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RESUMO



Introdugao: a insuficiéncia cardiaca € uma frequente complicagao apés o infarto
agudo do miocardio (IAM), sendo que a remodelagao cardiaca (RC) tem papel
de destaque na disfuncao ventricular pds-infarto. Mecanismos como estresse
oxidativo, inflamagcao e fibrose modulam esse processo, visando protecao
cardiovascular, afim de reduzir tamanho do infarto e preservar a funcéo cardiaca,
pode-se destacar alimentos com propriedades antioxidantes, como o feijao
(Phaseolus vulgaris). Objetivo: avaliar a influéncia da suplementacé&o da farinha
de feijdo na remodelacéo cardiaca apos o IAM em ratos. Material e Métodos:
ratos Wistar machos, com peso entre 200 e 250g, foram submetidos ao infarto
experimental ou a cirurgia simulada e alocados em 3 grupos: 1) Sham alimentado
com dieta padréo (SC); 2) IAM alimentado com dieta padrao (IC) e 3) IAM
alimentado com dieta suplementada com farinha de feijao (IF) 15%. Apos 3
meses os animais foram submetidos ao estudo funcional, morfométrico e
bioquimico. Foi realizado o teste de analise de variancia de 1 via (ANOVA), o
nivel de significancia adotado foi de 5%. Resultados: houve perda de 48 animais
dos infartados, sendo que, 3 animais foram descartados, pois nao foi induzido o
modelo de infarto, e 1 animal no ecocardiograma inicial. Durante os 3 meses de
experimento houve perda de 2 animais do grupo IC, e 2 animais do grupo IF. O
tamanho médio dos infartos foi de 38% para o grupo IC, e 40% para o grupo IF.
N&o houve diferenga entre a ingestao de ragéo e ganho de peso dos animais, o
peso dos 6rgaos, do ventriculo esquerdo (VE) e ventriculo direito (VD) foram
maiores nos animais com IAM. O IAM induziu alteracdes no VE, observados
pelas varidveis estruturais e funcionais do ecocardiograma. Na analise de
coragao isolado, as variaveis de derivada positiva pressédo-tempo (+dP/dtmax) e
a derivada negativa de pressao-tempo (—dP/dtmax) foram menores entre os
grupos IAM, enquanto a area sobre a curva (ASC) foi elevada nos animais com
IAM. A area da secgao transversa de midcitos (AST) foi maior nos grupos IAM,
no estresse oxidativo, ndo foi possivel observar diferenca na carbonilagio
proteica total, além disso, ndo houve diferenca nas expressdes das proteinas do
NRF-2 e colageno lll. Conclusao: a suplementagao de farinha de feijao néo
atenuou a RC induzida pelo IAM em ratos.

Palavras-chave: Infarto do Miocardio, Remodelagdo Ventricular, Estresse

Oxidativo, Compostos Fendlicos, Phaseolus vulgaris.



ABSTRACT



Introduction: cardiac failure is a frequent complication after acute myocardial
infarction (AMI), and cardiac remodeling (CR) plays an important role in post-
infarction ventricular dysfunction. Mechanisms such as oxidative stress,
inflammation and fibrosis modulate this process, aiming at cardiovascular
protection, in order to reduce infarction size and preserve cardiac function, one
can highlight foods with antioxidant properties, such as beans (Phaseolus
vulgaris). Objective: to evaluate the influence of bean flour supplementation on
cardiac remodeling after AMI in rats. Material and Methods: male Wistar rats,
weighing between 200 and 250g, underwent experimental infarction or sham
surgery and were allocated into 3 groups: 1) Sham fed a standard diet (SC); 2)
AMI fed a standard diet (Cl) and 3) AMI fed a diet supplemented with bean flour
(IF) 15%. After 3 months the animals were submitted to a functional,
morphometric and biochemical study. The 1-way analysis of variance test
(ANOVA) was performed, the significance level adopted was 5%. Results: there
was a loss of 48 animals from the infarctions, and 3 animals were discarded
because the infarction model was not induced, and 1 animal in the initial
echocardiogram. During the 3 months of the experiment there was a loss of 2
animals from the IC group, and 2 animals from the IF group. The mean infarct
size was 38% for the IC group and 40% for the IF group. There was no difference
between feed intake and weight gain of the animals, the weight of organs, left
ventricle (LV) and right ventricle (RV) were higher in animals with AMI. The AMI
induced changes in the LV, observed by the structural and functional variables of
the echocardiogram. In the isolated heart analysis, the variables of positive
pressure-time derivative (+dP/dtmax) and negative pressure-time derivative (—
dP/dtmax) were lower between the AMI groups, while the area under the curve
(AUC) was elevated in animals with AMI. The myocyte cross-sectional area (AST)
was higher in the AMI groups, under oxidative stress, it was not possible to
observe a difference in total protein carbonylation, in addition, there was no
difference in the expressions of NRF-2 and collagen lll proteins. Conclusion:
bean flour supplementation did not attenuate the CR induced by AMI in rats.

Keywords: Myocardial Infarction, Ventricular Remodeling, Oxidative Stress,

Phenolic Compounds, Phaseolus vulgaris.
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Nos ultimos anos as doengas cardiovasculares (DCV) constituem as
principais causas de morte no mundo (1). Segundo a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), estima-se que 17,9 milhdes de pessoas morreram em 2016 em
decorréncia a DCV, representando 31% das mortes em todo o mundo, além
disso, em 2030, serdo responsaveis por aproximadamente 23,6 milhdes de

mortes (2).

Dentre as DCV podemos destacar as sindromes coronarianas agudas,
principalmente o Infarto Agudo do Miocardio (IAM) com e sem
supradesnivelamento de segmento ST, sendo responsavel por mais de 7% dos
dbitos no Brasil, e representou 10,2% das internagdes no Sistema Unico de
Saude (SUS) (3). O IAM é uma das causas mais importantes de insuficiéncia
cardiaca, considerado grande problema de saude, e que se relaciona a piores

prognosticos, com incidéncia e prevaléncia crescentes nas ultimas décadas (4).

Neste contexto, apos o IAM, ocorrem eventos complexos no ventriculo
esquerdo (VE), envolvendo tanto a regido infartada quanto a n&o infartada, tais
alteragdes sdo denominadas como remodelagéao cardiaca (RC) (5,6, 7). ARC é
caracterizada por alteracbes moleculares, celulares e intersticiais cardiacas,
manifestando-se clinicamente por alteragbes no tamanho, massa, geometria e

fungéo do coracdo, em resposta a determinada agresséo (8).

Muitos fatores se associam a RC, incluindo modificagcdes no transito de
calcio, alteragdes da via beta-adrenérgica, alteracbes das proteinas contrateis,
ativacdo das metaloproteases, perda aguda de midcitos, acompanhada pela
degradacéao do colageno interfibrilar, especialmente os colagenos tipo | e tipo I,
estresse oxidativo, processo inflamatorio, alteragdes no metabolismo energético,
alteragdes de proteinas no citoesqueleto, da membrana e matriz e apoptose (8,
9).

Nesse cenario pode-se destacar o estresse oxidativo, evento complexo
caracterizado pelo aumento das espécies reativas de oxigénio (EROS) (10). A
geragcao de EROS em escalas nanomolares é considerada fundamental e atua
como uma segundo mensageiro intracelular (11). No entanto, em quantidades
micromolares, podem lesar os miécitos e desencadear eventos adversos,

resultando em aumento de estresse oxidativo e processo inflamatério, que
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desencadeiam posteriormente uma cascata de eventos adversos (11).

Em decorréncia ao aumento da produgdo de EROS, destaca-se a
importancia do fator nuclear 2 relacionado ao eritroide 2 (NRF-2), capaz de
induzir a expressao de uma variedade de genes citoprotetores e desintoxicantes.
Em condi¢bes fisiologicas adequadas a expressao de NRF-2 &€ menor, no
entanto, com o aumento da produc&o de EROS o NRF-2 é superexpresso (12).
Entretanto na fase crénica do IAM, pode estar reduzida por expressao anormal
do gene-alvo do NRF-2, afetando a manutencdo da homeostase redox via

enzimas medidas por elementos de resposta antioxidante (12).

