda (diminuicdo da contratilidade e do relaxamento),
instala-se uma situagao de baixo débito cardiaco com consequente ativacido neuro-
enddcrina envolvendo aumento da atividade do sistema nervoso simpatico, ativagao
do sistema renina-angiotensina-aldosterona e liberacdo de fator natriurético atrial

(Mill et al., 2011).

A hiperatividade simpatica aumenta a frequéncia cardiaca e o consumo de O2
pelo miocardio em um momento de isquemia, 0 que pode aumentar a area de
infarto, além disso, diminui o limiar de fibrilagdo favorecendo o surgimento de
taquiarritmias (Mill et al., 1991). Somado ao aumento do tono simpatico, ocorre
também aumento no numero de receptores [ adrenérgicos na membrana dos
miécitos (Domniak & Turck, 1986). Como consequéncia da estimulacdo de
receptores adrenérgicos, ha incremento na concentracdo do calcio citosodlico
contribuindo para aumentar a lesao celular, dificultar o relaxamento e explicando em
parte a maior propensao as arritmias cardiacas (McCance et al., 1993). Além disso,
Decker et al. (1993) demonstraram que miécitos ventriculares de coelho mantidos
em cultura por uma semana e, em seguida, expostas a agonistas alfa e / ou beta-
adrenérgicos, apresentaram aumento na razao proteina total/DNA e elevagao na

concentragdo de RNA, ambos indicativos de hipertrofia celular.



20

A persisténcia na ativagdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona, tanto
o sistémico quanto o paracrino cardiaco, leva a uma maior exposi¢ao do miocardio
remanescente a angiotensina Il que por sua vez determina vasoconstriccao
coronariana, hipertrofia de midcitos por ativagao de protooncogenes (Yamazaki et

al., 1996) e estimula a deposic&o de colageno (Mill et al., 1997).

No coragdo infartado a regido de cicatriz tem um aumento importante de
atividade da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) (Mill et al., 2011), tornando-
se sitio importante na geracao local de Angiotensina-Il (All), sendo que sua atividade
maxima ocorre duas semanas apdés o IM (Bussato et al., 1997). Ao se ligar aos
receptores AT1 dos midcitos, a All promove a ativacdo da fosfolipase C levando ao
crescimento celular e ao aumento do calcio citosélico, que por sua vez também pode

contribuir para a hipertrofia do miécito (de Resende et al., 2007).

Durante as primeiras horas apds a interrupcédo do fluxo coronariano inicia-se
edema local com infiltragdo leucocitaria e proliferagao de fibroblastos, dando inicio
ao processo de formagao de tecido cicatricial (Fishbein et al.,, 1978). Os midcitos
cardiacos podem morrer de duas maneiras: necrose ou apoptose. A necrose € a
responsavel pela inflamacgao, pois resulta da lesdo da membrana plasmatica. Sem a
membrana ha liberacdo do conteudo intracelular que funciona como poderoso
quimiotatico, resultando em infiltragao leucocitaria e estimulando a proliferacdo de
fibroblastos e a deposigdo de colageno (Fishbein et al., 1978). Também resulta do
processo de necrose a liberacido de marcadores plasmaticos do infarto do miocardio
como a creatinofosfoquinase (CK e CK-MB), as transaminases e a troponina

(Vranckx et al., 2012).
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Ja o processo de apoptose é um processo controlado de morte celular. Ela
nao resulta em inflamagao, pois o conteudo da célula € armazenado em pequenas
vesiculas que sdo fagocitadas por leucdcitos teciduais. A apoptose ocorre no
miocardio apos o infarto, em especial no tecido reperfundido e tem sido implicada

como parte do processo de remodelamento cardiaco (Palojoki et al., 2001).

O processo de apoptose, que é dependente de ATP, tem participacédo central
das mitocdndrias lesadas, que promovem a liberacdo de citocromo C no citosol. A
cardiolipina, um fosfolipidio da membrana mitocondrial, apresenta papel importante
na liberagdo do citocromo C e, portanto, no processo de apoptose, fato que sera

abordado mais adiante (Labedzka et al., 2006).

Em estudo recente, Heather et al. (2010) demonstraram que apds 2 semanas
do infarto do miocardio havia uma diminuigcdo marcante na fungao das mitocéndrias,
e que o grau de insuficiéncia cardiaca pos-infarto tinha correlagao direta com o grau
de disfuncdo mitocondrial. Além disso, os autores localizaram a disfuncdo no
complexo lll da cadeia respiratdria, associada a diminuicdo na concentracdo de
citocromo ¢ e de cardiolipina da membrana mitocondrial. Como sera abordada a
frente, tal disfuncdo mitocondrial resulta em reducdo da concentragcdo de ATP
citosodlico cronicamente, fato que tem sido implicado como um dos responsaveis pelo

remodelamento ventricular.

Além disso, com o decorrer do tempo, ocorre também a dilatagdo progressiva
da camara cardiaca, decorrente do aumento da pressao diastélica ventricular e do
deslizamento das fibras musculares da regido infartada (Weisman et al.,1988;
Olivete et al., 1990). Embora a dilatagdo ventricular contribua para manter o débito

cardiaco através do uso da reserva diastolica (mecanismo de Frank-Starling), em



22

longo prazo ela promove uma sobrecarga mecanica importante sobre o miocardio
viavel, o que leva a dilatagdo adicional do ventriculo e hipertrofia do miocardio
remanescente (Mill et al.,1990). E importante salientar que, na hipertrofia pés IM, o
aumento do volume muscular € maior que o aumento do volume vascular, com
aumento da distancia média entre capilares e células; tal fato poderia agravar ainda

mais a hipdxia miocardica (Mill et al., 1991).

Do que foi exposto deve-se ter em perspectiva o fato de que o
remodelamento ventricular € um fenémeno multifatorial. Em um primeiro momento a
diminuicdo aguda do débito cardiaco leva a uma resposta neuroenddcrina na
tentativa de se manter parametros hemodinamicos adequados as demandas
metabdlicas periféricas. No entanto, quando a lesdo miocardica é mais extensa,
essa atividade hormonal se torna persistente e é somada a uma disfungao
mitocondrial com diminuigdo crénica nos niveis de ATP citosolico (Mill et al., 2011;
Heather et al.,2010). Todo esse processo resulta em um ciclo deletério que pode

levar a insuficiéncia cardiaca.

1.2 LIPIDIOS E INFARTO DO MIOCARDIO

O infarto do miocardio promove também alteragdes na composigéo lipidica
das membranas cardiacas como foi demonstrado por Nasa et al., 1997. Além desse,
outros estudos tém demonstrado que os acidos graxos (AG) e os fosfolipideos (FL)
da membrana celular sofrem alteragcbes em decorréncia do infarto do miocardio

(Chien et al., 1987; Okumura et al., 1991).

Os lipidios constituem uma familia de compostos orgénicos de grande

heterogeneidade, uma vez que sdo moléculas muito diferentes entre si tendo em
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comum o fato de serem insoluveis em agua e solluveis em solventes organicos.
Muitos desses lipidios possuem acidos graxos como um de seus constituintes, que
por sua vez, sao acidos carboxilicos que possuem uma cadeia carbbnica geralmente

nao ramificada (apolar) e uma unica carboxila (polar) (Chemin & Mura, 2010).

Os acidos graxos (figura-1), por sua vez, podem ser (A) saturados: possuindo
apenas ligagdes simples entre seus carbonos, ou (B) insaturados: possuindo
ligacdes duplas entre seus carbonos (Alberts, 2004). O sistema 6mega (w) de
nomeclatura baseia-se na posigao da primeira dupla ligagdo, sendo esta contada a
partir do carbono do grupo metil (-CH3) que é chamado carbono w. Assim um acido
graxo w-3 possui uma dupla ligagao entre o terceiro e o quarto carbonos a partir do

grupo metil terminal (Mahan & Escott-Stump, 2005).

