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Resumen
Fundamento: Los mecanismos implicados en la mayor remodelacién ocasionada por betacaroteno tras el infarto son
desconocidos.

Objetivo: Analizar el rol que juega la lipoperoxidacion en la remodelacién ventricular tras el infarto de miocardio, en
ratas suplementadas con betacaroteno.

Métodos: Se habia inducido a un infarto a las ratas y se las distribuyé en grupos: C (control) y BC (500mg/kg/dieta). Tras
seis meses, se realizaron ecocardiograma y evaluacion bioquimica. Utilizamos la prueba t, con significancia del 5%.

Resultados: Los animales del grupo BC presentaron mayores promedios de las areas diastélicas (C = 1,57 = 0,4 mm?*g, BC
= 2,09 + 0,3 mm?g; p < 0,001) y sistélicas (C = 1,05 = 0,3 mm?g, BC = 1,61 = 0,3 mm?g; p < 0,001) del VI, ajustadas al
peso corporal de la rata. La funcidn sistélica del VI, evaluada por la fraccion de variacion de area, fue menor en los animales
suplementados con betacaroteno (C = 31,9 = 9,3 %, BC = 23,6 * 5,1 %; p = 0,006). Los animales suplementados con
betacaroteno presentaron valores mayores de la relacién E/A (C = 2,7 + 2,5, BC = 5,1 = 2,8; p = 0,036). No se encontraron
diferencias entre los grupos con relacion a los niveles cardiacos de GSH (C = 21 + 8 nmol/mg de proteina, BC = 37 +15
nmol/mg de proteina; p = 0,086), GSSG (C = 0,4 (0,3-0,5) nmol/g de proteina, BC = 0,8 (0,4-1,0; p = 0,19) de proteina; p =
0,246) y lipoperéxidos (C = 0,4 = 0,2 nmol/mg de tejido, BC = 0,2 = 0,1 nmol/mg de tejido; p = 0,086).

Conclusién: La mayor remodelaciéon en animales infartados y suplementados con betacaroteno no depende de la
lipoperoxidacion. (Arq Bras Cardiol 2009;93(1):32-36)

Palabras-clave: Funcion ventricular, estrés oxidativo, disfuncién ventricular izquierda, remodelacién ventricular,
betacaroteno

Uno de los principales moduladores del proceso de
remodelacion es el estrés oxidativo. Entre otros mecanismos
fisiopatoldgicos, una de las principales consecuencias del
estrés oxidativo es la lipoperoxidacién. Asi, se acepta que
el estrés oxidativo pueda ser un inductor de dafos celulares
que alteran variables funcionales y estructurales cardiacas,
participando de la fisiopatologia de la insuficiencia cardiaca
secundaria a diversos estimulos, incluso el IAM31,

Introduccion

Tras el infarto agudo de miocardio (IAM), pueden ocurrir
cambios de la arquitectura ventricular, implicando tanto la
regién infartada como la no infartada. Se acepta que las
alteraciones morfolégicas sean el reflejo de cambios celulares,
moleculares e intersticiales cardiacos, que ocurren como
respuesta a la determinada agresiéon. Al conjunto de esas
adaptaciones —que se detectan clinicamente por alteraciones
en la composicién, masa, volumen y geometria cardiaca—, se
le denomina remodelacién miocardica'.

Teniendo en cuenta que el betacaroteno, por poseer la
habilidad de inactivar las especies reactivas de oxigeno, se
lo consideran como un antioxidante'*", la suplementacion
de betacaroteno podria ser benéfica tras el IAM. De esa
manera, en un trabajo anterior de nuestro laboratorio, se
evaluaron los efectos de la suplementacion de betacaroteno
en el proceso de remodelacion ventricular tras el IAM. En
contrario al esperado, sin embargo, la suplementaciéon con
betacaroteno resulté en intensificacion de la remodelacién,
seguida por empeoramiento de la funcién cardiaca'. Los
mecanismos responsables de ese fendmeno, sin embargo,

