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1. Introducgao



O processo de remodelacdo cardiaca é definido como variacdes
celulares, moleculares e intersticiais, que se manifestam clinicamente por meio de
alteracdes no tamanho, massa, geometria e na funcdo do coracdo, em reposta a
determinada agressao®?.

A principio, a remodelacdo ventricular tem como objetivo manter a
funcdo cardiaca estdvel em situacées de agressdo. Cronicamente, entretanto, com
a continuidade do processo, ocorre disfuncio ventricular progressiva e morte ®.
Por esse motivo, intimeras estratégias vém sendo utilizadas para prevenir ou
atenuar o processo de remodelacdo ventricular secunddrio a diversos estimulos.
Por outro lado, estratégias que intensificam a remodelacdo devem ser evitadas.

Os mecanismos moduladores da remodelacio ainda nao estdo
totalmente esclarecidos. Aceita-se, entretanto, que esse processo é influenciado
por diversos estimulos, como: fatores mecanicos (sobrecarga hemodinamica,
pressorica ou volumétrica), bioquimicos (angiotensina II, endotelina 1,
catecolaminas, fator de necrose tumoral, interleucinas 1 e 6, fator de
crescimento transformador B1, fator de crescimento simile-insulina 1, éxido
nitrico, calcio, estresse oxidativo) e genéticos (cardiomiopatia hipertréfica e
dilatada) que podem desencadear ou regular a remodelacdo cardiaca®*>®.

Independente do estimulo, uma das caracteristicas mais marcantes
do processo de remodelacdo é a modificacdo do padrdo de expressdo de genes
que codificam diversas proteinas. Por exemplo, ocorre aumento ou a re-expressao
de genes do periodo fetal, tais como peptidio natriurético atrial, a enzima
conversora de angiotensina e as isoformas fetais de proteinas contrateis. As
causas e as possiveis vantagens ou desvantagens desse comportamento ainda nao
estdo suficientemente esclarecidas. Aceita-se, entretanto, que a expressdo
genética fetal seja tanto um marcador como um dos mecanismos propriamente
envolvidos na progressio do processo de remodelagdo cardiaca, até o
aparecimento da disfuncio ventricular®.

A associagdo entre mudanca de expressdo e disfungao ventricular é
complexa e envolve a sintese alterada de proteinas, as quais participam dos

aspectos: estrutura e funcao cardiaca.
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Entre os diversos fatores que, potencialmente, podem ter papel
fisiopatolégico na progressdo da disfuncdo ventricular no coracdo remodelado
destacam-se:

v Morte Celular - é classificada como perda progressiva de midcitos e pode
participar da deterioracdo da funcao ventricular. Podemos identificar trés
mecanismos de morte de midcitos: a autofagia, a necrose e a apoptose ou
morte celular programada®.

v Alteracbes das Proteinas Contrdteis - o processo de remodelacdo ventricular
caracteriza-se por alteracdes da miosina, a principal proteina contratil
composta de um par de cadeias pesadas (a e B) e dois pares de cadeias leves.
A capacidade ATPdsica da miosina depende de sitios ativados localizados nas
cadeias pesadas, possuindo a fracdo o« a maior capacidade ATPasica, a qual
determina a capacidade contratil dos midcitos. Durante a remodelacéo, ha
predominio da forma fetal das cadeias leves de miosina. Além disso, ocorre
aumento da forma p e diminuicdo da fracdo o, o que poderia justificar a
depressdo funcional que acompanha a remodelacdo®.

v Fibrose - o coldgeno é uma das formas celulares presentes no miocardio e
possui varias fungdes como: regular a apoptose, resistir as deformacoes
patolégicas, manter o alinhamento das estruturas, regular a distensibilidade
cardiaca e a transmissdo de forca durante o encurtamento das fibras
cardiacas. Portanto, o tecido coldgeno é importante modulador da funcao
cardiaca sistolica e diastélica. Ja estd bem documentado que ha acumulo de
colageno (fibrose) em diversas situacdes patoldgicas, como por exemplo, no
infarto agudo do miocdrdio. Nessas condicdes, a fibrose estd associada a
deterioracido da funcdo ventricular® 1,

v Alteracdes das Metaloproteases - as fibras coldgenas sao resistentes a
degradacdo causada pela maioria das proteases, entretanto, algumas
enzimas possuem atividade colagenolitica, entre as quais se destacam as
metaloproteases. Essas enzimas encontram-se na forma inativada, podendo
ser ativada por uma série de estimulos, como mecanicos, isquémico, entre

outros. Sendo assim, quando ativada, ocorre quebra da rede de coldgeno
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interfibrilar podendo haver intimeras consequiéncias, tanto na arquitetura
como na funcio ventricular®?.

v Alteracdes da via Beta-adrenérgica e Transporte de célcio - estas duas vias
sdo responsdveis pelo transito de cdlcio nos midcitos, o qual possui papel
importante na contracdo e relaxamento do miocardio. Portanto, alteragdes
nessas duas vias desempenham papel critico na deterioracdo na funcao
cardiaca no coracdo remodelado®.

v Citoesqueleto - formado por diversas proteinas (tubulina, desmina e titina),
que contribuem para a manutencdo da geometria, da integridade estrutural,
da resisténcia mecanica dos midcitos cardiacos e na transmissao de sinais de
membrana celular ao nucleo. Especula-se que anormalidades do
citoesqueleto desempenham papel de destaque da deterioracdo da funcao
cardiaca no coracdo remodelado®®.

v Déficit Energético - é responsavel pela alteracdo na funcdo cardiaca que
resulta no desequilibrio entre oferta e consumo de oxigénio. Em
consequiéncia, todas as proteinas miocardicas com capacidade ATP4sica,
como as de cadeia da miosina e as responsaveis pela captacdo de célcio pelo
reticulo sarcoplasmatico, podem apresentar déficits em suas fungdes, com
deterioracido da funcdo cardiaca sistdlica e diastélica®®.

v Hipertrofia e Alteracdes Geométricas - um dos principais mecanismos pelos
quais o midcito se adapta a um determinado estimulo é o processo de
hipertrofia. Usualmente, o padrdo existente nas fases avancadas de
disfuncdo ventricular é do tipo excéntrica. Atualmente, aceita-se que
mudancas geométricas poderiam mudar as condicbes de carga a que o
coracdo ¢ submetido e comprometer a funcio global do coragdo™.

Nos ultimos anos, diversos pesquisadores tém se preocupado com o
papel da alimentacdo no processo de remodelacdo cardiaca. Em diferentes
modelos experimentais, em situagoes fisiologicas ou patoldgicas, varios estudos
mostraram que alteracdes de diferentes componentes da dieta podem resultar
em modificacdes bioquimicas, no ritmo, na funcdo e na morfologia do coracao.
Portanto, especula-se que componentes da dieta possam atuar como agressor ou

modulador da remodelacido cardiaca®™.
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Recentemente, nosso laboratério passou a utilizar a dieta AIN-93. Essa
dieta é amplamente utilizada em modelos experimentais por possuir composicao
quimica definida, os vdrios componentes dietéticos sdo identificados e
quantificados @®. Adicionalmente, dietas com composicdo definida permitem
modificacdes especificas em alguns componentes como, por exemplo, diminuicao
na quantidade de determinada vitamina. Em estudo piloto de nosso laboratério,
ratos Wistar alimentados com a dieta AIN-93 foram submetidos ao infarto do
miocdrdio experimental, por oclusdo da artéria coronaria esquerda. De forma
surpreendente, observamos elevada taxa de mortalidade com a dieta AIN-93.
Nesses animais, a mortalidade na fase aguda (<48 horas) foi ao redor de 80%.
Esses numeros sdo diferentes do padrdo observado em estudos prévios, que
observaram mortalidade de 40-60% nas primeiras 48 horas®”. Nesse periodo, a
principal causa de morte sdo as arritmias, principalmente taquicardia ventricular
sustentada e fibrilacdo ventricular. Outras potenciais causas de obito sdo a
remodelacdo e a disfuncdo ventricular grave. Na fase crénica do infarto, entre o
periodo de 48 horas e 3 meses, a mortalidade dos animais alimentados
previamente com a AIN-93 situou-se ao redor de 50%. Usualmente, a mortalidade
apos 3 meses é de 30%, em consequiéncia da remodelacio ventricular®™

Cabe ressaltar, que quando o estudo piloto foi desenvolvido nao havia um
grupo de animais alimentados com outra dieta que pudesse servir de controle e
assim, a alta mortalidade ser confirmada.

