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RESUMO

Recentes estudos tém vinculado a ingestdo de dietas a base de
proteina de soja com a reducdo de fatores de risco para doencas
cardiovasculares. Esse efeito vem sendo diretamente relacionado as
isoflavonas da soja, encontradas principalmente sob as formas
genisteina, daidzeina e gliciteina.

Um dos objetivos deste estudo foi analisar o conteudo de
isoflavonas em dois produtos derivados da soja e sua eficacia como
antioxidantes /n vitro e investigamos, também, o efeito /n vivo do
tratamento com dieta a base de proteina de soja, durante 9 semanas,
em ratos submetidos ao modelo animal de infarto do miocéardio.

O conteudo de isoflavonas foi analisado no gérmen de soja (GS)
e na proteina isolada de soja (PIS) através de HPLC. A qualidade e a
guantidade de antioxidantes presentes nas amostras foram
quantificadas pelos métodos de reatividade antioxidante total (TAR) e
de capacidade antioxidante total (TRAP). Foi analisado o poder
antioxidante do GS e da PIS medindo-se o percentual de inibicdo da
lipoperoxidacdo (LPO) pelo método de TBA-RS em homogeneizado de
figado de ratos submetidos a um sistema gerador de radicais livres /n
vitro. ldentificamos que o GS apresentou 9 vezes mais quantidade de

daidzina do que a PIS que, por sua vez, apresentou 4,5 vezes mais
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quantidade de genisteina do que o GS. O GS mostrou reatividade
antioxidante total trés vezes maior do que a PIS, mas ambos os
produtos apresentaram os mesmos niveis de antioxidantes. Os dois
produtos inibiram a LPO na mesma proporcédo (81% e 79%, para GS e
PIS, respectivamente).

Na investigacdo /n vivo, foram utilizados ratos Wistar machos
gque receberam agua e dieta contendo PIS ou caseina (17% de
proteina) ad /libitum, a partir da 32 semana até a 122 semana de
vida, subdivididos em 6 grupos: Caseina Controle: submetidos a
cirurgia ficticia de infarto do miocéardio, alimentados com dieta a
base de caseina. Caseina Infarto<25%: submetidos ao modelo animal
de infarto do miocardio, com area de infarto inferior a 25%,
alimentados com dieta a base de caseina. Caseina Infarto>25%:
submetidos ao modelo animal de infarto do miocardio, com &rea de
infarto superior a 25%, alimentados com dieta a base de caseina.
Soja Controle: submetidos a cirurgia ficticia de infarto do miocardio,
alimentados com dieta a base de PIS. Soja Infarto<25%: submetidos
ao modelo animal de infarto do miocardio, com area de infarto
inferior a 25%, alimentados com dieta a base de PIS. Soja
Infarto>25%: submetidos ao modelo animal de infarto do miocardio,
com area de infarto superior a 25%, alimentados com dieta a base de

PIS. A cirurgia de infarto foi realizada na quinta semana de
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tratamento e, quatro semanas ap0s a cirurgia, os animais foram
submetidos ao cateterismo cardiaco para avaliacdo hemodinamica da
pressdo sistolica do ventriculo esquerdo (PSVE), pressdo diastdlica
final do ventriculo esquerdo (PDFVE), indices de contratilidade e
relaxamento (+dP/dt) e a pressdao aodrtica média (PAM).
Imediatamente apés a avaliacdo hemodinadmica, os animais foram
sacrificados por decapitacdo, o coracdo foi extraido e determinada a
area de infarto. O figado, os pulmdes e o tecido adiposo abdominal
(gordura perirrenal, epididimal e mesentérica) e tecido adiposo
marrom (da regido interescapular) foram dissecados e pesados e 0
nivel de congestdo hepéatica e pulmonar determinado. Foram
coletadas amostras de sangue para a realizacdo das medidas de
concentracdo plasmatica de nitritos e nitratos, e em eritrocitos foram
feitas medidas de lipoperoxidacdo (LPO) e de enzimas antioxidantes:
catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase
(GPx). Em homogeneizado de musculo cardiaco, foram realizadas as
técnicas de determinacdo da quimiluminescéncia (QL), da
concentracdo de carbonilas e da atividade das enzimas: CAT, SOD e
GPx. Os animais infartados alimentados com caseina apresentaram
hipertrofia cardiaca, congestdo hepatica e pulmonar, aumento da
PDFVE e da —-dP/dt, diminuicdo da PSVE, +dP/dt e da PAM, sinais

tipicos de Insuficiéncia Cardiaca (IC). A dieta a base de PIS foi capaz
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de prevenir a congestdo pulmonar nos dois grupos infartados e
prevenir a congestdo hepatica no grupo SI<25%, melhorar a fungao
ventricular sistdlica e diastolica e diminuir o estresse oxidativo
cardiaco e sistémico dos ratos infartados. A disfuncdo ventricular foi
correlacionada com o aumento do dano oxidativo no miocardio como
mostram os resultados de QL e de concentracdo de carbonilas
(aumento de 3 e 10 vezes, respectivamente) nos grupos infartados.
Verificamos que os ratos alimentados com PIS apresentaram maior
atividade das enzimas antioxidantes no miocardio do que 0s animais
alimentados com caseina, a SOD aumentou 72% e a CAT e a GPx em
24% e a QL diminuiu.

No plasma, a alimentacdo a base de PIS aumentou os niveis de
nitritos e nitratos e, em eritrocitos, aumentou a atividade das
enzimas antioxidantes quando comparada a alimentacdo a base de
caseina.

Este trabalho demonstra, pela primeira vez, uma melhora da
funcdo ventricular pos-infarto do miocardio, evitando a progressao ao
estdgio de IC severa, pela administracdo dietética de PIS de forma

preventiva.

XIX



1 - INTRODUCAO

1.1 - Doencga Cardiovascular: Infarto do miocardio e

Insuficiéncia Cardiaca

De acordo com a Organizacdao Mundial da Saude, as doencas
cardiovasculares (DCV) constituem a principal causa de mortalidade
no mundo e estao aumentando em ritmo acelerado, sem distingao de
regidao ou classe social; 16,7 milhGes de pessoas morreram devido a
doenca no mundo em 2002 e, destes, 7,2 milhdes de pessoas
morreram devido a doenca coronariana. Na Europa, as DCV sao
responsaveis por mais de 4 milhdes de mortes a cada ano e a
previsao para o ano de 2020 é de mais de 40% do total de obitos da
populacdao mundial relacionados a DCV (WHO, 2004).

De acordo com a pesquisa americana National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES - CDC/NCHS, 1999-2002), dos
70,1 milhdes de americanos que apresentaram DCV, 27 milhdes
tinham idade igual ou superior a 65 anos. A doenga coronariana
afetava 13 milhdes dos pacientes, dos quais 7,1 milhOes
apresentaram infarto do miocardio (IM) e 4,9 milhdes apresentaram

insuficiéncia cardiaca (IC) (AHA, 2005).



No Brasil, as DCV estao entre os fatores mais importantes no
desenvolvimento de outras doencas cronicas ndo-transmissiveis e sao
de grande impacto social e anos produtivos de vida perdidos (LESSA,
1998). A doencga coronariana € a segunda causa de morte por DCV no
Brasil, sendo que o IM representou de 75 a 85% das DCV no periodo
de 1980 a 1999 (LESSA, 2003).

Em 2002, a IC foi a terceira causa de internacdao hospitalar
(372, 6 mil) no Brasil, apds a pneumonia (794,26 mil) e asma (376,45
mil). Das 372,6 mil pessoas internadas, 110,9 mil (29,8%) tinham
entre 20-59 anos com predominancia do sexo masculino, enquanto
que a faixa etaria igual ou superior a 60 anos totalizou 255,98 mil
internacoes (68,70%), com predominancia do sexo feminino (130,83
mil internagdes). Do total de internacdes hospitalares em 2002,
foram registradas 335,1 mil mortes (2,86%), das quais 85,6 mil
(25,54%) devido a DCV e 25,98 mil (7,7%) devido a IC. Cerca de 30
a 40% dos pacientes com IC tém como fator etioldgico o IM
(ALBANESI FILHO, 2005).

A IC representa um importante problema de saude publica,
considerando a crescente prevaléncia, a morbidade e os altos indices
de hospitalizagdes associados a doenga. O custo sdcio-econdmico é
elevado, envolvendo dispéndio com medicamentos, internacgdes

repetidas, perda de produtividade, aposentadorias precoces,
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eventuais cirurgias e, ocasionalmente, transplante cardiaco (SBC,
1999).

Um das principais causas do desenvolvimento da IC é o IM. O
IM significa, basicamente, a morte dos cardiomidcitos causada por
isquemia prolongada (GANONG, 1998) e determina importante
alteragao da arquitetura ventricular, envolvendo tanto a regiao
infartada quanto a ndo infartada. Seguindo-se a oclusdo coronariana,
ocorre um conjunto de adaptacgdes: alteragcdes na composicao, massa,
volume e geometria cardiaca, chamado de remodelamento cardiaco
(SUTTON e SHARPE, 2000).

Uma das caracteristicas mais marcantes do remodelamento
cardiaco é a progressiva queda da funcdo ventricular. Inicialmente,
em conseqliiéncia do crescimento celular, o remodelamento pode
contribuir para manter ou restaurar a funcao cardiaca. Cronicamente,
entretanto, ocorrem alteracdes estruturais, bioquimicas e genéticas
que resultarao em disfungao ventricular progressiva (SUTTON e
SHARPE, 2000).

Os estudos em animais tém contribuido para o esclarecimento
dos mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento da insuficiéncia
cardiaca (IC), tais como: disfuncdo miocardica, remodelamento

ventricular, alteragdes hemodinamicas, ativagcao neuro-humoral,



expressao de citocinas, disfungao endotelial e estresse oxidativo
(HASENFUSS, 1998).

O modelo experimental de infarto (ligadura da artéria coronaria
esquerda) é freqiientemente utilizado como modelo de IC. Este
procedimento é comparavel a situacao clinica de IM em humanos
(PFEFFER et al., 1979).

Embora a mortalidade desse procedimento cirlrgico seja
elevada (50% nas primeiras 48 horas), o sistema cardiovascular dos
animais infartados sofre alteracdes hemodinamicas e morfoldgicas
que se assemelham aquelas encontradas na IC em humanos (KOMPA
e SUMMERS, 2000; MONNET e CHACHQUES, 2005). Estas alteragdes
incluem dilatacdo do ventriculo esquerdo, reducao na fungao sistoélica
e aumento nas pressdes de enchimento. A progressao da disfungao
ventricular esquerda e a faléncia miocardica estdo associadas com a
ativacdo neuro-humoral também similar a encontrada em humanos
(HASENFUSS, 1998).

De acordo com os dados do Sistema Unico de Saude (SUS), a IC
acomete 2 milhdes de pacientes, com uma incidéncia de 240 mil
novos casos por ano. Embora inUmeros avangos em pesquisas no
sentido da prevencao e tratamento das manifestagdes clinicas que

culminam com a IC tenham sido alcancados, esta doenga permanece



sendo responsavel por um alto indice de morbidade e mortalidade da

populagao mundial (SBC, 1999).

1.1.1 — Insuficiéncia Cardiaca: Conceito

A IC é definida como a incapacidade do coracdao em bombear o
suprimento adequado de sangue em relacdo ao retorno venoso e as
necessidades metabdlicas tissulares, ocasionando reducdao do débito
cardiaco e elevacdo da pressdao pulmonar e venosa sistémica.
Contudo, este conceito de faléncia da bomba cardiaca vem sendo
ampliado. Atualmente, a IC é descrita como uma sindrome em que
ocorre importante estimulacdao neurohumoral, caracterizada pela
ativacdo do sistema nervoso simpatico e do sistema renina-
angiotensina- aldosterona, redugao da atividade do sistema nervoso
parassimpatico, além de alteracdes da musculatura cardiaca e
esquelética. O resultado disto € uma sindrome clinica complexa com
comprometimento de multiplos 6érgdaos, manifestando sintomas como
fadiga, dispnéia, diminuicdao de forca muscular e congestao de érgaos

(SINGAL et al., 2000).



1.1.2 — Insuficiéncia Cardiaca: Etiologia

A doenca coronariana e a hipertensdo arterial sistémica isoladas
ou em conjunto contribuem para a grande maioria dos casos de IC do
mundo desenvolvido. As doencas valvulares sdao muito menos
freqientes como etiologia subjacente da doenca. Uma minoria
substancial de casos é considerada de etiologia desconhecida e o
termo aplicado é cardiomiopatia, identificado fisiologicamente pelo
termo dilatada (Mc MURRAY e DARGIE, 1998; McCALL, 1995).

A IC pode ser causada por diversos fatores tais como,
hipertensao, IM, defeitos na acdao de valvulas cardiacas e
cardiomiopatias idiopaticas, assim como, por conseqliéncias
secundarias de determinadas doencas como a diabetes ou
intervencdes com farmacos como quimioterapicos (HO et al., 1993).

Estes dados sao, com certeza, motivadores para o grande
niumero de pesquisas desenvolvidas na area da saude. Muito ja se
sabe a respeito de diagndsticos e agentes causadores, mas o0s
verdadeiros fatores e 0s processos que desencadeiam IC permanecem

desconhecidos.



1.1.3 — Insuficiéncia Cardiaca: Fisiopatologia

Independente do fator etioldgico determinante da IC, uma série
de alteracdes hemodinamicas e neurohumorais envolvendo o sistema
nervoso simpatico e o sistema renina-angiotensina-aldosterona estao
presentes na IC grave. A ativacao neurohumoral caracteriza a IC. A
ativacao dos sistemas neurohumorais, especialmente o sistema
nervoso simpatico esta relacionada com a progressao da doenga e é
fator progndstico para mortalidade, refletindo mecanismos periféricos
compensatdrios ao baixo rendimento cardiaco (DZAU e RE, 1994).

Dois processos podem ser encontrados na fisiopatologia da IC:
disfuncdao sistdlica ou disfuncao diastdlica. A disfuncdo sistodlica
resulta do comprometimento da contratilidade ventricular com
conseqiiente aumento do volume sistélico final e reducdao da fracao
de ejecdo ventricular. Esta situacdo é encontrada em individuos com
perda importante de musculo cardiaco viavel, como o que acontece
apés o IM. A disfuncdo diastdlica apresenta-se em decorréncia da
diminuicdo da complacéncia ventricular, limitando o enchimento
diastolico e levando a congestao venosa (Mc ALLISTER e TEO, 1997).

Além disso, estudos experimentais tém demonstrado o aumento

na formacao de radicais livres e a associagao do estresse oxidativo



com o déficit na reserva antioxidante enddgena na IC (HILL e

SINGAL, 1996).

1.2 — Espécies Ativas de Oxigénio

As espécies ativas de oxigénio (EAO) estao envolvidas numa
série de processos degenerativos, devido a propriedade de serem ou
de gerarem radicais livres (YU, 1994).

Os radicais livres sao definidos como qualquer espécie quimica
capaz de existéncia independente que contenha um ou mais elétrons
desemparelhados, sendo assim, altamente reativos e capazes de
atacar qualquer biomolécula (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

A formacdo destes compostos é estabelecida pela perda, ganho
de um elétron, fissao homolitica de uma ligagdo covalente, em que
cada um dos atomos fica com um elétron desemparelhado. Cabe
ressaltar, que o oxigénio molecular é um birradical, muito embora sua
reatividade seja baixa porque seus dois elétrons desemparelhados
tém spins paralelos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; YU, 1994).

A geragao das EAO ocorre durante os processos de oxidacao
bioldgica. Dentre os quais, podemos destacar a respiracao celular
acoplada a fosforilagdo oxidativa, para formacdo de ATP na
mitocondria. Geralmente, o oxigénio (0,) é reduzido até agua (H;0),
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recebendo quatro elétrons de uma sé vez pela citocromo oxidase.
Entretanto, em razdo de sua configuracao eletrénica, o O, pode
receber um elétron de cada vez, gerando compostos intermediarios
altamente reativos (Figura 1). Destes compostos intermediarios,
pode-se destacar: o anion radical superdéxido (0,°), o perdxido de
hidrogénio (H,0;) e o radical hidroxil (OH*). A formacdo destas
moléculas ocorre em aproximadamente 5% de todo processo de
reducao do O, até agua. O estado excitado do O, denominado de
oxigénio “singlet”, também pode causar danos a célula (DEL
MAESTRO, 1980; YU, 1994).
0,

ﬂ - e +2H"

0,——0;

>H,0, —">O0H"—* 5H,0

N

H,0

Figura 1: Formacao das EAO, a partir da reducao do O,.

O 0, é o primeiro intermediario da reducdao monovalente do O;
a agua. A sua dismutacao é catalisada pela enzima superdxido
dismutase (SOD) (YU, 1994). O H,0, é o segundo intermediario do
processo oxidativo, podendo ser produzido indiretamente, pela
reducdo univalente do 0O,, seguida da dismutacdo do 0" e/ou

diretamente, pela reducao bivalente do O, molecular. Apesar de nao



ser um radical livre, esta espécie ativa pode originar o OH®, o que
seria bastante prejudicial a célula (DEL MAESTRO, 1980). O OH®, por
sua vez, € um dos mais potentes oxidantes em sistemas bioldgicos,
sua formagao pode se dar de acordo com a reacao de Fenton (Reagao
1), reagcao do H,0, com ions de ferro ou de cobre, e a reagao de
Haber-Weiss (Reacao 2), reacao do H,0, com o O3 na presenca de

ions metalicos (YU, 1994; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990).

H,0, +Fe?/Cu* ——>Fe™/Cu™ + OH" +OH" (Reagdo 1)
H,0, +0; —F/% ,OH*+OH +0, (Reacdo 2)

Cada EAO tem suas proprias caracteristicas, mostrando
diferentes reatividades e tempos de meia-vida (DEL MAESTRO, 1980;
YU, 1994). Na Figura 2, podemos observar que a molécula diatomica
de O, é um radical livre, mas possui spins paralelos, o que dificulta a
reacdo quimica com outras moléculas e torna o O, mais estavel
quimicamente. As formas de O, mais reativas sao 0s oxigénios
“singlets” A e £, que nao possuem restricao de “spin” e por isso sao
muito mais reativas que o O; molecular no estado fundamental

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).
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Figura 2: Distribuicao eletronica da molécula de oxigénio e alguns
de seus derivados (modificado de HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1999).

Outras fontes de EAO compreendem nao sO as acodes
enzimaticas da ciclooxigenase, lipooxigenase, xantina oxidase,
aldeido oxidase, mas também a autooxidacdo das catecolaminas, das
flavinas e ferridoxinas, além das reacdes catalisadas por metais de
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transicao, como ferro e cobre (DEL MAESTRO, 1980; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999).

A magnitude da reatividade das EAO esta relacionada com seus
elétrons desemparelhados que I|hes conferem a instabilidade
caracteristica. As reac0es com os radicais sao muito rapidas e
ocorrem em cadeia, ja que os elétrons desemparelhados favorecem
as colisdbes moleculares. Desta forma, as reacdes sao propagadas
rapidamente (SOUTHORN e POWIS, 1988).

O potencial reativo das EAO é bem ilustrado na peroxidagao dos
lipidios (LPO) de membrana. A LPO é um processo sucessivo e
fisioldgico que envolve ndo somente a renovagdao das membranas
celulares, como também a biossintese das prostaglandinas e
leucotrienos (MENEGHINI, 1987). As membranas celulares sao
preferencialmente atacadas, porque sdao formadas por lipidios de
cadeias insaturadas e por proteinas com grupos tidis (-SH)
(MENEGHINI, 1987; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). As reagodes de
lipoperoxidacdo ocorrem numa série de etapas, das quais se
destacam as seguintes: iniciacao, propagacao e terminacao.

Na fase de iniciagdo, o OH® ou o oxigénio “singlet” ataca a
molécula organica, abstraindo-lhe um atomo de hidrogénio, gerando
um radical centrado no carbono, cuja estabilidade se faz pelo
rearranjo das ligas duplas, formando o dieno conjugado. Este, por
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sua vez, combina-se com o O; e produz o radical peroxil. Com o
radical peroxil, inicia-se a fase de propagacao da LPO, uma vez que
este remove um atomo de hidrogénio de um lipidio adjacente,
gerando um lipoperdxido e um outro radical centrado no carbono
(que poderd reagir com o O, e propagar a reacao). A reacdo acaba
quando dois radicais reagirem entre si e formarem um tetréxido. Este
ultimo pode se degradar em O, “singlet” e em carbonilas excitadas,
devido a sua alta instabilidade. Esta é a etapa denominada de
terminacdo. Essas espécies quando voltam ao seu estado
fundamental emitem luz no comprimento de onda \Vvisivel,
caracterizando o fendmeno de quimiluminescéncia (QL), que se
constitui num importante método para analise e quantificacdo da LPO
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; THOMAS, 1997).

Os efeitos da LPO podem ser observados pela mudanga nao
somente no ambiente lipidico das membranas bioldgicas
(modificagbes na fluidez e na seletividade), mas também pelas
alteragdes de suas proteinas (receptores e canais i6nicos) (YU,
1994).

As proteinas também sofrem reacdes oxidativas iniciadas pelas
EAO, que levam a alteragdes nas suas estruturas e nos seus estados
conformacionais. Processos como fragmentagao, agregagdo, além da
maior susceptibilidade a proteases, exemplificam algumas das agoes
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dos radicais livres sobre as proteinas (YU, 1994). Pode haver,
também, um ataque ao DNA nuclear, sobretudo pelo OH*, formando
bases oxidadas do DNA como a 8-hidroxideoxiguanosina, que pode
ser detectada experimentalmente. O DNA mitocondrial também ¢é
bastante atingido, uma vez que a mitocOndria é a grande fonte de
EAO (YU, 1994).

Muitas sdo as evidéncias de que as EAO provocam ou
influenciam inUmeros processos organicos degenerativos como a
catarata, o enfisema, a artrite, a doenca de Parkinson, a porfiria
aguda intermitente, a lesdo isquémica e até mesmo a mutacdo, o
cancer e o envelhecimento (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Além
disso, diversas enzimas tém sua atividade modulada por radicais
livres como a aconitase, diversas hidratases e desidratases

(GARDNER et al., 1995).

1.3 - Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo pode ser definido como “um disturbio do
equilibrio proé-oxidante/antioxidante em favor dos pro-oxidantes,
levando ao dano potencial” (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

Em principio, o estresse oxidativo pode resultar de: (1)

Diminuicao dos antioxidantes — por exemplo: diminuicao da atividade
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das enzimas de defesa ou a deficiéncia nutricional de antioxidantes
ou outros constituintes dietéticos essenciais pela inadequada
ingestao ou absorcdo dos nutrientes da dieta (alfa-tocoferol, acido
ascorbico, flavondides, aminoacidos contendo enxofre necessario para
a sintese de glutationa, ou riboflavina, necessaria para a produgao de
FAD, um cofator da glutationa redutase); (2) — Producao aumentada
de EAO ou Espécies Ativas de Nitrogénio (EAN), pela exposicao
elevada ao 0O,, a presenga de toxinas que sao metabolizadas
produzindo EAO/EAN, ou excessiva ativacao de sistemas “naturais” de
producdao de EAO/EAN como a ativagao indevida de células fagociticas
nas doengas cronicas inflamatdrias, como artrite reumatdide ou colite
ulcerativa (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

O estresse oxidativo pode causar dano a todos os tipos de
biomoléculas, incluindo DNA, proteinas e lipidios. O principal alvo
celular do estresse oxidativo pode variar dependendo da célula, do
tipo de estresse imposto e da sua intensidade; quando intenso, pode
produzir danos irreversiveis levando a morte celular (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999).