La intensidad del proceso de remodelacién ventricular esta
directamente asociada a un peor pronéstico, principalmente
porque la remodelacién esta relacionada al surgimiento y
a la progresién de la disfuncién ventricular. Asi, innumeras
estrategias han sido utilizadas para prevenir o atenuar el
proceso de remodelacién ventricular tras el IAM>7.
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todavia no estan aclarados. Una de las posibilidades seria que
el betacaroteno, en situacion de grande estimulo oxidativo,
dejaria de ejercer actividad antioxidante y pasaria a presentar
actividad prooxidante'.
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Por el expuesto, este trabajo tuvo por objeto evaluar
la participacion de la lipoperoxidacion en las alteraciones
morfolégicas y funcionales cardiacas, inducidas por la
suplementacién de betacaroteno en ratas infartadas.

Material y métodos

Grupos experimentales

La Comisién de Etica en Experimentacién Animal de
nuestra institucién aprobé el protocolo experimental del
presente trabajo, estando de acuerdo con los Principios
Eticos en la Experimentacién Animal adoptado por el Colegio
Brasilefio de Experimentacién Animal.

Se utilizaron ratas Wistar machos, pesando entre 200
y 250 gramos. E infarto agudo se produjo de acuerdo con
el método previamente descrito’®. En resumen, las ratas
(n=120) se anestesiaron con clorhidrato de ketamina (50mg/
kg) y clorhidrato de xilidino (1mg/kg), y se sometieron a la
toracotomia lateral izquierda. Durante el experimento, los
animales respiraron espontaneamente, con suplementacién de
oxigeno a un 100%, ofertado por catéter. Tras la exteriorizacién
del corazon, se apart6 el atrio izquierdo y la arteria coronaria
izquierda se ligd con mono nylon 5.00, entre la salida de la
arteria pulmonary el atrio izquierdo. Acto seguido, se retorn6
el corazon al térax, los pulmones se inflaron con presion
positiva y el térax se cerré por suturas de algodén 10.

Los animales se los mantuvieron en jaulas para recuperacién;
alimentados con raciéon comercial estandar y libre acceso a
agua; con control de luz, ciclos de 12 horas; temperatura de
aproximadamente 25°C y humedad controlada.

Tras 48 horas del infarto, los animales se dividieron de
modo aleatorio en dos grupos: grupo C (n = 25), conformado
por los animales infartados alimentados con racién comercial
estandar; y grupo BC (n = 27), conformado por los
animales infartados que recibieron dieta suplementada con
betacaroteno en la dosis de 500mg/kg/dieta. Todos los analisis
se llevaron a cabo por examinadores sin conocimiento de los
grupos de los animales.

Evaluacion morfolégica y funcional por el ecocardiograma

Tras seis meses de tratamiento, los animales supervivientes
se anestesiaron con clorhidrato de ketamina (50mg/
kg) y clorhidrato de xilidino (1mg/kg), para el estudio
ecocardiogréfico. Luego de la tricotomfa de la regién anterior
del térax, los animales se posicionaran en dectbito dorsal
en canaleta especialmente proyectada, que permite la leve
rotacion lateral izquierda para efectuar el examen, utilizandose
equipamiento de Philips (modelo TDI 5500) dotado de
transductor electrénico multifrecuencial hasta 12 MHz. La
evaluacién de los flujos transvalvulares mitral y adrtico se
realizé6 con el mismo transductor operando en 5,0 MHz.
Las mediciones de las estructuras cardiacas se efectuaron
en las imagenes monodimensionales, obtenidas con el haz
de ultrasonido orientado por la imagen bidimensional, en
la posicion paraesternal eje menor. La imagen de la cavidad
ventricular izquierda se obtuvo posicionando el cursor del
modo-M entre los misculos papilares, justo abajo del plan de