Pelo exposto, consideramos a possibilidade de que algum
componente da dieta AIN-93, em excesso ou deficiéncia, poderia ser responsavel
pelo aumento de mortalidade apés o infarto observado em nosso estudo piloto.
Adicionalmente, o aumento da mortalidade poderia estar relacionado a presenca

de arritmias ou estar associado ao processo de remodelacao ventricular.
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2. Hipotese



A dieta AIN-93 aumenta a mortalidade apés o infarto agudo do

miocdardio em ratos.
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3. Objetivo



Avaliar a influéncia da dieta AIN-93 na mortalidade e no processo

de remodelacédo cardiaca apds o infarto agudo do miocardio em ratos.
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4. Material e Métodos



4.1 Protocolo Experimental

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu-Unesp (protocolo
numero 562(2006), estando em conformidade com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA).

Para este estudo foram utilizados ratos da raca Wistar, machos,
provenientes do Biotério do Laboratério Experimental da Clinica Médica da
UNESP de Botucatu. Apés o desmame (aproximadamente 21 dias), os animais
foram divididos em dois grupos: Grupo controle (n=62), formado pelos animais
que receberam a dieta padrdo de nosso laboratério (Labina); Grupo AIN93
(N=70), formado pelos animais que receberam a dieta AIN-93.

Com 150g de peso corporal, foi aferida a pressdao arterial e a
frequéncia cardiaca dos animais de ambos os grupos. Posteriormente, entre 200 -
250g, os animais foram submetidos ao infarto experimental. Apés 3 meses do
infarto foi realizado o ecocardiograma para avaliacdo morfoldgica e funcional
cardiaca. Em seguida os animais foram anestesiados e sacrificados para coleta do
material para o estudo morfométrico. A mortalidade dos animais foi observada
diariamente desde o infarto até o momento do sacrificio.

Paralelamente, em 5 animais de cada grupo, sem infarto, com peso
entre 200-250g, foi realizada coleta de sangue para andlise dos eletrélitos séricos
(calcio, sédio, magnésio, fosforo e potdssio). Posteriormente, esses animais foram
sacrificados.

O consumo de racdo e o peso corporal dos ratos foram aferidos
semanalmente, utilizando-se uma balanca digital Mettler® modelo Spider 2. Até o
infarto, os animais foram acondicionados em gaiolas de polipropileno individuais
forradas com maravalha de Pinus esterilizada, com tampa de arame cromado,
ambiente com temperatura (22 - 26°C) e luminosidade (ciclo claro e escuro -
12h) controlados. Apés o infarto, foram acondicionados grupos de 5 animais por

gaiola e mantidas as mesmas condi¢des citadas anteriormente.
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4.2 Dosagem de Eletrolitos

Amostras de sangue foram coletadas quando os animais alcancaram
peso entre 200-250g. Ao invés de irem para o infarto experimental, esses
animais foram sacrificados por alta dose de anestésico pentobarbital sédico e,
posteriormente, o sangue armazenado nos ventriculos foi coletado por puncao.
Em seguida, o sangue foi centrifugado por 10 minutos a 2000 rpm para a
obtencdo do soro. A partir dessas amostras foram determinados os seguintes
eletrdlitos: fosforo, célcio, sédio, magnésio e potdssio. Os métodos e os valores de
normalidade dos parametros laboratoriais que foram utilizados estao detalhados

na tabela 1.

4. MATERIAL E METODOS 12



Tabela 1 - Métodos de andlise e valores de normalidade dos eletrdlitos séricos.

Eletrolito Método Valor de Normalidade

Fosforo Colorimétrico, quimica sgeé:g com Molibidato. Vitrus 5,8 — 11,2 mg/dl
- Colorimétrico, quimica seca com Arsenazo Il
Célcio Vitrus 950 5,3 -11,6 mg/dl
Sédio Potenciometria, quimica seca. Vitrus 950 135 — 146 mmol/L
Potassio Potenciometria, quimica seca. Vitrus 950 4,0 — 5,9 mmol/L
Magnésio Colorimétrico, quimica seca. Vitrus 950 —

4.3 Pressao Arterial Sistdlica e Freqiiéncia Cardiaca

Para afericdo da pressdo arterial sistdlica, os ratos foram
previamente aquecidos a temperatura de 40°C por 5 minutos, em caixa de
madeira (50X40cm) forrada com maravalha de Pinus autoclavada, com a
finalidade de produzir vasodilatacdo da artéria caudal. A pressdo arterial da
cauda foi medida por plestimografia, utilizando-se electro-sphymomanometer,
Narco Bio-System®, modelo 709-0610 (International Biomedical, Inc, USA). O
manguito foi colocado em torno da cauda do animal e conectado a transdutor de
pulso (Gould). O manguito foi insuflado a valor superior a pressdo arterial
sistolica, e, em seguida, desinsuflado, para registro das pulsacbes arteriais em

poligrafo Gould, modelo RS 3200 @®.

4.4 Infarto do Miocardio Experimental

O infarto do miocdrdio foi produzido de acordo com método
descrito previamente 71?2V O procedimento foi feito pelo mesmo pesquisador
durante todo periodo do estudo e o mesmo nao tinha conhecimento de que
grupo pertencia cada animal. Os ratos, pesando entre 200-250g, foram
anestesiados com cloridrato de cetamina (50mg/kg) e submetidos a toracotomia
lateral esquerda. Apds exteriorizacao do coracdo, o atrio esquerdo foi afastado e

a artéria corondria esquerda ligada com fio mono-nailon 5.00 entre a saida da
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artéria pulmonar e o atrio esquerdo. A seguir, o coracdo retornou ao torax, os
pulmdes inflados com pressdo positiva e o térax fechado por suturas com linha

de algodao 10.

4.5 Avaliacao Morfologica e Funcional pelo Ecocardiograma

Apds trés meses do infarto, os animais sobreviventes foram
anestesiados com cloridrato de cetamina (50mg/kg) e cloridrato de «ilidino
(Img/kg), por via intramuscular, para o estudo ecocardiografico. Apds a
tricotomia da regido anterior do térax, os animais foram posicionados em
aparato de madeira préprio e colocados em decubito lateral esquerdo, para
realizacdo do ecocardiograma, utilizando-se equipamento da Philips (HDI 5000)
dotado de transdutor eletronico de 12 MHz. A avaliacdo dos fluxos transvalvar
mitral e adrtico foi realizada com o mesmo transdutor, operando em 5,0 MHz.

As medidas das estruturas cardiacas foram efetuadas no modo-M,
obtidas com o feixe de ultra-som orientado pela imagem bidimensional, na
posicdo para-esternal no eixo menor. A imagem da cavidade ventricular esquerda
foi obtida posicionando o cursor do modo-M entre os musculos papilares, logo
abaixo do plano da valva mitral. As imagens da aorta e do atrio esquerdo
também foram obtidas na posicdo para-esternal eixo menor, com o cursor do
modo-M posicionado ao nivel da valva adrtica. O registro da imagem
monodimensional (velocidade: 100 mm/s) foi realizado por meio da impressora
modelo UP-890MD da Sony Co. Posteriormente, as estruturas cardiacas foram
medidas de acordo com as recomendacbes da American Society of
Echocardiography®? e ja validadas no modelo de ratos infartados®. As
estruturas cardiacas foram medidas em, pelo menos, cinco ciclos cardiacos
consecutivos. O didmetro diastolico do ventriculo esquerdo (DDVE) e a espessura
da parede posterior do ventriculo esquerdo (EPP) foram medidos no momento
correspondente ao didmetro maximo da cavidade. O didmetro sistélico do
ventriculo esquerdo (DSVE) foi medido no momento da excursdo sistélica

