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RESUMO

As doencas cardiovasculares sdo importante problema de saude em nossa
sociedade, sendo o infarto do miocardio (IM) a primeira causa de morte no Brasil. Apos
IM mudangas complexas ocorrem no ventriculo esquerdo (VE), que sao definidas como
remodelagdo cardiaca (RC). Varios fatores podem participar nas adaptagdes da RC
apdés o IM, como estresse oxidativo, inflamagao, apoptose, além de fibrose, que ocorre
por alteragbes da matriz extracelular (ME). Sendo assim, estratégias para atenuar a RC
apés o IM podem diminuir ainda mais a mortalidade pds-IM e limitar a morbidade.
Neste contexto, compostos bioativos (CBAs) de produtos naturais, com propriedades
cardioprotetoras como flavonoides podem ser um importante adjuvante na terapia do
IM. A vitamina C € um CBA importante para a saude humana, pois € fundamental para
diversas atividades fisiolégicas como sintese de colageno, além de atuar como
poderoso antioxidante. Estudos experimentais e clinicos realizados com infarto e
suplementacdo de VC mostraram que a suplementacdo de VC diminui a hipertrofia e
melhora a funcdo cardiaca pés-IM, e exerce papel antioxidante e antiinflamatorio.
Adicionalmente, estudo com deficiéncia de VC mostrou risco aumentado de IM e piora
da funcao sistdlica e diastdlica, sendo de extrema importancia para sobrevivéncia pos-I
M. A acerola, é uma fruta com altissimos teores de vitamina C e outros compostos
bioativos com potencial antioxidante que mostram-se eficazes no tratamento adjuvante
do IM. Sendo assim, a vitamina C e os CBAs podem ter importante papel no tratamento
do infarto do miocardio, atenuando a remodelacéo cardiaca pds-infarto. Além disso, a

interacdo entre vitamina C e os CBAs da acerola podem exercer agao sinérgica,



potencializando os efeitos benéficos, comparado a suplementagcao isolada de cada
composto separadamente. Sendo assim, o objetivo do estudo foi verificar a influéncia
da suplementagado de vitamina C e da acerola sobre a remodelagdo cardiaca apos
infarto do miocardio em ratos. Para este estudo foram utilizados ratos machos da raca
Wistar, divididos em 3 grupos: 1) grupo infarto (l), animais submetidos ao infarto
experimental e alimentados com dieta padrao; grupo infarto e vitamina C (IVC), animais
submetidos ao infarto experimental e alimentados com ragdo suplementada com
vitamina C (150mg/kg); grupo infarto e acerola (IA), animais submetidos ao infarto
experimental e alimentados com racdo suplementada com acerola (15g/kg). A
quantidade de acerola suplementada forneceu a mesma quantidade de vitamina C que
receberam os grupos suplementados apenas com esta vitamina hidrossoluvel. Apos
trés meses, esses animais foram submetidos a avaliagdo ecocardiografica e
posteriormente a eutanasia, onde foi realizada a coleta de material bioldgico
pararealizacdo das analises histologicas, bioquimicas e moleculares. Pela analise
histolégica foram excluidos os infartos inferiores a 30%, restando 15 animais
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no grupo |, 15 animais no grupo IVC e 16 animais no grupo IA. Para analise estatistica

foi utilizada ANOVA de 1 via (dados apresentados em média + DP) ou Kruskal Wilallis
(dados apresentados em mediana e percentil 25 e 75), de acordo com a normalidade
dos dados, e o valor de p foi de 5%. Nao houve diferenga entre os grupos para o peso
corporal, final e para a ingestdo de ragcdo. Com relagdo as alteragbes estruturais
podemos observar diminuigdo do AE e do DSVE nos animais IVC e IA comparados ao |.
O AE/AO foi menor e a ESSV foi maior apenas no IA comparado ao |. Com relagao as
variaveis de funcdo sistélica, houve aumento da FE e da % de encurtamento
endocardico em IVC e |IA comparados ao |, e maior VEPP e menor IPM no IA
comparado ao |. Para a analise de funcao diastolica podemos observar maiores valores
de E'médio no IA comparado ao |, e maiores valores da relagao E’/A’ também no grupo
IA, quando comparado ao | e ao IVC. Nao houve diferenga estatisticamente significante
entre 0s grupos para nenhuma variavel morfométrica analisada, nem para as analises
histolégicas de area do infarto e porcentagem de colageno total. Para os parametros de
estresse oxidativo, DHE e expressao das proteinas antioxidantes GPx e HO-1, também
nao foram observadas diferencas. Para os mediadores inflamatérios, houve maiores
valores de IL-10 no grupo IA quando comparado ao grupo |. Com relagdo aos
componentes de matriz extracelular, houve diminuigdo do colageno Ill e do TIMP-2 em
ambos os grupos suplementados; diminuicdo do colageno | apenas no grupo IVC; e
diminuicdo do TIMP-4 apenas no grupo IA. Podemos concluir que a suplementagao de
vitamina C e acerola atenuam remodelagao cardiaca pos IM, com melhora da funcao

sistdlica e diastdlica. Os mecanismos envolvidos podem ser decorrentes da



remodelacao da matriz extracelular e do aumento da citocina anti-inflamatéria IL-10.

ABSTRACT

Cardiovascular diseases are an important health problem in our society, with
myocardial infarction (MI) being the leading cause of death in Brazil. After Ml complex
changes occur in the left ventricle (LV), which are defined as cardiac remodeling (CR).
Several factors can participate in CR adaptations after MI, such as oxidative stress,
inflammation, apoptosis, in addition to fibrosis, which occurs due to changes in the
extracellular matrix (EM). Thus, strategies to attenuate CR after MI can further reduce
post-MI mortality and limit morbidity. In this context, bioactive compounds (BCAs) from
natural products with cardioprotective properties such as flavonoids can be an important
adjuvant in Ml therapy. Vitamin C is an important BCA for human health, as it is essential
for various physiological activities such as collagen synthesis, in addition to acting as a
powerful antioxidant. Experimental and clinical studies performed with infarction and VC
supplementation showed that VC supplementation decreases hypertrophy and improves
post-Ml cardiac function, and plays an antioxidant and anti-inflammatory role.
Additionally, a study with VC deficiency showed an increased risk of Ml and worsening of
systolic and diastolic function, being extremely important for post-IM survival. Acerola is
a fruit with very high levels of vitamin C and other bioactive compounds with antioxidant
potential which are effective in the adjuvant treatment of MI. Thus, vitamin C and CBAs
may play an important role in the treatment of myocardial infarction, attenuating post
infarction cardiac remodeling. Furthermore, the interaction between vitamin C and

acerola CBAs can exert synergistic action, enhancing the beneficial effects, compared to



the isolated supplementation of each compound separately. Thus, the study aimed to
verify the influence of vitamin C and acerola supplementation on cardiac remodeling
after myocardial infarction in rats. For this study, male Wistar rats were used, divided
into 3 groups: 1) infarction group (I), animals submitted to experimental infarction and
fed a standard diet; infarction and vitamin C group (IVC), animals submitted to
experimental infarction and fed with a diet supplemented with vitamin C (150mg/kg);
infarction and acerola group (Al), animals submitted to experimental infarction and fed
with a diet supplemented with acerola (15g/kg). The amount of acerola supplemented
provided the same amount of vitamin C that the groups supplemented with only this
water-soluble vitamin received. After three months, these animals were submitted to
echocardiographic evaluation and later to euthanasia, where biological material was
collected for performing histological, biochemical, and molecular analyses. By
histological analysis, infarcts below 30% were excluded, leaving 15 animals in group |,
15 animals in group IVC, and 16 animals in group IA. For statistical analysis, 1-way

ANOVA (data presented in mean +
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SD) or Kruskal Wallis (data presented in median and 25th and 75th percentile) was

used, according to the normality of the data, and the p-value was 5%. There was no
difference between groups for body weight, final, and feed intake. Regarding structural
changes, we can observe a decrease in LA and LVSD in IVC and IA compared to I. The
LA/AO was smaller and the ESSV was higher only in the IA compared to the |I.
Regarding the systolic function variables, there was an increase of EF and % of
endocardial shortening in CVI and IA compared to |, and higher VEPP and lower MPI in
IA compared to |. For the analysis of diastolic function, we can observe higher E'mean
values in IA compared to |, and higher values of the E'/A' ratio also in the IA group,
when compared to the | and the [VC. There was no statistically significant difference
between groups for any morphometric variable analyzed, nor for the histological
analysis of infarct area and percentage of total collagen. For the parameters of oxidative
stress, DHE, and expression of antioxidant proteins GPx and HO-1, no differences were
observed either. For inflammatory mediators, there were higher values of IL-10 in group
IA when compared to group |. Regarding extracellular matrix components, there was a
decrease in collagen Ill and TIMP-2 in both supplemented groups; decreased collagen |
only in the IVC group, and decreased TIMP-4 only in the IA group. We can conclude
that vitamin C and acerola supplementation attenuate post-MI cardiac remodeling, with
improvement in systolic and diastolic function. The mechanisms involved may result
from the remodeling of the extracellular matrix and the increase in the anti-inflammatory

cytokine IL-10.
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) sao importante problema de saude em
nossa sociedade, principalmente nos paises desenvolvidos, onde essas doencas
constituem uma das principais causas de morte. A Sociedade Brasileira de Cardiologia
relatou que em 2019 (1) foram estimadas 433.411 mortes por DCV e até agosto de
2020 foram 439.659 mortes (2). Além disso, as doengas cardiacas podem causar maior
incapacidade e perdas do que qualquer outro grupo de doengas (3).

Dentre as doencas cardiovasculares, as doencas isquémicas do coragdao, como
por exemplo, o infarto do miocardio (IM), sdo as mais notaveis. As doengas isquémicas
sdo a causa principal de insuficiéncia cardiaca e morte mundialmente. A falta de
oxigénio e fornecimento de nutrientes para os cardiomiécitos, devido a uma perfusao
insuficiente da coronaria (isquemia), seguida da sua reposi¢ao (reperfusdo), causa
sérios danos ao tecido cardiaco e pode comprometer a sobrevivéncia (4). Segundo o
DATASUS, em 2019 IM foi uma das maiores causas de morte no Brasil, com 95,6 mil
obitos (5).