Os organismos aerobios possuem um sistema de defesa para
proteger-se contra os efeitos causados pelas EAO, chamado de
sistema antioxidante e constituido por componentes enzimaticos e

ndo enzimaticos que atuam conjuntamente na protegdo celular. O
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sistema enzimatico é considerado a linha de defesa primaria, uma vez
que evita o acimulo do 0, e do H,0,. Existem, também, as defesas
secundarias que impedem a propagacdao da LPO e as terciarias,
enzimas de reparo de danos ja instalados (YU, 1994).

Quando a substancia age neutralizando as EAO na fase de
iniciacdo ou propagacao da LPO, levando a formacao de um composto
menos reativo, é chamada de “scavenger”. Ao passo que, se a
substancia antioxidante tiver a propriedade de absorver a energia de
excitacdo dos radicais, neutralizando-os, é denominada de “quencher”

(SIES e MURPHY, 1991; HALLIWELL, 1997).

1.4 — Sistema Antioxidante Enzimatico

As enzimas antioxidantes evitam o acumulo de H,0;, e 0,°, para
que nao haja a producao do OH®, contra o qual nao existe nenhum
sistema enzimatico de defesa (YU, 1994).

As principais enzimas antioxidantes sao: superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx).

A SOD e atua como primeira linha de defesa antioxidante. Sua
funcdo é dismutar o 0,°" (EAO gerada no primeiro passo do processo
de reducdao monovalente do oxigénio). A reacdo catalitica visa
transformar dois 0, em H;0, (Reacao 3). Essa dismutagao ocorre
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naturalmente em pH fisiolégico, porém, em uma velocidade bem
menor em relagao aquela catalisada pela enzima (HALLIWELL e

GUTTERIDGE, 1999; YU, 1994).

+ e~ SOD
2H +202 ——)OZ+HZO2 (Reagéo 3)

A SOD é classificada em trés tipos distintos: SOD cobre e zinco,
presente no citoplasma das células de eucariontes; SOD manganés,
localizada na matriz mitocondrial e SOD ferro que ocorre em
bactérias (YU, 1994).

Estas enzimas, presentes em quase todos os organismos vivos,
fazem parte de um sistema de defesa essencial para a sobrevivéncia
em condicOes aerodbias. O papel deletério do O,°" durante a isquemia,
que ocorre em transplante de érgdos, muitas intervencdes cirurgicas
e durante acidentes vasculares no cérebro e coragdo, sugerem um
uso clinico potencial para a SOD. Este fato motivou a comunidade
cientifica a desenvolver mais pesquisas sobre SOD, uma vez que, a
SOD humana tem curto tempo de meia-vida (menor que 10 minutos),
e ndo penetra nas células (GOLDSTEIN e CZAPSKI, 1996). Portanto, a
modulagcao da atividade da SOD, por ser extracelular, pode ser

utilizada no tratamento de doencas vasculares, como a
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arteriosclerose (LUOMA et al, 1998).

A CAT tem uma acao bastante especifica, ja que atua apenas
em reacdes com peroxidos de hidrogénio, metila e etila (CHANCE et
al., 1979). Esta distribuida em todos os 6rgaos, tendo niveis de
atividade que podem variar em diferentes tecidos (figado, rins,
hemacias) e dentro de uma mesma célula (YU, 1994), mas aparece,
preferencialmente, compartimentalizada nos peroxissomas. (')rgéos
como coragao, pulmdo e cérebro sao mais susceptiveis aos danos
oxidativos, pois possuem poucos peroxissomas e, portanto, menor
concentragao desta enzima. Cabe salientar, que nesses 6rgaos o H,0;
pode atravessar as membranas celulares e se difundir no sangue,
onde podera sofrer a agao da CAT eritrocitaria (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999). O H,0,, formado na dismutagao do 0,", é

transformado em agua e oxigénio por acao desta enzima (Reagao 4).

Catalase
2H202—)02+H20 (Reagéo 4)

A glutationa peroxidase (GPx) catalisa a redugao de H,0,, assim
como a catalase, e também hidroperdoxidos organicos. A diferenca
entre estas duas enzimas é que a GPx é mais efetiva em baixas
concentragoes de H,0, (TSUTSUI et al.,, 2001, SINGAL et al., 1999).

Essa enzima catalisa a reducdo do H;0, e de hidroperdxidos
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organicos, através da oxidacao da glutationa reduzida (GSH), que
sera, por sua vez, regenerada por acdo da glutationa redutase com
consumo de NADPH (Reacdes 5 e 6). Neste processo de oxi-reducgao,
os grupamentos sulfidrilas doam dois hidrogénios para os peréxidos,
transformando-os em alcool e/ou agua e formando glutationa

dissulfeto (GSSG) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; YU, 1994).

R—0O0H+2GSH—">R-OH+GSSG+H,0  (Reacdo 5)

GSSG + 2NADPH —%% 5 2GSH + 2NADP* (Reaco 6)

Existem dois tipos de GPx: a selénio dependente e a selénio
independente, encontrada em diferentes proporgdes no citosol e
matriz mitocondrial. A GPx tem alta atividade no figado e eritrécitos,
onde ela foi descoberta, mas apresenta moderada atividade no
coracao e nos pulmdes e baixa atividade no musculo (HALLIWELL e

GUTTERIDGE, 1999; YU, 1994).
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1.5 — Sistema Antioxidante Nado-Enziméatico

Por outro lado, existem as defesas ndao enzimaticas que podem
ser divididas em: antioxidantes hidrofilicos (por exemplo: glutationa,
vitamina C, inddis, catecdis) e lipofilicos (como: flavondides,
carotenoides, tocoferdis) (SIES e MURPHY, 1991; SIES, 1997). Dentre
os hidrofilicos, a vitamina C tem papel relevante como antioxidante,
sobretudo como “scavenger” e regenerador dos tocoferdis. Devido a
sua caracteristica hidrossolivel possui alta capacidade de protecao
do plasma sangiiineo contra a LPO. Em contrapartida, a propriedade
lipossoluvel dos antioxidantes lipofilicos favorece sua acdo nas
membranas celulares, protegendo-as dos efeitos deletérios da LPO

(YU, 1994).

1.6 — Estresse Oxidativo na Insuficiéncia Cardiaca

Embora a causa exata da IC nao tenha sido completamente
elucidada, devido aos multiplos fatores envolvidos na sua progressao,
varios estudos apontam para a participacao de radicais livres e em
especial das EAO na patogénese desta doenca (HALLIWELL, 2000;

YU, 1994, KHAPER E SINGAL, 1997).
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Em sua revisao, Antozzi e Zeviani (1997) descreveram a
importancia das bases moleculares e bioquimicas para o
entendimento de cardiomiopatias primarias e as subdividiram em dois
grupos: 1) como resposta a desordens da contratilidade do miocardio
e de proteinas contrateis e 2) como desordens no metabolismo
energético cardiaco, sendo os defeitos nos processos de fosforilacao
oxidativa na mitocondria e no processo de beta oxidagao,
reconhecidamente as principais causas metabdlicas da
cardiomiopatia. Devido a estas alteragdes metabdlicas, é possivel
inferir as conseqlientes alteracdes nos processos de oxi-redugcdao que
ocorrem na célula, e conseqlientemente no status de estresse
oxidativo ao qual este drgao esta submetido.

Muitas pesquisas com animais experimentais, assim como com
seres humanos, evidenciaram o papel do estresse oxidativo na
patogénese da IC. Este conceito tem sido aceito devido ao fato de
que durante a IC, modificagbes em diferentes neurohormoénios,
citocinas, 6xido nitrico e ativacdo de células inflamatdrias estdo
vinculadas ao estresse oxidativo em nivel celular e molecular.
(SINGAL et al., 2000).

O IM em ratos tem sido muito utilizado como um modelo para
estudar os efeitos da IC. A maior vantagem deste modelo é a
possibilidade de manter os animais vivos por um longo periodo, até a
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formacdo da cicatriz na regidao miocardica infartada e o aparecimento
dos sinais de remodelamento ventricular. Um dos modelos animais
mais utilizados para estudo do IM é o modelo descrito por Pfeffer e
colaboradores (1979) que reproduz as alteracdes observadas na IC
p6s-IM em humanos. Este modelo foi utilizado neste trabalho, sendo
o IM induzido a partir da cirurgia de ligacdo da artéria coronaria
esquerda.

Usando o modelo animal de IM, Khaper e Singal (1997)
submeteram os animais infartados (através da cirurgia de ligagao da
artéria  coronaria  esquerda) ao tratamento com  drogas
vasodilatadoras (captopril e prazosin). Neste estudo, foram avaliadas
as alteracdes na atividade das enzimas antioxidantes, nos parametros
de estresse oxidativo, hemodindmicos e morfométricos em 1, 4 e 16
semanas pos-IM. As alteracdes de congestao hepatica e pulmonar
foram identificadas apenas apds 16 semanas pos-IM. As alteracdes
hemodinamicas verificadas 4 semanas pods-IM mostraram uma leve
disfuncao cardiaca e foram encontrados sinais hemodinamicos de
grave disfuncdo cardiaca em 16 semanas pos-IM. De acordo com
essas variaveis, os autores sugeriram uma classificagdao progressiva
para a IC, pois 1 semana pds-IM, nao foram encontrados sinais de
congestao hepatica e pulmonar, nem alteracdes hemodinamicas,

caracterizando um estagio sem insuficiéncia. No entanto, o aumento
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da pressao diastdlica final do ventriculo esquerdo e a leve diminuigdo
do pico da pressao sistdlica do ventriculo esquerdo 4 semanas pos-
IM, acompanhada por edema pulmonar e congestao hepatica,
mostraram um estagio de compensagao funcional da IC. 16 semanas
p6s-IM, houve aumento da pressdao diastdlica final do ventriculo
esquerdo com diminuigdo significativa do pico da pressao sistélica do
ventriculo esquerdo associadas a congestdo hepatica e pulmonar,
sugerindo um estagio de IC grave. Neste estudo também
demonstraram uma relagcdo entre o déficit antioxidante e a
progressao da IC. A atividade das enzimas antioxidantes nao foi
alterada 1 semana pés-IM, mas 4 semanas po6s-IM houve uma
diminuicdo significativa da atividade das enzimas e 16 semanas pds-
IM a redugao da atividade das enzimas foi mais acentuada.

Outros estudos também demonstraram uma forte associacao
entre a IC e o estresse oxidativo. Apds a cirurgia de ligagao da
artéria coronaria esquerda, houve aumento significativo do estresse
ocidativo no musculo cardiaco e em outros tecidos, como o musculo
diafragmatico (PALACE et al. 1999).

Tsutsui e colaboradores (2001), analisando midcitos cardiacos
isolados de caes com IC induzida, identificaram maior
susceptibilidade a lesdes celulares induzidas por estresse oxidativo,

quando comparados com seus controles.
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Em resposta a varias condicdes de estresse como sobrecarga de
pressao e de volume de enchimento, IM e diferentes tipos de
cardiomiopatia, o coragao entra num processo de adaptacgao
aumentando de tamanho, um fendmeno chamado de hipertrofia. Ja
foi esclarecido que a transicao da hipertrofia cardiaca ao estagio de
IC envolve varias anormalidades que incluem desequilibrio idnico,
prejuizo na producdo e utilizacao de energia, alteracdo no
metabolismo do cdlcio e defeitos nas proteinas contrateis e, mais
recentemente, foram identificadas alteragdes na reserva antioxidante
e producao de radicais livres na hipertrofia, assim como na IC. Os
autores sugerem ainda, que a partir destes dados, novas estratégias
de tratamento dietético com antioxidantes devam ser propostas

(SINGAL et al., 1999; SINGAL et al., 2000; IDE et al., 2000).

1.7 — Alimentos Derivados da Soja

1.7.1 — Efeitos Benéficos do Consumo da Soja a Saude

Nos ultimos anos, varias pesquisas demonstraram os beneficios
do consumo de produtos a base de soja para a promocdo da saude.
Epidemiologistas da 4area da nutricdo acreditam que a dieta
consumida pelos asiaticos (consumidores de grandes quantidades de

alimentos a base de soja) é a responsavel pelos baixos indices de
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doencas “ocidentais” como DCV, cancer de mama, de prostata e de
célon e Alzheimer e tém sugerido um papel protetor para as
substancias derivadas da soja (ADLERCREUTZ e MAZUR, 1995;
CLARKSON et al., 1998).

Associados a proteina da soja encontram-se varios fitoquimicos,
incluindo isoflavonas, fitatos, saponinas, fitoesterdis e inibidores de
proteases. A soja e seus derivados sao fontes abundantes de
isoflavonas, as quais sao atribuidos os beneficios a saude (SETCHELL
e CASSIDY, 1999; ARAI et al., 2000; REN et al., 2001; YAMAMOTO, et

al., 2001; BROUNS, 2002; ZHANG et al., 2003).

1.7.2 — Isoflavonas da Soja

As isoflavonas sao uma subclasse de um grande grupo de
nutracéuticos chamados flavondides. As principais isoflavonas da soja
sao as formas agliconas (Figura 3): genisteina (4'5,7-triidroxi-
isoflavona) e daidzeina (4’,7-diidroxi-isoflavona). Os seus respectivos
glicosideos sao: genistina, malonil-genistina, acetil-genistina,
daidzina, malonil-daidzina e acetil-daidzina. Hd também uma terceira
isoflavona que estd presente em quantidades menores, a gliciteina
(7,4'-diidroxi-6-metodxi-isoflavona) e seus glicosideos glicitina,
malonil-glicitina e acetil-glicitina (HAVSTEEN, 2002). A quantidade de
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isoflavonas nos alimentos a base de soja varia muito e depende do
produto, das técnicas de processamento usadas na sua produgdo, da
variedade do grao, solo, clima e local (CASSIDY et al., 1995;

MIKSICEK, 1995).

OH
OH 0 Genisteina
HO 0
Daidzeina
OH
Gliciteina

Figura 3. Estrutura quimica das isoflavonas agliconas

encontradas na soja: gliciteina, genisteina e daidzeina.
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A caracteristica quimica comum das isoflavonas é a presenca de
um anel fendlico que lhes permite ligar-se aos receptores B de
estrogenos, mas a atividade estrogénica é muito “fraca”, entre 1/500
e 1/100 da atividade do estréogeno 17p estradiol (JUVENIEWICSZ et
al., 1988; KUIPER et al., 1998).

As concentragdes de isoflavonas (genisteina, daidzeina e
gliciteina) variam de 2,0 - 2,4 mg/g de produto na proteina
texturizada de soja, na farinha de soja e granulos de soja enquanto
que na proteina isolada de soja (PIS) variam de 0,62 — 0,99 mg/g. O
queijo Tofu pode apresentar até 67mg/g de alimento (DWYER et al.,,
1994). Outros produtos a base de proteinas de soja apresentam
concentragdes de isoflavonas de até um grama por quilo em
preparacdes desta proteina (SETCHEL et al., 1987; USDA, 2002). A
quantidade média de proteina de soja ingerida nos Estados Unidos é
menor de 5g por dia, enquanto que nos paises orientais o consumo
médio é 55g por dia (ZHANG, 2003; SETCHELL e CASSIDY, 1999;
ADLERCREUTZ et al. 1993; NAGATA et al. 1998). Considerando o
consumo de isoflavonas da soja, a ingestao de genisteina entre os
ocidentais é de apenas 1 a 3 mg por dia e entre os asiaticos é de 20
a 80 mg por dia na dieta normal (BARNES et al., 1995; NAGATA et al,,

1998).
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Apds a ingestdo, as isoflavonas glicosidicas sdo hidrolisadas a
suas formas agliconas pelas enzimas B-glicosidases (produzidas por
varios grupos de bactérias intestinais incluindo lactobacilos e
bifidobactérias) (XU et al., 1995). Antes da absorcao das isoflavonas,
as bactérias intestinais podem metabolisar as isoflavonas agliconas
em seus metabdlitos, especificamente, genisteina a p-etilfenol e
daidzeina a equol e/ ou O-desmetilangolesina (O-DMA), que também
sao absorvidos (Figura 4). Ap6s a absorcao no intestino delgado, as
isoflavonas sdo conjugadas, no figado, com 4acido glicurdonico ou
sulfato produzindo as formas medidas nos fluidos bioldgicos. Assim
como os estrogenos enddgenos, as isoflavonas sdao excretadas
através da urina e da bile. Apdés a excrecao biliar, entram na
circulagdo éntero-hepatica onde sao desconjugadas no intestino e
reabsorvidas ou excretadas nas fezes. As [-glicuronidases e
sulfatases sao necessarias para reabsorgao apds a excrecao biliar
(DAY et al., 1998; XU et al., 2000; SHELNUTT et al., 2002; ROWLAND
et al., 2003).

As isoflavonas agliconas (genisteina, daidzeina e gliciteina) sao
mais biodisponiveis do que as formas glicosidicas (genistina, daidzina
e glicitina), pois sao absorvidas diretamente ou convertidas aos seus
metabdlitos, incluindo a conversdao da daidzeina a equol e a
genisteina a p-etilfenol. A absorgdo intestinal varia muito entre os
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individuos e pode estar relacionada a ingestao de fibras, ao tipo de

alimento (sdélido ou liquido) e as condicdes da microflora intestinal.

Apds a absorcdo, as isoflavonas sdao reconjugadas a glicuronidas e

excretadas sem modificacao na urina (ADLERCREUTZ et al., 1987).

Estudo realizado por Cassidy e colaboradores (2006) demonstrou que

alimentos derivados de soja na forma liquida sdo mais rapidamente

absorvidos do que os sélidos e apenas 30% dos individuos estudados

conseguiu converter a daidzeina em equol.

Isoflavonas
Glicosidicas
(genistina,
daidzina e
glicitina)

Figura 4
O-DMA=
2003.

Glicosidases
intestinais

—

Absorcao

I

Isoflavonas
Agliconas
(genisteina,
daidzeina e
gliciteina)

enzimas das
bactérias
intestinais

—

Absorcao

T

Metabolitos das

Isoflavonas (p-

etilfenol, equol
e O-DMA)

— Esquema de absorgao e metabolismo das isoflavonas.
O-desmetilangolesina. Adaptado de DUNCAN et al,,

O processamento dos alimentos derivados de soja influencia a

biodisponibilidade das isoflavonas. Hutchins e colaboradores (1995)

verificaram que a excrecdo urinaria foi semelhante em individuos que

consumiram dois tipos de dieta a base de soja: grupo 1 - consumiu
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dieta com soja fermentada = 112g de Tempeh (graos de soja
fermentados com o fungo Rhizopus oligoporus) e grupo 2 - consumiu
dieta com soja nao fermentada = 125g de soja fatiada. A diferenca
entre os grupos foi identificada pela maior reabsorgao renal das
isoflavonas no grupo que ingeriu Tempeh. Esses dados sugerem que,
em alimentos fermentados, as isoflavonas sdao mais biodisponiveis.

As concentracbes de isoflavonas urindrias e séricas aumentam
de acordo com a quantidade consumida, indicando que a absorgao
ocorre de maneira dose-dependente (ADLERCREUTZ et al., 1995;
KELLY et al., 1995; KARR, et al., 1997; SETCHELL, 1998; SETCHELL e
CASSIDY, 1999; CASSIDY, 2006). Kirkman e colaboradores (1995)
demonstraram que, apds suplementacdo dietética de isoflavonas, os
niveis plasmaticos e urinarios aumentaram significativamente,
pacientes que aumentaram sua ingestdao de genisteina de 0,8
umol/dia para 23 pumol/dia e de daidzeina de 0,3 pmol/dia para 23
umol/dia, apds nove dias de consumo didrio de 100g queijo tofu e
45g de proteina isolada de soja. A ingestao crbonica de isoflavonas
também afeta o seu metabolismo, por exemplo, apds um més de
dieta com alto conteldo de soja (36 Oz = 470 mL de leite de soja,
contendo 100 mg de daidzeina e 115 mg de genisteina) mulheres

jovens e saudaveis manifestaram aumento nas taxas de absorcao,
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mas também aumento da excregdo urinaria destes compostos (LU et

al., 1996).

1.7.3 — Protecado Cardiovascular por Isoflavonas da Soja

Varios estudos demonstraram que o risco de mortalidade por
DCV em mulheres é menor do que em homens. Apds a menopausa, 0
risco de mortalidade por DCV aumenta nas mulheres, mas mesmo
assim continua menor do que nos homens. Aos 60 anos de idade, as
mulheres apresentam risco para DCV quase igual aos homens de 50
anos (STRAMBA-BADIALE et al.,, 2006). Alguns pesquisadores
atribuem a protecdo cardiovascular das mulheres a presenga de
estrogeno durante a idade fértil (O'BRIEN e NGUYEN, 1997).

Os mecanismos bioldgicos pelos quais os estrogenos enddgenos
e exdgenos exercem seu efeito protetor sdo multifatoriais, afetando o
metabolismo dos lipidios, dos glicidios, a distribuicdo da gordura
corporal e a pressdo sangliinea. A prevengao das doengas
cardiovasculares com terapia de estrégenos tem o objetivo de corrigir
tradicionais fatores de risco e controle direto da funcao e estrutura
dos vasos (CASSIDY e GRIFFIN, 1999).

O Food and Drug Administration (FDA), 6érgao do governo

americano que regulamenta a comercializacdao de medicamentos e
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alimentos aprovou, em 1999, o apelo de salude (“health claim”) para
os produtos a base de soja. Pois diversas investigacdes cientificas,
testes clinicos e dados epidemioldgicos indicaram que o consumo de
soja (pelo menos 25g por dia) reduz o risco de DCV associado a
ingestdao de pequenas quantidades de gordura saturada (ADA, 1999).

Estudos epidemioldgicos e experimentais vincularam a ingestao
de dietas a base de proteina de soja e produtos alimenticios a base
de soja com a reducao de DCV (LICHTENSTEIN, 1998; ANTHONY et
al., 1998; TIKKANEN e ADLERCREUTZ, 2000; ERDMAN, 2000; ZHAI, et
al., 2001; SIRTORI e LOVATI, 2001; SCHREIBER et al., 2001; ZHANG
et al., 2003).

Os efeitos benéficos da soja foram relacionados a melhora do
perfil lipidico sangliineo (POTTER et al., 1998; VITOLINS et al., 2001;
MERZ-DEMLOW et al., 2000; ZHAN e HO, 2005;), a reducdo da LDL e
dos triglicerideos (WAGNER et al., 2000; ANDERSON et al., 1995;
WANGEN et al., 2001; JENKINS et al., 2002; DEMONTY et al., 2002),
ao aumento da resisténcia da LDL a oxidacao (TIKKANEN et al., 1998;
KERRY e ABBEY, 1998; WISEMAN et al., 2000; JENKINS et al., 2000),
a melhora da reatividade vascular (NESTEL et al., 1997; WALKER,
2001; VAN DER SCHOUW, 2002) e a redugao das concentracdes de

homocisteina (TONSTAD et al., 2002).

32



Foi também verificado que a genisteina inibe a formagao de
trombina e a ativagao das plaquetas, reduzindo, desta forma, a
formagao de trombos (WILCOX e BLUMENTHAL, 1995; RAINES e
ROSS, 1995).