madxima da parede da cavidade. As dreas diastdlicas (AD) e sistdlicas (AS) foram
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medidas no modo bidimensional, por meio de planimetria, em dois planos
paraexternais: eixo longo e eixo menor. A funcéo sistdlica do ventriculo esquerdo
foi avaliada calculando-se a fracdo de variacdo de area (FVA=AD-AS/AD x 100)
@3 obtida pela média dos valores dos dois eixos @?. O volume sistélico (VS) e o
débito cardiaco (DC) foram calculados, segundo a férmula: VS = VTI x =
(VSVE/2)? e DC = VS x FC, onde VTI = integral da velocidade tempo, VSVE
didmetro da via de saida do ventriculo esquerdo e FC = freqiiéncia cardiaca®®. A
VSVE foi medida imediatamente abaixo das cuspides da veia adrtica na posicdo
paraesternal, eixo maior. O tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) medido
corresponde ao tempo entre o fechamento da valvula adrtica e a abertura da
mitral. O fluxo diastdlico transmitral (ondas E e A) foi obtido com o transdutor
na posicdo apical quatro camaras. As medidas referentes aos fluxos foram

realizadas diretamente no monitor do ecocardiégrafo.

4.6 Coleta de Material Biologico

Apés a realizacdao do ecocardiograma, os animais foram submetidos
a eutanasia com dose excessiva de pentobarbital sédico e, posteriormente, foram
retirados sangue, coracdo, pulmao e figado. O sangue contido no ventriculo foi
removido por puncdo e centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm, e a 4°C para
extracdo do soro e, em seguida, congelado a -80°C. O figado, pulméo e coracdo
foram imersos em soro fisiolégico para retirada do sangue. Os ventriculos
esquerdo (VE) e direito (VD) e o atrio esquerdo (AE) foram dissecados e pesados.

Em seguida, foi realizado corte transversal entre 4 a 6 mm do dpice
para a base do VE, pelo fato desta regido refletir a média da area dos resultados
de cortes de todo ventriculo®. Um fragmento de 3 mm foi colocado em formol
tamponado a 10%, juntamente com fragmentos do pulmao, figado e VD por 24
horas, posteriormente foram lavados em agua corrente por mais 24hs e em
seguida, colocados em dlcool 70% antes de serem colocados no bloco de parafina.

Os pesos umidos do VE, pulmao, figado e AE foram aferidos e

posteriormente colocados em estufa a 65°C por 48hs. Em seguida, os pesos
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secos foram aferidos. A relacdo entre peso seco e umido foi utilizada para
caracterizar a porcentagem de liquidos nesses tecidos.

A base do VE foi dividida em 2 segmentos longitudinais e o dpice em
corte transversal. Esses fragmentos e amostras de VD, figado e pulmao foram

congelados a -80°C.

4.7 Estudo Morfométrico

Ap6s ser inserido no bloco de parafina, o corte histolégico do VE foi
seccionado em cortes de 5 micrometros de espessura. Em seguida, foram corados
em lamina com solu¢do Hematoxilina - Eosina (HE) para afericdo da area
seccional transversa dos midcitos (ASM), empregando-se microscépio LEICA DM
LS acoplado a camera de video, que envia imagens digitais a computador dotado
de programa de analise de imagens Image Pro-plus 3.0 (Media Cybernetics, Silver
Spring, Maryland, USA ). Foram mensuradas 50 a 70 células por ventriculo
analisado pela objetiva 40X. Os midcitos selecionados estavam seccionados
transversalmente, apresentavam forma redonda, nucleo visivel no centro da
célula e localizados na camada sub-endocdrdica da parede muscular do ventriculo
esquerdo. As dreas seccionais médias obtidas para cada grupo foram utilizadas
como indicador do tamanho celular.

Laminas coradas pela técnica picrosirius red (sirius red F3BA em
solucdo aquosa dacido picrico) especifico para visualizacdo de coldgeno foram
analisadas. Foram visualizados aproximadamente 20 campos por ventriculo
utilizando objetiva de 40X. Os campos escolhidos estavam localizados longe da
drea infartada e afastados da regido perivascular@®??.

A extensdo do musculo infartado e vidvel nas circunferéncias
endocdrdica e epicdrdica foi determinada por planimetria. O tamanho do infarto
foi calculado pela divisdo das circunferéncias ventriculares endocardicas e
epicardica da regido infartada pelas circunferéncias endocdrdica e epicardica

totais.
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4.8 Composicao quimica da racao

As racbes utilizadas neste estudo passaram por analises

bromatolégicas para andlise: calorias, macronutrientes e minerais.

4.8.1 Método de Determinacgao de Calorias

Para obter a composicdo caldrica, foi adicionado dleo mineral a

racdo e feita a leitura no calorimetro PARR.

4.8.2 Método de Determinacao de Proteina

A composicdo protéica foi determinada pelo Método de Kjedahl®®.

O valor de proteina foi obtido pela multiplicacao do fator 6,25.

4.8.3 Método de Determinacgao do Lipidio

A composicao lipidica das racdes foi determinada pelo método

gravimétrico proposto pelo Instituto Adolfo Lutz®?.

4.8.4 Método de Determinacao do Carbohidrato

O carboidrato (CHO) foi quantificado pela seguinte equacéo:

CHO = 100 - (EE + PB + cinzas + umidade), onde EE = extrato etéreo
ou lipideo e PB = proteina bruta®.

As cinzas e o teor de umidade das racoes também foram avaliados

pelo método gravimétrico®®.
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4.8.5 Método de Determinacao dos Minerais e Metais Presentes nas

Racoes

Os minerais e metais avaliados neste estudo foram: fésforo (P),
potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S), boro (Bo), cobre (Cu), ferro
(Fe), Manganés (Mn), zinco (Zn), arsénio (As), cadmio (Cd), cobalto (Co), cromo
(Cr), Mercurio (Hg), molibdénio (Mo), niquel (Ni), chumbo (Pb), selénio (Se) e
silicio (Si).

Para a extracdo dos elementos, as ragcdes passaram pelo processo de
digestdo dcida nitrico-perclorica®V. Os eletrolitos foram quantificados por:

> Espectrofotometria de Absorcdo atémica - K, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn e Zn
(Espectrofotometro Interlocked Gas Control System);

> Forno de Grafite - Mo, Co, Cd, Pb, Hg, As, Se, Cr e Ni (Equipamento Marca
PerkinElmer modelo Analyst 700);

> Espectrofotometro Lambda 10 AS91 - P, S e Bo.

4.9 Analise Estatistica

Para as varidveis categdricas, o teste utilizado foi o 2. Para as
varidveis continuas paramétricas, os valores obtidos foram apresentados em
média = desvio padrao e as comparacgdes entre os grupos foram feitas pelo teste
t de Student. Para varidveis ndo paramétricas, os resultados obtidos foram
apresentados em mediana e intervalo interquartil e as comparacbes entre os
grupos foram feitas pelo teste de Mann-Whitney. A mortalidade foi avaliada pela
curva de Kaplan Meier e as diferencas entre as curvas pelo teste de log-rank. O

nivel de significancia adotado foi de 5%.

Os resultados foram analisados pelo pacote estatistico Sigma Stat

for Windows v 2.03 da SPSS.
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5. Resultados



5.1 Eletrolitos

Em relacdo aos eletrdlitos séricos, os valores de Ca, K, Mg, Na e P
foram menores no grupo AIN-93, quando comparados com o controle (Tabela 2

e Figuras 1, 2, 3, 4 e 5).

5.2 Variaveis Cardiacas

Ndo houve diferenca na pressao arterial sistdlica aferida antes do
infarto (C = 130 (120-130) mmHg; AIN-93 = 130 (120-130) mmgHg; p = 0,964).
A frequiéncia cardiaca, entretanto, mostrou-se significativamente maior no grupo
AIN-93 do que no grupo controle (Figura 6).

Em relacio ao tamanho do infarto, ndo foi observada diferenca
estatistica entre os dois grupos avaliados (C = 29,7 +17,2%; AIN-93 = 32,6 *
18,4%; p = 0,677).

