Efeitos no remodelamento ventricular esquerdo por dietas
com diferentes teores de sddio apo6s o infarto do miocardio

em ratos normotensos e hipertensos

Ludimila Forechi

Tese de Doutorado em Ciéncias Fisiolégicas

Doutorado em Ciéncias Fisiologicas
Universidade Federal do Espirito Santo

Vitoria, Marco de 2015



Efeitos no remodelamento ventricular esquerdo por dietas
com diferentes teores de sddio apo6s o infarto do miocardio

em ratos normotensos e hipertensos

Ludimila Forechi

Tese submetida ao Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias Fisiol6gicas da
Universidade Federal do Espirito Santo como requisito parcial para obtencdo do

grau de Doutora em Ciéncias Fisioldgicas.

Prof. Dr. José Geraldo Mill - Orientador

Prof. Dr. Anténio José Natali - UFV

Prof?. Dr®. Maria del Carmen Bisi Molina - UFES

Prof. Dr. Marcelo Perim Baldo — co-orientador

Prof. Dr. Dalton Valentim Vassallo - UFES

Universidade Federal do Espirito Santo

Vitéria, Margo de 2015



AGRADECIMENTOS

Com certeza essa é umas das partes mais dificeis na escrita da tese. Foram muitos os
envolvidos na concretizacdo dessa importante etapa na minha vida. Seria injusto se eu
esquecesse de citar algum nome porque ndo se consegue nada nessa vida pensando ou
trabalhando sozinho. Citarei alguns poucos nomes, mas sou imensamente agradecida a
todos aqueles que estiveram comigo durante esses 4 anos dedicados a realizagdo do meu
doutorado. Anos esses que ja deixam saudades.

Inicialmente agrade¢co ao meu orientador e co-orientador por acreditarem e confiarem que
eu conseguiria realizar o estudo por eles idealizado. Ao CNPq pelo recurso financeiro
disponibilizado para educacdo, ciéncia e tecnologia que sdo fundamentais para crescimento
desse pais. Aos varios animais que tiveram a vida interrompida para realizacdo desse estudo.
A todos os integrantes do laboratério de fisiopatologia cardiovascular, antigos e novatos,
pelos varios momentos agraddveis que passamos juntos, pela paciéncia, companheirismo e
troca de conhecimentos. A coordenadora e todos os professores da instituicdo por
compartilharem suas experiéncias e pelo prazer em ensinar. Aos alunos dos laboratdrios
vizinhos pela ajuda nos mais variados momentos e pela agraddvel companhia. Aos
funciondrios da instituicdo pela colaboracdo com limpeza, apoio técnico, ou mesmo com um
simples sorriso que deixava o dia mais agradavel. A todos os pesquisadores nacionais e
internacionais que trabalham intensamente para responder os varios questionamentos
sobre o funcionamento do corpo humano.

Um agradecimento especial aos meus familiares que tanto me orgulho, pelo incentivo em
concluir os estudos, pelo aconchego, carinho, amor e por compreender os muitos momentos
em que ndo pude estar presente. Ao meu querido companheiro Raphael Maleque por ser
tdo presente em minha vida, pelo apoio emocional e por colaborar ativamente para meu
crescimento pessoal e intelectual.



“Quem passou a vida em brancas nuvens
E em placido repouso adormeceu,

Quem nao sentiu o frio da desgraca,
Quem passou pela vida e nao sofreu

Foi espectro de homem, ndo foi homem,

z

S6 passou pela vida, ndo viveu’

Francisco Octaviano

“Vai para a frente e ndo pares nunca.
Nao receies os espinhos do caminho.

A frente é a perfeicdo.”.

Gibran Khalil Gibran


http://pensador.uol.com.br/autor/francisco_octaviano/

RESUMO

A restricao de sodio na dieta € uma recomendacao padrao apoés infarto do miocardio
(IM). Niveis muito baixos de ingestdo de sddio, entretanto, podem ativar o sistema
renina-angiotensina e alterar o remodelamento ventricular. Examinamos a hipétese
de que dietas com teor alto ou com teor muito baixo de sodio interfeririam no
remodelamento ventricular apés IM facilitando o desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca. Para isso, foram usados ratos normotensos (Wistar) e hipertensos (SHR)
machos com 8 semanas de vida nos quais o IM foi produzido por ligadura cirargica
da artéria coronaria esquerda. Os animais controles foram submetidos a uma
cirurgia ficticia (SHAM). Apds a cirurgia, os animais foram divididos para receber, por
60 dias, dieta padréao (0,3% NaCl) ou com alto (0,6% NaCl) ou baixo (0,03% NaCl)
teor de sodio. A medida da pressao arterial sistélica por pletismografia de cauda, da
ingestao de racdo em gaiola metabdlica e do peso corporal foram avaliados em trés
momentos distintos durante a fase de acompanhamento. Apés esse periodo foram
realizadas analises da funcdo ventricular através do cateterismo em animais
anestesiados, da rigidez pela obtencdo da curva pressdo x volume no coracao in
situ, da hipertrofia em cortes histol6gicos corados com hematoxilina & eosina, e da
fiborose da camara cardiaca em cortes corados com picorsirius red. Os resultados
mostraram que a mortalidade pés IM foi mais alta nos ratos SHR,
independentemente da dieta (21,43% em Wistar e 55% em SHR; p = 0,012). Nos
Wistar a dieta de alto sal aumentou a mortalidade (44,22%). A dieta de baixo sodio
nao afetou o aumento da deposicdo de colageno apés IM (Wistar: 5,0+0,4% e
52+0,5% e SHR: 7,330,4% e 6,3+0,4% sob dieta padrdao e hipossddica,
respectivamente). A dieta hiperssédica aumentou o colageno em ratos SHAM
(Wistar: 3,3+0,4% e 4,7+0,4% e SHR: 3,8%+0,3% e 6,2+0,2% sob dieta padréo e
hiperssodica, respectivamente), mas nao produziu efeito adicional apés o IM. A
rigidez ventricular também foi elevada apos o IM nos animais SHR com alto sal
(4,6+0,3 mmHg/mL em SHAM e 7,7+0,4 mmHg/mL em IM sob dieta hiperssédica). O
aumento moderado de sodio na dieta foi suficiente para elevar a pressao arterial de
ratos normotensos (124+1,4 mmHg e 145#5,1 mmHg sob dieta padrdao e
hiperssodica respectivamente) e agravar a hipertensdo dos ratos SHR (189+4,0

mmHg/mL e 202+0,1 mmHg). A dieta de baixo sal preveniu a elevacdo da pressao



sistdlica do ventriculo esquerdo em SHR (134+3,8 mmHg em dieta padréo e 123+3,1
mmHg em dieta hiperssddica). No entanto, a funcdo ventricular esquerda nao foi
agravada pelas diferentes dietas ap6s o IM. Nossos resultados mostram que o
remodelamento ventricular apés o IM nao foi afetado pela introducdo imediata de
dieta com baixo sédio apés o IM, podendo ser uma estratégia segura para evitar
retencdo liquida. Entretanto, a dieta com alto sodio foi prejudicial por aumentar a

mortalidade e por acelerar o remodelamento ventricular pés-IM.

Palavras-chave: sal, hipertensao, infarto do miocardio, mortalidade, remodelamento

ventricular



ABSTRACT

Diet of sodium restriction is a standard approach after an acute myocardial infarction
(MI). Very low levels of sodium intake, however, can activate the renin-angiotensin-
aldosterone system and change the ventricular remodeling. We have hypothesized
wether the use of a high or low-sodium diet would interfere post-infarction ventricular
remodeling and facilitate the development of heart failure. Male normotensive
(Wistar) and hypertensive (SHR) rats with 8 weeks were used. Ml was produced by
surgical ligature of the left coronary artery and control animals underwent a sham
surgery (SHAM). After surgery, the animals were assigned to receive, for 60 days,
the standard diet (0.3% NaCl), or diets with high (0.6% NaCl) or low (0.03% NacCl)
sodium content. The systolic blood pressure (tail plethysmography), food intake
(metabolic cages) and body weight were measured in three different moments during
the treatment period. After this period, the rats were anesthetized to evaluate the left
ventricular performance during cardiac. The animals were submitted to a intravenous
infusion of KCI to evaluate the left ventricular stiffness by in situ pressure-volume
curve. Left ventricular slices stained with hematoxylin-eosin were used to determine
myocyte hypertrophy, and stained with picrosirius to evaluate fibrosis. The results
showed that post-MI mortality was highir in SHR unrelated to the diet (21.43% in
Wistar and 55% in SHR; p=0,012). In Wistar, only the high-salt diet increased the
mortality (44.22%). Low-salt diet did not prevent fibrosis increase after Ml (Wistar:
5.0£0.4% and 5.2+0.5%, and SHR: 7.3+0.4% and 6.3+£0.4% under standard and low-
sodium diet respectively). The High-salt diet increased the collagen in SHAM rats
(Wistar: 3.3£0.4% and 4.7+0.4%, and SHR: 3.8+0.3% and 6.2+0.2% under standard
and high sodium diet, respectively) with no additional increase after MI. The
ventricular stiffness was also increased after Ml in animals SHR under high-salt diet
(4.6£0.3 mmHg/mL in SHAM and 7.7£0.4 mmHg/mL in Ml rats under high-sodium
diet). The moderate increase of sodium in the diet increased the blood pressure of
the normotensive rats (124+1.4 mmHg and 145+5,1 mmHg under standard and high
sodium diet, respectively) and worsened the hypertension of the SHR rats (189+4.0
mmHg/mL and 202+0.1 mmHg). The low-salt diet prevented the increase of the left
ventricular systolic pressure in SHR (134+3.8 mmHg in standard diet and 123+3.1

mmHg in high sodium diet). However, the left ventricular function did not worsen by



different diets after MI. Our results show that post-MI ventricular remodeling was not
affected by the immediate introduction of low sodium diet after MI> Therefore,
sodium resctriction seems to be a safe therapeutic intervention to prevent fluid
retention. However, diets with high sodium content seems inadequate in such cases
because they increase mortality and accelerate the post-infarction ventricular

remodeling.

Keywords: salt, hypertension, myocardial infarction, mortality and ventricular

remodeling
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1. INTRODUCAO

1.1. Hipertensao Arterial Sistémica

A Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) é uma condicdo clinica multifatorial
caracterizada por niveis elevados e sustentados de pressao arterial (PA). O
diagnostico de HAS pode ser considerado simples por depender apenas da medida
correta da pressao. O critério atual de diagnostico de hipertensdo em adultos é a
pressao sistolica de repouso ser igual ou maior do que 140 mmHg e/ou a diastélica

estar acima de de 90 mmHg (VI Diretriz 2010; Nascimento, et al., 2013).

A alta incidéncia torna a HAS um dos principais problemas de saude publica no
Brasil e no mundo. Dados da Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) mostram que a
hipertensdo € responsavel por mais de 7 milhdes de 6bito em todo o mundo. A
prevaléncia de HAS na populacdo urbana adulta brasileira em 2009 variava entre
22,3 - 43,9% (VI Diretriz 2010), atingindo cerca de 30 milhdes de brasileiros segundo
a Sociedade Basileira de Cardiologia. Destarte, a HAS produz um impacto direto nas
taxas de mortalidade, morbidade, incapacidade e custos com cuidados médicos

(Caderno de atencao basica 2006).

Esse numero é ainda maior porque varios individuos ndo foram diagndsticados
devido ao curso assintomatico da doenca. Somando a isso, a tendéncia € que a
incidéncia aumente porque o aparecimento da doenca esta cada vez mais precoce,
ocorrendo inclusive na infancia e na adolescéncia (Magliano, et al., 2013). Um dos
motivos desse aumento seria a mudanga no estilo de vida que predispde a elevacao
da presséao (Eto, et al., 2013) .

De forma geral, os fatores de risco da HAS se apresentam de forma agregada. A
combinacdo de predisposicao genética, idade acima de 40 anos, e estilo de vida
pouco saudavel tendem a contribuir com maior impacto. Entre os principais fatores

relacionados ao estilo de vida, podemos destacar o excesso de peso, 0 estresse, a
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ingestdo de sal, o sedentarismo e o consumo de &lcool (Capingana, et al., 2013; Eto,
et al., 2013; Santos et al., 2013; Molina et al., 2003).

A HAS é a principal doenca que contribui para a morbi-mortalidade cardiovascular
em todo o mundo pois aumenta de forma importante o risco da aterosclerose e dos
seus eventos mais relevantes, a trombose em segmentos arteriais especificos, como
as circulagbes coronaria e cerebral. Entre as doencas cadiovasculares (DCV)
fortemente afetadas pela existéncia da HAS estdo o infarto do miocardio (IM), o
acidente vascular cerebral, e a insuficiéncia renal (Bocchi et al., 2009). No Brasil, as
DCV tém sido a principal causa de morte, assim como de maior reducdo da
qualidade e expectativa de vida da populacédo (Passos, et al., 2006; Silva et al.,
2013).

Apesar do tratamento para hipertensdo ja estar bem estabelecido com o uso de
diuréticos, inibidores adrenérgicos (agonistas alfa-2 centrais, bloqueadores beta-
adrenérgicos, bloqueadores alfa-1 adrenérgicos), vasodilatadores diretos,
bloqueadores dos canais de calcio, inibidores da enzima conversora da
angiotensina, bloqueadores do receptor AT1 da angiotensina Il e inibidores da renina
(IV diretriz; Lotuffo et al., 2014), o acompanhado e a adesao ao tratamento proposto
sdo frequentemente negligenciados. Se ndo diagnosticada e tratatada
adequadamente, a hipertensdo altera a estrutura e a funcdo de Orgaos-alvo
importantes, como 0 coragdo, 0S vas0os sanguineos e 0s rins. A alteracdo da
estrutura e funcédo vascular faz com que as consequéncia diretas e indiretas da

hipertensdo possam se manifestar em qualquer regido do organismo.

A presenca de hipertrofia cardiaca causada pela hipertenséo arterial € uma resposta
adaptativa do miocéardio para o aumento do trabalho cardiaco. Inicialmente € um
processo compensatorio, mas esse aumento da massa cardiaca pode levar a
arritmias ventriculares, isquemia miocardica, disfuncéo sistolica e diastolica e morte
subita. O consagrado estudo de Framingham mostrou claramente que a hipertrofia
ventricular esquerda (HVE) representa forte preditor para as doencas

cardiovasculares (Capingana, et al., 2013; Muiesan et al., 2004).
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Véarios modelos experimentais de hipertensdo arterial foram desenvolvidos para se
estudar a fisiopatologia desta doenca. O modelo de rato espontaneamente
hipertenso (SHR) desenvolvido por Okamoto e Aoki (1963) no Japao, é aquele que,
até aqui, mais se adequa ao estudo do hipertensao arterial essencial em humanos.
Essa cepa foi desenvolvida por sucessivos endocruzamentos entre irméos que
levou, apos mais de 20 geracdes, ao desenvolvimento de animais que em sua
totalidade desenvolvem hipertensdo arterial em fases precoces da vida. Desde
entdo, € um modelo bem estabelecido para o estudo dos mecanismos de hipertrofia
e insuficiéncia cardiaca devido a hipertensao essencial. Esses animais tém aumento
progressivo da presséo arterial e da massa ventricular esquerda ao longo do seu
desenvolvimento, fenbmenos esses que aparecem precocemente na vida pés-natal
(Fazan et al., 2006; Rocha et al., 2010).

1.2. Ingestédo de sal

O fisiologista Stephan Hales mostrou no inicio do século XVIII que a presséo arterial
é influenciada pelo volume de fluido no organismo. O aumento do volume sanguineo
faria com que maior forca de distensdo fosse aplicada as paredes vasculares, uma
vez que estas tém distensdo limitada pela estrutura das suas paredes. No século
seguinte tornou-se claro que a pressdo arterial seria determinada ndo sé pelo
aumento do volume mas também pela reducéo do continente, ou seja, pela reducéo
do volume dos vasos sanguineos decorrente da vasotonicidade elevada. O volume
do liquido extracelular, ai incluido o sangue, é largamente influenciado pelo teor de
sbdio no organismo. Surge assim uma justificativa cientifica para explorar a relacdes

entre a ingestdo de sodio e a pressao sanguinea (Alderman & Cohen, 2002).

O sbdio € um componente essencial da dieta pois é responsavel pela manutencéo
de uma série de propriedades necessarias a manutencdo da homeostasia. Sendo o
principal soluto do meio extracelular, a concentragdo de sodio é determinante na

regulacdo da pressdo osmotica. Dados os estreitos limites de variacdo da



Introducéo 15

osmolaridade no organismo, pequenas variagdes do conteudo total de sodio no
organismo sdo capazes de influenciar o volume do meio extracelular e,
consequentemente, influenciar a presséo arterial. No coracdo, entretanto, o sodio
parece ter outras influéncias diretas, ou seja, aquelas ndo mediadas pela variacéo
pressorica. Assim, o aumento do teor de s6dio no organismo pode levar a hipertrofia
cardiaca, aumento do contetudo de colageno e prejuizo do relaxamento ventricular.
Nos vasos sanguineos o excesso de sodio leva a disfuncédo endotelial e nos rins a
injaria renal, predispondo assim, ao aparecimento de doencas cardiovasculares e
renais (Yu et al., 1998; Franco & Oparil, 2006; dos Santos et al., 2006). Estudos
experimentais mostram também que dietas com elevado teor de sédio em ratos SHR
aceleram o desenvolvimento da hipertensdo e ampliam a fibrose e a hipertrofia
cardiaca (Ahn et al., 2004; Ziegelhoffer-Mihalovicova et al., 2006).

Dois grandes estudos populacionais que contribuiram muito para o entendimento do
efeito da dieta sobre a pressédo arterial foram o Intersalt (primeiras publicacbes em
1988) e o Dietary Approaches to Stop Hypertension (DASH), em 2001. O primeiro foi
desenvolvido para se estudar a relacdo entre a ingestdo de sodio e os valores
médios da pressdo arterial em populacdes. Foram incluidos 10.079 individuos
selecionados a partir de diferentes comunidades de areas industrializadas e néo
industrializadas, com diferentes teores de sédio na alimentacdo usual. Entre as 52
comunidades incluidas no estudo, apenas 4 tinham uma baixa ingestdo de sal (<3
g/dia). Observou-se uma relacéo direta entre a ingestdo de sodio e o valor médio da
pressdo em cada populacdo. Estudando-se populac¢des individuais incluidas no
Intersalt também observou-se correlacdo positiva entre a ingestdo de sal e ao
aumento da presséao arterial com a idade. Foi estimado que o aumento de 6 g/dia na
ingestdo de sal por mais de 30 anos conduziria a um aumento da pressao arterial
sistélica de 9 mmHg. O DASH foi um estudo de intervencéo no qual foram incluidos
412 participantes para se testar os efeitos de diferentes padrbes alimentares sobre a
pressao arterial. O estudo avaliou trés niveis de ingestao de sodio (4, 6 e 8 g/dia) em
duas diferentes dietas: a dieta Americana usual e a dieta DASH (rica em frutas,
verduras e graos, incluindo derivados desnatados do leite, peixe, legumes, aves e

carnes magras, com contetudo reduzido de doces e bebidas). Seus resultados
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levaram a conclusdo de que os beneficios para a saude em longo prazo dependiam
da capacidade das pessoas mudarem a dieta e aumentarem a disponibilidade de
alimentos com menor teor de sodio (Sacks, et al., 2001; Olmos & Bensefior, 2001).
Uma reducéo da presséao arterial foi percebida com a reducéo da ingestao de sal em

todos os participantes (Figura 1).

INGESTAO DE SAL
8 g/dia | 6 g/dia |4 g/dia

Pressio 92| n=204 I
: 130- .
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i 128 - I
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Figura 1: Mudancas da presséo arterial e da excrecdo urinaria de s6dio com a redugéo na
ingestdo de sal em todos os participantes (n= 169 hipertensos; 243 sujeitos nhormotensos)
em uso da dieta Americana usual (dieta controle) e da dieta DASH (adaptado de He et al.,
2010).

Dentro da histéria da civilizacdo humana, o padrédo de consumo de sal tem mudado
ao longo da evolugcdo, desde a pequena quantidade utilizada pelos nossos
ancestrais para a utilizagdo excessiva na sociedade moderna. Inicialmente é
necessario esclarecer que o termo “sal” pode se referir a varias substancias que
contenham sodio em sua estrutura. Neste trabalho o termo “sal” refere-se ao sal de

cozinha, cujo componente quase que exclusivo € o "cloreto de sodio”. Sal e sodio
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ndo sdo sinbnimos. O sal é constituido por 60% de cloreto e 40% de sddio, além de
outros componentes que ndo serdo considerados aqui. Assim, 1 g de sodio esta
contido em 2,5 g de sal. Um mmol de sédio equivale a 23 mg de sédio (Chemello,
2005).

Durante milhdes de anos, os mamiferos terrestres, incluindo primatas, comeram
plantas e assim ingeriam pequenas quantidades de sal (0,1 - 0,5 g / dia). Mesmo se
uma dieta incluisse uma grande quantidade de carne, n&o representa mais do que 1
a 2 g de sal por dia (Delahaye, 2013). O sal comecou a ser explorado por volta de
8.000 antes de Cristo com a descoberta do homem como um ser social que tem
mais vantagem de agir em grupo do que individualmente. A necessidade de plantar
frutas, legumes e vegetais e a atividades de caca e pesca despertou o interesse em
procurar algo para conservar esses alimentos. O cloreto de sédio comecou entdo a
ser utilizado para conservar os alimentos, principalmente as carnes, atuando como

um agente desidratante e impedindo a sua deterioracdo (Chemello, 2005).