la valvula mitral. Las imagenes de la aorta y del atrio izquierdo
se obtuvieron en la posicién paraesternal eje menor, con el
cursor del modo-M posicionado al nivel de la valvula aértica.
El registro de la imagen monodimensional (velocidad: 100
mm/s) se realizé6 por medio de la impresora modelo UP-
890MD de la Sony Co. Todas las mediciones se efectuaron
de acuerdo con las recomendaciones de la American Society
of Echocardiography', ya validadas en el modelo de ratas
infartadas'®. El didametro diastélico del ventriculo izquierdo
(DDVI) y el espesor de la pared posterior del VI (EDVI) se
midieron al momento correspondiente al diametro maximo
de la cavidad. El didmetro sistélico del VI (DSVI) se midi6
al momento de la excursion sistélica méxima de la pared
posterior de la cavidad. Las areas diastélicas (AD) y sistdlicas
(AS) del VI se midieron al modo bidimensional, por medio
de planimetria, en dos lineas paraesternales: eje largo y eje
menor. La funcién sistélica del VI se evalué calculandose la
fraccién de variacion de area (FVA = AD-AS/AD x 100)'¢,
obtenida por el promedio de los valores de los dos ejes.
El flujo diastélico transmitral (ondas E y A) se obtuvo con
el transductor en la posicion apical de cuatro camaras. Las
mediciones referentes a los flujos se realizaron directamente
en el monitor del ecocardiografo.

Estudio morfométrico

Tras el estudio ecocardiogréfico, a los animales se les
sacrificaron con pentobarbital; se les sacaron los corazones,
se los disecaron y los ventriculos derechos e izquierdo,
incluyendo el septo interventricular, se los apartaron y los
pesaron.

Muestras de tejido cardiaco se fijaron en solucién de formol
al 10% por periodo de 48 horas, seglin método ya descrito'°.
Los cortes histolégicos se colorearon en ldmina con solucién de
Hematoxilina-Eosina (HE) para evaluacién de areas de la seccion
transversa de los miocitos, empleandose microscopio LEICA DM
LS acoplado a una cdmara de video, que envia imagenes digitales
a un computador dotado del programa de analisis de iméagenes
Image Pro-plus (Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland,
EE.UU). Se cuantificaron de 50 a 70 células por ventriculo
analizado. Los miocitos seleccionados estaban seccionados
transversalmente, presentaban forma redonda y ndcleo visible
al centro de la célula. Ese cuidado buscé uniformizar al méximo
el conjunto de miocitos de los diferentes grupos. Las areas
seccionales promedios obtenidas para cada grupo se emplearon
como indicadores del tamano celular.

Se efectuaron ldminas con cortes histol6gicos coronales
de 6 micras —coloreados con la técnica de Picro Sirius red,
especificos para visualizacién de coldgeno—, para evaluar el
intersticio del miocardio del VI. La lectura se llevé a cabo
utilizandose microscopio LEICA DM LS acoplado a una cdmara
de video, que envia iméagenes digitales a un computador
dotado del programa de analisis de imagenes Image Pr6-plus
(Media Cyberetics, Silver Spring, Maryland, EE.UU).

Lipoperoxidacion

Para evaluacion bioquimica, se realizaron dosificaciones de
los niveles de glutationa reducida (GSH), glutationa oxidada
(GSSH), relacion GSH/GSSG vy lipoperoéxidos, segin técnica
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ya estandarizada®'. Las dosificaciones se efectuaron en el
higado y en el corazén.

Analisis estadistico

Teniendo en cuenta que los datos presentaron distribucion
normal, las comparaciones se efectuaron con la prueba t de
Student. Los datos se expresaron en promedio + desviacion
estandar. Para la relacion GSH/GSSG, los datos estdn
expresados en mediana e intervalo intercuartil y se analizaron
con la prueba de Mann-Whitney. El nivel de significancia fue
del 5%. Los andlisis estadisticos se hicieron con el programa
SigmasStat for Windows v2.03 (SPSS Inc, Chicago, IL).

Resultados

Al final del estudio, 13 animales control y 15 animales
suplementados con betacaroteno supervivieron al periodo
de seis meses (p > 0,05).