Dentre os efeitos adversos do estresse oxidativo, temos ainda a
peroxidagcao lipidica, oxidagao proteica, dano ao DNA, disfuncdo celular,
proliferacao de fibroblastos, ativacdo de metaloproteinases, estimulo a apoptose,
alteragbes nas proteinas responsaveis pelo transito de calcio e ativacédo de vias

de sinalizagao para hipertrofia, se associando a piores prognésticos (13).

Diante disso, mediadores inflamatérios também devem ser elucidados,
pois, se relacionam diretamente a produg¢do de EROS. Citocinas inflamatdrias
sao estimuladas a serem produzidas pelos EROS, e o mesmo ocorre
contrariamente. A inflamagcdo desempenha papel crucial na fisiopatologia do
IAM, por meio de uma intensa resposta inflamatdria ativada pela isquemia
cardiaca, dentre as citocinas inflamatérias podemos destacar o fator necrose
tumoral-alfa (TNF-alfa) e as interleucinas 18 e 6 (IL-1B e IL-6), que atuam nas
vias inflamatérias, e podem levar a fibrose e morte celular(14, 15). Dessa
maneira, destaca-se o manejo do estresse oxidativo e do processo inflamatorio

como potenciais alvos para atenuar a remodelacao cardiaca apds o I1AM.

Afim de aprimorar terapéuticas na RC e reduzir a mortalidade apds o 1AM,
tem-se utilizado, nos ultimos anos, estratégias como os inibidores da enzima de
conversao da angiotensina I, betabloqueadores, inibidores do receptor da
neprilisina e da angiotensina Il, bloqueadores da aldosterona e inibidores da

SGLT2, com beneficios significativos na morbimortalidade (16, 17).

No entanto, devido ao grande impacto socio econémico, proveniente do
IAM e de gastos hospitalares, como o custo elevado do tratamento apés o IAM.
Novos tratamentos sdo necessarios, visando protecao cardiovascular, afim de

reduzir tamanho do infarto e preservar a funcdo cardiaca. Em estudos com
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modelo de infarto, alimentos com propriedades antioxidantes como o alecrim,
tomate e o suco de laranja mostraram efeitos benéficos e de protegdo na RC
(18, 19, 20). Neste contexto, pode-se destacar a suplementagdo de alimentos
com propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, como o feijao (Phaseolus

vulgaris) (21).

O feijao é um alimento tradicional, que possui excelente valor nutricional,
tornando-se opgéao interessante para melhorar o aporte nutricional e reduzir as
caréncias de nutrientes, principalmente em regides com restricbes econdmicas
(22, 23). Embora o consumo de feijao seja amplamente recomendado, eles sao
pouco consumidos em alguns paises. O consumo médio de feijdo no mundo
atingiu 2,58 kg/habitante/ano em 2017 (24), enquanto no Brasil o consumo é de
aproximadamente 15 kg/hab/ano (25).

Existem varias espécies de feijao, sendo Phaseolus vulgaris L., conhecido
como o feijao do tipo “carioca”, a mais cultivada e consumida. Em geral, feijdes
apresentam variacées de formas e cores, porém com propriedades nutricionais
semelhantes. Os gréos sao boas fontes de proteinas, carboidratos, fibras
alimentares, compostos fendlicos como polifendis, flavonoides, além de
vitaminas e minerais (26). O conteudo caldrico, de macronutrientes e de fibras &
muito semelhante entre os diferentes tipos de feijdo, ocorrendo algumas
variacdes de dificil padronizacao, devido a influéncia da composi¢cado do solo,

estac&o do ano e tipo de método utilizado para avaliacao (27, 28).

Além disso, apresentam diversidade de micronutrientes, dentre eles, o
potassio, magnésio, folato, ferro e zinco. Os feijdes também destacam-se por
serem fontes fundamentais de proteina em dietas vegetarianas e veganas, pois
sdo alimentos de fonte vegetal capaz de fornecer quantidades significativas do
aminoacido essencial lisina e de apresentar baixo custo quando comparado as
outras fontes proteicas (29). Ainda neste contexto, o conteudo de fibras totais e
soluveis presentes nos graos sao grandes contribuintes para o baixo indice

glicémico, auxiliando, deste modo, na prevengao de doengas crénicas (27).

Interessantemente destacam-se os compostos fendlicos presentes nos
graos, a quantidade de polifendis presentes nessa leguminosa é capaz de |lhe
atribuir elevado potencial antioxidante. Entretanto, o feijado também contém

varios compostos classificados como antinutrientes, os quais podem interferir na
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digestdo e na utilizagdo dos nutrientes. Os inibidores de protease, lectinas,
fitatos, oxalatos, (incluindo taninos), anti-vitaminas, galacto-oligossacarideos,
fatores de flatuléncia, alérgenos, e acido fitico, configuram antinutrientes

presentes no feijao (30).

Os antinutrientes sdo encontrados em diversos vegetais, e podem ser
consumidos com seguranga, desde que realizado procedimentos convencionas
de lavagem dos gréos, remolho e fervura, pois sdo capazes de inativar a maior
parte deles e, além disso os efeitos prejudiciais sdo observados em condigbes

de consumo de elevadas quantidades (31).

Diante do exposto, os beneficios do consumo do feijdo foram descritos
em recentes revisbes, como fator preventivo na obesidade, saude
cardiovascular, perfil metabdlico, protecado do codlon, diminuir inflamacao e
estresse oxidativo, além de contribuir no sistema imunolégico (32, 33). Em
estudos experimentais estéo claros os beneficios da suplementagéo de feijao na
saude cardiovascular, atenuando no processo inflamatdrio e estresse oxidativo
(34, 35, 36), parametros vasculares (37, 38, 39), perfil lipidico (40, 41, 42),
composigao corporal (39, 43) e alterando a microbiota intestinal (44, 45, 46).

Em relacdo ao processo inflamatério e estresse oxidativo, estudos
avaliaram o efeito da farinha integral e do hidrolisado proteico do feijao carioca.
A farinha e o hidrolisado de proteina de feijao reduziram a inflamagao e fatores
de risco para DCV, por meio da reducao do processo inflamatério, que foi
modulado pela via TNF-a/ Factor Nuclear Kappa B (NFkB), aumentando a
atividade de expresséo da superoxido dismutase (SOD) e a expressédo de HSP72
(34).

Em animais suplementados com proteina de feijdo, observou-se
diminuicdo na angiotensina Il, aumento da sintase endotelial do 6xido nitrico que
promove relaxamento vascular, e resulta em prevencao da disfuncao endotelial
prevenindo inflamacéo e disfuncido do endotélio vascular, além de diminuir o
estresse oxidativo (35). A suplementado com feijdo em animais, apresentou
reducao na expressao de mRNA e citocinas inflamatdrias do célon, como a IL-6,
interleucina 9 (IL-9), interleucina 17A (IL-17A) e interferon (IFN) e aumentaram
da interleucina 10 (IL-10) com potencial anti-inflamatério. Além disso, eles

reduziram sistemicamente as citocinas circulantes (IL-13, TNFa, IFN e IL-17A),
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e reduziram a expressao do mediador proé-inflamatério IL-13, IL-6, TNF-a e a
proteina-1 quimioatraente de mondcitos (MCP-1) e estresse oxidativo (36).

Nos parametros vasculares, ao avaliar os efeitos anti-hipertensivos dos
extratos de feijdo azuki sobre a pressao arterial, sistema renina-angiotensina
(SRA) e lesdo adrtica em ratos, os animais suplementados diminuiram a
concentracao de aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT), triglicérides, colesterol total, presséo arterial sistdlica e nivel de enzima
conversora de angiotensina em comparagéo com controle. O nivel angiotensina
Il e a expressdao de mRNA de renina diminuidos em comparagao com controle,

sugeriu que o feijao exibe potencial anti-hipertensivo (37).

Ainda nesse cenario, ao suplementar graos de feijao preto e feijao branco,
observou-se que os graos pretos foram capazes de aumentar a tolerancia
vascular, e tanto graos pretos como os brancos, aumentaram a massa magra.
Entretanto quando interromperam a suplementacao, ndo se observou mais os

achados, e além disso, houve aumento de tecido adiposo (38).