Uma curiosidade € que ao descobrir que o sal servia para conservar e dar sabor a
comida, 0os romanos passaram a considera-lo um alimento divino, uma dadiva de
Salus, a deusa da saude, da limpeza e da sanidade. O sal tornou-se entdo uma
moeda, fonte de poder e simbolo religioso (Chemello, 2005). Além disso, o sal foi a
origem da palavra salario (do latim salariu) visto que os soldados do Império
Romano recebiam parte de seu pagamento em sal. Outra é que os judeus, hebreus
e catélicos usavam o sal como purificador. Porém, posteriormente, a santidade do
sal acabou se transformando em maleficio e proliferava supersticdes. No Brasil, em
1792, apés a sentenca que condenou Joaquim José da Silva Xavier (Tiradentes) a
morte, 0s juizes portugueses mandaram destruir totalmente a casa em que morava e

jogar sal no terreno para que ali nada mais tornasse a nascer (Chemello, 2005).

Até o século XIX o sal foi o unico conservante de alimentos. Com o desenvolvimento
dos refrigeradores, a necessidade de sal como conservante foi reduzida. Entretando,
de forma paradoxal, a quantidade diaria ingerida aumentou ao longo do tempo. Os
principais motivos foram a utilizagdo do sal como flavorizante e o aparecimento dos

alimentos processados.
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O estilo de vida moderno modificou os habitos alimentares da populacdo. As
refeicbes prontas, ou com pequeno tempo de preparo, tem-se tornado,
gradualmente, as mais consumidas principalmente nos paises desenvolvidos. Para
se determinar a quantidade de sédio nos alimentos, foi desenvolvida a Tabela
Brasileira de Composicéo de Alimentos (TACO) pelo Nucleo de Estudos e Pesquisas
em Alimentacdo (NEPA) da UNICAMP. Nessa tabela podem ser consultada a
composicdo nutricional de varios alimentos, inclusive a quantidade de sodio. Na
figura 2 estdo exemplos de alimentos processados selecionados na TACO e os

respectivos valores de sédio em uma porcdo de 100 g de parte comestivel.

Descrig¢do dos alimentos Sédio (mg)
Biscoito doce maisena 352
Biscoito salgado cream cracker 854
Cereal matinal milho 655
Macarrio instantaneo 1516
Pio trigo francés 648
Pastel de carne 1309
Batata frita, tipo chips, industrializada 607
Pio de queijo assado 773
Margarina 894
Bacalhau salgado cru 13585
Bacalhau salgado refogado 1256
Carne bovina seca 4440
Coxinha de frango frita 532
Hamburguer bovino frito 1252
Shoyu 5024
Azeitona preta conserva 1567

Figura 2: Alimentos processados e 0s respectivos valores de s6dio em uma porc¢éo de 100g
de parte comestivel (adaptado de NEPA, 2011).

A elevagéo do consumo alimentar de sodio também ocorreu na populagéo brasileira.
Um estudo de base populacional realizado na cidade de Vitoria-ES estimou, pela
excrecdo de sédio na urina de 12 horas, que os valores médios de consumo diario
de sal eram da ordem de 12,5 g em adultos (Molina et al., 2003). Na época em que o
estudo foi feito, a Associagdo Americana do Coracdo (AHA-American Heart

Association) recomendava um consumo de sal inferior a 6 g/dia (ou seja, ndo mais
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do que 2.300 mg de sodio/dia) para a populacdo em geral. Assim, a populacédo de
Vitoria ingeria mais do que o dobro do recomendado. A recomendacdo da AHA para
os individuos hipertensos, diabéticos, negros, doentes renais cronicos e adultos com
mais de 50 anos deveria ser de até 1.500 mg/dia, ou seja, da ordem de 4 g de
sal/dia (Molina et al., 2003; Pearson et al., 2002; Kotchen, 2013).

Basicamente os estudos populacionais e de intervengdo mostravam que a reducéo
do elevado consumo de sal nas populacdes em geral contribuiam para a morbi-
mortalidade geral e a para a morbi-mortalidade cardiovascular de modo especifico.
Com base neste pressuposto, varios paises passaram a adotar metas de consumo
médio de sal na populacdo em geral. Essas metas baseavam-se, em geral, nas
recomendacdes da OMS visando reduzir a ingestdo de sédio para <2000 mg/dia até
2025, ou seja, pouco mais de 5 g de sal/dia por pessoa (Kotchen, 2013). No Brasil, 0
Ministério da Saude lancou em 2011 o “Plano de Redug¢ao do Soédio em Alimentos
Processados” como parte integrante das A¢des Estratégicas para o Enfrentamento
das Doencas Crbnicas ndo Transmissiveis (DCNT). As medidas séo fruto do acordo
de cooperacdo entre o Ministério da Saude e a Associacdo das Industrias da
Alimentacdo (Abia) para monitoramento do uso de sodio em alimentos
industrializados. A previsdo é de que, até 2020, mais de 28 mil toneladas de sédio
estejam fora das prateleiras.

Entretanto, os Centros para Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) dos EUA
divulgaram dados mostrando que quase 70% da populacdo daquele pais estava
incluida em grupos para os quais era recomendadada uma ingestdo maxima de
1.500 mg de sédio por dia. Paralelamente, os dados apontam que cerca de 90% dos
americanos adultos devem desenvolver pressao alta em suas vidas. Por estes
motivos, a AHA, em 2010, passou a recomendar uma ingestdo de sodio inferior a

1.500 mg/dia para toda a populagcdo americana (Whelton et al., 2012).

A reducdo do consumo de sal para toda a populacdo €, entretanto, um assunto
controverso e tem sido objeto de intensa discussao na literatura atual. Artigos de
defensores e criticos das atuais recomendactes da OMS e AHA sobre a ingestao

maxima diaria de sodio foram publicadas em 2013 na revista American Journal of
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Hypertension. O motivo disso foi alertar sobre a conclusdo do relatorio do Instituto de
Medicina (IOM) de que “os resultados de estudos de saude sdo inconsistentes em
qualidade e insuficientes em quantidade, para determinar se a ingestdao de sodio
abaixo de 2.300 mg/dia pode aumentar ou diminuir o risco de doenca cardiaca,
acidente vascular cerebral, ou todas as causas de mortalidade na populagéo geral
dos EUA” (Kotchen, 2013).

Entre os argumentos desfavoraveis dos estudiosos sobre o assunto, estdo que:
apesar da dieta com reducdo de sodio diminuir a pressdo arterial de hipertensos,
nenhuma informacéo valida esta disponivel para mostrar conclusivamente se essa
reducdo € benéfica ou prejudicial em termos de resultados relevantes para o
paciente (Matyas et al., 2011); As evidéncias para a reducdo da morbidade e
mortalidade das doencas cardiovasculares como resultado da reducdo da ingestéao
de sodio permanecem controversas. Apesar de trés grandes estudos, TOHP I,
TOHP Il e TONE (Cook et al., 2007), terem avaliado os efeitos a longo prazo da
reducdo de sal na mortalidade por DCV, novos ensaios clinicos randomizados
precisam incorporar intervencdes susceptiveis com as redu¢des na ingestdo de sal
ditadas pelas diretrizes atuais (Taylor et al., 2011). Esses ensaios clinicos
mostraram que a reducdo do consumo de sodio resultou em menor pressao arterial
em individuos normotensos e hipertenso, entretanto, observou-se aumento dos
niveis plasmaticos de renina, aldosterona, adrenalina, noradrenalina, colesterol e
triglicerideos (Rogaz, et al., 1990; Graudal et al., 2012); Ndo foram observados
efeitos benéficos em pacientes com insuficiéncia cardiaca. Pelo contrario, houve
aumento no tempo de hospitalizacdo para causas cardiovasculares, aumento da
mortalidade e efeitos renais e neuro-hormonais prejudiciais (Paterna et al.,2008;
Klein et al., 2005). Além disso, a interpretacdo de evidéncias obtidas em estudos
observacionais € complicada pela heterogeneidade na estimativa de ingestdo de
soédio (por dieta ou excrecao urinaria de sal), tipos de participantes (saudaveis,
hipertensos e obesos), tempos diferentes de estudo e escolha e definicdo dos
desfechos em diferentes estudos (Alderman, 2010; Taylor et al., 2011,
DiNicolantonio et al., 2013).
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Strazzullo (2011) defende a adocé&o de politicas para reducdo do sodio mas destaca
ao mesmo tempo as dificuldades na realizacdo dos estudos necessarios para
demonstrar efeitos sobre desfechos, como dificuldades de financiamento
(basicamente publico), conflitos com problemas éticos, tempo prolongado de
observacdo e dificuldades metodologicas de avaliacdo do cumprimento de
modificacdes de estilo de vida, tais como a redugcdo de sal na dieta durante um
periodo prolongado de tempo. Além disso, destaca os beneficios do baixo consumo
de sal com a reducdo da pressdo arterial e prevencdo de danos em 0Orgaos
especificos (Delahaye 2013; Hooper et al., 2002), incluindo a reducdo da massa
ventricular esquerda quando associado ou ndo a tratamento farmacolégico (Jula et
al., 1994; Liebson et al., 1995), melhora da funcédo diastélica ventricular e da
elastancia arterial em pacientes hipertensos (Hummel et al., 2013), diminuicdo da
excrecdo urinaria de soédio de 24 h (Laatikainen et al., 2006); e a abordagem
promissora para maior custo-efetividade na prevencdo das doencas
cardiovasculares (Wang & Bowman 2013; Appel et al., 2011). Enfatizam também, os
maleficios de alto sal como fator de risco para as doencas cardiovasculares,
conforme revisao sistematica de 9 estudos clinicos. A Figura 3 apresenta os dados
sobre a associacao entre a ingestao de sal e o risco de doenca cardiovascular. Na
analise combinada, houve uma associacdo entre maior consumo de sal e risco de

doencas cardiovasculares, com risco relativo de 1,17 (1,02-1,34), P = 0,02.
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Estudo Tamanho Risco relativo

da (IC 95%)

amostra
Tunstall-Pedoe 1997 i
Homens 5754 =
Mulheres 5875
He 1999 .
Homens 3686 i —
Mulheres 5799 :_._
Tuomilheto 2001 :
Homens 1173 ﬂi‘.—
Mulheres 1263 — .
Cohen 2006 7154 .
Geleijnse 2007 1448 —- i
Cook (1) 2007 542 -
Cook (II) 2007 1873 ——
Umesawa 2008 58 730 il
Cohen 2008 8699 ¥
Combined effect: P=0.02 I‘
0.1 1 10
Favoravel Adverso

Alta ingestio de sal

Figura 3: Risco de doenga cardiovascular incidente associado ao maior em comparagéo
com o menor consumo de sal com base em 9 estudos incluindo 101.996 participantes
(adaptado de Strazzullo et al., 2009).

A relacdo entre o consumo de sal e pressdo sanguinea € a base para a crenca de
que a restricdo na ingestdo de sodio na dieta vai atenuar 0s eventos
cardiovasculares associados ao aumento da pressao arterial. Porém, ndo esta claro
se a quantidade de reducgéo de sal interfere no progndstico de grupos especificos. A
diminuicdo da presséo arterial pelo baixo consumo de sal s6 é importante se resultar
reducdo da mortalidade geral e da morbi-mortalidade associada aos eventos
cardiovasculares. Assim, as dietas de restricAo de salina para sub-grupos
especificos de pacientes mereceriam estudos mais aprofundados. Um destes grupos
especiais seria daqueles que sobrevivem ao IM, tendo em vista a alta prevaléncia de

hipertensdo arterial neste grupo e a propensdo para o desenvolvimento de
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insuficiéncia cardiaca (IC). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, 49% dos
eventos de doenca cardiaca coronariana sao atribuiveis a alta pressdo sanguinea
(WHO, 2002). Portanto, estudar o impacto do consumo de sal em modelos
experimentais que associam os dois fatores de risco para IC e mortalidade reveste-
se de grande importancia préatica dada sua alta prevaléncia na populagédo em geral.

1.3. Infarto do miocéardio

A oclusédo cirdrgica de ramos da artéria corondria esquerda em ratos tem-se
constituido em ferramenta de inestimavel valor para se estudar a fisiopatolocia das
alteracdes estruturais e funcionais do coragédo ap6s o IM em humanos. Esse modelo
foi descrito inicialmente por Heimburger, em 1946. Com o passar dos anos, a técnica
foi modificada progressivamente por Johns & Olson, 1954 e pelo grupo de
Braunwald, nos Estados Unidos, na década de 70. No inicio da década de 1980, o
método foi introduzido no Brasil na Faculdade de Medicina de Botucatu (Zornoff et

al., 2009) sendo entéo disseminado em varios grupos de pesquisa no Brasil.

O IM é definido como processo de morte celular resultante da baixa perfusdo
tecidual apos oclusédo aguda da artéria coronaria. Com a interrupgdo do suprimento
metabdlico, inicia-se o processo de morte por necrose e apoptose das diferentes
células que compdem o coracgéo, estabelecendo a irreversibilidade da lesdo (Sutton
& Sharpe, 2000; Mill et al., 2011).

Apbs o episodio isquémico, um conjunto de modificagBes estruturais, bioquimicas e
eletrofisioldgicas € desencadeado na area infartada e remota do coragédo (Mill et al,
2011). Esse fenbmeno complexo é influenciado por fatores genétricos, mecanicos e
neuro-humorais, sendo denominado de remodelamento cardiaco. As alteracdes dlo
remodelamento ocorrem nos trés componentes principais do miocardio: os miécitos,
a matriz extracelular e a microcirculacdo. O remodelamento do venticulo esquerdo

apos o IM refere-se entdo as modificacbes no tamanho, na forma e na funcgéo
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ventricular para manter o débito cardiaco (Sutton & Sharpe, 2000; Zornoff et al.,
2009).

O remodelamento pode ser dividido em fases apds a obstrucdo coronariana. A
grosso modo é dividido numa fase aguda (até 72 horas apos a obstrucdo
coronariana total) ou na fase crénica, apos esse periodo. Na fase inicial, a exposicéo
do conteudo intracelular das células mortas aciona a primeira linha de defesa, com a
ativacdo da cascata da resposta imune inata. Esta é desencadeada por proteinas
transmembranas que medeiam a sinalizacao intracelular, estimulando a producéo de
varias substancias como citocinas, moléculas de adesdo e espécies reativas
derivadas do oxigénio (Erickson et al., 2008; Hori et al., 2009). As citocinas pro-
inflamatorias liberadas, como as interleucinas (IL)-6, IL-1B e o fator de necrose
tumoral (TNF-a, sigla referente ao inglés “tumor necrosis factor”), estdo envolvidas
em diversas etapas do reparo, como inducdo da apoptose, alteracbes na matriz
extracelular e outras modificagOes estruturais (Segura et al., 2014; Frangogiannis et
al., 2006; Stefanon, et al., 2013). A fase aguda envolve a expansao da zona do
infarto, o que pode resultar na ruptura ventricular precoce ou formacédo de
aneurisma. A tardia envolve toda a massa ventricular associada com distorcdo da

forma ventricular, hipertrofia, fibrose e dilatagéo.

Na fase aguda ocorre mobilizacdo e infiltracdo de macréfagos, mondcitos e
neutréfilos para a zona de isquemia. Inicia-se uma resposa inflamatéria fundamental
para o processo de reparo e cicatrizacdo do miocardio. Simultaneamente a necrose
das miofibrilas, ha desintegracdo do colageno interfibrilar pela ativacdo de enzimas
proteoliticas, da familia de endoproteinases contendo zinco - metaloproteinases de
matriz (MMPSs). Esse fato ocasiona perda do tecido de sustentacdo, o que torna a
regido mais distensivel e, consequentemente, mais susceptivel as deformacdes.
Assim, pode ocorrer deslizamento de areas musculares necrdticas, com
realinhamento dos miécitos na parede infartada. Como resultado, ha afilamento da
regido e dilatacdo do segmento infartado. Essa dilatacdo aguda, caracterizada por
adelgacamento e distenséo da regido infartada, € denominada expanséo do infarto
(Hori et al., 2009; Frangogiannis et al., 2006; Mill et al., 2011).
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Cronicamente, a resposta inflamatéria exacerbada e a sua persisténcia produzem
modificacdes na matriz extracelular que irdo contribuir para as alteracGes estruturais
e funcionais do infarto (Stefanon, et al., 2013). As maiores modificacdes consistem
na sintese dos coldgenos do tipo | e Ill e aumento do tamanho dos cardiomidcitos

processo denominado hipertrofia ventricular.

Na auséncia de lesdo, o coldgeno ocupa aproximadamente 3% do volume
miocardico, sendo o principal componente responsavel pelas propriedades passivas
das camaras cardiacas. Apds o IM, sua sintese é preferencialmente mediada por
miofibroblastos, em resposta a diferentes estimulos. Estes incluem estresse
mecanico, fatores vasoativos, tal como a angiotensina Il, e fatores de crescimento,
tal como fator de crescimento transformante B (TGF-B), que pode atuar diretamente
ou através da regulacdo para cima do fator de crescimento do tecido conjuntivo
(CTGF). O TGF-B tem também a acédo de suprimir a atividade das MMPs pela
inducdo de seus inibidores teciduais (TIMP, do inglés “tissue inhibitor of matrix
metalloproteinase”) (Segura et al.,, 2014). Outro passo importante na sintese do
colageno € a ligacdo cruzada de suas fibras pela acao da enzima lisil oxidase (LOX).
Essa enzima extracelular confere resisténcia a tracdo, uma das propriedades
mecanicas das fibras de colageno. As ligacées cruzadas do colageno contribuem
para o aumento da rigidez e reducdo da complacéncia ventricular (Lopes, et al.,
2010).

Uma das principais caracteristicas do IM liga-se ao fato de que a perda de tecido
contratil desencadeia um processo adaptativo de crescimento celular do tecido nao
infartado. A hipertrofia das células leva a um rearranjo estrutural de componentes da
parede ventricular e pode resultar em rigidez ventricular, comprometendo a funcéo
sistélica e diastolica. No modelo do rato, a hipertrofia do ventriculo esquerdo se
caracteriza por ser de padrdao excéntrico sendo mais evidente apds trés a quatro
semanas da ligadura da coronaria. Estimulos extracelulares, tais como tensdo
mecanica, ativacdo neuro-hormonal, citocinas e estresse oxidativo tém sido bem
reconhecidos para promover hipertrofia de miécitos (Zhao et al., 2009; Zornoff et al.,
2009).
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O curso temporal da expansdo do infarto, deposicdo de coladgeno, hipertrofia e

dilatac&o ventricular estdo resumidas na figura 4.
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Figura 4. Curso temporal das alteracbes ventriculares ap0s o infarto do miocardio
(Adaptado de Vanhoutte et al.,, 2006). Observa-se a degradacdo e absorcdo do tecido
necroético, sendo seguido por aumento da produgcdo e deposicdo de coladgeno no tecido
remanescente. Na parte inferior da figura estéo ilustradas as etapas do remodelamento
ventricular esquerdo apos o infarto, chamando a atencdo para as alteracdes de espessura
de parede e de volume da camara ventricular (Adaptado de Paul, 2003).

Em paralelo as modificacbes agudas e crbnicas da camara cardiaca, ocorrem
alteracbes na hemodindmica da cémara ventricular com aumento do residuo

sistélico e elevacdo da tensdo diastOlica da parede. Consequentemente, ocorre
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estimulacdo do sistema nervoso simpatico, do sistema renina-angiotensina-
aldosterona, e a libertacdo de peptideos natriuréticos (Mill et al., 1991; Mill., et al.,
2003; Busatto et al., 1997; Sutton & Sharpe, 2000). Essas complexas interacdes
neuro-humorais do coragdo, cérebro, rim e vasculatura periférica ocorrem na
tentativa de manter o débito cardiaco e a perfusado arterial sisttmica. Entretanto, a
complicagdo mais comum do IM é a IC. Essa pode ser definida como uma sindrome
clinica resultante da incapacidade do coracdo de fornecer oxigénio em quantidade
apropriada as necessidades homeostaticas em diferentes contextos. Do ponto de
vista fisiopatolégico a IC tem-se caracterizado em duas formas: a insuficiéncia
sistdlica e a insuficiéncia diastolica. Na primeira, o débito sistélico esta reduzido, ou
seja, esta comprometida a capacidade ejetora do ventriculo. Na segunda, o débito
sistélico pode ser normal ou ligeiramente reduzido havendo comprometimento do
enchimento da camara pela dificuldade do relaxamento (insuficiéncia diastdlica).
Esta cursa com hipertensdo pulmonar e dimuinuicdo do contetdo total de oxigénio
do sangue arterial. O grau da IC depende da intensidade da disfuncdo mecéanica do
coracao, sendo condicéo de alta mortalidade e prognostico reservado (Ledoux et al.,
2003; Faria et al., 2011).

