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RESUMO

Fundamentacdo: O infarto agudo do miocardio (IAM) é um problema de saude
coletiva com altos indices de morbi-mortalidade e de relevancia do ponto de vista
clinico epidemiolégico. O alimento funcional, como a soja, que contém isoflavonas (IF),
€ tratamento alternativo nas doencas cardiovasculares. Objetivo: analisar os efeitos
funcionais e anatomo-patolégicos do extrato de soja (ES) e da IF pés-infarto do
miocardio. Material e Método: quarenta e um ratos Wistar com peso médio de 300
gramas foram induzidos ao IAM. Cinco dias apds, os animais foram submetidos a
ecocardiografia para identificacdo da freqiéncia cardiaca (FC, btm), fracao de ejecéo
(FE%), volume sistolico (VSF, ml) e diastolico finais (VDF, ml) do ventriculo esquerdo.
Os animais com fracdo de ejecdo acima de 45% foram excluidos do estudo. A partir
deste momento, os animais foram randomizados e divididos em trés grupos: controle
(n=14), ES (n=15) e IF (n=12). Todos o0s grupos receberam agua e racado sob livre
demanda. O grupo IF recebeu 120mg/kg/dia de IF isolada e o grupo ES 12,52 g/dia,
ambos por meio de gavagem. Trinta dias apés o infarto do miocardio, os animais
foram submetidos a uma nova ecocardiografia para avaliacdo dos mesmos
parametros. Apés, os animais foram eutanasiados e foi realizada a analise histolégica
para quantificacao e qualificacdo do tipo de colageno. Os animais foram pesados e 0
musculo cardiaco foi congelado em nitrogénio liquido para afericao da atividade dos
marcadores bioquimicos (Arginase, LDH e MDH). Resultados: Com relagédo ao peso,
identificou-se um acréscimo desta variavel em todos os grupos, sendo que o grupo IF
apresentou um ganho de peso maior em relacdo ao grupo controle (p=0.030) e ao
grupo ES (p<0.001). Houve uma menor atividade argininolitica no grupo ES.
Identificou-se uma maior atividade de LDH no grupo ES, e de MDH no grupo IF,
ambos com significAncia estatistica. Foi identificada uma menor quantidade de
colageno maduro na regido préxima ao infarto do miocardio no grupo ES. Com relacao
a FC, identificou-se uma diminuicdo no grupo ES (269 vs 219btm, p=0.020) e uma
aumento no grupo IF (232 vs 237btm, p=0.624). Os animais do grupo controle, IF e
ES apresentaram uma diminuicdo de FE apés trinta dias do infarto (40.38 vs 38.33%,
p=0.432, 39.42 vs 32.91%, p=0.017 e 36.77 vs 34.17%, p=0.320 , respectivamente).
Com relacdo ao VSF foi identificado um acréscimo dos parametros nos trés grupos
(0.31 vs 0.43ml, p=0.009, 0.24 vs 0.45ml, p=0.001 e 0,36 vs 0.41ml, p=0.140
respectivamente), assim como na analise do VDF (0.53 vs 0.69ml, p=0.003, 0.44 vs
0.61ml, p=0.008 e 0.57 vs 0.63ml, p=0.205 respectivamente). Concluséo: identificou-
se um efeito protetor no grupo ES apds trinta dias do infarto do miocardio em
consegléncia de uma menor queda da FE e menor aumento dos volumes sistélicos e
diastdlicos finais do ventriculo esquerdo, além de uma diminuicdo de frequéncia
cardiaca, um aumento dos niveis de LDH e diminui¢cdo dos valores de MDH, sugerindo
alteracdo do perfil metabdlico energético no grupo ES. Uma menor quantidade de
colageno maduro, préximo ao infarto, para o grupo ES, sugerindo maior capacidade de
reperfusdo do musculo cardiaco nesta regido.

Palavras-chave: isoflavona, soja, infarto agudo do miocéardio, disfuncdo ventricular,
alimentos funcionais, arginase, LDH, MDH, pesquisa experimental com ratos Wistar.



The effect functional of soybean extract and isolated isoflavone on myocardial
infarction

ABSTRACT

Background: Acute myocardial infarction (AMI) is a public health problem with high
morbi-mortality levels and is very important from the clinical epidemiology point of view.
Function food, such as soybean, which contains isoflavones (IF), is an alternative
treatment in cardiovascular diseases. Objective: to analyze the functional and
anatomopathological post-myocardial infarction effects of soybean extract (SE) and IF.
Materials and Methods: AMI was induced in forty-one Wistar rats of average weight
300 grams. Five days later, the animals were given an echocardiogram to determine
their Heart Rate (HR, bpm), ejection fraction (EF%), final systolic volume (ESV, ml) and
final diastolic volume (EDV, ml) of the left ventricle. Animals with an ejection fraction
greater than 45% were excluded from the study. The animals were randomized and
then divided into three groups: control (n=14), SE (n=15) and IF (n=12). All the groups
were given water and feed on demand. The IF group received 120 mg/kg/day isolated
isoflavone and the SE group 12.52 g/day, both via gavage. Thirty days after the
myocardial infarction, the animals were given another echocardiogram to assess the
same parameters. The animals were subsequently sacrificed and a histological exam
was carried out to determine the quantity and quality of collagen. The animals were
weighed and the feed intake was controled throughout the entire procedure and the
cardiac muscle was frozen in liquid nitrogen to test for biochemical markers activity
(Arginase, LDH and MDH). Results: In regard to weight, an increase in this variable
was found in all groups, the IF group showing a greater weight gain in relation to the
control group (p=0.030) and the SE group (p<0.001). There was a lower arginase’s
activity in group SE. Furthermore, not only was there a greater activity of LDH in the
ES group but a greater quantity of MDH in the IF group also; both groups with
statistical significance. A smaller quantity of mature collagen was found in the region
proximal to the myocardial infarction in the SE group. Concerning HR, a reduction was
found in the SE group (269 vs. 219 bpm, p=0.020) and an increase in the IF group (232
vs. 237 bpm, p=0.624). The animals of the control, IF and SE groups showed a
reduction in EF thirty days after the infarction (40.38 vs. 38.33%, p=0.432; 39.42 vs.
32.91%, p=0.017 and 36.77 vs. 34.17%, p=0.320, respectively). In regard to the ESV,
an increase was observed in the parameters of the three groups (0.31 vs. 0.43 ml,
p=0.009; 0.24 vs. 0.45 ml, p=0.001 and 0.36 vs. 0.41 ml, p=0.140, respectively) and
also in the analysis of the EDV (0.53 vs. 0.69 ml, p=0.003; 0.44 vs. 0.61 ml, p=0.008
and 0.57 vs. 0.63 ml, p=0.205, respectively). Conclusion: Due to a slightly lower EF,
a reduced increase of sistolic and diastolic volumes in the left ventricular, a significant
decrease in cardiac frequency as well as an increase in LDH levels and a decrease in
MDH, an alteration in the energy metabolic profile was suspected in the ES group.
Also, a reduced quantity of mature collagen was found close to the infarct in this
particular group, suggesting a greater chance of reperfusion of the cardiac muscle in
this region.

Key words: isoflavone, soybean, acute myocardial infarction, ventricular dysfunction,
functional foods, arginase, LDH, MDH, experimental research with Wistar rats.



1 INTRODUCAO

O infarto agudo do miocéardio (IAM) é um evento grave que requer
atendimento imediato e internacdo e que se baseia, para ser diagnosticado,
nos parametros de historia clinica, evolucao eletrocardiografica e marcadores

de necrose !

. A Sociedade Brasileira de Cardiologia possui diretrizes para
manuseio dos individuos com IAM. Os métodos terapéuticos tém a sua eficacia
comprovada cientificamente e garantem que estes individuos tenham o
tratamento adequado, em tempo habil %3,

O IAM é um problema de saude coletiva, com altos indices de morbi-
mortalidade e de relevancia do ponto de vista clinico epidemioldgico * .
Segundo o DATASUS, no Brasil, as doencas cardiovasculares representam a
primeira causa de mortalidade, sendo responsaveis por, aproximadamente,
30% dos 6bitos e 0 quarto motivo para internacao hospitalar, correspondendo a
10,22% no ano de 2007. No ano de 2006, foram registrados 90.644 casos de
doenca isquémica do coracéo, alcancando taxa média de mortalidade no Brasil
de 48,50/100.000 habitantes °.

Nos Estados Unidos, 25% das mortes sdo consequéncias do 1AM, o que
representa um numero de um milhdo e quinhentos mil individuos a cada ano.
Um em cada 25 pacientes que tem alta hospitalar morre no primeiro ano pés-
infarto. A mortalidade pos-infarto é diferente conforme a idade, sendo maior
nas faixas etarias mais avancadas ° .

Um problema de salde coletiva, que € responsavel pelo 6bito de um
namero significante de individuos, requer tratamentos eficazes e, muitas vezes,
alternativos. Os alimentos funcionais tém sido foco de atencéo para tratamento
alternativo destas doencas e estudos realizados pela comunidade cientifica
vém, a cada dia, demonstrando que esta hipétese € uma realidade.

A soja, que contém isoflavonas (IF) e proteina, € considerada um
alimento funcional. A funcionalidade dos alimentos € fato conhecido de longa
data, pois, em 2500 a.C, Hipécrates (460-377 a.C) ja dizia, “que o teu alimento

seja o teu remédio e que o teu remédio seja o teu alimento”. Ele sabia da
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importancia do alimento para o bom desenvolvimento do ser humano e para a
preservacao da saude, bem como para a manutencdo da qualidade de vida de
um individuo. E claro que, ainda que de maneira empirica, esta afirmacéo ja
causava um forte impacto junto aqueles que se preocupavam com o bem-estar
do ser humano. Hoje, o desenvolvimento de alimentos funcionais figura em
ambito internacional. O papel dos fatores relativos a terapia nutricional na
prevencao das principais doengas cronico-degenerativas, tendo o cancer como
a mais importante, esta sob intensa pesquisa nha comunidade cientifica.

Nagata e colaboradores afirmaram que os niveis de colesterol sérico em
homens e mulheres japonesas diminuiram quando a ingestao de produtos de
soja era elevada e Anthony comprovou a diminuicdo dos niveis de colesterol e
prevencéo de doencas cardiovasculares em seu estudo " ®.

Uma pesquisa realizada por Ma e colaboradores, em modelos
experimentais (ratos), onde a miocardiopatia dilatada foi induzida pela
adriamicina, sugeriram que o efeito da IF, em concentracdo de 120 mg/Kg/dia,
diminuiu o efeito toxico da adriamicina no miocardio, aumentando,
consequentemente, a contratibilidade cardiaca, resultando em melhor
recuperacéo da funcéo ®.