No IM a baixa perfusdo do tecido resulta em foco de necrose e consequente
morte celular cardiaca (6). Apés o IM, mudangas complexas ocorrem no ventriculo
esquerdo (VE) envolvendo tanto a regido infartada quanto a nao infartada. Essas

mudangas sao definidas como remodelagao cardiaca (RC) e podem ser observadas



pelas alteragbes no tamanho, massa, geometria e fungéo do coragao, particularmente
no aumento da cavidade do VE (7). As adaptagcbes da RC podem levar a insuficiéncia
cardiaca, a qual ¢é responsavel pelo aumento da mortalidade apdés o IM (8). Estudos
mostram que varios fatores podem participar nas adaptagdes da RC pds IM, como
estresse oxidativo, inflamacao, fibrose e apoptose (6, 9).

Com o intuito do atenuar a RC apés o IM, estratégias terapéuticas ja foram
extensivamente estudadas (10, 11). Alguns tratamentos estdo bem consolidados, como:
betabloqueadores, inibidores da enzima conversora de angiotensina, anticoagulantes,
entre outros; enquanto outros ainda sao promissores (12). Neste contexto, compostos
bioativos (CBAs) de produtos naturais, com propriedades cardioprotetoras podem ser
importantes adjuvantes na terapia do IM.

Vitamina C, nome comum dado as formas ativas do acido ascorbico ou
ascorbato, é um importante CBA, fundamental em diversas atividades fisioldgicas,
atuando, por exemplo, como cofator enzimatico. A vitamina C participa da sintese de
colageno, por estar envolvida na hidroxilagdo de lisina e prolina; tem papel no
metabolismo energético, participando da biossintese da carnitina; esta envolvida na

sintese de catecolaminas

como norepinefrina (13); e participa da absorcao de ferro e da sintese de alguns
hormonios (14).

Adicionalmente, essa vitamina € importante para a saude humana, pois €&
poderoso antioxidante. As moléculas do acido ascorbico sao as primeiras moléculas a
sofrerem oxidagdo, protegendo assim varias moléculas e estruturas da lesdo por
espécies reativas (ERs) (15).

Antioxidantes s&o capazes de atenuar o estresse oxidativo ao neutralizar
espécies reativas (que podem gerar lesao celular e de DNA), sendo assim faz-se muito
importante a inclusdo de antioxidantes dietéticos na rotina alimentar, seja por alimentos
ou por suplementos, pois 0 mesmo € benéfico tanto na prevengao de algumas doencgas
quanto no tratamento de outras (16, 17). Assim € de grande interesse que a populagéo
consuma tipo de composto.

Estudos tém mostrado que a deficiéncia de vitamina C é ruim para a saude
cardiovascular. Baixas concentragdes plasmaticas de vitamina C estdo associadas ao
aumento da mortalidade por doengas cardiovasculares e doenga isquémica do coragao
(18, 19), inclusive IM (20, 21). Adicionalmente, estudo experimental mostrou que a
deficiéncia da vitamina C esta associada a piora da fungéao sistélica e diastdlica apés o

IM, sendo de extrema importéncia para sobrevivéncia nesta patologia (22).



Por outro lado, a vitamina C tem se mostrado promissora no tratamento
adjuvante no IM. Estudo clinico realizado por Ramos e colaboradores em 2017
mostrou que altas doses de acido ascorbico antes da reperfusdo, seguido por baixas
doses orais crénicas, melhora a fungao sistdlica apds 7 dias de tratamento e melhora a
capacidade antioxidante (23). Em adigdo, estudos experimentais, com ratos,
camundongos e cultura de células, mostraram que a suplementagdo de vitamina C
apos o IM reduz pressao arterial, hipertrofia cardiaca, além de melhorar a fungéao
cardiaca e exerce papel antioxidante e antiinflamatorio (24-29).

A acerola (Malpighia emarginata) € uma das frutas mais ricas em vitamina C. Ela
€ de origem controversa. Existem relatos sobre a presenga da fruta em ilhas na costa
do oeste do continente asiatico, e também em locais como as Antilhas (30). No Brasil,
sua cultura teve inicio somente por volta de 1950 pela Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Em 1980 comegou a ser comercialmente utilizada, quando surgiu grande
demanda pela fruta na Europa, Japao e Estados Unidos (31).

Segundo Furlaneto e Nasser 2015, (31) o processamento da fruta pelas
industrias nacionais gira em torno de 34,4 mil toneladas por ano, 0 que representa
apenas 7,16% do total de frutas colhidas no pais. A fruta possui acidez caracteristica e
segundo o SEBRAE (32) seu peso pode variar entre 3 a 16 g. No Brasil, atualmente, a

acerola é
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muito bem aceita e popular. A principal forma de consumo € por meio de polpas para

produgao de sucos (32).

A acerola contém valores estimados de vitamina C entre 1200 a 1900 mg/100g
de polpa. A laranja e o limao, por exemplo, possuem quantidades menores de vitamina
C. A laranja pera contem 53,7 mg de acido ascorbico em 100 de suco e o limao galego
34,5 mg (33). Entretanto, ndo encontramos na literatura trabalhos relacionados a
doengas iaquémicas em que a acerola foi usada como tratamento ou como fonte de
vitamina C.

Leffa e colaboradores em 2015 mostrou que tanto a suplementagcdo de vitamina C
individualmente, como a ingestdo de suco de acerola em estagios diferentes de
maturagao (acerola verde, madura e suco industrial) diminuem o dano oxidativo de
proteinas e lipidios no cértex do hipocampo, figado, rim e coragdo, em camundongos
alimentados com dieta de cafeteria. A diminuicdo mais pronunciada foi observada nos
camundongos suplementados com suco de acerola verde (34). Os mesmos autores
mostraram também que o suco de acerola também diminuiu dano ao DNA nos
camundongos alimentados com dieta de cafeteria (35). Batista e colaboradores em

2018 mostrou que a suplementagdo da dieta com subprodutos do processamento



industrial de acerola, em ratas Wistar com dislipidemia induzida por dieta, melhora a
saude intestinal e o metabolismo lipidico (36).

Além da vitamina C, a acerola possui outros importantes compostos bioativos
(CBA) como, por exemplo, catequina, quercetina, acido galico, acido p-cumarico, acido
siringico e acido ferrulico (37, 38). Estes fitoquimicos apresentam agbes protetoras
contra neoplasias e doencgas cardiovasculares. Por exemplo, estudo mostrou que o
consumo de cha-verde (Camellia sinensis), que contém o fito-quimico epigalocatequina
3-galato, reduziu a pressado arterial na populagdo chinesa e norueguesa (39). Em
modelos experimentais, a suplementacao de cha-verde reduziu a hipertrofia cardiaca,
em animais com hipertensédo cronica devido a doenca renal (39) e também atenuou a
remodelagao cardiaca em ratos infartados (40). Mistura em p6 formulada com acerola e
cha-verde foi utilizada para avaliar as propriedades antioxidantes e antiinflamatérias em
modelo de inflamacgao in vitro, utilizando linhagem celular de macréfagos estimulada por
LPS. O cotratamento foi capaz de modular os parametros redox nas células, além de
modular a resposta inflamatéria por meio da alteragdo da secregao de citocinas (41).

A quercetina também apresentou efeitos benéficos em modelos de agressao
cardiaca. No modelo experimental de cardiomiopatia diabética, com racdo rica em
colesterol, o composto foi eficiente em proteger contra disfungdo diastdlica, além de

auxiliar no controle lipidico plasmatico (42). No IM, a suplementagéo de quercetina
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reduziu os valores TNF-a, IL-1B, malondialdeido, superdxido dismutase e catalase,

mostrando ag&o anti-inflamatoria e antioxidante (43).

Sendo assim, a vitamina C e os CBAs podem ter importante papel no tratamento
do infarto do miocardio, atenuando a remodelacdo cardiaca pods-infarto. O uso da
acerola é alternativa atrativa, uma vez que possui altos teores de vitamina C e CBAs.
Além disso, a interacdo entre vitamina C e os CBAs da acerola podem exercer agao
sinérgica, potencializando os efeitos benéficos, comparado a suplementacgao isolada

de cada composto separadamente.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais
Verificar a influéncia da suplementacao de vitamina C e da acerola sobre a

remodelacio cardiaca apods infarto do miocardio em ratos.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a remodelagao cardiaca por meio das seguintes analises no coracgao:

12



estrutura e funcao; estresse oxidativo; inflamacao; e matriz extracelular.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento Experimental

O protocolo da pesquisa foi submetido & Comissdo de Etica em Experimentacao
Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, em acordo com os Principios
Eticos na Experimentacéo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (Protocolo 1287/2019).

Foram utilizados 136 ratos Wistar machos provenientes do Biotério Central da

Faculdade de Medicina de Botucatu, acondicionados no Biotério da Unidade de



Pesquisa Experimental (Unipex) da Faculdade de Medicina-UNESP-Botucatu. Quando
0s animais atingiram o peso entre 200-250 g foram submetidos ao infarto experimental
de acordo com método descrito inicialmente por Heimburger e modificado por Pfeffer e
colaboradores em 1985 (7).

Apos 7 dias da realizagdo do procedimento cirurgico, foi realizado o primeiro
estudo ecocardiografico para afericdo do tamanho do infarto e da fragdo de variagéo de
area. Esse primeiro ecocardiograma foi realizado para garantir a eficacia do
procedimento cirurgico e estimar o tamanho do infarto, para assim alocar os animais

dos grupos infarto de maneira homogénea.

Apos o estudo ecocardiografico inicial os animais foram alocados em gaiolas
individuais e foi realizado enriquecimento ambiental conforme descrito por (44) para
garantia de seu bem-estar. Eles foram expostos a ciclo claro-escuro de 12 horas, a
temperatura ambiente de 22 + 2°C e alocados em trés grupos: grupo infarto (1), animais
submetidos ao infarto experimental e alimentados com dieta padrao; grupo infarto e
vitamina C (IVC), animais submetidos ao infarto experimental e alimentados com ragao
suplementada com vitamina C (150mg/kg); grupo infarto e acerola (IA), animais
submetidos ao infarto experimental e alimentados com ragdo suplementada com
acerola (15g/kg).

A quantidade de acerola suplementada forneceu a mesma quantidade de
vitamina C que receberam os grupos suplementados apenas com esta vitamina
hidrossoluvel. A ragéo utilizada foi a Nuvilab (Nuvital®) moida e a ingestao de racéo foi
controlada diariamente. Os animais foram pesados semanalmente durante todo o

periodo experimental.

No final de trés meses de acompanhamento foi realizado o estudo
ecocardiografico final. Posteriormente para as analises, os animais foram incluidos nas
avaliagdes de acordo com o tamanho do infarto avaliado pela histologia, como proposto

por Minicucci e colaboradores em 2011 (45). Os animais foram submetidos a avaliagao
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ecocardiografica e posteriormente a eutanasia e coleta de material biolégico para

realizagcado das demais avaliagdes.