1.3.1. Ativacao neurohumoral no curso do remodelamento ventricular

A vertente neural do sistema € representada pelo sistema nervoso simpatico (SNS).
Este esta precocemente hiperativado apos o infarto do miocardio (Karlsberg et al.,
1979), contrario ao observado com o0 sistema nervoso parassimpatico, que
apresenta reducao da responsividade ao longo do processo de remodelamento
(Médolo et al., 1995). Em animais experimentais, essa hiperatividade simpatica pode
também ser evidenciada pelo aumento da frequiéncia cardiaca durante a fase aguda
do infarto (Mill et al., 1991), pelo aumento dos niveis plasmaticos e teciduais de
catecolaminas (Ganguly et al., 1997) e do turnover da norepinefrina (Patel et al.,
2000).
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A origem da ativagdo simpatica no periodo pos-infarto ainda é pouco conhecida,
podendo ser decorrente tanto da estimulacéo de receptores intramiocardiocos como
também da disfuncdo de barorreceptores ou de receptores de volume. Outro
mecanismo proposto é a ativagdo do sistema renina-angiotensina cerebral (Westcott
et al., 2009).

Em ratos infartados, a sensibilidade do baroreflexo se encontra reduzida (Meyrelles
et al.,, 1996), sendo que o comprometimento do baroreflexo esta associado a
magnitude da disfuncdo ventricular (Henze et al., 2008). Além disso, parte dessa
depressao baroreflexa € causada pela reducéo da atividade e responsividade vagal
(Mo6dulo et al., 1995; Krlger et al.,, 1997). O reflexo cardiopulmonar se encontra
preservado na fase aguda, mas tem sua atividade comprometida com a evolucéo do

remodelamento (Meyrelles et al., 1997).

Os receptores B-adrenérgicos medeiam as respostas cardiovasculares elicitadas
pelo SNS no sistema cardiovascular. O receptor 1 é o tipo mais abundante
(aproximadamente 70 a 80% do total), sendo acoplado a proteina G estimulatéria. A
ativacado desse receptor aumenta a contratilidade e melhora o relaxamento, aumenta
a frequéncia cardiaca e facilta a conducdo atrio-ventricular (El-Armouche &
Eschenhagen, 2009). Entretanto, a ativagdo simpatica cronica induz modificacdes na
sinalizacdo dos receptores [(-adrenérgicos, afetando diretamente o acoplamento

excitacao-contracao (Triposkiadis et al., 2009).

A hiperatividade da vertente neural esta diretamente associada a disfuncdo contréatil
(Brum et al., 2006), hipertrofia cardiaca (Marano et al., 2002), morte celular (Prabhu
et al., 2003), producéo de citocinas pro-inflamatorias (Murray et al., 2000), dilatacéo

ventricular (Machackova et al., 2010) e arritmias (Du et al., 1999).

J& a vertente humoral do curso do remodelamento ventricular depende basicamente
da ativagcdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). A importancia
desse sistema na regulacdo a longo prazo do volume extracelular, do balanco dos
ions Na e K e da presséao arterial tem sido reconhecida ha muito tempo. O grau de
ativacdo da alga enddcrina desse sistema reside principalmente no nivel de

producdo de renina pelos rins e pela producdo de angiotensinogénio pelo figado. Em
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condicdes fisioldgicas, a producédo de renina pelo aparelho justaglomerular aumenta
em resposta a contracdo do volume extracelular, reducdo do soédio plasmatico,
elevacdo de potassio, ou ainda, secundariamente a queda da PA. Fisiologicamente,
0 angiotensinogénio é liberado pelo figado, sendo clivado na circulagédo pela renina.
O produto formado, o decapeptideo angiotensina I, é clivada pela enzima conversora
de angiotensina (ECA) presente principalmente nas células endoteliais formando o
octapeptideo angiotensina Il (ANG II). A ANG Il € o principal efetor do SRAA agindo
em receptores especificos na superficie de varios tipos celulares (Paul et al., 2006;
Santos et al., 2008). Dentre os efeitos associados a ANG Il, pode-se citar a
vasoconstricdo do musculo liso vascular, estimulacdo da producdo de aldosterona,
estimulacdo da liberacdo de catecolaminas, o aumento da atividade simpatica e

estimulacao da sede e do apetite (Fitzsimons, 1998; Paul et al., 2006).

Ao lado do SRAA enddcrino, foi descrito também a presenca do SRAA em diversos
orgdos, como O coracdo e, mais recentemente, a presenca desse sistema
intracelular. A descoberta de outra enzima conversora da angiotensina (ECA2) e dos
receptores de renina acrescentou mais um componente neste cenario.
Aparentemente o SRAA exerce mais efeitos do que se pensava ha alguns anos.
Além disso, outros peptideos do sistema também foram identificados, como a
angiotensina lll, angiotensina IV e a angiotensina 1-7 (Figura 5).
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Figura 5: Representagdo esquematica do sistema renina-angiotensina expandido. Principais
vias de formacdo das angiotensinas e principais efeitos mediados por seus respectivos
receptores. RPR: receptor de renina/pro-renina; NEP: endopeptidade neutra; AMPA:
aminopeptidase a; AMPM: aminopeptidade m; AT1: receptor tipo 1 para angiotensina; AT2:
receptor tipo 2 para angiotensina; MAS: receptor para angiotensina 1-7; ADH: horm&nio
antidiurético; NO: éxido nitrico. Adaptado de Sanjuliani et al., 2011.

Na fase aguda do IM, ocorre ativacdo transitéria do SRAA enddécrino. No entanto,
uma reativacdo pode ocorrer novamente em fases mais tardias do IM, quando os
pacientes comecam a desenvolver IC. O SRAA local é ativado no coracdo ap6s o
IM e na IC (Burrel et al.,, 2005; Sun et al.,, 2010). Estudos ja demonstraram a
importancia do SRAA cardiaco na remodelacdo ventricular que ocorre apos IM, fato
gue consagrou o uso dos inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA)

no tratamento de pacientes com IM (The SOLVD Investigators, 1991).

AplOs o infarto, a renina e o angiotensinogénio sdo produzidos no miocardio
principalmente por macrofagos e fibroblastos (Passier et al.,, 1996) Além disto, a
atividade da ECA aumenta no plasma e no miocardio, junto com a elevagdo nos

niveis de ANG Il no coracdo (Busatto et al., 1997; Resende et al., 2006; Xu et al.,
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2008). Outro ponto importante nessa via é a inducdo da producdo de aldosterona

pela ANG Il através do seu receptor AT, (Paul et al., 2006).

ANG Il e aldosterona séo considerados prejudiciais para o remodelamento cardiaco
porque induzem apoptose (Cigola et al., 1997), hipertrofia ventricular (Liu et al.,
1998; Lijnen & Petron, 1999), e aumento na producédo de colageno (Mill et al., 2003;
Silvestre et al., 1999), contribuindo assim, para o comprometimento hemodinamico e
para a progressdo da IC (Figura 5). Além disso, a Ang Il também participa na
resposta inflamatoria ao facilitar a liberacdo de quimiocinas, que leva ao
recrutamento de neutrdéfilos para o miocardio isquémico. A resposta inflamatéria atua
para cicatrizar a lesdo. Porém o excesso de ativacao da atividade inflamatoria pode
também influenciar diretamento no remodelamento desencadeado pela isquemia,
através do afinamento do tecido infartado que induz uma sobrecarga de pressao,
gera mais espécies reativas de oxigénio e favorece a hipertrofia excéntrica, e a
deposicao de fibrose nas areas remotas. Ao longo dos anos tem sido demonstrado
que a resposta inflamatéria excessiva ap0s o infarto esta associada a efeitos
deletérios sobre a funcéo e estrutura cardiaca (Jiang & Liao, 2010; Stefanon et al.,
2013). Na figura 6 podemos visualizar um diagrama que representa 0s principais
fatores envolvidos no complexo processo do remodelamento ventricular apos o IM, e

as respectivas respostas na estrutura e funcao do miocardio para manter a funcao.
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metaloproteinases de matriz. Adaptado de Sutton & Sharpe, 2000.
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1.3.2. Sédio no curso do remodelamento ventricular apés o infarto

A ingestao de sal tem sido considerada o principal modulador do SRAA enddcrino,
pois 0 aumento da ingestdo de sddio desativa a producdo de renina no aparelho
justaglomerular levando a diminuicdo da producédo de ANG Il e, consequentemente,
dos demais peptidios que ocupam lugar abaixo na cascata (Appel et al., 2011).
Entretanto, os SRAA locais teriam papel totalmente diferente, e essa modulacao
seria a justificativa para um robusto corpo de evidéncias do papel do excesso de
sédio na deterioracdo da funcao contratil do ventriculo esquerdo. Em estudo com
ratos submetidos ao infarto do miocardio (Resende & Mill, 2007) foi demonstrado
que a sobrecarga de sddio (adicdo de NaCl a 1% na agua de beber) determinou,
como se esperava, supressdo da atividade da renina plasmatica, mas aumentou a

atividade da ECA local no coragéo, com piora no remodelamento.

O excesso de sédio também interfere na resposta inflamatéria apdés o infarto do
miocardio. Um estudo clinico brasileiro investigou a influéncia do alto consumo de
sédio na resposta oxidativa-inflamatéria, no remodelamento cardiaco e na
mortalidade apo6s IM. Os resultados comprovaram que a alta ingestdo de sédio,
anteriormente ao IM, aumenta o estresse oxidativo e a reacdo inflamatéria. Além
disso, exacerba o remodelamento ventricular e mais importante, aumenta a

mortalidade a curto e médio prazo (Costa et al., 2012).

E plausivel que a alta ingestdo de sodio antes ou ap6s o infarto influencie
adversamente o remodelamento cardiaco. Apesar disso, pouco se sabe sobre a
influéncia do sal no remodelamento apés o infarto, principalmente em presenca de

hipertenséao arterial.

Como consequéncia destes achados, comumente pacientes com doenca
cardiovasculares adotam uma dieta com restricdo de sodio. Entretanto, como
abordado anteriormente, ha ainda duvidas se tal medida traria apenas beneficios e
em todas as situacdes. A reducdo de sal na dieta ativa a producdo de renina pelo
aparelho justaglomerular renal visando aumentar a reabsor¢céo de sodio nos tubulos

renais secundariamente ao aumento da producdo de ANG Il (Mehta et al., 2007). H&
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estudos que sugerem aumento da captacdo cardiaca de renina em presenca de
niveis elevados dessa enzima na circulacdo. Desta forma, o aumento da geracao
local de ANG Il em dietas de baixo no coracédo poderia agravar os efeitos deletérios
do remodelamento, incluindo aumento de hipertrofia e de fibrose. Conforme foi
observado no estudo de Westendorp et al. (2004), a restricdo de so6dio manteve a
atividade da ECA aumentada no plasma e no ventriculo de ratos ap6s o IM.

Assim, o remodelamento ventricular apdés o infarto do miocardio pode ser
prejudicado diante de variacBes no teor de sédio da dieta, frente ao grande efeito
neurohumoral exercido por essas variacfes. Ainda ndo existem trabalhos que
esclarecam a associacao entre diferentes padrdes de consumo de sddio e o infarto
do miocéardio sobre os parametros estruturais e funcionais do ventriculo esquerdo,

em animais normotensos e hipertensos.

Neste estudo, visamos preencher essa lacuna manipulando a ingestao de so6dio em
ratos normotensos e hipertensos apés o infarto do miocardio por um periodo de dois
meses. Identificando assim as consequéncias desta manipulacdo na fase em que o
remodelamento ventricular jA estda bem determinado. Nossa hipotese é que, por
diferentes mecanismos fisiopatoldgicos, tanto dietas como baixo ou com alto
contetdo de sddio poderiam apresentar efeito deletério para o remodelamento

ventricular em ratos normotensos e hipertensos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do consumo de sédio no remodelamento ventricular em ratos

normotensos e hipertensos submetidos ao IM.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Determinanr o efeito das dietas com conteldo variavel de sédio na

mortalidade apos IM;

2.2.2 Determinar o efeito das dietas com diferentes contetdos de sodio na
pressao arterial e em parametros funcionais do ventriculo esquerdo de

ratos normotensos e hipertensos submetidos ao IM.

2.2.3 Determinar o efeito das dietas com diferentes contetdos de sédio nas
adaptacdes estruturais do ventriculo esquerdo, incluindo a hipertrofia e
a deposicao remota de colageno, em ratos normotensos e hipertensos

submetidos ao IM.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais de Experimentacao

Foram utilizados ratos normotensos da linhagem Wistar (Rattus novergicus albinus)
e ratos SHR, machos, com idade de 8 semanas, obtidos no Biotério do Centro de
Ciéncias da Saude da UFES. Durante a maior parte do periodo experimental os
animais foram acondicionados em gaiolas coletivas (no maximo 5 animais por gaiola
com dimensao de 45 x 30 x 25 cm, mantidas em sala com temperatura controlada
(23 a 25°C) em com ciclo claro/escuro de 12/12 h. O acesso a ragdo e agua de
beber era livre e todos os todos os procedimentos foram aprovados pela Comissao
Institucional de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFES n° 068/2012).

Doze grupos de animais foram constituidos para este estudo. A figura 7 apresenta
esquema que resume 0 protocolo experimental desenvolvido. Todas as andlises
relizadas serdo descritas a seguir. O acompanhamento semanal do peso dos

animais nao foi incluido na figura 7.
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1 més apos 2 meses
Desmame Cirurgia SHAM ou IM a cirurgia apds a cirurgia

Labina® Purina

Labina® Purina DIETA PADRAO

Labina® Purina

Pletismografia Pletismografia Pletismografia
Gaiola Metabdlica Gaiola Metabdlica Gaiola Metabdlica
Parametros Hemodinamicos

Curva pressdo-volume
Parametros ponderais
Parametros Histologicos

Figura 7: Esquema do protocolo experimental Os 6 grupos de animais Wistar e os 6 de
animais SHR foram alocados de acordo com o tipo de dieta e o procedimento cirtrgico
submetido (SHAM ou IM). Apés o desmame o0s animais receberam dieta para roedores
(Rac&o Labina®, PURINA). Antes do procedimento cirirgico os animais foram submetidos a
pletismografia de cauda e alocados em gaiola metabdlica. Em seguinda, realizou-se o
procedimento cirdrgico de IM ou ficticia e a divisdo dos animais em grupos, de acordo com 0
tipo de dieta que iriam receber (padrdo, hipossédica e hiperssoédica). Todas as trés dietas
foram trocadas imediatamente apds o procedimento cirlirgico e mantidas por 8 semanas. Ao
final do quarto més de vida do animal, foram realizados os experimentos para obtencéo dos
parametros hemodinamicos, ponderais e histolégicos. Os dados apresentados na cor preta
representam os resultados em dieta padrao; em azul, a dieta hipossddica; e em vermelha, a
hiperssodica.

3.2. Producéo do infarto do miocardio

O infarto do miocardio foi produzido pela oclusdo permanente da artéria coronaria
descendente anterior esquerda, seguindo a técnica padrao amplamente descrita na
literatura (Pfeffer et al.,, 1979; Mill et al., 1990; Baldo et al., 2008). O animal foi
pesado e anestesiado por via intraperitoneal com mistura de quetamina (50 mg/kg,
AGENER, BRASIL) e xilazina (10 mg/kg, BAYER, BRASIL). Alcangcado o plano
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anestésico desejavel, o animal teve seus membros fixados a uma mesa cirurgica,
em posicdo supina. Com uma pequena depilacdo do térax, do lado esquerdo, foi
realizada a assepsia do local com alcool 70% e incisdo na pele do animal, seguida
de dissecacao dos musculos intercostais e preparacdo de sutura em bolsa. Era feita
entdo incisdo de cerca de 2 cm no quarto espaco intercostal esquerda para
exposicdo do coracdo. Com uma linha de nylon monofilamento 6.0, a artéria
coronaria descendente anterior esquerda foi permanentemente ocluida, o coracao
reposicionado no térax e a sutura fechada. As modificacdes no eletrocardiograma
pelos diferentes tipos de arritmia (bloqueio atrio-ventricular, batimento prematuro,
taquicardia, e fibrilacdo ventricular), e a recuperacdo dos movimentos respiratorios
normais foram acompanhadas nos vinte minutos seguintes a cirurgia. Caso

necessitassem, 0s animais recebiam assisténcia cardiorrespiratoria.

Os animais controle foram submetidos a uma cirurgia ficticia consistindo na
realizacdo de todos os passos descritos anteriormente, exceto a oclusdo da artéria
coronaria (grupo SHAM). Ap6s o procedimento cirargico, os ratos foram
aleatoriamente acomodados em gaiolas com acesso a agua para recuperacao da

anestesia.

Trés dietas foram utilizadas para a realizacdo desse estudo. A dieta controle
(padréo) com percentual de 0,3% de NaCl em sua composicéo, a dieta hiperssodica
com o dobro de sddio em relacdo a dieta padrdo (0,6% de NaCl) e a dieta de baixo
teor de sddio (hipossédica, com 0,03% NaCl), com conteudo cerca de 10 vezes
menor do que a dieta padrdo. Todas as dietas foram fornecidas pela empresa
Domeneghetti & Correa Ltda (CNPJ 02.526.741/0001-36, Jau-SP). Os demais itens
da dieta foram mantidos com valores estaveis em relagdo a dieta padrédo para
roedores, incluindo o contetdo calérico por grama de racéo. E importante destacar
gue do desmame até o segundo més de vida, todos os animais recebiam a dieta
padrdo Labina®Purina. Posteriormente a cirurgia de IM ou SHAM, todos os animais
tiveram a dieta substituida por uma das 3 citadas acima (hipossodica, padréo,
hiperssodica). Devido as semelhancas nas suas composicoes, a terminologia "dieta
padrao" utilizada no texto refere-se tanto a dieta Labina®Purina quanto a

normossédica (controle) fabricada pela empresa Domeneghetti & Correa Ltda.



Materiais e Métodos 41

Os animais foram divididos aleatoriamente em 12 grupos, conforme identificacdo
abaixo. Sendo 6 grupos de animias submetidos a cirurgia ficticia (SHAM) e 6 grupos
submetidos a ligadura da artéria coronaria (IM). Os grupos SHAM estao
representados com a primeira letra S, e os infartados com as letras IM. Em seguida,
estdo identificadas as espécies dos animais, Wistar (letra W) ou SHR. Por ultimo a
dieta em que foram submetidos: dieta hipossddica ou hiperssodica. A dieta padrédo

nao esta descrita na legenda dos grupos.

S-W: rato Wistar em dieta normossddica (0,3% NaCl) durante todo o

periodo estudado, antes e apdés a cirurgia ficticia;

rato Wistar submetidos a cirurgia ficticia de
obstrucdo da artéria coronéaria e dieta hipossédica (0,03% NacCl) do

segundo ao quarto més de vida;

S-W hiperssodica: rato Wistar submetidos a cirurgia ficticia de
obstrucdo da artéria coronaria e dieta hiperssodica (0,6% NaCl) do

segundo ao quarto més de vida;

S-SHR: rato SHR em dieta normossédica (0,3% NaCl) durante todo o

periodo estudado, antes e apdés a cirurgia ficticia;

rato SHR submetidos a cirurgia ficticia de
obstrucdo da artéria coronéaria e dieta hipossédica (0,03% NaCl) do

segundo ao quarto més de vida;

S-SHR hiperssoédica: rato SHR submetidos a cirurgia ficticia de
obstrucdo da artéria coronaria e dieta hiperssodica (0,6% NaCl) do

segundo ao quarto més de vida.
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IM-W: rato Wistar em dieta normossddica (0,3% NaCl) durante todo o
periodo estudado, antes e ap0s a cirurgia de obstrucdo da artéria

coronaria;

rato Wistar submetidos a cirurgia de obstrucdo da
artéria coronaria e dieta hipossddica (0,03% NaCl) do segundo ao

quarto més de vida;

IM-W hiperssaodica: rato Wistar submetidos a cirurgia de obstrucdo da
artéria coronaria e dieta hiperssodica (0,6% NaCl) do segundo ao

guarto més de vida,

IM-SHR: rato SHR em dieta normossadica (0,3% NaCl) durante todo o
periodo estudado, antes e ap0s a cirurgia de obstrucdo da artéria

coronaria;

rato SHR submetidos a cirurgia de obstrucdo da

artéria coronaria e dieta hipossddica (0,03% NaCl) do segundo ao

quarto més de vida;

IM-SHR hiperssoédica: rato SHR submetidos a cirurgia de obstrucdo
da artéria coronaria e dieta hiperssddica (0,6% NaCl) do segundo ao

guarto més de vida.

3.3 Avaliagdo néo invasiva da presséo arterial

A medida da pressao arterial sistélica (PAS) por pletismografia de cauda foi
realizada no dia que antecedeu o procedimento cirirgico de inclusdo no protocolo e
repetida apos 30 e 60 dias do inicio das diferentes dietas. Antes da realizacao dos
registros foi necessario familiarizar os animais no equipamento (IITC INC/Life
Science, 23924 Victory Blvd, Woodland Hills, Ca 91367-1253 USA) nos 3 dias

anteriores a data do registro. A aclimatacdo consistiu no acondicionamento do
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animal por cerca de 10 minutos no equipamento, evitando a influéncia do estresse
sobre a pressao arterial. No dia do registro os animais foram acomodados na
camara aquecida, com um cuff de pulso pneumatico acoplados na regido proximal
da cauda. Um esfingmomandmetro foi insuflado e desinsuflado automaticamente e o
valor da PAS obtido através dos sinais do transdutor acoplado a um computador,
como descrito em trabalhos anteriores (Baldo et al., 2011; Lima et al., 2006). A
temperatura variou entre 29 e 32°C durante o periodo maximo de 40 minutos em que
o animal permaneceu no equipamento. Foi obtida a média de um numero nao
inferior a 3 registros por animal, sendo descartados 0s registros associados com

movimento da cauda.