Considerando a mortalidade observada apés o infarto durante todo
o periodo de observacdo, o grupo AIN-93 apresentou maior mortalidade em
relacdo ao controle (C = 66%; AIN-93 = 85,7%; p = 0,017) (Figura 7). A maior
taxa de mortalidade ocorreu nas primeiras 24 horas apds IAM (93% dos 6bitos);
nesse periodo, a mortalidade também foi maior no grupo AIN93 em comparacao
ao grupo C (C = 61%; AIN-93 = 80%; p < 0,001) (Figura 8). Na fase cronica do
infarto, entretanto, compreendendo o periodo de 24 horas até trés meses, a
mortalidade do grupo AIN-93 foi semelhante ao do grupo controle (C = 4,8%;
AIN-93 = 5,7%; p = 0,138).

Os resultados obtidos na avaliacao feita pelo ecocardiograma estéao
apresentados nas tabelas 3 e 4.

Em relacdo as varidveis morfoldgicas, o didmetro da aorta foi maior
no grupo AIN-93 quando comparado com o C (C = 3,3 = 0,3 mm; AIN-93 = 3,6
0,3 mm; p=0,03) (Figura 9). Por outro lado, o DDVE/PC (C = 23,9 * 3,6 mm/kg;
AIN-93 = 20,2 = 2,6 mm/kg; p=0,008) (Figura 10), as AD/PC (C = 2,7 + 0,5
2,2 + 0,4 cm?/kg; p=0,02) e AS/PC (C = 2,2 + 0,5 cm?/kg; AIN-

+

cm?/kg; AIN-93

I
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93 = 1,7 + 0,4 cm?/kg; p=0,02), no eixo maior, foram menores no grupo AIN-93
em comparacgdo com C (Figuras 11 e 12).

Considerando os dados funcionais, ndo foram encontradas
diferencas entre os dois grupos em relacdo a funcio sistélica. Em relacdo as
variaveis de funcao diastdlica, a onda E foi menor (C = 100,9 + 17,2 cm/s; AIN-
93 = 81,7 £ 19,2 cm/s; p=0,009) e o TRIV/RR foi maior (C = 58 (55-70); AIN-93
= 66 (64-80); p=0,05) no grupo AIN-93, quando comparados com o grupo
controle (Figura 13 e 14).

O teor de agua do coracdo foi menor no grupo AIN-93 do que no C
(C = 75% (74-76); AIN93 = 73,7% (67-74); p=0,006), ap6s 3 meses do infarto
(Figura 15). Em relacdo ao conteudo de colageno, houve forte tendéncia do
grupo AIN-93 apresentar menores valores que C (C = 4,4 (2,9 - 7,5) %; AIN93 =
2,9 (2,0 - 5,0) %; p=0,07).

5.3 Variaveis Dietéticas

Em relacdo aos componentes da dieta, estes estdo listados na tabela
6. Observa-se diferenca quanto aos ingredientes que sao utilizados para a
producao das ragoes AIN-93 e Labina.

Considerando os macronutrientes, a dieta AIN-93 apresentou maior
quantidade calérica (Figura 16), de carboidratos (Figura 17) e de lipidio (Figura
18) e menor quantidade de proteina (Figura 19), quando comparada com a
racdo Labina. As quantidades de micronutrientes e metais das duas racoes estao
ilustradas na tabela 7. Observa-se que os valores de Ca, K, e P foram menores na
dieta AIN-93, quando comparada com a dieta Labina. Entretanto, a quantidade
de Mg foi maior na dieta AIN-93.

Em relacdo a ingestdo didria de racdo, ndao houve diferenca
estatistica no periodo que precedeu o IAM. (C = 19,4g; AIN-93 = 18,45g; p =
0,083). No periodo p6s-IAM, entretanto, a ingestdo de racdo foi menor no grupo
AIN-93 do que C (Figura 20) (C = 22,8g (15,9-17,3); AIN-93 =16,6g (22,3-23,4);
p = 0,001).
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Tabela 2 - Valor dos eletrdlitos séricos pré -IAM

Grupo C (n=21) Grupo AIN-93 (n=10) p
Calcio (mg/dl) 10,6 £0,3 9,96 + 0,37 0,019
Potassio (mmol/l) 4,44 +0,3 3,04 £ 0,29 0,001
Magnésio (mg/dl) 2,7+0,15 1,9+0,12 0,001
Saédio (mmol/l) 138 £2,2 128 +2,2 0,001
Fésforo (mg/dl) 7,4+£0,8 56104 0,002

Tabela 3 - Dados morfolégicos do ecocardiograma 3 meses ap6s o IAM

Grupo C (n=21)  Grupo AIN-93 (n=10) P
PC (9) 453 + 54 486 = 60 0,14
AE (mm) 7,1 (6,2-7,6) 6,4 (5,0-8,0) 0,56
Ao (mm) 3,3+0,3 3,6 +0,3 0,03
AE/Ao 2,1+0,4 1,8+0,6 0,24
AE/PC (mm/kg) 15,5+ 3,2 13,6 + 3,6 0,15
DDVE (mm) 10,6(10,2-10,9) 10,4 (8,4-11,5) 0,43
DDVE/PC (mm/kg) 23,9+3,6 20,2+2,6 0,008
EPP (mm) 1,3+£0,2 1,4 +0,1 0,73
EPP/DDVE 0,12 +£0,03 0,14 £ 0,03 0,16
AS menor/PC (cmZkg) 1,38 (1,3-1,4) 1,29 (0,93-1,5) 0,52
AD menor/PC (cm?/kg) 2,0 (1,8-2,2) 1,8 (1,4-2,0) 0,18
AS maior /PC (cm#/kg) 22+05 1,7+0,4 0,02
AD maior/PC (cm2/kg) 2,7+0,5 22+0,4 0,02

IAM: infarto agudo do miocardio; Grupo C: animais infartados alimentados com dieta padrao;
Grupo AIN-93: animais infartos alimentados com dieta AIN-93; PC: peso corpéreo; AE: didmetro
atrio esquerdo; Ao: didametro da aorta; AE/Ao: relag@o entre didmetro do atrio esquerdo e aorta;
PC: peso do rato; DDVE/PC: diametro diastélico do ventriculo esquerdo corrigida pelo peso; EPP:
espessura diastélica da parede posterior; EPP/DDVE: relagdo entre espessura diastélica da
parede posterior e didmetro diastélico do ventriculo esquerdo; AS menor/PC: &rea sistélica da
cavidade do ventriculo esquerdo no eixo menor corrigida pelo peso; AD menor/PC: area diastélica
da cavidade do ventriculo esquerdo no eixo menor corrigido pelo peso; AS maior/PC area sistolica
da cavidade do ventriculo esquerdo no eixo maior corrigida pelo peso corpéreo; AD maior/PC: area
diastélica da cavidade do ventriculo esquerdo no eixo maior corrigida pelo peso corpéreo. Os
dados sdo expressos em média + desvio padrao (para distribuicdo paramétrica) ou mediana com
percentil 25 e 75 (para distribuicdo nao paramétrica).
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Tabela 4 - Dados funcionais do ecocardiograma 3 meses ap6s o IAM

Grupo C (n=21) Grupo AIN-93 (n=10) P

Onda E (cm/s) 100,9 £17,2 81,7+19,2 0,009
Onda A (cm/s) 37 (16 -78) 49 (20-62) 0,73

E/A 2,0(1,2-6,1) 1,3 (1,1-5,0) 0,78
TRIV (ms) 27,9+6,7 32,3 £3,2 0,07
TRIV/RR?® 58 (55-70) 66 (64-80) 0,05
FC (bpm) 287 £ 39 306 = 60 0,32
VAo (cm/s) 90 (74-96) 79,5 (76-84) 0,26
DC (ml/min) 47 (45-75) 57 (50-60) 0,41
VS (ml/min) 0,18 (0,1-0,2) 0,19 (0,1-0,2) 0,91
FAV menor (%) 31,2+£8,2 31,3+£8,7 0,97
FAV maior (%) 20,6 £6,3 25,5+9,3 0,09
FAV média (%) 25,9154 28,4 £ 8,1 0,32

IAM: infarto agudo do miocardio; Grupo C: animais infartados alimentados com dieta padrao;
Grupo AIN-93: animais infartados alimentados com dieta AIN-93; E/A: relagdo entre as ondas
E e A avaliadas pelo fluxo transmitral; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; TRIV/RR®®
: tempo de relaxamento isovolumétrico normalizado pela freqliéncia cardiaca; FC: freqiiéncia
cardiaca; VAo: velocidade do sangue na aorta; DC: débito cardiaca; VS: volume sistélico; FAV
menor: fracdo de variacdo de area no didmetro menor; FAV maior: fracéo de variacdo da area
no eixo maior. Os dados s@o expressos em média + desvio padrdo (para distribuigao
paramétrica) ou mediana com percentil 25 e 75 (para distribuicao nao paramétrica).

