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Resumo



RAFACHO, B. P. M. Influéncia da suplementacao de alecrim (Rosmarinus oficinallis
L.) na racdo sobre a remodelagdo cardiaca em ratos submetidos ao infarto do
miocardio. 2015. 122f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2015.

A remodelacdo cardiaca tem papel chave na disfuncdo ventricular pés-infarto. Alguns
mecanismos como estresse oxidativo, inflamacéo e fibrose modulam esse processo. Assim,
a reparacao dos danos pés-infarto tem grande relevancia clinica. Neste contexto, ha grande
interesse por produtos naturais, com propriedades antioxidantes, destacando-se o alecrim.
Objetivo: Analisar a influéncia do consumo de folhas secas de alecrim na ragéo sobre a
remodelacdo cardiaca ap6s infarto do miocardio (IM) em ratos. Métodos: ratos machos
Wistar com 200-250g foram alocados em 6 grupos: 1) grupo Sham alimentado com racao
padrdo e ndo submetido ao IM (SAOQ, n=23); 2) grupo Sham alimentado com racédo padrao
suplementada com 0,02% de alecrim e ndo submetido a IM (SA1, n=23); 3) grupo Sham
alimentado com racdo padrdo suplementada com 0,2% de alecrim e ndo submetido a IM
(SA2, n=22); 4) grupo submetido ao IM e alimentado com ragdo padrdo (IAO, n=13); 5)
grupo submetido ao IM e alimentado com racdo padrdo suplementada com 0,02% de
alecrim (IA1, n=8); 6) grupo submetido ao IM e alimentado com ragéo padrdo suplementada
com 0,2% de alecrim (IA2, n=9). Apos trés meses, foi realizada a afericdo da pressao
sistolica, ecocardiograma para estudo morfofuncional e eutanasia para coleta de material
biolégico. Amostras do ventriculo esquerdo foram avaliadas: fibrose (colageno, TIMP-1 e
metaloprotease [MMP]-2), inflamagdo (TNF-a, IFN-a, IL-10 e ICAM-1), morte celular (Bcl-2
e caspase-3), metabolismo energético (atividade das enzimas lactato desidrogenase [LDH],
piruvato desidrogenase [PIDH], citrato sintase [CS], B-hidroxiacil-coenzima A desidrogenase
[B-OH-CoA-DH], Complexo | e Il da cadeia respiratoria de elétrons e ATP sintase) e
estresse oxidativo (atividade das enzimas superoxido dismutase [SOD], catalase e
glutationa peroxidase [GSH-Px] e concentracdo de hidroperoxido de lipideos [HL] e por
meio da expressdo do Nrf-2, hemeoxigenase-1 [HO-1] e GSH-Px). Os valores foram
apresentados como média + erro padrdo e as comparacdes foram feitas por teste ANOVA
de duas vias, com nivel de significancia adotado de 5%. Resultados: o infarto levou a
hipertrofia, maior porcentagem de colageno, piora da fungéo sistolica e diastolica cardiaca,
menor concentragdo de citocinas, menor expressdo da Bcl-2, maior atividade da MMP-2, da
LDH e menor atividade da PIDH, CS e complexos | e Il, maior concentracdo de HL e
atividade da SOD, menor atividade da catalase e GSH-Px, menor expressédo do Nrf-2 e HO-
1, caracteristicas do processo de remodelacdo cardiaca apés o IM. A suplementacao de
alecrim com ambas as doses levou a menor atividade da LDH e maior atividade da 3-OH-
CoA-DH, CS e Complexo |, menor concentracdo de HL, menor atividade da SOD apds o IM.
A suplementacdo com 0,02% de alecrim nos grupos infartados levou a melhora da funcéo
diastolica e menor area seccional do midcito. A suplementacdo com 0,2% de alecrim nos
animais infartados levou a maior atividade do complexo II mitocondrial. Concluséo:
Conclui-se que a suplementagdo com 0,02% de alecrim atenuou a remodelacdo cardiaca
apos o infarto do miocéardio por acdo na hipertrofia, na funcédo e no metabolismo energético
cardiaco. Os achados do presente estudo sugerem também acédo diferente entre as doses
estudadas.

Palavras-chave: Alecrim; Estresse oxidativo; Infarto do miocardio; Metabolismo energético;
Remodelac¢éo cardiaca.
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Abstract



RAFACHO, B. P. M. Influéncia da suplementacdo de alecrim (Rosmarinus oficinallis
L.) na racdo sobre a remodelagdo cardiaca em ratos submetidos ao infarto do
miocardio. 2015. 122f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2015.

Cardiac remodeling plays a key role in post-infarction ventricular dysfunction. Some
mechanisms, such as oxidative stress, inflammation and fibrosis can modulate this process.
Thus, prevention of post-myocardial damage has great clinical relevance. In this context,
there is great interest in natural products with antioxidant properties, as Rosemary leaves.
Objective: To analyze the influence of the consumption of dried rosemary leaves in the
chow on cardiac remodeling after myocardial infarction (Ml) in rats. Methods: Male Wistar
rats with 200-250 g were divided into 6 groups: 1) Sham group fed standard chow and not
subjected to Ml (SAO, n = 23); 2) Sham group fed standard chow supplemented with 0.02%
rosemary and not subjected to Ml (SAl, n = 23); 3) Sham group fed standard chow
supplemented with 0.2% rosemary and not subjected to Ml (SA2, n = 22); 4) group submitted
to Ml and fed standard chow (IAO, n = 13); 5) group submitted to Ml and fed standard chow
supplemented with 0.02% rosemary (IA1, n = 8); 6) group submitted to MI and fed standard
chow supplemented with 0.2% rosemary (I1A2, n = 9). After three months, systolic pressure,
echocardiography and euthanasia for collection of biological material were performed. Left
ventricular samples were evaluated: fibrosis (collagen, metalloprotease [MMP]-2 and TIMP-
1), inflammation (TNF-a, IFN-qa, IL-10 and ICAM-1), cell death (Bcl-2 and caspase-3), energy
metabolism (activity of lactate dehydrogenase [LDH], pyruvate dehydrogenase [PIDH], citrate
synthase [CS], B-hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase [B-CoA-OH-DH], Complex I and II
of the respiratory chain of electrons and ATP synthase) and oxidative stress (activity of
superoxide dismutase [SOD], catalase and glutathione peroxidase [GSH-Px] and lipid
hydroperoxide concentration [LH], and Nrf-2, hemeoxigenase-1 [HO-1] and GSH-Px
expression,). The values are presented as mean =+ SEM and comparisons were made by
two-way ANOVA, with significance level of 5%. Results: infarction led to hypertrophy,
increased percentage of collagen, decline in heart systolic and diastolic function, lower
concentration of cytokines, lower expression of Bcl-2, increased MMP-2 activity, LDH-OH
activity and lower PIDH, CS and complex | and II, higher concentration of LH and SOD
activity, lower activity of catalase and GSH-Px, lower expression of Nrf-2 and HO-1, changes
compatible with cardiac remodeling process after MI. Rosemary supplementation with both
doses led to lower activity of LDH and higher activity of B-CoA-OH-DH, Complex | and CS,
lower concentrations of LH, and lower SOD activity after MI. Supplementation with 0.02%
rosemary in infarcted groups led to an improvement in diastolic function and lower sectional
area of the myocyte. Supplementation with 0.2% rosemary in infarcted animals led to
increased activity of mitochondrial complex 1l. Conclusion: We conclude that
supplementation with 0.02% rosemary attenuated cardiac remodeling after myocardial
infarction by acting on hypertrophy, function and cardiac energy metabolism. The findings of
this study also suggest different action between the doses comsumed.

Keywords: Rosemary; Oxidative stress; Myocardial infarction; Energy metabolism; Cardiac
remodeling.
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Introducao



As doencas cardiovasculares constituem uma das principais causas de morte
no Brasil. Entre elas, destaca-se o infarto do miocardio (IM), responsével por mais de
80.000 0bitos no ano de 2012, segundo o DATASUS(1, 2).

O IM pode ser definido como foco de necrose resultante de baixa perfusao
tecidual, com sinais e sintomas consequentes da morte celular cardiaca(3). A morte
dos midcitos inicia uma cascata de sinalizac@o intracelular, que pode resultar em
alteragbes complexas na arquitetura ventricular, envolvendo a regido infartada e n&o
infartada, como inflamacéo, reabsorcdo do tecido necrosado, formagcao de cicatriz,
dilatacao do ventriculo, hipertrofia e excessiva deposi¢cao de colageno no intersticio.
Essas alteragbes, tanto moleculares, celulares e intersticiais, podem causar
mudancas no tamanho, massa, geometria e funcdo do coracdo, e tém sido
estudadas com o nome de remodelacdo ventricular ou cardiaca. Inicialmente, a
remodelacdo constitui forma de adaptacdo do coracdo a estimulos de agresséo.
Entretanto, se o insulto excede a capacidade de adaptacéo, as alteracdes podem
progressivamente levar ao desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca (IC), principal
responsavel pelo aumento da mortalidade apos IM(4).

O IM é iniciado por isquemia do miocardio e esta associado a maior geracao
de espécies reativas de oxigénio (EROs). As EROs se referem a um grupo de
pequenas moléculas caracterizadas pela presenca de elétrons ndo pareados. Em
pequenas quantidades, funcionam como sinalizadores celulares, mas em excesso
podem levar a danos dos componentes das células(5). O balanco entre as EROs e
0s sistemas antioxidantes do organismo € essencial para a homeostase redox. A
aumentada producdo das EROs ou o prejuizo nas defesas antioxidantes levam ao
estresse oxidativo e podem causar modificacdes irreversiveis nas macromoléculas,
proteinas e membranas celulares(6). Em estudos experimentais, 0 estresse oxidativo
€ identificado como um dos mecanismos principais envolvidos no desenvolvimento
da hipertrofia cardiaca(6). Estudos anteriores mostram que o IM resulta em aumento
do estresse oxidativo tanto na regido infartada como nao infartada(5, 7, 8). Além
disso, Sun (2009) descreveu queda progressiva das enzimas antioxidantes
superéxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase (GSH-Px) e maior
producéo do radical superoxido no miocardio de ratos submetidos a IM(5).

Além do sistema antioxidante enzimatico, o organismo possui diferentes

mecanismos de resposta antioxidante, entre eles os scavengers de EROs, enzimas
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de fase Il e elementos resposta antioxidante (ARE) na sua regido promotora. O fator
nuclear derivado de eritréide 2 (Nrf-2) é o regulador mestre da via de sinalizacdo do
estresse oxidativo e dos ARE(9). O Nrf-2 coordena respostas compensatérias
transcricionais que induzem rede de vias antioxidantes e enzimas de detoxificagéo,
como GSH-Px e a hemeoxigenase-1 (HO-1), prevenindo danos patoldgicos. Estudos
experimentais mostraram que a deficiéncia do Nrf-2 tem papel importante na
patogénese da remodelacdo ventricular e da IC em diferentes modelos de
agressao(6). Li et al. (2009) mostraram que a superexpressdao do Nrf-2 inibiu a
producdo de EROs em modelo de hipertrofia em cardiomidcitos e a delecdo do gene
para Nrf-2 promoveu efeito oposto em camundongos submetidos a constricao
transversa da aorta(10). Outros autores descrevem que o0 Nrf-2 tem efeito
antiapoptotico(11, 12) e supressor de resposta pro-inflamatoria, fatores envolvidos
no processo de remodelacéo cardiaca(10).

O estresse oxidativo pode ativar a producgéo de citocinas inflamatoérias, como o
fator necrose tumoral-a. (TNF-a) e as interleucinas 1p e 6 (IL-1p e IL-6)(13), podendo
atuar nas vias inflamatorias, fibrose e na morte celular(6). As EROs e as citocinas
participam da ativacdo de metaloproteases (MMPSs) e o depdsito de colageno, que
contribuem para reparacédo do tecido lesado e mudancas estruturais no coracao(7,
13). Apos o IM, inicia-se o0 processo de reparacdo cardiaca por meio da ativacao de
MMPs latentes, que degradam a matriz extracelular. O aumento das MMPs e
diminuicdo dos inibidores teciduais das MMPs (TIMPs) podem levar a degradacéo
do colageno normal e aumento do colageno tipo I(5). Progressivamente, as
distorcbes na estrutura tecidual cardiaca devido ao acumulo adverso de colageno
pode levar ao prejuizo na funcéo ventricular(14).

A apoptose, ou morte celular programada, é processo altamente regulado e
gue coordena o equilibrio entre as vias de sinalizacdo a favor da morte celular e as
vias de sobrevivéncia celular. O aumento do estresse oxidativo é capaz de produzir
lesdo aos midcitos e induzir a via intrinseca da apoptose por meio do citocromo c,
gue ativa as caspases, grupo de proteases executoras da apoptose(15). Entre as
caspases, destaca-se a caspase-3, conhecido efetor da apoptose no coracao(16). A
regulacdo da apoptose, por sua vez, é feita pelo familia das proteinas Bcl-2, que
inclui Bcl-2 e Bcl-xL, e sdo conhecidos como antagonistas da morte celular. A Bcl-2

protege a integridade da membrana mitocondrial celular e controla a liberagéo de
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proteinas apoptéticas na membrana celular(15). A perda de cardiomiocitos tem sido
relacionada a progressiva deterioracdo do VE na hipertrofia e no eventual
desenvolvimento da IC. Neste sentido, a apoptose pode constituir um dos
importantes moduladores na transicéo para a IC(15).

A oxidacdo de substratos energéticos é essencial para o funcionamento
eficiente do coracdo. Em cora¢des normais, os acidos graxos correspondem de 60 a
90% do substrato energético do muasculo cardiaco. No entanto, em situacdes de
injuria, a utilizacdo preferencial de &cidos graxos pode se inverter com a de
glicose(17-19). Alguns estudos relatam que ocorrem alteracdes metabdlicas na
remodelacao cardiaca, que levam a menor producéo de energia, menor utilizacdo de
acidos graxos livres e maior utilizacdo de glicose como substrato energético. Essas
alteracoes estdo associadas a diminuicdo da concentracdo de fosfocreatina, forma
na qual o trifosfato de adenosina (ATP) € estocado. Também €& documentado
alteracoes funcionais da mitocondria, associadas a progressao da 1C(20, 21).

Pelo exposto, conclui-se que a remodelagcédo esta associada a varios fatores e
estes podem estar relacionados entre si, com destaque para o papel fisiopatolégico
do estresse oxidativo no coracdo(5, 7). Neste sentido, suplementos antioxidantes
podem ser benéficos apds injuria ao miocardio, por exemplo: estudos com probucol
mostraram protecdo da funcdo cardiaca no modelo de cardiomiopatia induzida por
adriamicina e maior sobrevida apoOs infarto experimental(22). Em estudos com
modelo de infarto, antioxidantes como acido ascérbico, quercetina e alfa-tocoferol
exerceram efeito protetor contra danos ao tecido cardiaco(23, 24). Neste contexto,
grande interesse tem sido focado nas propriedades antioxidantes de produtos
naturais, fontes de compostos cardioprotetores(25).