3.4 Parametros obtidos em gaiolas metabdlicas

Para as avaliagdes do consumo de agua e racao, e do volume urinario cada animal
foi individualmente colocado em gaiola metabdlica individual (TECNIPLAST, ITALIA)
pelo periodo de 48 horas. As primeiras 24 h foram destinadas a ambientacdo do
animal a gaiola e as seguintes a avaliacdo dos parametros metabdlicos. A racao foi
pesada em balanca com precisdo de 0,1 grama. A agua e a urina medidas em
proveta com precisdo em 1 mL. De posse da quantidade de racdo consumida foi
calculada a quantidade de sodio ingerida levando em consideracdo a informacao
sobre o teor de sédio presente em cada racdo conforme especificacdo do fabricante.
Cada animal incluido no protocolo foi avaliado na gaiola metabdlica em 3 momentos:
antes do procedimento cirurgico e aos 30 e 60 dias ap0s estarem ingerindo a dieta

especifica do grupo.

3.5 Avaliagdo Hemodinamica

Completados 60 dias do inicio do protocolo, os animais foram anestesiados com
mistura de quetamina (50 mg/kg, AGENER, BRASIL) e xilazina (10 mg/kg, BAYER,
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BRASIL) por via intraperitoneal. Atingindo o ponto cirdrgico, os animais foram
rapidamente afixados em uma mesa cirdrgica na posicdo supina para o
procedimento de cateterismo ventricular esquerdo como descrito anteriormente
(Forechi et al., 2012). Antes de iniciar o procedimento, o comprimento mento-anal foi

obtido por meio de uma fita métrica.

Uma tricotomia foi realizada na altura do pescoc¢o seguida de uma pequena incisao
na pele. Apos localizacdo e disseccdo da artéria carétida direita, um cateter de
polietileno (PE 50) preenchido com salina e heparina foi inserido através do lamen
do vaso até a aorta, sendo posteriormente avancado até o ventriculo esquerdo. Um
transdutor de presséo (TRI 21, Letica Scientific Instruments, Espanha) conectado ao
cateter transformou o estimulo mecénico em estimulo elétrico. O estimulo era
amplificado (Powerlab/4SP ML750, ADInstrument, Australia) e transmitido a um

computador para processamento digital do registro de pressao.

A frequéncia cardiaca (FC) foi obtida através do numero de pulsos arteriais por
minuto, além da PAS e pressédo arterial diastolica (PAD). No ventriculo esquerdo,
foram obtidas as pressodes sistolica (PSVE) e diastélica final (PDFVE), além da
derivada maxima de contracdo e relaxamento (dP/dt + e dP/dt -, respectivamente).
Os parametros de cada animal foram obtidos pelo valor médio das curvas de
pressdo em um registro estavel com duracédo aproximada de 20 minutos. A Figura 8
mostra uma curva tipica de presséo ventricular esquerda, indicando os pontos de

obtencéo de cada parametro.

PSVE

dP/dt +

dP/dt-

PDFYE

/J

Figura 8. Figura representativa de uma onda de pressédo intraventricular, delimitando os
pontos de onde foram obtidos os valores de cada parametro.




Materiais e Métodos 45

3.6 Obtencao da curva Press&o-Volume no coragao in situ

ApoOs obtengcdo dos registros hemodindmicos e o animal ainda anestesiado, o
coracado foi parado em diéstole pela injecdo endovenosa de 0,3 mL de KCI (3 M).
Imediatamente, uma canula de dupla luz (uma cénula PE 50 inserida em outra
canula PE 200) foi introduzida ao VE por meio da aorta. Um fio de algodéo foi usado
para amarrar o anel atrio ventricular com a canula inserida na cavidade do ventriculo
esquero. Uma incisdo na parede do ventriculo direito (VD) foi realizada a fim de
evitar qualquer efeito compressivo por liquido no septo interventricular e assim,
causar variacdo na forca pressorica sobre o ventriculo esquerdo (VE). O ventriculo
esquerdo era suavemente comprimido com os dedos (com a cénula aberta) para
eliminacdo do excesso de liquido na cavidade ventricular, gerando tipicamente um
pressdo negativa da ordem de -5 mmHg. Em seguida a canula de PE200 era
acoplada a uma bomba (Bl Insight Equipamentos, Brasil) para infusdo continua de
uma solugéo salina (NaCl 0,9%) na velocidade de 0,68 mL/min. Era feito o registro
continua da presséo intracavitaria atraves da céanula de PE acoplada ao transdutor
de pressdo. A solucdo salina foi injetada até se atingir a pressdo de 30 mmHg
(Fletcher et al., 1981; Baldo et al., 2011). A Figura 9 ilustra esquematicamente a
preparacao para obtencdo da curva pressédo-volume.

Bomba de infusio
r n__ '_] [ ]

Figura 9. Figura representativa da preparagéo para a obtencdo da curva pressao-volume.
Adaptado de Jugdutt et al., (2007).
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De cada animal eram obtidas, pelo menos, duas curvas presséo-volume no intervalo
10 minutos apds a parada cardiaca para se evitar a influéncia da rigidez cardiaca na
posicdo da curva. A curva de cada coracao era obtida pela média de volume injetado
em valores fixos de pressao (0; 1; 2; 3; 4; 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 17,5; 20; 22,5; 25;
27,5 e 30 mmHg).

A analise da curva pressédo-volume obtida foi realizada como descrito previamente
(Baldo et al., 2011). Inicialmente, a curva foi dividida em dois segmentos. O primeiro,
no intervalo de pressao de 0 a 5 mmHg, ajustada por regressao linear simples (y=a
+ bx, onde b representa o coeficiente angular da reta). Esse primeiro segmento,
caracterizado pelo enchimento passivo da cémara ventricular, é proporcional a
dilatacdo da camara ventricular in vivo. A comparacdo intergrupos foi feita pela

analise das diferentes inclinacfes das retas de regressao.

O segundo segmento da curva correspondeu ao segmento no qual a pressao
intraventricular aumentou de 5 para 30 mmHg, o qual foi ajustado para uma
exponencial de primeira ordem (P = Po. e"™). A constante de rigidez da camara é
proporcional ao expoent "h".

ApOs os experimentos, o coracdo utilizado na andlise descrita acima foi retirado,
lavado com solucao salina e os atrios desprezados. O excesso de agua foi removido
com papel filtro antes da pesagem em balanca de precisao (Marte, mod. AL500, com
precisdo de 0,1 mg). O pulméo, o figado, o musculo gastrocnémio e o rim direito
também foram retirados, desumidificados com papel de filtro e pesados. Para se
determinar o percentual de agua, os 6rgdos foram colocados em estufa a 96 °C por
24 horas (Baldo et al., 2011; Mori et al., 2009; Mill et al., 2003). Finalmente, a tibia
era removida, liberada dos tecidos anexos e seu comprimento determinado com

paquimetro.
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3.7 Andlise histolégica

Para as andlises histologicas, os coragbes foram cortados em 3 seccdes
transversas: 4pice, anel mediano (aproximadamente 3 mm) e base. Somente o

anel mediano foi utilizado para as analises.

3.7.1 Preparacao do material

ApoGs o corte, a superficie distal do anel mediano do coragéo foi identificado e
posicionado em cassete histologico (Easy Path) de forma que o corte iniciasse
dessa regido apos inclusédo do tecido em parafina histolégica (EasyPath). Para tal,
utilizou-se um processador automatico de tecidos (Lupetec Modelo PT 05) e a

imersédo do material foi feita automaticamente seguindo as etapas descritas abaixo:
a) Imersao em etanol 70% por 30 minutos, seguido de;

b) Etanol 80% por 30 minutos;

c) Etanol 100% por 30 minutos;

d) Xilol + etanol (1:1) por 30 minutos;

e) Xilol por 30 minutos;

f) Xilol + parafina (1:1) por 30 minutos;

g) Parafina histologica a 60°C por 60 minutos;

h) Parafina a 60°C rapidamente;

i) Inclusdo em parafina a 60°C em formas especiais e secagem. Para essa etapa

utilizou-se um dispensador de parafina e uma placa refrigerada (Lupetec).
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3.7.2 Selecao dos cortes

Na microtomia, foram feitos cortes transversais de 6 um de espessura a nivel do
musculo papilar, iniciando pela superficie apical do anel mediano do miécito. Uma
média de 4 seccdes foram obtidos e montados em laminas de vidro para
coloragdo. O corante Picrosirius red, promove uma colora¢do avermelhada na area
de colageno e amarelada no resto do tecido, constituindo um método histoquimico
especifico para quantificacdo do colageno intersticial. O protocolo de coloracdo

esta descrito a sequir:

a) Xilol I: 5 minutos;

b) Xilol Il: 5 minutos;

c) Xilol lll: 5 minutos;

d) 50% Alcool Etilico (95%) — 50% Xilol: 5 minutos;
e) Alcool Etilico (95%) I: 5 minutos;

f) Alcool Etilico (95%) II: 5 minutos;

g) Alcool Etilico (95%) Ill: 5 minutos;

h) Agua corrente: 10 minutos;

i) Corante Picrosirius: 1 hora;

j) Agua corrente: 10 minutos;

k) Alcool Etilico (95%) I: 5 minutos;

) Alcool Etilico (95%) II: 5 minutos;

m) Alcool Etilico (95%) Ill: 5 minutos;

n) 50% Alcool Etilico (95%) — 50% Xilol: 5 minutos;
0) Xilol I: 5 minutos;

p) Xilol Il: 5 minutos;

g) Xilol Ill: 5 minutos.
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Para andlise da é&rea de seccdo transversa foi realizada a coloracdo com
Hematoxilina e eosina. Os cortes foram corados inicialmente com Hematoxilina
para identificacdo do nucleo na cor azul arroxeado, em seguida, pela Eosina para

marcar em rosa o citoplasma. O protocolo esté descrito abaixo:

a) Xilol I: 5 minutos;

b) Xilol Il: 5 minutos;

c) Xilol lll: 5 minutos;

d) 50% Alcool Etilico (95%) — 50% Xilol P.A.: 5 minutos;
e) Alcool Etilico (95%) I: 5 minutos;

f) Alcool Etilico (95%) II: 5 minutos;

g) Alcool Etilico (95%) Ill: 5 minutos;

h) Agua corrente: 10 minutos;

i) Hematoxilina de Mayer: 15 minutos;

j) Agua corrente: 10 minutos;

k) Eosina: 2 minutos;

) Alcool Etilico (95%) I: 5 minutos;

m) Alcool Etilico (95%) II: 5 minutos;

n) Alcool Etilico (95%) Ill: 5 minutos;

0) 50% Alcool Etilico (95%) — 50% Xilol P.A.: 5 minutos;
p) Xilol I: 5 minutos;

q) Xilol Il: 5 minutos;

r) Xilol lll: 5 minutos.

As laminas coradas foram fotografadas com uma camera acoplada a um
microscopio otico (BEL, Engneering, Top Light B2, Italia) sob aumento de 400

vezes.

3.7.3 Determinacao do colageno e da area de secc¢éo transversa de miécitos

Somente o colageno intersticial da camada mesocardica foi avaliado porque as

fibras musculares apresentam uma direcdo circunferencial nessa regido, sendo
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evitados 0os campos com vasos sanguineos. Para anular as diferencas na
luminosidade entre as fotos, foi aplicada a ferramenta de “corre¢cdo automatica” do
software Microsoft® Office Picture Manager (Figura 10). Nos grupos IM, somente a
area ventricular remanecente foi avaliada. A é&rea ocupada pela coloracao
vermelha foi apresentada como percentual de colageno em relacdo a area total do
campo (Figura 10). As analises foram realizadas em um minimo de 15 fotos por
animal utilizando o software de anélise de imagens Image J (v. 1.43u, National
Institute of Health, EUA).
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Figura 10. Foto representativa da regido mesocéardia utilizada para quantificagcdo do
colageno intersticial (corado em vermelho). A, foto original; B, foto apds aplicacdo da
ferramenta “correcdo automatica” do software Microsoft® Office Picture Manager. C,
Coladgeno representado em preto para calculo do percentual em relacdo a area total do
campo.

A extensdo do infarto também foi quantificada nos cortes transversais corados com
Picrosirius, por meio da perimetria digital, semelhante a descri¢cdes prévias (Fishbein
et al., 1978). Uma caracteristica relevante desse modelo de IM experimental, € que a
porcentagem do infarto no apice é maior que na base do ventriculo esquerdo. No
entanto, o corte transverso medial do ventriculo esquerdo, reflete o tamanho do
infarto de todo o ventriculo esquerdo. Assim, a utilizacdo apenas dessa regido
simplifica a determinacéo do tamanho do infarto e foi utilizada conforme descrito a

sequir.
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Figura 11. Avaliagdo do tamanho do infarto por meio da determinacdo das circunferéncias
epicéardicas e endocérdicas dos segmentos infartados (direita) em relacdo as circunferéncias
epicéardicas e endocardicas totais do ventriculo esquerdo (esquerda). Adaptado de Zornoff et
al., 2009.

O perimetro epicardico foi manualmente delimitado com o auxilio do programa de
andlise de imagens, Image J. Posteriormente, 0 perimetro epicardico
correspondente a area infartada (delimitada pela coloracdo com Picrosirius) foi
estabelecido. Todo procedimento foi realizado também para o endocardio. A
extensdo do infarto foi apresentada como o valor percentual médio do perimetro
infartado do ventriculo esquerdo, calculado pela férmula (circunferéncia do
endocérdio + epicardio do tecido infartado/ circunferéncia do endocardio + epicadio
do ventriculo esquerdo). O tamanho do infarto foi determinado pela média de 3

cortes transversais (Bozi et al., 2013)

Para determinacdo da area de secgdo transversa, as imagens foram obtidas da
regido subendocardica e epicéardica porque as fibras musculares estdo orientadas
longitudinalmente. S6 foram incluidos na analise miocitos posicionados
perpendicularmente ao plano de corte nos quais o nucleo era claramente visivel e
ocupava a regido central da célula, ou ligeiramente lateralizada (figura 12). Um
examinador cego em relagcdo aos grupos experimentais selecinou células cuja
membrana celular estava bem delimitada (figura 12). O muasculo papilar ndo foi
incluido nas analises. Em cada rato, foi mensurada a area de seccdao transversa de

30-50 midcitos. As analises foram realizadas utilizando o software Image J.
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Figura 12. Medida da area de seccdo transversa de miocito em corte corado com
hematoxilina e eosina. A esquerda uma imagem do tecido cardiaco sob aumento de 400
vezes. A esquerda um midcito foi selecionado e ampliado. O contorno fo tracejado e a area
determinada pelo software Image J.

3.8 Andlise estatistica

Para verificar a adequacao dos dados a distribuicdo Gaussiana, foi realizado o teste
de Kolmogorov-Smirnov. Comparacdes entre seis médias independentes foram
feitas utilizando a andlise de variancia (ANOVA) de trés fatores. Quando a ANOVA
foi significativa, foi realizado o teste de Fisher's para comparagdes multiplas. A curva
de mortalidade foi construida seguindo o modelo de Kaplan-Meier, e as diferencas
entre as curvas foram analisadas através do teste log rank. Analise de correlacéo de
Pearson foi utilizada para avaliar associacdo entre duas variaveis. As diferencas

foram consideradas significativas quando P < 0,05.

As analises estatisticas foram conduzidas utilizando o software GB-STAT (v.9.0,
Dynamic Microsystems Inc. 2002), e a constru¢do das figuras foi realizada com o
auxilio do software OriginPro (v. 7.5, OriginLab Corporation, Northampton, MA,
EUA).
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4. RESULTADOS

Para melhor apresentagdo no texto e compreenséo do leitor, os resultados seréo
separados em duas secdes de acordo com a dieta a qual os animias foram
submetidos. Na primeira secdo, serdo apresentados os dados dos grupos
submetidos as dietas hiperssédica e normossédica. Em seguida, serdo

apresentados os resultados da dieta hipossaédica.

4.1. Efeitos crénicos da dieta hiperssédica ap6s o infarto do miocardio em

ratos normotensos e hipertensos

Os resultados abaixo mostram os efeitos da dieta hiperssoédica nos animais
normotensos e hipertensos apés 60 dias producao do infarto ou cirurgia ficticia. Um
total de oito grupos foi estudado. Para facilitar a identificacdo, os quatro grupos
submetidos a dieta hiperssodica estdo representados na cor vermelha e os quatro
submetidos a dieta padrdo estdo representados na cor preta. A figura 13 mostra o
esquema das comparacdes intra e intergrupos feitas na andlise estatistica e também
as letras que simbolizam a ocorréncia de P<0,05 em cada teste. A analise
intragrupos esta representada pelo intervalo de letra a-h; ja o intervalo de letras i-l

representa as diferencas intergrupos.
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WISTAR SHR

SHAM INFARTO SHAM INFARTO

NORMO HIPER NORMO HIPER NORMO HIPER NORMO HIPER
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Figura 13. Esquema ilustrando as comparacdes intra e intergrupos estudadas nas analises
estatisticas. As letras representam a presenca de diferenca (P<0,05) entre os respectivos
grupos. A analise intragrupos esta representada pelo intervalo de letra a-h: A letra a,
representa o efeito da dieta hiperssddica em animais Wistar; b, o efeito da dieta
hiperssédica em animais Wistar infartados; c, o efeito do infarto nos animais Wistar; d, o
efeito da dieta hiperssodica nos animais Wistar infartados; e, representa o efeito da dieta
hiperssddica na hipertenséo; f, o efeito da dieta hiperssédica em animais hipertensos
infartados; g, o efeito do infarto nos animais hipertensos; h, o efeito da dieta hiperssodica
nos animais hipertensos infartados. As letras i a | representam as diferengas intergrupos: i o
efeito da hipertensdo em animais SHAM; j o efeito da hipertensao e da dieta hiperssodica
em animais SHAM; k o efeito do infarto em animais normotensos e hipertensos; | o efeito da
dieta hiperssédica em animais normotensos e hipertensos infartados.

4.1.1. Avaliacdo da mortalidade

N&o houve mortalidade nos 50 animais submetidos a cirurgia ficticia. Estes foram
divididos em 4 grupos, sendo 11 animais Wistar na dieta padréo e 13 na dieta com
alto teor de sodio, e 26 animais SHR divididos igualmente nas duas dietas.

Avaliou-se a mortalidade no grupo submetido a cirurgia de infarto ao longo dos 50
dias de seguimento. Neste periodo 40 animais morreram, sendo 3 Wistar e 11 SHR

em dieta padrdo e 10 animais Wistar e 16 SHR em dieta hiperssédica. A figura 14
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mostra a curva de mortalidade construida pelo método de Kaplan-Meier. A anélise
de log rank evidenciou diferenca significativa na frequéncia de mortalidade entre os
grupos (P=0,013).

Avaliando os animais Wistar e SHR em dieta padrdo observa-se um aumento
significantivo da mortalidade em SHR (P=0,012), havendo menor chance de
sobrevida em animais hipertensos submetidos ao infarto (78,57% em Wistar e 45%
em SHR; P= 0,012). A curva Kaplan-Meier (figura 2) também mostra que nos
animais hipertensos a mortalidade € bem mais precoce em relacdo aos
normotensos. Assim, nos 10 primeiros dias apdés infarto praticamente 50% dos
animais hipertensos vao a 6bito, ocorrendo menos de 10% de 6bito no grupo dos

Wistar normotensos.