Os resultados clinicos sobre o efeito do consumo de proteina de
soja no perfil lipidico sdo variaveis e dependem dos niveis iniciais de
colesterol sangliineo. Uma meta-analise de 38 estudos clinicos
concluiu que a média de reducdo do colesterol sangiiineo total foi de
9,3%, enquanto que o LDL diminui em média 12,9% com a ingestao
de proteina de soja, 47 g por dia. A reducdao do LDL foi maior em
pessoas com os mais altos niveis de colesterol sangiiineo (ANDERSON
et al., 1995). Também foi observada uma reducdo de 9,6% no
colesterol sangliineo total em mulheres saudaveis, com niveis
sangliineos normais de colesterol, em idade fértil que consumiram
60g de proteina de soja por dia durante 1 més (CASSIDY et al.,
1995).

Estudos com macacos confirmaram os efeitos cardioprotetores
da soja. A administracdo da dieta com proteina da soja resultou na
melhoria significativa do perfil lipidico e diminuicdao da LPO em vasos
arteriais (WAGNER et al., 1997; ANTHONY, 1997) quando comparada

com dieta a base de caseina.
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Um dos mecanismos propostos para o efeito de normalizagao da
lipidemia pelos fitoestrogenos envolve a diminuicdo da secrecao de
B-apolipoproteina através de mdultiplos mecanismos, incluindo o
aumento da atividade dos receptores de LDL em humanos e animais e
inibicdo da sintese e esterificagdo do colesterol (SIRTORI et al.,
1995; WHITTEN e NAFTOLIN, 1998; BORRADAILE, 2002).

Varios estudos apontam para um papel antioxidante dos
estrégenos. Os fitoestrdgenos, por serem quimicamente semelhantes
aos estrégenos, poderiam mimetizar seus efeitos /n vivo, atuando no
sistema de defesa contra os radicais livres (ARORA et al., 1998;
CASSIDY e GRIFFIN, 1999).

Kapiotis e colaboradores (1997) observaram que as isoflavonas
inibem a oxidacdo do LDL, constatado pelo método das substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS). Os produtos da oxidacdo do
LDL foram significativamente inibidos pela genisteina e daidzeina,
mas nao foram afetados pela genistina (forma glicosidica da
genisteina) ou pelos controles. Além disso, a genisteina e a daidzeina
demonstraram proteger contra os efeitos citotdxicos do LDL oxidado
como avaliado pela morfologia celular e pela liberacao da lactato
desidrogenase em células endoteliais em cultura.

Foi demonstrado também que a genisteina tem efeito inibidor

sobre a producao do perdoxido de hidrogénio e aumenta
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significativamente a atividade das enzimas antioxidantes, como a
catalase, a superdxido dismutase, a glutationa peroxidase e a
glutationa redutase. A genisteina e, em menor proporgao, a daidzeina
também podem inibir a geracdo do anion superdxido pelo sistema
xantina/xantina oxidase (WEI et al., 1995; RECORD, et al., 1995; GUO
et al., 2002). A suplementagao de genisteina diminuiu a LPO em
figado de hamster apds 5 semanas de tratamento (FANG, 2004).

RuizLarrea e colaboradores (1997) demonstraram que a
genisteina aumentou a resisténcia a oxidacdo do LDL colesterol /in
vitro e foi a isoflavona com maior poder antioxidante.

Os fitoestrégenos podem ter vantagens adicionais aos
estrogenos convencionais, pois eles podem baixar o LDL colesterol
sem induzir a hipertrigliceridemia (ANDERSON et al., 1995) e podem
aliviar os sintomas da menopausa sem aumentar o0s riscos de
neoplasia uterina e mamaria (GOODMAN et al., 1996). As pesquisas
cientificas indicam que a terapia com fitoestrogenos, na forma de
isoflavonas dietéticas, pode ser uma alternativa para mulheres na
menopausa com risco de doencga cardiovascular (LISSIN e COOKE,
2000).

Os mecanismos bioldgicos pelos quais estrogenos e
fitoestrégenos podem conferir cardioprotecao sao multifatoriais,
agindo nas lipoproteinas séricas, na homeostase, na fungdao vascular
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além de outras. Muitos dos efeitos cardioprotetores das isoflavonas
devem-se a acdo como antioxidante, desta forma, o uso dietético
destes antioxidantes surge como uma estratégia alternativa para a
prevencao da doenca cardiovascular. Esta foi a principal proposta

deste estudo.
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2 — HIPOTESE

A proteina isolada de soja (PIS) diminui o estresse oxidativo,
limitando a disfungdo ventricular apds o infarto do miocardio em
ratos Wistar machos submetidos a ligadura da artéria coronaria

esquerda.
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3 — OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antioxidante /in
vitro da Proteina Isolada de Soja (PIS) e do Gérmen de Soja (GS),
assim como o efeito da dieta a base de PIS sobre o estresse oxidativo
cardiaco e sistémico em ratos submetidos ao modelo animal de

infarto do miocardio.

3.2 - Objetivos Especificos

3.2.1 - Analisar o conteldo de isoflavonas da PIS e do GS;

3.2.2 — Avaliar, /n vitro, a capacidade e a reatividade antioxidante do
GS e da PIS e a capacidade de inibicao da lipoperoxidacdao destes
produtos;

3.2.3 - Avaliar parametros nutricionais, morfométricos e
hemodinamicos apods a administracdo da dieta a base de PIS em ratos
submetidos ao modelo animal de infarto do miocardio;

3.2.4 - Medir o estresse oxidativo sistémico através da
concentragao de lipidios oxidados, da atividade das enzimas
antioxidantes e de nitritos/nitratos;
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3.2.5 — Analisar o estresse oxidativo do musculo cardiaco através da
oxidacao de lipidios e proteinas e através da atividade das enzimas

antioxidantes.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 — Anéalise do Conteudo de Isoflavonas no GS e na PIS

As isoflavonas foram extraidas de 100 mg de cada produto, GS
e PIS. As amostras foram colocadas em tubos contendo 4,0 mL de
etanol hidratado a 70% e 0,1% de acido acético, a temperatura
ambiente por 5 horas, os tubos foram agitados a cada 15 minutos.
Apds, 1,5 mL do extrato foi transferido para tubos "Eppendorff" e
estocados em freezer para a analise por HPLC. Para analise por HPLC,
as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 13.500 rpm, a
temperatura de 10°C, numa centrifuga "Eppendorff" modelo 5417R.
Apds a centrifugacao, 80 pL de sobrenadante foram transferidos aos
microtubos do HPLC. O volume injetado foi de 10 pL. A analise de
isoflavonas foi realizada na coluna ODS C-18 (YMC-Pack ODS-AM),
com tamanho de particula de 5 microns, 120 A (250 x 4.6 mm I.D.)
com uma coluna de seguranca Metaguard. O solvente A foi a solucao
de acetonitrila e 0,1% acido acético, enquanto que o solvente B foi a
solugao de agua e 0,1% acido acético. O gradiente inicial foi de 20%
para o solvente A e 80% para o solvente B. A completa eluicao de
cada amostra foi realizada em 40 minutos. O comprimento de onda
usado foi 260 nm. Os picos de isoflavonas foram identificados por
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seu espectro e tempo de retengao. As curvas-padrao foram
preparadas com padrdoes de isoflavonas puras (0,0125 mg/mL) de
daidzina, daidzeina, genistina e genisteina (Marca SIGMA) e o
coeficiente de extingao molar obtido dessa curvas foi usado para
determinar os niveis de todas as formas de isoflavonas no GS e PIS
usadas neste estudo (BERHOW, 2000). A proteina foi medida pelo
método de Kjedahl (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985) (Anexo 1).
Essas analises foram realizadas na Empresa Brasileira de Pesquisa

Agropecuaria (EMBRAPA) (Anexo 2).

4.2 — Experimentos /in vitro

4.2.1 — Andalise da Reatividade e da Capacidade Antioxidante

Total em GS e PIS

As amostras de GS e de PIS foram dissolvidas em DMSO 10%
para atingir a concentracao final de 2, 0% (P/V) do produto no meio
de incubacao das técnicas de reatividade antioxidante total e de

capacidade antioxidante total.
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4.2.1.1 - Reatividade Antioxidante Total (TAR)

A medida de TAR é baseada na formacdo de radicais que
emitem luz e que é detectado em um contador beta (LKB Rack Beta
Liquid Scintilation Spectrometer-1215; LKB Produkter AB, Brommma,
Sweden) com o circuito de coincidéncia desconectado e utilizando o
canal de tritio, como descrito por Lissi e colaboradores em 1992. As
determinagdes foram realizadas em sala escura, em frascos de vidro
mantidos na penumbra para evitar a fosforescéncia ativada pela luz
fluorescente. A mistura da reagao continha 2mmol/L de 2’- azo-bis
(2-amidinopropano) dihidrocloreto (ABAP) e 6 mmol/L luminol em
tampao glicina 0,1 M, pH 8,6. Os valores de TAR foram determinados
pela avaliagdo da queda inicial da luminescéncia que foi calculada
como a razao de quimiluminescéncia (QL) na auséncia de aditivos e a
QL apés a adicdao de 20 nmol/L Trolox (vitamina E hidrossolivel) ou
amostra (10uL) de GS ou PIS dissolvidos em DMSO 10%. Os valores
de TAR foram expressos como pmoles de equivalentes de Trolox por

miligrama de proteina.
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4.2.1.2 - Capacidade Antioxidante Total (TRAP)

A técnica baseada em Lissi e colaboradores 1992 representa a
capacidade antioxidante total e foi determinada pela medida da
intensidade da QL induzida pelo ABAP, utilizando o contador beta
(LKB Rack Beta Liquid Scintilation Spectrometer-1215; LKB Produkter
AB, Brommma, Sweden) com o circuito de coincidéncia desconectado
e utilizando o canal de tritio. Os experimentos foram realizados em
sala escura, em frascos de vidro mantidos na penumbra para evitar a
fosforescéncia ativada pela luz fluorescente.

Esta técnica é dependente da temperatura. Em baixas
temperaturas a reacdo é muito mais lenta, porque é baseada na
decomposicao do ABAP que gera radicais livres. Esta substancia tem
uma ligacdo dupla entre dois nitrogénios, bastante instavel e que,
com o aumento da temperatura, ha termdlise, gerando dois radicais
livres.

Estes radicais livres por sua vez reagirao com o luminol para
gerar um outro radical livre mais energético e com maior emissdo de
luz e, assim, mais facilmente detectada pelo contador. No entanto, se
estiver presente no meio da reacdo um antioxidante, ele ira
neutralizar os radicais livres e assim diminuir a emissao de luz. Como

padrdo utiliza-se o antioxidante Trolox (vitamina E hidrossoluvel) que
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forma um radical estavel. Quando todo o antioxidante tiver reagido, o
luminol reage novamente com o ABAP e ha um aumento na emissao
de luz. Esta analise foi feita utilizando-se os seguintes reagentes:

Foram adicionados 4 mL de ABAP (10 mmol/L) ao frasco do
experimento para medida da QL basal.

Para fazer a curva padrao, foram feitas duas leituras utilizando-
se Trolox nas quantidades de 5 puL e 10 puL (0,2 pmol/L em tampao
glicina 0,1 mol/L com pH 8,6). Os resultados foram expressos em
mmol/L de Trolox.

Apés a medida da QL basal, foram acrescentados 10uL de
amostra de GS ou PIS (dissolvidos em DMSO 10%) e a QL foi medida
até atingir os valores iniciais. A adicdo de Trolox ou produto de soja
no meio de incubacdo reduz a QL. O tempo necessario para retornar
aos valores apresentados antes da adicdo do Trolox ou produto de
soja, foi considerado o Tempo de Inducdo (TI). O TI é diretamente
proporcional a capacidade antioxidante do produto de soja e foi
comparado ao TI do Trolox. Os resultados foram apresentados em

nmol/L Trolox/mg proteina. (EVELSON et al., 2001).
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4.2.2 - Preparo do Homogeneizado de Figado de Ratos e
dosagem de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitarico

(TBA-RS).

Homogeneizado de figado de ratos machos Wistar (n=6) (1/10
= P/V) com 3 meses de idade, alimentados com ragao padrao do
biotério, foram incubados a 37 °C por 15 min. na presenca de GS e
PIS. A concentracao final de cada produto foi de 2,0%. Os controles
foram incubados com tampao fosfato de potassio 10 mmol/L, pH 7,6.
Apds a incubagdo, foi acrescentado o sistema gerador de radicais
livres cujas concentracdes finais foram: 0,5 mmol/L de perdxido de
hidrogénio 30% - Sigma, 1,0 mmol/L de 4&cido ascorbico e
0,02mmol/L de cloreto ferroso (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990) e
foram incubados a 37 °C for 30 min. Apds a incubagdo, foram
retirados 0,25 mL de amostra para dosagem de lipoperoxidacao pela
técnica de medida das TBA-RS.

A técnica de TBA-RS é bastante utilizada para medir a LPO, pois
o acido tiobarbiturico reage com os produtos da LPO, dentre os quais
esta o malondialdeido e outros aldeidos.

A técnica consiste em aquecer o material bioldgico a ser testado
na presenca de acido tiobarbiturico em meio acido, para medir

espectrofotometricamente a formagao de um composto corado (base
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de Schiff). Para que ocorresse a reagao, foram adicionados em
0,25mL de amostra (preparacdao da amostra conforme descrito acima
no item 4.2.2) 0,5 mL de acido tricloroacético (TCA) a 10% (P/V)
(que tem a funcdo de desnaturar as proteinas presentes e acidificar o
meio de reacdo) e 0,75 mL de acido tiobarbiturico (TBA) 0,67% (P/V)
(que reage com os produtos da LPO formando um composto de
coloracdao rosada) e incubados por 15 minutos a 100 °C e, em
seguida, resfriados no gelo. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro em absorbancia de 535nm.

Os resultados foram expressos em pmoles de malondialdeido por
mg de proteina a partir da curva padrao com tetrametoxipropano

(BUEGE e AUST, 1978).

4.3 — Experimentos /in vivo e ex vivo

Foram utilizados ratos machos Wistar provenientes do biotério
do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da UFRGS. Os
animais receberam a dieta a partir da 32 semana de vida e, quando
completaram 12 semanas de vida, foram analisados os parametros
hemodinamicos e, apds, os animais foram sacrificados e coletados
sangue, coracao, gordura corporal, figado e pulmdes. Os animais
foram mantidos em gaiolas metabdlicas de 270 x 260 x 310 (1 animal
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por gaiola) (Figura 5). Eles receberam dagua e dieta isocaldrica,
contendo PIS ou caseina (17% de proteina) ad /ibitum, a partir da 32
semana até a 122 semana de vida. Foram mantidos a temperatura

entre 22 e 25 °C com ciclos de 12 horas claro/12 horas escuro.

Figura 5 - Gaiola metabdlica e gaioleiro ao fundo

4.3.1 - Composicdo da Dieta

A formulagao da dieta foi baseada no padrdo de dieta do
American Institute of Nutrition Rodent Diets - AIN-93 (Reeves et al.,,
1993), isocaldrica (369Kcal/ 100g de racdo) e isoproteica. Todas as

dietas foram preparadas no nosso laboratdrio e cada lote foi estocado
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a 4° C pelo prazo maximo de 3 semanas, conforme recomendagdo do

AIN-93. A Tabela 1 especifica a quantidade em gramas de cada

ingrediente/ nutriente por quilo de racao das

(caseina) e experimental (PIS).

ragdes controle

Tabela 1 — Composigao da Dieta Controle e Experimental por quilo de

racao.

Ingredientes Caseina (g/kg) PIS (g/kg)
Caseina (86,7% proteina)* 211 _
PIS (92% proteina)* _ 206
Amido de Milho 520 525
Sacarose 100 100
Oleo de Soja 70 70
Fibras 50 50
Mistura de Minerais (AIN-93G-MX) 35 35
Mistura de Vitaminas (AIN-93-VX) 10 10
L-Metionina 1,5 1,5
Bitartarato de Colina 2,5 2,5
Tert-Butilhidroquinona (TBHQ) 0,014 0,014

*Conteldo de proteinas avaliado pelo Laboratério de Fisico Quimica

da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudaria (EMBRAPA), Parana,

Brasil (Anexo 1).
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A PIS utilizada para o preparo da racdao experimental é uma
proteina isolada denominada Samprosoy 90LH, fabricada pela SOLAE
COMPANY - Esteio - RGS. E de alta qualidade protéica, desenvolvida
para ser usada como ingrediente na fabricacao de diversos produtos
alimentares como bebidas, embutidos, alimentos infantis, biscoitos,
entre outros.

A qualidade nutricional das proteinas esta vinculada a sua
composicao de aminoacidos, digestibilidade e capacidade de fornecer
aminoacidos essenciais nas quantidades requeridas pela espécie que
a consome. O método adotado pela Administracao de Alimentos e
Drogas dos Estados Unidos (FDA) para a avaliacao da qualidade
protéica e rotulacdo nutricional para produtos destinados a criangas
acima de dois anos de idade e adultos é denominado Pontuacdao de
Aminoacidos Corrigida pela Digestibilidade de Proteinas ou protein
digestibility — corrected amino acid score (PDCAAS) (SIZER e
WHITNEY, 2003).

O PDCAAS é um método de pontuagao de aminoacidos que
compara o perfil de aminoacidos do alimento protéico de teste ao
padrdao de aminoacidos de criangas com dois a cinco anos de idade da
FAO/WHO, 1991. Esse padrao é usado porque ultrapassa os padroes
de necessidade de aminoacidos de criancas com idade acima de dois

anos e adultos. O aminoacido mais limitante é usado para determinar
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a pontuagao de aminoacidos ndo corrigida, e esse nuUmero

multiplicado pela digestibilidade do alimento é o PDCAAS.

“Com esse método, as proteinas isoladas de soja da marca
Solae tém a mais alta pontuacdo que se pode obter (1,0) para o
calculo do valor protéico corrigido. Nenhuma proteina pode ter um
PDCAAS maior que 1,0. O PDCAAS calculado para o Samprosoy 90LH
foi de 97% - Pontuacdao de Aminoacidos Nao Corrigida = 26 dividido
por 25 = 1,04 Pontuagdao de Aminoacidos Corrigida pela
Digestibilidade de Proteinas = 0,972 x 1,04 = 1,00” (SOLAE

COMPANY).
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Tabela 2 - Comparacdao entre o conteudo de aminoacidos do
Samprosoy 90LH e o padrao de referéncia para aminoacidos

essenciais da FAO/WHO, 1985.

Aminoacidos essenciais *Samprosoy 90LH  **Padrao de 2 a 5 anos da

mg/g de proteinas FAO/WHO mg/g de proteinas

Histidina 26 19
Isoleucina 49 28
Leucina 82 66
Lisina 63 58
Metionina + Cistina 26 25
Fenilalanina + Tirosina 90 63
Treonina 38 34
Triptofano 13 11
Valina 50 35

* Proteinas da soja, Solae Company
** Adaptado da FAO/WHO, 1985.

4.4 - Grupos Experimentais

Os ratos machos Wistar foram distribuidos nos seguintes grupos

experimentais:
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Caseina Controle (CC): Este grupo recebeu ragdao controle a
base de caseina e agua ad /ibitum e foi submetido a cirurgia ficticia
de infarto do miocardio.

Caseina Infarto<25% (C1<25%): Este grupo recebeu racao
controle a base de caseina e agua ad /ibitum e foi submetido ao
modelo animal de infarto do miocardio, com area de infarto inferior a
25%.

Caseina Infarto>25% (CI1>25%): Este grupo recebeu ragao
controle a base de caseina e agua ad /ibitum e foi submetido ao
modelo animal de infarto do miocardio, com area de infarto superior
a 25%.

Soja Controle (SC): Este grupo recebeu dieta experimental a
base de PIS e agua ad /ibitum e foi submetido a cirurgia ficticia de
infarto do miocardio.

Soja Infarto<25% (S1<25%): Este grupo recebeu dieta
experimental a base de PIS e agua ad /ibitum e foi submetido ao
modelo animal de infarto do miocardio, com area de infarto inferior a
25%.

Soja Infarto>25% (SI1>25%): Este grupo recebeu dieta
experimental a base de PIS e agua ad /ibitum e foi submetido ao
modelo animal de infarto do miocardio, com area de infarto superior

a 25%.
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4.5 — Protocolo Experimental

1) O tratamento dietético iniciou na terceira semana de vida dos
animais, apds o desmame;

2) O infarto ou a cirurgia ficticia de infarto do miocardio foi
realizada na 82 semana de vida;

3) As medidas hemodinamicas e o sacrificio dos animais ocorreram
na 122 semana de vida. Os animais foram instrumentados com
catéter sob anestesia, na artéria carétida, para medida direta das
pressdoes intraventriculares esquerdas e adrticas. Foram coletadas
amostras de sangue para a realizacao das medidas de concentragao
plasmatica de nitritos e nitratos, e em eritrocitos foram feitas
medidas de lipoperoxidacao e de enzimas antioxidantes.

4) Apds, os animais foram sacrificados por decapitacdo, seus
coracOes foram retirados, pesados e determinada a area de infarto
dos ratos submetidos a ligadura da artéria coronaria esquerda. Os
coracdes foram homogeneizados para realizar as medidas bioquimicas
(enzimas antioxidantes, quimiluminescéncia e carbonilas). O figado,
os pulmdes e o tecido adiposo abdominal (gordura perirrenal,
epididimal e mesentérica) e tecido adiposo marrom (da regido

interescapular) foram dissecados e pesados e o nivel de congestao
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hepatica e pulmonar determinado. O quadro 1 resume a seqiiéncia do

protocolo experimental.

Tabela 3 — Protocolo experimental do estudo /n vivo dos animais a

partir da 32 semana de vida até a 122 semana de vida.

Grupos de

Animais

3@ semana de vida

dos animais

82 semana de vida

dos animais

122 semana de

vida dos animais

Caseina Controle
(CC)

Caseina Infarto
(CI<25%)

Caseina Infarto
(CI>25%)

Soja Controle
(SC)

Soja Infarto
(SI1<25%)

Soja Infarto
(SI>25%)

Inicio da
dieta a base de

caseina

Inicio da

dieta a base de

caseina
Inicio da

dieta a base de

caseina

Inicio da dieta a
base de PIS

Inicio da dieta a
base de PIS

Inicio da dieta a
base de PIS

Cirurgia Ficticia de

infarto

Cirurgia de Infarto,
com area de infarto

inferior a 25%

Cirurgia de Infarto,
com area de infarto

superior a 25%

Cirurgia Ficticia de

infarto

Cirurgia de Infarto,
com area de infarto

inferior a 25%

Cirurgia de Infarto,
com area de infarto

superior a 25%.

Sacrificio

Sacrificio

Sacrificio

Sacrificio

Sacrificio

Sacrificio
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4.6 — Avaliacado Nutricional

O consumo alimentar foi avaliado trés vezes por semana desde
o inicio do tratamento pelo monitoramento da racdao oferecida,
substraindo o0s restos deixados pelos animais. Os animais foram
pesados semanalmente, sempre no mesmo dia e horario para
avaliacao de crescimento.

Apds a decapitacdo, os ratos foram pesados e medidos para a
determinagao do indice de Lee, férmula utilizada para avaliar o
estado nutricional de ratos (BERNARDIS e PATTERSON, 1968).
Consiste em dividir a raiz cubica do peso corporal pelo comprimento
naso-anal, é considerado normal o resultado em torno de 0,300.

indice de Lee = ¥ peso corporal(g) x 100

Comprimento naso-anal (cm)

O tecido adiposo abdominal (gordura perirrenal, epididimal e
mensentérica) e marrom (da regiao interescapular) foram dissecados

e pesados.