Em estudo realizado por Lin e colaboradores, em modelo de infarto do
miocéardio realizado através da ligadura da artéria coronaria descendente
anterior esquerda, o uso do resveratrol, que é considerado um alimento
funcional, foi capaz de reduzir o tamanho do infarto e aumentar a funcéo

ventricular, agindo como um potente agente cardioprotetor *°.
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2 JUSTIFICATIVA

As doencas cardiovasculares tém acometido, a cada dia, um ndmero
maior de individuos em todo o mundo e constitui-se um problema de saude

coletiva preocupante.

O interesse da comunidade cientifica em encontrar novos tratamentos e
tratamentos alternativos € grande, visto que o objetivo principal da atuacdo da
equipe multiprofissional de saude € proporcionar qualidade de vida para a

populacdo em geral.

Os alimentos funcionais vém sendo amplamente estudados como uma
destas alternativas, ndo apenas na medicina profilatica como também na

terapéutica.

Existem pesquisas cientificas que sugerem resultados positivos,
melhorando a recuperacdo poés-infarto do miocardio com o uso de alimentos

funcionais.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito funcional e anatomo-patolégico do extrato de soja (ES)

e isoflavona (IF) isolada no infarto do miocérdio.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar o peso dos animais entre os grupos IF, ES e controle, no

periodo de trinta dias apods o infarto do miocardio e seus valores basais.

Comparar os valores de Arginase, LDH e MDH entre os grupos IF, ES e

controle, apos trinta dias do infarto do miocardio.

Avaliar a quantidade e qualidade de colageno, maduro e imaturo, na

regido peri-infarto nos grupos ES e IF apos trinta dias do infarto do miocardio.

Comparar a frequéncia cardiaca dos animais entre os grupos IF, ES e
controle, no periodo de trinta dias apés o infarto do miocardio e seus valores

basais.

Comparar a fracdo de ejecao, volumes sistélicos e diastdlicos finais do
ventriculo esquerdo entre os grupos IF, ES e controle, no periodo de trinta dias

apos o infarto do miocardio e seus valores basais.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O termo alimentos funcionais foi, primeiramente, introduzido no Japao
em meados dos anos 80 e refere-se aos alimentos contendo ingredientes que
auxiliam fungbes especificas do corpo, além de serem nutritivos.
Recentemente, muitos cientistas de alimentos e profissionais da industria tém
demonstrado crescente interesse nestes alimentos, que desempenham um
papel benéfico para a saude e que sdo reconhecidos pela ciéncia na prevencéao
e manutencdo da saude, na reducdo dos riscos de doengas cronico-
degenerativas e nas modificacdes benéficas das funcdes fisioldgicas **.

Como consequéncia, o mercado desta categoria de alimentos esta
expandindo e movimenta milhdes de dolares no mundo inteiro, com destaque
para alguns paises como o Japéao e os Estados Unidos e a tendéncia é que ele
cresca ainda mais. A raz&o para isto é a preocupacao das pessoas em manter
um estilo de vida saudavel e melhorar sua qualidade de vida. Além disso, a
elevada taxa de mortalidade por doencas cardiovasculares e cancer nos paises
industrializados tem levado os consumidores a buscar este tipo de produto.

Alimentos funcionais podem ser definidos como alimentos contendo em
sua composicdo alguma substancia biologicamente ativa que, ao ser incluida
em uma dieta usual, modula processos metabdlicos ou fisioldgicos, resultando
em reducdo dos riscos de doenca e promovendo manutencdo da satde .
Tais produtos podem variar de nutrientes isolados, produtos derivados de
biotecnologia, suplementos dietéticos a alimentos geneticamente modificados,
além de alimentos processados e derivados de plantas.

Os alimentos funcionais contém substancias que podem ser
carotendides, compostos fendlicos, fitoesterdis e fitoestandis, tocotriendis,
compostos organosulfurados e carboidratos nao digeriveis. Alguns ja foram
estudados em profundidade e seus efeitos funcionais comprovados. O brocolis
e demais cruciferos sdo alimentos funcionais, assim como a aveia, linhaca,
tomate, frutas citricas, amoras, chas, uva, vinho e alho, além da soja *3.

A soja tem composicao nutricional quase completa, incluindo proteinas,

lipidios, carboidratos e muitas vitaminas e minerais. Seu valor calérico é alto,
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com a vantagem de ndo resultar de grande quantidade de amido. Ela contém,
aproximadamente, 34% de carboidratos. Suas fibras estao contidas, quase que
totalmente, em sua casca. Cerca de 90% das proteinas da soja sdo globulinas,
glicinina e conglicinina, que constituem uma mistura de macromoléculas de
fracOes protéicas, densidades de carga e estruturas diferentes que podem ser
separadas por ultracentrifugacdo. O 6leo da soja contém cerca de 15% de
acidos-graxos saturados e 85% de insaturados, sendo grande seu contetudo de
acidos-graxos essenciais. Os lipideos da soja incluem, ainda, 1 a 3% de
substancias ndo saponificaveis como os esteréides, tocoferois e a vitamina A.

A disponibilidade destes componentes é maior quando se ingerem 0s
brotos da soja. Enquanto imatura, € boa fonte de riboflavina, niacina e acido
ascoOrbico. Quando madura, é 6tima fonte das vitaminas E e K, tiamina,
riboflavina e acido félico. Apresenta elevado teor de lisina, fator que distingue a
proteina da soja da maioria das proteinas vegetais, leucina, isoleucina e L-
arginina. O conteudo de triptofano € baixo e n&o é boa fonte de aminoacidos
sulfurados, assim como a metionina e a cisteina, tornando-a uma fonte
limitante destes aminoacidos. Porém, suas proteinas se complementam ao se
combinarem com as proteinas de cereais ingeridas na dieta, gerando uma
proteina quase tdo completa quanto a de origem animal.

Os acucares livres correspondem a 8% do total de carboidratos, sendo
que, destes, ha 60% de sacarose, 4% de rafinose e 36% de estaquiose. E rica
em muitos minerais, em especial magnésio, fosforo, ferro, cobre, zinco e uma
fonte moderada de calcio. O extrato de soja possui um valor calérico de 459
Kcal/100 g do produto e, quando reconstituido, como leite de soja, 52 Kcal/100
ml. Em relacdo aos macronutrientes, possui 28,5 g de carboidratos, 35,7 g de
proteinas, 26,2 g de gorduras totais (excelente fonte de acidos graxos
essenciais), 7,3 g de fibras. A umidade € de, aproximadamente, 4,5 %. Em
relacdo aos micronutrientes, possui vitamina B1 (40 mg) de vitamina B2 (120
mg), além de minerais como Ca (40 mg), Fe (1,2 mg), Na (45 mg), K (105 mg)
14, 15 )

Em 1991, a FAOMWHO (Food and Agriculture Organization / World
Health Organization), através de um estudo realizado com o método PDCAAS
(Protein Digestibility-Corrected Amino Acid Score), considerou a proteina das

leguminosas, mais especificamente a da soja, como sendo a proteina “padrao
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ouro” para o reino vegetal, pois € a que mais se aproxima, em termos
nutricionais, da proteina de alto valor biolégico, ou seja, a proteina de origem
animal, sendo a albumina a mais importante '°. Em 1999, a FDA (Food and
Drug Administration) reconheceu a soja, na quantidade de 25 g/dia, como
alimento que, associado a dieta com baixos niveis de gordura saturada, baixa
os niveis de colesterol e reduz o risco de doencas cardiovasculares *'.

Estudos cientificos sugerem, a nivel mundial, que a soja pode ter efeito
benéfico na prevencdo e tratamento de diversas doencas. As substancias
responsaveis pela funcionalidade da soja sdo as IF, que sdo compostos
guimicos fendlicos, pertencentes a classe dos fitoestrogenos e que estédo
amplamente distribuidos no reino vegetal. As concentracdes destes compostos
séo relativamente maiores em leguminosas e as principais IF encontradas na
soja e seus derivados sé@o a daidzeina, a genisteina e a gliciteina, que sao as
formas biologicamente ativas. De acordo com Setchell e colaboradores, a
biodisponibilidade da genisteina, em humanos, € maior do que a da daidzeina
18, 19.

As principais formulas bioquimicas destes compostos estédo

representadas na figura um:

Daidzeina 4 Genisteina

HO °\

H,CO
H

OH
Gliciteina

Figura 1 - Estrutura quimica das principais IF de soja *°

As concentracfes de IF na soja sdo determinadas geneticamente e sao
afetadas por fatores ambientais e pela temperatura do local. Dependendo da
regido onde é plantada e da temperatura média, a soja tem, aproximadamente,

147 a 180 mg de IF por 100g do produto, sendo que, a medida que a
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temperatura da regido do plantio aumenta, menor é a concentracdo da IF
encontrada no gréo 2*.

Existe uma variabilidade consideravel na eficiéncia digestiva das IF. Elas
estdo presentes nos alimentos ligados a acgucares e beta-glicosideos. Nesta
forma ndo s&o absorvidas pelo organismo humano. Somente as IF livres, sem
a molécula de agucar, as chamadas agliconas, ou seus produtos metabdlicos,
sdo absorvidos pela barreira epitelial do intestino. Enzimas hidroliticas de
bactérias intestinais sdo responsaveis por estas reacdes. No Ilumen, as
bactérias convertem grande parte dessas agliconas em outras moléculas. Esta
absorcéo ocorre passivamente via micelas. Apés a absorcao, estas moléculas
sdo incorporadas nos quilomicrons, que as transportam ao sistema linfatico
antes de entrar no sistema circulatério. Os quilomicrons distribuem as IF em
todos os tecidos extra-hepaticos, onde irdo exercer seus efeitos metabdlicos,
antes de devolvé-las ao figado como quilomicrons remanescentes.