Com a ingestdo de alto sodio apds o infarto, a mortalidade aumenta em animais
normotensos (P=0,037) e ndo se altera em animais hipertensos. Isso significa que a
dieta com alto sédio ap6s o infarto reduz as chances de sobrevida (52,78%) em
normotensos. Nos hipertensos, a chance de sobrevida ja esta baixa que nao
apresentou diferenca estatistica, apesar do menor percentual em relacdo a dieta
controle (33,33%).
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Figura 14. Curva de Kaplan-Meier para a mortalidade em animais normotensos (linhas
continuas) e hipertensos (linhas tracejadas) submetidos & dieta hormossaodica (linha preta)
ou hiperssodica (linha vermelha) ao longo dos 60 dias apds a cirurgia de infarto do
miocardio.
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4.1.2. Avaliacdo da area do infarto

Entre os animais infartados que sobreviveram, foram excluidos 7 animais das
andlises porque a area de infarto avaliada por planimetria digital apés coloracdo com
Picrosirius foi menor do que 25%, sendo 3 do grupo Wistar em dieta padrdo e 1 em
dieta hiperssodica e 2 animais em cada um dos grupos de hipertensos. Cabe
destacar que esses animais nao foram incluidos nas analises de mortalidade. Essas
exclusdes resultou em 4 grupos de ratos com tamanho de infarto similar (Wistar-
normossoédica: 43,0 + 2,7%; Wistar-hiperssodica: 40,1 + 2,7%; SHR-normossaodica:
46,1 + 3,1%; SHR-hiperssodica: 40,0 + 3,2%; P>0,05). Desta forma, a interferéncia
no remodelamento cardiaco pode ser avaliada sem a interferéncia da extensao da
area de infarto. Como esperado, nenhum animal submetido a cirurgia ficticia
mostrou cicatriz nas laminas coradas com picrosirius. A Figura 15 apresenta cortes
histolégicos representativos de cada um dos quatro grupos (parte superior) e Box-
plot (parte inferior) que apresenta a mediana e indicadores de dispersédo o tamanho

da area de infarto.
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Figura 15. Box-plot da &rea do infarto avaliada 60 dias apds a ligadura coronariana em
animais normotenos (quadrados) e hipertensos (triangulo invertido) submetidos a dieta
normossaédica (cor preta) ou hiperssodica (cor vermelha). Os animais estdo representados
individualmente para melhor visualizacdo da dispersdo dos dados. O box representa o
desvio padréo, a linha horizontal representa a mediana, o quadrado menor no interior do box
representa a média, as delimitacdes superior e inferior representam o percentil 5 e 95 %.
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4.1.3. Parametros ponderais e morfomeétricos

A Figura 16 mostra a evolugdo temporal do peso corporal dos animais apos a
ligadura coronariana ou cirurgia ficticia. Como podemos observar, 0s animais
hipertensos apresentam menor peso corporal quando comparados aos normotensos
durante todo o periodo. Essa diferenca esta presente independentemente da dieta
ou procedimento cirargico em que foram submetidos (representados pelo intervalo

de letras i-l).

O peso corporal antes da cirurigia era similar em todos os grupos de animais
normotensos, o mesmo ocorrendo com todos 0s grupos de hipertensos. Com a
cirurgia de infarto do miocardio, ocorre perda de peso corporal, observado apos 7
dias da cirurgia, tanto em animais normotensos como em hipertensos
(representados na figura 16 pelas letras ¢ e g). Essa diferenca se manteve
significativa durante quase todo periodo de acompanhamento (7 semanas) em
animais normotensos. Em hipertensos, a recuperacdo de peso corporal em relacéo

aos ratos SHAM ocorreu na segunda semana.

A dieta hiperssodica atenuou o ganho de peso corporal os ratos sob cirurgia ficticia
nas primeiras semanas de tratamento, mas essa diferenca em relagdo ao grupo sob
dieta normal desapareceu a partir da quarta semana (Fig. 16). Com o infarto, a dieta

hiperssodica ndo afetou o ganho de peso corporal.
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Figura 16. Avaliacdo temporal do peso corporal apos cirurgia ficticia ou infarto em animais
normotensos (linha continua) e hipertensos (linha tracejada) submetidos a dieta padréo (cor
preta) ou com alto teor de sddio (cor vermelha). Valores foram comparados por ANOVA de
trés vias, seguida pelo post hoc de Fisher’s. Valores expressos como a média + EPM. Letras
representam P < 0,05. A letra a, representa o efeito da dieta hiperssddica em animais
Wistar; ¢, o efeito do infarto nos animais Wistar; g, o efeito do infarto nos animais
hipertensos; h, o efeito da dieta hiperssodica nos animais hipertensos infartados; i o efeito
da hipertensdo em animais SHAM; | o efeito da hipertensdo e da dieta hiperssédica em
animais SHAM; k o efeito do infarto em animais normotensos e hipertensos; | o efeito da
dieta hiperssodica em animais nhormotensos e hipertensos infartados.
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Os parametros morfométricos e ponderais dos animais 60 dias ap0s a cirurgia estdo
apresentados na Tabela 1. Além do peso corporal, os animais SHR possuem o0 peso
muscular, o peso de 6rgados (figado e rim), o comprimento naso-anal e o
comprimento da tibia menores em relacdo aos animais Wistar. Com o infarto do
miocardio, ocorre aumento do peso ventricular e diminuicdo do peso renal em
animais normotensos e hipertensos. Pode-se observar também um aumento

significativo no peso do pulméo dos animais hipertensos infartados.

Analisando o efeito da dieta hiperssoddica separadamente, observa-se aumento do
peso ventricular em animais SHAM independentemente da pressdo arterial, e um

aumento do peso renal em animais normotensos.

Com o infarto, a dieta hiperssédica aumenta o peso ventricular dos animais Wistar
apenas em relacdo ao respectivo SHAM, ndo havendo aumento adicional do peso
em relacdo ao infartado em dieta padrdo. O mesmo ndo ocorre nos animais
hipertensos, ou seja, 0 aumento de peso do ventriculo esquerdo aparece tanto ao
comparar com o SHAM hiperssodico quanto com o infartado normossodico. Pode-se
observar ainda, um aumento significativo no peso do pulmao nos animais infartados

e em dieta hiperssédica.
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Tabela 1. Parametros ponderais e morfométricos avaliados 60 dias apds a cirurgia.

WISTAR

SHR

Peso Corporal (g)

Tibia (mm)

Comprimento (cm)

Ventriculos (mg)

Ventriculos/tibia (mg/mm)

Pulmdes (mQ)

Normossodica

419+ 9
391 +10

42 +0,5
43 +0,3

23,6 +0,2
23,3+0,2

979 + 22
1253 +69 c

233 %5
203+15¢c

1823 + 62
2215 + 207

Hiperssaddica
427 +£11
407 £ 12

43+0,4
43 +0,6

24,0+0,3
23,5+0,2

1270 £ 38 a
1351 + 51

298+9a
315+ 10

1991 + 64
2810+ 212bd

Normossodica
274 +6 i
255 +4 k

38+0,31i
37+0,3k

20,8+ 0,21
20,6 £0,2 k

985 + 17
1310+ 77 g

260 + 4
350 + 20 g k

1869 + 91
2880 + 272 g k

Hiperssadica
268+ 4]
240+ 11 hl

37 +0,8 ]
37+0,41

20,5+ 0,1 ]
20,2 +0,3 |

1092 + 21 |
1288 + 84 h

297 £ 11
356 +25h |

1870 £ 79
2733+ 263 h
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Pulm®&esl/tibia (mg/cm)

% de dgua no pulmaéo

Rim (mgQ)

Rim/tibia (mg/cm)

% de dgua no rim

Gastrocnémio (g)

Gastrocnémiof/tibia (mg/cm)

433 +13
517 + 46

80,10 + 0,19
80,46 + 0,39

1400 + 29
1231 + 59

333+6
288 +13c

79,97 +0,43
78,87 + 0,67

2112 £ 57
2121 + 85

501 +10
497 + 18

468 + 15
656 +44 b d

79,83 £0,15
80,84 + 0,37

1596 + 57
1451 + 48

375+t 14 a
339+8bd

78,39 £ 0,59 a
78,55 + 0,36

2146 + 222
2062 + 67

504 + 52
482 + 14

492 + 22
767 £ 71 gk

80,22 +£0,41
81,28 +0,36 g

1023 + 30
901 + 22 g K

269 + 7 |
240 +5 g k

78,23 +£0,38 i
77,97 £0,29

1161 £ 351
1075+ 30 k

305+£8i
287 £ 8k

508 + 26
779+71h

80,25+ 0,34
80,79 £ 0,49

1045 + 17
992 + 24 f

284+ 9]
272 + 41

78,20 + 0,27
78,57 + 0,59

1128 + 39 |
1084 + 78 |

306 + 13
291 + 18|
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Figado (g) Sham 14,0+ 0,6 14,7+ 0,4 11,0+ 0,3 10,5+0,2 j
IM 13,2+0,5 156+06Db 10,4 £0,3k 10,4 +£0,7 1
Figado/tibia (g/cm) Sham 3,34 +£0,15 3,43 +0,08 2,90 £ 0,06 2,84 +£0,09 |
IM 3,09+£0,11 3,64+0,09b 2,78 £ 0,08 2,98 +0,10 |

Valores expressos como a média + EPM. Letras representam P < 0,05. A letra a, representa o efeito da dieta hiperssédica em animais Wistar;
b, o efeito da dieta hiperssddica em animais Wistar infartados; c, o efeito do infarto nos animais Wistar; d, o efeito da dieta hiperssédica nos
animais Wistar infartados; f, o efeito da dieta hiperssédica em animais hipertensos infartados; g, o efeito do infarto nos animais hipertensos; h,
o efeito da dieta hiperssddica nos animais hipertensos infartados; | 0 efeito da hipertensao e da dieta hiperssédica em animais SHAM; k o
efeito do infarto em animais normotensos e hipertensos; | o efeito da dieta hiperssddica em animais hormotensos e hipertensos infartados.
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4.1.4. Parametros fisioldgicos

Os dados fisiolégicos avaliados em gaiola metabdlica no momento basal e apés 4 e
8 semanas do infarto do miocardio ou cirurgia ficticia estao descritos nas tabelas 2, 3
e 4. Nao ha diferenca na diurese e no consumo de agua e racao entre 0s animais da
mesma cepa no momento basal. Entretanto, o consumo de racdo pelos animais
hipertensos € menor do que pelos normotensos até a quarta semana do protocolo.

Essa diferenca ndo foi mais observada até o final do protocolo.

Em presenca de IM, os animais SHR consumiram maior quantidade de ragcdo em
relacdo aos submetidos a cirurgia ficticia, e 0os animais normotensos apresentaram

maior diurese.

Como esperado, 0s grupos que receberam dieta de alto sédio exibiram maior
consumo de &gua e, consequentemente, maior producdo de urina
independentemente da cirurgia a que foram submetidos. Os animais hipertensos em

dieta hiperssddica consumiram mais agua do que 0s normotensos.

A diurese no SHR infartado e submetido a dieta hiperssodica é maior do que no seu
respectivo controle, e menor quando comparado ao Wistar sob as mesmas

condicoes.
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Tabela 2. Ingestao de ragdo (g/dia) apds infarto ou cirurgia ficticia (SHAM) em ratos
Wistar e SHR submetidos a diferentes dietas de sédio em trés momentos do

protocolo experimental.

WISTAR SHR
Normossodica Hiperssddica NormossoOdica  Hiperssddica

SHAM basal 194+1/4 21,8+0,7 15,7 +1,3i 16,8+1,1]

1 més 19,3+1,0 21,8+x14 136+15i 219+08e

2 meses 19,7+ 0,8 195+1,0 20,1+04 215+1.8
INFARTO basal 21,0+0,8 20,0+29 17,3+1,2k 17,8+1,2

1 més 229+ 17 235+1.2 19,1 +09gk 18,6 + 0,31

2 meses 20,3+1,2 19,6 +1,2 21,0+11 235+53

Valores expressos como média + EPM. Letras representam P < 0,05. Letra g, representa o
efeito da dieta hiperssédica na hipertensado; g, o efeito do infarto nos animais hipertensos; i o
efeito da hipertensdo em animais SHAM; j o efeito da hipertensao e da dieta hiperssodica
em animais SHAM; k o efeito do infarto em animais normotensos e hipertensos; | o efeito da
dieta hiperssédica em animais normotensos e hipertensos infartados.
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Tabela 3. Consumo de 4gua (mL/dia) apds infarto ou cirurgia ficticia (SHAM) em
ratos Wistar e SHR submetidos a diferentes dietas de sodio em trés momentos

distintos do protocolo experimental.

WISTAR SHR
NormossoOdica Hiperssodica NormossoOdica  Hiperssddica
SHAM basal 39,7+1,0 40,8+ 1,3 36,3+ 3,7 37,8+29
1 més 36,0+1,1 98,8+7,6a 37621 924+40e
2 meses 355+1,9 80,2+39a 36,2+1,4 89,1+£3,0¢]
INFARTO basal 32,1+1,0 343+1,2 375+1,1 37,427
1 més 35,7+2,6 101,8+5,1b 40,8 £ 2,8 93,5+£35f
2 meses 41,0+29 88,4+55b 35,8+3,3 90,5+£39f

Valores expressos como a média + EPM. Letras representam P < 0,05. A letra a, representa
o efeito da dieta hiperssodica em animais Wistar; b, o efeito da dieta hiperssédica em
animais Wistar infartados; e, representa o efeito da dieta hiperssédica na hipertenséo; f, o
efeito da dieta hiperssodica em animais hipertensos infartados; j o efeito da hipertensao e da
dieta hiperssédica em animais SHAM,;
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Tabela 4. Producao de urina (mL/dia) apds infarto ou cirurgia ficticia (SHAM) em
ratos Wistar e SHR submetidos a diferentes dietas de sodio em trés momentos

distintos do protocolo experimental.

WISTAR SHR

Normossodica Hiperssodica Normossodica Hiperssédica

SHAM basal 13,4+ 0,6 12,4 +0,8 130+1,4 13,7+15
1 més 18,2+1,6 770+x54a 11,8+0,6 67,7+29e
2 meses 170+1,2 579+36a 20,1+0,4 648+28e
INFARTO basal 12,4 +0,9 139+1,2 145+19 14,7+ 2,7
1 més 12,4 +0,8 81,0+52b 169+1,8 71,4+41fhl
2 meses 136+1,5 72,1+41bd 144 +23 62876 f

Valores expressos como a média £ EPM. Letras representam P < 0,05: A letra a, representa
o efeito da dieta hiperssodica em animais Wistar; b, o efeito da dieta hiperssddica em
animais Wistar infartados; d, o efeito da dieta hiperssddica nos animais Wistar infartados; e,
representa o efeito da dieta hiperssédica na hipertensao; f, o efeito da dieta hiperssddica em
animais hipertensos infartados; h, o efeito da dieta hiperssodica nos animais hipertensos
infartados; | o efeito da dieta hiperssédica em animais normotensos e hipertensos infartados.

4.1.5. Parametros funcionais

A figura 17 apresenta a pressdo arterial sistélica medida por plestimografia no
momento basal e repetida apés 4 e 8 semanas da cirurgia. Podemos observar que
os animais SHR apresentam, como esperado, pressao arterial sistolica mais elevada
do que os animais Wistar durante todo protocolo, independentemente do grupo
estudado.

No momento basal, ndo existe diferenca entre os grupos de animais normotensos
entre si, e grupos de hipertensos entre si. Com o infarto, ha reducédo da pressao

arterial sistélica apenas nos animais SHR.
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A dieta hiperssoédica aumentou a PAS tanto em animais Wistar como em SHR.
Inclusive, essa diferenca permanece no grupo SHR infartado em relacdo aos que

recebem a dieta normossodica.

240+

220+

200- A A

—o—S-W

—®&— S-W hiperssddica
i S-SHR

& S-SHR hiperssddica

9 —&— IM-W
80=$ —— IM-Whiperssodica
o ....v... IM_SHR
0 - IM-SHR hiperssédica
¥ ¥ ¥
Antes da cirurgia 30 dias 60 dias

Figura 17. Pressdo Arterial Sistélica (PAS) por pletismografia de cauda em animais
normotensos (linha continua) e hipertensos (linha pontilhada) submetidos a dieta com alto
sédio (linha vermelha) ou padrdo (linha preta). Os valores foram comparados a cada
afericdo por ANOVA de trés vias, seguida pelo post hoc de Fisher. Valores expressos como
a média £+ EPM. Letras representam P < 0,05. A letra a, representa o efeito da dieta
hiperssddica em animais Wistar; d, o efeito da dieta hiperssddica nos animais Wistar
infartados; e, representa o efeito da dieta hiperssédica na hipertenséao; f, o efeito da dieta
hiperssédica em animais hipertensos infartados; g, o efeito do infarto nos animais
hipertensos; h, o efeito da dieta hiperssodica nos animais hipertensos infartados. i o efeito
da hipertensdo em animais SHAM; | o efeito da hipertensédo e da dieta hiperssédica em
animais SHAM; k o efeito do infarto em animais normotensos e hipertensos; | o efeito da
dieta hiperssodica em animais normotensos e hipertensos infartados.

A tabela 5 e a figura 18 apresentam os valores hemodinamicos registrados nos ratos
anestesiados. Assim como observado nas medidas por pletismografia de cauda, a
pressdo arterial sistOlica, além da pressdo maxima desenvolvida pelo ventriculo

esquerdo foram elevadas em animais SHR em relacdo aos Wistar. Da mesma
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forma, a queda da presséo sistolica arterial e ventricular apos infarto sé foi detectada

nos animais SHR.
Nao existem diferengas na presséo arterial diastélica entre os 8 grupos estudados.

Com o infarto, sinais tipicos de insuficiéncia cardiaca (aumento da PDFVE,
diminuicdo das derivadas de pressao positiva e negativa) foram obsevados nos
animais independentemente da dieta em que foram submetidos e da presenca de

hipertensao.

O aumento da PAS e da PSVE pela dieta hiperssodica ndo foi percebido em
nenhum dos grupos nas analises diretas realizas por cateterismo arterial e
ventricular. Os animais hipertensos apresentam valores maiores no indice de
relaxamento em relacdo aos normotensos. O alto sédio ndo acentua esse
parametro, ou seja, ndo produz diferencas marcantes na funcdo diastolica dos

Wistar e nem dos SHR.

Tabela 5. Pardmetros hemodindmicos avaliados 60 dias ap0s a cirurgia

WISTAR SHR

Normossodica Hiperssodica Normossoddica  Hiperssodica

FC (bpm) Sham 217 + 10 234 +8 208 +5 195+ 7]
IM 221 + 10 214 +8 203 +7 182 + 13 |

PAS (mmHg) Sham 108 + 3 116 + 3 125+ 3 131+ 4 ]
IM 104 + 6 108 + 3 105 +3 g 106 + 6 h

PAD (mmHg) Sham 80 + 3 84 + 4 82 + 2 83+ 2
IM 80 + 6 82 +4 68 +5 73+6

FC, freqiéncia cardiaca; PAS, pressdo arterial sistélica; PAD, presséo arterial diastolica.
Valores expressos como a média £+ EPM. Letras representam P < 0,05. A letra g, o efeito do
infarto nos animais hipertensos; h, o efeito da dieta hiperssddica nos animais hipertensos
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infartados. i o efeito da hipertensdo em animais SHAM; j o efeito da hipertensdo e da dieta
hiperssédica em animais SHAM; | o efeito da dieta hiperssddica em animais normotensos e
hipertensos infartados.

A 2907 B %
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O 404 2
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£ 30004
T
£ -4000-
E -5000 4
L
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v
o -7000 - I W-hiperssddica
NN SHR
-8000 4 B SHR-hiperssodica

Figura 18. Funcdo hemodindmica por cateterismo ventricular em animais normotensos
(coluna continua) e hipertensos (coluna hachurada) submetidos a dieta com alto sddio
(coluna vermelha) ou padréo (coluna preta). PSVE: Pressao Sistolica do Ventriculo
Esquerdo; PDFVE: Pressdo Diastolica Final do Ventriculo Esquerdo; dP/dt, derivada
méxima de pressdo positiva e negativa. Valores foram comparados a dada afericdo por
ANOVA de trés vias, seguida pelo post hoc de Fisher. Valores expressos como a média +
EPM. Letras representam P < 0,05. A letra ¢, o efeito do infarto nos animais Wistar; d, o
efeito da dieta hiperssddica nos animais Wistar infartados; g, o efeito do infarto nos animais
hipertensos; h, o efeito da dieta hiperssodica nos animais hipertensos infartados; i o efeito
da hipertensdo em animais SHAM.
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4.1.6. Curva presséao volume

A Figura 19 apresenta as curvas pressao-volume dos grupos obtidas 8 semanas
apos a cirurgia. De cada curva foram obtidos os indices relativos a dilatacdo e
rigidez da camara ventricular esquerda por ajuste linear e monoexponencial,
respectivamente. As figuras foram separadas de acordo com a dieta em que 0s
animais foram submetidos. E possivel observar claramente um desvio para a
esquerda nas curvas referentes aos grupos de animais SHR, indicando menor
volume ventricular para determinado valor de pressdo, ou seja, menor cavidade

ventricular esquerda.

NORMOSSODICA HIPERSSODICA

304 304
254 254
204 = 20
< :IE: 4
15+ é 154
4 o <
10+ T 104
n
< e <
5a ° O 54 ® S-W hiperssédica
1 A 1 A S-SHR hiperssodica
0= u 04 = = |M-W hiperssédica
v IM-SHR v IM-SHR hiperssédica
1} v 1} v ] v 1 v ] v 1 v v v v v v v v v v v
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Volume (mL)

Volume (mL)

Figura 19. Curvas pressao-volume obtidas com o coragdo em assistolia sessenta dias apés
o procedimento cirGrgico. A esquerda estd o grafico dos animais submetidos a dieta
normossaédica (linha preta) e a direita aos submetidos a dieta hiperssédica (linha vermelha).
Os animais sham Wistar estdo representados por um circulo, e os SHR por um triangulo. Os
animais infartados estao representados por um quadrado e triangulo invertido quando Wistar
e SHR, respestivamente. Dados apresentados como média + EPM.
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O segmento referente a pressao intraventricular entre 0 e 5 mmHg foi ajustado para
uma regressao linear (figura 20a), e nos permite avaliar a dilatacdo do ventriculo
esquerdo pelos valores obtido através da inclinacdo da reta (figura 20b). Para
melhor compreensao tem-se que, quanto menor for a inclinagéo (indicado por um

menor valor no grafico da figura 20b), maior foi a dilatagé&o ventricular.