4.7 — Inducdo ao Infarto do Miocardio

Apds cinco semanas do inicio do tratamento dietético, foi

realizada a cirurgia de inducdao do infarto através da oclusdo da
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artéria coronaria descendente esquerda. Os animais foram
submetidos ao procedimento cirirgico de ligadura da artéria
coronaria descendente esquerda ou a cirurgia ficticia (sham), em que
todos os procedimentos cirurgicos sao efetuados, exceto a sutura da
artéria, que nao foi realizada. Os animais foram anestesiados com
éter, colocados em decubito dorsal, realizada tricotomia da regido
toracica, uma pequena incisao foi realizada na pele e os musculos
peitorais foram afastados. Foi realizada uma toracotomia esquerda
em nivel do quarto espago intercostal, sendo colocado um afastador
entre as costelas para permitir a melhor visualizacdo. O pericardio foi
seccionado, o atrio esquerdo afastado para visualizacdo da artéria
coronaria descendente esquerda que foi ligada com um fio mononylon
6,0 (Ethicon, Brasil) (Figura 6), que provocou a isquemia miocardica.
Ap6s a ligadura da coronaria, a incisdao toracica foi fechada
utilizando-se fio mononylon 5,0. Logo apds, o animal foi reanimado e
estimulado a respiracdao. Os animais foram colocados em ambiente

aquecido para recuperagao (PFEFFER et al., 1979; MILL et al., 1990).
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Figura 6 — Ilustracao do procedimento cirurgico de ligadura da
artéria corondria esquerda — oclusao da circulagdo coronariana no

ventriculo esquerdo.
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4.8 - Avaliacdes Hemodinamicas

4.8.1 - Registro das Pressdes Ventriculares Esquerdas e

Adrticas

Na quarta semana apds a cirurgia de ligadura da artéria
coronaria esquerda ou cirurgia ficticia, os animais foram pesados e
anestesiados com uma mistura de cloridrato de quetamina (90mg/kg)
e cloridrato de xilazina (10mg/kg) por via intraperitoneal. Foi
utilizado, para a canulacdo do ventriculo esquerdo via artéria caroétida
direita, um catéter de polietileno (PE50) conectado a um transdutor
de pressao (Strain-Gauge-Narco Biosystem Transducer RP-155,
Houston, Texas, USA) e acoplado a um amplificador de sinais
(Pressure Amplifier HP 8805C). O catéter foi inserido até o ventriculo
e sua posicao foi determinada pela observacao da onda caracteristica
de pressdao ventricular. Ap6s 5 minutos de estabilizagdao, foram
registradas a pressao sistolica ventricular esquerda (PSVE), a pressao
diastélica final do ventriculo esquerdo (PDFVE) e a pressdao aortica
média (PAM) (Figura 7). Os sinais analdgicos da pressao foram
digitalizados (CODAS - Data Acquisition System, PC 486) com taxa de

amostragem de 2000 Hz (LI et al., 2000).

58



transdutor

2T

lificador de sinais

T V\[\/\Nl\li rocomputador com sistema de
m—— isicdo de dados - CODAS

'nt&r\essora

Armazenamento dos dados

Figura 7 — Sistema de aquisicao de dados de pressdao sistodlica
ventricular esquerda (PSVE), pressdao diastolica final do ventriculo
esquerdo (PDFVE) e pressao adrtica média (PAM).

4.8.2 — Analise da Pressao Ventricular Esquerda
A PSVE foi determinada utilizando-se um programa comercial
(CODAS-Data Acquisition System, PC 486) associado ao sistema de

aquisicdo. Este programa permite a deteccdo dos valores maximos e
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minimos da curva de pressdo, batimento a batimento, fornecendo os
valores de pressao ventricular.

A PDFVE foi determinada pela deteccao manual do ponto de
inflexdo no tracado da onda de pressdao diastdlica do ventriculo

esquerdo. Foram realizadas 20 detecgdes por registro.

4.8.3 — Analise dos Indices de Relaxamento e de

Contratilidade Ventricular

A andlise foi realizada utilizando-se um programa comercial
(CODAS-Data Acquisition System, PC 486) associado ao sistema de
aquisicao. Este programa permite a derivacdao da onda de pressao
ventricular esquerda e deteccdo dos valores maximos e minimos
destas curvas, batimento a batimento, fornecendo os valores das
derivadas positiva (+dP/dt - indice de contratilidade) e negativa (-

dP/dt - indice de relaxamento), expressas em mmHg/s.

4.9 - Coleta de sangue

Apds a analise hemodinamica, foi feita a coleta de sangue dos
animais, através da canula arterial, para realizar as medidas de

nitritos e nitratos plasmaticos e de estresse oxidativo em eritrdcitos
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através das medidas de QL e atividade das enzimas antioxidantes

(SOD, CAT e GPx), em ratos nos distintos grupos experimentais.

4.10 — indice de Hipertrofia Cardiaca

Os animais anestesiados foram sacrificados por meio de
decapitagdo. O coracao foi retirado, os atrios separados dos
ventriculos e desprezados. Os ventriculos foram pesados em conjunto
e o indice de hipertrofia cardiaca (mg/g) foi estabelecido por meio da

seguinte formula (PFEFFER et al., 1979):

Hipertrofia cardiaca = peso dos ventriculos x 1000

peso corporal

4.11 - Analise da Area de Infarto

Para determinagao do tamanho do infarto, a cicatriz da parede
ventricular foi cuidadosamente separada do restante do ventriculo
esquerdo. As areas infartada e nao-infartada do ventriculo esquerdo
(VE), assim como a area do ventriculo direito (VD) foram pesadas e
desenhadas em papel milimetrado. O papel foi recortado e pesado. A
area de infarto foi calculada utilizando os valores do peso do papel

milimetrado na seguinte férmula (MILL et al., 1990):
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Area de infarto = massa da regido infartada x 100%

(massa do VE + massa do VD)

Nos coragOes dos animais dos grupos sham (sem infarto) e
infartados foram realizados cortes histoldégicos para verificar a
deposicao ou nao de colageno. As laminas foram coradas com

tricromico verde.

4. 12 - Preparagdo do Homogeneizado de Tecido Cardiaco

Cada rato foi pesado (balanca Marte) e sacrificado por
decapitagao, com auxilio da guilhotina. O térax e abdomen foram
abertos e rapidamente removidos o coracdo, pulmdes, figado, tecido
adiposo abdominal e tecido adiposo marrom interescapular. O coragao
foi lavado por trés vezes em solucdo de cloreto de potassio (KCI)
1,15% (P/V), seco, retirados os atrios e o excesso de gordura. Para
cada grama de tecido cardiaco foram acrescentados 5 mL de KCl e
foram acrescentados 10 uL de fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF)
para cada 1 mL do homogeneizado, sendo homogeneizado em Ultra-
Turrax por 40 segundos e centrifugado em centrifuga refrigerada
(Sorvall RC 5B - Rotor SM 24) por 10 minutos (0 - 4 °C) (LLESUY et

al, 1985).
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4. 13 - Nivel de Congestdo Hepatica e Pulmonar

Apés a morte dos animais, o figado e os pulmdes foram
extraidos e pesados, determinando-se o peso Umido destes érgaos. O
nivel de congestdo hepatica e pulmonar foi avaliado a partir da razao
do peso Umido/peso corporal e expresso em mg/g (KOMPA e

SUMMERS, 2000).

4.14 — Avaliacdes Bioquimicas

Foram realizadas avaliacdes bioquimicas nas seguintes
amostras:

Em musculo cardiaco: QL, carbonilas e atividade das enzimas
antioxidantes (CAT, SOD e GPx)..

Em eritrocitos: QI e atividade das enzimas antioxidantes (CAT,
SOD e GPx).

Em plasma: nitritos e nitratos.

4.14.1 - Quimiluminescéncia (QL) iniciada por tBOOH

O método consiste na adicao de um hidroperdxido organico de
origem sintética a amostra para avaliacdo da capacidade de resposta

produzida pela mesma. A realizacao deste tipo de teste consiste no
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fato de que os hidroperdxidos sdao espécies quimicas bastante
instaveis, reagindo com lipidios por um mecanismo radicalar que gera
produtos que emitem luz pela amostra em estudo. A QL foi medida
em um contador beta (LKB Rack Beta Liquid Scintilation
Spectrometer-1215; LKB Produkter AB, Brommma, Sweden) com o
circuito de coincidéncia desconectado e utilizando o canal de tritio.
As determinagdes foram realizadas em sala escura, com frascos de
vidro mantidos na penumbra, a fim de evitar a ativacao da
fosforescéncia pela luz fluorescente. O meio de reagdo no qual foi
realizado o ensaio consistiu em 3,5 mL de uma solugdo reguladora
(KCI 140 mmol/L e fosfatos 20 mmol/L) em pH 7,4, na qual foi
adicionado 0,5mL de homogeneizado de tecido cardiaco. Ja para a
amostra de sangue, utilizou-se 4 mL do mesmo tampao e 10 ulL do
preparado de eritrécitos lavados. Apods, foi realizada uma leitura
inicial, considerando a emissao de luz basal pelo homogeneizado ou
eritrécitos. O hidroperdéxido organico utilizado foi o hidroperdxido de
tert-butil 400mmol/L, sendo adicionados 30 pL no meio de reacgao,
para uma concentracao final de 3 mmol/L. Foi medida a emissao de
luz e, desta, foi descontada a emissdo basal para fins de calculos. Os
resultados foram expressos em contagens por segundo (cps) por mg
de proteina, para o homogeneizado, e cps por mg de hemoglobina,
para as amostras de sangue (GONZALEZ FLECHA et al., 1991).
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4.14.2 - Dosagem de Carbonilas

O ensaio para deteccao das carbonilas é uma das técnicas
utilizadas para a determinagdo de proteinas modificadas
oxidativamente (REZNICK e PACKER, 1994). A técnica se baseia na
reacao das proteinas oxidadas do plasma sangliineo com 2,4 dinitro
fenil hidrazina (DNPH) em meio acido, seguido de sucessivas lavagens
com acidos e solventes organicos e incubagao final com guanidina.
Desta forma, a absorbancia das carbonilas foi medida em um
espectrofotometro da marca Varian, modelo Cary a 360nm, num meio
de reagao contendo os seguintes reagentes:
= guanidina (6 mol/L) em HCI (2,5 mol/L) pH= 2,5
= 2,4 dinitro fenil hidrazina (DNPH) em HCI (2,5 mol/L)

— TCA 20% (P/V)
= TCA 10% (P/V)
= etanol - acetato de etila 1:1 (V/V)

Paralelamente, foi realizada a curva padrao de proteina, com
albumina, com a absorbancia lida em 280nm no espectrofotometro da
marca Varian, modelo Cary. Os resultados foram expressos em nmoles

por mg de proteina.
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4.14.3 - Dosagem da Atividade das Enzimas Antioxidantes

4.14.3.1 — Superoxido Dismutase (SOD)

A SOD catalisa a dismutacao do anion radical superdéxido em
peréxido de hidrogénio. A técnica utilizada neste estudo, para medir
sua atividade, baseia-se na capacidade de inibicao da autooxidagao
do pirogalol pela SOD. Portanto, quanto maior a concentracdao de SOD
na amostra, menor a autooxidacao do pirogalol. Utilizou-se uma
solugao tampao (Tris-base na concentragao de 50 mmol/L; EDTA a
1mmol/L, e HCI para atingir o pH 8,2), pirogalol 24 mmol/L (em
acido cloridrico a 10 mmol/L) e catalase a 30 umol/L. Para que os
valores de inibicao, dados em percentagem, fossem transformados
em unidade de SOD, necessitou-se de um fator de calibragcdao. Por
isso, fez-se necessario a construcdo de uma curva padrao com
concentragdes conhecidas de SOD comercialmente disponivel. Desta
forma, calculou-se o fator de calibracao necessario para converter a
percentagem de inibicao da auto-oxidagao em unidades de enzima.
No ensaio, adicionou-se a cubeta 988 pL de tampao Tris-base, 4 pulL
de catalase. Zerou-se o espectrofotometro a 420nm e adicionou-se 8
uL de pirogalol, observando-se a autooxidacao do mesmo. Desta

forma, obtivemos o maximo (100%) de oxidacdo desta substancia,
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para calcular a percentagem de inibicao causada pela SOD da
amostra. Com a amostra, procedeu-se da mesma forma, apenas com
0 ajuste do volume de tampao de acordo com a quantidade de
amostra adicionada, para se ter um volume final de 1 mL

(MARKLUND, 1985).

4.14.3.2 - Catalase (CAT)

A atividade da enzima CAT é diretamente proporcional a taxa de
decomposicao do perdéxido de hidrogénio, obedecendo a uma cinética
de pseudo-primeira ordem. Sendo assim, a atividade da catalase pode
ser medida através da avaliacdo do consumo do perdxido de
hidrogénio. O método consiste em avaliar a diminuicao da
absorbancia no comprimento de onda de 240 nm, sendo este o
comprimento de onda onde ha maior absorcao do perdxido de
hidrogénio. Para realizacdao deste ensaio foram utilizados os seguintes

reagentes:
= Solucdo tampao constituida de fosfatos a 50 mmol/L (pH 7,4);
= peroxido de hidrogénio 0,3 mol/L.
Em cubeta de quartzo, foram adicionados 955 uL do tampao

fosfato e 10 uL de amostra do homogeneizado de tecido ou 30 uL de
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amostra de eritrocitos, a cubeta foi colocada em espectrofotometro e
descontada contra um branco de tampdo fosfato. Feito isso, foram
adicionados 35 pL do peréxido de hidrogénio para o tecido e 15 nuL
para amostra de sangue e se observou a diminuicdao da absorbéancia
no comprimento de onda selecionado. Os resultados foram expressos

em pmoles por mg de proteina (AEBI, 1984).

4.14.3.3 - Glutationa Peroxidase (GPx)

A enzima GPx catalisa a reacdo de hidroperoxidos com a
glutationa reduzida (GSH), formando glutationa oxidada (GSSG) e o
produto da reducao do hidroperdxido. A sua atividade pode ser
determinada medindo-se o consumo de NADPH na reacdao de
regeneracao de GSH a partir de GSSG. A amostra foi previamente
preparada adicionando-se uma mistura de cianetos para inibir a
atividade pseudo-peroxidativa da hemoglobina, transformando-a em
cianometahemoglobina. Desta forma, a atividade da GPx foi medida
em um espectrofotbmetro da marca Varian, modelo Cary. Foi
observada diminuicao de absorbancia do NADPH a 340nm, num meio
de reagao contendo os seguintes reagentes:
= Solucdo tampdo de fosfatos 140mmol/L e EDTA 1mmol, com pH =

7,5;
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= NADPH 0,24 mmol/L;

= Azida sédica 1 mmol/L, utilizada para inibir a atividade da
catalase;

= GSH 5 mmol/L;

= Glutationa redutase (GR) 0,25 U/mL;

= Hidroperdxido de tert-butil 0,5 mmol/L.

Na cubeta do espectrofotémetro, foram adicionados 330 pL de
tampao, 50 uL de amostra (homogeneizado de tecido ou sangue),
500uL de NADPH, 10 pL de azida sodica, 50 uL de GSH e 10 uL de
GR. A absorbancia foi registrada por um periodo de aproximadamente
3 minutos, até ocorrer certa estabilizacao da linha base. Depois,
foram adicionados 50 uL de hidroperdéxido de tert-butil e observou-se
a diminuicao da absorbancia devido ao consumo de NADPH, por
aproximadamente 5 minutos. Os resultados foram expressos em

nmoles por minuto por mg de proteina (FLOHE e GUNZLER, 1984).

4.14.4 - Analise de Nitritos e Nitratos

Os niveis de nitratos e nitritos no plasma foram medidos pela
reacao das amostras com o reagente de Griess. Aliquotas de 50 pulL
foram incubadas com cofatores enzimaticos e nitrato redutase por
trinta minutos em temperatura ambiente, para conversao do nitrato.
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O nitrito formado foi, entao, analisado pela reacao deste com o
reagente de Griess. Formou-se um composto corado que foi medido
em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 540 nm e expresso
em pumol/L. A quantificacdao dos niveis de nitratos foi feita utilizando-
se 0s seguintes reagentes: Reativo de Griess (1 g de sulfanilamina,
0,1 g de naftiletilenodiamina, 2,3 mL de acido ortofosférico 85%,
97,7 mL de agua); Tris 1 mol/L, pH 7,5; NADPH 0,02 mmol/L; glicose
6-fosfato (G6P) 5 mmol/L; glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH)
10 U/mL e nitrato redutase 0,1 U/mL. No meio de reagao foram
adicionados 50 uL de amostra, 10 uL de NADPH, 7 uL de Tris, 23 ulL
de uma mistura de G6P/G6PDH e 10 uL de nitrato redutase. A mistura
foi incubada a temperatura ambiente, sob agitacao, por 30 minutos.
Apds, foi adicionado 100uL do reagente de Griess, que foi incubado,
novamente, a temperatura ambiente sob agitagdo por mais 10 min e
a absorbancia foi lida a 540nm. Os resultados foram avaliados
comparando-se com uma curva padrdo, utilizando-se nitrato de sddio

1 mmol/L e expressos em pmol/L (GRANGER et al., 1999).

4.15 - Método de Lowry

Para quantificar a proteina dos tecidos foi utilizado o método de

Lowry et al., 1951. Em tubos de ensaio pequenos foram colocados:
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T1, T2 e T3 que correspondem a curva de calibragao da albumina
(proteina bovina), tubos para as amostras e para o branco.

Em cada tubo foram colocados 800 uL de agua, 20 ulL de
amostra e para a curva de calibragao foram colocados em T1 50 pnL,
T2 100 pL e em T3 150 pL, apds foram adicionados 2 ml do reativo C
e esperou-se dez minutos para acrescentar 200 uL de Folin (reagente
diluido a 1/3). Esperou-se trinta minutos para fazer a leitura no
espectrofotometro no comprimento de onda de 625nm. A

concentracao de proteinas foi expressa em mg/mL.

4.16 - Analise Estatistica

Os resultados sdao apresentados como média + D.P.M. (desvio
padrdao da média) para cada uma das medidas realizadas e para cada
um dos grupos estudados.

Para a comparacdo entre os grupos, foi aplicada analise de
variancia (ANOVA) de uma via, complementada com o teste de
Student-Newmann-Keuls. Para as analises de correlacdo foi aplicado o
teste de Pearson. As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas quando o nivel de significancia foi de 5% (p < 0,05).

Para analise da mortalidade dos animais pdés-IM foi aplicado o teste
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do Qui-quadrado e para avaliar a sobrevivéncia dos animais nos dois
grupos foi aplicado o teste log-rank.

Na analise estatistica dos dados foi utilizado o software
GraphPad Instat, versao 3.00 para Windows (GraphPad Software, San

Diego, Califérnia, EUA).
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5 - RESULTADOS

5.1 — Resultados dos experimentos /n vitro

5.1.1 — Conteldo de Isoflavonas no GS e na PIS

A tabela 3 mostra o conteldo de isoflavonas no GS e na PIS, de
acordo com a analise realizada na EMBRAPA (Anexo 2). O GS
apresentou maiores quantidades de isoflavonas totais e também de
daidzina (9 vezes mais), genistina e malonil-daidzina do que a PIS.
No entanto, a PIS apresentou quantidades superiores de genisteina
(4,5 vezes mais) e malonil-genistina (4,5 vezes mais) comparada ao
GS.

A quantidade total de isoflavonas da PIS é 189mg por 100g de
produto, este valor corresponde a 126mg por 100g de produto em
equivalentes de agliconas (calculado pelos pesquisadores da Solae

Company, demonstrado no Anexo 3).
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Tabela 4 - Conteudo de isoflavonas (mg/ 100g de produto) em GS e

PIS.
Produto
Conteudo de Isoflavonas (mg/ 100g product)

Isoflavonas GS PIS
Daidzeina 21,8 24,4
Genisteina 5,2 23,2
Daidzina 186,5 19,7
Genistina 63,2 34,1
Malonil-Daidzina 52,7 21,4
Malonil-Genistina 14,6 66,2
TOTAL 344 189

GS — Gérmen de Soja. PIS — Proteina Isolada de Soja.

Andlise realizada no Laboratdério de Fisico-Quimica da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), Parand, Brasil.
(Anexo 2).
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5.1.2 — Reatividade Antioxidante Total (TAR) e Capacidade

Antioxidante Total (TRAP) do GS e da PIS

As técnicas de TAR e TRAP foram realizadas, /n vitro, utilizando
GS e PIS, na concentracdao final de 2% (P/V). Comparando os
resultados de TAR dos dois produtos, observamos que o GS tem
quase 3 vezes mais reatividade antioxidante do que a PIS. No
entanto, a quantidade total de antioxidantes foi semelhante nos dois

produtos (Figura 8).
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Figura 8. A — Reatividade Antioxidante Total (TAR) do Gérmen de

TAR (pmol eq. Trolox/mg proteina)

TRAP (nmol/L Trolox/mg proteina)

PIS

Soja (GS) e da Proteina Isolada de Soja (PIS). Resultados expressos
em média + D.P. (triplicata). O TAR é representado em pmoles de
equivalentes de Trolox por mg proteina. *p<0,01. B — Capacidade
Antioxidante Total (TRAP). Resultados expressos em média + D.P.
(triplicata). O TRAP é representado como nmol/L de Trolox por mg

proteina.
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5.1.3 — Percentual de Inibicdo de TBA-RS em Homogeneizado

de Figado de Ratos Incubados com GS e PIS

Foi feito um sistema gerador de radicais livres, que induziu a
reacdo de Fenton em homogeneizado de figado de ratos /n vitro. A
fim de verificar o efeito do GS e da PIS sobre a LPO formada neste
experimento, adicionou-se os produtos de soja nas concentracdes
finais de 2%. A inibicdo da LPO foi quantificada pelo método de TBA-
RS (Figura 9). O resultado do grupo controle (homogeneizado de
figado de ratos incubado com tampao fosfato de potassio 10 mmol/L,
pH 7,6) foi de 5,95 umoles MDA/mg proteina. Os dois produtos foram
capazes de inibir a formacdao de TBA-RS na mesma proporgao (81% e

79% para GS e PIS, respectivamente).
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Figura 9. Percentual de Inibicdo da formacdo de Substancias Reativas
ao Acido Tiobarbitlrico (TBA-RS) em homogeneizado de figado de
ratos incubados com um sistema gerador de radicais livres e
acrescentados Gérmen de Soja (GS), Proteina Isolada de Soja (PIS)
ou tampao fosfato de potassio 10 mmol/L, pH 7,6 (para os controles).
Os resultados estao representados em percentual de inibicao de TBA-
RS, média + D.P. de homogeneizado de figado de 6 ratos por grupo.
Valor médio do grupo controle = 5,95 ymoles MDA/mg proteina. Nao

houve diferenga significativa.
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5.2 — Experimentos /n vivo

5.2.1 — Consumo Alimentar Diario

Apo6s o estudo /n vitro, iniciamos os tratamentos dietéticos com
ratos Wistar machos. Oferecemos uma dieta a base de PIS para um
grupo de animais e uma dieta a base de caseina para outro grupo de
animais.

Os tratamentos dietéticos iniciaram com animais de 3 semanas
de vida e, durante 9 semanas de tratamento, foram avaliados o
consumo de ragao e ganho de peso corporal.