Espécies da familia Salvia tém sido utilizadas como especiarias, ervas
medicinais e alimento antioxidante(26). Entre essas espécies, o0 alecrim (Rosmarinus
oficinallis L.) € uma das plantas mais utilizadas e comercializadas, ndo somente para
uso culinario, mas também como conservante em alimentos processados e
cosméticos, com um dos mais altos teores de compostos antioxidantes(27, 28).
Contém diterpenos, como acido carndsico, carnosol e acido rosmarinico, além de
flavondides e acidos fendlicos(26). Estas substancias possuem capacidade de
protecdo contra as EROs, com acédo potencial sobre a resposta inflamatoria celular e

0 estresse oxidativo(27). Estudos in vitro com leucdcitos e células tumorais
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incubados com compostos extraidos do alecrim mostraram supressao de
interleucina-p, TNF-a e reducdo da atividade de cicloxigenase-2 (COX-2) e
lipoxigenase-5, substancias envolvidas na resposta pro-inflamatéria(29-32). Lian et
al. (2010) ao estudarem células endoteliais em modelo de adesdo de mondcitos
evidenciaram que compostos presentes no alecrim suprimem vias de sinalizacéo
induzidas por TNF-a(33). Outros estudos in vitro com sistemas antioxidantes
relataram que o alecrim € capaz de aumentar a atividade das enzimas GSH-Px e
SOD e inibir a oxidacdo(34, 35). Estudos com células nervosas descrevem que
compostos presentes no alecrim ativam a via do Nrf-2, protegendo neurénios contra
0 estresse oxidativo(36, 37). In vivo, Posadas et al. (2009) mostraram que a
suplementacao de extrato de alecrim em ratos idosos melhorou o perfil oxidativo no
coracao(38). Porém, pouco se sabe sobre atuacdo do alecrim em outros
mecanismos como a fibrose e o metabolismo energético. Além disso, ndo existem
dados sobre o efeito do consumo de alecrim na morfologia e funcéo ventricular apés
a injuria ao coracéao.

Assim, com base nas alteracfes induzidas pelo IM e na acdo dos compostos
presentes no alecrim, € possivel levantar a hipotese de que a suplementacdo da
racdo com as folhas de alecrim pode atenuar a remodelacdo cardiaca em ratos

submetidos a IM.
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Hipotese e Objetivo



Hipotese
O consumo de racao com alecrim atenua o processo de remodelagéo
cardiaca apos infarto do miocérdio em ratos, por acdo no estresse oxidativo

cardiaco, estimulando a via do Nrf-2.

Objetivo
Avaliar a influéncia da suplementacdo de alecrim na ragdo sobre a
remodelacao cardiaca apés o infarto do miocéardio em ratos, principalmente sobre o

estresse oxidativo e sobre as vias do Nrf-2.
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Méetodos



Animais

O protocolo experimental do trabalho foi submetido e aprovado pela Comisséo de
Etica em Experimentacdo Animal da nossa instituicdo, estando em acordo com os
Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal. Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso entre 200
e 250 g, provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Botucatu.

Os animais foram acondicionados no biotério em gaiolas individuais, com livre
acesso a agua e ingestdo controlada de racdo. A temperatura foi mantida a 22 + 2°
C, e a umidade controlada. Os ciclos de luz (claro/escuro) foram de 12 horas.

Inicialmente, os animais foram alocados em dois grupos: Grupo Sham, submetido
a cirurgia simulada (mesmo procedimento do infarto experimental, mas sem a
oclusdo da artéria coronaria), e Grupo Infarto, submetido ao infarto experimental,
conforme descrito posteriormente. Ap0Os as cirurgias, os animais foram distribuidos

em grupos de acordo com o tratamento proposto, como descrito a seguir.

Infarto experimental

O infarto do miocéardio foi produzido de acordo com método previamente
descrito(39, 40). Ap6s anestesia com cloridrato de quetamina (70 mg/kg), por via
intramuscular, foi realizada toracotomia esquerda, entre o 4° e o 5° espacgos
intercostais. O coracéao foi exteriorizado por compressao lateral do térax e a artéria
coronaria esquerda ligada a, aproximadamente, 2 mm da origem, com fio de polivinil
(5-0 Ethicon), entre a borda do atrio esquerdo e o sulco da artéria pulmonar. A
seguir, o coracdo foi rapidamente recolocado na cavidade toracica, os pulmdes

expandidos por ventilacdo positiva com oxigénio a 100% e o térax fechado.

Estudo ecocardiografico inicial, tamanho do infarto e tamanho amostral

Apés 5 dias da realizacdo do procedimento cirdrgico, foi realizado estudo
ecocardiografico inicial para afericdo das dimensdes das camaras cardiacas dos
animais, de modo a garantir a homogeneidade entre os grupos. Apds este exame,
0s animais foram alocados ao acaso nos trés grupos IM e nos trés grupos Sham, de
acordo com a dose de alecrim. Posteriormente para as analises, os animais foram

incluidos nas avaliagbes de acordo com o tamanho do infarto avaliado pela
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histologia, como proposto por Minicucci e cols. (2011). O ponto de corte adotado

para remodelagédo cardiaca foi de 36% de area infartada(2). O delineamento do

estudo e o tamanho amostral de cada grupo estéo apresentados a seguir:

Figura 1. Delineamento e grupos experimentais.

180 ratos

Wistar
machos

'—

]

Ecocardiograma inicial

‘ Infarto

h |

[ sa0 (n=24) | | | sa002 (n=23) [ bt [ A0 (n=20) ('rf‘fgf) (r'f;‘g%)
o J
[ Histologia para tamanho do IM
l SAOQ SA002 [ SA02 l IAO l IA002 [ A2
(n=22) U (n=23) |4 (n=22) |U (n=13) | (n=9) (n=8)

e SAO = Grupo Sham Controle Alecrim 0%, n=23: animais Sham que receberam

racao padrao.

e SA002 = Grupo Sham Alecrim dose 0,02%, n=22: animais Sham que receberam

racao padrao adicionada 0,02% de alecrim seco.
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e SA02 = Grupo Sham Alecrim dose 0,2%, n=23: animais Sham que receberam
racao padrao adicionada 0,2% de alecrim seco.

e IAO = Grupo Infarto Controle - Alecrim 0%, n=13: animais Infartados que
receberam ragéo padréo.

e IA002 = Grupo Infarto Alecrim dose 0,02%, n=9: animais Infartados que
receberam racdo padrao adicionada 0,02% de alecrim seco.

e 1A02 = Grupo Infarto Alecrim dose 0,2%; n=8: animais Infartados que receberam

racao padrao adicionada 0,2% de alecrim seco.

Preparacéo e oferta da racéao

Foi utilizada racdo Nuvilab (Nuvital®), que inicialmente foi triturada para
posterior adicdo das folhas de alecrim. As folhas da planta foram adquiridas
comercialmente e secas em estufa por 48 horas sob temperatura de 50 °C, trituradas
e peneiradas para serem adicionadas a racdo. Esse extrato seco foi adicionado a
racao triturada e a seguir, a mistura foi peletizada. A racdo pronta foi estocada em
freezer a -20 °C. A ingestdo de racdo dos animais foi controlada a cada 24 horas. Os
animais foram pesados uma vez por semana durante todo o periodo experimental.
As doses de suplementacdo de alecrim foram escolhidas com base no estudo de
Posadas e cols. (2009)(38).

Afericdo da presséao arterial sistolica

Uma semana antes da eutandsia, a pressao sistélica caudal dos animais foi
aferida. O registro gréafico da presséao sistélica caudal foi realizado indiretamente por
pletismografia de cauda. Foi utilizado poligrafo, sensor e eletroesfigmomanémetro.
Este método ndo permite avaliar a pressao diastélica. Para produzir vasodilatacéo
da artéria caudal, os animais foram mantidos por 5 minutos em caixa aquecida a 40
°C. Apoés o aquecimento, os animais foram transferidos para um cilindro que permite
a exposicdo da cauda do animal onde foi acoplado o sensor e o manguito. O
manguito foi insuflado até atingir pressdao de 200 mmHg e, posteriormente,
desinsuflado. As pulsag@es arteriais foram registradas em esfigmomandmetro Narco
Bio-System®, modelo 709-0610 (International Biomedical, USA).
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Estudo ecocardiografico final

Apos trés meses de suplementacao, os ratos foram novamente anestesiados
com cloridrato de quetamina (50 mg/kg) e cloridrato de xilidino (1 mg/kg) por via
intramuscular. A seguir, foi realizada tricotomia da regido anterior do térax e os
animais posicionados em decubito lateral esquerdo para realizacdo do
ecocardiograma transtoracico. Foi utilizado equipamento da General Electric
Medical Systems, modelo Vivid S6 (Tirat Carmel, Israel), dotado de transdutor
multifrequencial de 5 a 11,5 MHz. A avaliac@o dos fluxos transvalvar mitral e aortico
foi realizada com o mesmo transdutor operando em 5,0 MHz.

Todas as varidveis morfologicas e funcionais do coracao foram obtidas de
acordo com as recomendacdes da American Society of Echocardiography(41) e ja
validadas no modelo de ratos infartados e no nosso laboratorio(39, 42-46).

As estruturas cardiacas foram medidas em, pelo menos, cinco ciclos
cardiacos consecutivos. As seguintes estruturas foram avaliadas: diametros
diastdlico (DDVE) e sistélico (DSVE) do ventriculo esquerdo (VE); espessura
diastdlica (EDPP) da parede posterior do VE; espessura diastolica do septo
interventricular (EDSIV); e didmetro da aorta (AO) e do atrio esquerdo (AE)(47). A
espessura relativa do VE foi calculada pela formula [(2 x EDPP) / DDVE](48). A
funcdo sistolica do VE foi avaliada pelos seguintes indices: 1) velocidade de
encurtamento da parede posterior (VEPP), que € a tangente maxima do movimento
sistélico da parede posterior; 2) fracdo de variacdo das areas sistdlica e diastdlica
da cavidade ventricular; 3) velocidade maxima de deslocamento sistolico do anel
mitral (onda S) obtida por Doppler tissular(49). A funcdo diastdlica do VE foi
analisada pelos seguintes indices: 1) razdo entre os picos de velocidade de fluxo
de enchimento inicial (onda E) e da contracao atrial (onda A) do fluxo transmitral; 2)
tempo de desaceleracao da onda E (TDE); 3) tempo de relaxamento isovolumétrico
(TRIV) e TRIV normalizado pela frequéncia cardiaca (TRIV/R-R); 4) pico de
velocidade de deslocamento diastélico inicial do anel mitral (E’) e pico de
velocidade de deslocamento diastdlico tardio do anel mitral (A’) obtidas por Doppler

tissular; e 5) razao entre as ondas E e E’ (E/E’)(50, 51).
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Eutanésia e coleta de material bioldgico

Os animais foram anestesiados com dose excessiva de pentobarbital. Foram
coletados a tibia, o pulméo inteiro e o lobo esquerdo do figado para estudo
morfomeétrico. O coracdo foi dissecado em étrios direito e esquerdo (AE e AD),
ventriculo direito (VD), que foram utilizados para estudo morfométrico, e ventriculo
esquerdo (VE), para afericdo do peso e determinacdes bioquimicas e moleculares.
Um anel do VE foi seccionado e coletado para preparacédo de laminas histolégicas.
O restante do VE foi colocado em nitrogénio liquido e depois armazenado em
freezer a -80 °C.

O sangue foi coletado, centrifugado a 1882 x g, por 20 minutos a 4 °C e
separado o soro, também armazenado a -80 °C.

Estudo morfométrico dos tecidos

O pulmao, lobo esquerdo do figado, os atrios, o VE e o VD foram pesados no
momento da eutanasia. A raz&o entre o peso dos tecidos e das estruturas cardiacas
com o peso corporal foi calculada para avaliar a hipertrofia das estruturas cardiacas

e a congestao pulmonar.

Analise histolégica do miocéardio do VE

Apés coleta do coracdo, um anel do VE de aproximadamente 3 mm,
seccionado de 4 a 6 mm da ponta do VE, foi retirado, colocado em formol
tamponado (formol a 10%) por 24 horas. Depois, foi lavado em agua corrente por
mais 24 horas e entdo armazenado em alcool 70%. Apds estas etapas, foram
inclusos em blocos de parafina para confeccdo de laminas histolégicas.

Cortes histolégicos de 4 ym foram realizados nos blocos de parafina e, os
mesmos corados com solucdo Hematoxilina - Eosina (HE) para afericdo das areas
seccional transversa dos miocitos (ASM). Laminas com cortes histoldégicos coronais
de 6 um e corados pela técnica de Picrosirius red, especificos para visualizacdo de
colageno foram feitas para avaliacdo do intersticio do miocardio do ventriculo

esquerdo e para determinacdo do tamanho do infarto. A determinacédo da ASM e da
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porcentagem de colageno foram realizadas na area néo infartada do corte
histologico.

O tamanho do infarto foi calculado pela soma do comprimento endocardico e
epicéardico do segmento infartado, em relacdo a soma do comprimento endocérdico
e epicardico total do ventriculo esquerdo.

Todas as leituras foram feitas utilizando-se microscépio LEICA DM LS
acoplado a camera de video, que envia imagens digitais a computador dotado de
programa de analise de imagens Image Pro—plus (Media Cyberetics, Silver Spring,
Maryland, USA).

Avaliagdo da producéo de citocinas e TIMP no miocardio do VE

Foram avaliadas a concentracdo de interleucina 10 (IL-10), molécula de
adesao intercelular-1 (ICAM-1), TNF-a, interferon gama (INF-y) e inibidor de
metaloprotease-1 (TIMP-1) no miocéardio do VE pelo método ELISA. Para extragao
da proteina do tecido cardiaco foi adicionado 1,5 mL de tampao de extragdo (50 mM
de tampao fosfato de potassio pH=7,0; 0,3 M sucrose; 0,5 mM de DTT; 1 mM de
EDTA pH=8,0; PMSF 0,3 mM; NaF 10 mM; e inibidor de protease 1:100) a 60 mg de
tecido cardiaco. O material foi homogeneizado por 10 segundos, 2 vezes. O material
extraido foi centrifugado por 20 min a 4 °C a 30000 x g, e o sobrenadante coletado.
A quantidade de proteina do extrato foi determinada pelo método de Bradford e a
concentragao final ajustada para 1 mg/mL. Nesse extrato protéico foi avaliada a
producdo de IFN-y, TNF-a, IL-10 e ICAM-1. Placas de 96 pocos (Nunc) foram
recobertas com solugédo contendo anticorpo purificado de captura anti-IFN-y ou anti-
TNF-a ou anti-IL-10 ou ICAM-1 ou anti-TIMP-1 de rato (R&D Systems), diluidos em
tampéao PBS. As placas foram incubadas a temperatura ambiente durante uma noite.
ApoOs sucessivas lavagens com solugdo PBS — Tween 20 (0,05%) foi adicionado 300
ML da solugdo de bloqueio, constituida de PBS contendo 1% de albumina, com
incubacéao por 2 horas, a temperatura ambiente. As placas novamente lavadas foram
incubadas por 2 horas, a temperatura ambiente, com as amostras e com as
respectivas curvas de citocinas, diluidas na base 2 em tampao PBS contendo 1% de
albumina. Decorrido o tempo de incubacgéo, as placas foram lavadas e incubadas

com o0s anticorpos anti-IFN-y ou anti-TNF-a ou anti-IL-10 ou ICAM-1 ou anti-TIMP-1
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de rato biotinilados, durante 2 horas, a temperatura ambiente. Posteriormente, as
placas foram novamente incubadas com estreptoavidina diluida 1:200 em tampéao
PBS contendo 1% de albumina, durante 20 minutos, a temperatura ambiente. As
placas foram lavadas e reveladas com OPD (Sigma, EUA). A reagéo foi interrompida
por adicdo de H,SO, 16% e a leitura realizada em 492 nm.