Tabela 5 - Dados morfométricos dos ratos 3 meses apés o IAM

Grupo C (n=21) Grupo AIN-93 (n=10) p

VD (g) 0,46 + 0,16 0,45+0,2 0,83
VE (g) 0,97 £ 0,18 1,1+0,2 0,07
VE/PC (g/kg) 1,9 (1,8-2,3) 2,3 (1,9-2,6) 0,19
VD/PC (g/kg) 1,0+0,3 0,9+0,3 0,32
AE/PC (g/kg) 0,21 £ 0,025 0,22 £ 0,024 0,69
Teor de agua pulmao (%) 72 (65-76) 70 (52-76) 0,38
Teor de agua figado (%) 69,1 (68,6-70,4) 69,2 (68,6-69,8) 0,84
Teor de agua coracao (%) 75 (74-76) 73,7 (67-74) 0,006
ASM (um) 344 + 69,5 393 £ 111 0,15

IC (%) 4,4(2,9-7,5) 2,9 (2,0-5,0) 0,07

IAM: infarto agudo do miocardio; Grupo C: animais infartados alimentados com dieta padrdo; Grupo AIN-93:
animais infartados alimentados com dieta AIN-93;VD: ventriculo direto; VE: ventriculo esquerdo; PC: peso
corporeo; AE: atrio esquerdo; ASM: area seccional do midcito; IC: indice de colageno. Os dados sao
expressos em média + desvio padrao (para distribuicdo paramétrica) ou mediana com percentil 25 e 75
(para distribuicdo nao paramétrica).
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Tabela 6 - Ingredientes utilizados para a producédo das racoes

Labina: milho integral, casca de arroz, remoido de trigo, farinha de
trigo, soja integral, dleo de soja, sal comum, pré-mix vitaminico e mineral,
fosfato bicalcico, aditivo antioxidante, calcario, calcitico, farinha de peixe,
cloreto de colina e alfafa desidratada.

AIN-93: amido de milho, amido dextrinizado, sacarose, caseina e L

cistina, 6leo de soja, fibras, bitartarato de colina, pré-mix mineral e
vitaminico e tert butihidroquinona.

Tabela 7 - Quantidade de micronutrientes e metais presente nas ragoes

Controle AIN-93

Arsénio — -
Boro (mg/kg) 14 6,0
Célcio (mg/kg) 16000 6000
Cobre (mg/kg) 35 7
Cromo (mg/kg) 29 2,0
Cobalto (mg/kg) 1,4 0,01
Cadmio (mg/kg) 0,01 0,007
Chumbo (mg/kg) 0,1 0,1
Enxofre (mg/kg) 240 270
Fosforo (mg/kg) 9300 3500
Ferro (mg/kg) 271 83
Manganés (mg/kg) 115 9,0
Magnésio (mg/kg) 290 500
Molibdénio (mg/kg) 2,0 0,02
Mercurio 0,04 0,06
Niquel (mg/kg) 1,8 1,0
Potassio (mg/kg) 12000 4000
Selénio (mg/kg) 0,096 0,15
Silicio (mg/kg) 2,0 1,6
Zinco (mg/kg) 370 58
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original e AIN-93 preparada para este estudo.

Tabela 8 - Comparacdo entre nutrientes presentes na formulacdo da AIN-93

AIN-93 AIN-93 original
Carbohidrato (%) 61,2 63,8
Lipideo (%) 6,5 7
Proteina (%) 20,5 20
Célcio (mg/kg) 6000 5000
Fosforo (mg/kg) 3500 3000
Manganés (mg/kg) 9,0 10
Magnésio (mg/kg) 500 513
Potassio (mg/kg) 4000 3600
Cobre (mg/kg) 7 6
Ferro (mg/kg) 83 45
Zinco (mg/kg) 58 38
Selénio (mg/kg) 0,15 0,18
Molibdénio (mg/kg) 0,02 0,1
Silicio (mg/kg) 1,6 5,0
Cromo (mg/kg) 2,0 1,0
Boro (mg/kg) 6,0 0,5
Enxofre (mg/kg) 270 300
Cobalto (mg/kg) 0,01 —
Céadmio (mg/kg) 0,007 —
Chumbo (mg/kg) 0,1 _
Niquel (mg/kg) 1,0 0,5
Mercurio 0,06 —
Arsénio — —
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Figura 2 - Potassio sérico dos grupos controle e AIN-93 antes do infarto.
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Figura 3 - Magnésio sérico dos grupos controle e AIN-93 antes do infarto.
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Figura 4 - Sédio sérico dos grupos controle e AIN-93 antes do infarto.
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Figura 5 - Fésforo sérico dos grupos controle e AIN-93 antes do infarto.
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Figura 6 - Frequiéncia cardiaca dos grupos controle e AIN-93 antes do infarto.
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Figura 8 - Porcentagem de mortalidade nas primeiras 24hs pés IAM.
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Figura 9 - Diametro da aorta dos grupos controle e AIN-93 apés o IAM.
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Figura 10 - Didametro diastdlico do ventriculo esquerdo pelo peso, nos grupos

controle e AIN-93 apds o IAM.
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Figura 11 -Area diastélica do ventriculo esquerdo no eixo maior (AD maior)

corrigido pelo peso, nos grupos controle e AIN-93.
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Figura 12 -Area sistdlica do ventriculo esquerdo no eixo maior (AS maior)

corrigida pelo peso, nos grupos controle e AIN-93.
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Figura 13 - Onda E dos grupos controle e AIN-93.
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Figura14 -O tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV), ajustado pela
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Figura 15 - Teor de dgua do coracdo ap6s IAM, nos grupos controle e AIN-93.
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Figura 16 - Quantidade caldrica presente nas racoes controle e AIN-93.
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Figura 17 - Quantidade de Carbohidrato presente nas ragdes controle e AIN-93.
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Figura 18 - Quantidade de lipidio presente nas ragbes controle e AIN-93.
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Figura 19 - Quantidade de proteina presente nas racdes controle e AIN-93.
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Figura 20 - Ingestdo por caixa dos grupos controle e AIN-93 apés IAM.
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6. Discussao



O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da dieta AIN-93 na
mortalidade e no processo de remodelacdo cardiaca apds o infarto experimental.
Nossos resultados mostram que imediatamente apés o infarto, o consumo da
dieta AIN-93 foi acompanhado por aumento da mortalidade. Apés o periodo de
trés meses, entretanto, a dieta AIN-93 resultou em atenuacdo do processo de
remodelacdo em comparacao a dieta controle.

O primeiro aspecto a ser considerado em nosso trabalho é a
justificativa para o estudo da dieta AIN-93. A dieta utilizada nesta pesquisa foi
proposta pelo Instituto Americano de Nutricdo, com objetivo de estabelecer um
guia que ajudasse os cientistas na pesquisa experimental nutricional®®.
Inicialmente, todos os constituintes e as quantidades exatas de nutrientes que
fazem parte dessa racdo sdo conhecidos. Por essa razdo, essa dieta poderia ser
padronizada nas pesquisas entre diferentes laboratérios com a intencdo de
uniformizar interpretacdes de resultados, ja que as dietas comercializadas nem
sempre possuem o mesmo padrdo de nutrientes e isso poderia interferir nos
resultados das pesquisas. Em segundo lugar, por ter sua composicdo definida, a
dieta AIN-93 permite manipulacdo dos seus componentes, com a possibilidade de
adicdo ou subtracdo de determinado nutriente como, por exemplo, restricdo
dietética de vitaminas.

