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A remodelacgdo cardiaca tem papel chave na disfung@o ventricular apds infarto do miocérdio.
Alguns mecanismos celulares, como estresse oxidativo, inflama¢do, dano ao DNA e fibrose
modulam esse processo. Assim, o tratamento e repara¢dao dos danos apds o infarto tem grande
importancia clinica. Neste contexto, compostos bioativos ganham interesse, devido suas
propriedades cardioprotetoras. A jabuticaba ¢ fonte de compostos fenolicos e antocianinas,
como o acido elagico e a cianidina 3-o glicosideo, que possuem agdo anti-inflamatoria, anti-
estresse oxidativo e protecdo ao DNA. Objetivo: analisar a influéncia da suplementacdo de
jabuticaba na remodelacdo cardiaca pods infarto do miocérdio (IM) em ratos. Métodos: ratos
machos com 200-250g foram alocados em 4 grupos: 1) grupo Sham (SC) — animais ndo
submetidos ao IM, recebendo ragdo padrao (n=16) ; 2) grupo IC — animais submetidos ao IM
recebendo racdo padrao (n=14); 3) Grupo 1J2% - animais infartados recebendo rac¢do adicionada
de jabuticaba na dose de 2% (n=23); 4) Grupo 1J4% - animais infartados recebendo ragao
adicionada de jabuticaba na dose de 4% (n=18). Ap0s trés meses foi realizado ecocardiograma
e eutanasia dos animais para coleta de material bioldgico. No tecido cardiaco analisamos sua
morfometria, estresse oxidativo, metabolismo energético, teste de cometa para avaliagdo de
dano ao DNA, expressdo de proteinas por western blot. Os valores foram apresentados como
média * desvio padrdo e as comparagdes foram feitas por teste ANOVA de uma via, com nivel
de significancia adotado de 5%. Resultados: o infarto provocou alteracdes morfofuncionais e
bioquimicas, como esperado. A suplementagdo com jabuticaba atenuou a peroxidacao lipidica,
melhorou variaveis do metabolismo energético e diminuiu a fibrose em coragdes infartados.
Conclusdo: em ratos infartados, a suplementacdo com jabuticaba atuou em variaveis
bioquimicas e estruturais, no entanto, esses beneficios ndo se traduziram em melhora da

geometria ou funcao cardiaca.

Palavras-chave: jabuticaba, remodelacdo cardiaca, compostos bioativos, infarto do miocardio.



Dutnodacdo




As doencas do aparelho circulatdrio constituem uma das principais causas de morte no
Brasil, sendo responsaveis por 349.642 mil 6bitos em 2015, segundo o DATASUS (1).
Mundialmente, cerca de 17,7 milhdes de pessoas morreram por doengas cardiovasculares
(DCV) em 2015, representando 31% de todas as mortes globais. Destas mortes, cerca de 7,4
milhdes foram devidos a doenga coronariana ¢ 6,7 milhdes foram decorrentes de acidente
vascular cerebral (AVC) (2).

Dentre as DCV, podemos destacar as sindromes coronarianas agudas, principalmente
o infarto agudo do miocardio (IAM). Estudos epidemioldgicos mostraram que 40% dos TAM
evoluem com disfun¢do do ventriculo esquerdo (VE) e 25% com sinais ¢ sintomas de
insuficiéncia cardiaca (IC) (3). Diversos fatores influenciam o desenvolvimento de IC apds o
infarto, sendo que a remodelagao cardiaca apresenta papel de destaque nesse cenario.

O termo remodelacdo cardiaca vem sendo utilizado, nos ultimos anos, como variagdes
moleculares, celulares e intersticiais cardiacas, que vao se manifestar clinicamente por
alteracdes no tamanho, massa, geometria e fun¢do do coracdo, em resposta a determinada
agressdo. Apds o IAM, esse processo se caracteriza, clinicamente, por alteracdes da
arquitetura ventricular (4-6).

Os eventos associados ao processo de remodelacdo podem ser divididos naqueles que
ocorrem precocemente apos o infarto e naqueles que ocorrem mais cronicamente. Nas
primeiras horas apds o infarto, simultaneamente a necrose das miofibrilas, a isquemia
cardiaca pode ativar enzimas proteoliticas, entre as quais as colagenases, com consequente
desintegragdo do colageno interfibrilar. A perda do tecido de sustentacdo torna a regido mais
propensa a distensao e, conseqlientemente, mais susceptivel as deformagdes. Por essa razdo,
pode ocorrer deslizamento de areas musculares necroticas, com realinhamento dos midcitos

na parede infartada. O resultado desses eventos ¢ o afilamento da regido atingida e dilatacao



da cavidade. Essa dilatacao ventricular da parede infartada, caracterizada por adelgacamento e
distensdo da regido, caracteriza a expansao do infarto (4,5).

Na fase cronica, por sua vez, nota-se que a cavidade ventricular esquerda pode
continuar a aumentar com o tempo, agora as custas da regido nao infartada. Este fendmeno se
deve a hipertrofia cardiaca de padrio excéntrico, sendo resultado da sobrecarga
hemodinamica e da ativacao de fatores neurohumorais ¢ inflamatorios (4,5).

Em resumo, o processo de remodelagdo ap6s o IAM se caracteriza, clinicamente, por
aumento da cavidade ventricular. Na fase aguda, a dilatacdo ventricular é consequéncia do
processo de expansdo do infarto, enquanto que a dilatacdo cavitéria tardia é conseqiiéncia do
processo de hipertrofia excéntrica.

As consequéncias do processo de remodelacdo vém sendo estudadas ha varios anos.
De modo bastante consistente, se aceita que a remodelagdo estd associada a pior prognostico.
O aspecto mais relevante da remodelacdo pos-infarto, no entanto, ¢ que esse processo
desempenha papel fundamental na fisiopatologia da disfungdo ventricular, ja que a regido nao
infartada ¢ alvo de diversas alteragdes genéticas, estruturais e bioquimicas, que vao resultar
em progressiva deteriora¢ao da capacidade funcional do coragdo (4-7).

Algumas alteragdes parecem desempenhar papel fisiopatologico de destaque: aumento
da morte celular, principalmente por apoptose; modificagcdes nas proteinas responsaveis pelo
transito de calcio; actimulo de colageno, resultando em fibrose; alteragdes das
metaloproteases, em particular o aumento da atividade das metaloproteases 2 e 9; aumento do
estresse oxidativo; déficit energético, com aumento da atividade da via glicolitica e
diminui¢do na utilizagdo de dacidos graxos livres, aumento na produgdo de citocinas
inflamatdrias, particularmente interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-
o) e alteracdes da geometria ventricular (7-17) .

Estd bem documentado que o infarto do miocardio (IM) resulta em aumento do



estresse oxidativo tanto na regido infartada como ndo infartada (18,19), e também na fase de
expansao do infarto e hipertrofia (20). O estresse oxidativo ocorre quando ha desequilibrio
entre a producdo de espécies reativas de oxigencio (EROs) e das reservas antioxidantes do
miocardio. Sun (2009) descreveu queda progressiva das enzimas antioxidantes superdxido
dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase (GPx) no miocardio de ratos submetidos
ao IM (19).

Apds o IM ocorre desequilibrio entre oferta e consumo de oxigénio, resultando em
déficit energético. Em condigdes normais, os acidos graxos livres (AGL) sdo o principal
substrato energético do coragdo, com participacdo variando de 60% a 90%. Ja foram
identificadas diversas alteracdes do metabolismo energético na remodelagdo, que se
manifestam com diminui¢cdo da produgdo de energia: diminui¢do na utilizagdo dos AGL e
aumento da utilizagdo de glicose como substrato energético, diminuicdo da B-oxidagdo e
alteragdes funcionais mitocondriais (15,16).

Desse modo, suplementos antioxidantes podem ser benéficos apds injuria ao
miocardio: por exemplo, estudos com probucol mostraram prote¢do da funcdo cardiaca no
modelo de cardiomiopatia induzida por adriamicina, maior sobrevida apds infarto
experimental, melhora do estresse oxidativo (21-23). Em estudos com modelo de infarto, os
compostos bioativos presentes no alecrim e antioxidantes como acido ascérbico, quercetina,
alfa-tocoferol exerceram efeito protetor contra danos ao tecido cardiaco (24-26). Em
linhagem de ratos hipertensos (SHR) ervas medicinais (Centella asiatica, Justicia
gendarussa e Imperata cylindrica) preveniram hipertrofia ventricular esquerda induzida pela
hipertensao devido a diminui¢do do estresse oxidativo (27).

Neste contexto, grande interesse tem sido focado em compostos bioativos de produtos
naturais, com propriedades cardioprotetoras como os polifenois (28).

O nome polifendis, ou compostos fendlicos referem-se a um amplo e numeroso grupo



de moléculas encontradas em hortaligas, frutas, cereais, chas, café, cacau, vinho, soja e suco
de frutas (28-30). A acdo dos compostos fenolicos tem sido estudada devido aos seus efeitos
bioldgicos preventivos e com potencial curativo. A jabuticaba, Myrciaria jaboticaba, ¢ um
fruto nativo do Brasil, que pertence a familia Myrtaceae. Possui compostos bioativos, como
os polifendis e antocianinas, concentradas em sua casca de coloracdo roxa, além de derivados
de quercetina e proantocianidinas. Adicionalmente, também contém derivados do &cido
elagico, os elagitaninos (31-33).

As principais antocianinas caracterizadas, especialmente na casca da jabuticaba, sdo
cianidina-3-O-glicosideo e delfinidina-3-O-glicosideo (33,34), conhecidas por suas
propriedades antioxidante e antiinflamatoria, bem como sua capacidade de prevenir doengas
cardiovasculares e neurodegenerativas (35—42). Nesse sentido, Leite e colaboradores, em
estudo realizado com ratos, mediante administragdo da casca da jabuticaba, verificaram
aumento no potencial antioxidante plasmatico nos grupos que ingeriram a fruta (43).

O 4cido elagico e seus derivados também possuem atividade antioxidante e outros
efeitos biologicos benéficos, tais como antiproliferativo e cardioprotetor. Em estudo
realizado por Pinto e colaboradores, verificou-se que o acido eldgico ¢ capaz de inibir a
enzima conversora de angiotensina I, reconhecidamente um modulador do processo de
remodelagdo cardiaca (44—46). Nota-se auséncia de estudos envolvendo suplementagdo de
jabuticaba e seus efeitos no coragao.

Aspecto importante a ser considerado ¢ que, apesar de mecanismos ainda pouco claros,
algumas evidéncias indicam que a elevada capacidade antioxidante de compostos fendlicos,
incluindo as antocianinas, pode resultar em redugdo do estresse oxidativo (46—48). O estresse
oxidativo, por sua vez, modularia diversas vias de sinalizacdo envolvidas no processo de
inflamagao (49).