Zimografia para MMP-2 e -9 no miocardio do VE

As metaloproteinases 2 e 9 foram determinadas pela técnica previamente
relatada por Tyagi et al.(1993)(52). Amostras de coracdo foram diluidas em tampé&o
de extracdo composto por Tris 50 mM pH 7,4, NaCl 0,2 M, Triton-X 0,1% e CacCl, 10
mM. A seguir, as amostras foram diluidas em tampéao de aplicacdo composto de Tris
0,5 M pH 6,8, 100% de glicerol e 0,05% de azul de bromofenol. As amostras foram
distribuidas em gel de SDS-poliacrilamida 8%, com 1% de gelatina. A eletroforese foi
realizada em aparelho Bio-Rad a 80 V por 2 horas, até o azul de bromofenol atingir o
fundo do gel. O gel foi removido e lavado duas vezes com Triton-X 100 e a seguir
lavado com solugdo Tris 50 mM pH 8,4. O gel entdo foi incubado a 37°C por 16
horas em solucéo de ativacao de Tris 50 mM pH 8,4 e CaCl, 5 mM. A coloracédo do
gel foi realizada por 30 minutos com solucdo 0,5% de comassie blue e a
descoloracao feita com solucdo de 30% de metanol e 10% acido acético até o
clareamento das bandas sobre fundo escuro. O processo de coloracdo e
descoloracao foi realizado em temperatura ambiente, em agitador. A seguir, o gel foi
fotografado e a intensidade da acdo gelatinolitica (bandas claras) analisada em
aparelho Gel Logic 6000 Pro equipado com software Carestream Molecular Imaging
versao 5.0, e as imagens geradas foram analisadas pelo programa Gel pro Image 32
versao 3.1.0 (Media Cybernetics, Rockville, MD, EUA), que mede a area de digestao
da gelatina em unidade de imagem denominada pixel. No gel de eletroforese foram
identificadas duas bandas de degradacao correspondentes a metaloproteinase 2: a
metaloproteinase 2 inativa (pro-MMP-2) com peso molecular de aproximadamente
72 KDa e a forma ativa apresenta peso molecular de aproximadamente 64 KDa (30).
Foi possivel ainda identificar banda de degradacéo intermediaria entre as duas
ultimas citadas. Nao foi possivel a nitida quantificacdo da MMP-9 no presente

estudo.
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Determinacado da apoptose no miocéardio do VE

A quantificac@o da caspase-3 e da Bcl-2 no miocardio do VE foi realizada pela
técnica de Western blot. Para extracdo de proteinas foi empregada a extracdo de
células totais com tampdo Radio Immuno Precipitation Assay (RIPA), como descrito
pela fabricante Abcam(53).

As proteinas presentes nas amostras homogeneizadas foram aplicadas em
géis de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio 10% para eletroforese
(sistema Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio - Rad, Hercules, CA, EUA). Apdés a
eletroforese, o gel foi transferido para uma membrana de nitrocelulose em sistema
Mini-Trans Blot (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). A membrana foi bloqueada por 120
minutos, com 0,5% de solucéo de leite em p6 desnatado em temperatura ambiente.
A seguir, a membrana foi incubada por uma noite a 4 °C com 0sS respectivos
anticorpos primarios (Cleaved Caspase-3 [Aspl75] [SA002E] Rabbit mAb, Cell
Signalling Technology Inc., EUA e Bcl2 sc 492 IgG rabbit monoclonal Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Europa). Apos trés lavagens com solucéo basal (Tris 1 M pH 8,0,
NaCl 5 M e detergente Tween 20), a membrana foi incubada por 2 horas em
temperatura ambiente com anticorpo secundario (IgG anti - rabbit Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Europa) e novamente lavados em solucao basal trés vezes. Por
fim, a imuno-deteccéo foi realizada por meio do método de quimiluminescéncia de
acordo com as instrucdes do fabricante (SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate, Thermo Scientific, EUA). Como controle interno foi utilizada a proteina
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH - 6C5, mouse monoclonal 1gG1l -
Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europa; Goat anti-mouse IgG-HRP (Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Europa).

As bandas de interesse foram localizadas por meio de marcador de peso
molecular, com peso de 17 kDa para caspase-3 ativa e 26 kDa para Bcl2. A
imunodeteccdo foi realizada por meio de fotodocumentador em modo de
visualizacdo para luminescéncia, aparelho Gel Logic 6000-Pro equipado com
software Carestream Molecular Imaging versao 5.0, e as imagens dos blots geradas
foram analisadas pelo programa Gel pro Image 32 versdo 3.1.00 (Media
Cybernetics, Rockville, MD, EUA), que mede as bandas escuras em fundo claro do

blot em unidade de imagem denominada pixel.
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Avaliacdo do metabolismo energético no miocardio do VE

Amostras de aproximadamente 200 mg do ventriculo esquerdo foram

homogeneizadas em tampéo fosfato de sddio (0,1M, pH 7,0) e o homogeneizado foi

centrifugado a 21000 x g, durante 15 minutos a -40 °C. O sobrenadante foi utilizado

para determinar a concentracdo de proteinas e a atividade das enzimas do

metabolismo energético. A atividade dos complexos enzimaticos da cadeia

respiratéria de elétrons (CR) foi determinada apds ressuspensao do pellet com

tampdao fosfato de sodio 0,1 M contendo 250 mM de sacarose e 2 mM de EDTA e,

centrifugacdo (21000 x g por 5 minutos), de acordo com técnica adaptada de
Cassina & Radi (1996)(54).

Determinacédo da atividade da lactato desidrogenase (LDH): A atividade da
LDH foi determinada de acordo com Wilkinson et al. (1965) com a utilizacao
do método UV otimizado, onde foi medido o consumo de NADH,, que é
proporcional a atividade da enzima presente na amostra(55).

Determinacéo da atividade da fosfofrutoquinase (PFK): A atividade da PFK foi
determinada em meio contendo tampao Tris-HCI (50 mM; pH 8,0), MgCl,,
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, aldolase, trifosfato isomerase, ATP e
frutose-6-fosfato, com medidas da velocidade de oxidacdo do NADH,,
segundo método descrito por Bass et al. (1969)(56).

Determinacéo da atividade do complexo piruvato desidrogenase (PIDH): Na
presenca de tampao fosfato de potassio (50 mM; pH 7,4) determinou-se a
atividade da PIDH em mistura reativa contendo NAD, tiamina pirofosfato,
coenzima A, ditiotreitol, MgCl,, NBT, piruvato de sodio e fenazina metasulfato,
onde mediu-se a conversao do piruvato em acetil coenzima A (acetil-CoA)
através da velocidade da reducdo do NAD(56).

Determinacéo da atividade da citrato sintase (CS): A reacdo de condensacéao
entre o grupamento acetil da molécula de acetil-CoA e oxaloacetado, reacao
catalisada pela citrato sintase, cuja atividade foi determinada na presenca dos
substratos acetil-CoA e oxaloacetato e DTNB em tampao fosfato Tris-HCI 50
mM, pH 8,0(56).

Determinagdo da atividade da [-hidroxiacil-CoA desidrogenase (B-OH-acil
CoA-DH): Foi determinada na presenca de tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,0,
EDTA, acetoacetil-CoA e NADH(56).
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e Determinacdo da atividade da NADH-desidrogenase (Complexo 1): A
atividade do complexo | foi determinada pelo método de Singer (1984) em um
sistema de reacdo composto por tampao fosfato de so6dio 80 mM pH 7,4,
EDTA e NADH, onde monitorou a velocidade de oxidacédo do NADH(57).

e Determinagdo da atividade da succinato desidrogenase (Complexo II): A
atividade enzimatica da succinato desidrogenase foi medida pelo método
descrito por Fischer et al (1985) em meio com tampéo fosfato de potassio (50
mM; pH 7,4), contendo succinato de soédio, fenasina metassulfato e 2,6-
dichlorophenolindophenol (DPIP), o qual teve absorbancia a 600 nm(58).

e Determinagdo da atividade ATP sintase: A atividade da ATP sintase foi
determinada em meio tamponado (Tris-HCI 50 mM; pH 8,0, na presenca de
MgCl,, NADH, fosfoenolpiruvato, ATP, LDH e piruvato quinase(59).

Todas as leituras foram realizadas em leitor de microplaca (pQuant-MQX Bio-
Tech Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA) com controle pelo software. Todos os

reagentes foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA).

Avaliacao do estresse oxidativo no miocardio do VE

A avaliacdo do estresse oxidativo no miocardio do VE foi feita a partir da
analise bioquimica da atividade das enzimas antioxidantes e da concentracdo de
hidroperéxido de lipideos e da quantificacdo da expressdo proteica de alguns

marcadores por Western blot.

a) Avaliacdo bioquimica
A analise das defesas antioxidantes foi realizada por meio da determinacao
das atividades das enzimas glutationa peroxidase, superoxido dismutase e catalase
no VE. A oxidacdo foi medida por meio da determinagdo da concentracdo de
hidroperéxido de lipideo no miocardio do VE. As analises enzimaticas e de
hidroperéxido de lipideo foram realizadas apos a determinacdo das proteinas totais
do tecido. Amostras de 200 mg do VE foram homogeneizadas em tampéo fosfato de

sédio (0,01 M) pH 7,4 e a seguir centrifugadas a 12000 x g, por 30 minutos a -4° C,
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segundo descrito por Pereira et al. (1991)(60). O sobrenadante foi utilizado para

determinar a concentragcdo de proteinas totais (g/100g de tecido).

Determinagéo da atividade da glutationa peroxidase (GSH-Px) (E.C.1.11.1.9.):
a atividade da GSH-Px foi determinada por meio da técnica descrita por
Nakamura et al. (1974), em presenca de peroxido de hidrogénio. A mistura da
reacdo foi preparada com tampdo fosfato de sodio, azida sodica, &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), glutationa reduzida (GSH) e glutationa
redutase. Por meio da oxidagéo do metilenotetraidrofolato redutase (NADPH3)
a 340 nm na presenca de glutationa redutase, a qual catalisa a reducao da
glutationa oxidada (GSSG), foi determinada a atividade da GSH-Px e
expressa em nmol/mg de tecido(61).

Determinagéo da atividade da superoxido dismutase (SOD) (E.C.1.15.1.1.): a
atividade da SOD foi determinada pela técnica de Crouch et al. (1981), tendo
como base a capacidade da enzima em inibir a redugcdo de nitroblue-
tetrazolico (NBT) por radicais superéxido gerados pela mistura hidroxilamina
em meio alcalino (pH 10). A hidroxilamina gera fluxo de O, do NBT para blue-
formazana em temperatura ambiente. Quando a amostra for adicionada, a
velocidade de reducdo do NBT foi inibida, conforme a porcentagem de SOD
presente na amostra. A atividade foi expressa em nmol/mg de proteinas
totais(62).

Determinacéo da atividade da catalase (EC.1.11.1.6.): a atividade da catalase
foi determinada em tampéao fosfato pH 7,0, utilizando-se 0,5 mL de amostra e
peroxido de hidrogénio (30%). A leitura espectrofotométrica foi realizadas a
240 nm. Os resultados foram expressos em umol/mg de proteinas totais(60).
Determinacéo da concentracdo de hidroperéxido de lipideos (HL): foi medido
por meio da oxidacdo do sulfato ferroso amoniacal (Fe?) medida por
hidroperoxido, com 100 pl da amostra e 900 pl de mistura reagente de sulfato
ferroso (FeS0O,), 250 uM, acido sulfarico (H,SO4) 25 mM, xilenol orange 100
MM e butil-hidroxitolueno (BHT) 4 mM em 90% (v/v) metanol. A intensidade da
coloracdo da reacédo foi medida espectrofotometricamente. A concentracdo do

hidroperdxido de lipideo foi expressa em nmol/g de tecido(60).
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b) Determinacéo da expressao de Nrf-2, HO-1 e GSH-Px no miocérdio do VE

Para quantificacdo do Nrf-2 foi realizada a extracdo e separacdo das
proteinas nucleares das amostras de VE por meio de extracdo com tampédo para
extrato nuclear recomendada pela fabricante Abcam(63). Para a HO-1 e GSH-Px foi
empregada a extracdo de células totais com tampdo Radio Immuno Precipitation
Assay (RIPA), como descrito pela fabricante Abcam(53). A concentracéo de proteina
dos extratos foi analisada pelo método de Bradford. As proteinas presentes nos
extratos foram aplicadas em géis de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio
10% para eletroforese (sistema Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell - Bio-Rad,
Hercules, CA, EUA). Apés a eletroforese, o gel foi transferido para uma membrana
de nitrocelulose em sistema Mini-Trans Blot (Bio - Rad, Hercules, CA, EUA). A
membrana foi bloqueada por 120 minutos, com 0,5% de solucdo de leite em po
desnatado em temperatura ambiente. A seguir, a membrana foi incubada por uma
noite a 4°C com os respectivos anticorpos primarios (Nrf-2 C-20, rabbit IgG - Santa
Cruz Biotechnology, Inc, Europa; Anti-Heme Oxygenase 1 [HO-1-1] abl13248 -
Abcam, Reino Unido; Anti-Glutathione Peroxidase 1 ab22604 — Abcam, Reino
Unido). Apo6s trés lavagens com solucdo basal (Tris 1 M pH 8,0, NaCl 5 M e
detergente Tween 20), a membrana foi incubada por 2 horas em temperatura
ambiente com anticorpo secundario (IgG anti-rabbit Santa Cruz Biotechnology, Inc,
Europa) e novamente lavados em solucdo basal trés vezes. Por fim, a imuno-
deteccéo foi realizada por meio do método de quimiluminescéncia de acordo com as
instrucées do fabricante (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate,
Thermo Scientific, EUA). Como controle interno, foi utilizada a proteina GAPDH
(GAPDH 6C5, mouse monoclonal IgG1 - Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europa;
Goat anti-mouse IgG - HRP (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europa).