Figura - 1: Exemplos de moléculas de acido graxo saturado (A) e insaturado (B).

(modificado de www.medicine-raw-materials.com)

Os acidos graxos essenciais (AGE) sao aqueles que o organismo humano

nao tem capacidade de sintetizar, sendo sua presenga na dieta obrigatéria. Sao
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acidos graxos poli-insaturados pertencentes a familia w-3 ou w- 6. O &cido linoleico
(C18:2 w-6, AL) e o acido alfa-linolénico (C18:3 w-3, ALA) sédo dois estabelecidos
AGE (figura-2). O AL é convertido no organismo em acidos graxos de cadeia longa
w- 6 como o acido aracdbénico (AA) e entra na formagao de fosfolipidios como a
cardiolipina (CL), ja o ALA é convertido em dois acidos graxos de cadeia longa w -3:
acido eicosapentaenoico (EPA) e acido docosaexaendico (DHA). Estes dois ultimos
sdo os acidos graxos w-3 encontrados no 6leo de peixe (Mahan & Escott-Stump,

2005).
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Figura — 2: Acidos graxos essenciais dmegas 3 e 6.

(modificado de http://www.csiro.au)
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Postula-se que a dieta paleolitica dos seres humanos era mais rica em
vegetais ricos em ALA (convertido no organismo em EPA e DHA) e em peixes (fonte
natural de EPA e DHA), sendo que a proporcao dietética ideal w-6/w-3 para
humanos seria em torno de 1:1(Crawford et al., 2009). No entanto, a dieta moderna
€ mais rica em acidos graxos w-6, com uma propor¢ao estimada w-6/w-3 de 8:1 a

12:1 (Kris-Etherton et al., 2000).

Além disso, os acidos graxos essenciais com vinte carbonos, como o acido
araquidbénico (20:4w-6,AA) e o acido eicosapentaendico (20:5w-3,EPA), sé&o
precursores dos eicosandides (do grego eicosi ou vinte) que estdo envolvidos em

diversos processos e em especial na resposta inflamatéria (Chemin & Mura, 2010).

Os eicosanodides derivados do AA (w-6) pela via da cicloxigenase (PGE2 ,
tromboxano A2 , LTB4) possuem atividades: pré-inflamatéria, séo potentes
agregantes plaquetarios e vasoconstrictores. Ao contrario, 0s eicosandides
derivados do EPA (w-3) também pela via da cicloxigenase (PGI3 , tromboxano A3,
LTB5) sao fracos agregantes plaquetarios e agentes pro-inflamatérios, e possuem
menor atividade vasoconstrictora, sendo portanto considerados cardioprotetores

(Chemin & Mura, 2010).

A relagdo entre os acidos graxos e a doenga coronariana aguda tem sido
amplamente estudada. Varios estudos epidemioldgicos demonstram diminuicdo do
risco para doencgas cardiovasculares com o consumo regular de acidos graxos
polinsaturados w-3 como o acido alfa-linolénico (C18:3,ALA), o acido

docosaexaendico (DHA) e o acido eicosapentaenoico (EPA).

Lemaitre et al. (2003) demonstraram que uma dieta rica em ALA estava

associada a um baixo risco para isquemia cardiaca fatal. Baylin et al (2003)
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demonstraram que uma alta concentragdo de ALA no tecido adiposo de individuos
adultos da Costa Rica estava associado a um baixo risco de infarto agudo do
miocardio nao fatal. Em outro estudo Rastogi et al. (2004) demonstraram que o
consumo de 6leo de mostarda (rico em ALA) estava associado a um baixo risco de

doenca isquémica cardiaca.

Outros autores demonstraram o efeito antiarritmico do ALA, do DHA e do
EPA. Billman et al. (1999) em estudo com caes infartados, demonstraram que a
infusdo venosa de ALA, DHA e EPA podem prevenir a fibrilacdo ventricular induzida
por isquemia. McLennan et al. (1985) demonstraram que ratos alimentados com
dieta rica em 6leo de girassol tiveram uma reducéo de 70% na incidéncia de eventos
arritmicos fatais pds ligadura da artéria coronaria. Outros autores obtiveram
resultados semelhantes (Abdukeyum et al., 2008; Hock et al., 1990; Yang et al.,

1993; Kinoshita et al., 1994; Anderson et al., 1996).

Os efeitos antiarritmicos mencionados acima podem decorrer dos efeitos dos
acidos graxos polinsaturados sobre diversos trocadores e canais ibnicos da
membrana dos cardiocitos. Por exemplo, sabe-se que o AL e o ALA podem inibir o
trocador Na*/Ca™ (Hallaq et al., 1992) e que o EPA tem a propriedade de inibir o

canal de Na™ voltagem-dependente (Xiao et al., 2000).

Em cardiomiocitos isquémicos, o trocador Na'/H* tem sua atividade
aumentada devido ao acumulo de ions H* no citosol provenientes do metabolismo
anaerdbico. O consequente aumento do Na® intracelular promove uma maior entrada
de Ca™ através do trocador Na’/Ca*™. A sobrecarga de Ca’™ é um reconhecido
promotor de arritmia e de hipertrofia no miocardio (Goel et al., 2000). Baartscheer et

al. (2008) demonstraram que a inibigdo do trocador Na’/H" pelo cariporide causa a
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regressao da hipertrofia e melhora do desempenho cardiaco em coragbes
insuficientes de coelhos. Em outro estudo de Goel et al. (2002) ficou demonstrado
que o EPA e o DHA inibem o trocador Na’/H" e que isso poderia explicar em parte

seus efeitos antiarritmicos e cardioprotetores.

Como foi mencionado o acido linoleico € um dos constituintes do complexo
molecular da cardiolipina. Por sua vez a cardiolipina (figura-3) € um fosfolipidio
dimérico que esta predominantemente presente na membrana mitocondrial interna.
Os fosfolipidios sédo lipidios anfipaticos formados por moléculas de glicerol, acidos
graxos e fosfato, unidas a um grupo polar variavel. A principal fungcdo dos
fosfolipidios € compor a bicamada lipidica das membranas biolégicas. A cardiolipina
e formada por trés moléculas de glicerol e quatro cadeias de acidos graxos formando
uma ultraestrutura ligeiramente cbnica implicada em diversos processos

mitocondriais (Houtkooper et al., 2008).

CH,H CH CH, H  CH
N\ ?\o i e ?\O
Jo b b L L
/\0. \o/\ /\O. \O’/\
O\ /O O\ e

iHZ CHz @ iHZ CH2 @
C-O- Q /LLH-O- G-0- Q /éH-O—
CH2 CHZ CH2 CH2
o< o o< o
¢c=0 o=c/ ¢=0 o=C

Figura — 3: Estrutura molecular da cardiolipina. (modificado de Sparagna et al., 2009).
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As cadeias de acidos graxos da cardiolipina sdo bastante especificas, sendo
composta predominantemente por cadeias insaturadas de 18 carbonos. No coragao,
0 acido linoleico (AL - 18:2 w-6) constitui de 80 a 90% das cadeias de acidos graxos
da cardiolipina, sendo que esta corresponde de 16 a 20% dos fosfolipidios da
membrana interna mitocondrial. Funcionalmente a cardiolipina tem grande
importancia na mitocdndria, jA que apresenta a propriedade de interagir com
proteinas da membrana mitocondrial de forma modulatéria e estrutural, em especial

as da cadeia respiratéria (Chicco et al., 2006).

Além disso, a cardiolipina esta envolvida na manutengdo da fluidez da
membrana mitocondrial e na sua estabilidade osmotica, destacando-se aqui a
manutengdo do gradiente eletroquimico de protons hidrogénio entre o espacgo

intermembranas e o interior da mitocéndria (Chicco et al., 2006).