Nosso estudo, utilizando o modelo de infarto experimental em
ratos, analisou os efeitos do consumo da dieta AIN-93 em comparagdo com o
consumo de dieta controle que, neste caso, foi a Labina, na mortalidade e em
variaveis morfoldgicas e funcionais cardiacas.

Em relacdo aos constituintes das ragdes, a comparacdo entre as
dietas mostrou diferencas significativas nos macro e micronutrientes. Em relacao
aos macronutrientes, avaliados por meio da andlise centesimal feita nas duas
racoes utilizadas neste estudo, é possivel concluir que a dieta AIN-93 possui
maior quantidade de calorias, carboidrato e lipidios e menor quantidade de
proteinas do que a dieta controle. Outra diferenca observada refere-se ao fato de
que a dieta AIN-93 é constituida de carboidrato simples (sacarose) e composto
(amido de milho), proteina animal e lipidio vegetal. J& a racdo controle é

composta de carboidrato complexo (farelos), lipidio e proteina vegetal. Em
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relacdo aos micronutrientes, a quantidade da maioria dos micronutrientes da
dieta AIN-93 foi inferior a quantidade da dieta controle. Esse fato ocorreu apesar
da constituicdo presente na AIN-93 estar de acordo com a quantidade
preconizada na sua formulacdo®® (Tabela 8). Vale ressaltar que dietas com
constituintes purificados possuem menor quantidade de eletrdlitos, apesar da
inclusdo de mix-minerais. Esse fato é resultado de que constituintes nao
purificados também sao fontes de micronutrientes.

Outro aspecto a ser considerado é que, no modelo do infarto
experimental, a diferenca da dieta AIN-93 nos micro e nos macronutrientes em
relacdo a dieta controle pode ter relevancia clinica.

Considerando os efeitos das dietas na mortalidade apés o infarto, a
dieta AIN-93 foi associada a maior mortalidade em relacdo a dieta controle,
durante todo o periodo de observacdo. A maior taxa de mortalidade, entretanto,
ocorreu nas primeiras 24 horas apds o IAM e, nesse periodo, a mortalidade
também foi significativamente maior com a dieta AIN-93. Nessa fase precoce, a
principal causa de morte sdo as arritmias, principalmente taquicardia ventricular
sustentada e fibrilacdo ventricular®?.

Em relagdo aos potenciais mecanismos envolvidos nessa maior
mortalidade precoce apds o infarto, esse fendmeno pode ser resultado das
consequéncias da ingestdo da dieta AIN-93 na prevaléncia e gravidade das
arritmias, modulado pelas alteracdes nas concentragdes de micronutrientes. Essa
hipétese se baseia no fato de que, no modelo do rato, Opitz e colaboradores
encontraram mortalidade de 65% nas 48 horas apds o infarto. Por meio de
monitoracdo continua, os autores mostraram que 96% dos animais submetidos
ao IAM apresentaram centenas de episddios de taquicardia ventricular e ao
menos 20 episddios de fibrilacdo ventricular. Adicionalmente, foram evidenciados
dois periodos distintos de arritmia®?. O primeiro periodo incluiu os primeiros 30
minutos apds a oclusdo coronariana. Nessa fase, alteracbes idnicas sdo
relevantes, ja que diversos fatores, como por exemplo, a prépria isquemia e a
elevacdo na secrecdo de adrenalina, podem elevar a concentracdo de potdssio
extracelular. Em consequéncia, as células do centro da isquemia tornam-se mais

excitdveis. O segundo periodo de arritmia, responsdvel por 65% dos obitos,

6. DiscussAo 39



incluiu o periodo entre 1,5 e 9 horas apds o infarto. Nesse periodo, a origem das
arritmias parece ser uma interface entre as células mortas e as células ainda
vidveis, favorecendo o surgimento de arritmias pelo fenomeno de re-entrada®?.

Os animais de nosso estudo alimentados com a dieta AIN-93
apresentaram niveis mais baixos de potdssio que os animais controle no
momento do infarto. Assim, existe a possibilidade de que esse fendmeno possa
ter contribuido para o aparecimento de arritmias. Adicionalmente, ja estd bem
estabelecido na literatura que a excitabilidade do miocdrdio depende da
concentracdo de outros eletrdlitos, incluindo: fésforo, sédio, magnésio e calcio.
Em consequéncia, as variagdes nas concentragdes desses micronutrientes podem
resultar em alteracdes na excitabilidade do wmiocdrdio e predispor o
aparecimento de arritmias malignas. Como exemplo da importancia dos
micronutrientes, na pratica clinica, a suplementacdo de potdssio em pacientes
infartados e com hipocalemia reduziu a incidéncia de fibrilagcdo ventricular. A
suplementacdo de magnésio também pode ser necessdria, ja que isto pode estar
associada com diminuicdo de arritmias pés-IAM. Adicionalmente, estudos clinicos
mostram que a diminuicdo sérica do fésforo, associado ao infarto agudo do
miocardio, foi um significante preditor de taquicardia ventricular durante as
primeiras 24 horas de hospitalizacdo. Ja a hipocalcemia, per se, raramente causa
arritmia, mas cronicamente pode estar associada a insuficiéncia cardiaca®®.

Pelo exposto, em nosso estudo, o fenémeno de arritmias cardiacas
pode ter sido intensificado nos animais alimentados com AIN-93, com
consequiente aumento na mortalidade na fase aguda, ja que houve menor
quantidade de diversos eletrdlitos séricos quando comparados com o grupo
controle. Vale ressaltar, ainda, que as quantidades desses eletrdlitos estavam
abaixo dos niveis séricos de referéncia para essa espécie de animais.

Considerando os efeitos das dietas na mortalidade na fase cronica
do infarto, apds as primeiras 24 horas da oclusdo coronariana, podemos
observar que a sobrevida com a dieta AIN-93 foi semelhante a da dieta controle.
Na fase cronica pos-IAM, a mortalidade encontrada nesse modelo ¢é
extremamente varidvel, sendo que o principal determinante desse evento é o

tamanho do infarto. Nesse sentido, Pfeffer e colaboradores, acompanhando
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animais infartados por periodo de um ano, verificaram que para infartos
pequenos (5-19,9% do ventriculo esquerdo), moderados (20-39,9%) e grandes (>
40%), as taxas de mortalidade ficaram ao redor de 50%, 75% e 85%,
respectivamente®. Aceita-se que, nesse periodo, o principal mecanismo envolvido
na mortalidade é o processo de remodelacdo cardiaca, associado a presenca de
disfuncédo ventricular®.

Remodelacdo cardiaca pode ser definida como alteracdes genéticas,
que resultam em modificacdes moleculares, celulares e intersticiais cardiacas.
Essas alteracées podem se manifestar clinicamente como alteracées de volume,
massa, constituicdo, geometria e/ou de funcado cardiaca®®. Apesar da extrema
complexidade do processo de remodelacado ventricular, esse termo, apds o infarto
do miocdrdio, é frequentemente utilizado como sinénimo de crescimento celular,
detectado pelo aumento da cavidade ventricular®®. Um aspecto relevante desse
processo refere-se ao fato de que a remodelacdo ventricular pés-infarto do
miocdrdio estd associada a pior progndstico, pois sua presenca e intensidade
estdo relacionadas com fibrose, disfuncdo ventricular progressiva, arritmias e
maior mortalidade®™.

Em nosso trabalho, os animais alimentados com a dieta AIN-93
apresentaram menor cavidade ventricular esquerda, avaliada pelas variaveis
DDVE, AD e AS corrigidos pelo PC, em relacdo aos animais alimentados com a
dieta controle. Adicionalmente, houve forte tendéncia da dieta AIN-93 resultar
em menor quantidade de coldgeno intersticial nas regides nao infartadas do
ventriculo esquerdo. Portanto, o conjunto dos nossos resultados permite a
afirmacéo de que o uso da dieta AIN-93 foi associada com atenuacdo do processo
de remodelacdo pos-infarto, em comparacdo ao uso da dieta Labina.