As bandas de interesse foram localizadas por meio de marcador de peso
molecular, com peso de 100 kDa para o Nrf-2, 22 kDa para GSH-Px e 34 kDa para
HO-1. A imunodeteccédo foi realizada por meio de fotodocumentador em modo de
visualizacdo para luminescéncia, aparelho Gel Logic 6000 Pro equipado com
software Carestream Molecular Imaging versao 5.0, e as imagens dos blots geradas
foram analisadas pelo programa Gel pro Image 32 versdao 3.1.00 (Media
Cybernetics, Rockville, MD, EUA), que mede as bandas escuras em fundo claro do

blot em unidade de imagem denominada pixel.
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Anélise estatistica

Os testes foram realizados por meio do software SigmaStat for Windows
v2.03 da SPSS. Os dados foram apresentados como média + erro padrdao. As
variaveis com distribuicAio ndo normal foram normalizadas por meio de
transformagé@o matematica para serem testadas.

Foram analisados os efeitos do infarto (1), do alecrim (A) e a interag&o entre
os fatores (IxA) por meio do teste de analise de variancia (ANOVA) de dois fatores
independentes. Para a comparacdo do tamanho do infarto foi utilizado o teste
ANOVA de uma via. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

O teste ANOVA de duas vias avaliou os efeitos de cada fator sobre as
variaveis estudadas, independentemente do efeito do outro fator, bem como a
interacdo entre os dois fatores. Quando ocorre interacao significativa entre os fatores
(p<0,05), torna-se importante identificar os grupos que apresentam diferenca entre
si. Para tanto, utilizou-se o teste de comparac¢des multiplas de Holm-Sidak. No caso
de interacédo entre os fatores, os dados foram representados em graficos de barra
tridimensionais, de modo a permitir a visualizagcdo dos seis grupos experimentais
avaliados, bem como a influéncia de cada fator sobre as variaveis estudadas.

Quando ndo houve interacdo entre os fatores, foram analisados os dados
marginais, a fim de saber se animais infartados diferem dos animais Sham e se os
suplementados com alecrim diferem daqueles sem suplementacdo. Neste caso, 0s
dados e as diferencas foram representados em graficos de barras.

Com base nessas consideracdes, discutimos os resultados da seguinte
maneira: 1) efeito da suplementacdo de alecrim no coracdo sem agressao,
correspondendo as comparacdes entre os grupos SA0, SA002 e SA02 na ocorréncia
de interacao; 2) alteracGes causadas pelo infarto, correspondendo as comparacoes
entre os grupos SAO e IAO na ocorréncia de interacdo, e as comparacdes entre
todos os animais sem infarto e todos os animais com infarto na auséncia de
interacdo entre os fatores; 3) efeito da suplementacdo de alecrim nos animais
infartados, correspondendo a comparacdo entre os grupos IAO, IA002 e IA02 na
ocorréncia de interacédo; 4) efeito da suplementacédo de alecrim tanto no infarto como
no coragdo sem agressao, correspondendo a comparacdo entre todos os animais
sem suplementacéo e todos os animais suplementados com ambas as doses de

alecrim na auséncia de interagéo entre os fatores.
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Para avaliar a mortalidade entre os animais infartados, foi utilizado o teste y°.
Para a andlise dos dados e a construcao dos graficos, foi utilizado software
Sigma Plot versédo 11.0 da SPSS (San Jose, CA, EUA).
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Resultados



Ingestao de ragao, peso corporal, pressao arterial sistélica, tamanho do infarto
e mortalidade

N&o houve diferenca entre os animais em relacdo ao consumo de racéo, peso
corporal inicial e pressdo arterial, como descrito na Tabela 1. Os animais
suplementados com 0,02% de alecrim apresentaram maior peso corporal em
comparagcdo aos animais sem suplementacdo de alecrim e aos animais
suplementados com 0,2% de alecrim, como representado na Figura 2. Ndo houve
diferenca para o tamanho do infarto entre os grupos infartados (Tabela 1).

A mortalidade nas 48 horas apos o infarto foi de 43%. Ao longo do periodo
experimental, ndo foi observada a morte de nenhum animal dos grupos Sham. Entre
0s grupos infartados, morreram dois animais do grupo IAO, um do grupo IAl e dois
animais do grupo 1A02 (p=0,765).

36



LE

Tabela 1. Consumo de racao, peso corporal final, presséo sistolica e tamanho do infarto.

Grupo n Peso corporal Peso corporal Consumo de Presséo sistolica Tamanho do infarto
inicial (g) final (g) racao (g) (mmHg) (%)*
SAO0 22 256+16,1 432+9,25 25,8+0,2 120+£3,1 -
SA002 23 25616,12 457+9,05 24,6+0,2 128+3,2 -
SA02 22 257+16,1 43519,26 25,7+0,2 128+3,1 -
I1AQ 13 253+15,1 440+12,5 25,4+0,2 126x3,1 41,9t4,5
1A002 9 270%15,2 466+14,5 25,0+0,2 124+3,1 40,1t4,2
I1AQ02 8 266+14,6 428+15,3 25,5+0,2 126%3,1 43,6x4,7
p (1) 0,606 0,707 0,187 0,933 -
p (A) 0,837 0,035 0,101 0,502 0,244
p (IXA) 0,864 0,730 0,143 0,343 -

I: Infarto; S: Sham; A: Alecrim; AO: sem suplementacdo; A002: suplementacdo com 0,02% de alecrim; A02: suplementacdo com 0,2% de alecrim. Os
dados sdo expressos em média + erro padréo da média. *Testado por ANOVA de uma via e apresentado como média + desvio padréo. * Comparacdes
para fator Alecrim: animais suplementados com 0,02% diferem dos animais sem suplementacédo de alecrim e suplementados com 0,2%.



Figura 2. Peso corporal final.
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AO: animais sem suplementacdo; A002: animais com suplementacdo de 0,02% de alecrim; A02:
animais com suplementagao de 0,2% de alecrim. Os dados s@o expressos em média + erro padrao

da média. * = p<0,05.
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Estudo ecocardiografico

Os resultados obtidos pelo estudo ecocardiogréfico estdo nas tabelas 2a e 2b
(varidveis morfolégicas e funcionais).

N&o foi observado efeito da suplementacdo de alecrim nas variaveis
ecocardiograficas nas comparacgdes entre os grupos SA0, SA002 e SA02 (interacdo
entre os fatores).

O infarto causou alteracbes morfoldgicas, caracterizadas por maior diametro
diastélico do ventriculo esquerdo (Figura 3), espessura diastolica da parede
posterior do ventriculo esquerdo (Figura 4), maior area diastélica (Figura 5) e maior
atrio esquerdo corrigido pelo peso corporal e pela aorta (Figura 6 e 7). Foram
observadas também altera¢gbes funcionais, como menor tempo de desaceleracéo da
onda E (Figura 8), menor fracdo de variacdo da area do VE (Figura 9) e maior
relacdo E/E’ média (Figura 10).

Em relacdo ao efeito da suplementacdo de alecrim nos animais infartados,
observou-se que o grupo infartado que recebeu 0,02% de alecrim apresentou menor
atrio esquerdo corrigido pelo peso corporal e pela aorta (Figura 11 e 12) e maior TDE
(Figura 13) em comparacao ao grupo infartado sem suplementacdo com alecrim e
grupo que recebeu a suplementacdo de 0,2% de alecrim. O grupo suplementado
com 0,2% de alecrim apresentou maior AE/AO em comparagdo ao grupo que
recebeu 0,02% de alecrim, sem diferenca em comparacdo ao grupo infartado sem
suplementacao (Figura 12).

Ndo houve diferenca nas comparacfes entre todos o0s animais sem
suplementacao e todos os animais suplementados com ambas as doses de alecrim

(na auséncia de interacao).
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Tabela 2a. Variaveis ecocardiogréficas morfologicas.

Grupno DDVE/PC* EDPP* Espessura AE/PC AE/AO* Area Diastélica
P (mm/kg) (mm) relativa do VE (mm/kg) (mm?)
SA0 22 17,9+0,41  1,36+0,02 0,35+0,006 12,2+0,3? 1,32+0,022 44 4+1,62
SA002 23 17,1+0,39  1,39+0,01 0,36+0,007 12,2+0,5° 1,41+0,04° 44,5+1,84
SA02 22 17,9+0,29 1,38+0,01 0,360,007 12,4+0,4° 1,38+0,03° 43,3+1,65
IAO 13  24,6+0,74 1,95+0,06 0,36+0,012 17,340,624 2,06+0,092" 92,2+3,93
IAO02 9 24,2+0,68 1,99+0,08 0,360,023 15,5+1,0°4%  1,93+0,14°"B 91,7+6,89
IAO2 8 24,1+0,93  2,00+0,08 0,39+0,019 19,4+0,9%B 2,25+0,08%E 85,2+4,50
p () <0,001 <0,001 0,179 <0,001 <0,001 <0,001
p (A) 0,504 0,456 0,310 0,03 0,079 0,359
p (IXA) 0,582 0,938 0,311 0,001 0,024 0,557

I: Infarto; S: Sham; A: Alecrim; AO: Sem suplementacdo; A002: Suplementacdo com 0,02% de alecrim; A02: Suplementacdo com 0,2% de alecrim;
VE: Ventriculo esquerdo; DDVE: Diametro diastélico de ventriculo esquerdo; DDVE/PC: Diametro diastélico de ventriculo esquerdo corrigido pelo
peso corporal; EDPP: espessura diastodlica da parede posterior do ventriculo esquerdo; AO: Diametro da aorta; AE: Didmetro do atrio esquerdo;
AE/PC: Atrio esquerdo corrigido pelo peso corporal; AE/AO: Atrio esquerdo corrigido pelo diametro da aorta. Os dados s&o expressos em média +
erro padrdo da média.* aplicado opera¢des mateméticas para normalidade (para DDVE/PC e EDPP foi calculado o reciproco; para AE/AO foi
utilizado logaritimo neperiano). Interacdo entre os fatores: as diferencas estdo representadas por letras, em que letras iguais designam as
diferengas entre os grupos: comparacao para fator Infarto: (a —I#S entre os grupos AO; b—I#S entre os grupos A002; c— I#S entre os grupos A02);
comparacdes para o fator Alecrim: (A—AO0#A002 entre os grupos infartados; B — A002#A02 entre os grupos infartados; C — A0#A02 entre os

grupos infartados).



Tabela 2b. Variaveis ecocardiogréaficas funcionais.

0,

Grupo n (b':?n) (\r/nEpF;:) E(C"r:;;‘;" A(C”r:};‘;" va;ir%;éo Fr:}ii;:e (Tn?SE) TRIV/R-R  E/E’média
SAO 22 304x10 38,6%0,6 757+l5 54528 733:001 00100l  41,7+125° 552149  19,1+0,65
SA002 23 312+12 37,8410 77,2421 58,9+3,6 743%1,23  0,92+0,01 44.8+1,98  533+1,50  19,6+0,86
SA02 22 323+11 384+08 78,9+1,8 583+20 756+1,00 0,93+0,01  453+138°  539+1,48  18,80,61
IAO 13 290+10 23,6+2,1 98,4455 52,8+4,2 2704232 0,47+0,02  36,1+2,49**  67,1+3,99  24,4+1,66
IAO02 9 312+18 256415 87,548,5 54,7+9,1 282+1,52 0,49+0,02  46,4+2,73*%  67,9+419  256+2,79
IAO2 8 283+14 222+1,9 92,7+04  49,4+8,6 2724348 046+0,02 315+2,04°®  703+571  236+2,63

p () 0,411  <0,001 0,014 0,176 <0,001 <0,001 0,001 <0,001 <0,001

P (A) 0,984 0,990 0,482 0,725 0,697 0,571 0,002 0,857 0,898

p (IXA) 0,747 0,772 0,246 0,720 0,757 0,612 0,004 0,689 0,523

I: Infarto; S: Sham; A: Alecrim; AO: Sem suplementacéo; A002: Suplementag&do com 0,02% de alecrim; A02: Suplementacéo com 0,2% de alecrim; VE:
Ventriculo esquerdo; FC: Frequéncia cardiaca; VEPP: Velocidade de encurtamento da parede posterior do VE; E mitral: Onda E do fluxo transmitral; A
mitral: Onda A do fluxo transmitral; TRIV: Tempos de relaxamento isovolumétrico; TDE: Tempo de desaceleracdo da onda E; E/E’ média: Relacéo da
onda E do fluxo mitral/E’ do anel mitral. Os dados sdo expressos em média + erro padréo da média. Interacdo entre os fatores: as diferencas estéo
representadas por letras, em que letras iguais designam as diferencas entre os grupos = comparacao para o fator Infarto: (a —I#S entre os grupos A0;
b—I#S entre os grupos A002; c— I#S entre os grupos A02); comparacdes para o fator Alecrim: (A — AO#A002 entre os grupos infartados; B —

A002#A02 entre grupos infartados; C — A0#A02 entre os grupos infartados).
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Figura 3. Diametro diastolico do VE corrigido pelo peso corporal (ecocardiograma).
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VE: Ventriculo esquerdo; DDVE/PC: Diametro diastdlico do VE corrigido pelo peso corporal; IM:

Infarto. Os dados sdo expressos em média + erro padrdo da média. * = p<0,05.

42



Figura 4. Espessura diastélica da parede posterior do ventriculo esquerdo
(ecocardiograma).
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EDPP: Espessura diastélica da parede posterior do ventriculo esquerdo; IM: Infarto. Os dados séo
expressos em média + erro padrdo da média. * = p<0,05.
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Figura 8. Area diastolica da cavidade ventricular (ecocardiograma).
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IM: Infarto. Os dados sdo expressos em meédia * erro padrao da média. * = p<0,05.
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Figura 6. Diametro do atrio esquerdo corrigido pelo peso corporal (ecocardiograma).
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AE/PC: Didmetro do atrio esquerdo corrigido pelo peso corporal; IM: Infarto; AO: Sem suplementacao;
A002: Suplementacédo de 0,02% de alecrim; A02: Suplementacéo de 0,2% de alecrim. Os dados séo

expressos em média. * = p<0,05.
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Figura 7. Diametro do atrio esquerdo corrigido diametro da aorta (ecocardiograma).
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AE/AO

AE/AO: Didmetro do atrio esquerdo corrigido pela aorta; IM: Infarto; AO: Sem suplementacédo; A002:
Suplementacdo de 0,02% de alecrim; A02: Suplementacdo de 0,2% de alecrim. Os dados séo
expressos em média. * = p<0,05.
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Figura 8. Tempo de desaceleracéo da onda E (ecocardiograma).
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Infarto; AO: Sem suplementagdo; A002:

IM:
Suplementacdo de 0,02% de alecrim; A02: Suplementacdo de 0,2% de alecrim. Os dados séo

TDE: Tempo de desaceleracdo da onda E;

expressos em média. * = p<0,05.
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Figura 9. Fracao de variacao das areas da cavidade ventricular (ecocardiograma).
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IM: Infarto. Os dados sdo expressos em meédia * erro padrao da média. * = p<0,05.
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Figura 10. Relac&do E/E’ média (ecocardiograma).
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IM: Infarto. Os dados sdo expressos em meédia * erro padrao da média. * = p<0,05.
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Figura 11. Diametro do atrio esquerdo corrigido pelo peso corporal (ecocardiograma).