Portanto, acredita-se que a ingestao de frutas com altos niveis de antocianinas e taninos



estd associada a efeitos positivos sobre a saude humana. Entre os mecanismos envolvidos, se
destaca sua atividade antioxidante com consequentes efeitos no processo inflamatério (50—

52).



Hipotese ¢ Objetivo




HIPOTESE
Com base nas alteragdes induzidas pelo IM e na agdo antioxidante e anti-inflamatoria
da jabuticaba, ¢ possivel levantar a hipotese de que a consumo de jabuticaba pode atenuar a

remodelagdo cardiaca em ratos submetidos ao IM.

OBJETIVO
Avaliar a influéncia da suplementagdo de jabuticaba no processo de remodelagdo

cardiaca ap0s o infarto do miocardio experimental em ratos.






O protocolo experimental do trabalho (CEUA-1125) foi submetido e aprovado pela
Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, em
conformidade com os Principios Eticos na Experimenta¢do Animal, adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal.

Foram utilizados ratos Wistar machos, provenientes do Biotério da Universidade de
Sdo Paulo — USP. Os animais foram acondicionados no biotério em gaiolas coletivas, com
livre acesso a agua e ingestdo controlada de ragdo. A temperatura foi mantida a 22 + 2°C, e a
umidade controlada. Os ciclos de luz (claro/escuro) foram de 12 horas.

Quando os animais atingiram o peso entre 200 e 250g, o experimento foi iniciado. Os
animais foram divididos inicialmente em dois grupos: um grupo Infarto, que foi submetido ao
infarto experimental, ¢ o outro grupo Sham, que sofreu cirurgia simulada (mesmo

procedimento do infarto experimental, mas sem a oclusdo da artéria coronaria).

Infarto experimental

O infarto agudo do miocardio foi produzido de acordo com método inicialmente
descrito por Heimburger e modificado por Pfeffer e colaboradores. Apos anestesia com
cloridrato de cetamina (70mg/kg), por via intramuscular, foi realizada toracotomia esquerda,
entre o 4° ¢ 0 5° espagos intercostais. O coragdo foi exteriorizado por compressao lateral do
torax e a artéria descendente 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 com

ventilagdo positiva com oxigénio a 100% e o térax fechado, com aspiragdo do pneumotorax.
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Estudo ecocardiografico

Apbés 3 a 5 dias da realizacdo do procedimento cirurgico, foi realizado estudo
ecocardiografico inicial para afericdo do tamanho de infarto dos animais e calculo da fracao
de variagdo da area (FVA), de modo a garantir que ndo houvesse diferenca entre os grupos.
No final de trés meses foi realizado novo estudo ecocardiografico.

Nos dois momentos o procedimento foi o mesmo, os animais foram anestesiados com
cloridrato de quetamina (50 mg/kg) e xilazina (1 mg/kg) por via intramuscular. A seguir, foi
realizada tricotomia da regido anterior do torax e os animais posicionados em decubito lateral
esquerdo para realizagdo do ecocardiograma transtoracico, segundo método descrito
previamente (53-58).

A partir do corte paraesternal em eixo menor, foi possivel a obtengdo da imagem
monodimensional transversa do VE, utilizando-se a imagem bidimensional como guia para
posicionamento do feixe ultrasonico logo abaixo do plano da valva mitral entre os musculos
papilares. As imagens da aorta ¢ do atrio esquerdo também foram obtidas na posi¢do
paraesternal eixo menor com o cursor do modo-M posicionado ao nivel da valva adrtica. A
espessura diastolica do septo interventricular (EDSIV) também foi avaliada pelo modo-M. O
registro da imagem monodimensional, ajustada para a velocidade de 100 mm/s, foi realizado
por meio da impressora modelo UP-890MD da Sony Co. Posteriormente, as estruturas
cardiacas foram medidas manualmente com o auxilio de um paquimetro de precisdo ¢ em
acordo com as recomendagdes da American Society of Echocardiography/European
Association of Echocardiography (60). O aparelho utilizado foi General Eletric Medical
System modelo Vivid S6 (Tirat Carml, Israel), equipado com transdutor eletronico
multifrenquéncia de 5,0-11,5 MHz.

A fungdo diastolica do VE foi avaliada pelos seguintes indices: 1) pico de velocidade

do enchimento diastélico inicial (onda E); 2) pico de velocidade do enchimento diastolico
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tardio (onda A); 3) razdo entre as ondas E ¢ A (E/A); 4) tempo de desaceleracdo da onda E
(TDE); 5) tempo de relaxamento isovolumétrico em valores absolutos (TRIV) e normalizados
pela frequéncia cardiaca (TRIV/(R-R)*%). O estudo foi complementado pela avaliagdo por
Doppler tissular dos deslocamentos sistolico (S”), diastolico inicial (E”) e tardio (A’) do anel
mitral (média aritmética das velocidades de deslocamento das paredes lateral e septal), e pela
razdo entre as ondas E ¢ E’ (E/E’) (59—61). As medidas de fluxo foram obtidas com o
transdutor na posi¢do apical quatro camaras e realizadas diretamente no monitor do
ecocardidgrafo, em cinco ciclos cardiacos consecutivos (62). Tambem foi comtemplada a
frequéncia cardiaca.

As estruturas cardiacas foram medidas em trés a cinco ciclos cardiacos consecutivos.
O diametro diastolico do ventriculo esquerdo (DDVE) e a espessura da parede posterior do
ventriculo esquerdo (EDPP) foram medidos no momento correspondente ao didmetro maximo
da cavidade. O diametro sistélico do VE (DSVE) foi medido no momento de maxima
excursdo sistolica da parede posterior da cavidade. As areas diastolicas e sistolicas foram
medidas no modo bidimensional, por meio de planimetria, em dois planos paraesternais: eixo
maior e eixo menor. A fung¢do sistdlica do VE foi avaliada calculando-se a porcentagem de
encurtamento sistélico (DDVE-DSVE/DDVE) x 100 e a fracdo de ejecao (DDVE3-
DSVE3/DDVE3) e a velocidade de encurtamento da parede posterior (VEPP), fracao de
variagdo da area (FVA=AD-AS/ADx100) e Indice de Tei [(tei a-tei b)/tei b)]. A espessura
relativa do VE foi calculada pela formula [(2 x EDPP) / DDVE]. O indice de massa do VE ¢
calculado a partir do peso do VE e peso corporal do animal [[IMVE= (massa VE (g) / peso
corporal (g))*1000]

O aparelho utilizado nao foi feito para pequenos animais. No entanto, com a utilizagdo
de transdutor adequado, foi possivel a aquisicdo de imagens adequadas das estruturas

cardiacas de roedores.
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Acompanhamento durante periodo experimental
Apds o estudo ecocardiografico inicial, os animais foram novamente subdivididos,
alocados ao acaso em trés grupos IM e em um grupo Sham, da seguinte forma:
a) Grupo sham controle (SC) - animais Sham que receberam rag¢do padrao.
b) Grupo Infarto dividido em tres novos grupos:
e Grupo infarto controle (IC) - animais infartados que receberam rag¢ao padrao.
e Grupo infarto jabuticaba 2% (1J2) - animais infartados que receberam ra¢ao padrdo
adicionadas polpa de jabuticaba a 2%.
e Grupoo infarto jabuticaba 4% (1J4) - animais infartados que receberam ragdo padrdo

adicionadas polpa de jabuticaba a 4%.

Preparacio e oferta da racio

Foi utilizada ragcao Nuvilab (Nuvital®) em p6 para confeccdo de racdo com jabuticaba
e peletizada para racdo padrdo. A composi¢cdo aproximada por kg de racdo ¢ de 220g de
proteina, 40g de gordura, 100g de mineral, 80g de fibra.

Para a suplementagdo de jabuticaba, utilizamos frutos de jabuticaba Sabara (Myrciaria
jaboticaba Vell Berg) maduros, lavados manualmente. A quantidade total de jabuticaba
utilizada no experimento foi adquirida de produtor local. A fruta inteira (casca + polpa +
semente) foi homogeneizada em liquidificador industrial, acondicionada em recipientes
plasticos menores e congelada a -80° C, conforme mostra a figura 1. A analise de umidade foi
de 87,3%, e esta porcentagem foi considerada para o célculo de quantidade de jabuticaba
utilizada na suplementacgdo. A racdo foi armazenada em freezer (-20°C). Como a confeccdo da
racdo foi feita ao longo dos experimentos, a quantidade de jabutuicaba utilizada era

descongelada em geladeira. O que ndo foi utilizado era desprezado, n3o havendo
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recongelamento. A suplementagdo com jabuticaba foi iniciada apos o ecocardiograma inicial
e teve duragdo de 3 meses.
A ingestdo de ragdo dos animais foi controlada a cada 24 horas. Era pesado a racao
ofertada e no dia seguinte era pesado a sobra, assim tinhamos a ingestao diaria.
Suplementamos em duas doses: de 20g de homogenato/kg (2%) de dieta e 40g de
homogenato/kg (4%) de dieta. A escolha da dose foi baseada no estudo de Leite e cols. (2011)
que estudaram o uso da jabuticaba no potencial antioxidante plasmatico.

Os animais foram pesados semanalmente durante todo o periodo experimental.

Figura 1. Processamento da jabuticaba
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Caracterizacio fisico-quimica de amostras de jabuticaba

Enviamos ao Centro de Ciéncia ¢ Qualidade de Alimentos (ITAL), amostras de
jabuticaba batida, ragdo com jabuticaba a 2% e ragdo com jabuticaba a 4%, totalizando 200g
de cada. As amostras chegaram via correio na cidade de Campinas — SP e logo foram
iniciadas as analises.

Foram utilizados os seguintes métodos para caracteriza¢ao das amostras: antocianinas

totais, atividade antioxidante (método DPPH) e compostos fendlicos totais (63—65).

Eutanasia e coleta de material biologico

Os animais foram anestesiados com dose excessiva de tiopental. O coracdo foi lavado
em soro fisiologico, e dissecado em ventriculo direito (VD) e VE, no qual foram separados e
pesados. Também foram coletados, o pulmao e figado inteiros para estudo morfométrico. Um
anel do VE foi seccionado e coletado para preparagdao de laminas histologicas. O restante do
VE foi colocado em nitrogénio liquido e depois armazenado em freezer a -80 °C para
posteriores determinagdes bioquimicas e moleculares.

O sangue, que foi coletado por decaptagdo, foi centrifugado a 3000 rpm, por 20
minutos a 4 °C e separado o soro, também armazenado a -80 °C, que, a principio nao

utilizamos para analises.