A retomada das IF circulantes do sangue ocorre passivamente e todas
as células que contém receptores para estrégenos, potencialmente, podem ser
influenciadas por estas moléculas. Quando estas moléculas sdo secretadas na
bile pelo figado, aproximadamente quatro horas apds a sua ingestao, parte é
reabsorvida pela circulacdo entero-hepatica e parte é excretada pelas fezes. A
eliminacdo urinaria é maior e corresponde a, aproximadamente, 10 - 30% da
ingestdo dietética %%

Os efeitos das IF variam de tecido para tecido e estas apresentam
afinidade por receptores especificos. Tais efeitos ainda ndo estdo
suficientemente elucidados em nivel molecular. Entretanto, estudos tém
demonstrado que as IF possuem mecanismos gerais de acdo que podem
interferir no metabolismo de muitos nutrientes #* 24,

A soja também estd associada a funcdo estrogénica substituindo o
horménio feminino pds-menopausa. Mesmo sendo cerca de cem vezes mais
fraco que o horménio do ser humano, uma alimentacdo rica em soja e,
consequentemente rica em IF, poderia minimizar os efeitos da diminuicdo dos
hormbnios, bem como proteger contra a destruicdo dos horménios
remanescentes %,

Em contrapartida, a Sociedade Brasileira de Endocrinologia e

Metabologia (SBEM), em documento publicado em 2002, conclui que ndo ha
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evidéncias convincentes de que os fitoestrogénios ou alimentacao rica em soja
possam ter efeitos significativos na terapia hormonal pés-menopausa 2°.

Muitos estudos clinicos sugerem que as IF ndo sao efetivas, ou tém
efeito pouco significativo na redugéo da sintomatologia da menopausa. Outros
demonstram que esta efetividade esta presente. Esta situagdo ocorre porque,
aproximadamente 50% das mulheres que ingerem IF ndo tém a capacidade de
transforma-las em equol, que € um estrogénio nao esteréide, um modulador
seletivo dos receptores de estrogénio, formado em nivel intestinal e principal
metabdlito da daidzeina. As mulheres que possuem uma flora intestinal apta a
tal converséo, geralmente apresentam beneficios relacionados a sintomatologia
da menopausa, na prevencao de osteoporose e diminuicdo do risco
cardiovascular %’

Jackman e colaboradores também pesquisaram a daidzeina e deram
especial atencdo ao equol. O equol tem uma meia vida longa e poder maior
como antioxidante e concluiram que ele pode estar relacionado a um maior
poder de vasodilatacdo, efeitos nos niveis de Oxido-nitrico sintetase (NOS),
atividade antioxidante e sugerem o poder de prevenir a hipertenséao e acidente
vascular encefalico (AVE) %,

Em relacdo ao cancer, muitos estudos sugerem que altas doses de IF
podem levar ao desenvolvimento de neoplasias, outros defendem seu poder
anticancerigeno. Um possivel mecanismo de acéo geral das IF inclui efeitos
estrogénicos e anti-estrogénicos, o que pode colaborar para o desenvolvimento
de cancer, regulacdo da atividade de proteinas (especialmente das tirosina-
quinases), regulacao do ciclo celular e efeitos antioxidantes % 2*

Lamartiniere e colaboradores sugerem que altas doses de daidzeina
administrada via dieta ndo causam toxicidade significativa para o sistema
reprodutivo de ratas fémeas e nem provam um efeito protetor contra cancer
mamario quimicamente induzido %°.

A genisteina e o resveratrol, em associacdo ou usadas isoladamente,
suprimem o desenvolvimento de cancer de prostata em ratos através da
regulacdo de SRC-3 (receptor de esterdides coativador - 3) e fator de
crescimento, sinalizando proteinas, sdo consistentes com estes polifendis,

reduzindo proliferacdo de células e apoptose na prostata *°.
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Em contrapartida, Messina e colaboradores sugerem que as IF podem
inibir a angiogénese, topoisomerase Il e tirosina quinases, 0 que pode ser
prejudicial ao individuo. O potencial para estas atividades das IF para provocar
citotoxicidade tem sido demonstrada pelos inibidores da topoisomerase Il. A
inibicdo das enzimas do DNA topoisomerase, que funcionam na clivagem de
DNA e na religacdo durante a replicagcdo de DNA pela genisteina, tem sido a
causa do rompimento da fita de DNA. Evidéncias indicam que as IF nao
somente sdo clastogénicas como induzem mutacdes genéticas. A genisteina
pode intensificar quimicamente a inducéo de tumores de célon e das glandulas
mamérias .

Manjanatha e colaboradores demonstraram, em estudo realizado com
ratas fémeas transgénicas sem ovarios para modelo de menopausa, que a
administracdo de daidzeina e genisteina isoladamente nao afetou,
significativamente, a quantidade de 7,12 - dimetilbenzo (alfa) antraceno
(DMBA), utilizado para induzir a mutagénese e carcinogénese nas glandulas
mamarias. Em contrapartida, a associacdo de daidzeina com a genisteina
provocou efeito protetor, diminuindo a quantidade de DMBA 2.

Estudos realizados por Martins e colaboradores sugerem que a proteina
de soja, comparada a proteina de origem animal, altera menos o ritmo de
filtracdo glomerular em individuos saudaveis, esperando-se que pacientes com
insuficiéncia renal crénica possam beneficiar-se com o uso da proteina de soja
para melhorar o progndstico para esta doenca, aumentando o tempo de
sobrevida e retardando o inicio de hemodialise, melhorando, assim, a
qualidade de vida destes individuos *.

A soja também pode influenciar na recuperacdo de queimados. Em
pesquisa realizada com pacientes queimados que receberam o tratamento
tradicional mais alimentacdo enteral baseada em soja, as células
imunocompetentes foram estimuladas, principalmente linfécitos T, que
participam dos processos de reparacdo, producdo de anticorpos, sintese de
citoquinas antiinflamatérias, contribuindo para a regeneracdo da superficie
queimada e acelerando a recuperacéo dos pacientes **.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) reconhece que as
IF possuem efeito comprovado em relacdo as ondas de calor associadas a

menopausa e como auxiliar na reducdo de colesterol, mas nao reconhece as
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alegacbes relacionadas ao cancer, osteoporose, reposicdo hormonal e
protecdo contra doencas cardiovasculares. Dado o perfil de uso e indicagdes
terapéuticas, para a ANVISA, a IF é considerada medicamento e ndo um
suplemento e deve possuir registro, ndo sendo enquadrada na legislacdo
brasileira *.

Pesquisadores sugerem que, num futuro préoximo, poder-se-ia utilizar
biomateriais biodegradaveis, como alternativa na medicina regenerativa. Para
os cirurgides, o produto perfeito combinaria controle da reacao inflamatéria,
nao toxicidade e estimulacdo para a regeneracdo tecidual. Um produto
baseado em soja poderia ser apresentado na forma de hidrogel, com
aplicac@es clinicas especificas, ja que estudos in vitro e in vivo demonstram a
efetividade da soja em nivel de componentes celulares, reacdes bioquimicas e
potencial de regeneracao >°.

Em estudo realizado por Gleason e colaboradores, com individuos
idosos tratados com IF, constataram incremento na construgao visual e teste
de memoria, fluéncia verbal e melhora no padréao de desorientacdo, na funcéo
de planejamento de tarefas e memoaria verbal. Em suma, houve aumento nas
habilidades cognitivas caracterizadas pelas fun¢ées do lobo frontal " .

Em uma meta-analise realizada com 730 individuos, Anderson e
colaboradores mostraram que um consumo diario de 47 gramas de proteina de
soja resultou em uma significante diminuicdo no colesterol total, LDL colesterol
e triglicerideos, além de aumentar os niveis séricos de HDL colesterol. As IF
neutralizam ou tornam mais lenta a taxa de oxidac&o da LDL-colesterol 2.

Hagen e colaboradores pesquisaram o efeito da proteina isolada de soja
em ratos machos Wistar, pos - infarto induzido, contra uma dieta de caseina
usada como controle. Os ratos foram divididos em 8 grupos, considerando
diferentes tamanhos de infarto. O infarto foi realizado na quinta semana e, um
més mais tarde, os ratos foram hemodinamicamente acessados para avaliacao
da pressao sistdlica e diastolica do ventriculo esquerdo e para avaliar
capacidade de relaxamento e contratibilidade. Figado e baco foram avaliados
para determinar o grau de congestdo destes 6rgdos. O estresse oxidativo
também foi avaliado e, apds as andlises, nos ratos que ingeriram a dieta a base

de proteina isolada de soja, houve menos estresse oxidativo no musculo



22

cardiaco e um aumento da funcao ventricular sistélica e diastélica para ambos
os grupos com diferentes tamanhos de infarto *°.

Com relacdo aos mecanismos que tenham levado a melhora do grupo
tratado com IF no estudo proposto por Ma e colaboradores, identificou-se uma
degeneracdo de miofilamentos e a formagéo de linhas Z foram revertidas, o
efeito negativo da droga sobre as mitocondrias foi minimizado e houve a
prevencdo dos efeitos da reducdo do didmetro do midcito e diminuicdo da

9

miofibrilacdo ~°. Isto pode ter ocorrido pelo metabolismo da L-arginina, que

desempenha papel chave na fisiopatologia do sistema cardiovascular,
especialmente através dos processos dependentes do 6xido nitrico (NO) 0414243

A inibicdo da arginase | miocitica de felinos com cloreto de boronoetil
(BEC) revelou que a acdo inotrépica negativa resultante dessa inibicao esta
associada com o aumento de cGMP (guanosina monofosfato ciclica). Neste
caso, a inibicdo da arginase estaria contribuindo para manter niveis elevados de
L-arginina, que é essencial para a sintese de 6xido nitrico (NO) nos midécitos e
para sinalizacdo NO/cGMP ** .

O efeito cardioprotetor decorrente da inibicdo da atividade argininolitica
na doenca isquémica foi estudada por Jung e colaboradores, constatando-se
gue a inibicdo da arginase protege contra o infarto do miocéardio e sugerindo a
arginase como uma enzima promissora para estudos terapéuticos de protecao
contra o infarto do miocérdio *°.

O efeito protetor de diversos compostos na cardiotoxidade induzida por
isoproterenol e analogos tem sido objeto de diversos estudos. Ganesan e
colaboradores estudaram o efeito protetor da betaina sobre o estado
energético mitocondrial e defesa antioxidante de ratos. Alanina
aminotransferase  (ALT), aspartato aminotransferase (AST), lactato
desidrogenase (LDH) e creatina quinase (CK) no plasma, bem como as
enzimas mitocondriais como a alfa-cetoglutarato desidrogenase (a-KG),
isocitrato desidrogenase (ICDH), succinato desidrogenase (SDH), malato
desidrogenase (MDH) e NADH desidrogenase foram utilizadas como
marcadores do efeito protetor do tratamento prévio com betaina “°.

O tratamento prévio de ratos com crocin, um carotendide extraido do
acafrdo, durante 21 dias antes de induzir cardiotoxicidade com isoproterenol,

sugere que esse carotendide pode exercer efeito protetor anticardiotdxico.
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Neste caso, a atividade miocérdica das enzimas creatina quinase — MB (CK-
MB), LDH, superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) foram utilizadas
como biomarcadoras do processo *.