Este gradiente é formado quando os elétrons de alta energia, (derivados da
oxidagdo de gorduras e carboidratos no ciclo do acido citrico), sdo transferidos ao
longo de uma série de carreadores proteicos (cadeia respiratdria) embebidos na
membrana, e que funcionam como bombas de hidrogénio, transportando este ion de

dentro para fora da mitocondria (Alberts, 2004).

O gradiente eletroquimico que se forma, armazena energia potencial, sendo a
energia do refluxo desses protons hidrogénio em diregdo ao interior da mitocondria
utilizada pela ATP sintase para catalisar a sintese de ADP + fosfato em ATP (figura-
4). Sem a cardiolipina todo esse processo de acoplamento quimiosmoético fica

prejudicado.
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matrix

Figura — 4: Representagdo esquematica da interagdo da cardiolipina (CL) com os complexos I, II, llI, 1V,

citocromo c (cyt ¢) e ATP sintase (V) na membrana mitocondrial interna. (modificao de Houtkooper et al., 2008).

Partindo do exposto acima, conclui-se que a redugdo dos niveis de
cardiolipina na membrana mitocondrial interna, leva a uma significativa diminuigéo
no processo de fosforilagdo oxidativa mitocondrial resultando em queda nos niveis
de ATP citosodlico. Como sera abordado adiante, essa diminuicdo na concentragao
de ATP seria um dos indutores do processo de remodelamento ventricular (Heather

et al., 2010).

Em estudo recente realizado em nosso laboratério, Ribeiro Junior et al. (2011)
demonstraram que o tratamento de ratos com 6leo de soja intramuscular por 15 dias
aumentou a performance do ventriculo esquerdo sem alterar a pressao arterial,
efeitos esses associados ao aumento da atividade da ATPase miosinica e da
Na+/K+ ATPase, além de aumento na expressdo da SERCA2a e do trocador sodio-

calcio.

O 6leo de soja é composto por 54,5% de Acido Linoleico (AL), 23,2 % de
Acido Oleico (AO), 7,2% de Acido a-Linolénico (ALA), 10,5% de Acido Palmitico (AP)

e 4,6% de outros acidos graxos (Ohara et al., 2008). Destacam-se dentre esses
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constituintes o AL e o ALA. Como ja mencionado, o primeiro € o principal constituinte
da cardiolipina mitocondrial cardiaca e o segundo € convertido em EPA e DHA. Tais
fatos poderiam, em parte, explicar os efeitos do 6leo de soja no aumento do

desempenho contratil do miocardio.

Baseando-se no levantamento bibliografico exposto acima e nos resultados
obtidos por Ribeiro Junior et al. (2011) sobre a contratilidade miocardica utilizando-
se do Oleo de soja administrado por via intramuscular, levantamos algumas
questdes: sera que o Oleo de soja, administrado por essa via e por igual periodo,
poderia melhorar o desempenho cardiaco em ratos infartados? Se isso realmente
ocorrer, qual sera a magnitude desse efeito em relagado ao resultado obtido quando
animais saudaveis, do grupo controle, foram tratados? Sera que havera impacto na
area de infarto dos ratos tratados em relacdo aos infartados e nao tratados? Sera
que o tratamento proposto tera algum impacto na hipertrofia cardiaca? Ocorrera
algum efeito do tratamento com 6leo de soja sobre a pressao arterial ou sobre outros

parametros hemodinamicos obtidos “in vivo™?

Partindo desses questionamentos propusemos o estudo aqui apresentado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Avaliar os possiveis efeitos inotropicos, hemodindmicos e ponderais do
tratamento com O6leo de soja intramuscular durante quinze dias em coragdes

infartados de ratos.

2.2 Objetivos especificos:

¢ Avaliar contratilidade miocardica nos ratos infartados e tratados com 6leo de
soja por meio de medidas heterométricas (curva de Fank-Starling) e
homeomeétricas (curva de resposta ao Ca*" e ao isoproterenol), utilizando-se

a técnica de Langendorff modificada.

e Avaliar possiveis efeitos do tratamento com 6leo de soja sobre a presséo
arterial, pressao sistélica e diastolica do ventriculo esquerdo e direito por

meio de cateterismo arterial e venoso “in vivo” (medidas hemodinamicas).

e Avaliar possivel alteragcao na area de infarto e na hipertrofia cardiaca pés IM

em resposta ao tratamento com déleo de soja intramuscular.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS E GRUPOS

Foram utilizados ratos machos Wistar (Rattus novergicus), com peso corporal
entre 230 a 250 gramas. Os animais foram mantidos em ambiente climatizado com
temperatura e umidade constantes, sendo submetidos a um ciclo claro-escuro de
doze horas em alternancia. O acesso a ragdo e a agua foram “ad libitum”. A
composicéo basica da racgdo era: farelo de soja (transgénico - espécie doadora de
gene: Agrobacterium tumefaciens), milho integral moido (transgénico - espécie
doadora de gene: Bacillus thuringiensis), dextrina, casca de arroz, farelo de trigo,
farelo de arroz, 6leo de soja refinado, farinha de carne, farinha de peixe, calcario
calcitico, cloreto de sédio, 6xido de magnésio, sulfato de ferro, sulfato de cobre,
monoxido de manganés, 6xido de zinco, iodato de calcio, sulafato de cobalto,

selénio de sddio, vitaminas A, D3, E, K3, B1 e B2, niancina, e acido pantoténico.

Estes animais foram distribuidos entre quatro grupos experimentais com dez

individuos cada um:

1 - Grupo Sham Soja: submetidos a cirurgia ficticia e tratados com 0,1 mL de

Oleo de soja intramuscular por quinze dias.

2 - Grupo Sham: submetidos a cirurgia ficticia e tratados com 0,1 mL de solugao

de NaCl a 0,9% intramuscular por quinze dias.
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3 - Grupo Infarto do Miocardio (IM) Soja: submetidos a ligadura do ramo
descendente anterior da artéria coronaria esquerda e tratados com 0,1 mL de dleo

de soja intramuscular por quinze dias.

4 - Grupo Infarto do Miocardio (IM): submetidos a ligadura do ramo descendente
anterior da artéria coronaria esquerda e tratados com 0,1 mL de solucdo de NaCl a

0,9% intramuscular por quinze dias.

3.2 INFARTO DO MIOCARDIO

Para a realizagdo do infarto do miocardio foi utilizado procedimento cirurgico
baseado na técnica previamente descrita por Johns e Olson (1954) e adaptada por

Mill et al (1990).

Os animais foram submetidos a anestesia utilizando-se Xilazina (10 mg/kg) e
Quetamina (50 mg/kg) por via intraperitoneal (Faria et al., 2011). Assim que atingido
o estado anestésico os animais foram postos em mesa cirurgica apropriada e na
posicdo de decubito dorsal. Neste momento eram instalados eletrodos para
realizacdo de eletrocardiograma (ECG) pré e poés-procedimento utilizando-se a
derivacdo D1 e sendo o registro feito com o sistema de aquisicdo de dados “MP 36

Biopac System, Inc; CA”.

ApoOs o registro do ECG pré-procedimento (feito durante um minuto), os
animais foram submetidos a tricotomia e incisdo cutanea toracica obliqua esquerda,
sendo a musculatura peitoral divulsionada para exposicdo do gradil costal. Em
seguida era confeccionada uma sutura em bolsa com fio de algodado englobando a

referida musculatura, sendo que o fechamento desta era postergado até o final do
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procedimento. Neste momento era realizada uma toracotomia em espaco intercostal
definido pela visualizagao do “ictus cordis” e o coragao era gentilmente exteriorizado
por manobra de compressao toracica, sendo entdo realizada a identificacédo e
ligadura do ramo descendente anterior da artéria coronaria esquerda utilizando-se
de fio de mononylon 6.0 agulhado. Logo apds, o coragao era reintroduzido ao térax e
a sutura em bolsa, previamente confeccionada, era imediatamente fechada selando
a cavidade toracica. Todo o procedimento acima descrito durou em média 40
segundos sendo que o animal retomava a respiragdo assim que o térax era fechado.
Procedia-se entdo a sintese cutanea com pontos simples utilizando-se de fio de
algodao e logo em seguida realizava-se o registro de ECG pés-procedimento por 15

minutos.