Estudo morfométrico dos tecidos
O pulmao, figado, o VE e o VD foram pesados no momento da eutandsia. A razao
entre o peso dos tecidos e das estruturas cardiacas com o peso corporal foi calculada para

avaliar a hipertrofia das estruturas cardiacas, a congestdo pulmonar e hepatica.
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Analise histologica do VE

Ap6s coleta do coragdo, 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. Apos a fixagdo os tecidos foram incluidos em blocos de parafina para confecg¢do de
laminas histologicas.

Cortes histologicos de 4 pum foram realizados nos blocos de parafina e, os mesmos
corados com solugdo Hematoxilina - Eosina (HE) para aferi¢cdo das areas seccional transversa
dos midcitos (ASM). Foram mensuradas de 50 células por ventriculo analisado. Os midcitos
selecionados foram seccionados transversalmente, apresentaram forma redonda e nucleo
visivel no centro da célula. Este cuidado visou uniformizar ao maximo o conjunto de midcitos
dos diferentes grupos. As areas seccionais médias obtidas para cada grupo foram utilizadas
como indicador do tamanho celular.

Laminas com cortes histolégicos coronais de 6 um e corados pela técnica de
Picrosirius red, especificos para visualizagdo de coldgeno foram feitas para avaliagdo do
intersticio do miocardio do ventriculo esquerdo e para determinagdo do tamanho do infarto. A
determinagdo da ASM e da porcentagem de colageno foram realizadas na area nao infartada
do corte histologico. Para analisar o percentual de coldgeno foram analisados 30 a 40 campos
por ventriculo, excluindo-se o colageno perivascular, utilizando objetiva de 40X.

O tamanho do infarto foi calculado pela soma do comprimento endocardico e
epicardico do segmento infartado em relacdo a soma do comprimento endocéardico e
epicardico total do ventriculo esquerdo x 100. A quantificagdo do tamanho do infarto por
meio da analise histologica € considerada mais precisa do que a analise pelo ecocardiograma.
Isso se deve ao ecocardiograma quantificar apenas o perimetro endocardico do infarto, que

pode estar superestimado devido ao processo de expansao do infarto (66).
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Posteriormente para as analises, os animais foram incluidos nas avalia¢gdes de acordo
com o tamanho do infarto avaliado pela histologia, como proposto por Minicucci et al. (2011).
O ponto de corte adotado para remodelagdo cardiaca foi de 35% de area infartada pela
histologia (67)

Todas as leituras foram feitas utilizando-se microscopio 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).

Avaliacio do metabolismo energético no VE

Amostras de aproximadamente 100 mg do ventriculo esquerdo foram homogeneizadas
em tampao fosfato de sodio (0,1M, pH 7,0) e o homogeneizado foi centrifugado a 21000 x g,
durante 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi utilizado para determinar a concentragdo de
proteinas e a atividade das enzimas do metabolismo energético. A atividade dos complexos
enzimaticos da cadeia respiratéria de elétrons foi determinada apods ressuspensdo do pellet
com tampao fosfato de sédio 0,1 M contendo 250 mM de sacarose ¢ 2 mM de EDTA e,
centrifugacdo (21000 x g por 5 minutos), de acordo com técnica adaptada de Cassina & Radi
(1996) (68).

e Determinagdo da atividade da lactato desidrogenase (LDH): A atividade da LDH foi
determinada de acordo com Wilkinson et al. (1965) com a utiliza¢do do método UV
otimizado, onde foi medido o consumo de NADH2, que ¢ proporcional a atividade da
enzima presente na amostra (69).

e Determinagdo da atividade da fosfofrutoquinase (PFK): A atividade da PFK foi
determinada em meio contendo tampdo Tris-HCl (50 mM; pH 8,0), MgCl2,

gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, aldolase, trifosfato isomerase, ATP e frutose-6-
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fosfato, com medidas da velocidade de oxidagdo do NADH?2, segundo método descrito
por Bass et al. (1969) (70).

Determinacao 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,
MgCI2, NBT, piruvato de sddio e fenazina metasulfato, onde mediu-se a conversao do
piruvato em acetil coenzima A (acetil-CoA) através da velocidade da redugdo do NAD
(70).

Determinacao da atividade da citrato sintase (CS): A reacdo de condensagdo entre o
grupamento acetil da molécula de acetil-CoA e oxaloacetado, reagdo catalisada pela
citrato sintase, cuja atividade foi determinada na presenca dos substratos acetil-CoA e
oxaloacetato e DTNB em tampao fosfato Tris-HCl 50mM, pH 8,0 (70).

Determinacao da atividade da B-hidroxiacil-CoA desidrogenase (B-OH-acil CoA-DH):
Foi determinada na presenga de tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,0, EDTA, acetoacetil-
CoA e NADH (70).

Determinacdo da atividade da NADH-desidrogenase (Complexo I): A atividade do
complexo I foi determinada pelo método de Singer (1984) em um sistema de reagdo
composto por tampdo fosfato de sédio 80 mM pH 7.4, EDTA ¢ NADH, onde
monitorou a velocidade de oxidagcdo do NADH (71).

Determinacao 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 tampdo fosfato de potassio (50 mM; pH 7,4), contendo
succinato de sodio, fenasina metassulfato e 2,6-dichlorophenolindophenol (DPIP), o

qual teve absorbancia a 600 nm (72).
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e Determinacgado da atividade ATP sintase: A atividade da ATP sintase foi determinada
em meio tamponado (Tris-HCl 50 mM; pH 8,0, na presenga de MgCI2, NADH,
fosfoenolpiruvato, ATP, LDH e piruvato quinase (73).

Todas as leituras foram realizadas em leitor de microplaca (uQuant-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 VE

A avaliagdo do estresse oxidativo no miocardio do VE foi feita a partir da anélise
bioquimica da atividade das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase, superdxido
dismutase e catalase e da concentragdo de hidroperoxido de lipideos. As analises enzimaticas
e de hidroperdxido de lipideo foram realizadas apos a determinagdo das proteinas totais do
tecido.

Amostras de 100 mg do VE foram homogeneizadas em tampao fosfato de sodio (0,01
M) pH 7,4 e a seguir centrifugadas a 12000 x g, por 30 minutos a 4° C segundo descrito por
Pereira et al. (1998) (74). O sobrenadante foi utilizado para determinar a concentragdo de
proteinas totais (g/100g de tecido).

e Determinagdo 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 sdédio, azida sddica, acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), glutationa reduzida (GSH) e glutationa redutase. Por meio da oxidagdo do
metilenotetraidrofolato redutase (NADPH,) a 340 nm na presenca de glutationa
redutase, a qual catalisa a redug¢do da glutationa oxidada (GSSG), foi determinada a

atividade da GSH-Px e expressa em nmol/mg de tecido (75).

19



e Determinagdo da atividade da superdxido 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 redugdo de nitrobluetetrazolico (NBT) por
radicais superoxido gerados pela mistura hidroxilamina em meio alcalino (pH 10). A
hidroxilamina gera fluxo de O2 - do NBT para blueformazana 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 (76).

e Determinagdo da atividade da catalase (EC.1.11.1.6.): a atividade da catalase foi
determinada em tampao fosfato pH 7,0, utilizando-se 0,5 mL de amostra e peroxido de
hidrogénio (30%). A leitura espectrofotométrica foi realizada a 240nm. Os resultados
foram expressos em pmol/mg de proteinas totais (74).

e Determinagdo da concentragdo de hidroperoxido de lipideos (HP): foi medido por
meio da oxidagdo do sulfato ferroso amoniacal (Fe®") e alaranjado de xilenol, acxido
sulfurico e butilado de hidroxitolueno (BHT) em mistura de metanol 90%. A
intensidade da coloragdo da reacdo foi medida espectrofotometricamente. A

concentracao do hidroperoxido de lipideo foi expressa em nmol/g de tecido (74).

Avaliacao do dano oxidativo
a) Determinacgdo de grupos carbonila
O contetido carbonilico de proteinas ¢ utilizado como marcador de dano oxidativo em
proteinas, sob condi¢des de estresse oxidativo.
As concentragdes de grupos carbonila nas proteinas foram analisadas baseadas na

reacdo com dinitrofenil-hidralazina (DNPH) e na formacao das bases de Schiff de acordo com
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método descrito por Reznick e Packer (77). A concentragdo dos grupos carbonila foi

quantificada por espectofotdmetro a 360nm usando coeficiente de 22000 M-1.cm-1.

b) Teste do cometa para avaliagdo de dano no DNA

O teste do cometa foi utilizado para a avaliacdo de danos no DNA em amostras de
sangue periférico e de tecido cardiaco de acordo com as metodologias descritas por Singh e
colaboradores (78) e Tice e colaboradores (79), com pequenas modificacdes.

Para aumentar a sensibilidade do teste, enzimas de reparo também foram utilizadas
para deteccao de danos oxidativos no DNA. A enzima endonuclease III (ENDOIII) detecta
pirimidinas oxidadas enquanto a formamidopirimidina DNA glicosilase (FPG) reconhece
purinas oxidadas.

Imediatamente apods a coleta do ventriculo esquerdo, sob luz indireta, foi colocado o
fragmento de tecido cardiaco em solucdo contendo HBSS e DMSO a 4°C. O tecido cardiaco
foi lavado com solucdo salina — PBS, por trés vezes, em placa de petri. Em seguida, em
solugdo enzimatica (5,5 mg de proteinase K, 3 mg de colagensae Tipo I ¢ 3 mL de HBSS), o
tecido cardiaco foi picotado com lamina de bisturi. Ao final desse processo, a solucdo foi
colocada em tubo de 15 mL, a qual permaneceu por 30 minutos em estufa a 37°C. Decorrido
esse tempo, acrescentou-se, no mesmo tubo, HBSS até completar 6 mL e centrifugado por 15
minutos a 800 rpm. O sobrenadante foi retirado restando apenas 0,5 mL da suspensdo celular.

As laminas foram realizadas em duplicata e as amostras foram codificadas. Aliquotas
de 5 uL e 20 pL de sangue periférico e cardiomidcitos, respectivamente, foram misturadas a
100 pL de agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%) e colocadas sobre lamina previamente
coberta com uma camada de agarose de ponto de fusdo normal (1,5%). Apds recoberta com
laminula, a lamina foi colocada a 4°C, por 5 minutos, para solidificacdo da agarose. Em

seguida, a laminula foi cuidadosamente removida e a lamina trasferida para solucdo de lise
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gelada e recém preparada (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 10; 1%
laurilsarcosinato de sédio; 1% triton-X e 10% DMSO).