Em pesquisa realizada por Lin e colaboradores, em ratos infartados
através da ligadura da artéria descendente anterior direita, apos o infarto, trés
grupos foram estudados. Um grupo com concentracdo de 1 mg/Kg/dia e outro
grupo com 0,1 mg/Kg/dia de resveratrol, além do grupo controle. Os animais
receberam o resveratrol através de injecao peritonial, uma vez ao dia por
guatro semanas. Nas analises ecocardiogréaficas, houve importante reducéo do
infarto, além de aumento da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo e uma
melhora da dilatacdo ventricular esquerda e reducéo da pressao diastdlica final
do ventriculo esquerdo. Nas analises histologicas e hemodinamicas, resultados
positivos também foram encontrados, demonstrando que o resveratrol € um
importante cardioprotetor °.

Neste contexto, os tratamentos atuais propostos para o IAM tratam
apenas as consequéncias do mesmo, nao tendo beneficio na causa basica,
gue é a perda do cardiomidcito. Por ser este um problema de saude coletiva
preocupante e que acomete, cada vez mais, um namero maior de pessoas a
nivel mundial, novas opcdes terapéuticas sao pesquisadas e utilizadas com o
intuito de se encontrar uma prevencao efetiva para o IAM e para as doencas
cardiovasculares e, uma vez que elas estdo instaladas, melhorar as condi¢bes
de vida destes pacientes. Desta forma, o objetivo destes tratamentos é
proporcionar ao individuo uma melhor qualidade de vida para que ele possa
recuperar-se e viver, 0 mais proximo possivel, dentro do padrdo de vida que

possuia anteriormente.
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5 MATERIAL E METODO

Este projeto foi apresentado ao CEUA (Comité de Etica em Pesquisa no
Uso com Animais) da PUCPR e aprovado sob nimero 201, em 02/04/2007.
Todos os animais receberam cuidados em concordancia com principios
éticos na experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo

Animal *.

5.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Esta pesquisa foi experimental, com um total inicial de 90 ratos (Rattus
norvegicus) da classe Wistar, com idade de quatro meses (adultos jovens),
machos. Ao final do protocolo 41 animais foram incluidos no estudo com peso
médio de 330,5 + 28,9 g. Os animais foram randomizados para a distribuicéo
entre 0s grupos.

O n da pesquisa foi elevado, pois a mortalidade operatéria deste modelo

de animal é de, aproximadamente, 40% “°.

5.2 INDUCAO DO INFARTO

Todos os animais que foram submetidos ao infarto receberam anestesia
geral com a administracdo de 50 mg/kg de peso de ketamina (Ketalar®
Laboratérios Parke & Davis) e 10 mg/kg de peso xylazina (Xylazina ©),
aplicados por via intramuscular. Para certificacdo do efeito da anestesia, foi
observada a auséncia de reflexos neuro-musculares através de manobras com
a cauda do animal e/ou estimulacdo nas patas. Os animais receberam
paracetamol (1gt/Kg de peso) diluido em &agua para analgesia no poés-

operatorio.
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ApOGs anestesia, o animal foi submetido a intubacdo orotraqueal com
cateter venoso periférico niumero 14 e ventilagdo mecéanica com volume de 2,5
ml por insuflagdo, na frequéncia de 68 ciclos por minuto, observando-se a
expansao toracica.

Foram utilizados respiradores de volume (HARVARD®, Inc., respirador
modelo 683, Massachusetts, USA) para animais de pequeno porte com
oxigénio a 21% (ar ambiente).

O infarto do miocardio foi realizado pela ligadura cirargica da artéria
coronaria esquerda. A abertura do térax foi realizada no quarto espaco
intercostal esquerdo com exposicdo do coracdo. Em seguida, foi aberto o
pericardio. Com leve pressdao lateral no térax, realizou-se a exteriorizagdo do
coracdo. A ligadura da artéria coronaria esquerda foi realizada a,
aproximadamente, 2 mm do apéndice atrial esquerdo, com ponto Unico de fio
monofilamentar 7.0. A eficiéncia do processo foi observada pela mudanca da
cor do coracéo, devido a area de isquemia provocada pelo infarto.

As intervencdes cirargicas foram realizadas no Laboratorio de Técnica
Operatéria da PUCPR e executadas por cirurgido cardiovascular, auxiliados por
um técnico de laboratodrio. Os procedimentos foram realizados em condicfes de

assepsia e com materiais adequados para animais de pequeno porte.

5.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Apés cinco dias do IAM os animais foram submetidos a andlise
ecocardiografica e os animais que apresentavam FE inferior a 45% foram
incluidos no estudo, randomizados e divididos em trés grupos:

- Controle — C (n=14).

- Isoflavona - IF (n=12).

- Extrato de Soja - ES (n=15).

Imediatamente apOs este procedimento, 0sS animais comecaram a
receber os alimentos funcionais, que foi através de gavagem, realizada através
de uma sonda nasogastrica curta, de PVC siliconizado n° 08, introduzida na

cavidade oral do animal até atingir o estdbmago, por onde, as dietas modificadas
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para os grupos estudados e agua para o grupo controle foram administradas >*
51.

Os animais do grupo controle receberam 2 ml de agua mineral em
temperatura ambiente, durante 25 dias, sete dias por semana. As doses foram
administradas duas vezes ao dia. As dosagens foram aferidas através de
seringa de 5 ml. A sonda nasogastrica curta tem 1 ml de capacidade e, antes
de administrar o produto, ela foi preenchida para evitar a administracao de ar
no estdbmago do animal. O contetdo foi administrado lentamente para evitar
desconforto e regurgitagao.

Os animais do grupo IF, da marca Novasoy 152-400 em concentracéo
de 40% (sendo Genisteina, Daidzeina, Gliciteina: 1,3 : 1,0 : 0,3), lote 0507111.
A ADM do Brasil Ltda forneceu a IF necessaria para a pesquisa. Eles
receberam 2 ml da IF diluida em agua mineral em temperatura ambiente e, em
se tratando de uma suspensao, a mistura foi mantida em constante agitacao
através do agitador magnético da Marca Fisatom, modelo 752, do Laboratorio
de Tecnologia Farmacéutica da PUCPR. A IF foi oferecida, também, duas
vezes ao dia, sete dias por semana, durante 25 dias, através do mesmo
processo e tempo descritos para o grupo controle. A quantidade oferecida para
cada animal foi de 120 mg/Kg/dia. As dosagens foram ajustadas no meio do
periodo, devido a variacao de peso dos ratos, visando a adequacao prevista na
literatura cientifica para a concentracéo de IF, que é de 120 mg/Kg de peso do
animal °.

Os animais do grupo ES receberam o alimento funcional, diluido em
agua mineral a temperatura ambiente, duas vezes por dia, sete dias na
semana, no periodo de 25 dias, através dos mesmos procedimentos descritos
anteriormente. A quantidade administrada de ES foi de 12,52 g/rato/dia. Os
célculos desta quantidade a ser administrada foram realizados para que 0s
animais recebessem a mesma concentracéo de IF que o grupo IF recebeu.

O ES, fornecido pela Olvebra, foi escolhido como principal fonte de
proteina de soja e IF, por ser este um produto facilmente encontrado para
comercializacdo, portanto, de facil acesso para a comunidade e, por ser
previamente processado, os efeitos indesejaveis dos fitatos na absorcdo de
nutrientes foi minimizado e, as chances de comprometimento do estado

nutricional, também minimizadas.
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A dosagem e determinacdo do tipo de IF contidas no ES foram
realizadas pela EMBRAPA de Londrina — PR e é demonstrada na Figura 2.
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Figura 2 - Cromatograma com a expressao dos diferentes tipos de IF no
ES

Todas as aferices, IF e ES, foram realizadas no Laboratério de
Estomatologia da PUCPR, na balanca de precisdo BEL MARK U210A, com
capacidade maxima de 210 g e precisao de 100 mg.

Todos os procedimentos foram realizados no biotério e no Laboratorio
de Técnica Operatoria da PUCPR, que ofereceram condi¢cdes para realizacéo
desta pesquisa, tanto em relacdo as acomodacdes, efetuadas em caixas de
polipropileno, com dimensdes de 414 mm por 344 mm e 168 mm de
profundidade e forradas com cipilho de pinus, quanto em relacdo ao niumero de
animais requerido para o estudo e técnicas aplicadas na metodologia. Cada
caixa acomodou, no maximo, trés animais.

O ciclo claro-escuro foi respeitado para que os animais pudessem ter um
comportamento o mais préximo possivel do normal e alimentar-se
adequadamente. A temperatura da sala foi mantida entre 18° e 23°C e a
umidade relativa do ar (URA) entre 45% a 65%.
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5.4 ANALISE DO PESO

O peso dos animais foi aferido a cada sete dias, o que possibilitou o
conhecimento da curva de ganho de peso, podendo-se, com estes dados,
relacionar se os produtos utilizados afetaram, de maneiras diferentes, estas
curvas, em relagdo ao grupo controle. As afericdes foram realizadas no

biotério, na balanca digital Filizola, modelo BP6, com sensibilidade de 2 g.

5.5 ANALISE ECOCARDIOGRAFICA

A ecocardiografia foi realizada para a determinacdo da capacidade da
funcao cardiaca pré e pos-infarto, com ou sem o tratamento com a soja e para
avaliacdo da extensdo do IAM. Os animais, apos o IAM induzido, que
apresentaram fracoes de ejecdo acima de 45%, foram excluidos do
experimento.

Para o exame ecocardiografico, os animais foram anestesiados
seguindo o mesmo procedimento para o IAM e, posteriormente, submetidos a
tricotomia na regido anterior do térax. Foram conectados eletrodos nas patas
para obtencdo do tracado eletrocardiografico e, em seguida, posicionado o
animal em leve decubito lateral esquerdo. Foram analisados os seguintes
parametros: frequéncia cardiaca (FC, btm), volume sistdlico final (VSF, ml),
volume diastdlico final (VDF, ml) e fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo
(FE,%).

Foi utilizado ecocardiégrafo Agilent (modelo Sonos 5500; Andover, MA),
equipado com transdutores de alta freqtiéncia e alta resolucédo (12 MHz e 15
MHz, modelo 21390" Agilent, Palo Alto, CA). O equipamento possui
capacidade de 120 (Hertz) quadros por segundo. Para obtencdo do tracado
Doppler, foi utilizado velocidade de 100 mm/s.