AE/PC

AE/PC: Diametro do atrio esquerdo corrigido pelo peso corporal; IM: Infarto; AO: Sem suplementagéo;
A002: Suplementacgéo de 0,02% de alecrim; A02: Suplementacéo de 0,2% de alecrim. Os dados sdo

expressos em média. * = p<0,05.
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Figura 12. Diametro do atrio esquerdo corrigido didmetro da aorta (ecocardiograma).

AE/AO

AE/AO: diametro do atrio esquerdo corrigido pela aorta; IM: Infarto; AO: Sem suplementacéo; A002:
Suplementacdo de 0,02% de alecrim; A02: Suplementacdo de 0,2% de alecrim. Os dados séo

expressos em média. * = p<0,05.
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Figura 13. Tempo de desaceleracdo da onda E (ecocardiograma).
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TDE: Tempo de desaceleracdo da onda E; IM: Infarto; AO: Suplementacdo; A002: Suplementacédo de
0,02% de alecrim; A02: suplementacao de 0,2% de alecrim. Os dados sdo expressos em média. * =
p<0,05.
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Estudo morfométrico do VE, VD, atrios e pulmao

O infarto levou ao maior peso do VE, VD, étrios corrigidos e pulméo corrigidos
pelo peso corporal. Em relacdo ao efeito da suplementacdo de alecrim nos grupos
infartados, nao foram verificadas diferencas nas variaveis morfométricas (Tabela 3).

N&o foi observado efeito da suplementacdo de alecrim nas comparacoes
entre todos 0s animais sem suplementacéo e todos os animais suplementados com

ambas as doses de alecrim (sem interacdo entre os fatores).

Tabela 3. Estudo morfométrico dos tecidos.

Grupo VE/PC Atrios/PC* VD/PC Pulmao/PC
(mg/g) (mg/g) (mg/g)* (mg/g)*
SA0 22 1,95+0,05 0,12+0,01  0,54+0,03  5,00+0,29
SA002 23 1,98+0,05 0,13+0,01  0,55+0,03  4,73+0,28
SA02 22 1,92+0,05 0,12+0,01  0,56x0,03  5,010,29
IAO 9  2,18+0,08  0,34+0,02  0,80+0,04  6,43+0,42
IAOO2 7  1,97+0,09  0,28+0,02  0,75+0,05  5,90+0,44
IA02 8  2,09+0,09  0,25+0,02  0,73+0,05  4,78+0,46
p (1) 0,027 <0,001 <0,001 0,012
p (A) 0,431 0,120 0,823 0,097
p (IXA) 0,199 0,255 0,519 0,071

VE: Peso do ventriculo esquerdo; I: Infarto; S: Sham; A: Alecrim; I: Infarto; S: Sham; A: Alecrim; AO:
Sem suplementacéo; A002: Suplementacdo com 0,02% de alecrim; A02: Suplementacdo com 0,2%
de alecrim; VE: Ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito; PC: Peso corporal. Os dados sao
expressos em média + erro padrdo da média. * Transformados matematicamente por Logaritmo
neperiano para analise estatistica.
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Anélise histologica do miocéardio do VE

Os resultados obtidos pela analise histolégica estdo apresentados na Tabela

N&o foi observado efeito da suplementacdo de alecrim nas comparacoes
entre os grupos SAO, SA002 e SA02 para area do miécito (com interacdo entre 0s
fatores).

O infarto levou a maior da area do miécito (Figura 14) e da porcentagem de
colageno (Figura 15).

Em relacdo ao efeito da suplementacdo de alecrim nos animais infartados,
observou-se que o grupo infartado que recebeu 0,02% de alecrim apresentou menor
area do miocito em comparagdo ao grupo sem alecrim (Figura 16). Nao houve
diferenca para a porcentagem de colageno com a suplementacdo de alecrim nos
animais infartados.

N&o foi observado efeito da suplementacdo de alecrim nas comparacdes
entre todos 0s animais sem suplementacéo e todos os animais suplementados com
ambas as doses de alecrim para porcentagem de colageno (na auséncia de

interacao).
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Tabela 4. Analise histolégica do miocéardio do VE.

Area do miécito ]
Grupo n % colageno*

(um?)

SA0 22 176+10,5° 3,97+0,38
SA002 23 155+11,3" 3,87+0,79
SA02 22 200+11,3¢ 3,71+0,27
IAO 13 285+11,4%4 8,73+1,71
IAO02 9 232+13,4P4 5,11+0,36
IAO2 8 265+12,5° 5,97+0,26

p (1) <0,001 0,046

p (A) <0,001 0,553

p (IXA) <0,001 0,507

I: Infarto; S: Sham; A: Alecrim; I Infarto; S: Sham; A: Alecrim; AO: Sem suplementacdo; A002:
Suplementacdo com 0,02% de alecrim; A02: Suplementacdo com 0,2% de alecrim. Os dados sao
expressos em meédia + erro padrdo da média.* aplicado opera¢cdes mateméticas para normalidade
(para % de colageno foi calculado o numero reciproco). Interacdo entre os fatores: as diferencas
estdo representadas por letras, em que letras iguais designam as diferencas entre os grupos =
comparacao para o fator Infarto: (a —I#S entre os grupos AO; b—I#S entre os grupos A002; c— I#£S
entre os grupos A02); comparac@es para o fator Alecrim: (A — A0#A002 entre os grupos infartados;
B — A002#A02 entre grupos infartados; C — A0#A02 entre os grupos infartados).



Figura 14. Area seccional do midcito (histologia).
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IM: Infarto; AO: Sem suplementacdo; A002: Suplementacdo de 0,02% de alecrim; AO02:
Suplementacao de 0,2% de alecrim. Os dados sdo expressos em média. * = p<0,05.
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Figura 15. Porcentagem de coladgeno no miocéardio do VE (histologia).
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IM: Infarto. Os dados sdo expressos em meédia * erro padrdo da média. * = p<0,05.
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Figura 16. Area seccional do midcito cardiaco (histologia).
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ASM: Area seccional do midcito cardiaco; IM: Infarto; AO: Sem suplementacdo; A002: Suplementac&o
de 0,02% de alecrim; A02: Suplementagéo de 0,2% de alecrim. Os dados séo expressos em média. *

= p<0,05.
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Avaliacdo da producéo de TIMP-1 e atividade da MMP-2 no miocardio do VE

Os resultados da concentracdo de TIMP e da atividade da MMP-2 estao
apresentados na Tabela 5.

N&o foi observado diferenca na concentracao de TIMP entre todos 0S grupos.

O infarto levou a maior atividade da MMP-2 intermediaria (Figura 17) e total
(Figura 18). A suplementagdo com alecrim nao alterou a atividade da MMP-2 nos
grupos infartados (Tabela 5).

N&o foi observado efeito da suplementacdo de alecrim nas comparacdes
entre todos 0s animais sem suplementacéo e todos os animais suplementados com

ambas as doses de alecrim para a MMP-2 (sem interagdo entre os fatores).
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Tabela 5. Avaliacdo da producéo de TIMP-1 e atividade da MMP-2 no miocardio do VE.

MMP-2 MMP-2 MMP-2 MMP-2
Grupo N IIM;:l Ativa* Inativa Intermediaria Total MMP-2 MMP-2 Intel\r/lrlw\:l:c;izéria
P rzfeing)* (unidade  (unidade (unidade (unidade  Ativalinativa  Ativa/Total* vy
P arbitraria) arbitraria) arbitraria) arbitraria)

SAO 6 84,2+10,6 12,6+4,33 63,7£33,5 169+22,9 243,4+51,9 0,27+0,07 0,05£0,001 0,76x0,06
SA002 6 98,2+24,7 7,8+£3,19 40,1+10,2 195+12,5 241,9+194 0,17+0,06 0,03£0,01 0,82+0,04
SA02 6 127+31,2 13,8+3,79 48,5+7,5 207+8,40 269,3+14,9 0,26%0,04 0,05%0,01 0,78+0,03

I1AO 5 113+41,5 29,1+15,0 85,1+29,9 218+11,5 332,7+45,0 0,49+0,22 0,07x0,02 0,71+0,07
IA002 4 70,3+16,0 9,6+4,62 50,9+19,7 214+18,7 274,3t37,3 0,19+0,06 0,03+0,01 0,79+0,06
IA02 4 112+3,56 58,6+42,1 118,3+54,9 225+7,97 401,8+96,3 0,38+0,14 0,10+0,06 0,65+0,13

p () 0,259 0,181 0,147 0,032 0,033 0,305 0,346 0,227
p (A) 0,780 0,228 0,392 0,360 0,266 0,237 0,232 0,394
p (IXA) 0,549 0,986 0,540 0,504 0,572 0,834 0,940 0,754

I: Infarto; S: Sham; A: Alecrim; I:

Infarto; S: Sham; A: Alecrim; AO: Sem suplementacédo; A002: Suplementagdo com 0,02% de alecrim; A02: Suplementacéo

com 0,2% de alecrim. TIMP: Inibidor de metaloprotease-1. Os dados sdo expressos em média + erro padréo da média. * Submetidos a transformacéo
matemética: 1/TIMP; Logaritmo neperiano da MMP-2 ativa; Logaritmo neperiano da MMP-2 ativa/total.
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Figura 17. Atividade da MMP-2 intermediéria (zimografia).
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MMP-2: metaloprotease-2; IM: Infarto. Os dados sé&o expressos em média + erro padrdo da média. * =
p<0,05. A figura no topo a direita representa as bandas da MMP-2 fotografadas e o padrao utilizado
como referéncia.
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Figura 18. Atividade da MMP-2 total (histologia).
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MMP-2: metaloprotease-2; IM: Infarto. Os dados sé&o expressos em média + erro padrdo da média. * =
p<0,05. A figura no topo a direita representa as bandas da MMP-2 fotografadas e o padrao utilizado

como referéncia.
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Avaliac&o da producéo de citocinas no miocéardio do VE

Os resultados da avaliacdo da producdo de citocinas no miocardio do VE
estao apresentados na Tabela 6.

O infarto levou a menor concentracdo de IL-10, TNF-a e INF-y, como
representado nas Figuras 19 a 21. N&ao foi observado efeito da suplementacdo de
alecrim nos animais infartados (Tabela 6).

N&o foi observado efeito da suplementacdo de alecrim nas comparacdes
entre todos 0s animais sem suplementacéo e todos os animais suplementados com

ambas as doses de alecrim para as citocinas (sem interagao).

Tabela 6. Concentracao de citocinas no miocardio do VE.

IL-10 ICAM-1 TNF-a INF-y

Grupo n  (pg/mg (pg/mg (pg/mg (Pg/mg
proteina) proteina) proteina) proteina)
SAO 7 46,9+4,19  95,7+10,2 41,8+4,19 28,91+2,63
SA002 7 4554588  95,1+7,77 41,2+5,64 27,613,44
SA02 7 63,9t110,5 115+15,6 58,3+10,5 36,315,87
IAO 5 32,64575 92,1+1,39 26,8+3,13 19,8+3,03
IAO02 3 34,2+7,87 99,3+22,6 27,9,2+585  20,914,09
IAO2 4  239+2,49  74,7+11,7 18,4+3,49 15,5+1,85

p (1) 0,002 0,224 <0,001 0,002

p (A) 0,826 0,969 0,823 0,913

p (IxA) 0,149 0,214 0,146 0,246

I: Infarto; S: Sham; A: Alecrim; I: Infarto; S: Sham; A: Alecrim; AO: Sem suplementacdo; A002:
Suplementacdo com 0,02% de alecrim; A02: Suplementacéo com 0,2% de alecrim. IL-10: Interleucina
10; ICAM-1: Molécula de adeséo intercelular-1; TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa; INF-y: Inteferon
gama. Os dados séo expressos em média * erro padrao da média.
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Figura 19. Interleucina-10 no miocardio do VE (ELISA).
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IL-10: Interleucina-10; IM: Infarto. Os dados sdo expressos em média + erro padrdo da média. * =
p<0,05.
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Figura 20. Fator de necrose tumoral alfa no miocardio do VE (ELISA).
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TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa; IM: Infarto. Os dados sdo expressos em média + erro padréo
da média. * = p<0,05.
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Figura 21. Interferon gama no miocéardio do VE (ELISA).
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INF-y: Interferon gama; IM: Infarto. Os dados s@o expressos em média + erro padrdo da média. * =
p<0,05.
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Determinacado da apoptose no miocéardio do VE

Os resultados obtidos estao representados na Tabela 7. N&o foi observada
diferenca entre os grupos em relacéo a caspase-3.

O infarto levou a menor expresséao da Bcl2, como representado na Figura 22.
N&o houve efeito da suplementacdo de alecrim sobre a expressao da Bcl2 nos
grupos infartados (Tabela 7).

N&o foi observado efeito da suplementacdo de alecrim nas comparacdes
entre todos 0s animais sem suplementacéo e todos os animais suplementados com
ambas as doses de alecrim para a expressao da Bcl-2 (sem interacdo entre os

fatores).

Tabela 7. Expresséo de caspase-3 e Bcl-2 no miocardio do VE.

Grupo N .Caspase.-S, . . BcI-2. N
(unidade arbitraria) (unidade arbitraria)
SAO0 6 0,47+0,71 1,30+0,47
SA002 6 0,55+0,35 0,940, 38
SA02 6 052+0,12 0,80+0,24
IAO 6 0,71+0,33 0,65+0,31
IA002 6 0,47+0,12 0,91+0,45
IA02 6 0,52+0,22 0,41+0,22
p (1) 0,254 0,046
p (A) 0,742 0,216
p (IXA) 0,853 0,416

I: Infarto; S: Sham; A: Alecrim; AO: Sem suplementacdo; A002: Suplementacdo com 0,02% de
alecrim; A02: Suplementacao com 0,2% de alecrim. Os dados sdo expressos em média * erro padrao
da média.
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Figura 22. Expressdao proteica da Bcl-2 no miocéardio do VE (Western blot).
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IM: Infarto. Os dados s@o expressos em média + erro padrdo da média. * = p<0,05. A figura no topo a
direita representa as bandas da Bcl-2 sobre as bandas do GAPDH fotografadas.
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Avaliacdo do metabolismo energético cardiaco no miocardio do VE

Os resultados da avaliacdo das enzimas do metabolismo energético cardiaco
e dos complexos mitocondriais estdo apresentados nas Tabelas 8 e 9.