Em seguida as laminas que receberam tratamento enzimatico (FPG ou ENDO III) ou
controle (tampao sem enzimas), foram retiradas da solucdo de lise e colocadas em solugdo
salina PBS (1x) por 5 minutos e em seguida transferidas para outra cubeta contendo solugao
de Flare (1x) por 15 minutos. De acordo com o tratamento (enzimatico ou controle), as
laminas foram preparadas em camara umida e foram cobertas com laminula e deixadas na
estufa a 37°C por 30 minutos, para atua¢ao das enzimas. Apds esse periodo, as ldminas foram
colocadas na geladeira por 10 minutos para solidificagdo e as laminulas foram retiradas para
realizagdo de corrida eletroforética.

As laminas que nao foram tratadas (avaliagdo de danos basais) foram tiradas da
solugdo de lise e mergulhadas em PBS 1x por 5 minutos e transferidas para cuba de acrilico
horizontal, em solugdo de eletroforese, juntamente com as outras ldminas por 40 minutos,
com tampao alcalino gelado e recém preparado (1 mM EDTA e 300 mMNaOH, pH > 13).
Ap6s periodo de 20 minutos para desespiralizacdo do DNA e expressdo dos sitios alcali-
labeis, a eletroforese foi conduzida a 25 V e 300 mA, por 30 minutos. Finalizada a
eletroforese, as laminas foram colocadas em solucdo de neutralizag¢do (0,4 M de Tris, pH 7,5)
por 15 minutos, fixadas em etanol absoluto e secas a temperatura ambiente.

As laminas permaneceram a 4°C até o momento de analise, quando foram coradas e
analisadas em microscopio de fluorescéncia, utilizando-se o sistema de analise de imagem
Comet Assay 1V (Perceptive Instruments, UK), em aumento de 400x. Foram analisados 50
nucledides por amostra (sangue ou células cardiacas) por animal e como pardmetro para

avaliacdo de danos oxidativos no material genético foi considerado o tail intensity (T])
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Determinacio da expressio proteica por Western blotting

Foi realizada a determinagdo da expressdo proteica para as proteinas ERK (quinase
regulada por sinal extracelular) (banda observada em 42 ¢ 44 Kda), do NF-kB total e
fosforilado (banda observada em 65kDa para ambos), Nrf — 2 (fator nuclear eritroide-2)
(banda observada em 57kDa), TGF-B (fator de crescimento transformador beta) (banda
observada em 13 Kda) e do marcador inflamatério TNF-a (fator de necrose tumoral alfa)
(banda observada em 25kDa). Todas proteinas foram normalizadas pela proteina GAPDH

(gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) (banda observada m 37 Kda).

a) Extracdo proteica citoplasmdtica

Para determinagdo de todas as proteinas estudadas, exceto o Nrf-2, a extragdo de
proteina foi realizada utilizando-se amostras de 100 mg do ventriculo esquerdo
homogeneizadas com 1ml de tampao de extragdo 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
(ph7,4), EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, ortovanadato de s6dio 1 mM, NaF 10 mM e inibidores
deproteases (P2714, Sigma- Aldrich). As amostras foram homogeneizadas por 10 segundos, 2
vezes em aparelho Polytron (Ika 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 armazenadas em freezer a -80° C. A concentragdo de proteina total foi analisada
pelo método de Bradford utilizando curva de BSA Protein Standard (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) como padrao (70).

Apoés quantificacdo das proteinas, a amostra juntamente com tampao de Laemmli
(Tris — HCL 240 mM, SDS, 0,8%, glicerol 40%, azul de bromofenol 0,02% e B -

mercaptoetanol 200 mM), foi aquecida a 100°C por 5 minutos e armazenados em biofreezer.
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b) Extracgdo proteica nuclear

Amostras de 60 mg de ventriculo esquerdo foram homogeneizadas com 500ul de
tampao de extragdo (10mM HEPES, 1,5mM MgCI2, 10mM KCI, 0,5mM DTT, 0,05% NP40).
As amostras foram homogeneizadas manualmente, com auxilio de bastdo de wvidro.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm, por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi separado (fragdo citoplasmatica) e o pellet ressuspendido com tampao (SmM
HEPES, 1,5mM MgCIl2, 0,2mM EDTA, 0,5mM DTT, 26% glicerol (v/v)) e NaCl. As
amostras foram homogeneizadas por 10 segundos, 2 vezes em aparelho Polytron (Ika Ultra
TurraxTM T25 Basic, Wilmongton USA). Apo6s aguardar 30 minutos em gelo, as amostras
foram novamente centrifugadas a 15.000 rpm, por 20 minutos 4°C e coletado o sobrenadante
(fracdo nuclear), que foi utilizado para a quantificagdo do Nrf-2. Para concentragdo de
proteina e posterior diluicdo da amostra foi utilizado o mesmo método realizado para extracao

citoplasmatica.

¢) Eletroforese em gel

Posteriormente, as amostras (contendo 30 pg de proteina total) foram separadas por
eletroforese utilizando sistema Mini-Protean 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 resolucao (Tris - HCL 240mM pH
8,9, poliacrilamida 40%, glicerol, APS e Temed) a 4° C. A concentragdo do gel de
empilhamento utilizada foi de 10% e a concentracdo do gel de resolucdo varia de 8 a 15%, de
acordo com o peso molecular da proteina determinada. No primeiro poco do gel foi aplicado
um padrio de peso molecular, Kaleidoscope Prestained Standards (Bio - Rad, Hercules, CA,

USA) e nos pogos seguintes os grupos foram pipetados de maneira alternada. A corrida
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eletroforética foi efetuada a 30 min a 50 V ¢ 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%).

d) Transferéncia e Bloqueio

Ap6s a corrida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
em sistema Mini - Trans Blot (Bio - Rad, Hercules, CA, USA) utilizando-se tampao 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
incubagdo com solugdo de 5% de leite em p6 desnatado, dissolvido em solugdo basal pH 8,0
(Tris 1M pH 8,0, NaCl 5M e detergente Tween 20) por 120 minutos a temperatura ambiente

sob constante agitacao.

e) Incubagdo com os Anticorpos primdrio e secunddrio

Apds o bloqueio, as membranas foram incubadas com os anticorpos primarios
especificos para cada proteina analisada, diluidos em solugcdo basal. As membranas
permaneceram incubadas durante a noite a temperatura de 4°C, sob constante agitagdo. Apods
a incubagdo com o anticorpo primadrio, as membranas foram lavadas em solugdo basal pH 8,0
e incubadas com os anticorpos secundarios especificos, diluidos também em solugdo basal. As
membranas permaneceram incubadas por 1 hora, a temperatura ambiente, sob agitacdo
constante. Posteriormente a membrana foi lavada em solugdo basal pH 8,0 e a imunodeteccao
foi realizada por meio do método de quimioluminescéncia utilizando o Kit SuperSignal West
Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific, USA. As imagens foram fotografadas
no analisador de imagens GE Healthcare Life Sciences Imaging. A expressdao de todas as
proteinas analisadas foi normalizada pela expressio da proteina constitucional

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). A andlise das imagens foi realizada
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no programa de andlise de imagens Gel pro Image32 versao 3.1.00 (Media Cybernetics,
Rockville, MD, EUA), que mede as bandas escuras em fundo claro do blot em unidade de
imagem denominada pixel. Apos essa etapa, foram realizados procedimentos para a
determinacdo do GAPDH. Quando houve necessidade de determinar proteinas de mesmo
tamanho molecular, as mesmas membranas foram lavadas em solucdo Stripping por 15
minutos em agitacdo constante, ¢ entdo, reiniciado o processo de bloqueio, incubagdo dos
anticorpos, e imunodetec¢cao da mesma forma descrita anteriormente.

Uma vez com os dados gerados pelo analisador de imagens, a quantificagdo foi feita
da seguinte maneira: 1) as proteinas de interesse foram normalizadas pela amostra de um
animal e repetido em todos os géis; 2) o GAPDH, da mesma forma, foi normalizado pelo
animal repetido em todos os géis; 3) as proteinas (ja normalizadas) foram entdo normalizadas

pelo GAPDH (ja normalizado), para ser obtido o resultado da expressao por Western Blot.

f) anticorpos primarios utilizados
e Nfkb — total - mouse monoclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc
8008), diluigao 1:200.
e Nfkb — fosforilado - rabbit monoclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc
3302), dilui¢ao 1:200.
e TGF-B - rabbit polyclonal IgG (abcam — ab66043), diluicao de 1:1400)

e ERK 1 - rabbit polyclonal IgG Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc 93)

e Nrf-2 - rabbit polyclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc-722). A
diluigdo utilizada foi de 1: 400.

e TNF-a -rabbit polyclonal Ig (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc 1350),

diluigdo 1:200.
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e GAPDH - mouse monoclonal IgGl (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc

32233). Dilui¢ao utilizada: 1:10.000.

g) anticorpos secunddrios utilizados

e Rabbit anti-mouse IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc 2005). A
dilui¢do utilizada foi de 1: 5000.
e Goat anti-rabbit IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc 2004). A

diluicao utilizada foi de 1: 8000.
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Analise Estatistica

Os dados foram expressos em média + desvio padrio ou mediana e intervalo
interquartil. Os dados foram testados quanto a normalidade e varidncia. Para comparagdes
entre os grupos e tamanho de infarto foi utilizada andlise de varidncia (ANOVA) de 1 via
complementada por testes recomendados (Holm Sidak ou Kruskal Wallis). Para a comparagao
da mortalidade foi utilizado o Chi-quadrado.

Os resultados foram apresentados em tabelas, e quando houve interagdo entre fatores,

foi feita a representagdo na forma de figuras para mostrar as diferencas entre os grupos,

adotando o sinal (*) como indicativo da compara¢do que apresentou diferenca.

O pacote estatistico utilizado foi o SigmaPlot para Windows versdo 12.0 (Systat
Software, Inc). Os graficos foram elaborados no programa SigmaPlot para Windows versao
12.0 (Systat Software, Inc).

O nivel de significancia estabelecido foi de 5%.
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Zesaltades




Numero de animais e mortalidade

O niimero de animais, mortalidade e tamanho do infarto estdo apresentados na Figura
2. Foram utilizados 205 ratos Wistar machos, 16 animais foram submetidos a cirurgia
simulada e ndo houve mortalidade, 189 animais foram submetidos ao infarto experimental e
apresentaram 50 mortes (26,45%), até 48 horas apoés a cirurgia.

Apo6s 7 dias da realizagdo do procedimento cirargico, foi realizado o primeiro estudo
ecocardiografico para afericdo do tamanho do infarto e da fragdo de variagdo de area. Esse
ecocardiograma inicial foi realizado para garantir que o tamanho do infarto fosse semelhante
entre os grupos infartados antes do tratamento, os resultados estdo representados na Tabela 1.