Foi encontrado um perfil semelhante ao encontrado na curva acima, em que 0sS
animais SHR possuem cavidade ventricular menor que os Wistar, confirmando pelo
valor da constante de dilatacdo. Em relacdo aos animais infartados, a regressao tem
menor inclinacdo quando comparada aos respectivos grupos SHAM, indicando
maior volume intraventricular. Por outro lado, os animais hipertensos infartados
submetidos a alta ingestéo de sal ndo apresentaram dilatacdo da caAmara ventricular
esquerda, conforme podemos observar pela maior inclinacdo da reta de regressao
(S-SHR hiper: 29,4 £ 2,2; IM-SHR normo: 20,5 = 2,5; IM-SHR hiper: 35,4 £ 5,4; P <
0,05 mmHg/mL) (Figura 20).
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Figura 20. Em A, ajuste linear da curva pressdo-volume. O gréfico da esquerda ilustra os
animais submetidos a dieta normossédica (linha preta) e o da direita os submetidos a dieta
hiperssodica (linha vermelha). Em B, constante de dilatacdo obtida pelo céalculo do
coeficiente angular da reta. Valores foram comparados por ANOVA de trés via, seguidos
pelo post hoc de Fisher’s. Dados apresentados como média + EPM.
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No segmento da curva entre 5 e 30 mmHg, o ajuste foi feita por uma
monoexponencial (Figura 21) cujo valor é diretamente proporcional a rigidez da

camara. E importante lembrar que o indice de rigidez da camara nos animais

infartados depende tanto da rigidez da cicatriz como do miocardio remanescente.

Corroborando os resultados descritos acima, os animais SHR apresentam maior
rigidez em relagdo aos Wistar. Em presenca de infarto, ha menor rigidez ventricular
esquerda nos animais Wistar (S-W: 5,0+£0,1; IM-W: 3,8+0,2 mmHg/mL/s). Essa

alteracéo da rigidez néo foi detectada nos animais hipertensos (P>0,05).

Nos animais submetidos a cirurgia ficticia ndo houve alteracdo na rigidez da camara
ventricular com a dieta de alto sodio. Entretanto, nos animais hipertensos infartados
submetidos a alta dieta de sédio pode ser observada maior rigidez ventricular
esquerda (S-SHR hiper: 6,0 £ 0,4; IM-SHR: 7,0 £ 0,5; IM-SHR hiper: 7,7 + 0,4
mmHg/mL/s; P < 0,05).

v
15+ I W-hiperssédica

B sHR

B sHR-hiperssédica

10-

Constante de rigidez (mmHg/mL)

SHAM

Figura 21. Constante de rigidez. Valores foram comparados por ANOVA de trés vias,
seguidos pelo post hoc de Fisher's. Valores expressos como a média + EPM. Letras
representam P < 0,05. A letra ¢, representa o efeito do infarto nos animais Wistar; h, o efeito
da dieta hiperssodica nos animais hipertensos infartados. As letras i a | representam as
diferencas intergrupos.
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4.1.7. Avaliacdo do colageno intersticial

Apesar de os animais SHR apresentarem maior rigidez da camara ventricular do que
os Wistar, esse achado ndo se associou ao aumento da deposicdo de colageno
medido através da histologia (figura 22). A deposicdo de colageno com a dieta
hiperssodica aumenta, sendo maior a resposta nos SHR. Entretanto, embora todos
0S grupos sujeitos ao infarto tenham aumentado a area miocardica ocupada pelo

colageno, ndo houve influéncia pelo aumento da ingestao de saédio.

v
16 - B W hiperssédica
. B sHR
14 - B SHR hiperssédica
12 -

Colageno (%)

SHAM

Figura 22. Avaliacdo da area ocupada por colageno apos coloracdo com picrosirius red.
Valores foram comparados por ANOVA de trés vias, seguidos pelo post hoc de Fisher’s.
Valores expressos como a média + EPM. Letras representam P < 0,05. A letra a, representa
o efeito da dieta hiperssddica em animais Wistar; c, o efeito do infarto nos animais Wistar; e,
representa o efeito da dieta hiperssédica na hipertensao; g, o efeito do infarto nos animais
hipertensos; | o efeito da hipertenséo e da dieta hiperssédica em animais SHAM; k o efeito
do infarto em animais normotensos e hipertensos; | o efeito da dieta hiperssédica em
animais normotensos e hipertensos infartados.
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4.1.8. Avaliagdo da Hipertrofia Cardiaca

Como esperado, a area de seccdo transversa do midcito é maior nos animais
SHR quando comparado aos Wistar (figura 23). O mesmo padrao foi observado
apos cirurgia do infarto do miocardio. Ocorre aumento da area de seccao
transversa do miocito em todos os grupos apos o IM em relacdo ao SHAM. A
area de seccéo transversa do miocido nao sofreu modificacdes pelo aumento do

sédio na dieta em nenhum dos grupos estudados.
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Figura 23. Avaliac@o da hipertrofia cardiaca pela medida da area de secg¢édo transversa do
midocito em laminas coradas com hematoxilina e eosina. Valores expressos como a média +
EPM. Letras representam P < 0,05. A letra c, representa o efeito do infarto nos animais
Wistar; d, o efeito da dieta hiperssédica nos animais Wistar infartados; g, o efeito do infarto
nos animais hipertensos; h, o efeito da dieta hiperssddica nos animais hipertensos
infartados. As letras i a | representam as diferencas intergrupos.

Os histogramas abaixo (figura 24) mostram a distribuicdo das areas de seccao
transvesa de todos os midcitos utilizados na obtencdo das médias mostradas na

figura 11. Na figura 12 A, estdo os miocitos dos grupos submetidos a cirurgia ficticia
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(S-W: 325; S-W hiperssddica: 261; S-SHR: 288; S-SHR hiperssodica: 475 midcitos)
e na figura 12 B os midcitos dos grupos submetidos ao infarto do miocardio (IM-W:
319; Im-W hiperssodica: 274; IM-SHR: 311; IM-SHR hiperssaédica: 276). E possivel
notar um deslocamento da curva para direita nos animais SHR sham em relacéo aos
Wistar (figura 24A); e um achatamento da curva apoés o infarto do miocardio (figura
24B) indicando uma dispersdo no tamanho dos miécitos no miocardio remanescente

ao infarto.
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Figura 24. Histogramas da distribuicdo da area de seccdo transversa dos midcitos do
ventriculo esquerdo dos diferentes grupos de animais. Em A, animais submetidos a cirurgia
ficticia; em B, animais submetidos ao infarto do miocéardio. A distribui¢do foi ajustada para a

curva normal.
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4.2. Efeitos crbénicos da dieta hipossddica apdés o infarto do miocardio em

ratos normotensos e hipertensos

Os resultados abaixo demonstram os efeitos da dieta hipossédica em animais
normotensos e hipertensos, apos 60 dias da cirurgia de infarto do miocéardio ou
ficticia. Um total de oito grupos foi estudado. Para facilitar a identificacdo, os quatro
grupos submetidos a dieta hipossodica estédo representados na cor azul e os quatro
submetidos a dieta padrdo estdo representados na cor preta. O esquema abaixo
(figura 25) mostra as comparacfes intra e intergrupos que foram avaliadas nas
analises estatisticas, e mostra as letras que simbolizam a ocorréncia de P<0,05
entre os respectivos grupos. A andlise intragrupos esta representada pelo intervalo

de letra a-h, ja o intervalo de letras i-l representam as diferencas intergrupos.

WISTAR SHR
SHAM INFARTO SHAM INFARTO
NORMO HIPO NORMO HIPO NORMO HIPO NORMO HIPO
L_a_| b | L_e | L_f |
| Cc | | g |
| d | | h |
| i |
l J |
l k ]

Figura 25. Esquema ilustrando as comparacdes intra e intergrupos estudadas nas analises
estatisticas e as letras que representam a presenca de diferenca (P<0,05) entre os
respectivos grupos. A andlise intragrupos esta representada pelo intervalo de letra a-h: A
letra a, representa o efeito da dieta hipossédica em animais Wistar; b, o efeito da dieta
hipossddica em animais Wistar infartados; ¢, o efeito do infarto nos animais Wistar; d, o
efeito da dieta hipossddica nos animais Wistar infartados; e, representa o efeito da dieta
hipossddica na hipertenséo; f, o efeito da dieta hipossoédica em animais hipertensos
infartados; g, o efeito do infarto nos animais hipertensos; h, o efeito da dieta hipossédica nos
animais hipertensos infartados. As letras i a | representam as diferencas intergrupos: i o
efeito da hipertencdo em animais SHAM; | o efeito da hipertensdo em animais infartados; k o
efeito da dieta hipossdédicas em animais normotensos e hipertensos; | o efeito da dieta
hipossodica em animais normotensos e hipertensos infartados.
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4.2.1. Avaliacdo da mortalidade

Os 47 animais submetidos a cirurgia ficticia sobreviveram até o final do periodo
experimental. Estes foram divididos em 4 grupos, sendo 11 animais em cada um dos
grupos de ratos normotensos Wistar (S-W e S-W hipossodica), 13 ratos hipertensos

com dieta padrdo e 12 animais hipertensos na dieta com baixo teor de sédio.

A figura 26 mostra que a curva de mortalidade pelo infarto do miocardio no periodo
de 60 dias nao foi diferente entre os grupos (P=0,1049). No total, 30 animais
morreram, sendo 3 animais Wistar e 11 animais SHR em dieta padrdo, 6 animais
SHR e 10 Wistar em dieta hipossaddica.

A ingestéo de dieta de baixo sodio apods o infarto ndo afetou a sobrevida em nenhum
dos grupos estudados (IM-W: 78,57%; IM-W hipossédica: 64,71%; IM-S: 45% e IM-S
hipossddica: 52,38%). Isso significa que a dieta hipossédica ndo modifica as
chances de sobrevida em normotensos e hipertensos apo6s o infarto. A curva de
Kaplan-Meier (figura 26) apenas sugere que a mortalidade ocorreu mais

precocemente nos animais que receberam dieta hipossaddica.
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Figura 26. Curva de Kaplan-Meier para a mortalidade em animais normotensos (linha
continua) e hipertensos (linha tracejada) submetidos a dieta normossédica (linha preta) ou
hipossadica (linha azul) ao longo dos 60 dias apds a cirurgia de infarto do miocardio.
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4.2.2. Avaliacdo da area de infarto

A coloracdo com o Picrosirius 60 dias apds a cirurgia permite avaliar a area de
cicatriz. A parte superior da Figura 27 ilustra cortes representativos do coracao
infartado dos 4 grupos estudados. Entre os animais que sobreviveram para estudo
do remodelamento cardiaco foram excluidos 11 animais por apresentarem area de
infarto inferior a 25%. Dois destes pertencentes ao grupo Wistar e 1 SHR em dieta

padrdo, e 4 em cada um dos grupos submetidos a dieta hipossédica.

Como observado na figura 27, ndo houve diferenca significativa na area ocupada
pelo infarto entre os grupos avaliados (IM-W normossédica: 43,0 + 3,1; IM-W
hipossddica: 47,8 + 2,6; IM-SHR 46,1 + 3,1; IM-SHR hipossédica: 51,7 + 3,7%; P >
0,05).
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Figura 27. Box-plot mostrando a é&rea do infarto avaliada 60 dias ap0s a ligadura
coronariana em animais normotensos (quadrado) e hipertensos (triangulo) submetidos a
dieta normossddica (cor preta) e hipossodica (cor azul). Os animais estdo representados
individualmente para melhor visualizacdo da dispersdo dos dados. O box representa o
desvio padrdo, a linha horizontal representa a mediana, o quadrado menor no interior do box
representa a média, as delimitagdes superior e inferior representam o percentil 5 e 95 %. As
imagens acima sdo de animais dos respectivos grupos, entretanto, o tamanho ndo é
fidedigno devido as alterac6es de formatacao.
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4.2.3. Parametros ponderais e morfomeétricos

A figura 28 mostra a evolucdo temporal do peso corporal dos animais apos o infarto
ou cirurgia ficticia. Como podemos observar, o valor de peso corporal no momento
basal é semelhante entre os dois grupos de animais Wistar e os dois de animais
SHR, mais diferente entre as cepas. Com o infarto, ha perda de peso corporal nos 4
grupos estudados, observado no sétimo dia apos a cirurgia. A recuperacédo do peso
corporal em relacdo aos animais SHAM em dieta hipossddica ocorreu na segunda
semana nos normotensos e nha terceira nos hipertensos. A dieta hipossodica
produziu menor ganho de peso corporal em animais SHAM a partir de 7 dias nos
Wistar e a partir da terceira semana nos SHR. Nos animais infartados, a diferencga
de peso pelo baixo sédio aparece na terceira semana em animais Wistar e na quarta
semana em SHR. No final do periodo experimental, ndo houve diferenca no peso

corporal entre os animais SHAM e infartados alimentados com dieta de baixo sédio.
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Figura 28. Avaliacao temporal do peso corporal apos o infarto ou cirurgia ficticia em animais
normotensos e hipertensos submetidos a dieta padrao (preto) ou com baixo teor de sodio
(cor azul). Valores foram comparados por ANOVA de trés vias, seguida pelo post hoc de
Fisher’s. Valores expressos como a média + EPM. Letras representam P < 0,05. A letra a,
representa o efeito da dieta hipossddica em animais Wistar; b, o efeito da dieta hipossodica
em animais Wistar infartados; ¢, o efeito do infarto nos animais Wistar; d, o efeito da dieta
hipossddica nos animais Wistar infartados; e, representa o efeito da dieta hipossddica na
hipertenséo; f, o efeito da dieta hipossédica em animais hipertensos infartados; g, o efeito do
infarto nos animais hipertensos; h, o efeito da dieta hiposs6dica nos animais hipertensos
infartados; i, o efeito da hipertencdo em animais SHAM; |, o efeito da hipertensdo em
animais infartados; k, o efeito da dieta hipossodicas em animais normotensos e hipertensos;
I, o efeito da dieta hipossddica em animais normotensos e hipertensos infartados.

Os parametros morfométricos e ponderais apos 60 dias da cirurgia estéao
apresentados na tabela 6. A dieta hipossddica produz em animais SHAM um menor
ganho de peso corporal, além de apresentarem menor peso de 6érgaos (ventriculos,
rim e figado), menor comprimento de tibia e do comprimento naso-anal,
independentemente da pressao arterial. Do mesmo modo, 0s animais Wistar tiveram

menor peso muscular e os SHR menor peso de pulmao.

A dieta hipossodica ministrada ap0s o infarto ndo afetou o ganho compensatorio de

massa ventricular.
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Tabela 6. Parametros morfométricos e ponderais dos animais ap6s 60 dias da cirurgia.

WISTAR SHR

Normossodica Hipossddica Normossodica Hipossoddica

Peso Corporal (g) Sham 419+ 9 306 +t9a 27461 224+ 7¢e]
IM 391+10 329+11b 255+ 4 k 223 £ 7 fl
Tibia (mm) Sham 42 +0,5 41 +04 a 38+£0,3i 37+0,2¢€]
IM 43+0,3 42 +0,5 37+£0,3k 37+0,31
Comprimento (cm) Sham 23,6 +0,2 22,1+05a 20,8+ 0,21 19,9+0,2¢ej
IM 23,3+0,2 229+0,4 20,6 £ 0,2 k 20,2+0,51
Ventriculos (mg) Sham 979 + 22 752 £ 28 a 985+ 17 813+50¢e
IM 1253 +£69 c 1039+41bd 1310+ 77 g 955+41fh
Ventriculos/tibia (mg/mm) Sham 2335 183 +t6a 260+ 4 217t 14 e
IM 293+ 15¢c 249+10bd 350+20gk 256+ 10fh
Pulmdes (mg) Sham 1823 + 62 1602 + 65 1869 + 91 1493 £ 62 e
IM 2215 + 207 2094 + 132 d 2880 +272gk 2315+187fhl
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Pulm®&esl/tibia (mg/cm) Sham 433+ 13 391 +16 492 + 22 406 + 18
IM 517 + 46 501+31d 767 £71gk 623 £53fhl
% agua no pulméao Sham 80,10 + 0,19 80,42 + 0,21 80,22 + 0,41 78,56 + 0,93
IM 80,46 + 0,39 81,19 £ 0,70 81,28 + 0,36 79,29 +£1,48
Rim (mgQ) Sham 1400 + 29 1009 + 38 a 1023+ 301 834 +38e]
IM 1231 +59 ¢ 1081 +£50b 901 +22gk 772+ 26 f
Rim/tibia (mg/cm) Sham 3336 246 £ 9 a 26971 219+ 7¢e]
IM 288 +13c 258+ 11b 240 +5gk 207 £ 5fl
% agua no rim Sham 79,97 £ 0,43 77,42 +0,46 a 78,23 +0,38i 77,81+ 0,35
IM 78,87 £ 0,67 77,77 £0,81 77,97 £0,29 77,61 +0,51
Gastrocnémio (Q) Sham 2112 £ 57 1716 £+ 88 a 1161 £35i 1020 £ 44 |
IM 2121 +85 1663 £53 b 1075+ 30 k 1040 + 35|
Gastrocnémiol/tibia (mg/cm) Sham 501 +10 418+ 20 a 3058 271 +11
IM 497 + 18 398+ 13b 287 £ 8k 27991
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Figado (g) Sham 14,0+ 0,6 105+04 a 11,0£0,31i 8,2+x0,3¢e]
IM 13,2+0,5 11,7+05bd 10,4 £ 0,3k 8,9+0,3fl

Figado/tibia (g/cm) Sham 3,34+ 0,15 2,55+0,08 a 2,90 £ 0,06 2,21+0,08 ¢
IM 3,09+0,11 2,80+0,11 2,78 £ 0,08 2,38+ 0,07 fl

Valores expressos como a média + EPM. Letras representam P < 0,05. A letra a, representa o efeito da dieta hipossodica em animais Wistar;
b, o efeito da dieta hipossodica em animais Wistar infartados; ¢, o efeito do infarto nos animais Wistar; d, o efeito da dieta hipossodica nos
animais Wistar infartados; e, representa o efeito da dieta hipossédica na hipertenséo; f, o efeito da dieta hipossédica em animais hipertensos
infartados; g, o efeito do infarto nos animais hipertensos; h, o efeito da dieta hipossddica nos animais hipertensos infartados; | o efeito da

hipertensdo em animais infartados; k o efeito da dieta hipossddicas em animais normotensos e hipertensos; | o efeito da dieta hipossodica em
animais normotensos e hipertensos infartados.
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4.2.4. Parametros fisioldgicos

O consumo de racao foi significativamente menor nos animais submetidos a dieta

hipossaddica (representado pelas letras a, b, e, f na tabela 7).

Tabela 7. Ingestdo de racdo (g/dia) apos infarto ou cirurgia ficticia (SHAM)

WISTAR SHR
Normossodica Hipossoédica Normossaddica Hipossaddica
SHAM basal 194+14 189+1,1 157+£1,3i 154+£0,7]
1 més 19,3+1,0 19,8 +1,3 136+15i 16,4+ 0,5
2 meses 19,7+ 0,8 15,1+0,7 a 20,1+04 16,4+0,7¢€
INFARTO basal 21,0+0,8 21,0+£05 17,3+1,2k 17,5+0,81
1 més 229+17¢c 18,3+£1,4b 191+£099gk 17,3+0,5
2 meses 20,3+1,2 179+0,6d 210+x11 185+0,9f

Valores expressos como a média + EPM. Letras representam P < 0,05. A letra a, representa
o efeito da dieta hipossddica em animais Wistar; b, o efeito da dieta hipossédica em animais
Wistar infartados; ¢, o efeito do infarto nos animais Wistar; d, o efeito da dieta hipossédica
nos animais Wistar infartados; e, representa o efeito da dieta hipossodica na hipertenséao; f,
o efeito da dieta hipossédica em animais hipertensos infartados; g, o efeito do infarto nos
animais hipertensos; h, o efeito da dieta hipossddica nos animais hipertensos infartados; i, o
efeito da hipertencdo em animais SHAM; |, o efeito da hipertensdo em animais infartados; k,
o efeito da dieta hipossddicas em animais normotensos e hipertensos; |, o efeito da dieta
hipossddica em animais normotensos e hipertensos infartados.

O consumo de agua nao foi diferente entre 0s grupos em nenhum dos momentos

avaliados (tabela 8).
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Tabela 8. Consumo de 4gua (mL/dia) apds infarto ou cirurgia ficticia (SHAM)

WISTAR SHR

Normossodica Hipossoédica Normossaodica Hipossaddica

SHAM basal 39,7+1,0 32,7+1,6 36,3+ 3,7 33,2+2,6
1 més 36,0+1,1 35,6+23 37,6+21 32,8+11
2 meses 355+1,9 36,0+ 2,6 36,2+14 32,2+1,2
INFARTO basal 32,1+1,0 32,8+24 375+11 38,1+1,9
1 més 35,7+2,6 36,1+ 3,3 40,8+ 2,8 335+23
2 meses 410+29 36,8 + 3,9 35,8+ 3,3 31,1+34

Valores expressos como a média + EPM.

A dieta de baixo so6dio aumenta a diurese em animais normotensos e hipertensos

infartados no segundo més apds a cirurgia (letras b e h da tabela 9).
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Tabela 9. Volume urinario (mL) apds infarto ou cirurgia ficticia (SHAM) em ratos
Wistar e SHR submetidos a diferentes dietas de sédio em trés momentos distintos

do protocolo experimental.