3.2 Preparo das ragoes

A ragao utilizada para o grupo controle e para a fabricagcdo das ragbes
suplementadas com vitamina C e acerola foi a ragcdo comercial para ratos a base de
cereais da Nuvilab® CR1 Nuvital Nutrientes S/A, Brazil moida. A acerola foi processada
(triturada) integralmente, sem adicdo de agua e adicionada a ragado. A vitamina C

utilizada foi da marca Sigma Alderich®, prépria para consumo alimentar com 99% de



pureza. Ela também foi adicionada a ragdo moida. Apds, a ragcdo foi misturada,
peletizada e colocada para secar a temperatura ambiente. Apds processo de secagem
foi armazenada em freezer (-14°C).

A quantidade de acerola suplementada forneceu a mesma quantidade de
vitamina C (150mg/kg de peso corporal/dia) que receberam os grupos suplementados

apenas com a vitamina C.

3.3 Infarto experimental

Para realizagdo da cirurgia de infarto experimental os animais foram
anestesiados com cloridrato de cetamina (70mg/kg) e xilazina (5mg/kg), por via
intraperitoneal e foi realizada toracotomia esquerda, entre o 4° e o 5° espacos
intercostais. O coracdo foi exteriorizado por compressédo lateral do térax e a
descendente anterior ligada, a aproximadamente 2mm da origem, com fio de polivinil
(5-0 Ethicon), entre a borda do atrio esquerdo e o sulco da artéria pulmonar. A seguir, 0
coracao foi rapidamente recolocado na cavidade toracica, os pulmdes expandidos com
ventilagdo positiva com oxigénio a 100% e o toérax fechado, com aspiracdo do
pneumotorax.

Ap0ds a cirurgia para indugao do infarto, os animais ficaram sob periodo de
observagcdo da recuperagdo e receberam a analgesia com Morfina 10mg/kg por via
subcutanea a cada 4h (apenas 2 aplicagdes); Dipirona 500mg/kg via subcutanea a cada
12h (46).

3.4 Estudo ecocardiografico

Nos dois momentos (ecocardiograma inicial: apds a cirurgia e final: ap6s os 3
meses de acompanhamento) o procedimento foi o mesmo. Os animais foram
anestesiados com cloridrato de cetamina (50mg/kg) e xilazina (5mg/kg) por via
intraperitoneal. Apos a tricotomia da regido anterior do térax, os animais foram

posicionados em aparato de madeira préprio e colocados em decubito lateral esquerdo
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para realizagdo do ecocardiograma, utilizando-se equipamento Vivid S6 da General

Electric Medical Systems (Tirat Carmel, Israel) equipado com transdutor multifrequencial
de 5,0 a 11,5 MHz.

As medidas das estruturas cardiacas foram efetuadas no modo-M, obtidas com o
feixe de ultrassom orientado pela imagem bidimensional, na posigdo paraesternal eixo
menor. A imagem da cavidade ventricular esquerda foi obtida posicionando o cursor do
modo-M entre os musculos papilares, logo abaixo do plano da valva mitral. As imagens

da aorta e do atrio esquerdo também foram obtidas na posi¢cao paraesternal eixo menor,



com o cursor do modo M posicionado ao nivel da valva adrtica. O registro da imagem
monodimensional (velocidade: 100mm/s) foi realizado por meio da impressora modelo
UP-890MD da Sony Co. Posteriormente, as estruturas cardiacas foram medidas de
acordo com as recomendagdes da American Society of Echocardiography e ja
validadas no modelo de ratos infartados.

As estruturas cardiacas foram medidas em, pelo menos, cinco ciclos cardiacos
consecutivos. O didmetro diastélico do ventriculo esquerdo (DDVE) e a espessura da
parede posterior do ventriculo esquerdo (EDPP) foram medidos no momento
correspondente ao diametro maximo da cavidade. O didmetro sistélico do ventriculo
esquerdo (DSVE) foi medido no momento da excurséao sistélica maxima da parede da
cavidade. As areas diastdlicas e sistdlicas foram medidas no modo bidimensional, por
meio de planimetria, em dois planos paraesternais: eixo maior e eixo menor. A
espessura  relativa do ventriculo esquerdo foi calculada pela férmula: [(2 X
EDPP)/DDVE]. O indice de massa do VE (IMVE) foi calculado pela férmula: [[DDVE +
2 X EDPP)3 — DDVE3 ] X 1,04/PC.

A avaliagdo dos fluxos transvalvar mitral e adrtico foi realizada com o
mesmo transdutor, operando em 5,0 MHz, na posig¢ao apical quatro camaras. A fungao
diastdlica do VE foi avaliada pelos seguintes indices: 1) pico de velocidade do
enchimento diastdlico inicial (onda E); 2) pico de velocidade do enchimento diastdlico
tardio (onda A); 3) razédo entre as ondas E e A (E/A); 4) tempo de desaceleragédo da
onda E (TDE); 3) tempo de relaxamento isovolumétrico em valores absolutos (TRIV) e
normalizados pela frequéncia cardiaca (TRIV/RRO0,5). O TRIV medido corresponde ao
tempo entre o fechamento da valvula aértica e a abertura da mitral.

A funcéo sistdlica do ventriculo esquerdo foi avaliada calculando-se a fragdo de
variagdo de area (FVA=AD-AS/AD x 100) a velocidade de encurtamento da parede
posterior (VEPP) e a porcentagem de  encurtamento  endocardico
[(DDVE-DSVE)/DDVE].
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3.5 Coleta de material bioloégico

Apos os trés meses de suplementagcdo e do estudo ecocardiografico final, foi
realizada a eutanasia dos animais com dose excessiva de tiopental sodico (180 mg/kg)
por via intraperitoneal e posteriormente decapitagdo. O sangue foi coletado, em tubo de
sangue com heparina e centrifugado a 3.000 rpm, por 20 minutos a 4° C, e o plasma foi

coletado e armazenado a -80°C.

O coracgao, pulméo e figado dos animais foram retirados. O coragao foi dissecado



em atrios (A), ventriculo direito (VD) e ventriculo esquerdo (VE). Todos os 6rgaos e
fragmentos de o6rgdos foram pesados. Em seguida, os coragdes tiveram o VE
seccionado em anéis. Um anel de aproximadamente 3 mm foi seccionado de 4 a 6
milimetros a partir do apice, pelo fato deste corte refletir a média dos resultados dos
tamanhos dos infartos de corte de todo o ventriculo, e colocado em formol 10% para
posterior analise histolégica. Os demais foram colocados em nitrogénio liquido e

armazenados em freezer a -80°C para posteriores analises.

3.6 Estudo morfométrico

O estudo morfométrico foi realizado para avaliacdo do tamanho do infarto, da
area seccional do midcito (ASM) (para analise de hipertrofia cardiaca) e da
porcentagem de colageno (para analise de fibrose cardiaca intersticial). Para isso, os
anéis de VE fixados em solugcdo de formol a 10% por periodo de 24 horas foram
incluidos em blocos de parafina. Cortes de 4 micrometros foram realizados nos blocos
de parafina e corados com solugdo Hematoxilina - Eosina (HE) para afericdo do
tamanho do infarto e da ASM.

O tamanho do infarto foi calculado pela soma do comprimento endocardico e
epicardico do segmento infartado em relagcdo a soma do comprimento endocardico e
epicardico total do ventriculo esquerdo x 100.

Para a andlise da ASM foram mensuradas de 50 a 70 células por ventriculo
analisado. Os miécitos selecionados foram de corte transversal, que apresentaram
forma redonda e nucleo visivel no centro da célula e localizagdo na camada
subendocardica da parede muscular do ventriculo esquerdo.

Para analise da porcentagem de colageno cortes histolégicos coronais de 6
micrdmetros de espessura foram corados pela técnica de Picro Sirius red, especificos
para visualizagao de colageno. Foi analisado o intersticio do VE, de 20 a 40 campos por
VE, utilizando objetiva de 40x.

Para aquisigao de todas as imagens foi utilizado microscépio LEICA DM LS

acoplado a camera de video, que envia imagens digitais ao computador dotado de
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programa de analise de imagens Image Pro-plus (Media Cybernetics, Silver Spring,

Maryland, USA).

3.7 Determinacgao do estresse oxidativo
O estresse oxidativo cardiaco foi avaliado por meio da analise produgcao de

espécies reativas de oxigénio por imunofluorescéncia com dihidroetidio (DHE; Sigma)



(47, 48). Cortes histolégicos coronais de seis micrometros das amostras de VE fixadas
em formol 10% foram desparafinizados em solu¢des de xilol e etanol e posteriormente
corados com DHE. Os cortes histolégicos foram encubados em 10 mmol/l de DHE
(diluido em 0,01% de dimetilsulfoxido; Sigma) por 30min a 37°C em camara escura e
umida e entdo lavados trés vezes em tampao salina fosfato (PBS, Sigma) pH 7,4. O
ProLong gold antifade reagent foi adicionado diretamente sobre os cortes para fixagéo e
montagem das laminas. As laminas foram fotografadas em micorscopio de
fluorescéncia Leica HyD confocal microscope (Leica Microsystems CMS GmbH) com
camera acoplada (Leica TCS SP95), utilizando objetiva de 40x. Posteriormente foi
analisada a intensidade de fluorescéncia de 10 campos por animal utilizando-se o

Programa ImagedJ (National Institutes of Health).

3.8 Determinagao dos mediadores inflamatérios

A dosagem dos mediadores inflamatoérios interferon-y (INF-y), fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) e interleucina-10 (IL-10) foi realizada pelo método de ELISA
sanduiche. Primeiramente foi feita a extracdo da proteina do tecido cardiaco
adicionando-se 1,5ml de tampéao de extracdo (50 mM de tampao fosfato de potassio
pH=7,0; 0,3 M sucrose; 0,5mM 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. As amostras foram
homogeneizadas por 10 segundos, 2 vezes em aparelho Polytron (lka Ultra TurraxTM
T25 Basic, Wilmongton USA). O material foi entdo centrifugado por 20 minutos a4° C e
12.000 rpm e o sobrenadante foi coletado. A quantidade de proteina do extrato foi
determinada pelo método de Bradford (1976) (49), utilizando curva de BSA Protein
Standard (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) como padréao.