O estudo ecocardiografico foi realizado com cinco e 30 dias ap6s o
infarto do miocardio. As medidas foram realizadas durante o exame,

obedecendo as recomendagfes da Sociedade Americana de Ecocardiografia.
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As imagens foram gravadas em disco Optico e em fita VHS. Foram realizadas
as medidas em trés ciclos cardiacos consecutivos, pelo mesmo examinador, de
forma cega, e calculada a média para anélise *.

Foram obtidas imagens no corte para-esternal longitudinal, onde se
visualizou o &trio esquerdo, a valva mitral, o ventriculo esquerdo, a valva
aortica e parte da aorta ascendente. Nesta posicao, foi realizada a planimetria
do ventriculo esquerdo pelo método de Simpson, para obtencado dos volumes
diastdlico e sistdlico finais e calculo da fragdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo.

A medida do volume diastélico final do ventriculo esquerdo foi realizada
no pico a onda “R” do eletrocardiograma, enquanto que o volume sistdlico final

foi obtido identificando-se a menor area da camara cardiaca.

5.6 CONTROLE DA INGESTAO DE RACAO

Além das dietas a base de extrato de soja e isoflavona, todos os animais
foram alimentados, sob livre demanda, com racéo tradicional Nuvilab CR1, da
marca Nuvital, registrada no Ministério da Agricultura e Reforma Agréaria sob
numero PR58033-00103 e agua. A ingestao de racao foi controlada a cada trés
dias para todos os grupos trabalhados, aferindo-se a quantidade de racéo
oferecida e a que restou na caixa, calculando-se uma média de racédo ingerida
por caixa e para cada rato.

Cada animal adulto ingere, em média, segundo dados de Sliva, 25-30 g
de racédo por dia. Uma vez que a ragao possui 2900 Kcal / 1000 g de energia
metabolizavel, cada rato deve consumir 72,5 - 87 Kcal/dia, uma média de 80

Kcal/dia 3.

5.7 EUTANASIA

Os animais foram eutanasiados segundo metodologia descrita pelo
Conselho Federal de Medicina Veterinaria, apos a realizacdo da segunda

ecocardiografia, que correspondeu a trinta dias pos-infarto. A eutanasia dos
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ratos foi efetuada, aproximadamente, 24 horas apos a ultima administracdo das
dietas, por meio da injecéo intraperitoneal de Thiopentax, tiopental sodico, 0,5
g para cada animal(pé estéril de uso intravenoso) >*.

5.8 ANALISES BIOQUIMICAS

ApOs a eutandsia dos animais, os coracBes foram seccionados
transversalmente em trés partes, sendo que, duas delas foram conservadas
em formalina, para a andlise patoldgica, e a outra foi congelada em nitrogénio
liquido, para analise bioquimica. @A musculatura cardiaca dos ratos foi
homogeneizada em Potter/Elvehjem, na propor¢céo de 1g de tecido para 5 mL
de solucéo tampéo Tris-HCI 20 mM (pH 7,4) e sonicada durante 30 segundos.
Apos centrifugagdo a 14.000g durante 10 minutos, o sobrenadante do
homogeneizado foi utilizado para determinacdo das atividades enzimaticas e
proteinas totais. Todas as etapas de preparacdo dos homogeneizados foram
conduzidas em temperaturas entre zero e 4°C.

As atividades das enzimas Malato desidrogenase (MDH: E.C. 1.1.1.37),
Lactato desidrogenase (LDH: E.C. 1.1.1.27) foram determinadas em tampé&o
Tris-HCI 50 mM (pH 7,4), contendo: a) MgCl, 20 mM, oxaloacetato 0,4 mM e
NADH+H" 150 mM para a MDH e b) piruvato de sédio 1 mM, KCI 100 mM e
NADH+H" 150 uM para LDH > *°. Em ambos os casos, as atividades
enzimaticas foram determinadas acompanhando a reducdo da absorbéancia do
sistema de reacdo em comprimento de onda de 340nm.

A atividade da arginase (ARG: E.C. 3.5.3.1) foi determinada pelo método
de lyamu modificado °’ . O sistema de reacdo foi composto de tampé&o glicina
50 mM (pH 9,5), contendo L-arginina 100 mM e MnCl, 1 mM. A reacao teve o
seu inicio pela adicdo de 20 pL de homogeneizado a 230 uL do sistema de
reacdo. O sistema permaneceu incubado a 37°C durante 2h e a reacéo foi
interrompida pela adicdo de 250 pulL de &cido cloridrico 0,75 M. Apoés
centrifugacdo a 14.000 x g, durante 10 minutos, aliquotas de 50 uL de
sobrenadantes foram transferidas para microtubos contendo reativo

cromogénico (50 pL de agua e 200 uL de ninhydrin 6% (p/v) dissolvida em 2-
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metoxietanol), aquecidas durante 25 minutos a 100°C, arrefecidas, transferidas
para microplacas de 96 pocos e lidas em comprimento de onda de 505nm.

As leituras espectrofotométricas das microplacas foram realizadas no
espectrofluordbmetro Fluostar, fabricado pela BMG. As atividades enzimaticas
foram expressas em Unidade Internacional (U), definida como a quantidade de
enzima que catalisa a conversao de 1 umol de substrato em produto, no tempo
de 1 minuto a 37°C.

A proteina foi determinada pelo méetodo de Bradford utilizando soro

albumina bovina como padrdo *®

. O conteudo protéico das amostras foi
utilizado para calcular a atividade especifica das enzimas, que foram expressas

em mU/mg de proteina (miliunidade internacional/mg de proteina).

5.9 HISTOPATOLOGIA

Foram retirados os coracdes de todos os animais para avaliacao
morfolégica no Laboratério de Anatomia Patoldgica da PUCPR. O método
utilizado para analise anatomo-patolégica foi o Sirius red, que promove
coloracdo em vermelho do colageno, fibras reticulares, cartilagens e
membranas basais, avaliando a proliferacdo do colageno (quantidade e tipo) e
os diferenciando entre colageno imaturo e maduro *°.

Os coracbes dos ratos foram cortados longitudinalmente e,
posteriormente, fixados em solucdo de formaldeido a 10%. ApOs este
procedimento, foram embebidos em parafina, cortados com espessuras de 4
pm e corados com picro-Sirius red, para analise histomorfométrica. Para isto,
foi utilizada a microscopia Optica, objetiva com aumento de 200 vezes,
microscopio binocular marca Olympus® modelo BX50, acoplado a um
computador marca DELL®, onde se encontra instalado o software Image Pro
Plus® para realizacdo da andlise. A partir da digitalizacdo da imagem do
campo pelo software, tendo como referéncia uma cor padronizada pelo
observador, calcula-se a area da amostra, que apresenta uma cor referente. As
imagens foram realizadas em triplicata *°.

Com relacao a analise do colageno para cada lamina, em cada uma das

localizacdes analisadas (local O, regido do infarto do miocardio, local 1, regido



32

de transicdo do infarto e do miocéardio integro e local 2, parede livre do
ventriculo esquerdo), e em cada campo (1, 2 e 3) foi calculada a area total de
coldgeno maduro e a é&rea total de colageno imaturo considerando-se todas as
leituras efetuadas. Os valores das areas de coldgeno maduro e colageno
imaturo da lamina, considerados para a andlise comparativa dos grupos, foi a
média das areas dos trés campos. A partir destes resultados, foram calculados
0s percentuais de coldgeno maduro e imaturo, em relacdo a soma das areas
de colageno maduro e imaturo, além do colageno total (imaturo e maduro) para

os trés grupos. Sendo assim, a soma destes percentuais é igual a 100%.

5.10 ANALISE ESTATISTICA

Para comparar os momentos pré e pos dentro de cada grupo em relacéo
a variaveis quantitativas, foi usado o teste t de Student para amostras
pareadas. Para a comparacdo dos grupos em relacdo aos resultados da
avaliacao pré, foi usado o modelo de analise de variancia (ANOVA) com um
fator. Para a comparacdo dos grupos em relacdo aos resultados da avaliacéo
pos e em relacdo as diferencas entre pré e pos, foi usada a analise de
covariancia, considerando-se a medida pré como covariavel. Variaveis com
distribuicbes assimétricas foram analisadas considerando-se o0 teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis. A condicdo de simetria das variaveis foi avaliada
pelo teste de Shapiro-Wilks. Valores de p<0,05 indicaram significancia
estatistica. Os dados foram organizados em planilha Excel e analisados com o

uso do programa computacional Statistica v.8.0 *°.
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A andlise intra-grupo no periodo entre o IAM e trinta dias ap0s revelou

gue, com relagcdo ao peso, pbdde-se verificar um aumento nos trés grupos

estudados, conforme figura trés. Os valores expressos sdo, 327,78g para
399,339, com p=<0,001, 321,169 para 350,879, com p=0,001 e 342,969 para
379,499, com p=<0,001 para os grupos IF, ES e C, respectivamente. Nao foi

encontrada diferenca significativa na avaliacdo do peso pré ao comparar-se 0s

trés grupos (p = 0,116). Contudo, foi encontrada diferenga significativa entre os

trés grupos na avaliacao pos (p=<0,001).

Peso

Média; média + ep; média + dp

P=0,001

IF ES
GRUPO

[ Pré
[ Pos

Figura 3 - Andalise comparativa do peso para os trés grupos

Na tabela um, quando se comparam 0S grupos entre si, apos trinta

dias, identificou-se uma diferenca significativa entre os grupos comparados

dois a dois.
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Tabela 1 - Valores de p para a expressao do peso encontrado nos trés grupos

Grupos
comparados

Valor de
p

ES x C

0,007

ES x IF

<0,001

C x IF

0,030

6.2 INGESTAO DA RACAO

Na tabela dois expressa-se a quantidade de ragao ingerida pelos grupos

durante o experimento.

Tabela 2 - Quantidade de racdo ingerida nos trés grupos

Grupo

Consumo
de racéo
(g/rato/dia)

IF

28,0

ES

17,0

C

30,0

O grupo IF teve uma ingestdo caldrica, proveniente da racdo, de 81,2
Kcal/rato/dia. O grupo ES ingeriu 49,3 Kcal/rato/dia e o grupo controle ingeriu

87,0 Kcal/rato/dia.
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Na tabela trés, expressa-se o numero e percentual de obitos em relacao
ao tamanho do n inicial, de 30 animais para cada grupo.

Tabela 3 - Mortalidade durante o experimento

INiCIO MORTAL
PROC. ) )
GRUPOS POS | ECO INICIO FINAL TOTAL %
N°DE | IAM BIOTERIO | BIOTERIO
RATOS
IF (n=12) | 30 15 0 0 3 18 60
C (n=14) |30 8 0 0 8 16 54
ES (n=15) | 30 11 2* 0 2%* 15 50
* 02 ratos excluidos porque estavam com a fracdo de ejecdo acima de
45%.