N&o foi observado efeito da suplementacdo de alecrim no coragdo sem
agressao (na interagao entre os fatores).

O infarto levou a maior atividade da LDH (Figura 23) e da ATP sintase (Figura
24) e menor atividade da PIDH, CS, (Figuras 25 e 26) e do Complexo | da CR
(Figura 27).

Em relacdo a suplementacdo de alecrim nos grupos infartados, 0s grupos
suplementados com ambas as doses de alecrim apresentaram menor atividade da
LDH (Figura 28) e maior atividade de CS e B-OH-acil CoA-DH em comparagédo ao
grupo infartado sem alecrim (Figuras 29 e 30). Da mesma forma, 0s grupos
infartados suplementados com alecrim em ambas as doses apresentaram maior
atividade do Complexo | da CR em comparagdo ao grupo infartado sem alecrim
(Figura 31). A suplementacdo de alecrim com 0,2% levou a maior atividade do
complexo Il em comparacdo aos grupos infartados sem suplementacdo e com
suplementacao de 0,02% de alecrim (Figura 32).

Nas comparacfes entre todos os animais sem suplementacdo e todos 0s
animais suplementados (sem interacdo entre os fatores), os animais suplementados
com 0,02% e 0,2% de alecrim apresentaram maior atividade da PIDH em
comparacdo aos animais sem suplementacdo de alecrim (Figura 33). Os animais
suplementados com 0,2% apresentaram maior atividade da ATP sintase em
comparacdo aos animais sem suplementacdo de alecrim e aos animais

suplementados com 0,02% de alecrim (Figura 34).
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Tabela 8. Atividade das enzimas do metabolismo cardiaco.

LDH PFK PIDH CS B-OH-acil CoA-DH
Grupo (nmoL/mg (nmoL/mg  (nmoL/m (nmoL/mg (nmoL/mg
proteina) tecido) g tecido) tecido) proteina)
SAO 162+8,05° 117+7,81 323+12,9 26,1+1,48° 22,9+2,49
SA002 179+11,8° 121+7,55 349+17,2 26,2+1,75° 18,5+2,71°
SA02 165+8,04 115+9,35 342+8,50 26,6+2,30 16,4+1,67°
IAO 192+11,8%A¢ 129+10,9 275+14,3  18,3+1,18*"C 32,2+2,02*¢
IA002 147+9,59* 116+6,87 327+14,9  34,8+3,52°A 58,646,464
IA02 151+8,00° 108+4,24 319+4,88 31,2+1,16° 59,8+7,43°°
p (1) 0,525 0,988 0,004! 0,152 <0,001
p (A) 0,063 0,677 0,006 0,011 0,071
p (IXA) 0,014 0,729 0,489 <0,001 <0,001

I: Infarto; S: Sham; A: Alecrim; AO: Sem suplementacdo; A002: Suplementacdo com 0,02% de
alecrim; A02: Suplementacdo com 0,2% de alecrim; PFK: Fosfofrutoquinase; PIDH: Piruvato
desidrogenase; CS: Citrato sintase; B-OH-acil CoA-DH: Beta-hidroxiacil Coenzima-A desidrogenase;
LDH: Lactato desidrogenase. Os dados sdo expressos em média + erro padrdo da média.
'Comparacado para o fator Infarto: animais infartados diferentes dos animais Sham. “Comparacdes
para o fator Alecrim: animais suplementados com 0,02% e 0,2 de alecrim diferentes dos animais sem
suplementacdo de alecrim. Interagcdo entre os fatores: as diferencas estdo representadas por letras,
em que letras iguais designam as diferencas entre os grupos = comparacao para o fator Infarto: (a —
I#S entre os grupos AO; b—I#S entre os grupos A002; c— I#S entre os grupos A02); comparacgbes
para o fator Alecrim: (A — AO0#A002 entre os grupos infartados; B — A002#A02 entre grupos
infartados; C — AO0#A02 entre os grupos infartados).
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Tabela 9. Atividade das enzimas da cadeia respiratoria.

ATP sintase Complexo | Complexo I
Grupo n (nmoL/mg (nmoL/mg (nmoL/mg
tecido) tecido) tecido)
SAO 8 24,7+1,89 3,77+0,22° 6,01+0,43
SA002 8 27,8+2,46 3,47+0,24° 6,16x0,45
SA02 8 34,6+3,69 3,77+0,26 5,63+0,52°
IAO 7 26,7+2,10 2,83+0,32*4¢ 5,43+0,22°
IA002 8 36,3+3,16 4,59+0,46"" 5,49+0,46°
IA02 7 38,5+2,76 4,36+0,22° 8,32+0,48 ©5¢
p (1) 0,039" 0,389 0,192
p (A) 0,008 0,03 0,009
p (IxA) 0,569 0,004 <0,001

I: Infarto; S: Sham; A: Alecrim; AO: Sem suplementacdo; A002: Suplementacdo com 0,02% de
alecrim; A02: Suplementacdo com 0,2% de alecrim; Complexo I: Complexo | da cadeia respiratéria;
Complexo II: Complexo Il da cadeia respiratéria. Os dados sdo expressos em média + erro padrao da
média. ' Comparacdo para o fator Infarto: animais infartados diferentes dos animais Sham.
*Comparacado para o fator Alectim: animais suplementados com 0,2% diferentes dos animais sem
suplementacdo de alecrim e dos animais suplementados com 0,02%. Interacdo entre os fatores: as
diferencas estdo representadas por letras, em que letras iguais designam as diferencas entre os
grupos = comparacgédo para o fator Infarto: (a —I#S entre os grupos AO; b—I#S entre os grupos A002;
c— |#S entre os grupos A02); comparagbes para o fator Alecrim: (A — A0#A002 entre os grupos
infartados; B — A002#A02 entre grupos infartados; C — A0#A02 entre os grupos infartados).
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Figura 23. Atividade da lactato desidrogenase no miocardio do VE (bioquimica).
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LDH: Lactato desidrogenase; IM: Infarto; AO: sem suplementacdo; A002: suplementacdo de 0,02% de
alecrim; A02: suplementacéo de 0,2% de alecrim. Os dados sdo expressos em média. * = p<0,05.
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Figura 24. Atividade ATP sintase no miocéardio do VE (bioquimica).
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IM: Infarto. Os dados sdo expressos em meédia * erro padrao da média. * = p<0,05.
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Figura 25. Atividade da piruvato desidrogenase no miocardio do VE (bioquimica).
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PIDH: Piruvato desidrogenase; IM: Infarto. Os dados sdo expressos em média + erro padrdo da
média. * = p<0,05.
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Figura 26. Atividade da citrato sintase no miocardio do VE (bioquimica).
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CS: Citrato sintase; IM: Infarto; AO: Sem suplementacdo; A002: Suplementacgéo de 0,02% de alecrim;
A02: Suplementacéo de 0,2% de alecrim. Os dados sé@o expressos em média. * = p<0,05.
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Figura 27. Atividade do Complexo | da cadeia respiratéria no miocardio do VE
(bioquimica).

Complexo | (nmoL/mg tecido)

IM: Infarto; AO: Sem suplementacdo; A002: Suplementacdo de 0,02% de alecrim; AO02:
Suplementacao de 0,2% de alecrim. Os dados sdo expressos em média. * = p<0,05.
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Figura 28. Atividade da lactato desidrogenase no miocardio do VE (bioquimica).
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LDH: Lactato desidrogenase; IM: Infarto; AO: Sem suplementacéo; A002: Suplementacdo de 0,02%
de alecrim; A02: Suplementacgédo de 0,2% de alecrim. Os dados sdo expressos em média. * = p<0,05.
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Figura 29. Atividade da citrato sintase no miocéardio do VE (bioquimica).

I
8 S

CS (nmoL/mg tecido)
8

10 1

CS: Citrato sintase; IM: infarto; AO: Sem suplementa¢éo; A002: Suplementacéo de 0,02% de alecrim;
A02: Suplementagao de 0,2% de alecrim. Os dados sédo expressos em média. * = p<0,05.
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Figura 30. Atividade da beta-hidroxiacil coenzima A desidrogenase no miocardio do
VE (bioquimica).

B-OH-acil CoA-DH (nmoL/mg proteina)

B-OH-acil-coA-DH: Beta hidroxiacil coenzima-A desidrogenase; IM: Infarto; AO: Sem suplementacéo;

A002: Suplementacgéo de 0,02% de alecrim; A02: Suplementacéo de 0,2% de alecrim. Os dados séo
expressos em média. * = p<0,05

79



Figura 31. Atividade do complexo | da cadeia respiratéria no miocéardio do VE
(bioquimica).

Complexo | (nmoL/mg tecido)

IM: Infarto; AO: Sem suplementacdo; AO002: Suplementacdo de 0,02% de alecrim; AO02:
Suplementacéo de 0,2% de alecrim. Os dados sdo expressos em média. * = p<0,05.
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Figura 32. Atividade do Complexo Il da cadeia respiratéria no miocardio do VE
(bioquimica).

Complexo Il (nmoL/mg tecido)

IM: Infarto; AO: Sem suplementacdo; AO002: Suplementacdo de 0,02% de alecrim; AO02:
Suplementacéo de 0,2% de alecrim. Os dados sdo expressos em média. * = p<0,05.
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Figura 33. Atividade da piruvato desidrogenase no miocardio do VE (bioquimica).
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PIDH: Piruvato desidrogenase; AO: Sem suplementacéo; A002: Suplementacdo de 0,02% de alecrim;
A02: Suplementagao de 0,2% de alecrim. Os dados sdo expressos em média + erro padrdo. * =
p<0,05.
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Figura 34. Atividade da ATP sintase no miocardio do VE (bioquimica).
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AO: Sem suplementacdo; A002: Suplementacdo de 0,02% de alecrim; A02: Suplementacéo de 0,2%
de alecrim. Os dados séo expressos em média * erro padrdao da média. * = p<0,05.
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Avaliacdo do estresse oxidativo cardiaco no miocardio do VE

Os resultados para a avaliagdo bioquimica do estresse oxidativo estdo
apresentados na Tabela 10.

N&o foi observado efeito da suplementacdo de alecrim nas comparacdes
entre os grupos SAO, SA002 e SA02 para as variaveis do estresse oxidativo
(interagao entre os fatores).

O infarto levou a maior concentracdo de HL (Figura 35), maior atividade da
SOD e menor atividade da GSH-Px (Figuras 36 e 37).

A suplementacdo de alecrim com ambas as doses nos grupos infartados
levou a menor concentracdo de HL em comparacao ao grupo sem suplementagao
(Figura 38). Os grupos infartados suplementados com alecrim com ambas as doses
apresentaram menor atividade da SOD em comparacdo ao grupo infartado sem
alecrim (Figura 39). Apesar da interacdo, ndo foi observada diferenga significativa na

atividade de GSH-Px com a suplementacéo de alecrim nos grupos infartados.
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Tabela 10. Lipoperoxidacéao e atividade das enzimas relacionadas ao estresse
oxidativo no miocardio do VE.

Hidroperoxido de Catalase SOD* GSH-Px
Grupo n lipideos (nmol/mg (nmol/mg (nmol/g de
(nmol/mg tecido) tecido) proteina) tecido)
SAO 6 202+10,2% 92,4+7,00 7,15+0,81° 34,0+1,29°%
SA002 6 233 +9,76" 79,2£12,7 8,50+0,75 29,4+1,43
SA02 6 230+10,3 92,1+5,59 8,55+0,91 29,3+2,97
IAO 6 331+12,7%¢ 67,3+4,28 13,0+0,65**¢  19,6+0,65%
IA002 6 319+9,58"48¢ 87,9+5,81 8,91+0,34" 24,2+3,18
IAO2 6 23519,63%° 77,5+4,28 8,71+0,25° 27,7+3,08
p () <0,001 0,091 <0,001 <0,001
p (A) <0,001 0,766 0,274 0,712
p (IXA) <0,001 0,072 <0,001 0,031

I: Infarto; S: Sham; A: Alecrim; AO: Sem suplementacdo; A002: Suplementacdo com 0,02% de
alecrim; A02: Suplementacdo com 0,2% de alecrim; SOD: Superodxido dismutase; GSH-Px: Glutationa
peroxidase. Os dados sdo expressos em média * erro padrdo da média.* Logaritmo neperiano da
atividade da SOD. Interacdo entre os fatores: as diferencas estao representadas por letras, em que
letras iguais designam as diferengas entre os grupos = comparac¢ao para o fator Infarto: (a —I#S entre
0s grupos AO0; b—I#S entre os grupos A002; c— I#S entre os grupos A02); comparagdes para o fator
Alecrim: (A — AO0#A002 entre os grupos infartados; B — A002#A02 entre grupos infartados; C —

AO0#AO02 entre os grupos infartados).
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Figura 35. Hidroperéxidos de lipideo no miocardio do VE (bioquimica).
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HL: Hidroperéxido de lipideos; IM: Infarto; AO: Sem suplementacéo; A002: Suplementacéo de 0,02%
de alecrim; A02: Suplementacgédo de 0,2% de alecrim. Os dados sdo expressos em média. * = p<0,05.
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Figura 36. Atividade de superdxido dismutase no miocardio do VE (bioquimica).

SOD (nmoL/mg ptn)

SOD: Superéxido dismutase; IM: Infarto; AO: Sem suplementacao; A002: Suplementacdo de 0,02%
de alecrim; A02: Suplementacgédo de 0,2% de alecrim. Os dados sdo expressos em média. * = p<0,05.
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Figura 37. Atividade da glutationa peroxidase no miocardio do VE (bioquimica).

GSH-Px (nmoL/mg tecido)

GSH-Px: Glutationa peroxidase; IM: Infarto; AO: Sem suplementacdo; A002: Suplementagdo de

0,02% de alecrim; A02: Suplementacdo de 0,2% de alecrim. Os dados sdo expressos em meédia. * =
p<0,05.
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Figura 38. Hidroperdéxidos de lipideo no miocardio do VE (bioquimica)
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HL: Hidroperéxido de lipideos; IM: Infarto; AO: Sem suplementagéo; A002: Suplementacédo de 0,02%
de alecrim; A02: Suplementacgéo de 0,2% de alecrim. Os dados sé@o expressos em média. * = p<0,05.
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Figura 39. Atividade de superdxido dismutase no miocardio do VE (bioquimica).
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SOD: Superéxido dismutase; IM: Infarto; AO: Sem suplementagdo; A002: Suplementagdo de 0,02%
de alecrim; A02: Suplementacgéo de 0,2% de alecrim. Os dados sdo expressos em média. * = p<0,05.
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Os resultados obtidos pela avaliacdo da expressdo de proteinas da via do
estresse oxidativo estdo apresentados na Tabela 11.

O infarto levou a menor expressao do Nrf-2 e HO-1, como representado nas
Figuras 40 e 41. A suplementag&o de alecrim néo teve efeito sobre a expressao do
Nrf-2 e da HO-1 (Tabela 11).