Os animais dos grupos Sham e Sham Soja eram submetidos aos mesmos
procedimentos realizados para os grupos Infarto do Miocardio e Infarto do Miocardio
Soja com excegao da ligadura do ramo descendente anterior da artéria coronaria

esquerda.

3.3 MEDIDAS HEMODINAMICAS

Apoés o termino dos quinze dias de tratamento, os animais foram anestesiados
com uretana (1,2 g/kg, intraperitoneal) e submetidos a novo procedimento cirurgico
para dissecgcdo e cateterismo da artéria carétida direita e da veia jugular direita
utilizando-se cateter de polyethyleno (PE50) preenchido com salina heparinizada a
50 UlI/mL O cateter da artéria carétida era introduzido até a aorta onde se procedia
as medidas de pressao arterial sistdlica (PAS) e pressao arterial diastélica (PAD).

Com uma nova manobra de introducdo o cateter era posicionado no ventriculo
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esquerdo onde se realizava o registro da presséao sistélica do ventriculo esquerdo
(PSVE) e da pressao diastdlica final do ventriculo esquerdo (PDFVE). O cateter da
veia jugular era introduzido até o ventriculo direito para medida da pressao sistolica
do ventriculo direito (PSVD) e da pressao diastdlica final do ventriculo direito
(PDFVD). As medidas das derivadas de pressao (dP/dt) maxima positiva e maxima
negativa foram determinadas a partir das medidas pressoéricas de ambos os

ventriculos em fungao do tempo.

Ambos os cateteres estavam conectados a um transdutor de presséao
“TSD104A — Biopac”, sendo que os registros foram feitos pelo sistema de aquisicéo

de dados "MP36 Biopac Systems, Inc; CA”.

3.4 PERFUSAO DO CORAGAO ISOLADO PELA TECNICA MODIFICADA DE

LANGENDORFF:

Logo apds o registro hemodinamico e ainda sob efeito anestésico da uretana
0s animais eram tratados com heparina sddica (500 Ul) via intraperitoneal e apos
dez minutos eram sacrificados por decapitagcdo. O coracio era entdo retirado apés
toracotomia anterior e montado no aparato de perfusao pelo coto adrtico. Iniciava-se

a perfusdo do coragdao com fluxo continuo (10 mL/min) com solugdo de Krebs

tamponada contendo (em mM): NaCl 120; KCI 5,4; CaCl,1,2; MgSO, 2,50; Na,SO,
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1,2; NaH,PO, 2,0; NaHCO; 27,0 e glicose 11. Essa solugdo era mantida a 33+1° C

era aerada por borbulhamento de mistura carbogénica contendo 95% de O2 5% de
CO2 mantendo um pH estavel em 7,4. Nesse momento os atrios eram retirados e
era introduzido no ventriculo esquerdo, através da abertura da valva mitral, um balao
de latex flexivel montado em tubo de plastico rigido. Este baldo estava conectado
por meio de uma via em “Y” a um transdutor de pressado (TSD 104A — Biopac) e a
uma seringa por meio da qual a pressao diastdlica do ventriculo esquerdo (PDVE)
poderia ser ajustada em valores de 5 a 35 mm Hg a intervalos de 5 mm Hg. Todo
este sistema estava preenchido com agua. O coracéo foi mantido sob estimulagéo
elétrica extrinseca por meio de eletrodos de estimulacdo (Ag/AgCl), sendo a
frequéncia cardiaca fixada em 200 bpm utilizando-se de pulsos elétricos de onda
quadrada, de intensidade uma vez e meia a limiar (5 a 10 V) e duragéo de 5 ms. A
pressao de perfusdo coronariana era medida continuamente por meio de um
transdutor de pressao “TSD 104A — Biopac” conectado ao sistema de perfusao.
Considerando-se que o fluxo era constante (10 mL/min.) as variagdes da pressao de
perfusdo coronarianas foram interpretadas como sendo causadas por mudangas na

resisténcia do leito vascular coronariano.

3.4.1 Protocolo experimental durante a perfusdao do coragao isolado:
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As curvas de fungao ventricular foram obtidas por meio da medida da pressao
sistélica do ventriculo esquerdo (PSVE) enquanto se variava a pressao diastélica do

ventriculo esquerdo (PDVE) de 5 a 35 mmHg em intervalos de 5 mmHg.

Para estudo da resposta da estimulagdo de receptores (-adrenérgicos sobre
a PSVE desenvolvida, a PDVE era mantida em 10 mmHg enquanto administrava-se
uma Unica dose de 50 ul de Isoproterenol a 10™ M, tendo a solugéo de perfusao 0,62

mM de calcio.

Por fim para a avaliacdo da resposta inotropica ao calcio, a PDVE era mantida
em 10 mmHg e a PSVE era registrada enquanto se perfundia o coragdo com
solugdes com diferentes concentragcdes de calcio (em mM): 0.62; 1.25; 1.87; 2.5 e

3.12.

ApoOs os registros acima descritos o coragdo era retirado do aparato de
perfusdo, as camaras cardiacas eram separadas e pesadas e o peso Umido foi
corrigido pelo peso corporal para estimativa de hipertrofia cardiaca. Nos coragdes
dos grupos infarto do miocardio, a area cicatricial foi identificada por transiluminagéo
e foi cortada e medida em papel milimetrado para avaliacédo da area de infarto em
mm? (Mill et al., 1990). Para tais medidas o septo interventricular foi considerado

parte do ventriculo esquerdo.

3.5 ANALISE ESTATISTICA:

Os resultados foram descritos como Média + EPM. Os testes estatisticos
utilizados foram o teste t de Student ndo pareado e analise de variédncia (ANOVA 1

ou 2 vias) seguida, quando o p<0,05, pelo teste post-hoc de Tukey ou Bonferroni.
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Os valores foram considerados significantes para um minimo de p<0,05. O programa
de andlise estatistica utilizado foi o GraphPad Prism 5 Software (San Diego, CA,

USA) .

4 RESULTADOS:

4.1 REGISTRO ELETROCARDIOGRAFICO:

Neste estudo utilizamos para os grupos infarto apenas os animais que
desenvolveram alteragdo do segmento S-T (“supra-desnivelamento”) e/ou algum tipo
de arritmia ventricular durante o registro pos-procedimento. A utilizagdo do registro
eletrocardiografico pré e pos-procedimento se mostrou de grande utilidade uma vez
que, ao separar 0os animais com maior probabilidade de desenvolver infarto

transmural (Ovsepyan et al., 2011), evitou-se o desperdicio de recursos e tempo.

O registro eletrocardiografico tipico consistiu em um padrdo de ritmo sinusal

pré-procedimento, seguido, apds a ligadura da artéria coronaria, por um progressivo
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desnivelamento de seguimento S-T intercalado com arritmias ventriculares, (Figura -

5).
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Figura — 5: Registro eletrocardiografico tipico de um animal selecionado para o grupo infarto. Em ordem
cronoldgica - A: ritmo sinusal pré-procedimento; B: ritmo sinusal com desnivelamento de S-T; C: desnivelamento

de S-T e arritmia ventricular; D: arritmia ventricular sustentada.

4.2 MEDIDAS PONDERAIS:

A tabela - 1 mostra os parametros ponderais dos grupos estudados, os dados
foram obtidos no 15° dia apdés o inicio do tratamento. Nao houve diferenca

significativa entre os grupos em nenhum dos parametros analisados.