** 02 ratos eutanasiados por aparecimento de feridas pelo stress.




36

6.4 MARCADORES BIOQUIMICOS

As atividades argininoliticas médias dos grupos IF, ES e C estado
apresentados na figura quatro. As atividades médias da arginase nos grupos IF
e ES foram menores do que a do grupo C, embora n&o significativas.

Arginase

p=0,157

3 o
2
— = Media

1 ] Mediazep

IF ES c T Mediazdp

Figura 4 - Expressao da atividade da Arginase para 0s trés grupos

As diferencas entre os valores médios da atividade da LDH no tecido
cardiaco de ratos dos grupos IF, ES e C estdo representadas na figura 5. A
atividade especifica da LDH no grupo tratado com ES foi mais expressiva com

diferenca significativa.
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Figura 5 - Expresséao da atividade de LDH para os trés grupos

Para a variavel atividade da LDH, houve diferenga significativa nos 2

grupos comparados C x ES e IF x ES. Sendo assim, os grupos foram

comparados dois a dois e os valores de p sao apresentados na tabela quatro.

Tabela 4 - Valores de p para a expressao da atividade de LDH para os trés
grupos

Grupos
comparados

Valor
de p

CxIF

0,388

CXxES

<0,001

IF X ES

0,006

Na figura seis, séo representadas as diferencas entre os valores médios

da atividade de MDH do grupo C e a dos grupos tratados com IF e ES, que

foram significativas.
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MDH

p < 0,001

=

MDH
8
|
|

" Media

10 Media+ep
IF ES c T Mediatdp

Figura 6 - Expresséao da atividade da MDH para os trés grupos
Para a variavel MDH, houve diferenca significativa nos 2 grupos
comparados C x ES e IF x ES. Sendo assim, os grupos foram comparados dois

a dois e os valores de p sao apresentados na tabela cinco.

Tabela 5 - Valores de p para a expressao da atividade de MDH nos trés grupos

Grupos Valor
comparados| dep

CxIF 0,072
CxES <0,001
IF X ES <0,001




39

6.5 HISTOPATOLOGIA

Nas figuras sete, oito e nove, a identificacdo de coldgeno maduro e
imaturo para os trés grupos estudados.
Nota-se que, no grupo ES houve uma menor presenca de colageno

maduro, em relacdo aos demais grupos.

Colageno maduro

N

Colageno imaturo

.

Figura 7 - Expresséao de coladgeno maduro e imaturo do grupo C. Rato n°
03 - regido proximal ao IAM
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Figura 8 - Expresséao de coladgeno maduro e imaturo do grupo IF. Rato n° 07 -
regido proximal ao IAM

Coladgeno maduro

Coléageno imaturo

Figura 9 - Expresséao de coladgeno maduro e imaturo do grupo ES. Rato n°13 -
regido proximal ao IAM
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Ainda, em relagdo a andlise do colageno, os dados obtidos estéo

expressos na tabela seis, sendo que, o local O refere-se a regido do infarto do

miocardio, o local 1 a regido de transicdo entre o infarto e o miocérdio integro e

o local 2 a parede livre do ventriculo esquerdo.

Tabela 6 - Andlise dos dois tipos de colageno e colageno total para os trés

grupos
. oy . _ . Desvio Valor de
Local Variavel Grupo n Média Mediana Minimo Méximo =
padréo p
Local 0 Colmad-area C 14 5496 5221 3481 8706 1650
ES 9 5670 5742 1745 7462 1766
IF 9 5390 5164 4061 7044 969 0,925*
Col imat - area C 14 2806 2618 1554 4551 762
ES 9 3077 2909 2192 4150 743
IF 9 3484 3096 2126 6326 1420 0,288*
Col total - area C 14 8301,8 8193,2 5391,9 10715 1758,7
ES 9 8747,6 8159,4 3959,0 11613 2368,8
IF 9 8873,9 8849,1 6187,1 10775 1390,4 0,740*
Colmad % C 14 6552 66,68 49,41 81,26 8,64
ES 9 63,61 64,66 44,08 72,37 8,11
IF 9 61,54 65,63 41,29 74,33 10,89 0,600*
Colimat % C 14 34,48 33,32 18,74 50,59 8,64
ES 9 36,39 3534 27,63 55,92 8,11
IF 9 38,46 34,37 25,67 58,71 10,89 0,600*
Locall Colmad-area C 14 3497 3650 1156 5901 1548
ES 9 1741 1574 580 2941 815
IF 9 2866 2932 922 4747 1292 0,014*
Colimat - area C 14 1941 1755 805 3756 856
ES 9 1415 1243 356 2366 725
IF 9 2229 2408 493 4486 1293 0,209*
Col total - area C 14 5438,1 5424,6 2634,1 9407 1903,8
ES 9 3156,0 3046,0 936,3 5281 1378,5
IF 9 5094,6 5417,9 1503,4 9232 2483,0 0,030*
Col maduro % C 14 63,03 68,13 25,85 80,49 14,61
ES 9 55,79 55,69 3250 72,75 10,98
IF 9 57,86 56,28 49,00 67,51 7,44 0,341*
Col imaturo % C 14 36,97 31,87 19,51 74,15 14,61
ES 9 4421 4431 27,25 67,50 10,98
IF 9 4214 43,72 32,49 51,00 7,44 0,341*
Local2 Colmad-area C 14 1484 1140 459 3425 1044
ES 9 1246 676 470 5169 1510
IF 9 2309 2283 269 4802 1615 0,418**
Colimat - area C 14 940 759 241 2776 704
ES 9 620 516 233 1620 411
IF 9 1835 1629 67 5034 1637 0,153**
Col total - area C 14 2423,8 2205,6 699,9 4390 1471,3
ES 9 1865,1 1214,2 702,8 6789 1905,2
IF 9 41439 39125 3357 9836 3218,2 0,242**
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Col maduro % C 14 59,99 62,49 3524 80,32 13,78

ES 9 61,78 62,86 49,59 76,14 8,63

IF 9 59,78 57,48 48,81 79,98 11,03 0,921*
Colimaturo % C 14 40,01 37,51 19,68 64,76 13,78

ES 9 38,22 37,14 23,86 5041 8,63

IF 9 40,22 4252 20,02 51,19 11,03 0,921*

* Andlise de variancia com um fator, p<0,05

** Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05

Para a variavel Colageno maduro — area, do local 1, foi encontrada

diferenca significativa entre os 3 grupos. Sendo assim, 0s grupos foram

comparados dois a dois e os valores de p sdo apresentados na tabela sete.

Tabela 7 - Valores de p para a expressado da quantidade de colageno maduro
encontrado nos trés grupos

Grupos Valor de
comparados

ES x C 0,004
ES x IF 0,269
C x IF 0,079

Para a variavel Colageno total no local 1, foi encontrada diferenca
significativa entre os trés grupos. Sendo assim, 0os grupos foram comparados
dois a dois e os valores de p sdo apresentados na tabela oito.

Tabela 8 - Valores de p para a expressao da quantidade de colageno total

encontrado nos trés grupos

Grupos Valor de
comparados

ES x C 0,011
ES x IF 0,685
C x IF 0,045
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6.6 ANALISES ECOCARDIOGRAFICAS

Nos graficos a seguir sdo apresentadas estatisticas descritivas de cada
variavel, para cada grupo. Foram consideradas as avaliacdes pré e poés.
Também sao apresentados os valores de p dos testes estatisticos relativos a
comparacdo da avaliacdo pré com a avaliagdo pos, ou seja, o efeito do
tratamento dentro de cada grupo e entre 0s grupos.

Em relacdo a frequéncia cardiaca, os valores expressos, demonstrados
no figura 10, foram 232,67btm para 237,67btm, com p=0,624, 269,31btm para
219,85btm, com p=0,020 e, 270,93btm para 256,36btm com p=0,520, na
analise intra-grupo, para os grupos IF, ES e C, respectivamente. Nao foi
encontrada diferenca significativa na frequéncia cardiaca pré ao comparar-se
os trés grupos (p=0,080). Da mesma forma, ndo foi encontrada diferenca

significativa entre os trés grupos na avaliagao pos (p=0,071).
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Figura 10 - Andalise comparativa da frequéncia cardiaca para os trés grupos

Com relacéo a fracdo de ejecao do ventriculo esquerdo, identificou-se,
na figura onze, uma diminuicdo deste parametro nos trés grupos estudados. Os
valores expressos na analise intra-grupo foram 39,42% para 32,91%, com
p=0,017, 36,77% para 34,17%, com p=0,320 e 40,38% para 38,33%, com

p=0,432 para os grupos IF, ES e C, respectivamente. Nao foi encontrada
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diferenca significativa na avaliacdo da fracdo de ejecdo pré ao comparar-se 0s
trés grupos (p=0,401). Da mesma forma, ndo foi encontrada diferenga entre os

trés grupos na avaliacao pos (p=0,382).
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Figura 11 - Analise comparativa da fracao de ejecao para os trés grupos

Com relacdo ao volume sistolico final do ventriculo esquerdo na analise
intra-grupo, demonstrada na figura doze, identificou-se um aumento desta
variavel nos trés grupos. Os valores expressos foram 0,24ml para 0,45ml, com
p=0,001, 0,36ml para 0,41ml, com p=0,140, 0,31ml para 0,43ml, com p=0,009
para os grupos IF, ES e C, respectivamente. Foi encontrada diferenca
significativa na avaliacdo do volume sistélico final pré ao comparar-se os trés
grupos entre si (p=0,012). Nao foi encontrada diferenca significativa entre os

trés grupos na avaliacao pos (p=0,253).
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Figura 12 - Andlise comparativa do volume sistdlico final para os trés grupos

Com relagao ao volume diastolico final do ventriculo esquerdo na analise
intra-grupos, identificou-se, conforme demonstra a figura treze, um acrescimo
desta variavel nos trés grupos. Os valores expressos foram 0,44ml para
0,61ml, com p=0,008, 0,57ml para 0,63ml, com p=0,205 e 0,53ml para 0,67ml,
com p=0,014 para os grupos IF, ES e C, respectivamente. Na comparacéo dos
grupos em relacdo ao VDF pré, houve diferenca significativa entre os grupos IF
e ES (p=0,048). Na avaliacdo pos, nao foi encontrada diferenca significativa

entre os grupos (p=0,639).
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Figura 13 - Analise comparativa do volume diastolico final para os trés grupos
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7 DISCUSSAO

O uso de ES foi sugerido pela FDA em 1999, que reconheceu que 0s
constituintes da soja poderiam estar trazendo algum tipo de beneficio

cardioprotetor '.