Essas variacoes estruturais foram associadas a pequenas mudancas
nos indices de funcdo sistélica ou diastdlica obtidos por meio do Doppler-
ecocardiograma. A funcdo diastdlica foi avaliada por meio do padriao do fluxo
transvalvar mitral, mais especificamente, as velocidades E e A.

A onda E representa o fluxo inicial pela vélvula mitral e é modulado
pelas pressdes no 4trio e ventriculo esquerdos, nessa fase do enchimento

ventricular a onda A representa o pico de velocidade do fluxo durante a
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contracdo atrial. Usualmente, as alteracdes caracteristicas de disfuncao diastdlica
sdo a inversdo da relacdo E/A e, posteriormente, o aumento da onda E,
caracterizando padrdo restritivo®®. Outra varidvel utilizada é o TRIV, que
corresponde ao tempo entre o fechamento da valvula adrtica e a abertura da
mitral. O TRIV aumenta com a piora do relaxamento e diminui quando a
complacéncia do ventriculo esquerdo estd diminuida®®. Assim, o grupo AIN-93
apresentou melhor funcdo diastélica em comparacdo aos animais do grupo
controle. Vale ressaltar que o grau de disfuncdo diastélica apresentado pelo
grupo alimentado com dieta controle é classificado como padréo restritivo. Este
padrao é caracterizado por aumento na onda E, seguido por diminuicdo da onda
A e diminuicdo do TRIV/RR®®. Apesar de ndo haver diferenca entre a relacdo
E/A entre os grupos, o grupo controle apresentou maior onda E e menor
TRIV/RR®®. Portanto, a atenuacdo das alteracdes morfoldgicas causadas pelo
consumo da dieta AIN-93 foi acompanhada por atenuacdo da disfuncéo diastdlica
pos-infarto. Aceita-se que a quantidade de coldgeno intersticial seja um dos
principais determinantes da funcédo diastdlica. Assim, a prevencdo do acumulo de
coldgeno intersticial poderia ser um dos mecanismos que contribuiram para a
melhora da funcéo diastélica nos animais alimentados com a dieta AIN-93.

Em relacdo a analise da funcéo sistdlica, os métodos utilizados em
nosso estudo foram a fracdo de variacdo de area, o volume sistélico e o débito
cardiaco. Os dados mostram que nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
Pelo exposto, é possivel concluir que o grupo alimentado com a ra¢do AIN-93 nao
apresentou diferencas na funcdo cardiaca sistdlica em relagdo aos animais
controle. Adicionalmente, a auséncia de diferencas na funcao sistélica poderia
explicar a mortalidade igual entre os dois grupos na fase cronica do infarto.

A influéncia da dieta na morfologia e na funcéao cardiaca vem sendo
estudada ha algum tempo, em condicdes fisiologicas e em situacdes de agressao.
Pelas evidéncias disponiveis até a presente data, os efeitos dos diferentes tipos de
dieta podem ser modulados pelos macronutrientes.

Os mecanismos de acdo dos macronutrientes na remodelacido
cardiaca nao estdo completamente elucidados, mas acredita-se que se a dieta for

rica em carboidratos, principalmente os carbohidratos simples, ocorre um
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aumento nos niveis de insulina plasmatica. Em consequéncia, ocorre a
estimulacdo dos receptores de insulina nos cardiomidcitos, induzindo vias de
sinalizacdo intracelulares e a remodelagdo ©**7. Interessante notar que essa
relacdo entre insulina e hipertrofia ventricular também foi observada em estudos
clinicos ©#3%. Outro potencial estimulador do processo de remodelacio, com essa
dieta, poderia ser a leptina. Por outro lado, dietas ricas em lipidios estimulariam
a acdo dos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPAR), o qual
regulam a acdo da enzima de oxidacdo do dcido graxo na mitocéndria do midcito.
Assim, dietas ricas em dacidos graxos atuariam como sinalizadores, mantendo
ativado o PPAR e, conseqlientemente, a oxidacdo dos dcidos graxos. Desse modo,
o coracdo lesado continuaria a priorizar os acidos graxos como fonte de energia,
a exemplo do que ocorre no coracdo normal Adicionalmente, apesar de
controverso, a ativacdo do PPAR poderia atenuar a remodelacdo secundaria a
diferentes estimulos, diminuindo a expressao de mediadores inflamatorios, a
hipertrofia e a fibrose intersticial “°*V.

Exemplificando o papel dos lipidios na remodelagdo cardiaca,
achados experimentais mostram que dietas ricas em gorduras (45-60% da
energia total da dieta) e pobres em carboidratos (20%) reduziriam a
remodelacdo em coracdes submetidos a sobrecarga de pressio “?. Okere e
colaboradores mostraram que em ratos Dahl sal sensiveis (DSS), alimentados
com dieta rica em lipidio e sal, houve prevencao da hipertrofia em resposta a
hipertensao arterial. Adicionalmente, houve aumento da performance contrétil
quando comparado com o grupo que recebeu dieta padrdo e sal *». Em outra
publicacdo mais recente, o mesmo grupo mostrou que ratos DSS alimentados
com dieta padrdo apresentaram diminuicdo na fracdo de ejecdo, aumento na
massa e na drea seccional de midcito, acompanhado de aumento no diametro
diastélico final do ventriculo esquerdo, quando comparados com o grupo com
dieta com alto teor de lipideos **.

Outro aspecto a ser considerado é que, além da quantidade de
gordura, a qualidade da gordura oferecida pela dieta também pode ser relevante
para a remodelacdo. Assim, em estudo cujo objetivo foi comparar os efeitos de

dieta rica em lipidio saturado, lipidio insaturado e dieta padrao em ratos DSS, os
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animais alimentados com dieta com gordura insaturada tiveram menores niveis
de insulina e leptina, quando comparados com os dois outros grupos. Devemos
considerar que esses hormonios, como discutido anteriormente, podem afetar o
metabolismo cardiaco e a pressdo arterial e, potencialmente, regular a
remodelacdo cardiaca. Em consonancia com essa hipétese, o grupo com dieta
composta por lipidio insaturado apresentou menores niveis de ceramidas,
acompanhado de menor frequéncia de apoptose dos cardiomidcitos, quando
comparado com o grupo alimentado com gordura saturada®®.

Considerando a participacdo dos carbohidratos no processo de
remodelacdo cardiaca, Sharma e colaboradores investigaram o efeito, na
mortalidade e na funcdo cardiaca, do consumo das seguintes dietas: rica em
carboidrato complexo, rica em acuicar simples, rica em lipidios e ocidental (rica
em lipideo e aclicar) em ratos DSS. Esse estudo observou que, apesar de niveis
similares de hipertensdo em todos os grupos, a mortalidade nos grupos com
dieta ocidental, carboidrato complexo e acticar simples foi de 18%, 30% e 85%
respectivamente. No grupo alimentado com dieta rica em lipidio ndo houve
mortalidade. Adicionalmente, o grupo rico em acticar simples apresentou maior
espessura da parede do VE, compativel com maior hipertrofia, comparado com os
demais grupos®?. Outro estudo, em ratos com sobrecarga de pressdo, ao
comparar os efeitos de dieta rica em carboidrato simples, dieta rica em amido e
dieta padrao, observou que a dieta rica em frutose aumentou a massa, o
diametro sistélico e diastolico final e diminuiu a fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo. Adicionalmente, o grupo com a dieta rica em frutose apresentou
mortalidade de 54%, comparado com mortalidade de 8% e 29% nos grupos
amido e padréo, respectivamente®“®.

Pelo exposto, as evidéncias acumuladas até o momento permitem a
afirmacdo de que os macronutrientes podem modular o processo de remodelacéo
cardiaca em diferentes modelos de agressao cardiaca.