Sham (N=6) Sham Soja (N=6) IM Soja (N=6) IM (N=6)
PC (g) 272,0 + 237 280,7 + 25,9 288,7 + 36,4 2787 +27,9
PVE (g) 0,69 + 0,03 0,65 + 0,05 0,62 + 0,04 0,70 +0,10
PVE/PC (mglg) 2,1+0,25 2,0+0,10 2,2 +0,31 2,2 +0,21
PVD (g) 0,21 +0,02 0,21 + 0,04 0,30 + 0,06 0,24 + 0,06

PVD/PC (mg/g) 0,6 + 0,08 0,6 +0,11 0,7 +0,14 0,73 +0,15
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PPu (g) 2,13+0,2 2,25+0,3 2,31+0,7 2,07 + 0,61
PPu/PC (mg/g) 58+ 1,16 6,9 + 1,44 6,6+ 1,18 6,0 + 1,44
PFu (g) 14,2 + 1.1 12,7+17 13,3+0,9 144+ 14
PFu/PC (g) 40,8 +2,4 38,9 +4.4 37,7+66 43,0+3,8

Tabela — 1: Valores das medidas ponderais obtidos no 15° dia de pds-operatério dos grupos Sham, Sham
tratado, Infarto (IM) e Infarto tratado. PC: peso corporal; PVE: peso do ventriculo esquerdo; PVE/PC: peso do
ventriculo esquerdo dividido pelo peso corporal; PVD: peso do ventriculo direito; PVD/PC: peso do ventriculo
direito dividido pelo peso corporal; PPu: peso do pulmdo umido; PPu/PC: peso do pulm&o umido dividido pelo

peso corporal; PFu: peso do figado umido; PFu/PC: peso do figado umido dividido pelo peso corporal.

4.3 AREA DE INFARTO:

As areas de infarto, obtidas por meio de planimetria, foram plotadas e
convertidas em valores percentuais de tecido ventricular esquerdo. Os resultados
foram entdo analisados e representados no grafico da Figura-6, onde temos as
areas de infarto dos grupos Infarto (IM) (34.75 + 5.6 %) e Infarto Soja (IM Soja) (34.1
+ 5.0 %). Ficou demonstrado que n&do houve diferenga estatistica com relagao a area

de infarto entre os grupos.
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Figura — 6: Comparacao da area de infarto entre os grupos Infarto (IM) tratado com 0,1 ml de éleo de soja por via

intramuscular e Infarto (IM).

4.4 MEDIDAS HEMODINAMICAS:

A tabela — 2 resume os resultados obtidos por meio de registro pressorico por

cateterismo arterial e venoso “in vivo” (medidas hemodinamicas).

Sham (N=7) Sham soja (N=7) IM soja (N=7) IM (N=7)

FC (BPM) 348,3 24,7 334,2 59,19 346,7 + 64,21 330,7 + 24,38

PAS (mmHg) 117,5 + 8,4* 121,6 + 6,8%# 108,6 + 9,579*# 89,11 + 6,48*

PAD (mmHg) 59,95 + 3,27 61,73 £5,84 60,82 + 16,5 51,48 + 8,39

PSVE (mmHg) 129,4 + 15,12 133,3 + 18,55* 117,7 £ 13.15 95,19 + 7,36*
PSVD (mmHg) 39,43 + 6,82 37,50 £ 5,73 35,86 + 4,75 41,06 + 6,66
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PDFVE (mmHg) 4,06 £1,1* 3,30 +£0,9* 4,72 £0,4* 6,37 + 0,9*
PDFVD (mmHg) 1,12 + 0,2# 1,32+0,3 2,10 + 0,6# 1,7+0,5
dP/dt+ (mmHg/s) 6465 + 1038F 8849 + 1626*#T 6302 + 1022# 4958 + 535*
dP/dt- (mmHg/s) -4618 + 462* -5283 + 845* -5439 + 1011* -3331 £ 701*

Tabela — 2: Parametros hemodinamicos obtidos apds o 15° dia de pds-operatério. FC: frequéncia cardiaca; PAS:
pressdo arterial sistdlica; PAD: pressdo arterial diastdlica; PSVE e PSVD: pressado sistélica de ventriculo
esquerdo e direito, PDFVE e PDFVD: pressdo diastdlica final de ventriculo esquerdo e direito;
dP/dt + e -: derivadas de presséo sobre a derivada de tempo méaximas positiva e negativa. (*), (#) e (¥): Diferente

para P < 0,05.

N&o houve diferenga significativa entre os quatro grupos com relagdo a
frequéncia cardiaca, pressao arterial diastolica, pressido sistolica de ventriculo

direito.

No que diz respeito a pressdo arterial sistdlica (PAS) e encontramos
diferenga significativa entre o grupo IM e os demais trés grupos, e entre o grupo IM
Soja e Sham Soja. Outro parametro onde encontramos diferenga significativa foi nas
medidas de presséao sistdlica de ventriculo esquerdo (PSVE) entre os grupos IM e
Sham Soja. Também houve diferenga nos valores de presséo diastdlica final de
ventriculo esquerdo (PDFVE) entre o grupo IM e os demais trés grupos (tabela-2).
Nesse ponto cabe ressaltar que os valores de PAS, PSVE e PDFVE do grupo IM
Soja nédo apresentaram diferenga quando comparados aos mesmos valores do

grupo Sham.

Quanto a andlise da dP/dt maxima positiva (tabela-2 e figura-7), observamos

diferenga significativa entre o grupo Sham Soja e os demais grupos. Ao
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compararmos as médias dos grupos IM, IM Soja e Sham encontramos uma menor

média para o grupo IM, no entanto a diferenga n&o foi significativa.
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Figura — 7: Comparacgao dos valores das derivadas de pressao sobre as derivadas de tempo maximas positivas

entre os grupos IM, IM Soja, Sham e Sham Soja. (*) Diferente para P < 0,05.

Com relagdo a dP/dt maxima negativa (tabela-2 e figura-8) , houve diferenca
significativa entre o grupo IM e os demais grupos, sendo que as comparagdes entre

as meédias dos grupos IM Soja, Sham e Sham Soja ndo apresentaram diferenga

estatistica.
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Figura — 8: Comparacgao dos valores das derivadas de pressao sobre as derivadas de tempo maximas negativas

entre os grupos IM, IM Soja, Sham e Sham Soja. (*) Diferente para P < 0,05.

4.5 CURVAS DE FUNGAO VENTRICULAR:

Utilizamos o método de perfusdo do coragao isolado (método de Langendorff
modificado) para abordar a resposta inotropica ventricular. A figura-9 mostra o
registro das pressdes sistdlicas de ventriculos esquerdos obtidos de animais dos

grupos Sham, Sham Soja, IM e IM Soja.
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Figura — 9: Registro das pressbées sistolicas de ventriculos esquerdos obtidos de animais dos grupos Sham,
Sham Soja, IM e IM Soja. (A) curva de Frank- starling, (B) curva do Isoproterenol, (C) curva de calcio. Dados

obtidos por meio do transdutor de pressao “TSD 104A - MP36 Biopac Systems, Inc; CA.



47

Os dados apresentados no grafico da Figura-10 demonstram que, apés 15
dias do procedimento de infarto, houve diferenca na PSVE entre os animais

infartados e os animais Sham para todos os valores de PDVE analisados.

180n = Sham

Ss0{ = M *
1204
90-
60-

304

PSVE (mmHg

5I 10 1I5 20 25 30 35
PDVE (mmHg)

Figura — 10: Variagado da PSVE (presséo sistélica de ventriculo esquerdo) em fungdo da PDVE (presséo

diastélica de ventriculo esquerdo) nos animais sham e infartados. (*) Diferente para P < 0,05.