No perfil lipidico, ratos obesos apresentaram queda no colesterol total do
plasma e a lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) sem afetar a lipoproteina
de alta densidade (HDL-c) ou o triacilgricerol (TAG) total, como efeito secundario
ao estudado, observou-se também uma perda de peso significativa nos animais
suplementados com dieta contento o feijdo seco cozido (39, 40). Em outro
modelo os compostos ativos presentes nos graos como flavonoides e saponinas

extraidas da casca do feijao preto apresentaram melhora no perfil lipidico (41).

Lopes et al. (42) no modelo de hamsters hipercolesterolémicos,
observaram que os compostos bioativos presentes nas leguminosas, atenuaram
o estresse oxidativo e a formacao de radicais livres, reduzindo os danos ao
figado, causado pelo excesso de deposi¢cdo de lipidios nos hepatdcitos, com

reducao do colesterol total, colesterol fecal e colesterol nao HDL-c.

Na composic¢ao corporal o inibidor da a-amilase (a-Al) € estudado por ser
um potente aliado no tratamento da obesidade, pode ser extraido da maioria das
espécies de feijao. Ratos obesos suplementados com a-Al apresentaram perda
de peso significativa, além de melhora no perfil lipidico (43).

Estudos avaliando a estrutura da microbiota intestinal em animais,
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observou melhora na modulagdo da microbiota intestinal e da barreira epitelial
intestinal do hospedeiro, assim contribuindo para a homeostase intestinal. Pasta
de feijao e farinha de feijdo em diferentes doses em camundongos foram
capazes de diminuir o peso do tecido adiposo perirrenal e epididimal, controlando
0 acumulo de gordura e aumentando o volume das fezes, além de diminuir o
colesterol total, o LDL-c e os triglicerideos séricos e hepaticos, o que pode ser

explicado pela menor absorgédo de acidos graxos (44, 45).

Em modelos de colite aguda, as amostras fecais apresentaram os maiores
teores fendlicos (teor de fendlicos totais e teor de flavonoides totais) e atividade
antioxidante em animais suplementados com feijao, houve também um aumento
nas concentragbes de acidos graxos de cadeia curta (SCFA) cecal, que
coincidiram com efeitos benéficos e adversos no célon e inflamacéao sistémica
(46).

Os mecanismos pelos quais o feijao e as leguminosas contribuem para a
prevencdo e tratamento das DCV nao estdo bem estabelecidos. Todavia,
estudos apontam que compostos bioativos e fitoquimicos presentes nas
leguminosas modulam favoravelmente fatores de risco a aterogénese, como a

obesidade, perfil lipidico, saciedade, glicemia e estresse oxidativo (47).

Poucos estudos clinicos avaliaram o consumo de feijdao na saude
cardiovascular, os principais achados incluem diminuicdo do risco de
desenvolvimento de DCV (48, 49), melhora de parametros como perfil lipidico,
glicemia (50, 51) e antropometria (52), os quais sdo fatores de risco para o
desenvolvimento de DCV e diminuicdo de mortalidade. Apesar dos possiveis
efeitos benéficos do feijdo nas DCV, ndo encontramos dados que avaliaram a

suplementacao do feijao especificamente na RC apds o IAM.
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HIPOTESE
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A suplementacgao de feijao pode atenuar a remodelagao cardiaca apés o
infarto agudo do miocardio. Dentre os mecanismos fisiopatoldgicos, acreditamos

que a reducao do estresse oxidativo possam estar envolvidos nesse processo.
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OBJETIVO
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Nosso objetivo foi avaliar a influéncia da suplementagcdo da farinha de
feijao na remodelagédo cardiaca ap6s o infarto agudo do miocardio em ratos.
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MATERIAL E METODOS
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Delineamento experimental

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina de Botucatu — Unesp previamente a sua realizacao
(CEUA 1348/2020). Ratos Wistar machos, pesando entre 200-250g, foram
adquiridos do biotério da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP. Os
animais foram mantidos no Biotério da UNIPEX- FMB/UNESP, em gaiolas
individuais com livre acesso a agua, controle de luz (ciclos de 12 horas), de
temperatura (aproximadamente 25°C) e de umidade. Também foi realizado
enriqguecimento ambiental com tubos de PVC cortados e papel toalha
amassado nas caixas. Os animais foram alocados em trés grupos: 1) grupo
Sham alimentado com dieta padrao (SC); 2) grupo IAM alimentado com dieta
padréo (IC); 3) grupo IAM alimentado com dieta suplementada com 15% de
farinha de feijao cozido (53) (IF). Os animais foram acompanhados por trés
meses. Durante esse periodo foi verificada a ingestao diaria de ragéo e o
controle de peso semanal, apds esse periodo, foram incluidos nas analises os
animais que tiveram o tamanho de infarto >25%. Os animais foram submetidos
a estudo funcional in vivo e in vitro seguido de eutanasia, realizada por
administracdo de dose excessiva de tiopental sddico (120mg/kg,
intraperitoneal) seguida de decapitacéo de guilhotina como método secundario
para coleta do sangue. Foram coletados coragao e sangue. O figado,rins e
pulmao foram pesados e desprezados, e 0 coracao foi pesado e armazenado

a -80°C até o momento das analises bioquimicas.

Nao dispomos de dados experimentais que permitam o calculo do
tamanho amostral. No entanto, trabalhos prévios com IAM experimental
realizados em nosso laboratorio empregaram tamanho amostral de 20 animais
por grupo, considerando que a mortalidade na indugéo do infarto experimental
€ em torno de 40-50%, numero suficiente para mostrar diferencas significativas
entre as variaveis cardiacas estudadas. O tempo de observagao também foi
definido baseado em trabalhos anteriores do grupo. A figura 1 ilustra de

maneira resumida o delineamento experimental acima descrito.
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Figura 1. Representagéo do delineamento do estudo

Wistar machos

n=160

Grupo SC Grupo IC Grupo IF
n=18 n=22 n=28
Dieta Dieta Dieta com 15%

padrédo e padréao e de feijdo em

agua livre agua livre relagdo ao VET e

agua livre

Ecocardiograma, coragao isolado, eutanasia, coleta de material bioldgico e analises —

SC: sham controle; IC: infarto controle; IF: infarto feijao; VET: valor energético total.

Preparacgao e analise da farinha do feijao
Foram obtidos 30kg de gréos de feijao carioca, adquiridos da empresa

Agrocereal®, no interior de Sado Paulo. Os graos foram armazenados em local
arejado em temperatura ambiente, foram verificados quanto a coloragao e se
enrugados ou rachados foram desprezados. Apos foi realizada a lavagem dos
graos em agua corrente e colocados no remolho em agua que cobrisse todos os
graos por 24h, apos esse periodo, a agua do remolho foi desprezada e os graos
foram colocados em panela de pressao para cozinhar por 15 minutos, para cada
5kg de feijao foi acrescentado 8 litros de agua para cozimento, apds o cozimento
foi retirada a pressao, neste momento foi realizada a coleta de 15mL da agua do
cozimento. O caldo e os graos foram colocados em bowls onde os graos foram
triturados com o auxilio de um mixer, até se tornar uma pasta. Essa pasta foi
distribuida em formas de aluminio descartavel e alocadas na estufa por 48 horas
a 50°C para liofilizagédo da pasta, O feijao foi levado ao liquidificador até atingir
consisténcia semelhante a farinha. A farinha de feijao foi separada em sacos
esterilizados, para posterior andlises e preparo da ragao, armazenados no
congelador -80°C. No preparo da ragdo com farinha de feijao, foi utilizada a ragéao

Nuvilab (Nuvital®), que foi adicionada a farinha de feijao que correspondia a 15%
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em relagdo ao peso total da dieta, e acrescentado 200mL de agua para dar liga,
apos foi misturada em um misturador industrial, e posteriormente peletizada. A
ragao com farinha de feijado foi armazenada em sacos esterilizados e alocados
no congelador -20°, até ser ofertada aos animais.