Foram estudados 16 animais Sham, alocados no grupo SC (n=16), 110 animais
infartados (I), alocados em IC (n=34), 1J2% (n=38), 1J4% (n=38). Porém, durante os 3 meses
de experimento morreram 3 animais do grupo IC, 3 animais do grupo 1J2% e 3 animais do
grupo 1J4%.

A mortalidade ap6s o periodo experimental foi de 3 mortes para cada grupo infartado,

nao havendo diferenca estatistica.
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Figura 2. Numero de animais, mortalidade e tamanho de infarto

\ Mortalidade 0%

‘ Durante experimento

‘ Apos eutanasia ‘

| Mortalidade 26,45%
— e —1
Sham Infarto
| (m=16) | (@=139)
:I; :I; | Ecocardiograma inicial ‘
SC Infarto
| (m=16) | @=119)
I 4|—\ |Duranie experimento ‘
SC Infarto . s
n = Apos eutanasia e
| (n=16) U @=110) | | yisiologia para % M
I | = 1
A ) B
SC(n=16) IC (n=14) 172%(n=23) 174% (n=18)

SC: animais Sham que receberam racdo padrdo; IC: animais infartados que receberam ragdo padrdo; 1J2%:

animais infartados que receberam ragdo com suplementacdo de 2% de jabuticaba; 1J4%: animais infartados que

receberam ragdo com suplementacdo de 4% de jabuticaba.
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Tabela 1. Estudo ecocardiografico inicial realizado 7 dias ap6s o IM.

Variavel IC (n=34) 102% (n=38) 1J4%(n=38)  p
Area sistélica (mm?) 37,5+7,17 35,8+7.86 35,8+6,99 0,54
Area diastolica (mm?)  52,6+7,59 52,2+8,62 51,3+7.88 0,79
Tamanho infarto (%)  35,0£4,98 36,9+5,27 36,6+5,97 0,29
FVA 28,8+8,32 31,7+8,42 30,2+8,89 0,35

Dados expressos em média + desvio padrdo. Anova 1 via. IC: animais infartados que receberam racdo padrio;
1J2%: animais infartados que receberam ragdo com suplementagdo de 2% de jabuticaba; 1J4%: animais

infartados que receberam ragdo com suplementagdo de 4% de jabuticaba. FVA: fracdo de variagdo da area.
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Peso dos animais e consumo de racdo

Os animais foram pesados semanalmente ¢ o consumo de ragdo era feito diariamente.
Os pesos corporais iniciais e finais ndo apresentaram diferenca significativa e estdo
representados na Tabela 2. O consumo médio diario, em gramas, de racdo consumida entre os

grupos nao diferiu significativamente (Tabela 2).
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Tabela 2. Peso corporal inicial, final e consumo de ragdo diario.

Varidvel SC (n=16) IC (n=14) 1J2% (n=23)  1J4% (n=18) p
Peso inicial (g) 250,9+19,13 239,5+16,55 247,7+23,06 245,0+24,47 0,522
Peso final (g) 379,2+30,38 388,0+25,07 400,5+35,77 386,2432,29 0,213

Consumo de ragio 20,6(19,1-22,6) 21,4(19,9-22,3)  20,3(19,0-21,8) 19,9(18,7-20,3) 0,062

(g/dia)

Dados expressos em média + desvio padrdo. Anova 1 via. IC: animais infartados que receberam racdo padrio;
1J2%: animais infartados que receberam ragdo com suplementacdo de 2% de jabuticaba; 1J4%: animais

infartados que receberam ragdo com suplementacdo de 4% de jabuticaba.
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Caracterizacio fisico-quimica de amostras de jabuticaba

Ap6s 20 dias do recebimento das amostras pelo ITAL, recebemos os resultados, que

sao apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Caracterizacdo fisico-quimica de amostras de jabuticaba

Amostra Determinacio Resultados
Polpa de Jabuticaba Compostos fenolicos totais expressos em acido 532 £ 8,00
galico (mg/100g)
Atividade antioxidante (DPPH) (g DPPH/Kg) 248 + 1,00
Antocianinas totais (mg/100g) 17,56 + 0,05
Racao Jabuticaba 2% Compostos fendlicos totais expressos em acido 153+ 6,00
gélico (mg/100g)
Racao Jabuticaba 4% Compostos fenolicos totais expressos em acido 156+ 6,00

galico (mg/100g)
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Estudo ecocardiografico

Os resultados obtidos pelo estudo ecocardiografico ap6s 3 meses de suplementagdo
estdo nas tabelas 4, 5 e 6.

O infarto causou alteragcdes morfoldgicas, caracterizadas por maior diametro diastdlico
do ventriculo esquerdo, didmetro sistolico do ventriculo esquerdo, espessura diastolica da
parede posterior do ventriculo esquerdo, maior indice de massa do ventriculo esquerdo, maior
diametro do atrio esquerdo, maior atrio esquerdo corrigido pelo peso corporal e pela aorta e
maior area diastolica do VE.

Foram observadas alteragdes funcionais sistolicas como menor % de encurtamento
endocardico, menor velocidade de encurtamento da parede posterior do VE, menor fragdo de
ejecdo, menor fracdo de variagdo da area do VE, maior indice de performance miocardica,
menor onda sistolica do anel mitral lateral e septal ¢ menor média da onda sistélica do anel
mitral lateral e septal. Também foram observadas alteracdes funcionais diastolicas, como
menor onda diastélica tardia do anel mitral lateral e maior tempo de relaxamento
isovolumétrico normalizado pela frequéncia cardiaca.

Em relagdo a influéncia da suplementacdo de jabuticaba nos animais infartados, ndo

encontramos diferencas nas variaveis ecocardiograficas no coragao infartado.
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Tabela 4. Variaveis ecocardiograficas estruturais.

Variavel SC (n=16) IC (n=14) 1J2% (n=23) 1J4% (n=18) P

DSVE (mm) 2,79+0,61° 7,02+0,68° 7,06£0,81° 7.11£0.88" <0,001
DDVE (mm) 7,10+0,74° 9,21+0,48 9,26+0,76" 9,41+0,67° <0,001
EDPP (mm) 1,32+0,08" 1,57+0,18° 1,64+0,21° 1,55+0,19° <0,001
EDSIV (mm) 1,32+0,08 1,4340,25 1,4120,21 1,34+0,22 0,333
Esp. Rel. 0,38+0,04° 0,34+0,05% 0,3620,04 0,33%0,05° 0,024
IMVE (g/kg) 1,6120,11° 2,03+0,16° 1,89+0,48 1,97+0,18° 0,001
AE (mm) 5,44+0,60° 6,22+0,95° 6,49+0,77* 6,36+0,83" <0,001
AO (mm) 3,84+0,26 3,72+0,20 3,99+1,10 3,76+0,13 0,578
AE/AO 1,42+0,10° 1,67+0,23° 1,68+0,32 1,70+0,23° 0,003
AE/PC (mm/kg) 1,43+0,18" 1,6040,28° 1,63+0,25° 1,64+0,21° 0,004
Area diastélica (mm?) 37,23+4,19° 68,87+8,12° 70,25+11,34° 68,43+13,90° <0,001
Area sistélica (mm?) 8,5143,15" 4535+7,97" 47,27+11,30° 47,25+15,62* <0,001

Dados expressos em média + desvio padrdo. Anova 1 via complementado pelo teste de Holm-Sidak. SC: animais Sham que receberam rago padrdo; IC: animais infartados que receberam ragio
padrdo; 1J2%: animais infartados que receberam ragdo com suplementagdo de 2% de jabuticaba; 1J4%: animais infartados que receberam ragdo com suplementagdo de 4% de jabuticaba; DDVE:
diametro diastolico de ventriculo esquerdo; DSVE: didmetro sistolico do ventriculo esquerdo; EDPP: espessura diastdlica da parede posterior do ventriculo esquerdo; EDSIV: espessura

diastdlica do septo interventricular; Esp. Rel.: espessura relativa do VE; IMVE: indice de massa do VE; AE: didmetro do atrio esquerdo; AO: diametro da aorta.
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Tabela 5. Varidveis ecocardiograficas da fungao sistolica do VE.

Varidvel SC (n=16) IC (n=14) 1J2% (n=23)  1J4% (n=18) p

FC (bpm) 359,1+41,17° 312,9+£50,41° 314,3£55,91° 319,4+60,90 0,047
% Enc. Endo 60,9+5,78" 23,8+4,75° 23,9+4,52° 24,6+5,45° <0,001
VEPP (mm/s) 39,9+4,55" 29,8+5,14° 28,0+7,17 28,4+7,07° <0,001
FE 0,94+0,03" 0,55+0,08" 0,55+0,08° 0,57+0,09° <0,001
FVA (%) 77,4+6,79° 35,247,75° 33,1+7,66° 32,2412,5° <0,001
indice de Tei 0,430,04 0,57+0,09° 0,61+0,13° 0,55+0,11° <0,001
S lateral (cm/s) 3,83+0,50° 3,12+0,36° 3,33+0,64° 3,14+0,59° <0,001
S septal (cm/s) 3,87+0,62 3,010,40° 3,28+0,65° 3,18+0,35° <0,001
S média (cm/s) 3,85+0,54 3,07+0,35° 3,24+0,67° 3,16+0,39° <0,001

Dados expressos em média + desvio padrdo. Anova 1 via complementado pelo teste de Holm-Sidak.. SC: animais Sham que receberam racao padrao; IC: animais infartados
que receberam ragdo padrao; 1J2%: animais infartados que receberam ragdo com suplementacdo de 2% de jabuticaba; 1J4%: animais infartados que receberam ragdo com
suplementagdo de 4% de jabuticaba; FC: frequéncia cardiaca; % Enc. Endo.: porcentagem de encurtamento endocéardico; VEPP: velocidade de encurtamento da parede
posterior do ventriculo esquerdo; FE: fragdo de ejecdo; FVA: fragio de variagdo da area; Indice de Tei ou Indice de Performance Miocardica (avalia conjuntamente a fungéo
sistolica e diastolica, calculado considerando o tempo de contragdo isovolumétrica + tempo de ejecdo + tempo de relaxamento isovolumétrico); S lateral: onda sistélica do

anel mitral lateral; S septal: onda sistolica do anel mitral septal; S média.
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Tabela 6. Variaveis ecocardiograficas da fungdo diastolica do VE.