Na Figura-11 foram comparados os valores absolutos de PSVE dos coragdes
dos ratos Sham Soja, com os coragdes dos ratos Sham. Os resultados mostram que

o tratamento com éleo de soja levou a melhora do desempenho ventricular esquerdo

no coracgao isolado n&o infartado.
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Figura — 11: Variagado da PSVE (presséo sistélica de ventriculo esquerdo) em fungdo da PDVE (presséo

diastdlica de ventriculo esquerdo) nos animais Sham e Sham tratados com 6leo de soja. (*)Diferente para P <

0,05.

Quando comparamos as curvas de PSVE dos coragbes dos ratos IM Soja
(Figura-12), com as curvas dos coragdes dos ratos IM, observamos um aumento na

forca de contracdo ventricular, a semelhanga do que ocorre com os coragdes dos

ratos Sham.
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Figura — 12: Variagado da PSVE (pressao sistdlica de ventriculo esquerdo) em fungdo da PDVE (presséo

diastdlica de ventriculo esquerdo) nos animais infartados (IM) e nos infartados tratados com éleo de soja. (*)

Diferente para P < 0,05.
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Ao analisarmos as curvas de PSVE dos quatro grupos simultaneamente
(Figura-13), observamos que o referido tratamento com déleo de soja trouxe a curva
de PSVE dos coragdes dos ratos IM Soja para valores semelhantes aos
apresentados pelos coragdes dos ratos Sham, ndo havendo diferencga significativa
entre as duas curvas mencionadas. Ficou claro também, que o tratamento com déleo
de soja melhorou o desempenho contratil do ventriculo esquerdo, tanto nos animais

IM Soja como nos animais Sham Soja.
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—— |M Soja
17597 -= M
2150
€ 1254
E
|.|>J1°0-
2 75'
50
254
0_

5 10 15 20 25 30 35
PDVE (mmHg)

Figura — 13: Variagado da PSVE (pressao sistdlica de ventriculo esquerdo) em fungéo da PDVE (pressao

diastdlica de ventriculo esquerdo) nos animais Sham, Sham tratados, infarto (IM) e infarto tratado.
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Avaliamos ainda a resposta inotrépica ao Ca’™. Na Figura-14 ficou
demonstrado que o tratamento com éleo de soja promoveu 0 aumento da PSVE, em
resposta a elevagao das concentragdes de Calcio na solugao de perfusao, tanto nos

coragdes dos animais Sham Soja, como nos corag¢des dos animais IM Soja.
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Figura — 14: Variagado da PSVE (pressao sistdlica de ventriculo esquerdo) em fungéo das concentragdes de

Calcio na solugdo de perfusdo. (A) Grupos Sham e (B) Grupos Infarto (IM). (*) Diferente para P < 0,05.

Utilizamos uma unica dose de 5 yM de Isoproterenol na solugcédo de perfuséo
para estudo da resposta da estimulagao de receptores B-adrenérgicos sobre a PSVE
desenvolvida. Os valores foram apresentados em percentual de aumento em relagao
ao valor de PSVE prévio (PD de 10 mmHg e perfusdo com 0,62 mM de Ca™"). Como
ficou demonstrado na Figura-15, o tratamento com 6leo de soja nao resultou em

diferenga na resposta 3-adrenérgica entre os grupos.
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Figura — 15: Comparagéo dos percentuais de resposta a 5 yM de Isoproterenol. (A) Grupos Sham Soja (48.4 +

12.3 %) e Sham (42.5 + 9.6); (B) Grupos Infarto (IM) (40.4 + 7.5) e Infarto Soja (43.8 + 7.6).

5 DISCUSSAO:

5.1 AREA DE INFARTO, MEDIDAS PONDERAIS E MEDIDAS HEMODINAMICAS:

O melhor método para a determinacao da area de infarto apés a morte ainda
nao esta totalmente definido e depende muito de quéo tardiamente a necropsia é
feita. Nos primeiros dias apds o infarto, a area de necrose ainda n&o esta totalmente
delimitada, o que requer recursos histologicos mais elaborados como o método do
trifenil-tetrazolio, o mais acurado nesse estagio (Tucci et al., 2009). Em nosso
estudo, no entanto, a area de infarto foi determinada apds quinze dias do infarto.
Nesse tempo ja é possivel uma identificagdo segura da cicatriz, tornando factivel a
sua separagédo por transiluminacdo e a determinagdo de sua area por meio de

planimetria em papel milimetrado. Tal método tem se mostrado reprodutivel e de
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baixo custo, e ja foi utilizado em trabalhos prévios de nosso laboratério (Mill et al.,
1990, Stefanon et al., 2009, Faria et al., 2011). Por meio dele nossos resultados
demonstraram que nao houve diferenga com relagdo a area de infarto entre os

grupos IM (34.75 + 5.6 %) e IM Soja (34.1 + 5.0 %).

Apesar da uniformidade no que concerne a area infartada, é sabido que
animais com a mesma area de infarto podem ou ndo desenvolver quadro de
insuficiéncia cardiaca, como ja foi demonstrado por Pereira et al. (2005). A
possibilidade de haver um subgrupo de animais infartados e insuficientes entre os
nossos animais era de grande relevancia, uma vez que tal fato tornaria problematica
a comparagao envolvendo os animais dos grupos infartados, em especial no que

concerne a avaliagao de possiveis efeitos inotrépicos do 6leo de soja.

No ja mencionado estudo de Pereira et al. (2005), foram utilizados, para a
identificacdo dos animais infartados e insuficientes, os seguintes critérios: aumento
de ao menos duas vezes no valor das relagdes PPu/PC e PVD/PC quando
comparado aos mesmos valores do grupo Sham, e valor de PDFVE maior do que 15
mmHg. Os valores de PPu/PC dos nossos animais Sham (5,8 + 1,1 mg/g), Sham
Soja (6,9 + 1,4 mg/g), IM (6,0 + 1,4 mg/g) e IM Soja (6,6 + 1,1 mg/g) néo
apresentaram diferenca significante. O mesmo pode ser dito quanto aos valores de
PVD/PC: Sham (0,6 + 0,08 mg/g), Sham Soja (0,6 + 0,11 mg/g), IM (0,73 + 0,15
mg/g) e IM Soja (0,7 + 0,14 mg/g). Além disso, a PDFVE dos nossos grupos IM (6.37
+ 0.9 mmHg) e IM soja (4.72 £ 0.4 mmHg) se mantiveram abaixo dos 15 mmHg.
Adicionalmente, em trabalho recente de Faria et al. (2011), ficou demonstrado que
os animais infartados e insuficientes sofrem perda ponderal significativa ao longo do
periodo poés-operatério, e que essa perda ponderal poderia ser utilizada como

critério para detectar a insuficiéncia cardiaca nos animais infartados. Da mesma
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forma, em nosso estudo ndo houve diferenga significativa nos valores ponderais
entre os grupos (Sham: 272 + 23 g, Sham Soja: 280 + 25 g, IM: 278 + 27 g, e IM
Soja: 288 + 36 g). Assim, utilizando-se dos critérios previamente estabelecidos por
Pereira et al. (2005) e por Faria et al. (2011), podemos afirmar, com significancia
estatistica, que nossos grupos IM e IM Soja pertencem ao conjunto de animais

infartados sem insuficiéncia cardiaca.