Los resultados del estudio ecocardiografico estdn en la
Tabla 1. La frecuencia cardiaca result6 estadisticamente mayor
en los animales suplementados con betacaroteno (C = 248
= 31 Ipm, BC = 281 = 40 Ipm; p = 0,025). Los animales
BC presentaron valores mayores del DDVI, ajustados al peso
corporal de la rata (C = 20,5 = 3,4 mm/g, BC = 23,8 = 3,8
mm/g; p = 0,025), y valores menores de EDPP (C = 1,4 =
0,2 mm, BC = 1,2 = 0,2 mm; p = 0,041), con relacién a
los animales control. Los animales del grupo BC presentaron
mayores promedios de las areas diastélicas (C = 1,57 = 0,4
mm?g, BC = 2,09 = 0,3 mm?%g; p < 0,001) y sistdlicas (C
= 1,05 = 0,3 mm?g, BC = 1,61 £ 0,3 mm%g; p < 0,001)
del VI, ajustadas al peso corporal de la rata, con relacién a
los animales control. La funcién sistélica del VI, evaluada por
la fraccion de variacion de area, fue menor en los animales
suplementados con betacaroteno (C = 31,9 + 9,3%, BC =
23,6 = 5,1%; p = 0,006). Con relacion a la funcion diastdlica,
los animales suplementados con betacaroteno presentaron
valores mayores de la relacion E/A que los animales control
(C=2,7%x2,5BC=5,1=*28; p=0,036). Teniendo en
cuenta las otras variables morfométricas, no se observaron
diferencias entre los dos grupos.

Los resultados del estudio morfométrico estan en la Tabla
2. La suplementacién con betacaroteno resulté en mayor peso
del VD, ajustado al peso corporal (C = 0,7 + 0,4 mg/g, BC =
1,1+ 0,3 mg/g; p = 0,034). No se observaron diferencias con
relacién a las otras variables analizadas (p > 0,05).

Con relacién a las dosificaciones bioquimicas, no se
encontraron distinciones entre los grupos en cuanto a los
niveles hepéticos de GSH (C = 17 = 7 nmol/mg de proteina,
BC = 27 = 14 nmol/mg de proteina; p = 0,250); GSSG (C
= 0,3 = 0,1 nmol/g de proteina, BC = 0,4 = 0,2 nmol/g de
proteina; p = 0,246); GSH/GSSG (C = 4377 (2738-8249), BC
=2012(1116-4488); p = 0,286) y lipoperéxidos (C = 0,3 +
0,1 nmol/mgde tejido, BC = 0,2 = 0,1 nmol/mg de tejido; p
= 0,159). De igual modo, no se encontraron diferencias entre
los grupos respecto a los niveles cardiacos de GSH (C = 21 +
8 nmol/mg de proteina, BC = 37 =15 nmol/mg de proteina; p
= 0,086); GSSG (C = 0,4 (0,3-0,5) nmol/g de proteina, BC =
0,8 (0,4-1,0; p = 0,19) de proteina; p = 0,246); GSH/GSSG
(C=56 =7, BC =53 £ 14; p = 0,709) y lipoperoéxidos (C
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= 0,4 = 0,2 nmol/mg de tejido, BC = 0,2 = 0,1 nmol/mg
de tejido; p = 0,086).

Discusion

Este trabajo tuvo como objeto analizar la participacion de la
lipoperoxidacion en el proceso de la remodelacion ventricular,
tras el Infarto de miocardio, en ratas suplementadas con
betacaroteno. Nuestro trabajo confirmé que la suplementacién
de betacaroteno intensifica la remodelacién cardiaca post IAM.
Sin embargo, contrariamente al esperado, el empeoramiento
de la remodelacién no parece ser dependiente de la
lipoperoxidacion.