Na tabela 1 foi descrita a composigao final da farinha de feijao, realizada
pelo Instituto de tecnologia de alimentos centro de ciéncia e qualidade de
alimentos (ITAL), utilizando para umidade e volateis o método - MA-CQ.026,
Official Method 925.10 (54), cinzas - MA-CQ.015, Official Method 945.38C (54),
gorduras totais - MA-CQ.022, Official Method 034B (55), proteinas - MA-CQ.315
Official Method 037 (55), fibra alimentar total - MA-CQ.075, Official Method
985.29 (54), valor energético (56), acido clorogénico 5-CQA (57), antocianinas
totais — MA-CQ. 221 (58) e compostos fendlicos — MA-CQ.316 (59). A
composi¢ao nutricional da ragdo com a farinha de feijdo ndo alterou o valor
energético total (VET) e os macronutrientes, quando comparado a ragao padrao

utilizada.

Tabela 1. Composigao nutricional da farinha de feijao

Determinagao Resultado (100g)
Valor energético (kcal) 2852
Umidade e volateis (g) 6,39 (0,07)°
Cinzas (g) 3,66 (0,01)°
Gorduras totais (g) 2,44 (0,05)°
Proteina (Nx6,25) (g) 21,44 (0,16)°
Fibra alimentar total (g) 21,81 (0,23)°
Carboidratos (g) 44,26°

Acido clorogénico (5-CQA) (g) ND < 0,0024¢
Antocianinas totais (mg) ND < 2,004
Compostos fendlicos totais® (mg) 260 (3)°

2 O valor energético da amostra foi calculado pela soma das porcentagens de proteina e carboidratos multiplicados pelo
fator 4 (kcal/g) somado ao teor de gorduras totais multiplicado pelo fator 9 (kcal/g); ® Média e estimativa de desvio padréo;
CCalculado por diferenga: 100 - (g/100g umidade + g/100g cinzas + g/100g gorduras totais + g/100g proteina + g/100g
fibra alimentar total); ¢ ND = N&o detectado. = expressos em &cido galico.

Infarto Experimental

O IAM foi realizado de acordo com método descrito inicialmente por
Heimburger e modificado por Pfeffer et. al. (60,61). Apds anestesia com
cloridrato de cetamina (50mg/kg) e xilazina (10mg/kg), por via intraperitoneal, foi

realizada toracotomia esquerda, entre 0 4° e 0 5° espacos intercostais. O coragao
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foi exteriorizado por compressao lateral do térax e a artéria coronaria esquerda
ligada a, aproximadamente, 2mm da origem, com fio de polivinil (5-0 Ethicon),
entre a borda do atrio esquerdo e o sulco da artéria pulmonar. A seguir, o coragao
foi rapidamente recolocado na cavidade toracica, os pulmdes expandidos com
ventilagao positiva com oxigénio a 100% e o térax fechado. Apés o procedimento
cirargico os animais receberam analgesia com dipirona (100mg/kg subcutaneo
de 8 em 8h por trés dias), e foram observados quanto a presenga de sinais de
desconforto (62).

Avaliacao funcional “in vivo” - Ecocardiograma

O ecocardiograma foi realizado em dois momentos, sendo no momento
inicial para avaliar o tamanho do IAM, uma semana apds a indug¢ao do IAM
experimental e no momento final para as variaveis funcionais e estruturais.

Apds uma semana do modelo e IAM, os animais foram novamente
anestesiados com cloridrato de cetamina (50mg/kg) e cloridrato de xilazina
(1mg/kg) por via intraperitoneal. Tiveram a regido anterior do térax tricotomizada
e foram posicionados em decubito lateral esquerdo. O exame foi realizado
utilizando o equipamento Vivid S6 (General Electric Medical Systems), com
transdutor multifrequencial de 5,0 a 11,5 MHz. Todos os exames foram feitos
pelo mesmo examinador que desconhecia os grupos dos animais.

Todas as medidas foram efetuadas de acordo com as recomendacodes da
American Society of Echocardiography (63) ja validadas no modelo de ratos
infartados. As variaveis estruturais do coracdo foram obtidas por analise
bidimensional, com o transdutor em posi¢ao paraesternal, eixo menor.

As variaveis estruturais do coracdo foram obtidas por analise
bidimensional, com o transdutor em posicdo paraesternal, eixo menor. As
variaveis mensuradas foram: espessura diastdlica da parede posterior do
ventriculo esquerdo (EDPP); diametro diastélico (DDVE) e sistdlico (DSVE) do
ventriculo esquerdo (VE), da aorta e do atrio esquerdo. Atrio esquedo dividido
pela aorta (AE/AO), DDVE dividido pelo peso corporal (PC) e AE dividido pelo
PC.

As variaveis funcionais foram mensuradas com o auxilio do doppler
tissular. A funcgao sistdlica do VE foi verificada pela fracdo de encurtamento
miocardico [(DDVE — DSVE) / DDVE], fragao de ejegao do VE [(DDVE? — DSVE?)
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/ DDVE?®] e deslocamento sistdlico (S’). Ja a fungao diastélica, foi avaliada pelo
pico de velocidade do enchimento diastdlico inicial (onda E), pico de velocidade
do enchimento diastdlico tardio (onda A), tempo de relaxamento isovolumétrico
(TRIV) e tempo de desaceleracdo da onda E (TDE). Em complemento, foram
observados o deslocamento sistdlico (S’), diastdlico inicial (E’) e tardio (A’) do
anel mitral na parede lateral e septal. Ainda, foi calculada a relagao E/A, tempo
de relaxamento isovolumétrico corrigido pela frequéncia cardiaca e relagéao E/E’.
Além da velocidade de encurtamento da parede posterior do VE (VEPP(mm/s)),

area diastdlica e sistdlica e % de variagao da area.

Avaliagao funcional “in vitro” — Coragao isolado

Apds a realizagado do ecocardiograma final, imediatamente, 6 animais de
cada grupo (exceto grupo IF, n=8), receberam tiopental (80 mg/kg) e heparina
(2000U) intraperitoneal e foram ventilados com presséo positiva e oxigénio a
100%. A seguir, o térax foi aberto e a aorta cateterizada com canula de metal
numero 15, e foi iniciada a perfusdo miocardica retrograda, com solugao
nutriente de Krebs-Henseleit, com a seguinte composi¢ao, em mmol/l: 115 NaCl,
5,4 KCI; 1,2 MgS04; 2,5 CaCl2; 1,15 NaH2PO4; 25 NaHCO3; 11 glicose. Os
coracoes foram removidos da caixa toracica e colocados em aparelho de estudo
de coracéo isolado, tamanho 3 tipo 830 (Hugo Sacks Eletronic-Germany), com
pressdo de perfusdo constante de 75 mmHg. A solugdo nutriente foi
continuamente oxigenada com mistura gasosa de 95% de oxigénio e 5% de
CO2, mantendo-se a pressado parcial de oxigénio entre 500-600 mmHg, a
temperatura de 37 oC, pH entre 7,3 e 7,4. A avaliagéo foi realizada conforme
método previamente descrito e padronizado em nosso laboratério (64, 65).

Por meio da técnica descrita, foram obtidas curvas de Starling com infusao
de liquido no baldo, que permite variar a pressao diastdlica no VE de 0 a 25
mmHg, por meio de incrementos graduais de 5 mmHg, registrando-se a presséo
sistolica correspondente a cada variacdo de volume. Nesta técnica em que o
coragao opera em condi¢gdes isovolumétricas, a pressédo desenvolvida (presséo
sistélica menos a pressao diastdlica) foi utilizada como indicadora da capacidade
contratil. Foram registradas também a primeira derivada positiva de pressao
(+dP/dtmax) e a derivada negativa de pressao (—dP/dtmax). Esses indices foram

utilizados, respectivamente, como parametros de funcao sistélica e diastdlica do
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VE. Foi realizado posteriormente o grafico referente a area sob a curva (ASC) do
estudo de coragéo isolado (pressao diastdlica X volume).

Estudo morfométrico

Apds o estudo funcional, foi realizado o estudo morfométrico, segundo
técnica ja padronizada, os animais foram anestesiados com dose excessiva de
tiopental para a eutanasia (66,67). Logo apés, os animais foram decapitados e o
coragao foi coletado e pesado VE, ventriculo direito (VD), além disso o pulmao,
figado e rim também foram pesados e descartados. O sangue dos animais
também foi coletado e centrifugado para a obtengéo do soro. As amostras de VE
e soro foram armazenadas a -80°C para as posteriores analises. Os coracoes
foram retirados, dissecados e os ventriculos direito (VD) e o esquerdo. Em
seguida os coragdes tiveram o VE seccionado a 4 mm, a partir do apice, pelo
fato deste corte refletir a média dos resultados de cortes de todo o ventriculo.
Em seguida, esse fragmento de 3 mm de espessura foi fixado em solugédo de
formol a 10% por periodo de 24 horas, segundo relato prévio (64-65).