No que concerne as medidas pressoricas “in vivo” observamos que o infarto
do miocardio promoveu diminui¢gado dos valores de PAS (89,11 + 6,4 mmHg) e PSVE
(95.19 + 7.3 mmHg) no grupo infarto e que resultou também em aumento na PDFVE
(6,37 +0,9 mmHg) nesse mesmo grupo. Tais resultados estdo em concordéncia com
os valores obtidos para animais infartados e nao insuficientes dos trabalhos de
Pereira et al. (2005) e Faria et al. (2011). Quando entdo submetemos os animais
infartados ao tratamento com o 6leo de soja (grupo IM Soja), houve prevengao
desse aumento na PAS: 108,6 + 9,5 mmHg e na PDFVE: 4,72 + 0,4 mmHg.
Presumimos, portanto, que esse resultado deveu-se provavelmente a melhora do
desempenho contratil do ventriculo esquerdo, o que estd em concordancia com os
resultados que obtivemos no grupo IM Soja com o método de perfusdo de coragdo

isolado “in vitro”.
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5.2 CURVAS DE FUNGAO VENTRICULAR:

Quanto a analise do desempenho contratil do ventriculo esquerdo “in vitro”,
nossos resultados confirmaram que o infarto do miocardio deprime a contratilidade
do ventriculo esquerdo (figura — 10). Tal resposta, que nos serviu para reforgar a
efetividade do procedimento de infarto, ja havia sido demonstrado anteriormente por
Stefanon et al. (1998) e portanto ja era esperada. Além disso, constatamos que o
tratamento com 6leo de soja intramuscular por 15 dias, promoveu a melhora do
desempenho contratil ventricular nos animais Sham (figura — 11), como ja havia sido

demonstrado em nosso laboratorio por Ribeiro Junior et al. (2010).

Ao comparamos as curvas de PSVE dos coragdes dos ratos IM Soja (figura-
12), com as curvas dos coragdes dos ratos IM, observamos um aumento na forga de
contragao ventricular, a semelhanga do que ocorre com os coragbes dos ratos
Sham, demonstrando, também aqui, uma melhora na resposta inotrépica ventricular
esquerda apds o tratamento com 6leo de soja. Nossos resultados demonstraram
ainda que o referido tratamento trouxe a curva de PSVE dos coragdes dos ratos IM
Soja para valores semelhantes aos apresentados pelos coragbes dos ratos Sham,

nao havendo diferenga significativa entre as duas curvas mencionadas (figura-13).

Essa melhora do desempenho contratil ventricular ocorreu também em
resposta a elevagdo das concentragdes de calcio na solugéo de perfuséo (figura —
14), tanto nos coragdes dos animais Sham Soja (repetindo mais uma vez os
resultados prévios de Ribeiro junior et al., 2010), como nos coragdes dos animais IM

Soja.
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Nesse ponto esperavamos que esse padrdao de melhora na contratilidade
ventricular ocorreria também em resposta a administragdo de isoproterenol por meio
da solugao de perfusao, a semelhanca do que havia sido obtido por Ribeiro Junior et
al. (2010). Para nossa surpresa, ndao houve diferenca no padrao de resposta
inotrépica ao isoproterenol entre nenhum dos quatro grupos. Cabe aqui ressaltar
que, diferentemente de Ribeiro Junior et al. (2010), nds utilizamos 5 pM de
Isoproterenol, o que representa metade da dose utilizada pelo grupo do mencionado
autor. E sabido que a resposta aos agonistas B-adrenérgicos é dose dependente, e
gue nos animais infartados essa resposta € consideravelmente deprimida como ja foi
demostrado por Stefanon et al. (1998).Sendo assim, supomos que a falta de
melhora na contratilidade ventricular em resposta ao isoproterenol em nosso estudo,
tenha se devido a utilizacdo de uma menor dose do farmaco, entretanto esse fato

necessita ser melhor esclarecido em estudos futuros.

Os nossos resultados deixam claro que algum componente do 6leo de soja
apresenta acao inotrépica positiva no ventriculo esquerdo tanto nos animais
infartados quanto nos animais Sham, e que essa resposta se reflete na pressao
arterial sistolica e na pressao diastolica final do ventriculo esquerdo dos animais
infartados e tratados com oOleo de soja. Cabe aqui, para delineamento de estudos

futuros sobre o tema, uma discussao sobre o provavel mecanismo desse efeito.

Em primeiro lugar vale lembrar que o 6leo de soja € composto por 54,5% de
Acido Linoleico (AL), 23,2 % de Acido Oleico (AO), 7,2% de Acido a-Linolénico
(ALA), 10,5% de Acido Palmitico (AP) e 4,6% de outros &acidos graxos (Ohara et al.,
2008). Destacamos dentre esses constituintes o AL, uma vez que, além de estar

presente em maior proporgao no 6leo de soja, ele apresentou efeitos sobre a fungao
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cardiaca em diversos estudos prévios (Mitchell et al., 2002; Kang et al., 1994; Pietri

etal., 1991).

O AL é também o principal constituinte da cardiolipina mitocondrial cardiaca.
Tal fato € de grande importancia, uma vez que o coragédo apresenta uma demanda
alta e continuada de energia e, portanto, deve gerar ATP em uma taxa bastante
elevada para sustentar sua fungéo contratil, seu metabolismo basal e a homeostase
idnica. Além disso, o infarto do miocardio € um reconhecido indutor de desarranjos
no metabolismo energético mitocondrial do miocardio, resultando em uma depleg¢ao
no fornecimento de ATP, sendo esse déficit energético um fator relevante na

disfungao contratil ventricular encontrada apds o infarto (Heather et al., 2010).

Nasa et al. (1997) demonstraram que apds 12 semanas do infarto do
miocardio havia uma diminuicdo da concentragdao de acido linoleico no miocardio
remanescente. Estudos realizados por Lesnefsky et al.(2004), usando métodos de
isquemia em coracgéo isolado de coelho, indicaram que havia perda de 20 a 25% na
concentracao de cardiolipina miocardica apds a isquemia. Em outro estudo, Heather
et al. (2010) demonstraram baixos niveis de cardiolipina e citocromo ¢ em coragoes
insuficientes de ratos submetidos ao infarto do miocardio por ligadura da artéria

coronaria descendente anterior.

A participagdo da cardiolipina na modulacdo das proteinas da cadeia
respiratoria ja foi demonstrada inumeras vezes. Fry et al. (1981) demonstraram que
os complexos | e lll da cadeia respiratoria (obtidos a partir de métodos de elui¢cdo) sé
tinham atividade enzimatica na presencga de cardiolipina. Em outro estudo Robinson
et al. (1990), concluiram que o complexo IV dessa mesma cadeia necessita de duas

moléculas de cardiolipina associadas para manter sua funcdo enzimatica. Em
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mitocondrias isoladas de coragbes submetidos a isquemia/reperfusao e que tinham
deficiéncia no funcionamento da cadeia respiratéria, Hoffman et al. (1994)
restauraram a funcionalidade da cadeia realizando tratamento com cardiolipina.
Além disso, a cardiolipina esta envolvida na manutencido da estabilidade osmatica
da membrana mitocondrial, e portanto na manutenc¢ao do gradiente eletroquimico de
prétons hidrogénio entre o espago Inter membranas e o interior da mitocéndria

(Chicco et al., 2007).

Partindo do exposto acima, fica claro que redugdes nos niveis de cardiolipina
na membrana mitocondrial interna, levardo a uma significativa diminuicdo no
processo de fosforilacdo oxidativa mitocondrial resultando em queda nos niveis de
ATP citosolico. Tal fato foi claramente demonstrado por Heather et al. (2010)
utilizando-se de modelo de infarto do miocardio semelhante ao que empregamos no
presente estudo. Essa diminuicdo na concentracdo de ATP citosolico torna-se
relevante, uma vez que ela tem sido considerada como um dos indutores do

processo de remodelamento ventricular (Ingwall et al., 2004 e 2006).

Sabe-se que apds o infarto, instala-se um estado de reducido importante na
concentracdo de fosfocreatina e do ATP. Normalmente o cardiomiécito apresenta
uma taxa de hidrolise de ATP elevada (~30 ymol.g-1.min-1) e uma concentragao
baixa de ATP (5 pymol/g), isso indica que a taxa de reciclagem do ATP total € muito
alta, sendo estimada uma troca total do ‘pool de ATP a cada 10 segundos

(Lopaschuk et al., 2010).