WISTAR SHR
NormossoOdica Hipossddica Normossodica Hipossddica

SHAM basal 13,4+0,6 11,0+ 0,6 13,014 105+1/4

1 més 18,2+1,6 188+1,1 11,8+£0,61 140+£1,1]

2 meses 17,0+1,2 19,2+1,7 20,104 16,4 +£0,7
INFARTO basal 12,4+0,9 139+1,1 145+19 17921

1 més 124+0,8c¢C 190+2.2b 169+1,8 150+x24

2 meses 13,6 +1,5 23,1+3,7b 14,4+ 2.3 18,8+ 2,2h

Valores expressos como a média + EPM. Letras representam P < 0,05. A letra b, o efeito da
dieta hipossédica em animais Wistar infartados; c, o efeito do infarto nos animais Wistar; h, o
efeito da dieta hipossddica nos animais hipertensos infartados; i, o efeito da hipertencdo em
animais SHAM; |, o efeito da hipertensdo em animais infartados.

4.2.5. Parametros funcionais

A figura 29 mostra os valores de pressao arterial sistolica medida por plestimografia
de cauda, no animal acordado, no momento basal, e ap6s 4 e 8 semanas do
protocolo experimental. Observa-se com o infarto, reducdo da pressao apenas nos
animais SHR. A dieta hipossédica ndo preveniu a elevacdo da presséo arterial nos

animais hipertensos.
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Figura 29. Pressdo Arterial Sistélica (PAS) por pletismografia de cauda em animais
normotensos (linha continua) e hipertensos (linha pontilhada) submetidos a dieta com baixo
sodio (linha azul) ou padrédo (linha preta). Valores foram comparados a dada afericdo por
ANOVA de trés vias, seguida pelo post hoc de Fisher. Valores expressos como a média +
EPM. Letras representam P < 0,05. Letra g, o efeito do infarto nos animais hipertensos; h, o
efeito da dieta hipossddica nos animais hipertensos infartados; i, o efeito da hipertengdo em
animais SHAM; |, o efeito da hipertensdo em animais infartados; k, o efeito da dieta
hipossddicas em animais normotensos e hipertensos; |, o efeito da dieta hipossddica em
animais normotensos e hipertensos infartados.

A tabela 10 apresenta as variaveis hemodinamicas obtidas através do cateterismo
arterial e ventricular no animal anestesiado 8 semanas apés 0 procedimento
cirurgico. A dieta hipossodica por si reduziu a pressao arterial sistolica dos animais
normotensos e hipertensos. A queda da PAS pelo infarto foi somente percebida em

animais SHR, independentemente da dieta.
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Tabela 10. Parametros hemodinamicos avaliados vinte e oito dias apoés a cirurgia

WISTAR SHR

Normossédica Hipossédica Normossédica Hipossodica

FC (bpm) Sham 217 + 10 234+ 4 208 +5 213 + 11
IM 221 +10 233+8 203 +7 207 + 12

PAS (mmHg) Sham 108 + 3 100+2a 125+ 3 114+2e]
IM 104 + 6 99 + 2 105+3g 103 2 h

PAD (mmHg) Sham 80 + 3 76+ 2 82 +2 76+ 1
IM 80+ 6 80 + 2 68 +5 76 + 2

FC, freqliéncia cardiaca; PAS, presséo arterial sistélica; PAD, pressao arterial diastolica.
Valores expressos como a média £ EPM. Letras representam P < 0,05. A letra a, representa
o efeito da dieta hipossddica em animais Wistar; e, representa o efeito da dieta hipossodica
na hipertensdo; g, o efeito do infarto nos animais hipertensos; h, o efeito da dieta
hipossddica nos animais hipertensos infartados; i, o efeito da hipertencdo em animais
SHAM,; |, o efeito da hipertensdo em animais infartados;

Na figura 30 é possivel identificar sinais de disfuncéo ventricular esquerda com os
valores significativamente aumentados de PDFVE, e reduzidos da dP/dt+ e da dP/dt-
em todos 0s grupos apoés o infarto. Corroborando os dados da pletismografia de

cauda, apenas o0s animais SHR apresentaram uma reducédo da PSVE com o infarto.

A dieta hipossddica reduz o pico de PSVE em animais normotensos e hipertensos,

entretanto, a presenca de hipertensdo ainda esta presente nos animais SHR.

Animais normotensos infartados apresentam maior prejuizo na frequéncia de

contracdo com a dieta hipossoédica.
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Figura 30. Funcdo hemodindmica por cateterismo ventricular em animais normotensos
(coluna continua) e hipertensos (coluna hachurada) submetidos a dieta com baixo sédio
(coluna azul) ou padrao (coluna preta). PSVE: Pressao Sistélica do Ventriculo Esquerdo;
PDFVE: Pressédo Diastolica Final do Ventriculo Esquerdo; dP/dt, derivada maxima de
pressédo positiva e negativa. Valores foram comparados a dada afericdo por ANOVA de trés
vias, seguida pelo post hoc de Fisher. Valores expressos como a média + EPM. Letras
representam P < 0,05. A letra a, representa o efeito da dieta hipossédica em animais Wistar;
b, o efeito da dieta hipossédica em animais Wistar infartados; c, o efeito do infarto nos
animais Wistar; d, o efeito da dieta hipossédica nos animais Wistar infartados; e, representa
o efeito da dieta hipossédica na hipertenséo; g, o efeito do infarto nos animais hipertensos;
h, o efeito da dieta hipossddica nos animais hipertensos infartados; i, o efeito da hipertencao
em animais SHAM; |, o efeito da hipertensdo em animais infartados; k, o efeito da dieta
hipossddicas em animais normotensos e hipertensos; |, o efeito da dieta hipossddica em
animais normotensos e hipertensos infartados.
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4.2.6. Curva presséo volume

A figura 31 mostra as curvas pressao-volume dos grupos submetidos a dieta
normossaodica e hipossddica separadamente.
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Figura 31. Curvas pressao-volume obtidas com o coragdo em assistolia sessenta dias ap6s
o procedimento cirdrgico. A esquerda estd o grafico dos animais submetidos a dieta
normossaédica (linha preta) e a direita aos submetidos a dieta hipossédica (linha azul). Os
animais Wistar SHAM estéo representados por um circulo, e os SHR por um tridangulo. O
guadrado e o tridngulo invertido representam respectivamente os animais Wistar e SHR
infartados. Dados apresentados como média + EPM.

O valor de inclinacdo da reta obtida pela regressao linear referente ao segmento
entre 0 e 5 mmHg permite avaliar a dilatagéo ventricular (figura 32a). Quanto menor
for a inclinacdo (valor da constante de dilatacdo da figura 32b) maior tera sido a

dilatacdo do ventriculo esquerdo.

Podemos observar que a dieta de baixo sodio, por si s6, diminui a cavidade
ventricular em animais SHAM. Essa diminuicdo € tdo marcante apos o infarto do

miocardio, que a diferenga na cavidade ventricular existente entre animais Wistar e



Resultados

94

SHR nao aparece, ou seja, o animal normotenso infartado que se alimenta de dieta

hipossddica tem a cavidade ventricular diminuida como a de um animal hipertenso.
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Figura 32. Em A, ajuste linear da curva pressédo-volume. Em B, constante de dilatacdo
obtida pelo céalculo do coeficiente angular da reta. Dados apresentados como média + EPM.
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Através do segmento exponencial referente a pressao intraventricular entre 5 e 30
mmHg pode ser feita inferéncia sobre a rigidez ventricular. Quanto maior for o valor

da constante de rigidez (figura 33) maior sera a rigidez da camara ventricular.

Ao interpretar os resultados, podemos observar que o baixo sédio aumenta a rigidez

da camara ventricular de animais normotensos e hipertensos.

ApoOs o infarto, ndo se observa um aumento da rigidez ventricular pelo baixo sodio
nos animais Wistar. Em contrapartida, nos hipertensos a rigidez aumenta

consideravelmente quando comparado aos normotensos.

15- -

B \W-hipossédica
SHR

B sHR-hipossédica

Constante de rigidez (mmHg/mL)

SHAM IM

Figura 33. Constante de rigidez. Valores foram comparados por ANOVA de trés vias,
seguidos pelo post hoc de Ficher’'s. Valores expressos como a média + EPM. Letras
representam P < 0,05.

4.2.7. Avaliagdo do colageno intersticial

Podemos observar na figura 34 que o aumento da rigidez nos animais SHR
alimentados com baixo sédio pode ser explicada pelo aumento de deposicdo de

fibras de colageno, entretanto, 0 mesmo nao ocorre em animais normotensos.
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A percentagem de colageno na regido miocardica foi elevada em todos os grupos,

independentemente da dieta recebida, apos a cirurgia de infarto do miocardio.

s

B s-W hipossédica
BN s-sHR

I s-SHR hipossédica

16+

14 -

[EEN
N
1

Colageno (%)

SHAM Ml

Figura 34. Avaliacdo da area ocupada pelo colageno apés coloracdo com picrosirius red.
Valores foram comparados por ANOVA de trés vias, seguidos pelo post hoc de Fisher’s.
Valores expressos como média £ EPM. Letras representam P < 0,05.

4.2.8. Avaliacao da hipertrofia cardiaca

A éarea de seccdo transversa do miécito aumentou com o infarto do miocardio

independentemente dos demais fatores (figura 35).

ApoOs o infarto do miocéardio, a dieta hipossodica atenua o processo de hipertrofia
celular tanto de animais normotensos como de hipertensos. E importante destacar
que o tamanho da area de seccao transversa do miocito de animais Wistar e SHR

tornou-se semelhante com a dieta hipossddica ap6s o infarto.
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Figura 35. Avaliagédo da hipertrofia cardiaca pela medida da area de seccéo transversa do
midcito em laminas coradas com hematoxilina e eosina. Foram fotografados e analisados
30-50 miécitos em cada corte, sob aumento de 400 vezes. Valores foram comparados por
ANOVA de trés vias, seguidos pelo post hoc de Fisher’s. Valores expressos como a média +
EPM.

Nos histogramas abaixo (figura 36) estdo representados todos os miécitos utilizados
para obtencdo dos valores médios descritos acima. Na figura 36 A estdo os miécitos
dos grupos submetidos a cirurgia ficticia (S-W hipossédica: 314; S-SHR hipossédica:
185 midcitos) e na figura 36 B estdo os miécitos dos grupos infartados (IM-W
hipossédica: 275; IM-SHR hipossodica: 345 midcitos).
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Figura 36. Histogramas da distribuicdo da area de secgdo transversa dos midcitos do
ventriculo esquerdo dos diferentes grupos de animais. Em A, animais submetidos a cirurgia
ficticia; em B, animais submetidos ao infarto do miocéardio. A distribui¢éo foi ajustada para a
curva normal.
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5. DISCUSSAO

5.1. Principais resultados do presente estudo

A Organizacdo Mundial da Saude recomenda uma reducdo da ingestdo de sodio
para prevenir as doengas cardiovasculares. Entretanto, hd algumas evidéncias
clinicas e experimentais de que a diminui¢do da ingestdo de so6dio aumenta o risco
de doencas cardiovasculares, como tem sido observado com a alta ingestdo de
sédio. Diversos mecanismos podem ocorrer pela associacdo entre baixo sodio e
doencas cardiovasculares, por exemplo, ativacdo do sistema renina angiotensina
aldosterona (Westendorp et al., 2004, Tikellis et al., 2012 e Mori et al., 2009),
superativacdo simpatica (Campese et al., 1982), disfuncdo endotelial e estresse
oxidativo (Suematsu et al., 2010), resisténcia a insulina, aumento dos niveis de
triacilglicerol (Ruivo et al., 2006), e aumento da aterogénese (Tikellis et al., 2012 e
Raz Pauster et al., 2014).

Considerando que a restricdo de sodio na dieta é uma abordagem padrédo apos o
infarto agudo do miocardio em pacientes objetivando a reducéo da retencéo fluida, o
presente estudo investigou se mudancas no contetddo de sddio da dieta afetam a
mortalidade apos o infarto. Além disso, nés investigamos se dietas a longo prazo
com diferentes conteddo de sodio resultam em um curso diferente de

remodelamento pés-infarto em ratos normotensos e hipertensos.

A fim de executar esse estudo, nés usamos uma dieta de alto sodio (incremento de
duas vezes quando comparada a dieta padrdo) e uma dieta de baixo sodio (10
vezes menos quando comparado a dieta padrdo). A nossa escolha para quantidade
de sodio usada na dieta de alto sodio foi baseada no consumo americano de cerca
de 3.400 miligramas de sodio por dia, duas vezes mais sodio do que as 1.500
miligramas recomendadas pela Americam Heart Association (Whelton et al., 2012).
Ja a dieta de baixo sodio foi criada para mimetizar uma severa reducao na ingestéao

de sbdio observada em pacientes que sofreram um evento coronariano agudo.
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Nosso resultados mostram que a dieta hipossodica (letras a & e dos resultados)
apos 8 semanas provocou um menor ganho de peso corporal e de peso de 6rgaos
(ventriculo, figado e rim), menor cavidade ventricular, tamanho da tibia e
comprimento naso-anal tanto nos animais Wistar como nos SHR. Os Wistar exibiram
ainda um menor peso muscular. Porquanto, a ingestdao de racdo por estes animais
também foi menor em relacdo aos animais submetidos a dieta padrédo. O baixo sddio
produziu ainda um efeito hipotensor, averiguado através da hemodinamica arterial e
ventricular; e um aumento da rigidez da camara cardiaca. Entretanto, um aumento
na deposicdo de colageno mensurado foi detectado somente nos animais
hipertensos.

A dieta de alto sédio produziu (letras a & e dos resultados), como esperado,
aumento da pressédo arterial sistdlica, da fibrose, da diurese, e maior consumo de
agua nos animais. Entretanto, somente 0s animais normotensos apresentaram
aumento do peso ventricular e renal. A é&rea de seccdo transversa e rigidez

ventricular ndo foram alterados pelo alto sodio.

O infarto do miocardio (letras ¢ & g dos resultados), conforme previamente
conhecido, ocasiona queda de diversas variaveis funcionais como: a PSVE e da
derivada positiva e negativa de pressdo; aumento expressivo da PDFVE tanto em
animais normotensos como em hipertensos. Assim como, hipertrofia cardiaca e
fibrose intersticial excessiva no miocardio remanescente ao infarto. Esse conjunto de
resultados corrobora a alta taxa de mortalidade observada durante os 60 dias de
acompanhamento. Especial atencdo deve ser dada a mortalidade nos animais

hipertensos apods o infarto do miocérdio.

Ao avaliar o efeito do alto e baixo sodio no infarto (letras b & f dos resultados),
comparamos os resultados dos animais Wistar e SHR com o0s respectivos grupos
infartados sob dieta normossodica (Figura 37). Os animais em dieta hipossodica
exibiram menor peso corporal, peso ventricular e menor area de sec¢ao transversa.
A dieta hiperssodica nédo produziu aumento adicional no peso ventricular de Wistar e
SHR. A deteriorizacdo da fungéo cardiaca pelo infarto n&do foi alterada pelas dietas,
com excecdo de um discreto prejuizo na frequéncia de contracdo em animais Wistar

sob baixo sodio. O mesmo é visto com a dilatacdo, a rigidez e a deposicdo de
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coldgeno que nédo se alteram. Distinguem-se os animais SHR em dieta hiperssodica
que apresentaram uma diminuicdo da cavidade ventricular (visto pelo aumento da
constante de dilatacdo), provavelmente por hipertrofia concéntrica, apesar da area
de seccéo transversa e 0 peso ventricular ndo terem aumentado. Somado a isso, a
dieta hipossédica ndo alterou significantemente a mortalidade apds o infarto em
normotensos e hipertensos, enquanto um aumento da frequéncia de mortalidade foi

observada em ratos infartados alimentados com alto sédio.

Ao comparar os grupos infartados em diferentes teores de sédio com 0s respectivos
grupos SHAM (letras d & h dos resultados) (figura 37) temos que: o infarto do
miocardio produziu um déficit de fungéo ventricular (1 PDFVE, | da dP/dt positiva e
negativa) e aumento da hipertrofia do midcito (1 area de seccdo transversa) em
todos os grupos, independentemente da presséo arterial. A queda da pressao pelo
infarto foi detectada em animais hipertensos acordados (| PAS por pletismografia) e
sob efeito analgésico (| PSVE). Em normotenso sob dieta hiperssédica, a queda da
presséao foi percebido somente na pletismografia de cauda. O aumento do peso dos
ventriculos pelo infarto ndo foi constatado no grupo normotenso em dieta
hiperssodica. Com o infarto, ha dilatacdo da camara ventricular, exceto nos SHR sob
alto sédio. A dieta hipossoédica ndo impede o aumento da fibrose em Wistar e SHR
pelo IM. A diminui¢é@o da rigidez pelo IM sé € visto em Wistar sob dieta hipossddica e
nao altera em SHR. Em contrapartida, apés o IM ndo ha incremento de fibrose pelo
alto sal apesar do aumento da rigidez ventricular da camara ventricular nos animais
hipertensos. Os principais resultados do estudo foram resumidos no diagrama
abaixo (figura 37).
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INFARTO
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Figura 37. Diagrama mostrando os efeitos da dieta de baixo e alto sddio em animais
normotensos e hipertensos apés o infarto do miocardio. Foram feitas duas comparacdes:
uma em relac&o ao grupo SHAM de mesma presséo e dieta; e outra em relagdo aos animais
infartado de mesma pressao, mas em dieta normossoédica.
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5.2. Mortalidade

Uma série de fatores pode contribuir para a mortalidade ap6s o infarto. A
mortalidade verificada nas primeiras 24 horas ap0s a cirurgia tem como causas
principais: os fatores relacionados ao procedimento cirdrgico, como pneumotérax e
depressao respiratoria; fatores associados a faléncia da bomba cardiaca, como o
edema agudo de pulmé&o; e alta prevaléncia de arritmias malignas, como a
taquicardia ventricular sustentada e a fibrilagdo ventricular (Mill et al., 2011). Outro
fator que exerce importante impacto na mortalidade é a extenséo da lesdo causada
pelo infarto. Isso contribui ndo s6 para a reducédo da funcdo cardiaca, mas também
no aumento do risco de ruptura do ventriculo esquerdo. Subsequentemente, a
disfuncdo ventricular esquerda e insuficiéncia cardiaca estdo associadas com alta
mortalidade (Zornoff et al., 2009).

As arritmias de fase 1 ocorrem nos primeiros 20 minutos da obstru¢do da coronaria
devido a perturbacdes no potencial de repouso da membrana (Baldo et al., 2008). A
lesdo na membrana e exposi¢cdo do conteudo intracelular leva ao acumulo de
potassio nas fendas extracelulares e reduz o potencial de repouso da membrana, o
que interfere com a geragdo e conducao do estimulo elétrico através do ventriculo.
J& as arritmias que ocorrem mais tardiamente tem o desacoplamento elétrico como
principal envolvido, embora os mecanismos sejam mal compreendidos. Juntas, as
fases 1 e 2 arritmias ventriculares sdo coincidentes com os periodos de mortalidade
durante o primeiro de 24 h ap6s o infarto do miocéardio (Mill et al., 2011).

ApOs este periodo inicial de arritmia, o remodelamento ventricular tanto na area peri-
infarto quanto em regibes remotas do tecido da cicatriz afetam as propriedades
elétricas do miocéardio, que pode predispor a fibrilagdo ventricular e morte subita
cardiaca. Entre as alteracOes esta a expressao e funcdo de canais ionicos. Podem
ocorrer reducOes da expressdo e corrente de algumas subunidades de canais de
potassio no ventriculo esquerdo, inclusive com diferencas entre as camadas
subendocardica e do epicéardio, o que afeta o processo de repolarizacdo. Como esse
processo ndo é homogéneo entre todo o miocéardio, a repolarizacdo pode tornar

assincrona em diferentes partes do ventriculo esquerdo, aumentando a
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susceptibilidade para o desenvolvimento arritmias ventriculares, principalmente por
circuitos reentrantes (Santos et al., 1995). A sobrecarga de calcio intracelular apés o
infarto também pode predispor ao aparecimento de despolarizacdo ectdpica antes
da repolarizagdo completa. A partir de uma vista eletrofisioldgica, tem sido proposto
que as alteracdes na expressdo e na funcionalidade das proteinas que manuseaiam
0 calcio pode favorecer a instabilidade. Assim, dentre as consequéncias do
remodelamento elétrico, incluem a liberacdo espontanea de calcio do reticulo
sarcoplasmatico, aumento da expressdo do trocador Na/Ca, prolongamento do
potencial de acdo, dispersdo de repolarizacdo e redugcdo da velocidade de
conducéo, efeitos que suportam o mecanismo reentrante como forma bésica para

geracado de arritmias em coracdes infartados (Opitz et al., 1995; Mill et al., 2011).

Todas essas alteracbes no remodelamento elétrico no coragcdo que cria um
substrado arritmogénico parecem estar agravadas pela presenca de hipertensao
aterial. Isso pode ser percebido pela alta mortalidade entre os 10 primeiros dias do
infarto nos animais SHR. Acreditamos que essas altera¢cdes se misturam com as
alteracbes da matriz extracelular e hipertrofia cardiaca associados a pressao
elevada e aumentam o risco para o desenvolvimento de arritmias ventriculares e

morte subita nesses animais.