N&o houve diferenga entre os grupos em relacdo a expressao de GSH-Px no

miocardio do VE (Tabela 11).
N&o foi observado efeito da suplementacdo de alecrim nas comparacoes

entre todos 0s animais sem suplementacéo e todos os animais suplementados com

ambas as doses de alecrim para as variaveis (sem interacao).

Tabela 11. Expresséao de proteinas da via do estresse oxidativo no miocardio
do VE.

Nrf-2 HO-1* GSH-Px
Grupo n (unidade (unidade (unidade
arbitraria) arbitraria) arbitraria)
SAO 10 1,61+0,14 1,03+0,30 1,68+0,10
SA002 10 1,23+0,25 0,88+0,13 1,14+0,15
SA02 10 1,01+0,44 0,69+1,12 1,81+0,18
IAO 9 0,82+0,76 0,58+0,61 1,66+0,16
IA002 8 1,09+0,61 1,00+0,26 1,71+0,29
IA02 7 0,66+0,53 0,80+0,18 2,13+0,26
p (1) 0,05 0,04 0,471
p (A) 0,336 0,701 0,552
p (IxA) 0,448 0,301 0,834

I: Infarto; S: Sham; A: Alecrim; AO: Sem suplementacdo; A002: Suplementacdo com 0,02% de
alecrim; A02: Suplementacao com 0,2% de alecrim; Nrf-2: Fator nuclear derivado de eritr6ide 2; HO-1:
Hemeoxigenase-1; GSH-Px: Glutationa peroxidase. Os dados s@o expressos em média + erro padréo
da média.* HO-1 transformada por calculo do reciproco.
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Figura 40. Expresséao proteica do fator nuclear eritréide 2 no miocardio do VE
(Western blot).
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Nrf-2: Fator eritride-2; IM: Infarto. Os dados sdo expressos em média + erro padrdo da média. * =
p<0,05. A figura no topo a direita representa as bandas do Nrf-2 sobre as bandas do GAPDH
fotografadas.



Figura 41. Expressdo proteica da heme oxogenase-1 no miocéardio do VE (Western
blot).
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HO-1: Hemeoxigenase-1; IM: Infarto. Os dados sdo expressos em média + erro padrdo da média. * =
p<0,05. A figura no topo a direita representa as bandas da HO-1 sobre as bandas do GAPDH
fotografadas.
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Discussao



A remodelacdo cardiaca tem grande relevancia clinica, pois pode levar a
variagbes complexas na arquitetura ventricular, que cronicamente podem evoluir
para a insuficiéncia cardiaca(64-67). Por essa razdo, diversas estratégias tém sido
utilizadas para atenuar esse processo, com destaque para nutrientes e compostos
antioxidantes, como o alecrim.

As folhas do alecrim sao frequentemente utilizadas como tempero e agente
de sabor e, devido a atividade antioxidante de suas folhas secas, sdo largamente
utilizadas como conservante de alimentos. Acredita-se que os compostos fendélicos
sdo 0s principais responsaveis pela atividade biolégica do alecrim. O carnosol e o
acido carnédsico sdo os mais abundantes nas folhas frescas e secas, mas outros
compostos também foram identificados, como o acido rosmarinico e a luteolina(68,
69). Além do potencial antioxidante, alguns estudos descrevem acéo anti-
inflamatoria, antiapoptoética e antiangiogénica dos compostos do alecrim(29, 69, 70).
Entretanto, informacdes sobre seu papel no coragdo ainda sao limitadas, em
especial sobre o efeito do consumo das folhas. Um exemplo é o trabalho de
Posadas e colaboradores que avaliaram a suplementacéo de extrato supercritico de
alecrim sobre o estresse oxidativo no coragao de ratos idosos(38).

Assim, o objetivo do presente estudo foi analisar a influéncia da
suplementacao de alecrim na racéo sobre a remodelacao cardiaca apos o infarto do
miocardio em ratos. Em relacdo ao modelo de agressdo cardiaca utilizado no
presente estudo, é importante avaliar o tamanho do infarto. O tamanho do infarto
pode ser considerado preditor da funcdo e da geometria do ventriculo esquerdo,
sendo recentemente considerado o ponto de corte de 36% de area infartada para a
presenca de remodelacdo cardiaca em ratos(2). Além disso, o padrdo-ouro para
afericdo do tamanho de infarto é a histologia do VE(67). Portanto, a partir dos dados
histolégicos, os animais com tamanho de infarto inferior a 36% foram excluidos das

analises do presente estudo.

Alecrim no coracdo sem agressao
N&o foi observado efeito da suplementacao de alecrim apenas no coragao

sem agressao.
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Morfologia e funcéo do coracao infartado

A ecocardiografia constitui uma das ferramentas ideais para a estratificacao
prognostica de infarto do miocardio e fornece informagdes Uteis sobre a morfologia e
a funcéo ventricular esquerda(67). No presente trabalho, o estudo morfolégico pelo
ecocardiograma mostrou que 0s animais submetidos ao infarto apresentaram sinais
de hipertrofia, como maior massa do ventriculo esquerdo e maior espessura da
parede ventricular. Os achados de hipertrofia avaliados pelo ecocardiograma séo
corroborados pelo maior peso do VE e maior area seccional do midcito nos animais
infartados. Além das alteragcbes morfoldgicas, € conhecido que o processo de
remodelacdo apos o infarto pode estar associado a piora da fungéo ventricular(64).
No presente estudo, a avaliagdo ecocardiografica mostrou alteracdes na funcao
sistélica e diastdlica cardiaca, indicadas pela menor fracdo de variacdo das areas da
cavidade ventricular, maior atrio esquerdo, menor TDE e maior relagdo E/E’ média
nos animais infartados. E importante notar que o menor valor de TDE encontrado no
grupo infartado pode caracterizar disfuncao ventricular com padrao restritivo. O TDE
€ utilizado como parte da avaliacdo do fluxo mitral. No coracdo normal, o fluxo
transmitral predominante ocorre precocemente na diastole, apds a abertura da valva
mitral (onda E). Conforme se altera o relaxamento ventricular, a onda E diminui de
amplitude e o tempo de desaceleracdo se prolonga. Entretanto, nas formas mais
avancadas de disfuncdo ventricular, devido a baixa complacéncia do VE e as
grandes pressdes de enchimento, a curva de velocidade do fluxo mitral passa a ter
“padrao restritivo”, com tempo de desaceleracdo menor(71). Portanto, com base nas
alteracdes encontradas, podemos inferir que nosso protocolo foi eficiente para a
inducéo de alteracdes morfofuncionais no coracdo apos o infarto experimental.

A partir da analise dos dados ecocardiograficos, a suplementacdo com
alecrim atenuou algumas das alteracGes causadas pelo IM. A suplementacgéo levou
a maior TDE e menor diametro do atrio esquerdo corrigido no grupo infartado que
recebeu 0,02% de alecrim em relagao grupo infartado sem suplementacdo. O TDE e
a medida do atrio esquerdo podem ser utilizadas na avaliacdo da funcao
diastdlica(72). Portanto, os achados do presente estudo sugerem melhora da funcéo
diastolica com a suplementagédo de alecrim na dose de 0,02%. Além dos achados

ecocardiograficos, o grupo suplementado com 0,02% de alecrim apresentou menor
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area seccional do midcito em comparacdo ao grupo infartado ndo suplementado.
Esses resultados sugerem que a suplementagéo com 0,02% de alecrim atuou sobre
a remodelacgéo pés-infarto, reduzindo a hipertrofia do VE, com melhora potencial da
funcéo diastdlica.

N&o foram encontrados na literatura estudos que avaliaram a suplementacéo
com as folhas de alecrim sobre a morfologia e funcdo do coragédo. Alguns autores
avaliaram a suplementacéo de componentes presentes no alecrim, como a luteolina,
e descreveram melhora da funcéo cardiaca com a suplementacdo deste composto
em modelos de agresséo cardiaca por doxorrubicina e isquemia/reperfuséo (73, 74).
Assim, o efeito da suplementacéo das folhas de alecrim sobre a morfologia e funcéo
do coragédo apods o infarto do miocardio no presente trabalho caracteriza achado

inédito.

Fibrose cardiaca no coracao infartado

A participacdo da matriz extracelular e seus componentes tem importante
papel no processo de remodelacdo apoés o infarto do miocéardio. A estrutura e funcéo
da matriz extracelular sdo mantidas pelas MMPs, enquanto que a regulacao de sua
degradacdo € realizada pelos TIMPs, destacando-se o TIMP-1(75, 76). A
degradacéo excessiva da matriz extracelular pode levar a expansdo do VE e pode
estar associada a IC(76).

A ativacdo das MMPs pode ser identificada 1 hora apos a oclusédo coronariana,
com destaque para as MMP-2 e MMP-9 que degradam o colageno fibrilar e seus
fragmentos(40). Assim, as MMPs, juntamente com a maior tensdo parietal gerada
ap6s o IM contribuem para o aumento da cavidade. Apdés 3 a 4 dias da ocluséo
coronariana, inicia-se o acumulo de células semelhantes aos fibroblastos, os
miofibroblastos, responsaveis pela sintese de colageno | e lll, que comeca a
acumular-se na regido periférica do infarto e torna-se bem organizado 14 dias apos
o IM(40). O aumento da MMP-2 pode ser detectado um dia ap6s o IM e é
documentado na fase cronica do infarto. Por sua vez, o aumento da atividade das
TIMPs é associado com menor degradagéo de colageno e subsequente fibrose(75).

Assim, apos o IM, o desbalanco entre a producéo e ativacdo das MMPs e das TIMPs
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sdo parte da reposta a injaria miocardica e podem levar a degradacao do colageno
normal e aumento anormal do colageno tipo |, com consequente aumento da rigidez
miocardica e disfuncdo diastdlica(65). No presente trabalho houve maior
porcentagem de colageno e maior MMP-2 ativa e total apos o IM, caracteristicos da
fibrose cardiaca e da disfuncéo diastolica observadas no presente estudo.

Em relacdo ao consumo de alecrim, a suplementacdo ndo atuou sobre a
deposicao de colageno ou a atividade das MMPs no presente estudo, sugerindo a
participacdo de outro mecanismo de atuacdo do alecrim na remodelagéo cardiaca e

na disfuncéo diastdlica apos o IM.

Inflamag¢éo no coragéo infartado

A inflamacédo constitui processo vital em resposta a dano celular e é
acompanhada por sequéncia de eventos para responder a cicatrizacdo. Esse
processo pode envolver a infiltracdo de diferentes tipos celulares e a contribuicdo de
enzimas que alteram o gradiente das quimiocinas, pequenas citocinas que orientam,
por quimiotaxia, a migracao dos leucécitos e participam da resposta inflamatéria.

O IM localiza a resposta inflamatoria na area infartada, como resultado da
migracdo de mondcitos, neutréfilos e macrofagos. A remodelacdo pés-IM pode ser
dividida em fase precoce ou resposta inflamatoria aguda (dentro de 72h apds o
evento isquémico) e em resposta de reparacao (além das 72h). Inicialmente apos o
IM, ocorre aumento da densidade de neutréfilos e macréfagos, com maior producao
de INF-y, TNF-a, IL-6 e IL-1B. Apds 7 dias do evento isquémico, ocorre maior
producdo de citocinas caracteristicas da fase de reparacdo, como IL-10 e TGF-,
importantes na cicatrizacao(77). A resolucao da inflamacao, ou seja, a recuperacao
do tecido inflamado para seu estado normal, é considerada um processo ativo que
visa restabelecer a funcédo apo6s o IM, de modo a se recuperar do ataque isquémico.
Sendo assim, o perfil da expressdo de macrofagos é determinante se a inflamacao
se tornara crbnica, e eventualmente levar a IC(77, 78).

No presente trabalho foi observada reducéo de IL-10, TNF-a e INF-y apos o
IM. Esses resultados se opdem ao esperado de que haveria aumento dessas

citocinas ap6s o IM. Isso poderia ser explicado pelo tempo de avaliagdo das
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citocinas trés meses apos o evento isquémico. O perfil inflamatorio encontrado é
compativel com a fase de inflamacao crénica que contribui para o aparecimento da
IC. Essa concluséo € corroborada por estudos que mostram associacao entre IL-10
e atenuacdo da remodelacao apds infarto(79) e associagéo entre a inibicado do TNF-
a e a piora da insuficiéncia cardiaca(77).

A suplementacdo de alecrim ndo alterou a concentracdo das citocinas no
miocardio do VE trés meses apoOs o infarto, sugerindo que o efeito protetor
observado ndo teve a participacdo da atividade anti-inflamatéria do alecrim, como
descrito em outros modelos(29, 32, 80).

Morte celular no coracéo infartado

A apoptose ou morte celular programada € descrita como possivel responsavel
pelo desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca em coragbes remodelados(81). A
apoptose pode ser regulada pela concentracédo de algumas proteinas, como a Bax e
a Bcl-2. A formacdo de dimeros Bax-Bax cria poros na membrana mitocondrial e
facilita a liberacdo de citocromo C, proteina localizada na mitocondria que interage
com a procaspase-9, culminando com ativacao da caspase-3, indutora de apoptose,
estimulando, assim, a apoptose. Por outro lado, a formacdo de dimeros Bcl-2-Bax
previne a formacao destes poros, inibindo a apoptose(16). No presente trabalho, trés
meses apos o infarto foi observada diminuicdo da Bcl-2, o que pode significar a
perda do mecanismo de neutralizar a ativacdo de resposta pré-apoptoética(82). A
suplementacao de alecrim ndo atuou sobre a expressao da Bcl-2 no miocéardio do
VE no presente estudo.

As caspases sdo uma familia de enzimas efetoras da apoptose. Elas sao
proteases de cisteina que seletivamente clivam as proteinas em locais da porcéo C-
terminal destinados aos residuos de aspartato. A caspase-3 € expressa has células
como precursor inativo, em duas subunidades, e a forma madura é encontrada
durante o processo de apoptose(83). Entretanto, semelhante a estudo anterior
realizado em nosso laboratério(84), ndo foi observado diferenca na expressao da

caspase-3 trés meses apos o IM.
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Assim, com base nesses achados, o efeito protetor observado com a
suplementacdo de alecrim também ndo parece estar associado as vias de morte

celular no coragéo trés meses apos o IM.

Metabolismo energético no coracao infartado

No coracdo a demanda energética é constante, e a regulacao do metabolismo
energético é essencial. Em situacdes de injuria, a utilizacdo preferencial de acidos
graxos, observada em coracbes normais, pode se inverter com a de glicose,
juntamente com outras alteracdes da homeostase energética(17-19). Além da
utilizacéo preferencial de glicose, em condicbes de isquemia, 0 coracdo passa a
formar muito lactato, aumentando o metabolismo anaerobico de carboidratos e a
atividade da LDH(85, 86). Também & descrito que a citrato sintase, enzima inicial do
ciclo do acido citrico, pode estar diminuida na insuficiéncia cardiaca por
incapacidade da mitocondria em transportar elétrons e realizar a fosforilagéo
oxidativa, comprometendo a producéo de energia(87).