A manutencido de uma concentragao constante de ATP é fundamental para o
funcionamento normal do cardiomidcito. Para que isso ocorra houve o

desenvolvimento de um mecanismo bioquimico robusto, com o intuito de se manter
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uma concentracdo de ATP uniforme, mesmo em condicbes de aumento de
demanda. Tal aparato envolve a sintese constante de ATP por meio da fosforilagdo
oxidativa mitocondrial e a transferéncia de fosfato (Pi) da fosfocreatina (PCr) para o
ADP catalisada pela creatino-quinase (CK) (Ingwall et al., 2004 e 2006). E sabido
que, apos o infarto do miocardio, ambos os processos estdo diminuidos, o que

resulta em um ambiente citosélico pobre em ATP (Heather et al., 2010).

Levando-se em consideracdo que 75% do ATP produzido pelas mitocéndrias
dos cardiocitos sdo gastos com a contragédo e que os demais 25 % sao usados para
manutencdo da homeostase idnica, conclui-se que, a incapacidade mitocondrial em
fornecer um suprimento adequado de ATP resultaria na utilizagcdo das reservas de
fosfocreatina. Com a persisténcia do déficit na concentracdo de ATP, haveria o
esgotamento progressivo da PCr, agravando ainda mais o déficit energético (Freya

et al., 2006).

A estequiometria da reacdo ADP + Pi — ATP pode ser representada por um
indice conhecido como “Potencial de fosforilagao” (PF), definido por [ATP] / [ADP]
[Pi]. Quando o valor do PF é alto, ha uma inibigdo da sintese de ATP e um
favorecimento das reagdes que consomem ATP, quando o valor do PF é baixo
ocorre o contrario. Tal fato demonstra que a manutengcdo de uma concentragao
constante de ATP é determinante para diversos aspectos do metabolismo celular.
Quando, por alguma razdo, os mecanismos responsaveis pela manutencdo da
concentragdo de ATP (fosfocreatina e sintese mitocondrial) falham, o cardiomiécito
promove uma alteragdo fenotipica com o intuito de se adaptar as menores

concentragdes de ATP (Ingwall et al., 2006).
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De fato, a queda nas concentragbes de ATP resulta na ativagcado de fatores
transcripcionais envolvidos no processo de remodelamento ventricular. Com a
diminuicdo da razédo entre ATP : AMP, ha a ativacdo da AMPK (do inglés:*“AMP-
Activated Protein Kinase”), que por sua vez ativa trés outros fatores: o PPAR-y (do
Inglés: “Perixisome Proliferator Activated Receptor”’), o PGC-1a (do Inglés:
“Proliferator Gamma Coactivator’) e o MEF-2 (do Inglés: “Myocyte Enhancer Factor-
2”). Todos os trés fatores mencionados estao associados ao aumento ou diminuigéo
da expressao de genes que controlam a sintese de miofilamentos e o metabolismo

energético mitocondrial (Czubryt et al., 2004; Finck et al., 2007).

Dentre as alteracbes moleculares que ocorrem no miocardio insuficiente, e
que podem estar relacionadas a disfuncdo mitocondrial e a queda nas
concentracdes de ATP, encontram-se: 1- aumento da expressao da isoforma 3 da
cadeia pesada da miosina que possui menor atividade ATPasica e que desenvolve
menos for¢ca contratil, 2- reducdo quantitativa da SERCA 2a, da expressdo da
Fosfolamban e dos canais de Rianodina no reticulo sarcoplasmatico, levando a uma
maior dependéncia do ciclo de calcio extracelular, 3- diminuigdo de atividade da
bomba de sodio/potassio e aumento nos niveis do trocador sédio/calcio na
membrana citoplasmatica (Dixon et al., 1992, Goémez et al., 2002, Talukder et al.,

2008, Sallinen et al., 2007, Katz, 2006).

Em suma, a queda nas concentragdes de ATP funcionaria como um indutor
do remodelamento miocardico. Corroborando tal fato, tem-se um modelo natural que
€ a Sindrome de Barth, uma doenga genética com padrdo de hereditariedade
recessivo ligado ao X, onde ha uma marcante deficiéncia quantitativa e qualitativa na
sintese de cardiolipina, resultando em cardiomiopatia com dilatagdo biventricular

infanto-juvenil decorrentes do déficit de ATP mitocondrial (Schlame et al., 2006).
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Em estudo realizado por Heather et al. (2010), ficou demonstrado que a
producao de H202 estava significativamente aumentada em coragdes de ratos apds
o infarto do miocardio, e que os coragbes com piores indices de fungao ventricular
tinham os mais baixas concentracbes de cardiolipina e os maiores niveis de
producdo de H202, e ainda estavam associados a disfungdo importante no
complexo Ill da cadeia respiratéria. Nesse mesmo estudo, o tratamento com
cardiolipina restabeleceu totalmente a atividade do complexo |Ill, sugerindo
fortemente que a cardiolipina sofreu peroxidagao por radicais livres, resultando na

disfuncdo mitocondrial.

A peroxidagao da cardiolipina mitocondrial por radicais livres foi implicada
também na disfungdo ventricular em decorréncia do envelhecimento por Savitha et
al. (2007), sendo que nesse mesmo estudo a coadministragéo de L-Carnitina e Acido
Lipdico restabeleceu os niveis de cardiolipina e consequentemente a funcao

mitocondrial.

Soma-se a isso o fato de que, na disfuncdo ventricular decorrente do
envelhecimento, também ha diminuigdo na expressao da SERCA 2a (Schmidt et al.,
2000). Além disso, sabe-se que durante o envelhecimento ha uma troca progressiva
da isoforma a da cadeia pesada da miosina pela isoforma B a semelhanca do que
ocorre apos o infarto, e que tal substituicdo tem sido atribuida a um processo
adaptativo aos menores niveis de ATP consequentes a disfungdo mitocondrial
(Gupta et al., 2007). O envelhecimento, portanto, promove um declinio progressivo
na contratilidade ventricular, possivelmente em decorréncia de disfuncao

mitocondrial miocardica, o que é um fato comum ao infarto do miocardio.
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Em estudo de suplementacgéo dietética, Mulligan et al (2012) demonstraram
que uma dieta rica em 4&acido linoleico (AL) preservou as concentragdes de
cardiolipina durante o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca em ratos
espontaneamente hipertensos, e reduziu significativamente a hipertrofia e a
disfungdo sistdlica nos mesmos animais. A administracdo de Oleo de soja
intramuscular realizada por Ribeiro Junior et al. em estudo prévio e por ndés no
presente estudo, poderia de forma semelhante, ter funcionado como uma forma de

reposigdo de Acido Linoléico (AL).

Novas questbes surgem deste ponto: seria possivel que o tratamento com
O0leo de soja intramuscular tenha restaurado os niveis de cardiolipina e
consequentemente melhorado a fungdo mitocondrial? Sera que a melhora da fungao
mitocondrial por sua vez, poderia ter impedido a instalacdo das alteragdes
fenotipicas decorrentes dos baixos niveis de ATP citosélico? Seria essa a explicagao
para o aumento da atividade da ATPase miosinica (por provavel aumento da
isoforma a da miosina) e da atividade da Na+/K + ATPase, o aumento na expressao
da SERCAZ2a e do NCX, observados por Ribeiro Junior et al. e para a melhora no
desempenho contratil do ventriculo esquerdo infartado que obtivemos por meio do
referido tratamento? Ainda carecemos de novos estudos para obtencdo dessas

respostas.
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6 CONCLUSAO:

Concluimos com o presente trabalho que:

» O tratamento de ratos infartados com éleo de soja intramuscular por quinze
dias preveniu a reducdo de contratilidade ventricular esquerda e promoveu
aumento na PAS e diminui¢cdo da PDFVE, sem alterar a area de infarto e nem

0s parametros ponderais.
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