Apos a extracado de proteina, foi adicionado a placa solugado contendo anticorpo
purificado de captura anti- INF-y ou anti-IL-10 (R&D Systems), diluidos em tamp&o PBS.
As placas foram incubadas a temperatura ambiente durante uma noite. Foram
realizadas  sucessivas lavagens com solugdgo PBS - Tween 20 (0,05%) e
posteriormente adicionar 300 pL da solu¢cdo de bloqueio, constituida de PBS contendo
1% de albumina, com incubagédo por 2 horas, a temperatura ambiente. As placas

novamente lavadas vao ser
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incubadas por 2 horas, a temperatura ambiente, com as amostras e com as respectivas

curvas padrdes, sendo diluidas na base 2 em tampao PBS contendo 1% de albumina.
Decorrido o tempo de incubacdo, as placas foram lavadas e incubadas com os
anticorpos anti- INF-y ou anti-IL-10 de rato biotinilados durante 2 horas, a temperatura

ambiente. Posteriormente, as placas irdo ser novamente incubadas com estreptoavidina



diluido 1:200 em tampao PBS contendo 1% de albumina, durante 20 minutos, a
temperatura ambiente. As placas foram lavadas e reveladas com OPD. A reacéo foi

interrompida por adicdo de H2S0O4 16% e a leitura realizada em 492 nm.

3.9 Zimografia para atividade da metaloproteinase 2

A atividade da metaloproteinase 2 foi avaliada por zimografia, conforme
descricao abaixo. Aproximadamente 30 mg de tecido congelado foram utilizados para
extracdo de proteina em 400pl de tampéao de extragao contendo: 50 mM Tris, pH 7,4;
0,2 M NaCl; 0,1%Triton X e 10 mM CaClz2. As amostras foram homogeneizadas por 10
segundos, 2 vezes em aparelho Polytron (lka Ultra TurraxTM T25 Basic, Wilmongton
USA) e centrifugadas a 12.000 rpm, por 20 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
coletado e a proteina quantificada, utilizando método de Bradford(49) e a concentragao
final ajustada para 1 mg/ml. As amostras foram diluidas em tampao da amostra
contendo 0,5 M Tris, pH 6,8; glicerol e 0,05% de azul de bromofenol. O gel de
separacgao utilizado foi de poliacrilamida a 8% e 1% de gelatina e a corrida foi realizada
com aparato Bio-Rad mini protean, a 80 V por 2 horas, contendo tampao
Tris-Glicina-SDS, pH 8,3. Apds a corrida o gel foi lavado 2 vezes, por 30 minutos cada
vez, em 2,5% Triton X-100 e apos, em tampao tris-HCI 50 mM pH 8,4. Em seguida, o
gel foi incubado por 18 horas em tampao tris-HCI 50 mM pH 8,4 com 500 mM de CaClz,
em agitagdo continua e a temperatura de 37°C. Apds a incubacgéo, o gel foi corado com
Comassie blue 2,5% por 1 hora e descorado com solugao de 30% metanol e 10%
acido aceético. Os geéis foram fotografados no analisador de imagens Carestream
Molecular Imaging (Carestream Health, Inc, USA), e o programa utilizado para avaliar a
densidade foi o Gel-Pro Analyzer 3.1, que mede a area de digestao da gelatina em

unidade de imagem denominada pixel.

3.10 Determinagao da expressao protéica por Western blot

Western blot foi realizado para determinagao da expressao protéica de
marcadores de estresse oxidativo: glutationa peroxidase-1 (GPx-1) e heme oxigenase-1
(HO-1); do marcador de inflamacao (NF-kB) total e fosforilado; e dos componentes de
matriz extracelular colagenos | e Il e Inibidor tecidual de metaloproteinase 2 e 4 (TIMP
2 e TIMP-4).
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a) Extragao do lisado celular total

A extragdo de proteina foi realizada utilizando-se amostras de 100 mg do
ventriculo esquerdo homogeneizadas com 1ml de tampéao de extracdo contendo NaCl
100 mM, Triton X-100 1% (v/v), deoxicolato de sodio 0,5% (w/v), SDS 0,1 % (w/v),
glicerol 10% (v/v), Tris 10 mM (ph 7,4), EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, ortovanadato de



sédio 1 mM, NaF10 mM e inibidores de proteases (P2714, SigmaAldrich). As amostras
foram homogeneizadas por 10 segundos, 2 vezes em aparelho Polytron (lka Ultra
TurraxTM T25 Basic, Wilmongton USA). A seguir, as amostras foram centrifugadas por
20 minutos, a 12.000 rpm e a 4° C. O sobrenadante foi coletado e armazenado em
freezer a -80° C. A concentracdo de proteina total foi analisada pelo método de
Bradford utilizando curva de BSA Protein Standard (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) como
padrao (49).

b) Eletroforese em gel

Apos a quantificagdo da concentracdo de proteina, as amostras foram
diluidas em tampao Laemmli (Tris - HCL240mM, SDS, 0,8%, glicerol 40%, azul
debromofenol 0,02% e Bmercaptoetanol 200mM) e aquecidas a 100°C por 5 minutos.
Posteriormente, as amostras (contendo 30ug de proteina total) foram separadas por
eletroforese utilizando sistema MiniProtean 3 Electrophoresis Cell (Bio - Rad, Hercules,
CA, USA). A corrida eletroforética foi realizada em gel bifasico, de empilhamento (Tris -
HCL 240mM pH 6,7, poliacrilamida 40%, APS e Temed) e de resolug¢do (Tris - HCL
240mM pH 8,9, poliacrilamida 40%, glicerol, APS e Temed) a 4° C. A concentragdo do
gel de empilhamento utilizada foi de 5% e a concentragéo do gel de resolugao variou de
10 a 15%, de acordo com o peso molecular da proteina determinada. No primeiro pogo
do gel foi aplicado um padrédo de peso molecular, Kaleidoscope Prestained Standards
(Bio - Rad, Hercules, CA, USA) e nos pocgos seguintes os grupos foram pipetados de
maneira alternada. A corrida eletroforética foi efetuada a 30 mina 50 V e 2 horas a 120
V (Power Pac HC 3.0A, Bio - Rad, Hercules, CA, USA) com tampao de corrida (Tris
0,25M, glicina 192 mM e SDS 1%).

c) Transferéncia e Bloqueio
Apos a corrida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose em sistema Mini - Trans Blot (Bio - Rad, Hercules, CA, USA) utilizando-se
tampéao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0,1%). Os
sitios inespecificos de ligagdo do anticorpo primario a membrana foram bloqueados
mediante incubacdo com solucdo de 5% de leite em pd desnatado, dissolvido em

solucao
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basal pH 8,0 (Tris 1M pH 8,0, NaCl 5M e detergente Tween 20) por 120 minutos a

temperatura ambiente sob constante agitaco.

d) Incubacao com os Anticorpos primario e secundario

Apdés o bloqueio, as membranas foram incubadas com os anticorpos



primarios especificos para cada proteina analisada, diluidos em solugdo basal. As
membranas permaneceram incubadas durante a noite a temperatura de 4°C, sob
constante agitagcdo. Apds a incubagao com o anticorpo primario, as membranas foram
lavadas em solugcdo basal pH 8,0 e incubadas com os anticorpos secundarios
especificos, diluidos também em solucdo basal. As membranas permaneceram
incubadas por 1,5 horas, a temperatura ambiente, sob agitagdo constante.
Posteriormente a membrana foi lavada em solugéo basal pH 8,0 e a imunodetecgao foi
realizada por meio do método de quimiluminescéncia utilizando o Kit SuperSignal West
Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific, USA. As imagens foram
fotografadas no analisador de imagens Carestream Molecular Imaging (Carestream
Health, Inc, USA). A expressao de todas as proteinas analisadas foi normalizada pela
expressdo da proteina constitucional glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH). O programa utilizado para avaliar a densidade Optica das bandas foi o Gel

Pro Analyzer 3.1.

3.11 Andlise estatistica

Os valores obtidos sao apresentados como média + desvio padrao (para
distribuicdo normal) ou mediana com percentil 25 e 75 (para distribuicdo ndo normal).
Os resultados de cada variavel foram submetidos a verificagdo da normalidade e de
igualdade de variancia. Quando esses requisitos foram atendidos as comparagdes
entre os grupos foram feitas por analise de variancia (ANOVA) de uma via,
complementadas com o teste de Holm-Sidak. Quando um dos requisitos né&o foi

atendido, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis complementado com o
teste de Dunn.

Para avaliar a mortalidade entre os animais infartados, foi utilizado o teste X% O

nivel de significancia adotado para todos os teste foi de 5%.
Para a analise dos dados e a construgao dos graficos, foi utilizado software
Sigma Plot versédo 12.0 da SPSS (San Jose, CA, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1. Estudo ecocardiografico inicial

Na tabela 1 estdo apresentados o peso inicial dos animais e os dados referentes



ao estudo ecocardiografico inicial. Como podemos observar, ndo houve diferenca

estatisticamente significante entre os grupos para nenhuma variavel analisada. .

Tabela 1. Peso corporal inicial dos animais e estudo ecocardiografico inicial. Variavel |
(n=17) IVC (n=18) IA (n= 19 ) p Peso corporal inicial (g) 217(205-248) 211(199-219)
220(212-256) 0,080 Area sistélica (mm?) 40,2+8,95 38,4+9,80 40,9+9,72 0,720 Area diastélica
(mm?) 59,4+9,55 55,0+7,77 57,0+8,00 0,293

Tamanho do infarto (%) inicial 47,5(42,5-50,6) 48,2(45,7-52,7) 48,5(45,8-52,0) 0,773
Dados expressos em média + desvio padrdo ou em mediana e percentil 25 e 75. n: niumero de animais em cada grupo.

I: animais infartados que receberam ragao padrao; IVC: animais infartados suplementados com vitamina C; IA: animais
infartados suplementados com acerola. p: valor de p da ANOVA de 1 via ou Kruskal Wallis.

4.2 Fluxograma do numero de animais, mortalidade e tamanho do infarto por
histologia

O fluxograma do numero de animais, grupos experimentais e mortalidade
estdo representados na figura 1. Foram utilizados inicialmente 136 ratos machos os
quais foram submetidos a cirurgia de infarto. Desses 136 animais, 55 sobreviveram,
sendo a mortalidade durante a cirurgia de 59,6%. Durante o periodo experimental de 3
meses, a mortalidade dos grupos foi de: I= 0%, IVC= 5,6% (morreu um animal) e
IA=10,5% (morreram dois animais). Nao houve diferenga estatisticamente significante
na mortalidade entre os grupos (p= 0,370). Realizou-se a eutanasia dos animais
sobreviventes e, pela analise histologica foram excluidos os infartos inferiores a 30%,
restando 15 animais no grupo |, 15 animais no grupo IVC e 16 animais no grupo IA.