Em nosso estudo, o grupo alimentado com a dieta AIN-93
apresentou atenuacdo da remodelacdo e da disfuncdo cardiaca apds o infarto
experimental. Em relacdo aos macronutrientes, a dieta AIN-93 apresenta maior

quantidade de lipidios, carbohidratos e menor quantidade de proteinas que a
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dieta controle. Assim, ndo é possivel a identificacdo do fator responsavel pelos
efeitos da dieta AIN-93 na morfologia e funcdo cardiaca. No entanto, possivel
explicacdo para o efeito protetor conferido por essa dieta seria a maior
quantidade de lipidio na sua formulacdo, apesar da gordura presente na AIN-93
ndo superar a quantidade de carbohidratos. Ademais, o lipidio que compde a
dieta AIN-93 ¢ o insaturado, o qual parece ter melhor efeito na manutencéo da
morfologia e funcao cardiaca.

Em conclusio, os ratos alimentados com a dieta AIN-93
apresentaram maior mortalidade durante as primeiras 24 horas apds o infarto,
provavelmente em conseqiiéncia do menor nivel de eletrdlitos séricos. De outro
modo, na fase cronica do infarto, a racdo AIN-93 atenuou o processo de
remodelacdo, provavelmente em conseqiiéncia de diferencas na constituicdo dos

macronutrientes.
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7. Resumo



O objetivo do nosso estudo foi avaliar a influéncia da dieta AIN-93
na mortalidade e no processo de remodelacao cardiaca apés o infarto agudo do
miocdrdio em ratos. Métodos: foram utilizados ratos Wistar, machos, que apds o
desmame foram divididos em dois grupos: grupo controle (n =62), o qual recebeu
dieta padrao de nosso laboratério (Labina) e grupo AIN-93 (n=70), que recebeu a
dieta AIN-93. Ao atingirem peso ao redor de 250g, os ratos foram submetidos ao
infarto experimental; em alguns animais foi feita coleta de sangue. Apds 3 meses
de acompanhamento, os animais foram submetidos a estudo funcional e
morfométrico. Para a andlise estatistica foram utilizados o teste de Mann-
Whitney, t de Student, y?, curva de Kaplan Méier e log-rank. O nivel de
significancia adotado foi 5%. Resultados: ndo foram observadas diferencas
significantes entre os grupos em relacdo ao peso no momento do infarto e em
relacdo ao tamanho do infarto (C = 29,7 + 17,2%; AIN-93 = 32,6 + 18,4%; p =
0,677). A mortalidade durante nas primeiras 24hs e apés 3 meses do infarto foi
significativamente maior no grupo AIN-93 (C = 61%; AIN-93 = 80%; p < 0,001) e
(C = 66%; AIN-93 = 85,7%; p = 0,017), respectivamente. O Grupo AIN-93
apresentou maior diametro da aorta (C = 3,3 = 0,3 mm; AIN-93 = 3,6 + 0,3 mm;
p=0,03). Por outro lado, o DDVE/PC (C = 23,9 + 3,6 mm/(kg; AIN-93 = 20,2 + 2,6
mm/kg; p=0,008), as AD/PC (C = 2,7 = 0,5 cm?/kg; AIN-93 = 2,2 + 0,4 cm?*(kg;
p=0,02) e AS/PC (C = 2,2 + 0,5 cm?*/kg; AIN-93 = 1,7 + 0,4 cm?*(kg; p=0,02), no
eixo maior, foram menores no grupo AIN-93 em comparacdo com C. Em relacao
as variaveis de funcéio diastolica, a onda E foi menor (C = 100,9 = 17,2 cm/s; AIN-
93 = 81,7 + 19,2 cm/s; p=0,009) e o TRIV/RR foi maior (C = 58 (55-70); AIN-93
= 66 (64-80); p=0,05) no grupo AIN-93, quando comparados com o grupo
controle. O teor de dgua do coracdo foi menor no grupo AIN-93 do que no C (C =
75% (74-76); AIN93 = 73,7% (67-74); p=0,006), apds 3 meses do infarto . Em
relacdo ao conteudo de coldgeno, houve forte tendéncia do grupo AIN-93
apresentar menores valores que C (C = 4,4 (2,9 - 7,5) %; AIN93 = 2,9 (2,0 - 5,0)
%; p=0,07). Nao houve diferenca entre os grupos em relacdo a funcao sistélica.
Em relagdo aos eletrdlitos séricos, os valores de Ca, K, Mg, Na e P foram menores
no grupo AIN-93, quando comparados com o controle. Em relacdo aos
constituintes da dieta, considerando os macronutrientes, a dieta AIN-93

apresentou maior quantidade caldrica, de carboidratos e de lipidio e menor
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quantidade de proteina, quando comparada com a ragdo Labina. Em relacdo aos
micronutrientes, observa-se que os valores de Ca, K, e P foram menores na dieta
AIN-93, quando comparada com a dieta Labina. Entretanto, a quantidade de Mg
foi maior na dieta AIN-93. Conclusdes: os ratos alimentados com a dieta AIN-93
apresentaram maior mortalidade durante todo periodo do experimento. Durante
as primeiras 24 horas apdés o infarto, a maior mortalidade se deve,
provavelmente, aos menores niveis de eletrélitos séricos. De outro modo, na fase
cronica do infarto, a racdo AIN-93 atenuou o processo de remodelacio,
provavelmente em consequiéncia de diferencas na constituicdo dos

macronutrientes.
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8. Abstract



The objective of this study was to analyze the effects of AIN-93 diet
on cardiac remodeling and mortality after myocardial infarction in rats. Methods:
Wistar rats were utilized divided into two groups: control group (C, n=62), fed
with Labina diet; and AIN-93 group (AIN-93, n=70). Around 250g, the animals
were submitted to experimental myocardial infarction. After three months, the
animals were submitted to echocardiogram, morphometric and biochemical
analyzes. Statistical analyzes utilized the following texts: Mann-Whitney, t de
Student, 2, Kaplan Méier curve and log-rank. The significance level was 5%.
Results: There were no differences in body weight and infarct size C = 29.7
+17.2%; AIN-93 = 32.6 = 18.4%; p = 0.677) between the groups. The mortality
during the first 24h (C = 61%; AIN-93 = 80%; p < 0.001) and after three months
(C = 66%; AIN-93 = 85.7%; p = 0.017) was higher in AIN-93 than C. AIN-93
presented higher aortic diameter (C = 3.3 + 0.3 mm; AIN-93 = 3.6 + 0.3 mm;
p=0.03). On the other hand, adjusted left ventricular diastolic diameter (C = 23.9
+ 3.6 mm(kg; AIN-93 = 20.2 + 2.6 mm/(kg; p=0.008), adjusted diastolic (C = 2.7 =
0.5 cm?/kg; AIN-93 = 2.2 = 0.4 cm?/kg; p=0.02) and systolic (C = 2.2 = 0.5
cm?/kg; AIN-93 = 1.7 + 0.4 cm?/kg; p=0.02)areas in the long axis were smaller in
AIN-93 than C. Considering the diastolic function variables, E wave was decreased
(C = 1009 = 17.2 cm/s; AIN-93 = 81.7 + 19.2 cm/s; p=0.009) and TRIV/RR
increased (C = 58 (55-70); AIN-93 = 66 (64-80); p=0.05) in AIN-93 in
comparison to C. The amount of water was smaller in AIN-93 than C (C = 75%
(74-76); AIN93 = 73.7% (67-74); p=0.006). Considering the collagen amount,
AIN-93 presented a strong tendency to smaller values than C (C = 4.4 (2.9 - 7.5)
%; AIN93 = 2.9 (2.0 - 5.0) %; p=0.07). The serum values of Ca, K, Mg, Na e P were
smaller in AIN-93 than C. The AIN-93 diet presented smaller amounts of protein,
but higher values of carbohydrate, lipid, and calories. Considering the
micronutrients, The AIN-93 diet presented smaller amounts of Ca, K and P, but
higher values of Mg than C diet. Conclusions: animals of AIN-93 diet presented
higher early mortality, probably due the smaller serum electrolytes. On the other
hand, in chronic phase, AIN-93 diet attenuated the remodeling process, probably

due the differences in amounts of macronutrients.
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