Entretanto, a suplementacdo de IF em comprimidos ou
mesmo em alimentos nao foi recomendada pela American Heart Association
em 2006 ° . Esta decisdo talvez tenha sido motivada pela falta de
conhecimento cientifico sobre acao das IF e constituintes da soja.

Os supostos efeitos protetores das IF e compostos fitoquimicos
polifendlicos da soja nas doencas cardiovasculares tém sido objeto de diversos

62 O efeito cardiovascular das IF, in vitro e in vivo, envolve a

estudos
combinacdo da ativacdo de sistemas vasodilatadores e inibicdo de
mecanismos constritores. Os mecanismos moleculares de agéo das IF incluem
vias sinalizadoras como ERKe/2, PI3-kinases/Akt e ativacdo da eNOS % . Os
beneficios dessa classe de compostos no tratamento da osteoporose,
menopausa e cancer de mama, também tém sido estudados ®*°>¢

Os efeitos da soja sobre os mecanismos de reducdo de colesterol ja
foram descritos, entretanto, os efeitos terapéuticos no infarto do miocéardio nao
foram ainda estudados. Com relacdo aos efeitos da soja nas miocardiopatias,
Ma e colaboradores sugeriram que estes alimentos funcionais apresentaram
beneficio. Os mecanismos que justificaram estes achados estdo baseados no
fato de que a IF manteve as miofibrilas organizadas, diminuindo o efeito toxico
da adriamicina em um modelo de miocardiopatia dilatada °. Sugere-se que o
efeito anti-inflamatorio das IF tenha diminuido o efeito toxico da adriamicina e,
como consequéncia, foi identificada melhora da funcao cardiaca.

Contrariamente ao que demonstrou Ma e colaboradores, neste estudo
identificou-se que o grupo IF diminuiu a FE, aumentou o VDF e VSF, assim
como o0s animais do grupo controle, sugerindo alteracdes caracteristicas de
uma evolucdao tardia do infarto do miocardio com insuficiéncia cardiaca. Estes
dados sugerem que a IF isolada ndo apresentou beneficio pdés-infarto do
miocardio. E verdade que a fisiopatologia de base dos modelos de
miocardiopatia dilatada induzida pela adriamicina e o infarto do miocéardio séo
diferentes. Porém, corroborando com Lin, o alimento funcional exerceu efeito

cardioprotetor pds-infarto do miocardio *°.
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Um fator relevante é que a IF, quando separada da proteina de soja,
parece perder parte de seu efeito funcional, principalmente em relacdo as
doencas cardiovasculares, o que sugere ser indispensavel a ingestdo da
mesma junto a leguminosa. Este efeito também foi observado em estudos com
primatas e, 0 que é ainda mais relevante, se a IF for retirada da proteina de
soja e, posteriormente restaurada a matriz protéica, este alimento perde parte
do efeito funcional. Quando a proteina de soja estd associada a IF, o peffil

676859 percebe-se, através dos

lipoprotéico diminui consideravelmente
resultados destas pesquisas, que a IF deve ser ingerida como a natureza as
criou, inserida no alimento, pois o ser humano esta fisiologicamente
programado para captar do alimento o componente que ird causar o efeito
funcional, sendo que o mesmo estara mais biodisponivel desta forma .

Neste estudo, em relacdo ao peso dos animais, houve pesos basais
homogéneos e, apesar de os trés grupos terem apresentado aumento deste
parametro apos o infarto do miocardio, inclusive quando os grupos foram
comparados dois a dois, com significAncia estatistica, este efeito
provavelmente ocorreu em consequéncia de duas situacdes: pelo proprio
crescimento dos animais e, possivelmente, pelo aumento da retencdo hidrica
causada pela insuficiéncia cardiaca desenvolvida no grupo IF. O grupo que
menos ingeriu racao foi o ES, talvez por ser o Unico grupo que recebeu valor
calorico agregado via gavagem, porém, teve menor incremento de peso.

Em relacdo a ingestdo de racdo, 0s animais consumiram 0 que a
literatura preconiza como habitual, sendo que, o consumo para O grupo
isoflavona foi de 28g/rato/dia, para o grupo ES, 17 g/Kg/dia e, para 0 grupo
controle, 30 g/Kg/dia. Os dados de Sliva indicam que a média do consumo de
racdo, por dia e por rato, € de 25-30 g, com uma ingestao caldrica de 80

Kcal/dia 3.

Uma forma de justificar os mecanismos de melhora funcional no grupo
ES, neste estudo, foi analisando-se os marcadores bioquimicos. ldentificou-se
gue a reducdo da atividade argininolitica miocéardica, observada no grupo
tratado com IF e com ES, podem ser decorrentes do efeito da IF e constituintes
do ES sobre a expressdo génica da arginase no tecido cardiaco destes ratos e

indicam que o provavel fator cardioprotetor seja a IF. A discreta resposta
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cardioprotetora da IF e do ES pode ter relacdo com a eficacia da
suplementacao alimentar pés-infarto. O efeito dos compostos cardioprotetores
sobre a funcdo cardiovascular ficaram evidentes. Estudos com flavondides do
cacau revelaram que essa classe de compostos tem capacidade de reduzir a
atividade argininolitica em eritrocitos e células endoteliais umbilicais humanas,
regulando o metabolismo e disponibilizando L-arginina para sintese de NO, um
potente vasodilatador e cardioprotetor, vislumbrando a possibilidade de
intervencdes terapéuticas dietéticas °. A reducéo da atividade argininolitica no
tecido cardiaco dos grupos IF e ES, embora nado significativa, evidencia o
potencial efeito cardioprotetor da IF e dos constituintes do ES, mediado pela
regulacdo para baixo (downregulation) do catabolismo da L-arginina. Como as
arginases e as oxido nitrico sintases (NOS) competem pelo mesmo substrato
(L-arginina), a reducao da atividade argininolitica na musculatura cardiaca dos
ratos infartados e tratados com IF e ES, preserva e disponibiliza a L-arginina
para as NOS. A producdo de oOxido nitrico tem sido considerada de
fundamental importancia na regulacéo do tdnus muscular, resisténcia periférica

1 Oxido nitrico e peptideos natriuréticos

e perfusdo do muasculo cardiaco
modulam a atividade das enzimas guanilato ciclases e sado considerados 0s

principais reguladores autécrinos e paracrinos da funcao cardiovascular 2.

Trés formas isoenzimaticas de NOS sdo expressas nos tecidos e
denominadas de neuronal (nNOS), induzida (iINOS) e endotelial (eNOS). As
formas nNOS e eNOS estdo presentes na musculatura cardiaca e séo
reguladas por processos transcricionais e pos-transcricionais. A atividade
argininolitica tem sido apontada como modulador pés-transcricional das NOS.
A competicdo pelo mesmo substrato e a nitrosilacdo da arginase pelas NOS

O ? "™  Neste caso, 0

sdo importantes fatores moduladores da producéo de N
efeito cardioprotetor, isquemia seguida de reperfusdo, também tem relacdo
com a formacédo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio, onde a
deficiéncia de L-arginina compromete a formacdo de NO pela NOS, que
transfere os elétrons para o oxigénio molecular originando radicais livres "* ™
> Assim, o controle da atividade argininolitica tem sido considerado um ponto
chave para compreensdo fisiopatologia cardiaca **. O efeito de compostos

cardioprotetores tem sido investigado sob a 6tica de biomarcadores
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enzimaticos (metabolismo energético, antioxidante e de compostos
nitrogenados) e histopatolégicos. O efeito protetor do crocin (pigmento
carotendide) e da betaina, no miocardio de ratos submetidos a isquemia
seguida de reperfusdo, foram acompanhados pela reducdo nos niveis teciduais
de arginases *® *’. Estudos com inibidores da atividade argininolitica, também
revelaram melhora no quadro geral dos animais infartados em condi¢des
experimentais ** ’°,

Um estudo com ratos pré-tratamento com betaina, seguido de infarto
provocado com isoprenalina, revelaram que este composto apresenta efeito
cardioprotetor capaz de manter os niveis de LDH plasmaticos proximos aos do
grupo controle “°. J4 a determinac&o da atividade especifica da LDH no tecido
cardiaco reflete o potencial anaerdbio gerador de ATP do tecido. O pré-
tratamento de ratos com crocin, um carotendéide encontrado no acafréo,
seguido de infarto do miocéardio induzido por isoproterenol, revelou que esse
composto tem efeito cardioprotetor e € capaz de manter os niveis cardiacos de
LDH préximos ao do grupo controle . O pés-tratamento com IF néo foi eficaz
em elevar os niveis de LDH em relacdo ao grupo C. Ja o pés-tratamento com
ES apresentou efeito cardioprotetor mantendo os niveis da LDH mais elevados
no tecido cardiaco. Neste estudo, houve uma maior expressdo de LDH no
grupo ES, evidenciando que o tecido isquémico tem maior potencialidade para
gerar ATP via metabolismo anaerdbio, o que € uma condicéo interessante para
0 musculo cardiaco, uma vez que aumenta a capacidade do tecido em superar
a falta de O, imposta pela leséo cardiaca.

Com relacéo a expressao de MDH, utilizando ratos pré-tratados durante
30 dias com betaina e infartados com isoprenalina, Ganesan e colaboradores
concluiram que este composto tem efeito cardioprotetor sobre a funcéo
mitocondrial *°. Neste caso, a atividade mitocondrial média de MDH do grupo
de ratos injetados com isoprenalina e pré-tratados com betaina durante 30
dias, foi cerca de duas vezes maior do que a atividade média do grupo sem
pré-tratamento. Os autores também constataram que a concentracdo média de
ATP no grupo pré-tratado com betaina foi o dobro em relacdo ao grupo nao
tratado.

Assim, neste estudo, o pos-tratamento dos ratos com IF e ES néo foi

capaz de elevar o potencial aerébio gerador de ATP na musculatura cardiaca
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dos ratos infartados porque houve menor expressao de MDH para o grupo ES,
demonstrando que o tecido esta se ajustando para trabalhar mais em
anaerobiose (LDH) do que em aerobiose (MDH).