Na figura 2 podemos observar o tamanho do infarto analisado por meio de cortes
histolégicos corados com HE. Nao houve diferenga para o tamanho do infarto entre os
grupos |, IVC e IA (1= 33 (30-38); IVC= 36(34-40); |1A= 32(30-40) %; p=0,142)
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Figura 1. Delineamento, grupos experimentais, numero de animais e

mortalidade.
I: animais infartados que receberam racao padrao; IVC: animais infartados

suplementados vitamina C; IA: animais infartados suplementados com acerola.
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Figura 2. Tamanho do infarto por histologia.

(A) Imagens microscopicas de cortes do ventriculo esquerdo corados com
Hematoxilina e Eosina para afericdo da area de infarto. (B) Tamanho do infarto
(%). Dados expressos em mediana e percentil 25 e 75. Valor de p do teste de
Kruskal Wallis = 0,142. I(n=15): animais infartados que receberam ragéo padrao;
IVC

(n=15): animais infartados suplementados vitamina C; IA (n=16): animais
infartados suplementados com acerola.
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4.3 Peso corporal final dos animais e ingestao de ragao
Os dados referentes ao peso final dos animais e a ingestdo de ragao estao
apresentados na tabela 2. Nao houve diferenca entre os grupos para o peso corporal,

final e para a ingestédo de ragao.

Tabela 2. Peso corporal final dos animais e ingestao de racéo.
Variavel | (n=15) IVC(n=15) IA (n= 16) p Peso corporal final (g) 396(376-496) 388(375-426)

395(368-443) 0,461 Ingestao de ragdo(g/dia) 26,1(25,0-28,1) 25,5(25,0-27,1) 26,2(25,3-27,4)
0,713

Dados expressos em mediana e percentil 25 e 75. n: nimero de animais em cada grupo. |: animais infartados que
receberam ragdo padrao; IVC: animais infartados suplementados com vitamina C; IA: animais infartados
suplementados com acerola. p: valor de p do teste de Kruskal Wallis.

4.4 Estudo ecocardiografico final



Nas tabelas 3, 4 e 5 estado representadas as varidveis cardiacas de estrutura,
funcao sistdlica e fungao diastdlica, analisadas pelo ecocardiograma. Com relagéo as
alteragdes estruturais podemos observar diminuicdo do AE (figura 3), em valores
absolutos, e do DSVE (figura 5) nos animais suplementados com VC e acerola, quando
comparados aos animais infartados. Quando o AE foi normalizado pelo AO, este foi
menor apenas no grupo suplementado com acerola comparado ao grupo | (figura 4). Da
mesma forma, a ESSV foi maior apenas no grupo suplementado com acerola
comparado ao grupo | (figura 6). Para as demais variaveis de estrutura cardiaca, nado
houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos.

Com relagao as variaveis de fungao sistdlica, houve aumento da FE e da % de
encurtamento endocardico em ambos os grupos suplementados quando comparados
ao grupo | (Figura 7 e 8). Por outro lado, a VEPP foi maior apenas no grupo IA
comparado ao | (Figura 9). Além disso, houve redug¢ao do IPM no grupo IA em relagao
ao grupo | (Figura 10). As demais variaveis nao apresentaram diferenca
estatisticamente significante.

Para a analise de fungao diastdlica podemos observar maiores valores de
E’'médio (figura 11) e da razdo E'/A" (figura 12) no grupo suplementado com acerola
comparado ao |. Nao houve diferenca estatisticamente significante para as demais

variaveis de fungao diastdlica.
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Tabela 3. Variaveis estruturais cardiacas

Variavel I(n=15) IVC(n=15) IA(n=16) p AE (mm) 5,36 (5,36-5,88) 4,85 (4,63-5,11)* 4,85
(4,6-5,24)* 0,004 AO (mm) 3,83 (3,58-4,03) 3,83 (3,58-3,83) 3,83 (3,58-4,09) 0,943 AE/AO
1,49 (1,37-1,53) 1,29 (1,25-1,41) 1,28 (1,19-1,36)* 0,008 AE/PC 21,2+2,88 20,0+2,37
12,7+2,30 0,488 DSVE (mm) 5,90+1,22 4,78+1,27* 4,71+1,42* 0,027 DDVE (mm) 8,77+0,97
8,22+1,22 8,1420,76 0,178 DDVE/PC(mm/kg) 21,2+2,88 20,042,37 20,5+2,74 0,488 EDPP
1,53(1,50-1,65) 1,53(1,53-1,65) 1,56(1,53-1,67) 0,554 ERPP 0,36 (0,34-0,38) 0,38(0,33-0,46)
0,40(0,37-0,42) 0,103 ESSV (mm) 2,04(1,79-2,30) 2,40(2,14-2,80) 2,50(2,30-281)* 0,022
MEV (mg) 10764244 952+238 957+150 0,210 IMVE (mg/g) 2,57+0,49 2,29+0,40 2,39+0,36
0,205

Dados expressos em média * desvio padrao ou em mediana e percentil 25 e 75. n: nUmero de animais em cada grupo. I: animais
infartados que receberam ragéo padréo; IVC: animais infartados suplementados vitamina C; IA: animais infartados
suplementados com acerola. AE: didmetro do atrio esquerdo; AO: didmetro da aorta; PC: peso corporal; DDVE: didmetro
diastélico do ventriculo esquerdo; DSVE: diametro sistélico do ventriculo esquerdo; EDPP: espessura diastolica da parede



posteior; ERPP: espessura relativa da parede posterior; ESSV: espessura sistolica do septo interventricular; MEV: massa do
ventriculo esquerdo; IMVE: indice de massa do ventriculo esquerdo.p: valor de p da ANOVA de 1 via ou Kruskal Wallis. * # do
grupo |.
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Tabela 4. Variaveis ecocardiograficas de funcéo sistdlica.
Variavel C(n=15) VC(n=15) A(n=16) p FC (bpm) 338+71,9 348164,8 327+82,6 0,729

FE 0,69+0,09 0,80+0,08* 0,79+0,12* 0,013 % Enc. Endo 33,3+7,99 42,6+8,30*
42,9+12,9* 0,014 FVA 34,512 42,7+11,8 42,7+11,5 0,119 IPM 0,56 (0,33-0,76) 0,33
(0,28-0,69) 0,23 (0,17-0,43)* 0,006 VEPP (mm/s) 41,5+12,6 49,2+12,3 53,9+ 14,9*
0,044 DC 155+38,0 158+61 136+35,7 0,549 S’ médio (cm/s) 4,37+0,51 4,88+0,47
4,96+0,50 0,106

Dados expressos em média * desvio padrdo ou em mediana e percentil 25 e 75. n: nUmero de animais em cada grupo.
I: animais infartados que receberam ragéo padrao; IVC: animais infartados suplementados com vitamina C; IA: animais
infartados suplementados com acerola. FC: frequéncia cardiaca; FE: fracdo de ejecdo; % Enc. Endo: % encurtamento
endocardico; FVA: fracdo de variacdo da area; IPM: Indice de Performance Miocardica; VEPP: velocidade de
encurtamento da parede posterior do ventriculo esquerdo; DC: débito cardiaco; S’'médio: média da velocidade mitral
anular sistodlica septal e lateral inicial. p: valor de p da ANOVA de 1 via ou Kruskal Wallis. * # do grupo |.

Tabela 5. Varidveis ecocardiograficas de funcéo diastdlica.
Variavel I(n=15) IVC(n=15) IA(n=16) p Onda E (cm/s) 80,2+17,9 78,3+20,5 79,2+15,7

0,962 Onda A (cm/s) 64,9+23,9 68,7+22,8 52,6+22,7 0,139
E/A 1,36 (0,88-1,58) 1,24 (0,84-1,41) 1,51 (1,28-1,94) 0,096 TRIV (ms) 32,0 (25,2-37,0)
30,0 (22,0-30,0) 24,5 (21,0-30,0) 0,059 TRIV/RR 74,4 (58,3-87,9) 60,7 (53,6-77,1) 63,3
(46,1-73,8) 0,073 TDE (ms) 49,6+9,41 48,3891 50,4+12,3 0,851 E'medio (cm/s)
4,05£0,73 4,66+1,01 4,86+0,89* 0,039 Amedio (cm/s) 5,1 (4,28-5,63) 5,20 (4,64-5,63)

4,53 (3,9-5) 0,105 E’/A 0,85+0,27 0,890,19 1,12+0,34* 0,015

E/E’ médio 19,9+£3,81 17,3+4,70 16,5+3,47 0,057

Dados expressos em média + desvio padrdo ou em mediana e percentil 25 e 75. n: nUmero de animais em cada grupo. I:
animais infartados que receberam ragdo padrdo; IVC: animais infartados suplementados com vitamina C; IA: animais
infartados suplementados com acerola. Onda E: onda E do fluxo transmitral; Onda A:onda A do fluxo transmitral; E’'médio:
média da velocidade mitral anular diastélica septal e lateral inicial; Amédio: média da velocidade mitral anular diastélica
septal e lateral final. TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; TRIV/R-R: TRIV normalizado para a frequéncia cardiaca
(TRIV dividido pela raiz quadrada do R-R); TDE: tempo de desaceleragédo da onda E. p: valor de p da ANOVA de 1 via ou

Kruskal Wallis. * # do grupo |; ## do grupo IVC.
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Figura 3. Didametro do atrio esquerdo.

Dados expressos em mediana e percentil 25 e 75. Valor de p do teste de Kruskal Wallis
= 0,004. I(n=15): animais infartados que receberam ragéo padréo; IVC (n=15): animais
infartados suplementados vitamina C; IA (n=16): animais infartados suplementados com
acerola. * # do grupo |.
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Figura 4. Razao entre os didametros do atrio esquerdo e da aorta. Dados
expressos em mediana e percentil 25 e 75. Valor de p do teste de Kruskal Wallis =
0,008. I(n=15): animais infartados que receberam ragao padrao; IVC (n=15): animais
infartados suplementados vitamina C; IA (n=16): animais infartados suplementados com
acerola. * # do grupo |.
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Figura 6. Diametro sistolico do ventriculo esquerdo.

Dados expressos em média e desvio padrao. Valor de p do teste ANOVA de 1 via =
0,027. I(n=15): animais infartados que receberam ragcao padrao; IVC (n=15): animais
infartados suplementados vitamina C; IA (n=16): animais infartados suplementados com
acerola. * # do grupo |.
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Figura 5. Espessura sistolica do septo interventricular.

Dados expressos em mediana e percentil 25 e 75. Valor de p do teste de Kruskal Wallis
= 0,022. I(n=15): animais infartados que receberam ragéo padrao; IVC (n=15): animais
infartados suplementados vitamina C; IA (n=16): animais infartados suplementados com
acerola. * # do grupo |.
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Figura 7. Fracéo de Ejecgao.