A média de ingestdo diaria de racao nos grupos alimentados
com caseina foi de 20,5g para o grupo CC e de 17g para 0S grupos
CI<25% e CI>25%, enquanto que no grupo alimentado com PIS a
média de ingestdo diaria foi de 18g no grupo SC e 17g nos grupos
SI<25% e SI>25% (Figura 10). Nao houve diferenga significativa de
consumo de ragao entre os grupos estudados.

Considerando os valores médios ingeridos ao longo do
tratamento, os animais alimentados com PIS receberam 7mg de
isoflavonas totais por dia ou 4,7 mg de isoflavonas em equivalentes

de agliconas.
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Figura 10. Curva de consumo médio de racdao (em gramas). Os

valores sdo expressos como média + D. P. de 8 animais por grupo.

CC, ratos alimentados com caseina e cirurgia ficticia de infarto; CI<25%,
ratos alimentados com caseina, com area de infarto menor que 25%;
CI>25%, ratos alimentados com caseina, com area de infarto maior que
25%; SC, ratos alimentados com PIS e cirurgia ficticia de infarto;
SI1<25%, ratos alimentados com PIS, com area de infarto menor que 25%;
SI>25%, ratos alimentados com PIS, com area de infarto maior que 25%.

Nao houve diferenga significativa entre os grupos.

80



5.2.2 — Mortalidade dos Animais pos-infarto do Miocardio

Foram utilizados 158 animais neste estudo, 69 receberam dieta
a base de PIS e 89 receberam dieta a base de caseina. A mortalidade
durante o procedimento cirdrgico foi semelhante em ambos os grupos
(10%), provavelmente por insuficiéncia respiratéria.

No grupo alimentado com caseina, morreram 24 animais a partir
do 2° dia pds-IM até o 12° dia, provavelmente devido a infartos
grandes. Sobreviveram 47 animais, dos quais 22 submetidos a
cirurgia ficticia de ligadura da artéria coronaria (CC = caseina
controle) e 25 submetidos a ligadura da artéria coronaria (CI =
caseina infartados).

No grupo alimentado com PIS, morreram 10 animais a partir do
20 dia p6s-IM até o 1209 dia, provavelmente devido a infartos
grandes. Sobreviveram 44 animais, dos quais 24 submetidos a
cirurgia ficticia de ligadura da artéria coronaria (SC = soja controle)
e 20 submetidos a ligadura da artéria coronaria (SI = soja
infartados).

Apds a separacdo da cicatriz do tecido cardiaco, foi identificado
que as areas de infarto do ventriculo esquerdo variaram entre 10% e
40%. A mediana das areas de infarto ficou em torno de 25% de area

de infarto, por isso os animais infartados foram divididos em dois
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grupos de acordo com o tamanho da cicatriz. Um grupo de animais
com area de infarto até 25% (<25%) e outro grupo com area de
infarto superior a 25% (>25%).

Nao houve diferenga significativa na taxa de mortalidade dos
animais pdés-IM pelo teste do Qui-quadrado (1,86; p = 0,173) e 0
teste log-rank mostrou que nao existe diferenca estatisticamente
significativa nas curvas de sobrevivéncia dos dois grupos (valor de p

= 0,316).
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A figura 11 mostra a diferenca macroscopica e histolégica entre

os coragOes submetidos a cirurgia ficticia e a de ligadura da artéria

coronaria.

Grupo Infartado
Area de Infarto>25%

Andlise Histoldgica Andlise Histoldgica
Tecido cardiaco Tecido cardiaco infartado, area de
Grupo Controle colageno corada com TricrOmico verde.

Figura 11. Coracdes e analise histoldgica do tecido cardiaco de
ratos submetidos a cirurgia ficticia (Grupo Controle) e a cirurgia

de ligadura da artéria coronaria (infarto).
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5.2.3 — Parametros Biométricos e Morfométricos

A tabela 5 mostra os parametros biométricos e morfométricos
dos seis grupos experimentais. O ganho de peso corporal foi 12%
menor no grupo SC comparado ao grupo CC (P<0,01). O indice de
Lee e a quantidade de gordura marrom interescapular foram
estatisticamente semelhantes nos seis grupos. O grupo SC
apresentou uma reducdao de gordura abdominal em torno de 30%
(P<0,001) em relagdo ao grupo CC. A razdo peso Umido/peso corporal
do pulmdo e do figado aumentou significativamente, em relacdao ao
grupo CC (p<0,001), em ambos os grupos infartados alimentados
com caseina, sugerindo a congestdo destes d&rgaos. Estas
modificacdes foram significativamente atenuadas nos grupos
infartados alimentados com PIS. A hipertrofia cardiaca avaliada pela
razao do peso do coracao/peso corporal foi observada em ambos os
grupos infartados alimentados com caseina. Nos grupos alimentados
com PIS, apenas os ratos do grupo SI>25% desenvolveram

hipertrofia cardiaca.
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Tabela 5 - Parametros biométricos e morfométricos dos grupos

experimentais apds 9 semanas de tratamento dietético.

Parametro CC CI<25% CI>25% SC SI<25% SI>25%
Ganho de peso corporal (g) 282 + 11 264 + 16 257 + 6,6° 248 + 11° 247 + 5,0° 232+ 8,0°
Peso coracdo/peso 28+ 03 33+033 33+011° 28+ 0,2 2,9+ 0,13° 34+ 03¢
corporalx10 (mg/qg)
Tecido adiposo abdominal 17,0619 150+ 1,9° 13+ 0,7 12,0+ 1,5° 9,0 + 0,4 9,0+ 0,6f
(9)
Tecido adiposo 095+ 0,1 094+ 0,09 0,87+ 0,07 1,0+ 0,08 0,98+ 0,06 1,0 + 0,09

interescapular marrom (g)
indice de Lee 0,29 + 0,001 0,29 + 0,001 0,29 + 0,001 0,29 +0,001 0,29 +0,001 0,29 + 0,001

Peso Uimido do 6,6+1,3 82+0,7¢ 11,6 + 2,6f 6,01+ 0,6 59 +0,8%¢ 6,9 = 0,6°
pulmao/peso
corporalx10(mg/g)
Peso Umido do figado/ 31,4+2,2 36,3+327  37,7+0,6 31,6+ 1,4 32,7+ 1,2%¢ 35,2 + 1,09

peso corporalx10 (mg/g)

Dados expressos em média + D. P. para 8 animais/grupo. Tecido adiposo
abdominal (tecido adiposo epididimal, perirrenal e mesentérico). CC, ratos
alimentados com caseina e cirurgia ficticia de infarto; CI<25%, ratos
alimentados com caseina, com area de infarto menor que 25%; CI>25%, ratos
alimentados com caseina, com darea de infarto maior que 25%; SC, ratos
alimentados com PIS e cirurgia ficticia de infarto; SI<25%, ratos alimentados
com PIS, com area de infarto menor que 25%; SI>25%, ratos alimentados com

PIS, com area de infarto maior que 25%.

2diferente do CC (P<0,01); °diferente do CC (P<0,05); °diferente do CI<25%
(P<0,05); Ydiferente do SC (P<0,05); °diferente do CI>25% (P<0,001);
fdiferente do CC (P<0,001); 9diferente do SC (P<0,01).
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5.2.4 — Parametros Hemodinamicos

A tabela 6 descreve os valores hemodinamicos registrados nos
ratos anestesiados. Sinais tipicos de insuficiéncia cardiaca (aumento
da PDFVE e diminuicdo da *dP/dt maxima, assim como diminuicdo da
pressao arterial) foram observados nos animais infartados
alimentados com caseina, principalmente no grupo CI>25%. A PDFVE
aumentou 174% (P<0,001) no grupo CI<25% quando comparado ao
grupo CS e 286% (P<0,001) no grupo CI>25% comparado ao grupo
CS. O prejuizo hemodinamico das fungles diastodlica e sistdlica do
ventriculo esquerdo foi significativamente atenuado nos ratos
infartados tratados com PIS. Por exemplo, no grupo SI<25% a PDFVE
aumentou em torno de 70% (P<0,01) quando comparada ao grupo SS
e em torno de 225% (P<0,001) no grupo SI>25%, valores de 104% e
61% menores do que aqueles medidos nos grupos CI<25% e
CI>25%, respectivamente. A diminuicao do indice de contratilidade
do ventriculo esquerdo (*dP/dt max) foi de 22% (P<0,001) no grupo
CI>25% e apenas de 9% (P<0,05) no grupo SI>25% quando

comparados aos seus respectivos controles (CC e SC).
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Tabela 6 - Parametros hemodinamicos dos diferentes grupos

experimentais apds 9 semanas de tratamento dietético.

Parémetro CcC CI<25% CI>25% SC SI<25% SI>25%

PSVE (mmHg) 148+ 7,3 116 + 9,9° 90 + 7,8%P 142+7,5 128 + 7,9 110 + 4,8%%¢
PDFVE (mmHg) 5,7+0,6 156+0,5% 220+0,9%° 51+0,5 8,7 +1,2°° 16,6 + 1,29k
*dP/dt (mmHg/seg) 7181+ 687 6061 +267° 5611 +751*° 7186+493 7013 + 1419 6570 + 276"
‘dP/dt (mmHg/seg) -5610+254 -5009 + 103° -4693 + 99%' -5433+344 -5253+196 -5085 + 125%

PAM (mmHg) 121+13 104 + 12 86 + 979 122+8 106 + 49N 96 + 8

Dados expressos em média + D. P. para 8 animais/grupo. CC, ratos alimentados
com caseina e cirurgia ficticia de infarto; CI<25%, ratos alimentados com
caseina, com area de infarto menor que 25%; CI>25%, ratos alimentados com
caseina, com area de infarto maior que 25%; SC, ratos alimentados com PIS e
cirurgia ficticia de infarto; SI<25%, ratos alimentados com PIS, com area de
infarto menor que 25%; SI>25%, ratos alimentados com PIS, com area de

infarto maior que 25%.

PSVE, pressdo sistélica do ventriculo esquerdo; PDFVE, pressao diastodlica
final do ventriculo esquerdo; * dP/dt, derivadas de pressdo do ventriculo
esquerdo; PAM, pressdo adrtica média.

?diferente do CC (P< 0,001); °diferente do CI<25% (P<0,001); “diferente
do SC (P<0,01); “diferente do CI>25% (P<0,001); °diferente do SI<25%
(P<0,001); f‘diferente do CI<25% (P<0,05); 9diferente do CI<25%
(P<0,01); "diferente do SC (P<0,05); 'diferente do CI>25% (P<0,05);
Jdiferente do CC (P<0,05); *diferente do SC (P<0,001).
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5.2.5 — Estresse Oxidativo no Miocardio

5.2.5.1 — Enzimas Antioxidantes

As defesas antioxidantes enzimaticas foram avaliadas em
homogeneizado de musculo cardiaco dos seis grupos experimentais. A
atividade das enzimas antioxidantes aumentou significativamente nos
animais nao-infartados alimentados com PIS (SC). A atividade da SOD
aumentou em 72% (P<0,001), a CAT e a GPx em 24% (P<0,001)
quando comparadas ao grupo CC (Tabela 7). O infarto diminuiu a
atividade destas enzimas, mas mesmo sob o estresse do infarto, os
ratos alimentados com PIS mantiveram a atividade das enzimas
antioxidantes significativamente superior a atividade das enzimas nos
grupos alimentados com caseina. A atividade da SOD foi 96%
(P<0,001) maior no grupo SI<25% e 61% (P<0,001) maior no grupo
SI>25% do que nos grupos CI<25% e CI>25%, respectivamente.
Semelhantes resultados foram observados em relagao a atividade da
CAT, a enzima apresentou 43% (P<0,001) mais atividade no grupo
SI<25% e 39% (P<0,01) mais atividade no grupo SI>25% quando
comparados aos grupos CI<25% e CI>25%, respectivamente. A GPx

mostrou maior atividade nos grupos SI<25% e SI>25% quando
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comparadas aos grupos CI<25% e CI>25%, respectivamente, mas

nao foram diferencas significativas.

Tabela 7 - Atividade das enzimas antioxidantes super6xido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) em
homegeneizado de mdusculo cardiaco dos diferentes grupos

experimentais apds 9 semanas de tratamento dietético.

Parametro CC CI<25% CI>25% SC SI<25% SI>25%

SOD (U/mg proteina) 226+ 30 137+3,1° 128+1,1°  389+38  269+24  20,6+2,3%¢

CAT (pmol/mg proteina) 76,6+ 7,6 52,3+6,7° 374+57° 94,7+11,4  751+4,7° 51,9+4,0%"

GPx (nmol/min/mg prot.) 14,6 + 2,3 11,1+1,8° 7,5+1,7%9 18,1+ 1,92 12,4+1,2F 94+1,7%"

Dados expressos em média =+ D. P. para 8 animais/grupo. CC, ratos
alimentados com caseina e cirurgia ficticia de infarto; CI<25%, ratos
alimentados com caseina, com darea de infarto menor que 25%; CI>25%,
ratos alimentados com caseina, com area de infarto maior que 25%; SC,
ratos alimentados com PIS e cirurgia ficticia de infarto; SI<25%, ratos
alimentados com PIS, com area de infarto menor que 25%; SI>25%, ratos

alimentados com PIS, com area de infarto maior que 25%.

?diferente do CC (P<0,001); °diferente do SC e CI<25% (P<0,001);
‘diferente do SC e CI>25% (P<0,001); %diferente do SI<25% (P<0,01);
diferente do CI>25% (P<0,01); ‘diferente do SC (P<0,001); diferente do
CI<25% (P<0,01) e "diferente do SI<25% (P<0,05).
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5.2.5.2 — Dano Oxidativo a Proteinas e a Lipidios

O significativo aumento do dano oxidativo as proteinas nos
ratos infartados, avaliado pela concentragao de grupos carbonilas em
homogeneizado de musculo cardiaco, foi observado nos grupos com
areas grandes de infarto (Figura 12 A), mas o dano oxidativo as
proteinas foi significativamente atenuado no grupo SI>25% quando
comparado com o grupo CI>25% (P<0,001). Os grupos CI<25% e
SI<25% nao apresentaram diferenga significativa entre si e nem em
relacao aos seus controles CC e SC, respectivamente.

A LPO avaliada pela técnica de QL em homogeneizado de
musculo cardiaco, foi significativamente reduzida no grupo SC
quando comparado ao grupo CC (CC = 5.900 + 700 cps/mg protein vs
SC = 4.600 + 900 cps/mg protein; P<0,001). A QL aumentou
significativamente de acordo com a area de infarto em ambos os
grupos, mas foi minimizada de forma significativa nos grupos
alimentados com PIS (Figura 12 B). A LPO aumentou 80% (P<0,001)
no grupo CI<25% e 149% (P<0,001) no grupo CI>25% quando
comparado ao CC e somente 28% (P<0,01) no grupo SI<25% e 54%

(P<0,01) no grupo SI>25% quando comparado ao SC.
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Figura 12. Efeito de 9 semanas de tratamento dietético sobre o dano oxidativo
em homogeneizado de musculo cardiaco dos diferentes grupos experimentais. A
— Dano oxidativo as proteinas, representado por nmoles de carbonilas por mg de
proteina. B — Dano oxidativo a lipidios, determinado através da técnica de
quimiluminescéncia [(cps/mg de proteina)x10®]. Resultados expressos em média
+ D.P. de 8 animais por grupo. As legendas dos grupos estao representadas na
Tabela 7.

adiferente do CC (P<0,001); °diferente do CI<25% (P<0,001); °diferente do SC
(P<0,01); %diferente do CI>25% (P<0,001) e °diferente do SC (P<0,001).
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5.2.6 — Correlacbes de Pearson

A figura 13 mostra os graficos das correlacdes de Pearson entre
a PDFVE e alguns dos parametros de estresse oxidativo avaliados.

A PDFVE mostrou uma correlagdo positiva com a QL nos animais
alimentados com caseina (r=0,95; P=0,04), mas nao houve uma
correlagao significativa nos animais alimentados com PIS (Figura 13
A).

A PDFVE mostrou correlagao positiva com a concentragao de
carbonilas em ambos os grupos, alimentados com caseina e PIS,
(r=0,89; P=0,01) (Figura 13 B) e mostrou correlacao negativa com a
atividade da catalase (r=- 0,97; P=0,001) de ambos 0S grupos
(Figura 13 C). Nao houve correlagcao entre a PDFVE e os outros

parametros estudados.
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Figura 13. CorrelagGes entre a PDFVE e parametros de estresse oxidativo. A —
Correlacdo entre PDFVE e QL dos animais tratados com caseina: CC, CI<25% e
CI>25%. r=0,95; P=0,04. B - Correlagao entre PDFVE e concentracdao de
carbonilas nos grupos: CC, SC, CI<25%, SI<25%, CI>25% e SI>25%. r=0,89;
P=0,01. C - Correlagdao entre PDFVE e atividade da CAT nos grupos: CC, SC,
CI<25%, SI<25%, CI>25% e SI>25%. r=-0,97; P=0,001.
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5.2.7 — Parametros Avaliados em Eritrécitos e Plasma

Na tabela 8, analisamos o perfil antioxidante sistémico dos
animais tratados com dieta a base de PIS ou caseina. Em eritrdcitos,
foram determinadas as técnicas de QL, SOD, CAT e GPx e no plasma
foram determinados os niveis de nitritos e nitratos.

Ao analisar os grupos nao-infartados, verificamos que, em
eritrocitos de ratos tratados com PIS, a atividade das trés enzimas
antioxidantes apresentou-se significativamente maior (em torno de
49% (P<0,01), 142% (P<0,001) e 11% (P<0,01) para SOD, CAT e
GPx, respectivamente) e a QL apresentou-se reduzida, mas nao
significativamente, quando comparados aos ratos tratados com
caseina.

Estimamos a concentracdao de o6xido nitrico (NO) no plasma,
através das medidas dos seus metabdlitos (nitritos e nitratos). Da
mesma forma que as enzimas antioxidantes, o conteddo de nitritos e
nitratos também aumentou no grupo ndo-infartado tratado com PIS
(SC) (em torno de 86% (P<0,001) e 50% (P<0,001),
respectivamente), quando comparado ao grupo CC (Tabela 8).

A tabela 8 mostra um aumento de 155% (P<0,001) da LPO nos
animais infartados tratados com caseina (CI) quando comparados aos

controles (CC). Nos animais infartados que ingeriram PIS, observou-
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se um aumento de 120% (P<0,001) na LPO ao comparar com 0 grupo
SC, demonstrando uma reducdo de 30% (P<0,05) na QL ao compara-
los aos animais infartados tratados com caseina.

Podemos observar, na tabela 8, que o IM induziu a redugao da
atividade das enzimas antioxidantes. No grupo CI, a atividade destas
enzimas reduziu em 35% (P<0,001), 75% (P<0,001) e 22% (P<0,01)
para SOD, CAT e GPx, respectivamente, quando comparadas ao grupo
controle. No grupo SI esta reducao nao foi tdao acentuada, 26%
(P<0,01), 67% (P<0,001) e 18% (P<0,01) para SOD, CAT e GPx,
respectivamente, quando comparadas ao grupo controle.

Observamos uma acentuada reducao, em torno de 86%
(P<0,001), no conteudo plasmatico de nitritos e nitratos no grupo CI
quando comparado ao grupo CC. Esta reducdo foi menor nos ratos
tratados com PIS, sendo esta em torno de 78% (P<0,001) em relagao

ao grupo SC.
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Tabela 8. Efeito de 9 semanas de tratamento dietético sobre
parametros avaliados no plasma e eritrocitos dos grupos

experimentais.

Parametro CC SC CI SI

Eritrocitos

QL (cps/mg Hb) 9.500+900 8.100+800 24.200+1.700® 18.200+1.900°°¢
SOD (U/mg proteina) 7,8+1,1 11,6+1,3¢ 5,1+0,9°2 8,6+0,8%f
CAT (pmol/mg proteina) 2,4+0,3 5,8+0,5°2 0,6+0,1° 1,9+0,3"
GPx (nmol/min/mg prot.)  7,0+0,5 7,8+0,5¢ 5,6+0,69 6,4+0,6'
Plasma

[Nitritos] (uM) 0,14+0,01 0,26+0,01* 0,02+0,003®° 0,06+0,0022"¢
[Nitratos] (uM) 1,03+0,04 1,55+ 0,05  0,14+0,02° 0,32+0,022:%:¢

Dados expressos em média + D. P. para 8 animais/grupo. CC, ratos
alimentados com caseina e cirurgia ficticia de infarto; SC, ratos
alimentados com PIS e cirurgia ficticia de infarto; Caseina Infarto (CI),
ratos infartados, alimentados com caseina; Soja Infarto (SI), ratos

infartados, alimentados com PIS.

2diferente do CC (P<0,001); °diferente do SC (P<0,001); ‘diferente do CI
(P<0,001); “diferente do CC (P<0,01); °diferente do CI (P<0,05);
fdiferente do SC (P<0,01).
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6. DISCUSSAO

Muitos estudos tém demonstrado os beneficios do consumo
alimentar de derivados da soja, associando seus efeitos a presenca
de antioxidantes (LIU et al, 2005; ENGELMAN et al, 2005; YOUSEF et
al, 2004).

Nosso estudo comprovou que produtos derivados da soja tem
importante capacidade antioxidante e que a dieta a base de proteina
isolada de soja é capaz de conferir protecdo contra o estresse
oxidativo induzido pelo infarto do miocardio.

Através dos estudos /in vitro, observou-se que o GS apresenta
maior reatividade antioxidante do que a PIS. Na analise quimica dos
produtos, verificou-se que eles apresentam os mesmos flavonodides,
mas em diferentes concentragdes. O GS tem grandes quantidades de
isoflavonas glicosiladas (sobretudo daidzina) enquanto a PIS
apresenta quantidades maiores das principais formas de isoflavonas
(as agliconas genisteina e daidzeina). Estas diferencas justificam a
reatividade antioxidante de cada um dos compostos.

A capacidade antioxidante é semelhante em ambos os produtos,
ou seja, eles tém a capacidade de neutralizar a mesma quantidade de

radicais livres.
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A fim de testar se os antioxidantes presentes nos produtos
derivados de soja podem interagir no sistema bioldgico, foi analisado
o percentual de inibicao da LPO. A LPO foi produzida a partir da
adicao de H,0,, acido ascérbico e sulfato ferroso para induzir o dano
oxidativo aos lipidios de membrana de figado de ratos. A adicao de
GS e PIS (na concentragdao de 2%) a este meio de incubagao foi
capaz de reduzir a LPO produzida. Ambos os produtos exibiram
semelhante percentual de inibicao, indicando uma boa atividade de
neutralizar os radicais livres num sistema bioldgico.

Como observado nos estudos /n vitro, a PIS apresenta uma boa
capacidade antioxidante (apesar de ter uma reatividade antioxidante
menor que o GS). No entanto, a biodisponibilidade de isoflavonas é
maior na PIS devido a presenga de maiores quantidades de
isoflavonas agliconas. Setchel e colaboradores (2002) demonstraram
que as isoflavonas glicosiladas nao sao absorvidas diretamente, mas
hidrolisadas no intestino pelas enzimas intestinais (B-glicosidases).
De acordo com os estudos de Izumi e colaboradores (2000), as
isoflavonas agliconas sao absorvidas mais rapidamente e em
quantidades maiores do que as formas glicosiladas e os estudos de
Lee e colaboradores (2005) demonstraram que a genisteina apresenta
melhor capacidade antioxidante do que seus glicosideos em LDL de

seres humanos.
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Além da sua capacidade antioxidante, a PIS apresenta um
padrdao de aminoacidos semelhante ao padrdao de referéncia para
aminoacidos essenciais recomendado pela FAO/WHO (1991), o que
confere a PIS excelente qualidade nutricional.