O efeito protetor do potencial aerdbio gerador de ATP observado por
Ganesan e colaboradores no pré-tratamento com betaina esta relacionado com
o0 aumento do potencial antioxidante do miocérdio, considerando que os niveis
das enzimas catalase, superoxido dismutase e glutation peroxidase do grupo
tratado com betaina, que foi cerca de 25 % maior em relagcédo ao controle (dieta
padréo e injetados com solucdo fisioldgica) e 120 % maior em relacdo ao grupo
infartado com isoprenalina (dieta sem betaina). Neste caso, os autores também
observaram que os niveis de peroxidos lipidicos (LPO) estavam cerca de 200
% mais elevados no grupo de ratos infartados com isoprenalina sem pré-
tratamento com betaina, quando comparado ao grupo pré-tratado com betaina
46.

Ao que tudo indica, o dano ao tecido cardiaco ndo ocorre somente
durante a fase isquémica do infarto do miocardio, mas, também, durante a sua
reperfusdo. A falta de oxigénio impede o funcionamento do sistema
mitocondrial transportador de elétrons, saturando-o com elétrons. A
reintroducdo do oxigénio no tecido isquémico reduz, de forma impropria, 0
oxigénio e leva a producdo de grandes quantidades de espécies reativas de
oxigénio (ROS), acima do potencial de defesa antioxidante dos tecidos """® .
Nesse caso, o efeito protetor do pré-tratamento com betaina na recuperacao do
infarto do miocéardio estaria relacionado com o aumento do potencial aerdbio
gerador de ATP associado ao aumento da defesa antioxidante “°.

No presente estudo, o efeito do pdOs-tratamento com IF aumentou o
potencial aerdbio gerador de ATP (MDH) em 17 % quando comparado ao
grupo controle (p=0,072). Esse aumento, provavelmente, s6 estaria conferindo
alguma vantagem protetora se estivesse associado ao aumento potencial da
defesa antioxidante, como observado por Ganesan e colaboradores,
trabalhando com betaina “°.

Por outro lado, o tratamento com extrato de soja reduziu em 37 % o0s
niveis de MDH, em relacdo ao grupo controle (p<0,001). O aumento do
potencial anaerébio gerador de ATP foi acompanhado pela manutencdo dos

volumes diastdélico e sistélico finais em valores préoximos aqueles observados
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antes do infarto do miocardio. Desta forma, o efeito redutor do ES sobre os
niveis de MDH e aumento de LDH, aparentemente, conferiu vantagem
protetora aos ratos no pds-infarto, considerando que as diferencas entre os
volumes diastdlico e sistdlico finais, dos grupos IF e controle, no pré e pés-
infarto, foram mais acentuadas.

O efeito protetor do ES na recuperacao do infarto do miocéardio também
foi marcante quando analisamos o conteldo de coldgeno na regidao de
transicdo entre o tecido normal e o infartado. A pequena quantidade de
coladgeno maduro nessa regido, comparado ao grupo controle e IF, indica que a
regido lesionada foi menor, o que pode ser explicado pelo amplo efeito modular
do extrato de soja sobre o metabolismo desses ratos. O efeito redutor do ES
sobre o potencial aerdbio gerador de ATP pode ter corroborado com a reducao
na formacao de radicais livres na regido lesionada ao longo do processo de
reperfusdo e, consequentemente, reduzido esta area. Por outro lado, a inducéo
da LDH, proporcionada pelo ES, aumentou o potencial anaerobio gerador de
ATP e corroborou para manutencdo da demanda energética sem aumentar o
risco de formacao de radicais livres.

Outro aspecto relevante, que diz respeito ao metabolismo do colageno,
reside no metabolismo do aminoacido L-arginina. A sua hidrolise, catalisada
pela arginase, disponibiliza o aminoacido nao protéico L-ornitina no meio
intracelular, que pode ser utilizado na sintese do aminoacido prolina, que é

®  Neste caso, o efeito modulador

abundante na estrutura do colageno
negativo do ES sobre os niveis de arginase, reduziu potencialmente a
disponibilidade de L-ornitina para a sintese de prolina e manteve niveis mais
elevados de L-arginina para sintese de Oxido nitrico, um importante modulador
da funcao cardiaca.

Existe uma tendéncia de a soja estar induzindo a musculatura cardiaca,
a uma alteracdo do perfil metabdlico energético. Novos experimentos séo
necessarios para verificar se o pré-tratamento com IF seria capaz de manter o
potencial aerébio gerador de ATP na musculatura cardiaca.

Com relacdo a anatomia patoldgica, foi utilizado, como parametro, o
colageno, que quantifica a presenca de fibrose no infarto do miocardio e na
zona de transicao entre o infarto e o miocéardio integro. Este método avalia a

proliferacdo do coladgeno, diferenciando o tipo e se € imaturo ou maduro,
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permitindo que se reconheca a extensdo do infarto do miocérdio, além da
capacidade de remodelamento cardiaco. O que foi identificado no grupo ES no
local 1, ou seja, na zona de transi¢do entre o infarto do miocérdio e o miocardio
integro, foi uma menor quantidade de coldgeno maduro, sugerindo que houve
uma melhor protecdo nesta regido. Acredita-se que este efeito possa ter
ocorrido em consequéncia da vasodilatacdo produzida pela maior presenca do
oxido nitrico disponivel, fazendo com que tenha ocorrido uma melhor irrigacéo
das células miocéardicas atordoadas ao redor do infarto, o que evita a morte
celular.

O valor do colageno total também foi inferior no grupo ES, apesar de
gue, na analise do colageno imaturo, ndo foi identificada diferenca
estatisticamente significativa entre 0s grupos.

Com relacdo a frequéncia cardiaca, identificou-se que o grupo ES
apresentou uma reducédo de forma significativa entre o periodo pré e pos-infarto
do miocéardio. Em contrapartida, no grupo IF, identificou-se um aumento da FC.

Este parametro ndo pode ser analisado isoladamente, mas, sim,
relacionado a outros parametros. Quando analisado, este dado do grupo ES e
relacionado a estabilizacdo da FE e o efeito anti-remodelamento sugere que

este grupo apresentou um efeito protetor do miocardio.

Com relacédo ao grupo IF, a despeito do aumento da FC, o ganho de
peso pode ter sido em consequéncia da retencao hidrica, pois 0s animais deste
grupo apresentaram queda da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo com

remodelamento ventricular, ou seja, sinais sugestivos de insuficiéncia cardiaca.

Com relacdo a analise funcional do grupo ES, identificou-se que houve
uma estabilizacdo da funcdo cardiaca poés-infarto do miocardio. Esta
consideracdo € baseada no fato de que a FE, que garante o inotropismo
cardiaco, ndo apresentou reducdo significativa, assim como o0s volumes
ventriculares sistélico e diastolico ndo apresentaram aumento significativo. Foi
observado um aumento dos volumes sistélico e diastolico finais do ventriculo
esquerdo em todos 0s grupos, entretanto, com significancia estatistica nos
grupos controle e IF, evidenciando o efeito cardioprotetor do ES. Corroborando

com Lin e colaboradores, onde houve melhora funcional cardiaca e diminuicdo
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do infarto e dos parametros histolégicos e hemodindmicos com o uso de um
alimento funcional, o polifenol, em modelo semelhante ao estudado nesta

pesquisa *°.

Os mecanismos que justificam os efeitos benéficos do ES ainda né&o
estdo bem esclarecidos, mas, acredita-se que os flavondides vegetais afetam
positivamente a producéo de NO, um potente vasodilator, mediante indugéo da
NOS in vivo e in vitro ®. Os eventuais beneficios cardioprotetores do ES
também podem estar relacionados ao conteldo de L-arginina presente nas
proteinas da soja e precursor da sintese de NO 8 . A presenca de menor
guantidade de colageno maduro no grupo ES também pode sugerir,
indiretamente, uma maior quantidade de NO presente no tecido e,
consequentemente, maior vasodilatacdo e poder de reperfusdo da musculatura
cardiaca.

Ainda, no grupo ES, o fato de ter sido identificado uma maior quantidade
de LDH e uma menor de MDH indica que o musculo cardiaco criou
mecanismos compensatorios que auxiliaram o tecido em recuperacao. Assim,
houve uma inducdo do perfil metabdlico energético. O tecido isquémico, do
grupo ES, teve maior capacidade de gerar ATP através do metabolismo

anaerobio (atividade elevada de LDH).

Com relacdo a forma de administrar os alimentos, optou-se pela

gavagem °%°!

, pois, apesar de causar um maior estresse para 0s animais,
constituiu-se como a op¢ao mais adequada de administracdo porque estudos
comprovam que a IF, para ser absorvida e metabolizada com maior eficiéncia,
necessita passar pelo metabolismo intestinal, o que eventualmente nao
ocorreria caso o0s animais ficassem sob livre demanda, além do fato de néo ser

identificada a dose correta de ingestdo diaria dos alimentos funcionais .
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8 CONCLUSOES

Neste estudo, houve um discreto efeito cardioprotetor do ES, em relacao
aos demais grupos e, contrariamente ao que se esperava, a IF ndo trouxe

nenhum efeito positivo.

Também, houve um maior efeito cardioprotetor do ES, em relacdo aos
demais grupos, em quase todas as variaveis analisadas, corroborando com o
fato de que, em varios estudos cientificos, sugere-se que a IF isolada perca

parte do seu efeito funcional quando separada da proteina da soja.

Muitos estudos estimulam o uso da IF e da soja como uma solucao

segura e prevencao garantida para muitas enfermidades.

Porém, algumas consideracfes sdo importantes com relacdo a dieta
com alimentos funcionais, pois o0 uso indiscriminado destes produtos deve ser
evitado e sua toxicidade deve ser levada em consideracao, principalmente em
momentos de vida onde existe um desenvolvimento importante do individuo,
como em relagcdo as criancas e adolescentes e aquelas pessoas que possuem
doencas graves ou condi¢cOes fisiologicas especiais como as gestantes. A
expectativa dos individuos é grande em se tratando de alternativas de melhora
e cura e esta expectativa deve ser respeitada, evitando-se prometer reacoes e

efeitos que nem sempre sdo uma realidade.

Muitos fatores podem ser influenciadores dos efeitos dos flavonéides
nos individuos, como, por exemplo, as diferencas de cultura e de filosofias de
vida, bem como o padrdo de ingestdo de alimentos e ndo se sabe até que
ponto o efeito destes flavondides séo influenciados pelo contexto em que o

individuo esta inserido.
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Mais estudos devem ser realizados para elucidar os reais beneficios e
efeitos adversos da soja, dos derivados de soja e, principalmente, dos
concentrados de IF. Estes estudos permitirdo que haja um conhecimento
profundo sobre as recomendaces dietéticas adequadas para cada um destes
componentes que sdo bioativos, criando consensos mundiais e especificos

para cada pais.
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