Apés fixagao, o tecido foi incluso em blocos de parafina, obtendo-se, a
seqguir, cortes coronais para posterior andlise histologica. A base e a ponta do
VE foram congeladas a -80° C para posteriores dosagens bioquimicas. Cortes
histolégicos foram corados com solugdo Hematoxilina - Eosina (HE) para
afericdo de areas da secgédo transversa dos midcitos (ASM), e pela técnica de
Picrosirius red, para visualizagao do tamanho do infarto. O tamanho do infarto foi
calculado pela soma do comprimento endocardico e epicardico do segmento
infartado, em relacao a soma do comprimento endocardico e epicardico total do
VE.

Foram mensuradas de 30 a 50 ceélulas por ventriculo analisado
empregando-se microscépio LEICA DM LS acoplado a camera de video, que
envia imagens digitais ao computador dotado de programa de analise de
imagens Image Pro-plus (Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). Os
miécitos selecionados foram seccionados transversalmente e apresentaram
forma redonda e nucleo visivel no centro da célula. Este cuidado visou
uniformizar ao maximo o conjunto de midcitos dos diferentes grupos. As areas
seccionais médias obtidas para cada grupo foram utilizadas como indicador do

tamanho celular.
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Carbonilagao de proteinas no coragao

A carbonilagao foi analisada pelo método adaptado de Mesquita et. al.
(68). Foi quantificada em 100 pl de sobrenadante de tecido cardiaco para 100 pl
2,4- dinitrofenilhidrazina (DNPH) (10 mM em HCI 2 M). As amostras foram
incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente, depois foram adicionados
50 pl de NaOH (6 M) e incubadas por mais 10 minutos em temperatura ambiente.
A leitura foi realizada a 450 nm em leitor de microplaca Spectra Max 190
(Molecular Devices®, Sunnyvale, CA, EUA) e o resultado obtido da absorbéancia
das amostras e do coeficiente de extingdo molar (22000 M-1 cm-1). O resultado

final foi expresso em nmol/mg de proteinas.

Determinacgao de expressao proteica por Western blot

A técnica de Western blot foi utilizada para quantificar a expressao
proteica das proteinas NRF-2 e Colageno lll no tecido cardiaco. O método foi
constituido das seguintes etapas:
Extragcdo: amostras do VE (50 mg) foram homogeneizadas com 500 ul de tampéo
de extracao (Nacl 1M, Triton 1%, Deoxicolato de sédio 0,5%, SDS 0,1%, Tris
base, PIC 1%, Ortovanadato de sddio 1%, NaF 1M-1%) no equipamento Bullet
Blender Standard® (disrupt or homogenize cells and tissue BBX24, made in
EUA), durante 5 minutos. Apds, as amostras foram centrifugadas por 20 minutos,
a4°C e 12.000 rpm. Os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -80°C.
Para a quantificacao da concentracao proteica de cada amostra, foi realizado o
método de Bradford utilizando a curva padrdo de BSA Protein Standard (Bio-
Rad, Hercules, CA, EUA).
Eletroforese em gel: apds a quantificacdo da concentragcdo de proteina, as
amostras foram diluidas em tampao Laemmli (Tris — HCL 240mM, SDS 0,8%,
glicerol 40%, azul debromofenol 0,02% e B-mercaptoetanol 200mM) e aquecidas
a 100°C por 5 min. Posteriormente, as amostras (contendo 30 pg de proteina
total) foram separadas por eletroforese utilizando sistema Mini-Protean 3
Electrophoresis Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). A corrida eletroforética foi
realizada em gel bifasico, de empilhamento (Tris - HCL 240mM pH 6,7,
poliacrilamida 40%, APS e Temed) e de resolugéo (Tris - HCL 240mM pH 8,9,

poliacrilamida 40%, glicerol, APS e Temed) a 4°C. A concentragéo do gel de
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empilhamento utilizada foi de 5% e a concentragédo do gel de resolugao variou
de 10 a 15%, de acordo com o peso molecular da proteina determinada. Em um
dos pogos de cada gel foi pipetado um padrao de peso molecular, Kaleidoscope
Prestained Standards (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) e nos demais pogos foram
pipetadas as amostras de todos os grupos de maneira alternada. A corrida
eletroforética foi efetuada a 30 min a 50 V e 2 horas a 120 V (Power Pac HC
3.0A, Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) com tampéo de corrida (Tris 0,25M, glicina
192 mM e SDS 1%).

Transferéncia e Bloqueio: apds a corrida, os géis foram transferidos para uma
membrana de nitrocelulose em sistema Mini - Trans Blot (Bio-Rad, Hercules, CA,
EUA) utilizando-se tamp&o de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM,
metanol 20% e SDS 0,1%). Os sitios inespecificos de ligagdo do anticorpo
primario a membrana foram bloqueados mediante incubacdo com solucao de 5%
Blotting-Grade Blocker (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) dissolvido em solucéo
basal pH 8,0 (Tris 1M pH 8,0, NaCl 5M e detergente Tween 20) por 60 min a
temperatura ambiente sob constante agitagao.

Incubacao com os anticorpos e analise: apds o bloqueio, as membranas foram
incubadas com os anticorpos primarios especificos para cada proteina
analisada, diluidos em solugdo de 3% Blotting-Grade Blocker (Bio-Rad,
Hercules, CA, EUA), dissolvido em solu¢cdo basal pH 8,0. As membranas
permaneceram incubadas durante a noite a temperatura de 4°C, sob constante
agitagdo. Apds a incubagdo com o anticorpo primario, as membranas foram
lavadas em solucéo basal pH 8,0 e incubadas com os anticorpos secundarios
especificos, diluidos em solugdo de 1% Blotting-Grade Blocker (Bio-Rad,
Hercules, CA, EUA), dissolvido em solugdo basal pH 8,0. As membranas
permaneceram incubadas por 90 min, a temperatura ambiente, sob agitagcéo
constante. Posteriormente, as membranas foram lavadas em solugéo basal pH
8,0 e aimunodeteccéo foi realizada por meio do método de quimioluminescéncia
utilizando mmobilon® Classico Western HRP Substrate (Millipore, made in the
EUA). As imagens foram fotografadas no ImageQuant™ LAS 4000, GE
Healthcare. A expressao de todas as proteinas analisadas foi normalizada pela
expressao da proteina constitucional glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH). A analise das imagens foi realizada no programa de

analise de imagens Image Pro—plus (Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland,
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EUA).

Anticorpos primarios utilizados:

. GAPDH, mouse monoclonal (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc-
32233), diluigao [1:10000];

. NRF-2, mouse monoclonal (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc-
722) diluigao [1:200];

. Colageno Ill, mouse monoclonal (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe,

sc-271249) [1:100].
Anticorpos secundarios utilizados:
. Anti-mouse goat IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology,), diluicdo [1:10000]
para GAPDH, [1:1000] para NRF-2 e [1:1000] para colageno llI.

Anidlise Estatistica

Para as variaveis paramétricas, foi realizado o teste de analise de
variancia de 1 via (ANOVA) com pods-teste de Tukey e os valores obtidos foram
apresentados em média = desvio padrao. Para as variaveis nao paramétricas,
os dados foram apresentados em medianas e percentis 25 e 75% e foi realizado
o teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn. O nivel de significancia
adotado foi de 5%. Para analise dos dados e construgéo dos graficos foi utilizado
0 pacote estatistico programa SigmaPlot para Windows 12.0 (Systat Software
Inc., San Jose, CA).
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Na realizacao do infarto experimental houve perda de 48 animais dos
infartados, 3 animais foram descartados pois nao foi induzido o modelo de
infarto, e houve perda de mais 1 animal no ecocardiograma inicial. Apds, os
animais foram alocados em 3 grupos, sendo grupo SC (n=18), IC (n=22) e IF
(n=28). Durante os trés meses de experimento, houve perda de 2 animais do
grupo IC, e 2 animais do grupo IF, posteriormente foram excluidos 10 animais
do grupo IC e 5 animais do grupo IF, pois tinham tamanho de IAM <25%.
Portanto, foram incluidos animais com infarto 225%, de acordo com a andlise
histologica preconizada, sendo que o tamanho médio dos infartos foi de 38%

para o grupo IC e 40% para o grupo |IF, como mostra a figura 2.