Variavel SC (n=16) I1C (n=14) 1J2% (n=23) 1J4% (n=18) p

E mitral (cm/s) 72,0+8,38 76,4+19,93 67,1£11,37 72,8+7,36 0,277
A mitral (cm/s) 57,9+12,13 54,2+19,08 53,0+14,75 61,1+11,44 0,466
E/A 1,3+0,21 1,4+0,8 1,4+0,74 1,2+0,24 0,754
TDE (ms) 42.7+7,06 47,1+6,79 51,8+11,66 51,5+10,99 0,230
TRIV/R-R 52,1+7,05° 62,5£10,75° 64,1+9,53® 59,9+10,81%* 0,003
E’ lateral (cm/s) 3,6+0,60 3,6+£0,91 3,5+0,67 3,4+0,93 0,924
A’ lateral (cm/s) 5,4+0,97° 4,2+1,03% 4,7+1,54% 3,8+0,71* 0,022
E’ septal (cm/s) 3,7+0,98 3,8+0,66 3,4+0,82 3,8+0,78 0,465
A’ septal (cm/s) 4,8+0,77 4,0+1,14 4,1+1,28 3,6+0,93 0,114
E’ média (cm/s) 3,7+0,51 3,7+0,70 3,1+1,03 3,6+0,79 0,233
A’ média (cm/s) 4,7+1,13 4,14+0,93 4,0+1,83 4,0+0,86 0,652
E/E’ média 19,5+3,39 19,9+3,96 19,5+4,36 20,3+4,31 0,955
E’/A’ média 0,8+0,23 0,9+0,37 0,7+0,29 0,9+0,26 0,238

Dados expressos em média + desvio padrao. Anova 1 via complementado pelo teste de Holm-Sidak.. SC: animais Sham que receberam racao padrao; IC: animais infartados
que receberam ragdo padrao; 1J2%: animais infartados que receberam ragdo com suplementagdo de 2% de jabuticaba; 1J4%: animais infartados que receberam ragdo com
suplementagdo de 4% de jabuticaba; E mitral: onda E do fluxo transmitral; A mitral: onda A do fluxo transmitral; TDE: tempo de desaceleracdo da onda E mitral; TRIV:
tempo de relaxamento isovolumétrico do ventriculo esquerdo; R-R: distdncia de um batimento a outro (para calculo do TRIV/R-R); TRIV/R-R: TRIV normalizado para a
frequéncia cardiaca (TRIV dividido pela raiz quadrada do R-R); E’ lateral: onda diastélica inicial do anel mitral lateral; A’ lateral: onda diastélica tardia do anel mitral lateral;

E’ septal: onda diastdlica inicial do anel mitral septal; A’ septal: onda diastélica tardia do anel mitral septal; E’ média; A’ media; E/E’ média, E’/A” média.
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Estudo morfométrico

O infarto resultou em maior peso do VE (Tabela 7). Em relagdo a influéncia da
suplementagdo de jabuticaba nos animais infartados, ndo houve diferenca em relagao as

variaveis morfométricas.
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Tabela 7. Variaveis morfométricas.

Variavel SC (n=16) IC (n=14) 1J2% (n=19) 1J4% (n=15) p

Peso VE(g) 0,61+0,08° 0,79+0,07* 0,80+0,07° 0,77+0,06* <0,001
Peso VD (g) 0,17+£0,04  0,21+0,06  0,23+0,11 0,18+0,07 0,119
Peso Pulmio (g) 1,58+0,42  1,68+0,73  1,83+0,65 1,484+0,48 0,351
Peso Figado (g) 8,87£2,17  8,88+1,50  9,53+1,60 8,80+1,14 0,532

Dados expressos em média + desvio padrdo complementado pelo teste de Holm-Sidak.. Anova 1 via. SC:
animais Sham que receberam ragdo padrdo; IC: animais infartados que receberam ragdo padrdo; 1J2%:
animais infartados que receberam racdo com suplementagdo de 2% de jabuticaba; 1J4%: animais
infartados que receberam ragdo com suplementacdo de 4% de jabuticaba; VE: ventriculo esquerdo; VD:

ventriculo direito.
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Andlise histolégica do VE

Apods 3 meses de experimento e a eutandsia dos animais, foi realizada anélise
histologica para verificacdo da area do miocito, percentual de colageno e tamanho do
infarto. Os resultados da analise histologica estdo apresentados na Tabela 8 e Figura 3 e
4.

A area do miocito foi maior nos animais infartados, ndo havendo diferenca em
relagdo a suplementacdo de jabuticaba.

O percentual de colageno foi maior nos grupos infartados e em relagdao a
suplementagdo de jabuticaba, a dose de 2% diminuiu a fibrose, quando comparada ao
controle e a dose de 4% (figura 5).

O tamanho de infarto esta representado na Tabela 9. Foram excluidos os infartos
inferiores a 35%. A comparacao do tamanho do infarto entre os grupos nao apresentou

diferencas estatisticamente significantes.
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Tabela 8. Analise histologica do VE

Variavel SC (n=8) IC (n=8) 1J2% (n=8) 1J4% (n=8) p
Area do miocito 362,7+79.73% 673,1+71,82° 624.9491,34° 629.5£176,81° <0,001
(um?)

% Colageno 2.81+0.87°  7.82+0,55°  5.83+0,17°  7,69+0,15 <0,001

Dados expressos em média + desvio padrdo. Anova 1 via complementado pelo teste de Holm-
Sidak. SC: animais Sham que receberam ragdo padrdo; IC: animais infartados que receberam ragao
padrdo; 1J2%: animais infartados que receberam ragdo com suplementagdo de 2% de jabuticaba; 1J4%:
animais infartados que receberam racdo com suplementacdo de 4% de jabuticaba. As diferencas estdo

representadas por letras, em que letras diferentes designam as diferencas entre os grupos.
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Figura 3. Area do miécito

A: animais Sham que receberam rac¢do padrio; B: animais infartados que receberam ragdo padrio; C:
animais infartados que receberam ra¢éio com suplementacdo de 2% de jabuticaba; D: animais infartados
que receberam ragao com suplementacdo de 4% de jabuticaba.
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Figura 4. Colageno

A: animais Sham que receberam rac¢do padrio; B: animais infartados que receberam ragdo padrio; C:
animais infartados que receberam ra¢do com suplementagdo de 2% de jabuticaba; D: animais infartados
que receberam ra¢do com suplementacdo de 4% de jabuticaba.
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Figura 5. Percentual de colageno

% calageno

-k e LI2% (HE 9

Dados expressos em média + desvio padrdo. Anova 1 via complementado pelo teste de Holm-
Sidak. SC: animais Sham que receberam ragdo padrdo; IC: animais infartados que receberam rag@o
padrio; 1J2%: animais infartados que receberam ragdo com suplementacdo de 2% de jabuticaba; 1J4%:

animais infartados que receberam ragdo com suplementacdo de 4% de jabuticaba.
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Tabela 9. Porcentagem de infarto por histologia

Variavel IC (n=14) 1J2% (n=23) 1J4% (n=18) p
% infarto 43,5+7,63  43,9+544 43,5£5,51 0,974

Dados expressos em média = desvio padrdo. Anova 1 via complementado pelo teste de Holm-

Sidak.SC: animais Sham que receberam racgdo padrdo; IC: animais infartados que receberam ragdo
padrdo; 1J2%: animais infartados que receberam ragdo com suplementagdo de 2% de jabuticaba; 1J4%:

animais infartados que receberam racdo com suplementagdo de 4% de jabuticaba..
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Avaliagcdo do metabolismo energético do VE

Os resultados para o metabolismo energético cardiaco estdo apresentados nas
tabelas 10 e 11.

O infarto resultou em maior atividade da LDH e PKF (Figura 6), menor
atividade da PIDH (Figura 7), CS, B-OH-acil CoA-DH, ATP sintase (Figura 8),
Complexos I e II.

Em relagdo a influéncia da suplementagdo de jabuticaba, a dose de 4% diminuiu
atividade da PKF, bem como contribuiu para diminui¢do da atividade da PIDH e ATP
sintase, quando comparadas a dose de 2%. Assim a suplementagdo com jabuticaba

parece exercer papel no metabolismo energético.
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Tabela 10. Atividade das enzimas do metabolismo energético cardiaco.

Variaveis SC (n=8) IC (n=8) 1J2% (n=8) 1J4% (n=8) p
LDH 61,36+10,08" 92,50+28,13% 78,86+14,33"  90,84424,14° 0,018
(nmoL/mg proteina)

PFK 148,11+£29,85*  355,10+78,54° 340,63+99,09°  134,86+62,89° <0,001
(nmoL/g tecido)

PIDH 282,64+30,40°  212,314+56,92*  244,31+35,86™ 186,31+37,68" <0,001
(nmoL/g tecido)

CS 31,13+6,10° 16,34+3,73° 17,02+3,48* 15,76+3,62° <0,001
(nmoL/mg tecido)

B-OH-acil CoA-DH 26,67+5,53° 10,70£3,21° 8,48+2,21* 9,56+3,21° <0,001

(nmoL/mg proteina)

Dados expressos em média + desvio padrdo. Anova 1 via complementado pelo teste de Holm-Sidak. SC:
animais Sham que receberam ragdo padrdo; IC: animais infartados que receberam ragido padrio; 1J2%:
animais infartados que receberam ra¢do com suplementagdo de 2% de jabuticaba; 1J4%: animais
infartados que receberam ragdo com suplementagdo de 4% de jabuticaba; LDH: Lactato desidrogenase;
PFK: Fosfofrutoquinase; PIDH: Piruvato desidrogenase; CS: Citrato sintase; 3-OH-acil CoA-DH: Beta-
hidroxiacil Coenzima-A desidrogenase; as diferencas estdo representadas por letras, em que letras

diferentes designam as diferengas entre os grupos.
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Tabela 11. Atividade das enzimas da cadeia respiratoria cardiaca.