A dieta rica em sodio tem sido reportada nos ultimos anos promover um conjunto de
alteracOes sobre o sistema cardiovascular que afetam a mortalidade por doencas
cardiovasculares. Um trabalho anterior do laborat6rio mostrou aumento da atividade
arritmogénica apés o IM em animais normotensos submetidos a altas concentracdes
de sédio antes da cirurgia. Esse aumento ocorreu independentemente do tempo de
administracdo da dieta antes da cirurgia (1 ou 30 dias) e da hipertrofia ventricular
desenvolvida pelo alto sal (Baldo et al, 2012).

Como as doencas cardiovasculares sdo a primeira causa de morte no mundo,
diversos paises tém instituido politicas de redu¢do do consumo de sodio. Entretanto,
isso ainda € motivo de muita discussdo. O motivo que argumenta a tentativa de
alterar a dieta da populacdo para modificar a ingestdo de um Unico nutriente é a
discrepancia de evidéncias que o baixo sodio realmente impede a mortalidade, e

qual o valor de sédio excessivo para o risco cardiovascular. Em 2014, Graudal et al.
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publicou uma meta-andlise com 25 estudos e identificou uma associagdo em forma
de "U" da ingestdo de sbédio com o aumento mortalidade acima e abaixo desses
limites. Concluindo que ambas dietas baixo e alto de sodio foram associados com o

aumento da mortalidade.

Apesar do nosso estudo analisar apenas a influéncia da introducéo dessas dietas
apos o infarto, encontramos certa semelhanca com os resultados descritos acima.
Ao examinar a curva de sobrevida, nds observados que os ratos Wistar alimentados
com alta dieta de sbédio exibiram maior mortalidade, enquanto no grupo alimentado
com baixa dieta de sodio, a mortalidade foi menor, mas ocorreu mais precocemente
quando comparada com animais que receberam dietas com sédio normal ou alto.
Visualizamos assim, um desenho em "J" da ingestdo do sddio com o aumento da
mortalidade, com alguns autores tem proposto (Alderman 2010; Alderman & Cohen,
2012). Isso significa que introduzir uma dieta com o dobro de sddio apds o infarto
aumento o risco de morte, e introduzir uma com baixo sédio ndo interfere na

mortalidade apdés o infarto.

Como a ativacdo simpatica ap0s o infarto aumenta a mortalidade porque facilita o
desenvolvimento de arritmias ventriculares com risco de vida (Mill et al., 2011). N6s
sugerimos que as arritmais podem ser supostamente um mecanismo envolvido na
mortalidade precoce em animais do grupo de baixo sédio. JA naqueles animais
sujeitos a alta ingestao de sédio, entretanto, a mortalidade pode ser causada por um
aumento na suceptibilidade para arritmias ventriculares precoces ap0s infarto e pelo
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca. Ambas as hipoteses tem sido

demonstradas (Baldo et al. 2012; Katayaman et al., 2014).

Ja na presenca de hipertensdo, o efeito do baixo e do alto sodio ndo aparece.
Acreditamos que isso ocorra pelo remodelamento ventricular decorrente da doenca
hipertensiva afetar as respostas neuro-humorais e os fatores inflamatérios
contribuindo para as altas taxas de mortalidade. Um estudo em fase aguda ajudaria

a esclarecer essas questoes.
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5.3. Extenséao do infarto

A perda de tecido contrétil apos o infarto inicia um processo progressivo nas areas
infartadas e néo infartadas do coracao, para presenvar a funcéo cardiaca. Um dos
marcadores chave para a insuficiéncia cardiaca ap0s o infarto € o alargamento
venticular esquerdo, e a extensdo deste alagramento € primariamente determinada

pelo tamanho do infarto.

O tamanho do infarto ndo € uniforme em todos os animais devido a incapacidade de
se ocluir a coronaria exatamente no mesmo ponto, e de eventuais variacdes
anatémicas entre eles. Por isso somente animais com area de infarto acima de 25%
foram selecionados. Em nosso estudo, mudancas na dieta de sédio introduzida
imediatamente apods ligadura da corondria parecem néo ter efeito no tamanho do
infarto. Resultados similares tem sido relatado por Dikon et al. (2004), em que o
tamanho do infarto foi similar em animais nefrectomizados alimentados com dieta de
baixo sédio. Por Westendorp et al. (2004), em ratos Wistar alimentado com dieta de
baixo (0,05%) por 10 semanas, e por De Resende & Mill (2007), que encontraram

tamanho de infarto similar em ratos alimentados com grande quantidade de sédio.

Ja a alta ingestdo de sodio (1% NaCl na 4gua de beber) oferecida por 4 semanas
antes de uma injuria de isquemia-reperfusdo em coracao isolado de rato, reduziu o
tamanho do infarto comparado ao grupo controle (Mozaffari et al., 2006). O motivo
para ocorréncia desse fato ndo foi identificado. No entanto, nossos dados nao nos
permite determinar se manipulacdes na dieta antes da ligadura coronariana é capaz
de influenciar a extensdo do dano cardiaco produzido durante a oclusao

coronariana. Mais estudos sédo necessarios para responder essa questao.

5.4. Avaliagdes ponderais e fisioloégicos

Nossos dados mostram que a severa restricdo de sal deprime o crescimento

corporal em ratos infartados e nao infartados. A supressédo do crescimento parece
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ndo ser devido a uma menor ingestédo caldrica porque as dietas foram isocaléricas e
a ingestdo de racdo foi relativamente estavel entre 0s grupos que consumiram
conteudo diferente de sédio. A ingestdo de muito baixo sédio, entretanto, pode
mudar o perfil hormonal. Em nossos experimentos, os ratos SHAM alimentados com
dieta de baixo sédio exibiram também baixo peso corporal ou menor peso corporal
comparado com aqueles animais alimentados com dieta padrao ou de alto sédio. Em
um estudo por Coelho et al, ratos receberam uma dieta de baixo s6dio do desmame
até a décima segunda semana de idade. A baixa ingestdo de sédio aumentou o
ganho de peso, mas ndo afetou os niveis dos horménios tireoidianos T3 e T4 ou a
atividade exploratdria dos animais. Entretanto, houve uma diminuigdo nos niveis do
horménio estimulante da tiredide (TSH), termogenina, e leptina (Coelho et al., 2006).
O resultado de outros estudos examinando diferentes espécies de animais e graus
de restricdo de sal tem resultados inconsistentes, com ganho de peso (Ruivo et al.,
2006) ou nenhum mudanca no peso (Westendorp et al., 2004; Tikellis et al., 2012;
Mori et al., 2009; Suematsu et al., 2010; Trongtorsak et al., 2003; Shao et al., 2013).
Em adicdo, ndo se pode descartar a possibilidade da reducéo da ingestdo de sddio
alterar a absorcdo dos nutrientes essenciais (Garriga et al., 1999; Garriga et al.,
2001), mesmo que a Unica diferenca entre a racao padréo e racdo de baixo sédio foi

a quantidade de sédio na racao.

5.5. Parametros funcionais

Estudos epidemiolégicos mostram que a alta ingestdo de sodio é um fator
importante de alteracdes cardiovasculares e renais associadas ao desenvolvimento
de hipertensdo. Além disso, estudos em animais SHR comprovaram que a
sobrecarga de sal agrava o efeito da hipertensdo (Ahn et al., 2004). Corroborando
esses estudos, nés observamos pelas analises de pressado obtidas no animal
acordado que o consumo de alto sédio, desenvolveu hipertensdo nos animais
normotensos, € a agravou nos animais hipertensos. Apesar de Cordaillat et al.

(2005) e Ferreira et al., (2010) nao terem observado alteragcdes na presséo arterial



Discussao 109

em ratos normotensos apods ingestédo cronica de altas e diferentes concentracfes de

sal.

Gao et al. (2011) estudaram o efeito de diferentes concentracdes de sodio na dieta
de animais normotensos e SHR. Eles observaram elevacdo da presséo arterial em
ambos animais com a sobrecarga de sal (4 e 8%) em relacdo ao controle (0,5%),
mas sem diferenca na pressao entre essas dietas com sodio elevado. Entretanto, os
animais controle ja apresentavam um valor de presséo sistélica elevada (152 mmHg)
e o nivel de sédio definido como controle, apresenta valores semelhantes a nossa
dieta hiperssddica. Resultado semelhante foi observado por Varig et al. (2006) em
Wistar e SHR com dietas de controle de 0,7% e hiperssodica de 8%. Isso significa
que elevagbes ndo extremas de sédio ja elevam a presséo arterial de animais

normotensos e agrava a hipertensédo nos SHR.

A restricdo de sodio na dieta € recomentados para pacientes hipertensos como um
importante suplemento a terapia anti-hipertensiva. Em condicbes estritamente
controladas, a reducao de sddio (3,6 g/dia aproximadamente) leva a uma reducéo de
1-6 mmHg na presséo arterial sistélica. Em nosso estudo, a dieta hipossédica ndo
preveniu a elevacdo da pressao nos animais hipertensos acordados. Somente, sob
efeito analgésico apareceu o efeito hipotensor do baixo em animais normotensos e

hipertensos.

Gao et al., (2011) observaram ainda que somentes grandes sobrecargas de sal (8%)
sao eficientes para induzir disfuncdo ventricular em SHR. O mesmo nao foi
observado em wistar em que as dietas ndo originaram disfungdo ventricular.
Segundo seus achados, o tempo critico para desenvolvimento de hipertrofia
compensada para descompensada em SHR é de 8 a 12 semanas ap0s sobrecarga
elevada de sodio na dieta (8%), o0 mesmo ndo ocorre com contetudos de soédio
menores. Essa disfuncdo esta associada com aumento do estresse oxidativo e da
resposta pré-inflamatéria. Um acimulo de evidéncias sugerem que o excesso de
sédio promove um aumento da angiotensina Il, que tem um importante papel na
ativacdo da Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato (NADPH) oxidase na
hipertensdo com contribuicdo direta na producdo de espécies reativas de oxigénio

(Rajagopalan et al., 1996).
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Nossos dados sugerem que a manipulacdo da ingestdo de sodio apds infarto do
miocardio tem pouca influéncia no desempenho ventricular esquerdo. Assim, as
diferentes dietas ndo afetam as alteracdes da funcdo ventricular pelo infarto,
independentemente da pressdo arterial, visto pelo efeito analogos na PDFVE e
dP/dt. A perda de peso na ultima semana nos animais IM-SHR hiperssodico pode
ser um sinal de evolugao para um quadro de hipertrofia descompensada.

Esses resultados sdo consistentes com os resultados de um estudo in vitro no qual a
baixa dieta de sal (0,05% NacCl) ndo afetou a funcdo ventricular no coracao isolado
apos infarto do miocardio (Westendorp et al., 2004). Esses resultados sdo também
consistentes com um estudo in vivo que demonstrou que ratos infartados tiveram
significante diminuicdo da dP/dt + maxima do ventriculo esquerdo comparada com o
grupo controle sob sobrecarga de sal (de Resende & Mill, 2007). Além disso, a
ingestao e baixo (0,015% NaCl) e alto (0,9% NacCl) cronicamente nao teve efeito na
fracdo de ejecao e de encurtamento apos o infarto do miocardio (Urabe et al., 2006).
Entretanto, estudos devem ser comparados com cautela porque o contetdo de sédio

da dieta e o periodo de tratamento ndo sao uniformes.

5.6. Avaliacdes morfométricas

O aumento na deposicdo de colageno e hipertrofia dos midcitos sdo duas mudancas
que contribuem para o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca no periodo poés-

infarto.

O aumento nos niveis de colageno no tecido nao-infartado é um passo critico que
contribui para disfunc@o contratil cardiaca e remodelamento estrutural apos infarto
(Mill, et al., 2011; Bujak et al., 2007). Numerosos estudos tem observado uma
ativacdo do SRAA cardiaco apés o IM. O aumento da producéo local de aldosterona
e angiotensina Il estimula a deposicdo de colageno ao longo das cadeias de
midcitos cardiacos. O envolvimento da aldosterona no processo tem sido confirmado
pela observacdo de antagonistas de aldosterona reduzirem a extensdo da fibrose
(Fraccarollo et al., 2003).
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As relacbes entre ingestao de sodio e SRAA local sdo ainda pobremente estudadas.
Urabe et al. (2006) apresentaram que a dieta de baixo soédio contribuiu
positivamente para cardioprotecdo e que esse efeito pode estar relacionado com a
reducdo da deposicdo de colageno, apesar dos altos niveis de aldosterona
plasmética. Esses dados, entretanto, ndo foram confirmados em nosso estudo
porque o aumento da deposicdo de colageno apds o infarto permaneceu estavel
mesmo no grupo infartado dado dieta de baixo sodio. Porque a deposicéo
miocardica de colageno é fortemente regulada pelo SRAA local, nossos dados
sugerem que o SRAA cardiaco ndo é regulado pelo sodio, em contraste com o
SRAA enddcrino, que é fortemente ativado pela reducdo da ingestdo de sddio.
Alternativamente, nossos dados sugerem que o SRAA local pode estar totalmente
ativado em ratos infartados. Assim, manipulacdes adicionais do SRAA sistémico nao

exerceu influéncia adicional no coracao.

Em nosso estudo, a presenca de hipertensao arterial associado com dieta de baixo
sédio aumentou a quantidade de coldgeno depositado no miocéardio. Assim, tanto
dietas de baixo como de alto sédio intensificam o processo de remodelamento por

aumentarem a quantidade de fibrose depositada no miocéardio de ratos hipertensos.

Como tem sido observado para deposicdo de colageno, o desenvolvimento de
hipertrofia cardiaca apdés o IM também é estimulado por diversos fatores, incluindo
sobrecarga hemodinamica e ativacdo neuro-humoral. O processo de hipetrofia
cardiaca ocorre assimetricamente para assegurar a adaptacdo funcional da
sobrecarga hemodinamica. Nossos dados suportam esse ponto de vista porque
animais infartados exibiram aumento da massa cardiaca e aumento da area de
seccao transversa do miécito comparado com os ratos SHAM, tanto normotensos

como hipertensos.

Tem sido repetidamente demostrado que o excesso de sal aumenta o peso da
camara ventricular pelo aumento da quantidade de matriz extracelular e tamanho
dos midcitos, um efeito que € parcialmente modulado pelo SRAA local e conhecido
ser independente da pressao arterial (Ferreira, et al., 2010). Aqui, ndés também
observamos um pequeno mas néo significante efeito nos ratos SHAM e nenhum

efeito nos ratos com IM tanto em Wistar como em SHR. Dessa forma, nossos dados
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sugerem que o crescimento hipertrofico parece ser totalmente ativado pelo infarto,

com nenhuma ativacao adicional que pode ser atribuida por outros fatores.

Tem sido relatado que a baixa dieta de sédio suprime a hipertrofia cardiaca pos-
infarto (Urabe et al., 2006) e potencializa o efeito anti-hipertréfico de algumas drogas
apos o infarto (Westendorp et al., 2004) ou em ratos espontaneamente hipertensos
(Griffiths et al., 2001). Entretanto, 0 mecanismo subjacente desse fenbmeno néo é
completamente entendido. Em nosso estudo, o baixo-s6dio ndo afetou a massa
cardiaca nem a area de seccdo transversa. Os valores mais baixos de peso
ventricular e a menor area de seccao transversa dos midcitos apds o infarto em
Wistar em SHR ndo podem ser correlacionados como anti-hipertrofico porque o
mesmo comportamento foi obtido nos animais SHAM. Assim, a introdugéo de baixa
dieta de sédio apés o infarto ndo previne o processo de hipertrofia ventricular apés o

infarto.

5.7. Rigidez e dilatacéo

Resultados anteriores mostraram que ratos SHR com 10 meses de idade
apresentam aumento da rigidez do ventriculo esquerdo em compara¢do com ratos
Wistar, verificada pela andlise da curva presséo-volume (Baldo et al 2011). Nossos
resultados confirmam esse aumento ja no quarto més de vida do animal. A dieta de
alto sal ndo aumentou a rigidez ventricular esquerda. Entretanto, um aumento do
valor da constante de rigidez foi detectado em animais sob dieta hipossédica. Nao
se pode descartar, entretanto, que tal aumento se deva ao protocolo experimental
utilizado uma vez que o volume injetado ao longo do tempo foi constante para todos
os corac0Oes, independentemente do tamanho do coracdo. Como nos ratos sob dieta
hipossédica o volume cardiaco diminuiu (bem como a massa ventricular), ndo se
pode descartar que o volume relativo injetado nos animais sob dieta hipossédica
tenha sido maior, levando a valores mais altos de presséo. Desta forma, a concluséo
de que uma dieta hipossddica leve a aumento de rigidez ventricular deve ser

interpretada com cautela.
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Com o infarto e alto sal, os animais hipertensos ndo apresentaram alteracdes da
rigidez ventricular quando comparados aos animais em dieta padrdo. Entretanto, a
rigidez foi aumentada quando comparado ao SHAM em dieta hiperssodica. A
hipertensdo induz ao processo de remodelamento cardiaco progressivo, que
consiste em aumento do tamanho do cardiomiocito e acumulo de fibrose. Esse
processo patolégico ocorre de forma heterogénea na parede do ventriculo esquerdo
com a adicdo de sodio (8% NaCl) na dieta. Segundo Ishizu et al., (2014), o processo
de remodelacéo ocorre de forma diferente entre as 3 camadas do coracdo, sendo
mais acentuada na camada subendocérdica. Isso foi observado pelo aumento
progressivo da expressao miocardica de colageno tipo | / lll, da cadeia pesada de -
miosina, e da isoformas B-MHC / a-MHC apés 4, 8 e 12 semanas de sobrecarga de
sal (Ishizu et al., 2014). Com 4 semanas, essas respostas ndo foram evidentes. Com
8 semanas ha aumento de fibrose apenas na camada endocardica, e hipertrofia nas
camadas subendocardica e mesocéardica. Na 122 semana, a diferenca de fibrose é
evidente nas demais regides do miocardio e a hipertrofia apenas acentua nas
camadas internas e nao altera na epicardica. A hipertrofia miocardica e aumento da
fibrose tem papéis importantes na manutencédo da rigidez sistélica e diastolica da
camara na presenca de sobrecarga de presséo cronica. Em especial, quantidades
excessivas de colageno séo o principal determinante da rigidez passiva da camara

na doenca hipertensiva (Brower et al., 2006).

Nossos dados corroboram os resultados acima com aumento de fibrose pelo sal em
SHR, apesar de a medida ter sido obtida na regido mesocardica. Entretanto, ndo ha
aumento do tamanho da seccdo transversa dos miécitos nesses animais. NOs
sugerimos que pela quantidade de sodio utilizada na dieta ser inferior ao estudo de
Ishizu et al., (2014) ndés ndo obtivemos uma resposta hipertrofica tdo acentuada.
Entretanto, esse valor foi suficiente para aumentar a deposicdo de fibrose e

consequentemente a rigidez ventricular desses animais.

Uma resposta surpreendente pelo alto sal apos o infarto foi a auséncia de dilatacéo
da camara ventricular nos animais hipertensos, apesar da area de infarto ser
semelhante a dos demais grupos. Uma resposta esperada seria o afinamento da

regido infartada, aumento da espessura da parede remanescente e dilatagdo da
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camara ventricular. Assim, a elevagdo do raio da cavidade/espessura da parede

caracterizam a hipertrofia excéntrica pos-IM.

Entretanto, o alto sal parece induzir uma hipertrofia concéntrica nos animais SHR
infartados. Uma hipdtese seria um aumento adicional pelo alto sal da resisténcia
arterial com elevacéo da tenséo de parede ventricular durante a sistole e replicacao
em paralelo dos sarcomeros, com diminuicdo da relagao raio da cavidade/espessura
da parede devido ao aumento de seu denominador. Segundo Kagota et al. (2002),
ratos hipertensos sujeitos a alta dieta de sal apresentaram prejuizo do relaxamento
dependente e independente do endotélio em anéis isolados de aorta por diminui¢éo
da biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO). O prejuizo na producdo de NO resulta
em excesso de TGF-B que promove reducdo da complacéncia vascular e aumento
da constricdo arterial (Sanders 2009). Acreditamos que essa resposta possa estar

acentuada apos o infarto do miocardio nos animais hipertensos.
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6. CONCLUSAO

A baixa ingestdo de sédio apds o infarto do miocardio ndo preveniu o aumento da
deposicao de colageno e hipertrofia ventricular em ratos. Além disso, o baixo sodio
nao teve efeito na mortalidade, tamanho do infarto, ou fungéo ventricular. Assim, a
introducdo imediata de uma dieta de baixo so6dio apés o infarto ndo afeta a
progressao do remodelamento cardiaco e a disfungéo ventricular esquerda em ratos.
A ingestao de sodio em niveis ndo tdo elevados ja sdo suficientes para aumentar a
pressdo arterial de animais normotensos, e agravar a hipertensdo de ratos SHR.
Além disso, aumenta o volume de coldgeno e o peso dos ventriculos nos animais
normotenso, mas nao prejudica a funcédo ventricular. Nos hipertensos, o alto sddio
apos o infarto, exacerba a rigidez da camara ventricular. J& em normotensos, ha

aumento da mortalidade apds o infarto.
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