Figura 2. Cortes histoldégicos corados pela técnica de Picrosirius red, para

visualizagdo do tamanho do infarto

A)IC B) IF
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e o | e o |

IC:IAM Controle IF: IAM feijéo.

g

O grafico 1 apresenta o peso médio final dos animais apds o periodo
experimental, sendo possivel observar que ndao houve diferenga entre os grupos
[SC 443,33142,51g vs. IC 468,90+33,50g vs. IF 459,57+31,11g (p= 0,078)].
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Grafico 1. Peso corporal médio dos animais
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SC: Sham controle; IC: IAM controle; IF: IAM feijdo. Dados expressos em média + desvio padrao.

O grafico 2. Apresenta a ingestao de ragéo entre os grupos, sendo que na
média de ingestdo nao houve diferenga entre os grupos [SC 22,65+2,32g vs. IC
23,50+2,16g vs. IF 22,60+1,00g (p= 0,446)].
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Grafico 2. Ingestado de ragao dos animais
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SC: Sham controle; IC: IAM controle; IF: IAM feijdo. Dados expressos em média + desvio padrao.

O peso dos 6rgaos dos animais, e peso corrigido pelo peso corporal foram
apresentados na Tabela 2. Sendo que as variaveis peso do VE, VE/peso, VD e
VD/peso foram significativamente menores no grupo Sham quando comparados

aos animais dos grupos |IAM.

Tabela 2. Peso dos 6rgaos e tecidos dos animais

Orgaos SC (n=18) IC (n=22) IF (n=28) Valor de p
VE (9) 0,70 (0,65-0,76) 0,91 (0,82-1,02) 0,90 (0,76-0,99)* <0,001
VE/peso(g) 1,59 (1,50-1,76) 1,93 (1,84-2,16)* 1,90 (1,69-2,32)* <0,001
VD (g) 0,18 (0,14-0,21) 0,23 (0,19-0,30) 0,23 (0,20-0,27)* 0,001
VDI/peso (g) 0,41 (0,33-0,46) 0,53 (0,41-0,65)* 0,52 (0,43-0,60)* 0,004
Atrio E (g) 0,04 (0,03-0,05) 0,06 (0,04-0,08) 0,04 (0,03-0,07) 0,076
Atrio/peso 0,09 (0,08-0,11) 0,12 (0,10-0,18) 0,10 (0,06-0,17) 0,061
Figado (g) 10,15+1,77 11,13+1,68 11,19+1,67 0,105
Figado/peso 22,83+3,53 23,80+3,35 24,41+3,49 0,322
Pulméo (g) 1,54 (1,39-1,63) 1,55 (1,36-1,75) 1,51 (1,36-1,70) 0,944
Pulmao/peso 3,29 (3,07-3,91) 3,31 (2,99-3,73) 3,24 (3,03-3,87) 0,817

SC: Sham controle; IC: IAM controle; IF: 1AM feijdo; VE: Ventriculo esquerdo; VD: Ventriculo direito; Atrio E: Atrio
esquerdo. Dados expressos em média + desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75%. * = diferente de SC. Valor de
p em negrito representa diferenga significativa.
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Avaliacao funcional “in vivo”
Foram descritos na tabela 3, o peso corporal e as variaveis estruturais do
ecocardiograma, sendo que todas as variaveis foram significativamente maiores

nos grupos IAM quando comparado ao controle.

Tabela 3. Peso corporal e variaveis estruturais do ecocardiograma

Variaveis SC (n=18) IC (n=22) IF (n=28) Valor de p
PC(g) 443,33+42,51 468,90+33,50 459,57+31,11 0,078
DDVE(mm) 7,55 (7,03-7,85) 9,40 (8,81-10,06)* 9,46 (9,10-9,82)* <0,001
DSVE(mm) 3,32 (2,71-3,58) 7,24 (6,05-8,11)* 7,26 (6,49-7,81)* <0,001
EDPP(mm) 1,35 (1,32-1,37) 1,55 (1,41-1,79)* 1,56 (1,46-1,70)* <0,001
AE (mm) 5,29 (5,11-5,47) 6,27 (5,89-6,76)* 6,13 (5,84-6,57)* <0,001
AE/AO 1,29 (1,25-1,32) 1,60 (1,47-1,67)* 1,54 (1,45-1,65)* <0,001
DDVE/PC 17,01+1,18 20,368+1,87* 20,85+1,87* <0,001
AE/PC 12,05 (11,20-12,96) 13,14 (12,37-14,65)* 13,51 (12,54-14,70)* <0,001

SC: Sham controle; IC: IAM controle; IF: 1AM feijao;.PC: Peso corporal; DDVE: diametro diastdlico do ventriculo esquerdo;
DSVE: diametro sistélico do ventriculo esquerdo; EDPP: espessura diastolica da parede posterior do ventriculo esquerdo;
AE: diametro do atrio esquerdo; AE/AQ: diametro da aorta dividido pelo didametro do atrio esquerdo; DDVE/PC: diametro
diastodlico do ventriculo esquerdo dividido pelo peso corporal; AE/PC: diametro do atrio esquerdo dividido pelo peso
corporal. Dados expressos em média * desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75%. * = diferente de SC. Valor de p

em negrito representa diferencga significativa.

Na tabela 4, foram descritas a frequéncia cardiaca e variaveis funcionais
do ecocardiograma, sendo que as variaveis de % de encurtamento do
endocardio, E/A, VEPP, % variagdo da area, fragdo de ejegcado, S média e A
meédia foram significativamente menores nos animais com IAM. Enquanto a area
diastdlica e sistolica e o TRIV/R/R foram significativamente maiores nos animais
com |IAM, a variavel E mitral foi diferente no grupo IF quando comparado ao SC.
Demonstrando dessa maneira a efetividade do modelo de IAM experimental.



Tabela 4. Frequéncia cardiaca e variaveis funcionais do ecocardiograma

Variaveis SC (n=18) IC (n=22) IF (n=28) Valor de p
FC (bpm) 325,61+58,94 327,45+48,35 325,67+54,10 0,992
%Enc.Endo 57,70+6,34 25,09+6,73* 24,19+4,96* <0,001
E Mitral 71,50 (66,00-80,00) 69,00 (57,75-77,25) 62,00(57,00-69,00)# 0,011
A Mitral 47,00 (43,50-59,75) 65,00 (47,25-78,75) 60,00 (50,00-68,50) 0,136
E/A 1,51 (1,16-1,75) 0,96 (0,93-1,31)* 1,01 (0,84-1,33)* 0,017
VEPP(mm/s) 43,30+6,00 30,98+7,96* 31,74+7,42* <0,001
TDE-MS 40,00 (37,00-45,00) 46,00 (41,00-51,00)* 42,50 (38,00-48,00)* 0,050
Area-Diast. 40,15 (35,22-44,50) 68,10 (54,35+87,72)* 70,45 (64,02-77,40)* <0,001
Area-Sist. 10,45 (7,28-12,62) 40,60 (29,40-61,70)* 46,05 (37,55-53,37)* <0,001
%-Var. Area 74,67+7,41 38,37+10,14* 35,77+9,97* <0,001
Triv/R-R 52,80+5,18 71,35+8,90* 73,1316,72* <0,001
Fragéo 0,92 (0,89-0,95) 0,55 (0,48-0,68)* 0,55 (0,50-0,59)* <0,001
ejecao

S Média 3,50 (3,38-3,61) 2,90 (2,75-3,15)* 2,90 (2,80-3,08)* <0,001
E' Média 3,93+0,71 3,5310,62 3,68+0,64 0,226
A' Média 5,28+1,07 4,46+0,82* 4,1110,71* <0,001
E/E' Média 19,13+4,35 20,3115,23 18,19+3,97 0,354

SC: Sham controle; IC: IAM controle; IF: 1AM feijdo; FC: frequéncia cardiaca; %Enc.Endo: Porcentagem de encurtamento
do endocardio; E mitral: onda E do fluxo transmitral; A mitral: onda A do fluxo transmitral; E/A: E mitral dividido pelo A
mitral; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior do ventriculo esquerdo; TDE-MS: tempo de desaceleragdo
da onda E mitral; Area-Diast: area diastdlica; Area-Sist: Area sistdlica; % Var. Area: porcentagem de variagédo da area;
R-R (seg): distancia de um batimento a outro (para célculo do TRIV/R-R); TRIV/R-R: tempo de relaxamento
isovolumétrico do VE; S média: onda sistolica do anel mitral lateral dividido pelo septal (Doppler tissular); E' média: onda
diastdlica inicial do anel mitral lateral divido pelo septal (Doppler tissular); A’ média: onda diastodlica tardia do anel mitral
lateral dividido pelo septal (Doppler tissular); E/E’ média: E mitral dividido pelo E’ média. Dados expressos em média +
desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75%. * = diferente de SC; # = IF diferente de SC. Valor de p em negrito

representa diferenca significativa.