A partir da analise dos resultados /n vitro, verificamos a acao
da PIS através da administracdo dietética a ratos Wistar machos
submetidos ao modelo animal de infarto do miocardio. A PIS foi
escolhida por ter a mesma capacidade antioxidante que o GS, por ser
um produto purificado, com mais de 90% de proteina, quantidade
semelhante a caseina (86,7%) proteina utilizada na dieta controle, e
por ser um produto consumido pela populagao sob diversas formas,
pois €& um ingrediente amplamente empregado na industria
alimenticia.

Contudo, apesar de ter sido oferecida uma dieta isoproteica e
isocaldrica aos animais, a ingestdo de racdo e ganho de peso corporal
foi menor nos ratos tratados com PIS do que nos ratos tratados com
caseina. Resultados semelhantes foram encontrados em outros
estudos (SHINJO et al., 1992; AOYAMA, et al., 2000; NAAZ et al,,
2003; LEPHART, et al., 2004 e TAKAHASHI et al., 2004), que
verificaram que animais alimentados com PIS apresentaram
significativamente menor ganho de peso corporal e menor quantidade
de tecido adiposo quando comparados aos ratos tratados com
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caseina. Os pesquisadores relataram que a ingestao de PIS pode
aumentar a saciedade, o que justificaria o menor consumo de racao a
base de PIS. Outros pesquisadores relataram que a genisteina
aumenta a lipolise e diminui a lipogénese em adipdcito de roedores
(SZKUDELSKA et al., 2000), por restringir a captacdao de glicose pelos
adipécitos e por inibir as enzimas envolvidas na lipogénese.

O modelo animal de infarto do miocardio em ratos tem sido
utilizado para o estudo das alteracdes cardiacas pods-infarto, entre
elas o remodelamento ventricular. Por ser uma cirurgia efetuada
rapidamente e devido as diferencas anatomicas de cada animal,
observamos uma variacdo no tamanho da area de infarto de 3,3 a
46% da circunferéncia ventricular esquerda, assim como em trabalhos
anteriores. Por isso, subdividimos os animais infartados em dois
grupos: um grupo com area de infarto inferior a 25% (considerado
infarto moderado) e outro com d&rea de infarto superior a 25%
(considerado infarto grande) (PFEFFER et al., 1985).

Os ratos infartados e tratados com caseina apresentaram
hipertrofia cardiaca em ambos os grupos. Este processo reflete uma
resposta adaptativa do miocardio como parte do remodelamento
ventricular pos-infarto. Esta resposta compensatdria pode recuperar o
volume inicialmente, mas a hipertrofia ventricular e a dilatacao tém

sido associadas a reducdo da sobrevivéncia (PFEFFER e BRAUNWALD,
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1990). A dieta a base de PIS preveniu a hipertrofia cardiaca no grupo
SI<25%, esse resultado mostra um efeito cardioprotetor, uma vez
que a hipertrofia ventricular é um preditor de morbi-mortalidade na
populagdao em geral (HAIDER et al, 1998).

Os grupos infartados tratados com caseina apresentaram
congestdao hepatica e pulmonar quando comparados aos seus
controles e aos grupos tratados com PIS, sugerindo que estes
animais desenvolveram insuficiéncia cardiaca congestiva. A dieta a
base de PIS preveniu completamente a congestao pulmonar nos dois
grupos infartados e preveniu a congestao hepatica no grupo SI<25%,
sugerindo uma melhor fungcdao de bomba neste grupo. Os dados de
cateterismo cardiaco reforcam esta afirmacao, pois a dieta a base de
PIS promoveu melhora na fungdo ventricular sistélica e diastdlica nos
ratos infartados, quando comparados aos tratados com caseina. O IM,
nos ratos tratados com caseina, aumentou significativamente a
PDFVE, o que indica um aumento do volume residual. Associado a
este resultado, foi demonstrada uma diminuicdo no indice de
relaxamento (-dP/dt) nos ratos infartados (CI<25% e CI>25%), estas
modificagcbes sdao semelhantes aquelas relatadas em estudos
anteriores, indicando que os ratos desenvolveram insuficiéncia
cardiaca (PFEFFER & BRAUNWALD , 1990). A dieta a base de PIS foi
capaz de modular essas modificagbes, pois estas apareceram
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somente no grupo SI>25% e se assemelharam as modificagles
identificadas no grupo CI<25%. A fungao sistdlica (avaliada pela
PSVE e +dP/dt) também diminuiu nos grupos infartados, no entanto a
funcao ventricular dos grupos SI<25% e SI>25% nao foi tao
prejudicada. A PAM diminuiu em ambos os grupos infartados, nao
havendo diferenga entre os tratamentos dietéticos. Uma vez que a
pressao sistdlica dos ratos infartados tratados com PIS melhora em
relacdo aos ratos infartados tratados com caseina, e a PAM nao se
mostra significativamente alterada, poderia estar ocorrendo uma
alteracao de resisténcia periférica total de maneira a se contrapor ao
aumento do débito cardiaco que, provavelmente, ocorre com o
tratamento dietético a base de PIS. Pouco se sabe sobre o efeito da
PIS em termos de contratilidade miocardica, no entanto, esta descrito
na literatura um papel vasodilatador do endotélio associado a
administracao de isoflavonas da soja (SQUADRITO, et al., 2000;
SQUADRITO, et al., 2002; MAHN, et al., 2005; SMITH et al., 2005).

Os resultados hemodinamicos demonstraram que o tratamento
com PIS preveniu a progressao do IM ao estagio de IC severa,
sugerindo que os ratos tratados com PIS permaneceram no estagio de
IC moderada.

Ao comparar a atividade das enzimas antioxidantes em
homogeneizado de musculo cardiaco dos grupos nao-infartados (CC e
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SC), verificamos que a dieta a base de PIS aumentou
significativamente a atividade destas enzimas, a SOD aumentou em
72% e a CAT e a GPx em 24%. Semelhantes resultados foram
encontrados em estudos que administraram isoflavonas na
alimentacdo dos animais (CAI e WEI, 1996; ROHRDANZ, et al., 2002).

De acordo com estudos anteriores (HILL & SINGAL, 1996 e
1997), a IC pds-IM em ratos, € correlacionada a diminuicdo da
atividade das enzimas antioxidantes assim como com o aumento do
estresse oxidativo. O presente estudo mostrou que a diminuicao da
funcdo ventricular esquerda nos ratos infartados também estava
associada a uma diminuicao da atividade das enzimas antioxidantes
SOD, CAT e GPx e demonstrou que a dieta a base de PIS melhorou a
atividade das enzimas antioxidantes quando comparada com a dieta a
base de caseina. As atividades da SOD e CAT foram superiores no
grupo tratado com PIS em relagdo ao grupo tratado com caseina em
ambas as areas de infarto. A diminuicdo da funcdo cardiaca foi
associada a um aumento do dano oxidativo, como demonstrado pela
significativa correlacdo entre o dano a membrana (dano a lipidios e
dano as proteinas) e PDFVE, assim como uma correlagao inversa
entre a PDFVE e a atividade da CAT nos grupos infartados tratados
com caseina. Estes dados estao de acordo com estudos anteriores

que enfatizaram o aumento na produgao das EAO durante o IM (HILL
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e SINGAL, 1996; KHAPER e SINGAL, 1997; KHAPER et al., 1998),
levando ao dano oxidativo nos lipidios e proteinas do miocardio. E
importante salientar que a LPO esta correlacionada a elevagao da
PDFVE apenas nos ratos infartados tratados com caseina. Nos ratos
tratados com PIS ndo houve esta correlagao.

A fim de verificar a influéncia sistémica do IM analisamos, em
sangue, parametros de estresse oxidativo. Nossos resultados
demonstraram um grande aumento na QL e diminuicao na atividade
das enzimas antioxidantes SOD e CAT em eritrocitos de animais
infartados.

Considerando que o IM produz quantidades apreciaveis de 0"
e que a SOD, enzima que o detoxifica, estd com sua atividade
preservada nos ratos tratados com PIS, pode-se supor que parte do
efeito toxico do 0,° seja neutralizado nesses animais.

O H;0, formado na reacao de dismutacao do O,° pode ser
rapidamente consumido pela CAT, enzima que apresentou um
aumento de 100% em sua atividade no grupo SC quando comparado
ao grupo CC. Quando o estresse oxidativo foi instalado pela indugao
do IM, os animais que receberam a dieta a base de PIS estariam mais
adaptados do que os tratados com caseina, pois a atividade da CAT
estava significativamente elevada. Com a elevagao da atividade da
CAT, haveria maior eliminagao do H,0, formado no processo
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oxidativo. O H,0;, pode difundir-se da area miocardica infartada para
0 sangue e pode ser o principal pré-oxidante nos eritrécitos e agente
do dano oxidativo nessas células.

A terceira enzima antioxidante estudada, GPx, também mostrou
um perfil semelhante de oscilagao como as outras duas enzimas, mas
nao tao expressivo.

Foram analisados os metabdlitos do 6xido nitrico (NO) (nitritos
e nitratos) no plasma dos animais em estudo. Foi observado um
aumento dos metabdlitos do NO, sugerindo uma concentragao
plasmatica maior de NO nos ratos alimentados com PIS quando
comparados aos alimentados com caseina. Squadrito e colaboradores
(2000) verificaram um aumento na expressao da NO sintase
endotelial quando a genisteina foi oferecida na dieta e, no estudo
realizado por Zhai e colaboradores (2001), também foi identificada
maior producao de nitritos em coragdes de ratos que receberam
suplementacao de isoflavonas.

Verificamos uma diminuicao dos nitritos e nitratos em todos os
grupos submetidos a cirurgia de IM do estudo. No entanto, a reducao
nao foi tao acentuada nos grupos tratados com PIS. Como citado
anteriormente, o aumento da produgcao das EAO no IM (IDE et al,
2000), somado aos niveis elevados de NO, pode levar a produgao de

peroxinitrito, um forte oxidante (OSHIMA et al, 1998). Nos animais
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tratados com PIS, como a atividade da SOD é maior, os niveis de 0,""
nos eritrécitos poderia ser menor, gerando menos peroxinitrito. Isto
aumentaria a biodisponibilidade de NO, atenuando o remodelamento
cardiaco e a apoptose apds o IM, como demonstrado por Smith e
colaboradores (2005).

Desta forma, verificamos que as alteragcdes observadas no
miocardio em decorréncia do IM refletem-se ao nivel sistémico. Por
isso, as medidas dos parametros de estresse oxidativo sistémico
podem ser adotadas para acompanhar a evolucao do estresse
oxidativo de pacientes no pds-IM.

Os efeitos dos produtos derivados da soja observados /in vitro e
in vivo neste estudo estdo relacionados a sua habilidade
antioxidante, fazendo destas, substancias promissoras a serem
investigadas como protetoras contra LPO e outros danos causados
pelos radicais livres.

Este trabalho demonstra, pela primeira vez, uma melhora da
funcdo ventricular pds-IM, evitando a progressdao ao estagio de IC

severa através da administracao dietética de PIS de forma preventiva.
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7. CONCLUSOES

O GS e a PIS, produtos ricos em isoflavonas, apresentam boa
quantidade e qualidade antioxidante /n vitro e, assim, foram capazes
de inibir a lipoperoxidacao hepatica induzida por um sistema gerador
de RLs.

A ligadura da artéria corondaria esquerda produziu, em ratos
tratados com caseina, infarto do miocardio, hipertrofia cardiaca,
disfuncdo sistdlica e diastélica severas, assim como congestdo
hepatica e pulmonar. Estas alteracdes sdo caracteristicas do quadro
de IC congestiva. A dieta com PIS reduziu estas alteragdes, sendo
que estes animais apresentavam-se no estagio de IC moderada.

A administracao de uma dieta rica em PIS reduziu o estresse
oxidativo cardiaco e sistémico em ratos sadios, indicando um papel
antioxidante preventivo deste produto.

A melhora na fungao hemodinamica e nos parametros
morfométricos se mostrou associada a uma reducdo do estresse
oxidativo cardiaco e nitrosativo sistémico nos animais infartados
tratados com PIS.

Desta forma, o presente estudo demonstrou a eficacia de uma
dieta com PIS em reduzir a disfungdao miocardica pos-infarto por
provavel acdao antioxidante.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir dos resultados encontrados neste estudo, surgiram

novos questionamentos sobre os efeitos da dieta a base de proteina

de soja na protecdao cardiovascular. Deste modo, sugere-se a

continuacao do estudo com ratos infartados e alimentados com PIS

através dos seguintes objetivos:

Verificar a expressdao génica das enzimas antioxidantes em
homogeneizado de tecido cardiaco, através de Western blot e
RT-PCR;

Avaliar a funcdo mecanica cardiaca, através da perfusao do
coragao isolado pelo método de Langendorff;

Analisar a funcdo endotelial através da avaliacao da reatividade
vascular nos animais alimentados com PIS;

Investigar mecanismos de agao da PIS na participacdao do
remodelamento ventricular avaliando: apoptose, citocinas
inflamatorias, metaloproteinases, etc.

Verificar se a dieta a base PIS, iniciada apés o infarto, é capaz
de prevenir a disfuncao ventricular na mesma proporgao

encontrada neste estudo.
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Abstract:

We investigated the effects of an isolated soy protein (ISP) diet offered during 9 weeks to rats
submitted to myocardial infarction (MI). Male Wistar rats were assigned into six groups: Sham
Casein (SC); Infarct Casein<25% (IC<25%); Infarct Casein>25% (IC>25%); Sham Soy (SS);
Infarct Soy<25% (IS<25%); and Infarct Soy>25% (IS>25%). MI surgery was performed at the
fifth week, and one month later, the animals were hemodynamically assessed to evaluate left
ventricular systolic pressure (LVSP), left ventricular end diastolic pressure (LVEDP), contractility and
relaxation indexes (* dP/dt), and mean aortic pressure (MAP). Immediately after, the rats were
sacrificed by decapitation, and hearts were excised. The scar tissue was separated to estimate the
infarct size. Lung and liver were also collected. Oxidative stress was evaluated in heart
homogenates through chemiluminescence (CL), carbonyl groups, and antioxidant enzyme activities
of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx). The infarcted
rats fed with casein showed cardiac hypertrophy, lung and liver congestion, increased LVEDP and —
dP/dt, decreased LVSP, + dP/dt, and MAP, typical signals of heart failure. Ventricular dysfunction
was correlated with increased myocardial oxidative damage as seen by CL and carbonyl groups
data (3 and 10-fold increase, respectively) in the infarcted group. ISP diet was able to improve
ventricular systolic and diastolic function and decrease oxidative stress in infarcted rats. The overall
results confirm the preventive role of soy-derived products in terms of post-MI myocardial

dysfunction probably by an antioxidant action.

Key words. heart failure, hemodynamics, infarction, oxygen radicals, isolated soy protein.
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1. Introduction

Coronary heart disease (CHD) is the leading cause of mortality in the industrialized world,
causing over 40% of all deaths in the United States and Western Europe [1]. In the past 30 years,
numerous studies have shown that soy consumption improves the plasmatic lipid profile and have
suggested that soy and soy components may protect against CHD [2, 3]. The exact mechanisms of
such protection are still under discussion. However, well-documented experimental studies have
shown beneficial effects of soy in serum lipids including [4], reduction of low-density lipoprotein
(LDL) cholesterol and triglycerides [5, 6], increasing LDL oxidation resistance [7], improving
vascular reactivity [8], inhibiting thrombus formation and suppressing smooth muscle cell
proliferation and migration [9], and reducing homocysteine concentrations may also contribute to
reduce CHD [10].

The Food and Drug Administration (FDA) in USA has recently approved a health claim for
soy since laboratory investigations, clinical trials and epidemiological data indicate that high soy
consumption (at least 25g per day) associated with low saturated fat intake reduce the risk of CHD
[11]. Soy products, as Isolated Soy Protein (ISP), contain a significant amount of isoflavones, such
as genistein and daidzein. The average dietary intake of soy protein in Eastern countries, such as
Japan, where the incidence of CHD is significantly lower compared with Western countries figures,
is around 55 g/day [3, 12].

Previous studies have indicated that isoflavones exhibit free radical-scavenging action [13,
14]. They also may increase the activity of antioxidant enzymes such as catalase, superoxide
dismutase, glutathione peroxidase and glutathione reductase, thus inhibiting the superoxide
generation by xanthine and xanthine oxidase system [15].

There is increasing evidence that oxidative stress plays a major role in the development and
progression of left ventricular (LV) remodeling and failure that occur after myocardial infarction
(MI). The degree of oxidative stress and the severity of subsequent myocardial damage might
depend on the imbalance between excess production of reactive oxygen species (ROS) and the

antioxidant defense within the heart. Increased ROS production can result in myocyte hypertrophy,
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apoptosis, and interstitial fibrosis, which may contribute to the development of depressed cardiac
function and progression of cardiac failure [16]. Khaper et al. [17] have demonstrated decreased
SOD expression in the infarcted rat heart. Other antioxidant defenses, catalase and glutathione
peroxidase, were likewise reduced in experimental MI [18]. The overexpression of glutathione
peroxidase inhibited LV remodeling and failure after MI in mice [19]. Therefore trong evidences
have been accumulated for potential benefits of soy products on cardiovascular disease; however
no study has assessed the association between dietary soy intake and cardiac function following
acute myocardial infarction (MI).

Thus, this study was designed to test the hypothesis that the use of an ISP diet improves the

ventricular function of infarcted rats, by modulating myocardial oxidative stress.

2. Material and Methods

2.1. Chemicals and Components of the diets

Casein was purchased from Farmaquimica, Porto Alegre, Brazil. Isolated soy protein (ISP -
Samprosoy 90LH) and soybean oil were gifted from Bunge Alimentos (now The Solae Company) -
Brazil. Mineral mixture and vitamin mixture were gifted from Roche Ltd. Fiber was gifted from
Colorcon do Brazil and choline bitartrate were gifted from Valdequimica Produtos Quimicos Ltda,
Porto Alegre, Brazil. L-metionine was purchased from Merck, Rio de Janeiro, Brazil. Tert-
Butylhydroquinone (TBHQ) was purchased from Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WI). All other

compounds were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA).

2.2. Animals and experimental groups
The experimental protocol was reviewed and approved by the Ethical Committee of Federal
University of Rio Grande do Sul and was consistent with the Guide for the Care and Use of

Laboratory Animals (NIH Publication No. 85-23, revised 1996). Twenty-one-day-old male Wistar
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rats were obtained from the Central Animal House of the Federal University of Rio Grande do Sul.
Animals were housed in metabolic cages (one animal each), received water and food ad libitum
and were maintained under standard laboratory conditions (controlled temperature of 21° C, 12
hours light/dark cycle). All animals were fed with the experimental diet for nine weeks and were
weighed weekly throughout the study. Food intake was measured three times a week.

Animals were assigned into six groups: (1) Sham Casein (SC), sham-operated, fed with
casein; (2) Infarct Casein<25% (IC<25%), infarct size less than 25%, fed with casein; (3) Infarct
Casein>25% (IC>25%), infarct size greater than 25%, fed with casein; (4) Sham Soy (SS), sham-
operated, fed with ISP; (5) Infarct Soy<25% (IS<25%), infarct size less than 25%, fed with ISP;

and (6) Infarct Soy>25% (IS>25%), infarct size greater than 25%, fed with ISP.

2.3. Diet

Diet composition were formulated according to the specifications of the AIN-93G [20] and
contained similar amounts of protein, fat, carbohydrates, minerals, and vitamin, except for the
protein source: casein or ISP (Table 1). The isoflavones in ISP content (analysis was performed at
Physical Chemistry Laboratory of the Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA,
Parana, Brazil) was reported as to be 189mg /100g of ISP, 126mg/100g of ISP in Aglycone

Equivalents.

2.4. Surgical procedure

Five weeks after the beginning of diet treatment, myocardial infarction (MI) was produced by
occlusion of the left coronary artery according to a technique described previously [21]. The
animals were submitted to surgical procedure of ligature of the descending anterior branches of
the left coronary artery or to a sham-operation in which all surgical procedures were performed
except that the suture around coronary artery was not tied. In brief, the animals were anesthetized
with ether, the skin was incised along the left sternal border, the anterior thoracic muscles were

dissected, the thorax was opened at the fourth intercostal space, the heart was eviscerated, and
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the anterior descending branches of the left coronary artery and vein were ligated between the
pulmonary outflow tract and the left atrial appendage with 6-0 mononylon thread (Ethicon, Brazil).
The heart was then returned into its original position and the thorax was closed with a suture
previously prepared. Respiratory movements usually stop when the thorax is opened and they
recover spontaneously as soon as the thorax is closed. Otherwise some positive ventilation cycles

were induced when spontaneous ventilation was not immediately recovered.

2.5. Hemodynamic assessment

Four weeks after surgery, the animals were weighed and anesthetized with ketamine
(90mg/Kg i.p.) and xylazine (10mg/Kg i.p.). A polyethylene catheter (PE 50) was connected to a
pressure transducer (Strain-Gauge-Narco Biosystem Transducer RP-155, Houston, Texas, USA) and
coupled to a signal amplifier (Pressure Amplifier HP 8805C) was inserted into the right carotid
artery and then advanced into the left ventricular cavity. Left ventricular end-diastolic pressure
(LVEDP), left ventricular systolic pressure (LVSP), contractile index (+dP/dt) and relaxation index (-
dP/dt) were recorded using an automatic acquisition system (AT/MCA CODAS-DATAC. Instruments,

Inc., Akron, Ohio, USA), with sampling frequency of 2KHz.

2.6. Determination of Infarct Size

At the end of the hemodynamic measurements, the animals were sacrificed by decapitation
and the hearts were rapidly excised. After blood washout, the ventricular chambers were dissected,
blotted, and weighed. The presence of infarction was easily confirmed by gross visualization of the
fibrous scar on the anterolateral region of the left ventricle. The scar tissue was separated from the
remaining left ventricular myocardium in the infarcted hearts under a microscope. Both fragments
were blotted and weighed, and their outlines were drawn on graph paper to estimate the
respective areas. Infarct size was calculated and reported as percent of the ventricular endocardial

surface covered with scar tissue [22].
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2.7. Morphometric evaluation

After hemodynamic recordings the animals were weighed and measured the naso-anal length
to determine the Lee Index, an easy method to determine obesity and to evaluate the nutritive
status [23]. The Lee Index is calculated by dividing the cube root of the body weight by the naso-
anal length. A figure of about 0.300 is considered normal. Immediately after the sacrifice, the
abdomen was opened by a midline incision; the heart, lungs and livers were rapidly excised, freed
from adhering tissues, and weighed. The right and left ventricle (plus septum) were dissected and
weighed. Ventricular hypertrophy was evaluated by chamber weight to body weight ratio.
Pulmonary and liver congestion were estimated by wet weight/body weight ratio. Abdominal
adipose tissues (perirenal fat, epididymal fat and mesenteric fat) were weighed. Brown adipose

tissue was dissected from between the scapular blades (interscapular region) and weighed.