1IVC IA

Dados expressos em média e desvio padrao. Valor de p do teste ANOVA de 1 via =
0,013. I(n=15): animais infartados que receberam ragao padrao; IVC (n=15): animais
infartados suplementados vitamina C; IA (n=16): animais infartados suplementados com
acerola. * # do grupo I.
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Figura 8. % Encurtamento Endocardico.

Dados expressos em média e desvio padrao. Valor de p do teste ANOVA de 1 via =
0,014. I(n=15): animais infartados que receberam ragéo padrao; IVC (n=15): animais
infartados suplementados vitamina C; IA (n=16): animais infartados suplementados com
acerola. * # do grupo |.
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Figura 9. Velocidade de encurtamento da parede posterior do ventriculo esquerdo.
Dados expressos em média e desvio padrao. Valor de p do teste ANOVA de 1 via = 0,044.
I(n=15): animais infartados que receberam ragéo padrao; IVC (n=15): animais infartados

suplementados vitamina C; IA (n=16): animais infartados suplementados com acerola. * #

do grupo |.
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Figura 10. indice de Performasse Miocardica.

Dados expressos em mediana e percentil 25 e 75. Valor de p do teste de Kruskal Wallis
= 0,006. I(n=15): animais infartados que receberam ragado padrao; IVC (n=15): animais
infartados suplementados vitamina C; IA (n=16): animais infartados suplementados com
acerola. * # do grupo |.
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Figura 11. Média da velocidade mitral anular diastolica septal e lateral inicial.
Dados expressos em média e desvio padrao. Valor de p do teste ANOVA de 1 via = 0,039.
I(n=15): animais infartados que receberam racao padrao; IVC (n=15): animais infartados
suplementados vitamina C; IA (n=16): animais infartados suplementados com acerola. * #
do grupo .
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Figura 12. Raz&o da média da velocidade mitral anular diastolica septal e lateral

inicial e final.

Dados expressos em média e desvio padrao. Valor de p do teste ANOVA de 1 via =
0,015. I(n=15): animais infartados que receberam ragéo padrao; IVC (n=15): animais
infartados suplementados vitamina C; IA (n=16): animais infartados suplementados com
acerola. * # do grupo |; # # do grupo IVC.
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4.5 Estudo morfométrico



Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos para nenhuma

variavel morfométrica analisada, conforme apresentado na tabela 6.

Tabela 6. Variaveis morfométricas.
Variavel | (n=15) IVC (n=15) IA (n=16) p A (mg) 60,5(37,4-76,0) 52,3(39,1-91,7)
27,1(43,7-66,0) 0,842 A/PC (mg/g) 0,12(0,10-0,15) 0,13(0,09-0,19) 0,14(0,10-0,16)
0,727 VD (mg) 181(158-210) 177(151-220) 175(155-192) 0,798 VD/PC (mg/g)
404(381-472) 432(393-506) 445(381-472) 0,598 VE (mg) 761+£82,2 722+90,7
720+59,0 0,273 VE/PC (mg/g) 1753(1624-1887) 1789(1669-1893) 1805(1680-1900)
0,790

Dados expressos em média + desvio padrdo ou mediana e percentil 25 e 75. n: nimero de animais em cada grupo. I
animais infartados que receberam ragéo padrao; IVC: animais infartados suplementados com vitaminas C; IA: animais
infartados suplementados com acerola. A: atrios; VD: ventriculo direito; VE: ventriculo esquerdo; PC: peso corporal:
valor de p da ANOVA de 1 via ou Kruskal Wallis.

4.6 Analise Histologica

Na tabela 7 estdo apresentados os dados de area do midcito, que € uma analise
da hipertrofia de VE; a porcentagem de colageno total, que é uma analise da fibrose
intersticial cardiaca; e a coloragdo com dihidroetidio, que avalia a quantidade de
espécies reativas de oxigénio. Como podemos observar, ndao houve diferenca

estatisticamente significante entre os grupos para nenhum dos parametros analisados.

Tabela 7. Analise histolégica.

Variavel I IVC IA p

3,52+1,01 (6)
% Colageno total 3:3320,71 3’35, gg (6) 0,911

(7)

Dados expressos em média + desvio padrédo. Numeros entre parénteses indicam o numero de animais em cada grupo.
I: animais infartados que receberam ragao padrao; IVC: animais infartados suplementados com vitamina C; IA: animais
infartados suplementados com acerola. p: valor de p da ANOVA de 1 via.

4.7 Mediadores inflamatorios.

33
Como podemos observar na tabela 8, a citocina anti-inflamataria interleucina-10

apresentou diferenga estatisticamente significante, entretanto, o pods teste de



Holm-Sidak ndo conseguiu mostrar entre quais grupos estava a diferengca. O que
podemos observar € que os valores de interleucina-10 estdo maiores nos animais
suplementados com acerola. Para os mediadores inflamatérios INF- y e TNF-a, ndo

houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos.

Tabela 8. Citocinas inflamatorias.

Variavel I IVC IA p
1,42(0,78-1,72) (15)

IL-10 (pg/mg) 543£237 (14) o ) (16) 0,042 5,92(4,44-10,7)
14
INF- vy (pg/mg) (14) (15) 0,572 1,67(1,35-2,77)
5,42(4,32-6,65) (15) 6,08(4,39-6,97) (15)
1,33(1,25-1,78) (14) (16) 0:119
TNF-a(pg/mg) 7531292

Dados expressos em média + desvio padrdo ou em mediana e percentil 25 e 75. NUmeros entre parénteses indicam
o0 numero de animais em cada grupo. |: animais infartados que receberam ragédo padrio; IVC: animais infartados
suplementados com vitamina C; IA: animais infartados suplementados com acerola. IL-10: Interleucina-10; INF- y:
Inferferon-y; TNFa: Fator de necrose tumoral a. p: valor de p da ANOVA de 1 via ou Kruskal Wallis.
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Figura 13. Interleucina-10.

Dados expressos em média e desvio padrao. Valor de p do teste ANOVA de 1 via =
0,042. I(n=14): animais infartados que receberam ragéo padrao; IVC (n=14): animais
infartados suplementados vitamina C; IA (n=16): animais infartados suplementados com
acerola.

4.8 Metaloproteinase de matriz 2 (MMP-2)
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Os resultados referentes a avaliacdo das MMP-2 estdo apresentados na tabela 9.

Nao foi possivel observar diferenga estatisticamente significante entre os grupos para as



bandas ativa, ativa intermediaria, inativa, total, nem para as relagbes realizadas entre

elas.

Tabela 9. Metaloproteinases de matriz 2.
Variavel I(n=12) IVC(n=15) IA(n=15) p Ativa (ua) 1,00(0,89-1,12) 0,99(0,96-1,48) 1,19
(0,85-1,42) 0,799 Ativa intermediaria (ua) 1,013+0,099 1,002+0,181 1,013+0,256 0,983 Inativa
(ua) 1,00 (0,97-1,09) 1,06(0,99-1,27) 1,00 (0,83-1,16) 0,513 Ativa/lnativa 1,00(0,90-1,15)
1,01(0,75-1,22) 1,16(0,80-1,26) 0,666

Ativa + Ativa
intermediaria/lnativa 2,00(1,93-2,07) 1,96(1,61-2,08) 1,91(1,69-2,47) 0,778

Total (ua) 3,00(2,99-3,07) 3,24(2,96-3,67) 3,02 (2,75-3,38) 0,498 ""V&/TOl § 55,6 04

0,34+0,06 0,36+0,07 0,542

Ativa + Ativa
intermediaria/Total 0,66(0,66-0,67) 0,66(0,61-0,67) 0,65(0,63-0,71) 0,778

Dados expressos em média = desvio padrdo ou em mediana e percentil 25 e 75. n: nimero de animais em cada grupo.
I: animais infartados que receberam ragdo padrao; IVC: animais infartados suplementados com vitamina C; IA: animais
infartados suplementados com acerola. p: valor de p da ANOVA de 1 via ou Kruskal Wallis.

4.9 Avaliagcao da expressao proteica por Western blot

Os resultados da expressao das proteinas GPx, HO-1, NF-kB, colagenos | e lll, e
TIMP-2 e 4, estdo apresentados na tabela 8. A suplementagao de vitamina C e acerola
nao alterou a expressao das proteinas antioxidantes GPx e HO-1, nem tampouco do
fator de transcricdo NF-kB, nem em quantidades totais, nem na sua forma fosforilada,
nem na relagao fosforilada/total. Para as proteinas relacionadas a matriz extracelular,
podemos observar menores valores de colageno 1 no grupo IVC quando comparado
aos ao grupo | (figura 14), e menores valores de colageno 3 em ambos 0s grupos
suplementados (figura 15). Para a variavel TIMP-2 foi possivel observar redugdo dos
valores quando os grupos suplementados s&o comparados ao grupo que recebeu
somente ragado padrao (Figuras 16). Para o TIMP-4, apenas os valores do grupo IVC

foram menores quando comparados ao grupo | (figura 17).
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Tabela 10. Expresséao proteica por Western blot

Variavel | IVC IAP



1,8310,44
GPx-1 (ua) 1:86+0,34 (15)  T)mp_2 (ua) 0,90(0,53-1,55)
(14) (16) 0,142 8,12(7,39-10,2)
HO-1 (ua) 11,2(6,16-19,0) (15)
TIMP-4 (ua) 1,180,39 (14)  (16) 0,521 48,7+2,29
DHE(densidade ¢tica) 1,57+0,53

0,22(0,14-0,57
o-NF-kB (ua) 0:45(0,07-1,00) 10.3(7.78-15,0) (12) ( )
(15) 29,7+9,12 (13) 773
(5) 0,03(0,01-0,24)
8_2\1 1F(E)K(?QEIOF-2K7? ((;J 2)) 0:430022:0.9%) (14) (13) 0,456 1,06(0,61-1,77)
T 0,17(0,01-0,24) (14) 0.020 5.7651 72
+ *
Colageno 1 (ua) 0,97(0,82-1,27)* (10) (13) % o
1,63(1,38-2,52) (13) 5,56+1,29* (13) 0,018 0,45(0,25-0,62)"
(10)
' 7,602,28 .
1,00£0,34 0,042
13) 0,
(1) (13)

Dados expressos em média + desvio padrao ou em mediana e percentil 25 e 75. Numeros entre parénteses indicam o numero
de animais em cada grupo. I: animais infartados que receberam racdo padréo; IVC: animais infartados suplementados com
vitamina C; IA: animais infartados suplementados com acerola. GPx-1: glutationa peroxidase 1; HO-1: heme-oxigenase 1; NF
kB: fator nuclear Kappa B; p-NF-kB: fator nuclear Kappa B fosforilado; TIMP-2: inibidor tecidual de metaloproteinase 2; TIMP-4:
inibidor tecidual de metaloproteinase 4.p: valor de p da ANOVA de 1 via ou Kruskal Wallis.* # do grupo |.
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Figura 14. Expressao do colageno |.
Dados expressos em mediana e percentil 25 e 75. Valor de p do teste de Kruskal Wallis

= 0,020. I(n=13): animais infartados que receberam ragéo padrao; IVC (n=10): animais
infartados suplementados vitamina C; IA (n=13): animais infartados suplementados com

acerola. * # do grupo |I.
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Figura 15. Expressao do colageno lll.