Avaliagao funcional “in vitro” — Coragao isolado
Na tabela 5 foi descrita a analise de coracgao isolado, e observou-se que
as variaveis de derivada +dP/dt e derivada -dP/dt foi menor entre os grupos com

IAM quando comparado ao controle.
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Tabela 5. Coracéo isolado

Variaveis SC (n=6) IC (n=6) IF (n=8) Valor de p
Volume inicial do 69,16+11,58 123,33+64,08* 146,87+61,00* 0,043
balao
+dP/dt 4658,33+1405,49  3104,16+624,58*  2937,50+911,23* 0,014
-dP/dt 3062,50+528,85 2104,16+£320,31*  1921,87+582,24* 0,002
PS max 187,50+29,70 163,75+19,34 157,50+34,79 0,183

SC: Sham controle; IC: IAM controle; IF: IAM feijao; +dP/dt: derivada positiva pressdo-tempo; -dP/dt: derivada negativa
pressédo-tempo; PS max: pressao sistélica maxima. Dados expressos em média + desvio padrdo. * = diferente de SC.
Valor de p em negrito representa diferenga significativa.

A tabela 6 apresenta a ASC do coragédo isolado (presséo diastdlica X
volume), sendo possivel observar a ASC elevada nos animais com IAM,
entretanto sem diferenga entre os animais com IAM. O grafico 3 mostra a relagéo
entre pressao diastélica e volume, sendo mais elevada nos grupos com |IAM

quando comparados ao controle.

Tabela 6. Area sob a curva do coracéo isolado

Variavel SC (n=6) IC (n=6) IF(n=8) Valor de p

ASC 660,59+218,86 1120,58+532,63*  1528,86+1021,76" 0,002

SC: Sham controle; IC: IAM controle; IF: IAM feijdo; ASC: Area sob a curva. * = diferente de SC. Dados expressos em
média + desvio padréo. Valor de p em negrito representa diferenca significativa.
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Grafico 3. Area sob a curva do coracéo isolado
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SC: Sham controle; IC: IAM controle; IF: IAM feijdo. Dados expressos em média + desvio padrao.

Estudo morfométrico

A contagem de midcitos por cortes histolégicos corados pela técnica
solucao HE, foi apresentada na figura 3. Sendo que a ASM foi maior nos grupos
com IAM, entretanto sem diferenga entre os grupos com IAM [SC 69,51+6,21um
vs. IC 93,12+9,65um vs. IF 90,66+9,66um (p<0,001)].
Figura 3. Contagem de midcitos por cortes histolégicos corados pela técnica

solugado Hematoxilina - Eosina (HE)

A) SC B)IC C)IF

SC: Sham controle; IC: IAM controle; IF: IAM feijao.
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Analise do estresse oxidativo

Ao avaliar o estresse oxidativo no coracdo, nao foi possivel observar
diferencga significativa na carbonilagédo proteica total, como demonstra resultados
apresentados na tabela 7.

Tabela 7. Quantificacdo de carbonilagcao proteica no coragao dos animais

Variavel SC (n=8) IC (n=8) IF(n=8) Valor de p

Carbonilagao 16,72+9,96 17,78+7,82 17,69+4,25 0,955
proteica total

SC: Sham controle; IC: IAM controle; IF: IAM feijdo. Dados expressos em média + desvio padréo.

Determinagao da expressao proteica por Western Blot

Foram determinadas as expressdes das proteinas do NRF-2 e colageno
Ill, como demonstrado na tabela 8 e figura 4. No entanto ndo observamos
diferenca entre os grupos.
Tabela 8. Expressao de proteinas no coragao dos animais

Variavel SC (n=7) IC (n=8) IF(n=7) Valor de p
NRF-2 0,39 (0,23-0,74) 0,48 (0,30-0,67) 0,48 (0,27-0,56) 0,845
Col lll 0,004 (0,002-0,006) 0,007 (0,006- 0,011) 0,006 (0,002-0,011) 0,396

SC: Sham controle; IC: IAM controle; IF: 1AM feijao; NRF-2: Fator nuclear 2 relacionado ao eritroide 2; Col Ill: Colageno
IIl. Dados expressos em mediana (1°-3° quartil).

Figura 4. Expressao das proteinas por western blot no coragao dos animais

NRE-2 IC IF IC IF SC IF SC IC SC IC

GAPDH G ETIC: IFSE IE5C I SC I
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Colageno Il

GAPDH ICIFIC SCSCSCICIFSCIFICSCIC
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SC: Sham controle; IC: IAM controle; IF: 1AM feijdo; NRF-2: Fator nuclear 2 relacionado ao eritroide 2; GAPDH:
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase.
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DISCUSSAO
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Estudos recentes descrevem o uso de diversos tratamentos associados a
RC apdés o IAM, e ao consumo de feijdo em DCV, no entanto, ainda nao
dispomos de estudos elucidando o efeito da suplementagdo do feijao
especificamente na RC apés o IAM, bem como, ainda ndo temos o real
entendimento da sua fisiopatologia, diante disso, nosso objetivo foi avaliar o
efeito da suplementagéo de feijdo na RC apés o IAM em ratos.

Na literatura esta bem elucidado, que o tamanho do infarto é preditor das
alteragbes estruturais e funcionais do VE, quando analisado pela avaliacao
histolégica, que € o método padrao-ouro para afericdo do tamanho de infarto (5,
69). A afericdo é considerada mais fidedigna na avaliagdo histolégica quando
comparada a analise pelo ecocardiograma, sendo que o ultimo quantifica apenas
o perimetro endocardio do infarto, que pode estar superestimado devido ao
processo de expansao do infarto. Portanto, a partir da analise histolégica,
animais com tamanho de infarto <25% foram excluidos das analises, pois nao
se caracterizou a RC (70).

No presente estudo, o ecocardiograma demonstrou que os animais
submetidos ao modelo de IAM experimental, apresentaram alteracao estruturais
do VE, como maior diametro diastdlico e sistdlico do VE, maior espessura da
parede posterior ventricular e também aumento do atrio esquerdo. Os achados
de hipertrofia avaliados pelo ecocardiograma, sdo corroborados pelo maior peso
do VE e maior area seccional do miécito nos animais infartados, dados que se
associam aos demostrados em estudos anteriores no mesmo modelo (18, 19,
20).

Além das alteracdes estruturais, € conhecido que o processo de RC apds
o infarto pode estar associado piora da fungdo ventricular (71). A avaliagéo
ecocardiografica funcional mostrou a porcentagem de encurtamento do
endocardio reduzida, velocidade de encurtamento da parede posterior e E mitral
dividido pelo A mitral menor nos animais infartados, além de alteragdes na area
diastase e sistole cardiaca, indicadas pela % de variacdo das areas da cavidade
ventricular, fragdo de ejecao, S média e A média menor nos animais infartados
(72).

De forma semelhante, nas analises de coracgao isolado, pode-se reafirmar
a efetividade do modelo, sendo mostradas P desenvolvida maior nos animais

infartados, enquanto a pressao sistolica, a derivada negativa pressao-tempo, e
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derivada positiva pressao-tempo, foram menores nos animais infartados,
corroborando com estudos anteriores (73, 74, 19). Portanto, diante das
alteragbes encontradas, pode-se inferir que o protocolo utilizado foi eficiente para
a indugdo de alteragdes estruturais e funcionais no coragdo apos o IAM
experimental.