Variaveis SC (n=8) IC (n=8) 1J2% (n=8) 1J4% (n=8) p
ATP sintase 30,03+5,40¢ 17,91+4,82% 22,95+4,39° 15,78+4,29° <0,001
(nmoL/mg tecido)

Complexo I 10,01+1,08° 6,55+1,57° 5,03+1,44° 4,95+1,02° <0,001
(nmoL/mg tecido)

Complexo 11 4,87+0,88" 2,75+0,54° 2,88+0,98° 2,55+0,48° <0,001
(nmoL/mg tecido)

Dados expressos em média + desvio padrdo. Anova 1 via complementado pelo teste de Holm-Sidak. SC:

animais Sham que receberam racdo padrdo; IC: animais infartados que receberam ragdo padrio; 1J2%:

animais infartados que receberam racdo com suplementagdo de 2% de jabuticaba; 1J4%: animais

infartados que receberam ragdo com suplementacdo de 4% de jabuticaba; Complexo I: Complexo I da

cadeia respiratoria; Complexo II: Complexo II da cadeia respiratéria. As diferencas estdo representadas

por letras, em que letras diferentes designam as diferengas entre os grupos.
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Figura 6. Atividade da fosfofruto quinasg no VE.
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Dados expressos em média + desvio padrao. VE: ventriculo esquerdo; PKF: fosfofruto quinase.
SC: animais Sham que receberam ragdo padrdo; IC: animais infartados que receberam ragdo
padrao; 1J2%: animais infartados que receberam ragdo com suplementagdo de 2% de jabuticaba;
1J4%: animais infartados que receberam ragdo com suplementacio de 4% de

jabuticaba;*=p<0,001.
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Figura 7. Atividade da piruvato desidrogenase no VE.
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Dados expressos em média + desvio padrdo. VE: ventriculo esquerdo; PIDH: piruvato
desidrogenase. SC: animais Sham que receberam racdo padrdo; IC: animais infartados que
receberam racdo padrdo; 1J2%: animais infartados que receberam ragdo com suplementacdo de
2% de jabuticaba; 1J4%: animais infartados que receberam ra¢do com suplementacdo de 4% de

jabuticaba;*=p<0,001.
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Figura 8. Atividade da ATP sintase no VE. X
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Dados expressos em média + desvio padrao. VE: ventriculo esquerdo; SC: animais Sham que
receberam ragdo padrdo; IC: animais infartados que receberam ragdo padrdo; 1J2%: animais
infartados que receberam racdo com suplementacdo de 2% de jabuticaba; 1J4%: animais

infartados que receberam ragdo com suplementacio de 4% de jabuticaba;*=p<0,001.
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Avaliacdo do estresse oxidativo do VE

Os resultados para a avaliacio bioquimica do estresse oxidativo estdo
apresentados na Tabela 12.

O infarto resultou em maior concentragdo hidroperdxido de lipideo (Figura 9),
proteina carbonil e menor atividade de catalase, SOD e GSH-Px (Figura 10).

Em relacdo a influéncia da suplementagdo de jabuticaba, a dose de 4% atenuou a
peroxidacao lipidica, o que ndao ocorreu com a dose de 2%. De outra forma, a
suplementagdo com jabuticaba aumentou a atividade da GSH-Px, quando comparadas
ao grupo IC, ndo havendo diferenca entre a dose de 2 ou 4%. Assim a suplementagao

com jabuticaba parece exercer papel na peroxidagao lipidica e no estresse oxidativo.
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Tabela 12. Lipoperoxidacdo, carbonilagio protéica e atividade das enzimas relacionadas ao estresse oxidativo no VE.

Variaveis SC (n=8) IC (n=8) 1J2% (n=8) 1J4% (n=8) p

Hidroperoxido de lipideo (nmol/mg tecido)  244,64+34,68° 325,50445,35° 289,88+42,47% 234,55+39,35% <0,001
Proteina carbonila (nmol/mg proteina) 2,81+0,43° 4,72+0,67* 4,43+0,98° 4,91+0,84* <0,001
Catalase (nmol/mg tecido) 53,19+6,85° 37,50+£5,19° 34,23+6,39° 34,22+7,39° <0,001
SOD (nmol/mg proteina) 15,03+£3,07° 11,41+1,322 9,99+1,86* 11,92+1,96* <0,001
GSH-Px (nmol/g de tecido) 41,51+8,87* 28,12+6,72° 43,924+9.232 41,24+8,32* 0,003

Dados expressos em média = desvio padrdo. Anova 1 via complementado pelo teste de Holm-Sidak. SC: animais Sham que receberam rag@o padrdo; IC: animais infartados
que receberam ragdo padrdo; 1J2%: animais infartados que receberam ragdo com suplementagdo de 2% de jabuticaba; 1J4%: animais infartados que receberam ragdo com
suplementagdo de 4% de jabuticaba; SOD: superoxido dismutase; GSH-Px: glutationa peroxidase. As diferencas estdo representadas por letras, em que letras diferentes

designam as diferencas entre os grupos.
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Figura 9. Hidroperdxidos de lipideo no VE.
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Dados expressos em média + desvio padrao. VE: ventriculo esquerdo; SC: animais Sham que
receberam ragdo padrio; IC: animais infartados que receberam rag¢do padrio; 1J2%: animais
infartados que receberam racdo com suplementacdo de 2% de jabuticaba; 1J4%: animais

infartados que receberam ragdo com suplementagdo de 4% de jabuticaba;*=p<0,001.
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Figura 10.. Atividade da glutationa peroxidase no VE.
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Dados expressos em média + desvio padrao. VE: ventriculo esquerdo; GSH-Px: glutationa
peroxidase. SC: animais Sham que receberam racdo padrdo; IC: animais infartados que
receberam ragdo padrio; 1J2%: animais infartados que receberam ragdo com suplementacio de
2% de jabuticaba; 1J4%: animais infartados que receberam ragdo com suplementacio de 4% de

jabuticaba;*=p 0,003.
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Teste do cometa para avaliacio de dano ao DNA

Considerando a andlise de dano ao DNA pela técnica de cometa, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos em nenhuma
variavel estudada. Os dados referentes ao teste do cometa estdo apresentados na Tabela

13.
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Tabela 13. Resultados para Teste de Cometa.

Variavel SC (n=8) IC (n=8) 1J2% (n=8) 1J4% (n=8) p

TI Tampao (%) 48,38+29,97 48,15+2832 49,23+19,13 64,15+32,64 0,709
TI FPG (%) 25,52+11,53  3429+11,59 42.86+10,6  47,56+14,8 0,630
TI Endo IIT (%) 59,37+28,76 53,20432,47  60,22424,92 4437+£21,76 0,733
TI Sangue (%)  10,0624,10  1525+7,94  19,40+12,04 15,18+9,32 0,363

Dados expressos em média = desvio padrdo. Anova 1 via. SC: animais Sham que receberam ragdo
padrao; IC: animais infartados que receberam ragdo padrdo; 1J2%: animais infartados que receberam
ragdo com suplementacdo de 2% de jabuticaba; 1J4%: animais infartados que receberam ragdo com
suplementagdo de 4% de jabuticaba; TI: tail intensity; Tampdo: tampdo sem enzima;

formamidopirimidina DNA glicosilase; Endo III: endonuclease III.
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Determinacio da expressao proteica por Western blotting

Considerando a andlise da expressdo proteica de ERK (42 e 44 Kda), NFkB e
pNFkB, Nrf-2, TGFp e TNFa pela técnica de western blot, para o Nrf-2, estando
diminuida sua expressdo nos grupos infartados. Os dados sdo apresentados na Tabela

14.
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Tabela 14. Resultados referentes a expressao proteica por Western Blot.

Variavel SC (n=8) IC (n=8) 1J2% (n=8) 1J4% (n=8) p
ERK (42/44) 1,12+0,62 1,12+0,36 1,00+0,46 1,15+0,31 0,911
pNFxkbNFkb  1,02+0,27 1,37+1,01 0,73+0,35 0,60+0,48 0,133

Nrf-2 2,2441,14° 0,98+0,67* 1,14+0,80° 1,01+0,68" 0,015
TGFp 1,24+1,12 0,66+0,39 1,16+1,34 0,81+0,92 0,632
TNFa 0,98+0,62 1,14+0,53 1,14+0,90 1,38+0,90 0,770

Dados expressos em média + desvio padrdo. Anova 1 via complementado pelo teste de Holm-Sidak. SC:
animais Sham que receberam racdo padrdo; IC: animais infartados que receberam ragdo padrio; 1J2%:
animais infartados que receberam racdo com suplementagdo de 2% de jabuticaba; 1J4%: animais
infartados que receberam ragdo com suplementagdo de 4% de jabuticaba. ERK (quinase regulada por
sinal extracelular); NFkB: Fator nuclear-kB total; pNFkB: Fator nuclear-Kb fosforilado; NRF-2: fator
nuclear derivado de eritréide-2; TGFp: fator de crescimento transformador beta; TNFa: fator de necrose

tumoral alfa. As diferengas estdo representadas por letras, em que letras diferentes designam as diferencas

entre os grupos.
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A remodelagdo cardiaca tem grande importancia clinica, pois pode levar a
alteracdes complexas na arquitetura ventricular, associada a alteragdes funcionais, que
podem evoluir para quadros de insuficiéncia cardiaca clinica (4,18,80,81). Desse modo,
diversas estratégias tém sido utilizadas para atenuar esse processo, destacando-se
nutrientes € compostos antioxidantes, como a jabuticaba.

A jabuticaba ¢ frequentemente utilizada para fazer geleias, licores e também ¢
usada na medicina popular (principalmente no sul do Brasil) por seus beneficios
antioxidantes e para tratamento de disturbios vasomotores espasmoddicos (82,83).

Muitos compostos fenolicos, flavonoides e antocianinas estdo presentes na casca
do fruto, que pode ser responsavel pelos efeitos biologicos e tem sido de grande
interesse medicinal (84,85). Estes compostos sdo capazes de complexar radicais livres e
inibir a iniciagdo da cadeia de propagacdo de reacdes oxidativas, incluindo a
peroxidacao lipidica (86). Alem do potencial antioxidante, alguns estudos descrevem
acdo anti- inflamatoria, anti — idade e anticancer dos compostos da jabuticaba (87).
Entretanto, informagdes sobre o papel na remodelagdo cardiaca sao limitadas.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da suplementacao de
jabuticaba na remodelagao cardiaca apds infarto do miocardio. Nossos dados mostraram
que o infarto induziu, como esperado, alteracdes cardiacas morfologicas e funcionais,
no estresse oxidativo, no metabolismo energético e nos biomarcadores celulares.
Importante, a suplementagao com jabuticaba nos animais infartados atenuou o estresse
oxidativo, diminuiu a fibrose nas regides nao infartadas e melhorou variaveis do
metabolismo energético cardiaco.

Em relacdo ao metabolismo energético cardiaco, a demanda energética ¢
constante e a regulacdo do metabolismo energético ¢ fundamental. Em coragdes

normais, 60—90% do acetil-CoA vem da oxidacao de acidos graxos, € 10 - 40% vem da
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oxida¢do do piruvato, originado do metabolismo da glicose e acido latico (88-91). Em
situagdes de injuria, por exemplo, no infarto do miocérdio, ha diminuicdo da oxidacdo
de 4cidos graxos e aumento da oxidacdo de glicose (92-97). Além da utilizagdo
preferencial de glicose, o coragdo passa a gerar mais lactato, aumentando o metabolismo
anaerobio de carboidratos e a atividade da LDH (98,99) . Descreve-se também que a
citrato sintase, enzima inicial do ciclo do 4cido citrico, pode estar diminuida na
insuficiéncia cardiaca por incapacidade da mitocondria em transportar elétrons e realizar
a fosforilacdo oxidativa, comprometendo a producdo de energia (100), corroborando
com nossos achados.