Dados expressos em média e desvio padrado. Valor de p do teste de Kruskal Wallis =
0,018. | (n=13): animais infartados que receberam ragao padrao; IVC (n=10): animais
infartados suplementados vitamina C; IA (n=13): animais infartados suplementados com
acerola. * # do grupo |I.

38

lIVC IA
A A

A
TIMP-2 A

GAPDH

A

21 kDa 37 kDa

2,5

> B> b

2,01,51,00,5 0,0



IIVC IA

Figura 16. Expressao do Inibidor tecidual de metaloproteinase-2. Dados
expressos em mediana e percentil 25 e 75. Valor de p do teste de Kruskal Wallis =
0,0004. I(n=13): animais infartados que receberam racao padrao; IVC (n=10): animais
infartados suplementados vitamina C; IA (n=13): animais infartados suplementados com
acerola. * # do grupo |.
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Figura 17. Inibidor tecidual de metaloproteinase-4.
Dados expressos em meédia e desvio padrdo. Valor de p do teste de Kruskal Wallis =
0,042. | (n=13): animais infartados que receberam racdo padrao; IVC (n=10): animais



infartados suplementados vitamina C; IA (n=13): animais infartados suplementados com
acerola. * # do grupo |.
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5. DISCUSSAO

Este estudo mostrou que a suplementacdo de vitamina C e acerola por trés
meses em ratos submetidos a infarto experimental leva a alteragcbes nos marcadores
de estresse oxidativo avaliados. Entretanto, a suplementacdo de acerola aumenta a
citocina antiinflamatdria IL-10. Adicionalmente, a suplementacdo de vitamina C e
acerola remodelam a matriz extracelular cardiaca, com diminuicdo dos colagenos | e Ill
e dos TIMP-2 e 4, porém, sem alteracdo na atividade da MMP-2. Juntas, essas
alteracbes podem ter participado da melhora de fungao sistdlica e diastélica observada
nesses animais.

Em nosso estudo nao houve diferenga para o peso corporal inicial e final, e para
o consumo diario de ragdo. A auséncia de diferenga estatisticamente significante para o
peso corporal € importante, uma vez que as avaliagdes morfolégicas cardiacas podem
ser alteradas conforme o peso corporal dos animais. O consumo diario de racao
semelhante entre os grupos também é importante, para ingestdo semelhante dos
compostos da ragéo e de vitamina C entre os grupos IVC e IA.

No presente estudo utilizamos apenas os animais que apresentaram area de
infarto avaliada pela analise histolégica maiores que 30% (45). Ha varios modelos para
o estudo do infarto experimental em ratos, entretanto o método da oclusao coronariana
esquerda possui varias vantagens, a principal € a similaridade das alteragbes
fisiopatolégicas que ocorrem apods o infarto em humanos. Neste modelo é importante
identificar o tamanho do infarto porque este induz diretamente as alteragdes
fisiopatoldégicas como remodelagdo ventricular, disfungdo cardiaca e insuficiéncia
cardiaca. Desta forma, ratos com infartos menores que 30% nao apresentam grandes
anormalidades hemodinamicas (45)

Os resultados obtidos na comparagao do tamanho do infarto entre o grupo |, IVC



e IA nao foram diferentes. Nosso modelo de infarto apresenta uma caracteristica
importante que é a variagdo do tamanho do infarto, entre 4% a 65%. Isto acontece
devido a incapacidade de obstruir a coronaria exatamente no mesmo ponto em todos
os animais e de eventuais variagdes anatdbmicas entre eles. Dessa maneira, esse
modelo ndo é adequado para a verificagao de efeito redutor de tamanho do infarto por
meio de diferentes intervencgdes, ja que eventuais diferengas no tamanho do infarto

podem ser inerentes a variabilidade do método (45, 50).

Em nosso estudo utilizamos a avaliagdo ecocardiografica para analisar a morfologia
e a funcao sistdlica e diastélica do coracdo. Apds os 3 meses de suplementacdo com
41
vitamina C e acerola, ndo foi possivel observar alteragdes na morfologia cardiaca.
Entretanto, observamos melhora de funcéao sistélica, pelo aumento da fracdo de ejecao
e da % de encurtamento endocardico, nos animais suplementados com vitamina C e
acerola, além de menor didametro sistélico do VE. Essas alteragcdes melhoram o volume
de sangue ejetado do coragao, o qual é prejudicado no IM (51).

Em relacédo aos efeitos da suplementagao de vitamina C e acerola nas variaveis
de funcao diastdlica, em nosso estudo os animais do grupo IVC e IA apresentaram
diminuicdo do diametro do AE em valores absolutos. Quando esta variavel é
normalizada pelo didmetro da aorta, apenas o grupo IA permanece apresentando
diferenca estatisticamente significante. Estudos tém mostrado que a dilatagdo do AE
estd relacionada a disfungéo diastélica do VE (52, 53). Alteracdes no relaxamento e na
complacéncia do VE promovem elevacdo da pressdo de enchimento do VE.
Consequentemente, ocorre elevacdo da pressdao no AE para manter o enchimento
ventricular. O aumento da tensado parietal leva a dilatagdo da camara atrial. Portanto, o
tamanho do AE pode funcionar como marcador da cronicidade da disfuncao diastdlica
(52, 53).

Outras variaveis ecocardiograficas utilizadas para caracterizar a diastole
ventricular sdo as variaveis analisadas pelo Doppler tissular, como a velocidade da
onda E’, A e sua relagdao E’/A. Em nosso estudo, os animais suplementados apenas
com a acerola apresentaram aumento do E'médio e da relacdo E’/A, mostrando
melhora da fungao diastdlica nesses animais (54).

Ainda com relagao a funcéo cardiaca, o IPM diminuiu apenas com a suplementagao
de acerola. O IPM é definido como a razdo entre a soma dos tempos de contragao e
relaxamento isovolumétrico pelo tempo de ejegao, variaveis que podem ser obtidas pela
técnica de Doppler. Como este indice associa parametros sistolicos e diastélicos, ele é

considerado como indice de fungao sistodiastélica e € mais pratico para o diagnéstico



da disfuncéo global cardiaca do que a avaliacdo desses indices isoladamente (55, 56).
O IPM tem sido usado como um método bastante sensivel e especifico para a analise
da funcao do ventriculo esquerdo em estudos de varias patologias cardiacas, € mostrou
ter importante valor progndstico em doengas cardiacas graves, como o IM. Valores de
IPM mais altos correspondem a estados patoldgicos mais graves, com quadro cardiaco
geral de disfungédo (57). Sendo assim, a diminuigdo do IPM com a suplementagao de
acerola representa uma melhora da fungéo cardiaca nesses animais.

O IM é definido como foco de necrose resultante de baixa perfusao tecidual, com
sinais e sintomas consequentes da morte celular cardiaca (4). Apés o IM, ocorrem

alteragdes complexas na arquitetura ventricular, envolvendo tanto a regido infartada
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quanto a nao infartada. Essas alteragées sao definidas como remodelagao cardiaca (7).

Elas podem ser decorrentes de mudancas genéticas, estruturais e bioquimicas que
ocorrem no coragao em resposta a isquemia, tais como: estresse oxidativo, inflamacao,
remodelagao da matriz extracelular, alteragdes no metabolismo energético e apoptose
(58)(Zornoff, Paiva et al. 2009). Apds a isquemia miocardica ocorre aumento da geragao
de espécies reativas de oxigénio (EROs). As EROs lesam diretamente as membranas
celulares, ativam a resposta inflamatéria e levam a morte celular, além de estimular
sinais de transdugao, como fator nuclear kB (NF-kB). Por sua vez, a ativacdo do NF-kB
produz citocinas inflamatdrias, como TNF-q, interleucinas 1b e 6. Progressivamente, as
EROs e as citocinas ativam metaloproteinases e estimulam a deposigédo anormal de
colageno, que contribuem para reparagédo do tecido lesado e formagao da cicatriz do
infarto (59, 60). O conjunto dessas adaptagbes pode levar a alteragbes na massa, no
volume e na geometria ventricular. Inicialmente, essas alteragdes s&o importantes para
a manutencdo da funcao cardiaca. No entanto, cronicamente pode causar disfuncao
diastélica e/ou sistélica e consequente aparecimento dos sinais e sintomas de
insuficiéncia cardiaca e/ou morte subita (61).

Com relacao a alteracéo de estresse oxidativo, no IM ela ocorre tanto na regiao
infartada como nao infartada (58, 62), e este aumento € observado na fase aguda do
infarto, como pode se estender durante a progresséo do infarto, remodelagao cardiaca
até o aparecimento da IC (63). O estresse oxidativo consiste no desequilibrio de
produtos oxidativos, e de defesas antioxidantes. Com o aumento de ER o organismo
conta com sistema antioxidante que neutraliza a acdo das mesmas, impedindo o dano
oxidativo celular. A primeira linha de defesa € composta pelas enzimas superéxido
dismutase, GPx e catalase, que vao reduzir as ERO até a formacéo de H20 (64). Em
condicdes de estresse oxidativo celular mais intenso, em adicdo aos sistemas
antioxidantes  enzimaticos citados acima, a célula também dispbée de enzimas

antioxidantes de fase Il, como exemplo a HO-1 (65).



Em nosso estudo ndo foi possivel observar diminuicdo do EO com a
suplementacado de vitamina C e acerola, apds o IM, a partir das varaveis analisadas.
N&o houve diminuigdo do DHE, nem aumento das proteinas antioxidantes GPx e HO-1.
O DHE é um composto fluorogénico muito utilizado para deteccéo intracelular de
especies reativas, especialmente o anion superdxido. Ele € permeavel a membrana
celular e no citoplasma, exibe baixa fluorescéncia azul. Ao ser oxidado pelas espécies
reativas, o DHE forma produtos altamente fluorescentes. Esses produtos, em especial
o cation Etidio, migram para o nucleo, onde possuem alta afinidade pelas moléculas de
DNA. No
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nucleo eles se intercalam as moléculas de DNA, exibindo alta fluorescéncia vermelha,

devido a mudancga na conformacgéo quimica da molécula. (66).