2.8. Tissue preparation

Tissue from both ventricles (including the scar) was homogenized (1.15% w/v KCl and phenyl
methyl sulphonyl fluoride - PMSF 20 mmol/L) in Ultra-Turrax. The suspension was centrifuged at
600 g for 10 min at 0-4°C to remove the nuclei and cell debris [24] and supernatants were frozen

at -80°C, for further evaluations of carbonyl groups, chemiluminescence and enzyme activities.

2.9. Carbonyl Assay

Tissue homogenates samples were incubated with 2,4 dinitrophenylhydrazine (DNPH 10
mM) in 2.5 mol/L HCl solution for 1h at room temperature, in the dark. Samples were vortexed
every 15 min. Then 20% TCA (w/v) solution were added in tube samples, left in ice for 10 min and
centrifuged for 5 min at 1000 g, to collect protein precipitates. Another wash was performed with
10% TCA. The pellet was washed 3 times with ethanol: ethyl acetate (1:1) (v/v). The final
precipitates were dissolved in 6 mol/L guanidine hydrochloride solution, left for 10 min at 37°C,

and read at 360 nm [25]. Data expressed as nmol per milligram of protein of the homogenates.
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2.10. Tert-butyl hydroperoxide-initiated chemiluminescence

Chemiluminescence (CL) was measured in a liquid scintillation counter in the out-of-coincidence
mode (LKB Rack Beta Liquid Scintillation Spectrometer 1215, LKB — Produkter AB, Sweden). Tissue
homogenates samples were placed in low-potassium vials at a protein concentration of 0.5 -1.0
mg/mL in a reaction medium consisting of 120 mmol/L KCI, 30 mmol/L phosphate buffer (pH=7.4).
Measurements were started by the addition of 3 mmol/L tert-butyl hydroperoxide and data
expressed as counts per second per milligram of protein of the homogenates (cps/mg protein)

[26].

2.11. Antioxidant enzyme activities

Superoxide dismutase (SOD) activity, expressed as units per milligram of protein, was
measured by the method of Marklund [27]. Catalase (CAT) activity was determined by the method
of Aebi [28] and expressed as picomol of H,O, reduced per minute per milligram of protein.
Glutathione peroxidase (GPx) activity expressed as nanomols of peroxide/ hydroperoxide reduced
per minute per milligram of protein, was measured as described by Flohé and Gunzler [29].
2.12. Protein determination

Protein was measured by the method of Lowry et al. [30].
2.13. Statistical analysis

Data were expressed as mean + standard deviation (S.D.) and were compared by one-way
analysis of variance. The Student-Newman-Keuls post hoc test was used to determine significant
differences among individual groups. The Graphpad Instat 3.0 software (San Diego, California —
USA) was used. The correlation between two variables was analyzed by Pearson’s correlation.

Values of P < 0.05 were considered significant.
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3. Results
Food consumption

Food intake along the 9-week experimental period - The mean daily intake of the casein diet
group was 20,5 g while it was 18 g/day in the ISP diet group. Considering mean values of food

intake along the treatment, the animals under ISP diet received 7 mg isoflavones/day.

Morphological analysis

Table 2 shows several morphologic indexes of the six groups of rats. The body weight gain
was 12% less in the SS group as compared with the SC group (P<0.01). The Lee index and the
interscapulsar adipose tissue were similar in the six groups. Reduction of abdominal fat was
roughly 30% smaller in SS group as compared with SC group. The lung weight to body weight ratio
increased significantly in both infarcted groups in the casein diet, suggesting development of
severe heart failure in these animals. These changes were significantly attenuated in the infarcted
groups fed with ISP. Cardiac hypertrophy evaluated by the heart weight to body weight ratio was
observed in both infarcted groups under casein diet. In the group fed with ISP, the rats presenting
small infarcts did not develop cardiac hypertrophy which only appeared in the group ISP>25%
(large infarcts).
Hemodynamic parameters

Table 3 depicts the hemodynamic values recorded in anesthetized animals. Typical signals
of heart failure (increase in the LVEDP and decrease of +dP/dt max as well as decrease of arterial
pressure) were observed in the animals under casein diet, mainly in the group with large infarcts.
Thus LVEDP increased by 174% in the IC<25% group as compared to SC group and by 286% in
the IC>25% group as compared to SC group. The hemodynamic impairment of left ventricle
diastolic and systolic functions were significantly attenuated in the infarcted groups under ISP diet.
For example, in the IS<25% group LVEDP increased by 70% as compared to SS group and by

225% in the 1S>25% group, a value 104% and 61% smaller than that measured in the IC<25%
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and IC>25% group, respectively. The decrease of the left ventricle contractily index (+dP/dt max)
was 22% in the IC>25% and only 9% in the IS>25% group as compared to their respective

controls (SC and SS groups).

Myocardial oxidative stress

The enzymatic antioxidant defense was evaluated in heart homogenates of the six groups. It is
noteworthy that the antioxidant enzyme activity increased significantly in the uninfarcted rats fed
with ISP. SOD activity in the SS group increased by 72%, and CAT and GPx by 24% as compared
with the SC group (Table 4). Infarction decreased the activity of these enzymes. SOD activity was
96% higher in the 1S<25% group and 61% in the 1S>25% group than in the IC<25% and
IC>25% groups, respectively. Similar results were observed in relation to CAT activity; it was
increased by 43% in the I1S<25% group and 39% in the 1S>25% group as compared to IC<25%
and IC>25% groups, respectively. GPx activity was increased by 12% in the IS<25% group and by
25% in the IS>25% group as compared to IC<25% and IC>25% groups, respectively.

A huge enhancement of the protein oxidative damage, evaluated by the concentration of
carbonyl groups in tissue homogenates, was observed in the groups with large infarcts (Fig. 2A).
This increase, however, was importantly attenuated in the infarcted group fed with ISP. No
significant differences were found in this parameter in the groups with small infarcts as compared
to their controls.

Lipid peroxidation (LPO) estimated by tert-butyl-initiated chemiluminescence (CL), was
significantly reduced in sham-operated animals fed with ISP (SC = 5,900 + 700 cps/mg protein vs
SS = 4,600 + 900 cps/mg protein; P<0.001). CL increased significantly in both diet groups as the
infarct size increased. CL however was significantly attenuated in the infarcted rats fed with ISP
(Fig. 2B). Thus, LPO was increased by 149% in IC>25% group as compared to SC and only 54%
in IS>25% group when compared to SS.

LVEDP was positively correlated with CL in casein fed animals (r = 0.95; P = 0.04). This

correlation, however, was not found in the animals fed with ISP. LVEDP was positively correlated
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with carbonyl groups (r= 0.89; P = 0.01) in both casein and ISP and negatively correlated with

catalase activity (r= - 0.97; P = 0.001).

4. DISCUSSION

Despite the remarkable improvements in strategies for treating acute MI and subsequent heart
failure, understanding of the pathogenesis of heart failure remains a problem. In experimental
studies, occurrence of antioxidant deficit has been reported as one of the mechanisms for the
development of heart failure [31]. A growing body of evidence suggests that ROS play a major role
in the development and progression of LV remodeling and failure. In addition, antioxidants have
been shown to exert protective and beneficial effects in experimental heart failure [16, 17, 18, 19].
Soy protein intake has been associated with reduced CHD risk factors, previous studies have
suggested that the isoflavones are the cardioprotective component of soy, but there are other
components that may affect cholesterol metabolism (saponins, phytic acid and amino acid
composition) [32].

Myocardial infarct in rats has been used as a model for a few years. The great advantage of
this model is the possibility of keeping the animals alive for long periods until healing of the
infarcted myocardial area and appearance of signs of left ventricular remodeling occur. It is worth
remembering that after ligation of the left coronary artery, some animals developed extensive
infarcts, while others developed small infarcts, and others develop no infarct at all. Consistent with
previous studies [33], we observed variation in the infarct size from 10-40% of the left ventricular
endocardial circumference, being divided in two groups with infarct size smaller than 25% and
greater than 25%.

The body weight gain significantly decreased in rats fed with ISP as compared to with casein
diet group. Our results are in agreement with those observed by other studies [34, 35], which
found that the animals ISP fed displayed significantly less white adipose tissue and body weight as

compared to casein. While there is not extensive data on phytoestrogens and metabolism, other
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investigators have reported that genistein, increase lipolysis and decreases lipogenesis in rodent
adipocytes [36] by a tyrosine kinase independent mechanism.

Recent study indicated that high consumption of isoflavones in postmenopausal women has
been shown to be associated to lower body mass index than those consuming little or no
isoflavones [37]. Shinjo et al. [34] reported that soybean protein, compared to casein, did not
change total body fat content but significantly lowered the weight of intra-abdominal fat in Wistar
rat, like it was observed in our study.

Infarcted animals treated with casein have shown cardiac hypertrophy in both infarct size
groups. This process reflects an adaptive response of the myocardium as part of the ventricular
remodeling after-MI. This compensatory answer may initially restore stroke volume, but the
ventricular hypertrophy and dilation has been associated with a reduction in survival [38]. ISP diet
prevented the cardiac hypertrophy in the IS<25% group. Since ventricular hypertrophy is well
known to predict morbidity and mortality both in general population, this result shows a
cardioprotective effect of ISP diet [39].

The infarcted group fed with casein was characterized by lung and liver congestion as
compared to SC group and IS groups. These results suggest that these animals are in a congestive
heart failure stage. ISP diet completely prevented lung congestion in all the infarcted animals, and
liver congestion in the group with infarct size <25%, suggesting a better pump cardiac function.

Cardiac catheterization data reinforce this affirmation, since that ISP diet promoted
improvement of systolic and diastolic LV function in infarcted animals. MI in casein fed rats resulted
in a pronounced increase in LVEDP, which denotes an augmented residual volume. Associated with
this result, it was demonstrated a decrease in the relaxation index (-dP/dt) in infarcted animals.
These changes are similar to those reported earlier indicating that rats are in the heart failure
stage [38]. ISP diet was able to modulate these changes in such way that they appear only in the
1S>25%, being these parameters comparable to IC<25%. Systolic function (evaluated by LVSP and
+dP/dt) was also depressed in MI groups, however in IS groups left ventricle function was not so

impaired. MAP was depressed in the IC and IS groups, and it was not changed with ISP treatment.
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The overall hemodynamic results demonstrate that ISP treatment avoid the progression of MI to a
severe heart failure stage, suggesting that ISP treated animals are in a stage of mild heart failure.

As reported by other study [18] heart failure subsequent to MI in rats is correlated to a
decrease in antioxidant enzyme activities as well as an increase in oxidative stress. The present
study showed that a depressed left ventricular function in the MI rats was also associated with a
decrease in the antioxidant enzymes SOD, CAT and GPx, and demonstrated that ISP diet has
improved antioxidant enzymatic activity when compared with casein diet. SOD and CAT activities
were higher in ISP group than casein, in both infarct sizes. These data clearly revealed that an
increase in myocardial antioxidants helps to sustain cardiac function subsequent to MI, thus
suggesting that a decrease in antioxidant reserve may be a causative factor. The depressed cardiac
function was associated with an increase in oxidative damage, as shown by a significant positive
correlation between CL and LVEDP and carbonyl groups, as well as an inverse correlation between
LVEDP and catalase activity in casein infarcted groups. These data are in accordance with other
studies that emphasize the augmented ROS production during MI, leading to oxidative damage to
myocardial lipids and proteins. It is important to highlight that lipid peroxidation is correlated to the
elevation in LVEDP only in casein fed rats. When ISP was included in the diet this correlation was
not seen.

Another noteworthy result is the reduction in oxidative stress observed in uninfarcted rats
fed with ISP as compared to casein. This result reinforces the preventive role of ISP against
oxidative stress and its prescription to healthy subjects.

Thus, this study demonstrates, for the first time, an improvement in ventricular function after
MI avoiding the progression to a severe heart failure stage through ISP administration. The overall
results confirm the preventive role of soy-derived products in terms of post-MI myocardial
dysfunction probably by an antioxidant action.
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Captions to figure:

Figure 1. Effects of 9 weeks diet treatment on oxidative damage in
cardiac muscle homogenates from the different groups. A -
Oxidative damage on proteins - radical-mediated protein oxidation as
indicated by carbonyl groups. B - Oxidative damage on lipids-tert-
butyl hydroperoxide-induced chemiluminescence. Data expressed as
mean = SD of 8 animals/group. The legends groups are in the Table
2. different from SC (P<0.001); °different from IC<25% (P<0.001);
“different from SS (P<0.01); “different from IC>25% (P<0.001) and

“different from SS (P<0.001).
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Table 1.

Diet Composition

Ingredients

Casein (g/kg)

Isolated Soy Protein (g/kg)

Casein (86.7% protein)**

Isolated soy protein (92%

protein)**
Cornstarch
Sucrose
Soybean Oil
Fiber

Mineral mixture (AIN-93G-MX)
Vitamin mixture (AIN-93-VX)

L-Metionine
Choline bitartrate

Tert-Butylhydroquinone (TBHQ)

211

520

100

70

50

35

10

1.5

2.5

0.014

206

525

100

70

50

35

10

1.5

2.5

0.014

Diet compositions were based on AIN-93G diet [20].
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Table 2.

Morphometric parameters of the experimental groups after 9 weeks of treatment.

Parameter SC I1C<25% IC>25% SS 1S<25% 1S>25%
Body weight gain (g) 282 + 11 264 + 16 257 + 6.6° 248 + 11° 247 + 5.0° 232+ 8.0°
Heart weight/ BW 2.8+ 0.3 33+ 033 3.3+ 0.11° 2.8+ 0.2 29+ 0.13¢ 3.4+ 03¢
(mg/9)
Abdominal adipose 17+ 1.9 15+ 1.9° 13+ 0.7 12+ 1.5f 9+ 0.4 9+ 0.6
tissues (g)
Interscapular brown 0.95+ 0.1 0.94+ 0.09 0.87+ 0.07 1.1+ 0.08 0.98+ 0.06 1.0+ 0.09
adipose tissue (g)
Lee Index 0.29 + 0.001 0.29 + 0.001 0.29 + 0.001 0.29 + 0.001 0.29 + 0.001 0.29 + 0.001
Lung wet/BW (mg/g) 6.6 +1.3 8.2+0.7°¢ 11.6 + 2.6 6.01+ 0.6 5.9+ 0.8%¢ 6.9+ 0.6°
Liver wet/BW mg/g) 314+22 36.3 £3.2f 37.7 £ 0.6 31.6+ 1.4 32.7+1.2%¢ 35.2+ 1.0°9

Data expressed as mean + SD of 8 animals/group. BW, Body weight. Abdominal adipose tissues

(epididymal, perirenal and mesenteric). SC, sham-operated, fed with casein; IC<25%, infarct size

less than 25%, fed with casein; IC>25%, infarct size greater than 25%, fed with casein; SS, sham-

operated, fed with ISP; IS<25%, infarct size less than 25%, fed with ISP; and I1S>25%, infarct size

greater than 25%, fed with ISP.

Adifferent from SC (P<0.01); °different from SC (P<0.05); “different from IC<25% (P<0.05);

ddifferent from SS (P<0.05); Sdifferent from IC>25% (A<0.001); ‘different from SC (P<0.001);

Sdifferent from SS (P<0.01).
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Table 3.

Hemodynamic parameters of the different groups after 9 weeks of diet treatment.

Parameter SC IC<25% IC>25% SS IS<25% 1S>25%
LVSP (mmHg) 148+ 7.3 116 £ 9.9° 90 + 7.8*° 142+ 7.5 128 £7.9%F 110 + 4.8%¢
LVEDP (mmHg) 57+0.6 15.6 £ 0.5° 22.0 + 0.9 51+0.5 8.7+1.2%  16.6 + 1.29k
*dP/dt (mmHg/s) 7181+ 687 6061 +267° 5611+ 751> 7186+493 7013 +141° 6570 + 276"
‘dP/dt (mmHg/s)  -5610 + 254 -5009 + 103*  -4693 + 99"  -5433 + 344 -5253+ 196 -5085 + 125

MAP (mmHg) 121 + 13 104 + 12 86 + 9*9 122 +8 106 + 49 96 + 8

Data expressed as mean + SD of 8 animals/group. The legend groups in Table 2. LVEDP, left

ventricular end diastolic pressure; LVSP, left ventricular systolic pressure; * dPdt, derivative of left

ventricular pressure; MAP, mean aortic pressure. 2different from SC (A< 0.001); °different from

IC<25% (P<0.001); “different from SS (P<0.01); “different from IC>25% (P<0.001); ©different

from 1S<25% (P<0.001); fdifferent from IC<25% (P<0.05); Sdifferent from IC<25% (P<0.01);

"different from SS (P<0.05); 'different from IC>25% (P<0.05); 'different from SC (P<0.05);

kdifferent from SS (P<0.001).
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Table 4.

Antioxidant enzyme activities of SOD, CAT and GPx in cardiac muscle homogenates from the

different groups after 9 weeks of diet treatment.

Parameter SC IC<25% IC>25% SS 1S<25% 1S>25%
SOD (U/mg prot) 226+3.0 13.7+3.1* 12.8+1.1® 389+3.8 26.9+2.4°  20.6+2.3%¢
CAT (pmol/mg prot) 76.6+7.6 523+6.7%° 374+57° 947+11.4° 751+4.7° 51.9+4.0%f
GPx (nmol/min/mg prot) 146423 11.1+1.8° 75+1.7% 18.1+1.9° 12.4+ 1.2° 9.4+ 1.7%"

Data expressed as mean + SD of 8 animals/group. The legend groups in Table 2. *different from
SC (P<0.001); “different from SS and IC<25% (P<0.001); “different from SS and IC>25%
(P<0.001); ddifferent from 1S<25% (P<0.01); ®different from IC>25% (P<0.01); 'different from

SS (P<0.001); 9different from IC<25% (P<0.01) and "different from I1S<25% (P<0.05).
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Abstract

The total antioxidant reactivity (TAR) and total radical-trapping antioxidant
potential (TRAP) of the antioxidants were quantified in hypocotyl of soybean (HS) and isolated
soy protein (ISP). Inhibition of lipid peroxidation (LPO) by HS and ISP was measured in liver
homogenates. In other experiment, an ISP diet was offered during 9 weeks to rats myocardial
infarction (MI) divided into 4 groups: Casein; Soy; Infarcted Casein; Infarcted Soy. LPO,
antioxidant enzyme activities and nitrites/nitrates were determined in blood. HS has about 3x
more TAR than ISP, but both products exhibited same TRAP. Inhibition of LPO by HS and ISP
was proportional (81% and 79%, respectively). ISP diet increased antioxidant enzymes and
nitrites/nitrates. MI increased LPO (by 155%) and ISP diet reduced it by 30%. The
results indicate that the HS and ISP have a good quantity and quality of antioxidants and that

the ISP diet increased the antioxidant reserve and reduced oxidative damage induced by MI.

Key words: peripheral markers of oxidative stress; isoflavones; soy derived

products; myocardial infarction; antioxidant enzymes; lipid peroxidation.
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Introduction

All plant foods have complex mixtures of chemicals including both
nutrients and biologically active nonnutrients, referred to as nutraceuticals or
phytochemicals. Soy is known for having high concentrations of several
physiologically-active phytochemicals, including isoflavones, phytate, saponins,
phytosterols and protease inhibitors. Soybean and soy products are a
particularly abundant source of isoflavones. They contain approximately 0.2 -
1.6 mg of isoflavones/g dry weight [1].

Isoflavones are a subclass of a large and ubiquitous group of
nutraceuticals called flavonoids. The primary isoflavones in soy are genistein
(4'5,7-trihydroxy-isoflavone) and daidzein (4’,7-dihydroxy-isoflavone), and their
respective B-glycosides, genistin and daidzin. There are also small amounts of a
third isoflavone in soy, glycitein (7,4’-dihydroxy-6-methoxy-isoflavone) and its
glycoside, glycitin [2]. The flavonoids are members of a class of natural
compounds that recently has been the subject of considerable scientific and
therapeutical interest. One of the most useful properties of many flavonoids is
their ability to scavenge free radicals [3].

Previous works have indicated that isoflavones exhibit free radical-
scavenging action [4], may increase the activity of antioxidant enzymes [5]. It
has also been recently demonstrated that genistein and daidzein at
physiologically achievable levels elevate significantly the concentrations of
glutathione in human endothelial cells [6].

Free radicals have been implicated in the pathophysiology of a large
number of diseases and this role has been attributed to their high reactivity and

deleterious effects on cell structures. Because of their high reactivity, they may
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interact with biomolecules, inducing oxidative injury. Flavonoids, such as
isoflavones, are excellent agents to maintain the oxidative stress under control,
but they have to be taken regularly and in considerable amounts due to their
short half-lives in the body (1-2hr) [7].

Of great interest is the study of cardioprotection because of the high
incidence and prevalence of coronary heart disease [8] and heart failure is the
major cause of mortality in Western countries. The progress made in our
understanding of the pathophysiology and treatment of congestive heart failure
would not have been possible without using a number of animal models of heart
failure. These experimental models are required to better understand the
progression of the disease and elaborate new therapies [9].

Many studies have highlighted the role of oxidative stress in heart failure
pathogenesis [10]. We can access oxidative stress by measuring some peripheral
markers in the systemic blood, which reflect the balance of reactive oxygen
species (ROS) production and the antioxidant reserve in the different tissues
[11]. In this way, oxidative stress evaluation in erythrocytes using standardized
methods can be useful to assess this complex phenomenon in experimental
models as well as in a clinical situation.

Thus, the aim of this work was to analyze the content of isoflavones in
two different soy derived products, evaluating its quantity and quality of
antioxidants, and to test the effectiveness of these products in scavenging ROS
derived from an in vitro free radical generating system.

It was also our objective to verify if a soybean enriched diet offered to
rats could, by increasing the antioxidant reserve of the erythrocytes, protect

them against oxidative stress induced by myocardial infarction in vivo.
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Materials and Methods

Isoflavones analysis. Isoflavones were extracted from 100 mg of the
samples - milled roasted hypocotyl (germ) of soybean (HS) and isolated soy
protein (ISP). Samples were placed in test tubes with 4.0 mL of 70 % aqueous
ethanol solution containing 0.1 % acetic acid, at room temperature for 5 hours;
test tubes were shaked, every 15 minutes. After extraction, the extracts were
stored in a freezer to proceed the HPLC analysis. For the HPLC analysis, the
samples were centrifuged for 10 min at 13,500 rpm, at 10 ©C. After
centrifugation, 80 puL of the supernatant were transferred to the microtubes of
the HPLC apparatus auto sampler racks. The volume injected was 10 plL.
Isoflavones analysis was performed on ODS C-18 column (YMC-Pack ODS-AM), 5
micron particle size, 120 A (250 x 4.6 mm I.D.) with a Metaguard guard column.
The mobile phase solvent A was a solution of acetonitrile and 0.1 % (w/v) acetic
acid, while solvent B was a solution of water and 0.1 % acetic acid. Initial
gradient was 20 % for the solvent A and 80 % solvent B at flow rate of 1 mL per
min, then developed with a linear gradient to 50% solvent A in 20 min and 100
% for next 5 min, and returning to the initial 20 % for the last 15 min. The
complete elution of each sample was performed in 40 min. The wavelenght
monitored and used for peaks integration was 260 nm. Isoflavone peaks were
identified by their spectra and retention time. Standard curves were prepared
with pure isoflavone standards (0.0125 mg/mL) of daidzin, daidzein, genistin and
genistein (Sigma - St. Louis, MO, USA) and molar extinction coefficients obtained
from these curves were used to determine the levels of all forms of the
isoflavones in the HS and ISP used in this study [12]. Protein was measured by

the Kjedahl method [13].
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Total antioxidant reactivity (TAR) assay. The TAR assay is based on
luminol-enhanced chemiluminescence (CL) induced by an initiator 2.2 "azo-bis (2-
amidinopropane) dihydrochloride (ABAP). CL was measured in a liquid
scintillation counter in the out-of-coincidence mode (LKB Rack Beta Liquid
Scintillation Spectrometer 1215, LKB - Produkter AB, Sweden). The assay
conditions were as described before [14]. TAR values were expressed as
equivalents of Trolox concentration per milligram of protein. It was analyzed the

TAR of HS and ISP in the final concentration: 2 % w/v.