Assim, a otimiza¢do do metabolismo energético ¢ essencial para melhora da
funcdo cardiaca. Em nosso estudo, a dose de jabuticaba de 4% reduziu a atividade da
PKF-1, PIDH e ATP sintase. A PFK-1 ¢ uma enzima reguladora chave na via glicolitica
e catalisa a primeira etapa irreversivel (Figura 11). A PFK-1 utiliza ATP para produzir
frutose 1,6-bisfosfato e ¢ ativada por ADP, AMP e Pi e inibido por ATP, acelerando
assim o fluxo através da glicolise (101).

A PDH ¢ um complexo multienzimatico localizado na matriz mitocondrial,
sendo responsavel pela descarboxilagdo do piruvato, formado a partir da glicolise, um
passo irreversivel na oxidagdo dos carboidratos, (Fig. 12) (102,103). Lembrando que o
piruvato tem trés destinos principais: conversdo em lactato, descarboxilagdo em acetil-
CoA ou carboxilagdo em oxaloacetato ou malato.

Em nosso estudo, a oxida¢do de glicose e piruvato e a atividade da PDH no
coracdo foram reduzidas nos animais suplementados, provavelmente por taxas
aumentadas na oxidacao de 4cidos graxos (104—107).

Esses achados, portanto, sugerem melhora no metabolismo energético cardiaco

com a suplementagdo de jabuticaba na dose de 4%.
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Figura 11. Regulagdo da PFK-1 por PFK-2 e frutose 2,6-bisfosfato (108)
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PKF-1: fosfofrutoquinase-1; PKF-2: fosfofrutoquinase-2; PKA: proteina quinase A; PKC: proteina
quinase C; PI3K: fosfatidilinositol 3 —quinase.
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Figura 12. Regulagdo da oxidacdo de glicose e lactato pela PDH. A atividade da PDH ¢

inibida pela inibicdo do produto de acetil-CoA e NADH (setas tracejadas), e pela

fosforilagdo pela PDH-quinase e defosforilagcdo pela PDH-fosfatase. (108)
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Em relacdo ao estresse oxidativo, como comentado anteriormente, a jabuticaba ¢
rica em compostos fenolicos, flavonoides e antocianinas, tanto na casca como na
semente, sendo relevante sua acdo antioxidante. No presente estudo, o primeiro aspecto
a ser considerado foi que a concentragdo de HP foi a variavel utilizada como marcador
do dano oxidativo lipidico. Assim, nossos dados evidenciaram aumento na atividade de
HP em animais infartados, sugerindo aumento do estresse oxidativo apés o IM.

A peroxidagdo lipidica ¢ definida como reagdo em cadeia que destrdi a
membrana lipidica, 0 que ocasiona alteragdes na estrutura e permeabilidade celular. E
iniclado com o sequestro de hidrogénio da membrana lipidica, formando
hidroperdxidos, considerados marcadores de danos induzidos por EROs (109). Assim, o
segundo aspecto a ser considerado foi que a suplementacao com jabuticaba na dose de
4% atenou o dano oxidativo lipidico. Espera-se esta acdo, devido ao 4cido eldgico, um
dos componentes da jabuticaba que possui alta eficiéncia antioxidante. Esse efeito ¢
devido a presenga de varios grupos hidroxila, responsaveis pelo forte potencial de
doagdo de um atomo de hidrogénio e suporte ao elétron desemparelhado (110). Por
outro lado, a suplementagdao com jabuticaba ndo atenuou o dano protéico, avaliado pela
proteina carbonila.

De acordo com a literatura, o conteudo de acido elagico total em frutos de
jabuticabeira (M. cauliflora) varia de 0,0215% a 0,311% (p / p). Desse modo ha um
interesse crescente nesse marcador quimico devido as suas poderosas atividades
antioxidantes e outras propriedades, como efeitos cardioprotetores € sob enzimas
conversoras de angiotensina (111). Especula-se também que o extrato de jabuticaba
poderia restaurar antioxidantes endogenos (112).

Sabe-se que em condi¢des fisioldgicas, os efeitos das EROs podem ser

atenuados em parte pelo sistema antioxidante enzimatico, que inclui as enzimas
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glutationa peroxidase, superoxido dismutase e catalase (20). A SOD ¢ responsavel pela
dismutacao do radical superéxido (O2-) para hidroperdxido de hidrogénio (H,0O,), que a
catalase e a GSH-Px posteriormente metabolizam em agua e oxigénio (20). A GSH-Px ¢
uma enzima de segunda fase, diferente das demais. No presente trabalho foi evidenciado
aumento na concentracao da GSH-Px em ambos os grupos suplementados com
jabuticaba (2 e 4%), sugerindo que o aumento de enzimas antioxidantes possa ser um
dos mecanismos responsaveis pelo menor estresse oxidativo.

O Nrf-2 ¢ um fator de transcri¢do que se liga a regido promotora de varios genes
da resposta antioxidante, como enzimas antioxidantes e enzimas de fase 2 (113,114),
iniciando a transcricdo de genes da resposta antioxidante, como a GSH-Px. Estudos
relataram que o Nrf-2 estd envolvido na protecdo do coragdo contra hipertrofia cardiaca
e IC por meio da supressdo do estresse oxidativo (115). Também ¢ descrita a reducao do
Nrf-2 apdés o infarto, sugerindo assim a participagdo desta via no processo de
remodelagdo apds IM (116). Em nosso estudo observamos menor expressdo do Nrf-2
nos grupos infartados e a suplementacdo com jabuticaba nio influenciou essa variavel,
sugerindo que a diminui¢do da GSH-Px nao foi mediada pelo Nrf-2.

Analisando os efeitos da suplementagdo de jabuticaba na quantidade de coldgeno
na regido ndo infartada, a suplementagdo na dose de 2% atenuou a fibrose. Estd bem
estabelecido que essa varidvel ¢ importante determinante do prognostico apds o infarto,
por ser fator determinante da fun¢do e de arritmias malignas apos o infarto. Sabe-se que
apos o infarto, os fibroblastos cardiacos e seus derivados ativados, miofibroblastos,
desempenham um papel critico na resposta cicatricial. Isso inicia resposta inflamatoria e
o recrutamento de macréfagos e neutrdfilos (117,118). Os neutréfilos secretam varias
citocinas e fatores de crescimento, incluindo o fator transformador de crescimento beta

1 (TGF- B1). Em modelos animais, mostrou-se que o TGF- B 1 ativa a diferenciacdo de
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fibroblastos a miofibroblastos e contribui para a hipertrofia e fibrose cardiaca (119,120).
Similarmente, o TGF-B1 exdgeno aplicado in vitro demonstrou induzir a diferenciagao
de miofibroblastos em pele, pulmao, rim e fibroblastos cardiacos (121-125). Em nosso
estudo, a suplementagdo de jabuticaba ndo interferiu com o TGF-B. Dessa forma,
podemos inferir que a reducdo da fibrose em nosso estudo nao foi mediada via TGF-B1.

Em relagdo ao dano ao DNA, na litetarura ha apenas um trabalho mostrando que
os componentes da semente de jabuticaba ndao apenas protegem o DNA de lesdes, mas
também ajudam a reparar danos no DNA, acelerando a eficiéncia do reparo do DNA em
células danificadas (126). Neste estudo, os elagitaninos isolados da semente sdo
compostos principalmente de elagitaninos C-glicosidicos de castalagina e vescalagina
com um nucleo de glicose de cadeia aberta; e, em menor quantidade, de pedunagagina,
um elagitanino simples com 4 nticleos de Cl-glucopiranose e duas unidades de hexa-
hidroxidifenoila. Ambos os tipos de elagitaninos possuem capacidade de complexacgdo
com ions metélicos, proteinas / enzimas e compostos basicos, além de suas atividades
antioxidante e antitumoral (117,118).

Em nosso estudo o teste de cometa ndo mostrou diferengas siginifativas entre os
grupos. Considerando que os grupos infartados foram iguais aos animais controle,
nossosdados podem sugerir que essa técnica ndo ¢ adequada quando aplicada em
modelos com ratos infartados.

Finalmente, devemos considerar que apesar dos beneficios da jabuticaba em
diferentes variaveis estudadas, esse beneficio ndo se traduziu em melhora funcional ou
diminui¢do dos diametros ventriculares. O processo de remodelacdo se inicia com uma
agressdo ao coracdo, que induz alteragdes genéticas, moleculares, celulares e
intersticiais. Com a evolucdo do prosesso, essas alteracdes resultam em modificagdes

morfologicas e funcionais. Portanto, nossos achados sugerem que o infartou propiciou
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alteragdes bioquimicas, moleculares e funcionais cardiacas. Importante, a
suplementagdo com jabuticaba agiu de modo favoravel a nivel molecular, intersticial e
bioquimico. No entanto, talvez pelo curto periodo de observacao, esses beneficios ndo

se traduziram em melhora da geometria ou fun¢do cardiaca.
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Equivaléncia da suplementacdo de jabuticaba de ratos para seres humanos

E importante destacar a relevancia clinica dos resultados descritos no presente
estudo. Apesar dos avangos na pesquisa cardiovascular, o infarto do miocardio ainda ¢
uma das principais causas de morbi-mortalidade no Brasil e no mundo, podendo levar a
disfuncdo ventricular e IC. Neste sentido, a suplementagcdo de jabuticaba poderia ser
medida coadjuvante no tratamento de pacientes com IM ap0s a seguranga e eficacia de
seu uso ser testada em estudos de intervengao.

Calcula-se a equivaléncia da quantidade de jabuticaba a ser usada em estudos
com humanos utilizando a equa¢do de equivaléncia de dose proposta por Reagan-Shaw
e colaboradores (127). Considera-se que um rato consome em média 25 gramas de racao
por dia. Concentragdes de 2% e 4%, equivalem a 0,5 ¢ 1,0 grama de jabuticaba
adicionada na rag@o por dia, respectivamente. Transformando em mg/kg, encontramos
1250mg/kg e 2500mg/kg, também respectivamente.

Calculando-se a dose equivalente para humanos utilizando a equagdo, temos
que, na dose de 2% o valor ¢ 260mg/kg, e na dose de 4% ¢ de 520mg/kg. Nesse
contexto, tomando como base um homem de 60kg, teriamos 15,6g de jabuticaba e 31,2g

de jabuticaba, nas respectivas doses.
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Conclui-se que, em ratos infartados, a suplementagdo com jabuticaba atenuou o
estresse oxidativo, diminuiu a fibrose nas regides ndo infartadas e melhorou varidveis
do metabolismo energético cardiaco. No entanto, esses beneficios nao se traduziram em

melhora da geometria ou funcao cardiaca.
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