Posteriormente, ao avaliar o estresse oxidativo pela carbonilagao total de
proteinas no coracdo dos animais, a diferenca nao foi estatisticamente
significativa, estudos anteriores no mesmo modelo metodolégico, mostrou
aumento do estresse oxidativo entre animais infartados, diante do acometimento
de uma lesdao como o IAM, no entanto, as analises de mensurag¢ao do estresse
foram diferentes da utilizada nesse estudo, os achados anteriores utilizaram
técnicas de avaliacado de dano lipidico e nao proteico. (75, 18, 19, 20).

O principal efeito observado na suplementacdo de alimentos com
propriedades antioxidantes € a reducio do estresse oxidativo, pois é capaz de
modular a producéo de enzimas antioxidantes (18, 20). Interessantemente um
marcador que se deve destacar, € o NRF-2, dados prévios de estudo conduzido
em nosso laboratério com o modelo de IAM, demonstrou sua expressao reduzida
em animais infartados, esses achados sugerem uma menor expressao, ou um
maior catabolismo de proteina nesses animais (18, 20). No presente estudo nao
foi possivel observar resultado semelhante.

Importante destacar que o NRF-2 é um dos mais importantes reguladores
da produgdo de enzimas antioxidantes, sendo fator presente no citoplasma
celular que atua na resposta primaria a citotoxidade e ao estresse oxidativo.
Diante a agente agressores, ele se dissociara da proteina KEAP-1 e vai ao
nucleo, onde estimula a produgao de proteinas antioxidantes, uma vez que se
liga na regido promotora de genes-alvo e entdo codifica proteinas como
glutationa, glutationa peroxidase e tiorredoxina, apos ligar-se ao nucleo, ele volta
ao citoplasma onde é degradado (76). De forma aguda, a ativagado do NRF-2 é
benéfica, porém, ja foi demostrado que sua ativagdo crdnica pode levar a
quadros mais agravados, como cardiomiopatia (77).

Interessantemente, podemos destacar o tecido de colageno no modelo
realizado, pois € um importante modulador tanto da funcao diastdlica quanto da
sistélica, fibras de colageno sdo encontradas no intersticio do tecido cardiaco,

sendo predominantemente dos tipos | e lll, o que corresponde a 95% do
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colageno total, em condicbes patoldgicas, a fibrose estda associada a
deterioragcéo da funcdo ventricular, arritmias e morte subita (78). Pereira et al.
(19), em seu estudo com modelo de IAM experimental, observou que o colageno
Il estava aumentado em coragdes lesionados com o infarto, no presente estudo
nao foi observado essa correlacdo de maneira.

Acreditamos que fatores diversos podem se relacionar com os resultados
encontrados no estudo. Estédo claros na literatura a interagdo complexa entre
doengas crbnicas, como DCV, obesidade e diabetes, sugerindo um papel
fundamental de alimentos funcionais e compostos bioativos na atenuacao e
modulacado das doencas crénicas relacionadas ao estresse oxidativo, por meio
de uma alimentacao rica em alimentos in natura com propriedades antioxidantes
e anti-inflamatarias (79).

Estudos recentes, tem explorado grupos de alimentos especificos, bem
como seus hidrolisados e peptideos. Alimentos do grupo das leguminosas, tem
sido tema de interesse dos pesquisadores, como o feijdo, grao de bico, ervilha e
lentilha. Diante das inUmeras propriedades funcionais que eles apresentam, e de
suas aplicacbes na prevencao, controle e reducao dos riscos de doencas
induzidas por estresse oxidativo e inflamacao, tornando-se potenciais vias na
prevencdo de doengas e até mesmo no tratamento (80). Beneficios esses
atribuidos a capacidade de seus compostos bioativos em eliminar radicais livres,
inibir a peroxidagéo lipidica e quelar ions metalicos. Importante destacar a
quantidade de proteinas presentes nas leguminosas, que constituem uma parte
significativa da dieta de pessoas que vivem em regides carentes em todo o
mundo, e sua contribuicdo em termos de beneficios para a promog¢ao da saude
nesses grupos.

Além disso, o teor de fibras alimentares presentes nesses graos, exercem
grande impacto na saude humana, as fibras sdo compostos capazes de afetar o
trato digestivo, retardando o esvaziamento gastrico e aumentando a saciedade,
retarda também a digestdo e absor¢ado de carboidratos digestiveis, gorduras e
proteinas. Embora a fibra esteja intimamente relacionada a saude intestinal, a
maior ingestao de fibras estd associada também ao menor peso corporal e
menor incidéncia de doengas cronicas, como DCV e diabetes tipo 2 (81).

Aprofundando-se ao tema, a literatura apresenta dados consistentes

avaliando os efeitos dos graos de feijdo como fator preventivo nas DCV, como
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os beneficios dos graos na perda de peso, quadros de resisténcia insulina,
estresse oxidativo e atualmente na microbiota. No entanto ao avaliar o efeito
direto na RC n&o observamos o mesmo efeito.

Uma revisdo sistematica publicada recentemente observou que o
consumo de uma média diaria de 150g de feijao, apresentou melhorias no perfil
lipidico, controle da pressao arterial, biomarcadores de inflamagao, bem como,
na composic¢ao corporal (82). Diante disso, alguns fatores podem ser destacados
pelos resultados divergentes encontrados, como o método de preparo dos graos,
tempo de avaliagéo pés-infarto e dose de feijao utilizada.

O protocolo utilizado para o preparo do feijéo, ja foi descrito anteriormente
na literatura, entretanto o grao de feijao integro preserva seus compostos e
poderia ter apresentado beneficio significativo. Um estudo avaliou os processos
de preparagao e cocgao dos graos, e relatou que o modo de preparo dos mesmo
alteram a composi¢cédo nutricional (83). No entanto, no presente estudo os
compostos presentes na farinha de feijao foram dosados pelo ITAL, e observou-
se que os compostos fendlicos presentes no mesmo estavam preservados na
farinha.

Outro ponto importante a ser evidenciado, é a dose da farinha de feijao
utilizada que pode ter sido insuficiente para apresentar beneficios na RC. No
estudo de Monk, et al. (53) ao avaliar os efeitos da suplementagao do feijao-
marinho na obesidade induzida por dieta rica em gordura, foi suplementada uma
dose de 15,7% de feijao que foi capaz de atenuar a gravidade do fenotipo obeso,
o presente estudo foi realizado com base nessa dose, entretanto pode néao ter
sido capaz de exercer efeito significativo no modelo de RC apés o IAM.

Possivelmente o tempo de exposicao ao tratamento dos animais pode ter
sido outro fator limitante, o periodo de 3 meses de suplementagdo com a farinha
de feijao, pode nao ter sido eficaz em demonstrar os beneficios esperados diante
da hipétese desse estudo, aumentar o tempo de suplementacao da farinha de
feijdo pode ser um potencial a se considerar para apresentar beneficios
significativos ao coragao pés IAM.

Fator limitante que também pode ser destacado é a variedade do feijao
utilizado, optou-se pelo uso do feijdo tipo carioca, que é a variedade mais
consumida no Brasil e principalmente pela populacao local, sendo, portanto mais

aplicavel. No entanto, estudos anteriores demonstraram que os grdos com maior
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quantidade de compostos fendlicos estdo presentes em grdos mais escuros,
como no feijao preto ou azul (46, 84).

Nesse contexto, ndo encontramos outro estudo na literatura que
comparou os efeitos da suplementagao de feijao na remodelagéo cardiaca apos
o IAM, e nossos achados ndo sustentam os beneficios do feijao no cenério da
RC. Entretanto, acreditamos que nosso trabalho reforca a importancia de mais
estudos avaliando as vias que o feijao atua como fator preventivo e

posteriormente até mesmo no tratamento nas DCV.
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CONCLUSAO
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Em conclusao, a suplementagédo com a farinha de feijao ndo atenuou a

remodelagdo cardiaca induzida pelo infarto agudo do miocardio em ratos.
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