Em condi¢cdes normais, mais de 98% dos elétrons estdo ligados a producéo
de ATP, e somente 2% geram radicais que serdo neutralizados pelo sistema
antioxidante. Entretanto, o fluxo de elétrons pode ser desviado em situacfes de
injaria e ser reduzido pelos Complexos | e Ill e gerar uma quantidade grande de
superéxido(88). Neste sentido, defeitos no maquinario da CR e nos complexos da
fosforilacdo oxidativa tém sido relacionados a progressdo da insuficiéncia
cardiaca(89, 90). Por exemplo, Schwarzer et al. (2014) descreveram dano
significativo no Complexo I, ndo observado nos estagios iniciais da agressao(91).

No presente estudo foi observado menor atividade da PIDH, CS e do
Complexo | e maior atividade da LDH ap0és o infarto, sugerindo aumento do uso da
glicose e alteracdes compativeis com a progresséo para IC nos animais infartados.
A PIDH integra a via glicolitica e é a primeira enzima participante da conversao do
piruvato em acetil-CoA, que sera utilizada no ciclo do citrato para producao de ATP
na CR. O aumento da PIDH sugere maior oxidacdo de carboidratos no coracdo
infartado. Esse achado é corroborado pelo aumento da LDH, resultado da maior

oxidacdo anaerdbica de carboidratos(92). O maior uso de glicose como fonte de
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energia no processo de remodelacdo cardiaca ocorre porque a oxidagédo da glicose
gera maior quantidade de ATP por molécula de oxigénio consumida de modo a
prevenir mais danos ao coragcdo(93). Essa adaptacdo poderia explicar a maior
atividade da ATP sintase nos animais infartados do presente estudo.

Em relagcéo ao efeito da suplementacdo de alecrim nos grupos infartados, foi
observado maior atividade das enzimas CS e -OH-acil CoA-DH, menor atividade da
LDH e maior atividade do Complexo | apds a suplementacdo com ambas as doses
em comparacdo ao grupo infartado sem suplementacao de alecrim. Também foi
observado maior atividade da ATP sintase nos animais suplementados com alecrim.
A B-OH-acil CoA-DH é responsavel oxidacao de acidos graxos em acetil-coA, que no
ciclo do citrato ira formar acido citrico pela citrato sintase, e gerar NADH e FADH;
para a CR de elétrons. Além do ciclo do citrato, NADH e FADH; sao gerados na
prépria via da p-oxidacao. Assim, nossos achados sugerem que a suplementacéo de
alecrim apo6s o IM levou a maior oxidacéo de acidos graxos, maior producédo de ATP
e reversdo do dano a cadeia respiratoria, compativel com o metabolismo energético
de coracbes normais(18). A maior B-oxidacdo também foi relatada em ratos que
consumiram a ragdo com o composto acido carndsico presente no alecrim(94).

Com base nesses achados, a suplementacdo de alecrim levou a melhora da
utilizacdo dos substratos energéticos e maior producdo de energia no coracao trés
meses apos o infarto. O metabolismo energético poderia constituir um possivel

mecanismo de atuacao do alecrim na remodelacao cardiaca apos o IM.

Estresse oxidativo no coracdao infartado

O estresse oxidativo e a sinalizacdo redox sdo importantes contribuintes para
hipertrofia cardiaca(95). Em condic¢des fisioldgicas, os efeitos tdéxicos das EROs
podem ser prevenidos em parte pelo sistema enzimatico, que inclui as enzimas
glutationa peroxidase, superoxido dismutase e catalase(8). No presente estudo, a
concentracédo de HL foi avaliada como marcador do dano oxidativo, e a atividade das
enzimas antioxidantes e a expressado do Nrf-2, da HO-1 e da GSH-Px no miocardio

do VE foram avaliados como marcadores das defesas antioxidantes. Os resultados
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mostraram maior concentragdo de HL nos animais infartados, sugerindo maior
estresse oxidativo apos o IM.

A SOD é responsavel pela dismutacdo do radical superéxido (O,) para
hidroperoxido de hidrogénio (H,0,), que a catalase e a GSH-Px posteriormente
metabolizam em agua e oxigénio(19). A SOD é também considerada a primeira linha
de defesa para proteger a mitocondria contra efeitos deletérios dos radicais
superoxido em condicbes fisioldgicas e patoldgicas(96). No presente trabalho foi
encontrada maior atividade da SOD e menor atividade das enzimas catalase e
glutationa peroxidase apés o IM. O aumento da atividade da SOD observado apés o
IM no presente estudo poderia ser explicado pela maior producdo de radical
superoxido na cadeia respiratoria, evidenciado pela menor atividade do Complexo |
mitocondrial descrito anteriormente. De fato, € documentado maior producdo de
superéxido e outras espécies reativas na remodelacdo e na insuficiéncia
cardiaca(97).

No presente trabalho, a suplementacdo de alecrim com ambas as doses levou
a menor concentracdo de HL e menor atividade da SOD nos grupos infartados
guando comparados ao grupo infartado sem suplementacdo, em concordancia com
estudos anteriores que relatam efeito antioxidante do alecrim e seus compostos(27,
37, 38). O alecrim tem efeito mimetizador da SOD(98), removendo os radicais
superoéxido originados com o infarto, o que poderia explicar a menor atividade da
enzima no tecido cardiaco. Esse efeito também pode explicar porque 0 grupo
infartado suplementado com 0,2% apresentou menor concentracdo de HL em
relacdo ao grupo infartado suplementado com 0,02% de alecrim, sugerindo efeito
antioxidante mais intenso com o aumento da dose de alecrim.

O Nrf-2 € um fator de transcricdo que se liga a regido promotora de varios
genes da resposta antioxidante, como enzimas antioxidantes e enzimas de fase
2(99, 100). Em condi¢Bes normais, o Nrf-2 é retido no citoplasma pelo Kelch-like-
ECH-associated protein 1 (Keapl) e Cullin 3 (Cul3). A Cullin 3 ubiquitina o Nrf-2 que
nao € utilizado, e o Keapl serve de substrato para a ubiquitinacdo do Nrf-2. Em
situacOes de estresse, 0 sistema Keapl-Cul3 é rompido, e o Nrf-2 migra para o
nacleo, e se combina com uma pequena proteina chamada Maf. Essa combinacéo

forma um heterodimero e se liga a regido promotora do ARE, iniciando a transcri¢cao
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de genes da resposta antioxidante, como a HO-1 e a GSH-Px. Assim, na fase inicial
da patologia, existe a translocacdo do Nrf-2 para o ndcleo e a consequente ativacao
do ARE para defender o corag&o do estresse oxidativo. Entretanto, na fase cronica a
via do Nrf-2 pode estar exaurida ou suprimida pela expressdo génica anormal do
Nrf-2, causando a falha na manutencdo da homeostase redox por meio das enzimas
mediadas pelo ARE. Estudos anteriores relatam que o Nrf-2 est4d envolvido na
protecdo do coracdo contra hipertrofia cardiaca e IC por meio da supressdo do
estresse oxidativo(9). Também €& descrita a reducdo do Nrf-2 ap6s o infarto,
sugerindo assim a participacdo desta via no processo de remodelacdo apés IM(10,
101). No presente trabalho foi observada menor expressédo do Nrf-2 e também da
HO-1 e da atividade da GSH-Px, podendo sugerir menor expressado da proteina,
menor fungéo de transcricdo do Nrf-2 ou ainda catabolismo da proteina apés o IM.

N&o houve efeito do alecrim sobre a expressdo do Nrf-2 e expressdo das
enzimas HO-1 e GSH-Px, como era esperado. Estudos prévios relataram efeito
protetor mediado pela ativacdo do Nrf-2 e inducdo da HO-1 apds o pré-tratamento
com compostos presentes no alecrim em modelo de lesdo miocéardica por
isoproterenol (102, 103). A diferenca no resultado apresentado em nosso estudo
poderia ser explicada pelo uso de compostos isolados, diferencas no modelos de
agressao ao coracdo e diferencas no tempo de avaliacdo do Nrf-2 em estudos
anteriores. Além disso, ndo podemos excluir o possivel efeito da combinacédo dos
diferentes compostos presentes no alecrim com o uso das folhas secas. Como
descrito anteriormente, a planta possui diferentes classes de compostos que podem
influenciar sua acéo fisiol6gica, dependendo da estrutura, concentracao e interacao
desses fitoquimicos(60).

Pelo exposto, a acdo do alecrim sobre o estresse oxidativo cardiaco trés
meses apods o IM esta associada ao efeito sobre o sistema antioxidante enzimatico,
e ndo envolve a participacdo das vias do Nrf-2 no presente estudo. A acao
antioxidante do alecrim € um possivel mecanismo de atuacdo do alecrim na

remodelacao cardiaca apos o IM.
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Alecrim no corag&do sem e com agressao

Os dados do presente estudo sugerem que a suplementacédo de alecrim levou
a maior producéo de energia no coragéo tanto de animais sem agressao como nos
animais infartados. Esses dados tém importancia pois mudancas na utilizacdo de
substratos energéticos e dificuldades na producédo de ATP sdo passos importantes
envolvidos nas mudancas do metabolismo energético associado a remodelagéo
cardiaca ap6s a agressao(93). Portanto, o consumo de alecrim pode constituir

medida adjuvante no tratamento ao dano cardiaco.

Dose resposta da suplementacédo de alecrim no coracao infartado

Os achados do presente estudo sugerem acdo diferente entre as doses de
suplementacao utilizadas. Apesar de alguns efeitos semelhantes sobre o estresse
oxidativo e 0 metabolismo energético, constatou-se efeito protetor sobre a
morfologia e funcdo cardiaca somente com a dose de 0,02% de alecrim.
Considerando que a remodelacdo, como descrito anteriormente, se define como
alteracoes moleculares, celulares e intersticiais no coracdo, que se manifestaréo
clinicamente por mudancas no tamanho, massa, geometria e funcdo do coracéo, o
efeito da suplementacdo de alecrim sobre o estresse oxidativo e 0 metabolismo
energético poderiam determinar a acdo sobre a morfologia e a funcdo do coracéo
relatadas no presente estudo.

Neste sentido, o efeito protetor observado somente com a dose de 0,02% de
alecrim poderia ser explicado por um conceito semelhante ao de hormese, ou
resposta em forma de “J” ou “U”, em que baixas concentragdes de determinado
agente levaria a resposta positiva. Recentemente, Forman e colaboradores (2014),
ao discutir o papel de antioxidantes presentes em frutas e vegetais na protecao
contra doencas, propuseram o home para-hormese para descrever o processo pelo
gual compostos ndo tdéxicos mantém uma resposta de defesa e adaptacdo celular,
de modo a substituir o termo hormese que, classicamente, designa resposta
adaptativa de agentes toxicos e estressores(104). Adicionalmente, descreve-se
conceito analogo para a resposta nao linear na formacdo de EROs mitocondrial,
conhecido como hormese mitocondrial ou mitohormese. A mitohormese se opfe a
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visdo tradicional de que as EROs seriam totalmente deletérias ou indesejadas; ao
invés disso, define que alguma producdo de EROs sdo essenciais para garantir a
sinalizacdo celular de respostas saudaveis do organismo(105).

Com base nessas informagdes e nos resultados encontrados, no presente
trabalho a menor dose de alecrim teria efeito positivo por “balancear” a producéo de
EROs e o estresse cardiaco, que devido ao infarto estariam aumentados. Em
contrapartida, a dose de 0,2% poderia levar a perda da capacidade de ativar as vias
de protecéo.

A segunda possivel explicacdo para a auséncia de efeito da dose de 0,2%
pode estar relacionada ao efeito sobre a CR. Apesar do mesmo efeito da
suplementacao de alecrim com ambas as doses sobre o Complexo |, somente a
suplementacao com 0,2% de alecrim levou a maior atividade do Complexo Il apds o
IM, tanto em comparacdo ao grupo infartado sem suplementacdo, quanto em
comparacdo ao grupo infartado suplementado com 0,02%. O Complexo I
mitocondrial € um complexo enzimatico que participa tanto da CR quanto do ciclo do
citrato, sendo responsavel pela ligacdo entre os dois processos(106). Porém,
contrastando com as demais desidrogenases que fornecem elétrons para a CR, 0
Complexo 1l é conhecido por ser totalmente ativado com a reducdo da CR(107).
Entretanto, o papel da inibicdo ou ativacdo do Complexo Il no coracéo ainda é pouco
esclarecido. Redout e colaboradores (2007) descreveram aumento da atividade do
Complexo 1l no VD de ratos com insuficiéncia cardiaca, mas ndo houve alteracdes
no VE(108). Da mesma forma, o uso de inibidores da CR tem mostrado efeito
cardioprotetor(109-111). Assim, o aumento da atividade do Complexo Il com a maior
dose de alecrim poderia ter efeito negativo, e anular o efeito protetor observado com
a suplementacdo em dose menor.

N&o podemos descartar ainda a possibilidade de que o alecrim pode atuar
sobre outras vias de sinalizacdo que ndo foram avaliadas no presente estudo. Além
disso, nédo foi realizado nenhum modelo de estudo de causa e efeito, € nossos
dados descrevem somente a associacdo entre os resultados encontrados.

E importante destacar também a relevancia clinica dos resultados descritos
no presente estudo. Apesar dos avancos na pesquisa cardiovascular, o infarto do

miocéardio ainda € uma das principais causas de morbimortalidade no Brasil e no

105



mundo, podendo levar a disfuncdo ventricular e insuficiéncia cardiaca. Neste
sentido, a suplementagdo com folhas de alecrim constitui uma medida simples e
facilmente disponivel. Em relacdo a dose de alecrim utilizada, considerando que um
rato consome em media 25 g de racéo por dia, 0,02% e 0,2% equivalem a 5 e 50 mg
de folhas secas e trituradas de alecrim, respectivamente. Utilizando a equacéo de
equivaléncia de dose proposta por Reagan-Shaw e colaboradores (2008), 5 mg de
alecrim no rato equivalem a 11 mg em humanos, enquanto que 50 mg de alecrim no
rato equivalem a 110 mg em humanos(112). Onze miligramas de alecrim triturado
poderia ser medido aproximadamente por uma colher de café rasa, enquanto que

110 mg equivalem a uma colher de cha rasa de das folhas secas de alecrim.
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Conclusao



Conclui-se que a suplementacdo da racdo com 0,02% de alecrim atenuou a
remodelacdo cardiaca causada pelo infarto do miocardio em ratos, com acao
potencial sobre a hipertrofia, a funcdo, a utilizacdo de substratos energéticos e o
estresse oxidativo cardiaco. A ativacdo do Nrf-2 ndo parece participar do efeito
antioxidante do alecrim trés meses apés o infarto do miocérdio, como proposto na

hipotese do trabalho.
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