Total radical-trapping antioxidant potential (TRAP). The total
radical-trapping antioxidant potential (TRAP) represents the total antioxidant
capacity of the soy product and was determined by measuring the luminol CL
intensity induced by ABAP [14]. The results were represented as nmol/L
Trolox/mg protein. It was analyzed the TRAP of HS and ISP in the following final

concentrations: 2 % w/v.

Inhibition of thiobarbituric acid reactive substances method
(TBARS) formation. Rat liver homogenates were incubated at 37 °C for 15 min
in the presence of HS and, ISP; controls were incubated with medium only (in 10
mmol/L potassium phosphate buffer, pH 7.6). The final concentrations of each
substance in the incubation medium were 2 %. After incubation, it was added
the free radicals generator system with 0.5 mmol/L 30 % of H,0;, 1.0 mmol/L
ascorbic acid and 0.02mmol/L ferrous sulfate [15] and were incubated at 37 °C
for 30 min. Aliquots were taken to measure TBARS. Results are mean = S.D.M. of
6 experiments performed in duplicate.

For the TBARS assay, trichloroacetic acid (10 % w/v) was added to the
homogenate, and this mixture was then centrifuged (1000 g, 3 min) [16]. The

protein-free sample was extracted and thiobarbituric acid (0.67 % w/v) was
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added to the reaction medium an incubated at 100°C for 15 min. Absorbency
was read at 535 nm in a spectrophotometer. Commercially available
malondialdehyde was used as a standard. Results were expressed as % of
inhibition of TBARS formation.

Chemicals and components of the diets. Casein was purchased from
Farmaquimica, Porto Alegre, Brazil. Isolated soy protein (ISP — Samprosoy 90LH)
and soybean oil were obtained gratis from
Bunge Alimentos (now The Solae Company, Esteio, Brazil). Mineral mixture and
vitamin mixture were obtained gratis from Roche Ltd., fiber from Colorcon do
Brazil and Choline bitartrate from Valdequimica Produtos Quimicos Ltda, Porto
Alegre, Brazil. L-metionine was purchased from Merck, Rio de Janeiro, Brazil.
Tert-Butylhydroquinone (TBHQ) was purchased from Aldrich Chemical Co.
(Milwaukee, WI, USA). All other compounds were purchased from Sigma (St.
Louis, MO, USA).

Animals and experimental groups. The experimental protocol was
reviewed and approved by the Ethical Committee of Federal University of Rio
Grande do Sul. Twenty-one-day-old male Wistar rats were obtained from the
Central Animal House of the Federal University of Rio Grande do Sul. Animals
were housed in metabolic cages (one animal each), received water and food ad
libitum and were maintained under standard laboratory conditions (controlled
temperature of 21 °C, 12 hours light/dark cycle). All animals were fed with the
experimental diets for nine weeks, from the 3™ to the 12" weeks of life, and
were weighed weekly throughout the study.

Animals were assigned into four groups: (1) Sham Casein (SC), sham-
operated, fed with casein; (2) Sham Soy (SS), sham-operated, fed with ISP; (3)
Infarct Casein (IC), infarcted, fed with casein; (4) Infarct Soy (IS), infarcted,
fed with ISP.
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Diet. Diets compositions were formulated according to the specifications
of the AIN-93G [17] and contained similar amounts of protein, fat,
carbohydrates, minerals, and vitamin, except for the protein source: casein or
ISP (Table 1). Food intake was measured three times a week, along the 9-week
experimental period. The mean daily intake of the SC group was 21 g while it
was 18 g/day in the SS group. Considering mean values of food intake along the
treatment, the animals under ISP diet received 7 mg all forms isoflavones/day
which is 5 mg in aglycone equivalents.

Myocardial infarction induction and infarct size determination. Five
weeks after the beginning of diet treatment, myocardial infarction was produced
by occlusion of the left coronary artery according to a technique described
previously [18, 19]. A sham-operation was performed in the control groups in
which all surgical procedures were performed except that the suture around
coronary artery was not tied. The presence of infarction was easily confirmed by
gross visualization of the fibrous scar on the anterolateral region of the left
ventricle after sacrifice by decapitation. The scar tissue and the remaining left
ventricular myocardium were blotted and weighed, and their outlines were drawn
on graph paper to estimate the respective areas. Infarct size was calculated and
reported as percent of the ventricular endocardial surface covered with scar
tissue [19].

Blood samples preparation. Immediately before the sacrifice, blood
samples were collected by cardiac punction (2 mL in heparinized tubes). The
samples were centrifuged for 10 minutes at 1000 g (Sorval RC 5b-rotor SM 24,
Du Pont Instruments, USA), and the plasma was separated for further assays of
nitrites and nitrates. Afterwards, the erythrocytes were washed out with a saline
solution (NaCl 0.9%), and used for further assays of oxidative stress. After blood

collection, animals were killed by decapitation.
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Peripheral markers of oxidative stress. In order to evaluate lipid
peroxidation (LPO), tert-butyl hydroperoxide (tBOOH)-initiated
chemiluminescence (CL) technique was analyzed in the red blood cells. CL was
measured in a liquid scintillation counter in the out-of-coincidence mode (LKB
Rack Beta Liquid Scintillation Spectrometer 1215, LKB — Produkter AB, Sweden)
as described before [20]. Data were expressed as counts per second per
milligram of the blood sample hemoglobin (Hb) (cps/mg Hb). Antioxidant enzyme
activities were also determined. Superoxide dismutase (SOD) activity, expressed
as units per milligram of protein, was based on the inhibition of the superoxide
radical reaction with pyrogallol. Absorbance changes were measured at 420 nm
for 2 min [21]. Catalase (CAT) activity was determined by following the decrease
in 240-nm absorption and expressed as picomol of H,0, reduced per minute per
milligram of protein [22]. Glutathione peroxidase (GPx) activity expressed as
nanomols of peroxide/ hydroperoxide reduced per minute per milligram of
protein, was measured by following NADPH oxidation at 340 nm as described by
Flohé and Gunzler [23].

Nitrites and nitrates. Total plasmatic nitrites and nitrates concentration
were determined according to the method of Granger et al., 1999 [24]. The
plasma samples were incubated with enzymatic cofactors and nitrate reductase
(1.75 U/mL) for 30 minutes at room temperature to convert nitrite to nitrate.
Adding Griess reagent (1 g sulfanilamine, 0.1 g de naftiletilenodiamine, 2.3 mL
de ortofosforic acid 85%, and 97.7 mL water) to the reaction medium evoked the
reaction. The reaction medium consisted of: Tris 1 mol/L, pH 7.5; NADPH 0.02
mmol/L; glucose-6-phosphate 5mmol/L; glucose-6-phosphate-dehiydrogenase 10
U/mL e nitrate reductase 0.1 U/mL. Absorbency was read at 540 nm in a

spectrophotometer and the results were expressed as pymol/L.
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Protein and hemoglobin determination. Protein was measured by the
method of Lowry et al., using bovine serum albumin as the standard [25]. The
hemoglobin determination was assessed by the conversion of hemoglobin to
cyanomethaemoglobin by the Drabkin reagent measured against a standard curve
[26].

Statistical analysis. Data were expressed as mean + standard deviation
of the mean (S5.D.M.) and were compared by one-way analysis of variance. The
Student-Newman-Keuls post hoc test was used to determine significant
differences among individual groups. The Graphpad Instat 3.0 software (San

Diego, California — USA) was used. Values of P<0.05 were considered significant.

Results

Table 2 shows the content of isoflavones in HS and ISP analyzed by HPLC.
The HS showed higher amount of total isoflavones content and higher content of
daidzin (9x more), genistin and mal-daidzin than ISP. However, ISP
demonstrated higher amounts of genistein (4. 5x more), and mal-genistin (4. 5x
more) than HS.

We tested the in vitro effect of the two soy products at 2 % w/v
concentration in the total antioxidant reactivity (TAR) assay, which is based on
luminol-enhanced CL induced by an ABAP initiator. Comparing the two products
in terms of TAR, it was observed that HS has about 3 times more antioxidant
reactivity as compared to ISP. However, the two soybean derived products
presented the same TRAP, which means that the total amount of antioxidant is
similar in both products (Figure 1 A and B).

In the following experiment, a significant concentration of free radicals,
especially hydroxyl radical, was produced by means an in vitro free radicals
generator system, which induces the Fenton reaction in rat liver homogenates.
The resulting LPO was quantified by means of TBARS method. In this reaction
medium, it was added the HS or the ISP (2 % w/v) at physiological condition,

promoting a inhibition in the LPO (Figure 2). The control value was 5.95 umol
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MDA/ mg protein. The two products were able to inhibit the TBARS formation in
the same proportion (by 81 % and 79 % for HS and ISP, respectively).

In Table 3, it was evaluated the systemic oxidative profile of rats treated
with ISP or casein diet. It was determined erythrocytes CL, SOD, CAT, and GPx.
In the ISP fed rats, the three antioxidant enzymes were found to be increased
(by 49%, 142%, and 11% for SOD, CAT, and GPx respectively) while CL has
been slightly reduced but not significantly as compared to casein diet. In
plasma, the nitrite and nitrate levels were significantly increased (by 86%, and
50%, respectively) in ISP fed rats.

Since we have demonstrated the importance of ISP diet administration to
healthy animals, we decided to study the antioxidant effect in a cardiovascular
disease model.

Thus, we offered an ISP diet to rats submitted to myocardial infarction
and we have studied plasma and erythrocytes oxidative stress at four weeks
after surgery. Rats in the infarcted groups have shown an infarct size area of
about 36% of the left ventricle mass (data not shown). Table 3 shows an
increased LPO in the infarcted animals treated with casein (IC) as compared to
SC. However, when ISP was administered, it was observed a reduction by 30 %
(p<0.05) in CL in the IS as compared to IC group.

In the Table 3, it can be also observed that myocardial infarction induced
a reduction of antioxidant enzyme activities. In the infarcted group treated with
casein (IC), antioxidant enzymes were reduced by 35%, 75%, and 22% for SOD,
CAT, and GPx, respectively. In the group treated with ISP diet (IS), this
reduction was not so pronounced (26%, 67%, and 18% for SOD, CAT, and GPx,
respectively).

We have evaluated the role of NO, through the measurement of its

metabolites (nitrates and nitrites) in plasma (Table 3). It was observed a great
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decrease (by 86%) in plasmatic content of nitrites and nitrates in the infarcted
rats fed with casein. This reduction was attenuated in the ISP diet rats, being
about 78% less than the control (SS). By the same way that it was observed in
enzymatic activity, nitrite and nitrate content was also increased (by about
68%) in noninfarcted animals receiving ISP diet (SS) as compared to SC.

Discussion

Many studies have demonstrated the potential benefit of soybean derived
products consumption in the diet, associating their effects to the presence of
antioxidants [27].

Our intention in this study was to test if soy derived products could
exhibit in vitro and in vivo antioxidant activity.

To a correct interpretation of data, it was necessary to analyze first the in
vitro antioxidant capacity of the soybean products to be used in this study. For
this reason, we used three different methods: the total radical trapping
antioxidant potential (TRAP), total antioxidant reactivity (TAR) and the
inhibition of lipid peroxidation in rat liver homogenates.

To define the quality of the antioxidants present in the soy derived
products, it was performed TAR technique. In this study, we observed that HS
has greater TAR values than ISP. When the chemical analysis of the products was
performed, it was seen that they present the same flavonoids but in different
concentrations. HS has greater amounts of the glycoside isoflavones (especially
daidzin) whereas in ISP daidzein and genistein are the main aglycone isoflavones
[28]. These differences justify the distinct antioxidant reactivity of these
compounds.

TRAP evaluation of the two compounds revealed that both products have
similar levels, which means that they may scavenge the same quantity of free

radicals.
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To test if the antioxidants present in the soy derived products could
interact in a biological system, it was analyzed the percentage of inhibition of
lipid peroxidation. Lipid peroxidation was generated by the addition of hydrogen
peroxide, ascorbic acid and ferrous sulfate that produces oxidative damage to
the liver membrane lipids. ISP or HS addition to this incubation medium was able
to reduce the lipid peroxidation products. Both products exhibited similar
percentage of LPO inhibition, indicating that these products have a good activity
as free radical scavengers in a biological system.

As observed from the /n vitro studies, ISP has a good antioxidant capacity
(besides of having less antioxidant reactivity than HS). However, ISP
bioavailability is higher than HS, since it has more aglycone isoflavones. Setchel
et al., 2002 [29] demonstrated that isoflavone glycosides are not absorbed
directly unless they are hydrolyzed by the intestine enzymes or microbial
enzymes. Izumi et al., 2000 [30] found that aglycones were absorbed faster and
in greater amounts than glycosides forms.

Thus, we decided to use ISP administered in diet to rats in an attempt to
demonstrate its possible protecting role /n vivo.

Systemic oxidative stress biomarkers analysis demonstrated that ISP fed
rats have shown amelioration in all the parameters analyzed. It is interesting to
note the great increase in the erythrocytes antioxidant enzyme activities of SOD
and CAT. This coincides with other reports in literature using isolated isoflavones
in diet [31]. Oxidative damage to erythrocytes membrane lipids, evaluated by CL,
was not altered significantly when ISP diet was administered. Nitric oxide (NO)
metabolites (nitrite and nitrate) levels were also analyzed in the plasma of the
animals fed with casein or ISP diet. It was observed an increase in NO,

suggesting higher NO plasmatic concentration in ISP fed rats than in controls.
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Actually, it was seen an increase in endothelial NO synthase (eNOS) expression
when genistein was offered in diet [32].

In our study, when rats where submitted to a chronic oxidative challenge
by means a coronary artery ligation, producing myocardial infarction, it was
noted an evident increase in lipid peroxidation estimated by CL. However, in the
animals that received ISP diet, CL was significantly reduced as compared to their
respective controls. Myocardial infarction produces a great elevation in ROS
production [33]. The ISP diet administration, which contains many phenolic
compounds capable to scavenge ROS (responsible for CL generation) was able to
reduce erythrocytes CL.

It is also remarkable that, in face of the oxidative stress imposed by
myocardial infarction, the ISP fed rats have more antioxidant enzyme protection
than those treated with casein.

Considering that myocardial infarction generates a great amount of
superoxide anion (0,°") and that its detoxificating enzyme SOD has its activity
more preserved in the ISP fed rats, it would be reasonable to think that part of
the toxic effect of O,"" would be neutralized in these animals.

H,O0, formed in the dismutation reaction of O,* would be rapidly consumed
by CAT, enzyme that has been increased about 100% its activity in the healthy
animals that consumed ISP diet (SS). When oxidative stress is installed by
myocardial infarction induction, animals that received ISP diet are probably more
adapted than their controls, since CAT activity is significantly enhanced. If CAT
is elevated, it will eliminate the H,0, formed in the oxidative process. H,0, may
diffuse from the myocardial infarcted area to the blood and it would be the main
prooxidant in erythrocytes and the agent of damage in these cells.

The third antioxidant enzyme studied (GPx) also shown a similar profile of

oscillation than the other two, but not so expressive.
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In terms of plasmatic NO metabolites, we have seen a significant decrease
in these parameters not only in the casein treated animals submitted to
myocardial infarction but also in the ISP ones. However, this reduction was not
so marked in the ISP fed rats. As cited before, the increased ROS production in
MI [33] summed to elevated NO levels, would yields to the production of
peroxynitrite (ONOQO"), a very strong oxidant. In the ISP treated animals, since
SOD activity is higher than in controls, 0,° levels in erythrocytes would be less,
generating less ONOO’™. This could promote a greater NO bioavailability,
attenuating the cardiac remodeling and apoptosis after myocardial infarction, as
demonstrated by Smith et al., 2005 [34]. The aspects of cardiac remodeling were

not the focus of this paper.

Conclusion

In conclusion, the data presented in this paper allow to estimate the
importance of soybean derived products consumption to healthy subjects since
these products are able to increase the antioxidant reserve in blood. The /in vitro
and /in vivo effects of soy derived products observed in this study are related to
their antioxidant ability, making them promising substances to be investigated as
water-soluble protectors against lipid peroxidation and other free radical-

mediated cell injuries.
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Captions to figures:

Figure 1. A - Total antioxidant reactivity (TAR) levels of Hypocotyl of
Soybean (HS) and Isolated Soy Protein (ISP). Results are mean =+
S.D.M. of experiments performed in triplicate. TAR is calculated as
pmol eq. of Trolox per mg protein. *p<0.01. B - Total radical-trapping
antioxidant parameter (TRAP). Results are mean + S.D.M. of
experiments performed in triplicate. TRAP is calculated as nmol of

Trolox per mg protein.

Figure 2. Thiobarbituric acid reactive substances method (TBA-RS) of
Hypocotyl of Soybean (HS) and Isolated Soy Protein (ISP) expressed
as percentage of inhibition of malondialdehyde. Results are mean +
S.D.M. of 6 animals/group. TBARS is calculated as pmol of
malondialdehyde per mg protein.
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Table 1

Diets Composition

Ingredients Casein Isolated Soy Protein
g/kg g/kg
Casein (86.7% protein)** 211 _
Isolated soy protein (92% protein)** _ 206
Cornstarch 520 525
Sucrose 100 100
Soybean Qil 70 70
Fiber 50 50
Mineral mixture (AIN-93G-MX) 35 35
Vitamin mixture (AIN-93-VX) 10 10
L-Metionine 1.5 1.5
Choline bitartrate 2.5 2.5
Tert-Butylhydroquinone(TBHQ) 0.014 0.014

Diet compositions were measured in grams per kilograms, based on AIN-
93G diet (Reeves et al, 1993). **Content analysis was performed at
Physical Chemistry Laboratory of the Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA), Parana, Brazil.
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Table 2
Content of isoflavones (in mg/ 100g of the product) in hypocotyl of

soybean and isolated soy protein

Product Isoflavones Content

(mg/ 100g product)

Isoflavones Hypocotyl of soybean Isolated Soy Protein
Daidzein 21.8 24.4
Genistein 5.2 23.2
Daidzin 186.5 19.7
Genistin 63.2 34.1
Mal-Daidzin 52.7 21.4
Mal-Genistin 14.6 66.2
TOTAL 344 189

Content analysis was performed at Physical Chemistry Laboratory of
the Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA),
Parand, Brazil. Was reported as 189mg all forms/100g of ISP, which
is 126mg/100g of ISP in Aglycone Equivalents
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Table 3.
Effects of 9 weeks diet treatment on plasma and erythrocytes antioxidant

parameters in the different experimental groups

Parameter SC SS IC 15
Erythrocytes
CL (cps/mg Hb) x103 9,50+0,9 8,10+0,8 24,2+1,7° 18,2+1,9%¢
SOD (U/mg prot) 7.8+1.1 11.6+1.3¢ 5.1+0.9° 8.6+0.8%"
CAT (pmol/mg prot) 2.4+0.3 5.8+0.5° 0.6+0.1° 1.9+0.3°
GPx (nmol/min/mg prot) 7.0+0.5 7.8+0.5¢ 5.6+0.6¢ 6.4+0.6'
Plasma
[Nitrite] (uM) 0.14+0.01 0.26+0.01° 0.02+0.003° 0.06+0.002% "¢
[Nitrate] (uM) 1.03+0.04 1.55+ 0.05% 0.14+0.02° 0.32+0.02%%¢

Data expressed as mean + SD of 8 animals/group. Sham Casein (SC), sham-
operated, fed with casein; Sham Soy (SS), sham-operated, fed with ISP;
Infarct Casein (IC), infarcted, fed with casein; Infarct Soy (IS), infarcted,
fed with ISP. Z2different from SC (P<0.001); °different from SS (P<0.001);
‘different from IC (P<0.001); ‘different from SC (P<0.01); ®different from IC
(P<0.05); fdifferent from SS (P<0.01).
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ANEXO 1

Analise de Proteinas
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Emr:

Area de Genética e Melhoramento

Laboratério de Analises Fisico-Quimicas
Resultado de Analises

Solicitante: Martine Elisabeth K. Hagen Projeto: 04.2000.321.02
Responsavel: Marcelo Ap° da Silva Data: 05 /02/2002
N° Lab. Amostras % Proteina % Oleo

Proteina isolada de soja Samprosoy 90

56 LH 92,22 #
57 Hipocotilo de soja 42,65 #
57 Caseina 86,7 #

Técnicas utilizadas nas analises: Kjedahl (proteina) e Gravimétrico (umidade)
Resultados expressos em base seca
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ANEXO 2

Analise de Isoflavonas
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Em¢:

Area de Genética e Melhoramento
Laboratério de Analises Fisico-Quimicas
Resultado de Analises Data: 05/02/2002
Responsavel: Aline Silva Siméao
Solicitante: Martine Elisabeth Kienzle Hagen

DETERMINACAO DE
ISOFLAVONAS

Hipocotilo de Soja

DAIDZINA |GENISTINA | MAL-DAIDZINA | MAL-GENISTINA |DAIDZEINA |GENISTEINA | TOTAL
Repeticéo 1 188,60 63,19 52,91 14,41 21,76 5,20
Repeticéo 2 184,34 63,17 52,57 14,74 21,86 5,21
MEDIA 186,47 63,18 52,74 14,58 21,81 5,21 343,98
Proteina Isolada de
Soja
Samprosoy 90 LH
DAIDZINA |GENISTINA | MAL-DAIDZINA | MAL-GENISTINA |DAIDZEINA |GENISTEINA | TOTAL
Repetic&o 1 19,93 37,54 21,47 66,10 25,43 25,34
Repeticéo 2 19,49 30,68 21,43 66,28 23,36 21,09
MEDIA 19,71 34,11 21,45 66,19 24,40 23,22 189,07

*Dados em mg por 100 gramas.

195




ANEXO 3

Calculo de Equivalentes de Isoflavonas Agliconas
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The Solae Company
Unadjusted isoflavone values for Samprosoy 90LH ISP were provided by Martine Kienzle Hagen

1

Unadjusted Aglycone
Isoflavones Equivalents
Isoflavone Profile mg/100g Correction mg/100g
product Factor product
*Genistin 34,1 0,625 21,3
6"-OMal-Gen. 66,2 0,521 34,5
6"-OAc-Gen. not reported 0,57
*Genistein 23,2 1 23,2
Total Genistein 123,5 79,0
*Daidzin 19,7 0,611 12,0
6"-OMal-Daid. 21,4 0,506 10,8
6"-OAc-Daid. not reported 0,555
*Daidzein 24,4 1 24,4
Total Daidzein 65,5 47,3
Glycitin not reported 0,637
6"-OMal-Gly not reported 0,534
Glycitein not reported 1
Total Glycitein
TOTALS 189 126

@ Cardiovascular Physiology Laboratory at Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RGS, Brazil.

Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RGS, Brazil

Conversion factors were provided so that researcher could convert conjugated isoflavone

values to their aglycone equivalents.
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