El primer aspecto a tenerse en cuenta se refiere al hecho
de que nuestro trabajo confirmé los hallazgos relatados
previamente con relacion a los efectos de la suplementacion
del betacaroteno en el proceso de remodelacién ventricular
tras el IAM™. De hecho, la suplementacién del betacaroteno
resulté en aumento de los didmetros ventriculares, tanto

Estudio ecocardiografico

Variables Control (n=13) BC (n=15) P

FC (Ipm) 248 + 31 281+ 40 0,025
AE/PC (mmlg) 12,2+36 151442 0,076
DDVI/PC (mm/kg) 205+34 238+38 0,025
EDPP (mm) 14+02 12+02 0,041
E (cm/s) 753+24,3 69,4 20,9 0,504
A (cm/s) 44,4268 19,7+ 11,9 0,004
E/A 27+25 51+28 0,036
AD/PC (cm?g) 1,57+04 2,09+0,3 <0,001
ASIPC (cm?/g) 1,05+0,3 1,61+£03 <0,001
FVA (%) 319+93 236+5,1 0,006

Control - animales infartados; BC — animales infartados y suplementados con
betacaroteno; PC — peso corporal de la rata; AE - didémetro del atrio izquierdo;
DDVI - didmetro diastélico del ventriculo izquierdo;, EDPP — espesor diastélico
de la pared posterior; E/A - relacion entre las ondas E y A evaluadas del flujo
transmitral; AD - &rea diastolica; AS - area sistolica; FVA - fraccion de variacion
de area. Los datos se expresaron en promedio + desviacion estandar.

- Datos morfométricos

Variables Controle (n=13) BC (n=15) P

PC (9) 548 + 68 466 + 40 <0,001
VIIPC (mglg) 27+06 26+12 0,776
VD/PC (mglg) 07+04 11203 0,034
AS (um?) 236+76 236+ 8,6 0,812
IC (%) 35412 31+16 0,482
% 1AM 46,3+4,2 488+78 0,311

Control - animales infartados; BC — animales infartados y suplementados con
betacaroteno; PC — peso corporal de la rata; VI - peso del ventriculo izquierdo;
VD - peso del ventriculo derecho; AS - area seccional del miocito; IC - fraccion
de colageno intersticial. % IAM - tamafio del infarto. Los datos se expresaron en
promedio + desviacion estandar.
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sistélico como diastélico, indicando empeoramiento del
proceso de remodelacion ventricular izquierdo. Junto al
aumento de la cavidad ventricular se siguié la disminucién
del espesor de la pared posterior del VI. Ese hecho, asociado
al no aumento del drea seccional del miocito, puede sugerir
que la suplementacién de betacaroteno resulta en crecimiento
celular de estandar excéntrico.

El segundo aspecto relevante de nuestro trabajo esta
asociado al concepto de que la remodelacién cardiaca
resulta, invariablemente, en un descenso progresivo de la
funcion sistélica ventricular. Inicialmente, en consecuencia
del crecimiento celular, la remodelacion puede contribuir
a mantener o restaurar la funcion cardiaca. Crénicamente,
sin embargo, ocurren cambios bioquimicos, genéticos y
estructurales que resultaran en disfuncion sistélica ventricular
progresiva®*. De igual manera, en las ratas suplementadas
con betacaroteno, el proceso de remodelacién siguié
asociado al descenso de la fraccién de variacién de drea. Se
encontraron otras senales indirectas de disfuncion ventricular
en los animales suplementados con betacaroteno, como, por
ejemplo, aumento de la frecuencia cardiaca e hipertrofia
del ventriculo derecho. Es interesante notar que, en nuestro
trabajo, identificamos también alteraciones en la funcién
diastdlica. El aumento de la relacion E/A fue interpretado como
estandar restrictivo del llenado ventricular, caracterizando
disfuncién diastdlica severa. El hecho de que los animales
suplementados presentaron tendencia a mayores valores
de atrio izquierdo refuerza esa interpretacién. Otro hecho
interesante fue que no identificamos diferencias en relacién
con el contenido de colageno intersticial. Teniendo en cuenta
que el coldgeno es un importante modulador de la funcién
diastélica®?, nuestros resultados sugieren que otros factores
moduladores de la funcién diastélica pueden haber sido
afectados por el tratamiento con betacaroteno.