Tanto a vitamina C quanto a acerola, possuem papel antioxidante (15, 23, 26, 34,
41, 67, 68). No caso da vitamina C, este papel antioxidante foi observado inclusive em
estudos apos o IM em ratos (26, 67, 68). Entretanto, os trabalhos experimentais com IM
e suplementagao de vitamina C, que observaram papel antioxidante desta vitamina,
foram todos com infarto induzido por isoproterenol, e a suplementagdo ocorreu na fase
aguda ou de cicatrizacao (0 a 7 dias apos o IM) e na fase inicial da remodelagao (até 21
dias apds o IM), enquanto em nosso trabalho, as variaveis relacionadas a analise de
estresse oxidativo foram dosadas em uma fase tardia da remodelacéao, ou seja, na fase
crénica do infarto. Essas diferengas entre os modelos, o tempo de suplementacio a
fase em que a analise foi realizada podem ter influenciado nas diferengas observadas
entre nosso estudo e os trabalhos da literatura. Entretanto, a realizagdo de mais
analises de estresse oxidativo, em nossos animais, sdo necessarias para podermos
confirmar os dados observados até o momento.

A matriz extracelular do miocardio desempenha um papel importante na
manutengdo da integridade estrutural e funcional do coragdo e esta centralmente
envolvida no reparo da cicatriz pés IM. Ela é formada por complexo multifuncional de
proteinas e proteoglicanos altamente organizados que contribui para o desenvolvimento
estrutural e integridade funcional do coragdo. Dentre os compostos estdo os colagenos
| e Il (69-71). O colageno é a principal proteina estrutural da matriz extracelular
cardiaca, sendo os principais colagenos fibrilares os tipos | e Ill. Assim, 85% do
colageno total € do tipo I, que esta associado principalmente a fibras espessas que
conferem resisténcia a tracao e resisténcia ao estiramento e a deformacéao, enquanto
11% do colageno total ¢é do tipo Ill, que estad associado a fibras finas que conferem

resiliéncia. A biossintese de colageno envolve varias enzimas e etapas, e a vitamina C



€ cofator requerido pela prolil e lisil hidroxilase, enzimas chave para a formagao dos
colagenos. E importante lembrar que a remodelagdo da matriz extracelular cardiaca
apdés o IM depende tanto da quantidade quanto do tipo de colageno, quanto da
organizagédo tridimensional dessas proteinas e das demais proteinas da matriz
extracelular (72).
No coragdo normal, a sintese e degradagao da matriz extracelular, também chamada
de remodelacdo da matriz extracelular, € um processo continuo e rigidamente
regulado. O principal sistema proteolitico envolvido na degradacéo da matriz € o
sistema de metaloproteinase de matriz. (69-71). Ha mais de 20 tipos diferentes de
MMPs, as quais sao classificadas em 5 grandes grupos de acordo com a
especificidade do substrato e a sua homologia interna: colagenases (MMP- 1, 8, 13 e

18), gelatinases
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(MMP-2 e 9), estromelisinas (MMP - 3, 10 e 11), tipo-membrana (MT-MMP 1 a 4, 14 a

17) e a matrilisina (MMP— 7). As MMP-2 e -9 degradam os colagenos fibrilares
desnaturados, outros tipos de colageno e elastinas (69-71).

Como os MMPs degradam varios componentes da matriz extracelular, uma
regulamentacao rigida da atividade de MMP é essencial para evitar a degradagao
excessiva da matriz. Um grupo de enddgenos proteinas, inibidores de tecido de
metaloproteinases (TIMP-1, -2, -3 e -4), regulam firmemente a atividade de MMP. Os
TIMPs se ligam ao sitio ativo dos MMPs em uma raz&o molar estequiométrica de 1: 1,
bloqueando assim o acesso aos substratos da matriz extracelular. Embora os TIMPs
sejam expressos em varias células em diferentes 6rgéos, o TIMP-4 apresenta um
elevado nivel de expressdo no tecido miocardico humano, sendo por isso também
denominado inibidor cardiaco de MMPs (69-71). Os TIMP-2 e 4, sao responsaveis por
inibir a atividade da MMP-2 (73)

No presente estudo ndo observamos alteracdo na atividade da MMP-2 nos
animais suplementados com vitamina C e acerola. Entretanto, observamos diminuigao
da expressdo proteica dos: TIMP-2 e do colageno Ill, em ambos o0s grupos
suplementados; TIMP-4 com a suplementacdo de acerola; e colageno | com a
suplementacdo de vitamina C. Isto mostra que houve remodelacdo da matriz
extracelular nos animais suplementados com vitamina C e acerola.

As alteragbes que ocorrem na matriz extracelular apos o IM sdo extremamente
complexas. Elas sdo dependentes do local onde estdo acontecendo, ou seja, se estao
na regido infartada, nas bordas do infarto, ou na area nao infartada; e do momento em
que ocorrem, fase aguda, fase de inicial da remodelacao ou fase crbnica. Por exemplo,

na fase aguda do infarto ha aumento da atividade de MMPs, para que haja degradacéo



da matriz extracelular na regido infartada, sintese de colageno e formacao do tecido
cicatricial (69). Estes eventos sdo extremamente importantes para que ndo ocorra
ruptura ventricular, o que € um agravo sério e fatal do IM (69). Entretanto, o acumulo
excessivo de colageno, principalmente na regido nao infartada, leva a fibrose cardiaca,
enrijecimento do coragao e piora de fungao ventricular. Com o aumento na atividade
das MMPs, aumenta a expressdo dos TIMPs. Com a progressdo da remodelagao
cardiaca e inicio da fase crénica do infarto, a atividade de algumas MMPs diminui,
principalmente na regido do infarto, enquanto outras podem aumentar. O mesmo pode
acontecer com o TIMPs (69). Com relagao especificamente a MMP-2 e ao TIMP-2, a
MMP-2 aumenta e o TIMP-2 diminui na fase cronica do infarto, mas, na area infartada
(74, 75).
Nao encontramos na literatura trabalhos com vitamina C e acerola no IM, que

avaliassem a atividade da MMP-2 e a expresséo dos TIMP-2 e 4. Em outras situagcdes
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patoldgicas a vitamina C diminuiu a atividade da MMP-2 (76) e aumentou a expressao

do TIMP-2 (77).

Com relagao ao processo inflamatoério durante a remodelagcao cardiaca pos IM.
Na fase aguda do IM inicia-se resposta inflamatéria aguda na area infartada, pois
ocorre migracdo de células inflamatérias como mondcitos, neutrofilos e magrofagos.
Esse processo inflamatério induz resposta imune inata e producédo e liberagao de
mediadores pré- inflamatérios, como: 6xido nitrico sintase, IL-6, IL- 1b, IL-12a; que
auxiliam na resolugcdo da lesdo no coragao. Entretanto, na fase tardia ou de resposta
reparativa, os macrofagos respondem com uma expressao mais elevada de citocinas
anti inflamatérias, como IL-10, arginase-1 e TGF-B. Essa alteracdo no padrao de
mediadores inflamatorios é critica para a reparagao tecidual pos IM (78, 79), pois a
resposta inflamatéria persistente tem efeitos adversos na fungdo do ventriculo
esquerdo e na remodelagao apos infarto agudo do miocardio (80).

A IL-10 é a citocina mais importante com propriedades antiinflamatérias. Ela
diminui a producdo e inibe a agdo de mediadores inflamatérios, além de estimular a
produgdo endégena de citocinas antiinflamatérias. A IL-10 também possui importante
papel na reparagdo de danos aos tecidos (81). No presente estudo, os animais
suplementados com acerola apresentaram aumento da IL-10.

Devido a importante participagao da inflamagao no processo de fibrose apds o
IM, a IL-10 tem sido foco de potenciais terapias antifibroticas (82). A administragao
sistémica de IL-10, em camundongos apdés IM induzido por isoproterenol, melhorou a
funcdo ventricular esquerda e ndo apenas inibiu, mas também reverteu a remodelagao

cardiaca induzida (83). Estudos realizados em animais tratados com IL-10 apds IM, por



28 dias, mostraram que esses animais apresentam diminuicdo da infiltracdo de células
inflamatorias e da expressdo de citocinas pro-inflamatorias no miocardio, além de
melhora da fungao cardiaca e diminuigao de fibrose. Estas alteracdes foram associadas
com menor expressao e atividade da MMP-9 (80). A transferéncia do gene da IL-10 em
modelo de IM em ratos levou a diminuicdo da expressdo génica de MMP-2 e 9,
aumento da expressdo génica do TIMP-1 e diminuigdo da expressdo génica dos
colagenos | e lll, todos avaliados na fase aguda do IM (84). O mesmo grupo, utilizando
o mesmo modelo de IM e transferéncia do gene da IL-10, observou, 4 a apos o IM,
diminuicao da fracdo de colageno da area néo infartada, diminuicdo da expressao
génica de colageno | e da MMP-2, além de melhora de fung¢do cardiaca (85). Nao
encontramos na literatura trabalhos que analisassem a influéncia da IL-10 apds o IM na

expressao dos TIMP-2 e 4.
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Sendo assim, a IL-10 parece atenuar a remodelacao cardiaca pés IM e melhorar

a funcao ventricular por modular o processo inflamatério e componentes da matriz
extracelular. Portanto, o aumento da IL-10 observado nos nossos animais
suplementados com acerola, pode ter participado das alteracbes encontradas na matriz
extracelular e na melhora da fungao cardiaca observada nesses animais.
Resumidamente, podemos observar que a suplementagcdo de vitamina C e
acerola levam a remodelagdo da matriz extracelular cardiaca e este processo de
remodelagdo pode ter contribuido para a melhora de fungédo sistdlica e diastdlica
observada nesses animais. Adicionalmente, a suplementacdo de acerola aumenta a IL
10, o que pode também ter contribuido para a melhora de fungéo observada no grupo
IA. As diferencas observadas para a suplementagao de vitamina C e acerola podem ser
decorrentes da acao sinérgica dos CBAs presentes na acerola. Entretanto, nao
possuimos dados suficientes que nos permita inferir que a acdo da acerola sobre a

remodelacao cardiaca pos IM foi potencializada.
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6. CONCLUSAO

Suplementacao de vitamina C e acerola atenuam remodelacéo cardiaca pos IM,
com melhora da fungao sistdlica e diastolica. Os mecanismos envolvidos podem ser
decorrentes da remodelacao da matriz extracelular e do aumento da citocina anti

inflamataoria 1L-10.
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