El tercer aspecto a tenerse en cuenta es que los mecanismos
responsables de la intensificacion del proceso de remodelacién
cardiaca con la suplementacién de betacaroteno no se conocen
adn. Uno de los posibles mecanismos esta relacionado con
la lipoperoxidacién, ya que, como se dijo anteriormente, el
betacaroteno, en situacién de gran estimulo oxidativo, puede
dejar de ejercer actividad antioxidante y podria pasar a presentar
actividad proooxidante'. Otro mecanismo propuesto es que el
betacaroteno puede inducir la expresién del citocromo P450'y,
con eso, aumentar el catabolismo del &cido retinoico, importante
modulador de la remodelacién cardiaca?.

Con relacion al estrés oxidativo, se sabe que las especies
reactivas de oxigeno son constantemente producidas en el
organismo. La accion de los sistemas de defensa antioxidantes
contrabalancea los potenciales dafios generados por esa
produccién. Entre las defensas antioxidantes, se destacan
los sistemas enzimaticos, con la participacién, por ejemplo,
del GSH y GSSG; vy los sistemas no enzimaticos, con la
participacion de vitaminas, entre otros. Cuando el equilibrio
entre el estimulo oxidante y las defensas antioxidantes
se rompen, se establece la condicién denominada estrés
oxidativo®"". Una de las principales consecuencias del estrés

oxidativo seria la lipoperoxidacion. Asi, tanto la relacién GSH/
GSSG, como los niveles de lipoperéxidos, podrian evaluar la
presencia/intensidad del estrés oxidativo®?.

Contrariamente a nuestra hipétesis original, la
suplementacion de betacaroteno no modificé las variables que
procuraron evaluar la lipoperoxidacion. De hecho, la relacion
GSH/GSSG, vy los niveles de GSH, GSSC vy lipoperéxidos del
grupo suplementado con betacaroteno no fueron diferentes
de los animales infartados sin suplementacion. Debemos
considerar que las concentraciones de GSH y GSSG, asf
como la relacion entre ellas, indican lo cuanto de la GSH se
utilizé para mantener el equilibrio antioxidante/oxidante. O
sea, la GSH se convierte en GSSG para impedir la accién de
especies reactivas en el organismo. Teniendo en cuenta que
no hubo diferencia en las concentraciones de GSH, GSSG y
en su relacion, nuestros resultados no confirman la posible
actividad prooxidante del betacaroteno. Por el contrario,
desde que el betacaroteno por él mismo puede presentar
efecto antioxidante, no habria necesidad de consumir GSH,
formando GSSG, para mantener el equilibrio redox. Por lo
tanto, si tenemos en cuenta que, pese a esos factores, hubo
una consistente intensificacion de la remodelacién cardiaca
con el betacaroteno, podemos sugerir que la lipoperoxidacién
probablemente no tuvo participacion en la intensificacién de
la remodelacién ventricular.

Es importante resaltar que nuestro estudio, por
caracteristicas de la metodologfa disponible en el momento,
evalu6 solamente la participacién de la lipoperoxidacion y
de los sistemas relacionados directamente con ella. Debemos
considerar, sin embargo, que la participacion del estrés
oxidativo en la intensificacién de la remodelacién no se
puede descartar solamente por la ausencia de aumento en
la lipoperoxidacién, ya que otros sistemas productores de
radicales libres de oxigeno pueden estar actuando, como
por ejemplo, los sistemas NADPH-oxidasa y tioredoxina.
De ese modo, los mecanismos responsables de la accién
danosa del betacaroteno, en ese modelo, todavia necesitan
determinarse.

En conclusién, el conjunto de nuestros datos sugiere que
la remodelacion en animales infartados y suplementados con
betacaroteno no depende de la lipoperoxidacion.
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