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Regsumo



Introdugao: a doxorubicina € um quimioterapico amplamente utilizado,
mas apresenta a cardiotoxicidade como mais grave efeito colateral. A lesao
miocardica se inicia imediatamente apds a infusdo da droga e é mediada por
lesdo oxidativa, aumento de apoptose e ativacdo de metaloproteinases. O
acai € um fruto rico em antocianinas, que apresenta elevado efeito
antioxidativo e anti-inflamatoério. O objetivo do estudo foi avaliar o efeito do
acai na prevencdo da disfuncdo ventricular e a influéncia no estresse
oxidativo, na apoptose e na atividade das metaloproteinases de matriz no
modelo experimental de cardiotoxicidade aguda induzida pela doxorrubicina

em ratos.

Material e métodos: Foram utilizados 64 ratos Wistar machos, alocados
em 4 grupos: controle (C), acai (A), doxorrubicina (D) e agai-doxorrubicina
(DA). Os ratos receberam dieta padrédo (grupos C e D) ou dieta padrao
suplementada com acai a 5% (grupos A e DA) por 4 semanas. Apds esse
periodo receberam injecdo de doxorrubicina 20mg/kg (grupos D e DA) ou
salina (grupos C e A). Quarenta e oito horas apos a injecéo, foi realizado
ecocardiograma e estudo do coragao isolado e em seguida foi realizada
eutanasia. Foi coletado tecido cardiaco para realizagdo de zimografia,
Western blot, avaliacdo do estresse oxidativo e metabolismo energético, além
da dosagem da concentragdo dos metabolitos de oxido nitrico (NO) no soro.

Os resultados foram analisados por ANOVA de duas vias e foi

considerada significancia estatistica de 5%.

Resultados: Os animais que receberam doxorrubicina apresentaram
diminuicdo do peso corporal e diminuigdo da ingestdo de agua e ragao apos a
injecdo da droga e o agai nao interferiu nesses resultados. Quarenta e oito
horas apds a injegdo da doxorrubicina, os animais que receberam
apresentaram aumento do atrio esquerdo, aumento do didmetro sistélico do
ventriculo esquerdo, diminuicdo da fracdo de encurtamento do ventriculo
esquerdo e diminuicdo da onda E’ septal ao doppler tissular. Quando os ratos
receberam doxorrubicina e foram suplementados com acai, houve melhora da
fracao de encurtamento e do E’ septal. A doxorrubicina reduziu a +dP/dt, a —

dP/dt e a presséo sistdlica maxima, sugerindo piora tanto na fungéo sistdlica,
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quanto diastdlica, no entanto o acai ndo foi capaz de prevenir a disfuncéo
ventricular no estudo do coragdo isolado. A doxorrubicina também ativou
MMP-2, aumentou o estresse oxidativo, provocou alteragdes no metabolismo
energético, com predominio do metabolismo glicidico e causou aumento na
apoptose, evidenciado por aumento na expressdo proteica da caspase-3
ativa. Quando o agai foi administrado conjuntamente, observamos melhora do
metabolismo energético cardiaco, porém sem efeito na atividade de
metaloproteinases de matriz, no estresse oxidativo ou na apoptose. Nao
observamos diferengas nas dosagens séricas dos metabdlitos do NO entre os

grupos.

Conclusao: A doxorrubicina induziu alteragcbes na estrutura e funcao
cardiaca, além de aumento do estresse oxidativo, mudangas no metabolismo
energético, ativacdo de MMP-2 e aumento da apoptose. O agai preveniu o
aparecimento de disfuncao cardiaca e atenuou as mudancas no metabolismo

energético.

Palavras chave: estresse oxidativo, doxorrubicina, acai, metabolismo

energético



NBSTRACT



Introduction: the doxorubicin is a widely used chemotherapeutic, but it
presents cardiotoxicity as a most severe side effect. The myocardial injury
immediately begins after the infusion of the drug and is mediated by oxidative
injury, increased apoptosis and Metalloproteinases activation. The acai berry
is a fruit rich in anthocyanins, which provides high antirust and anti-
inflammatory effect. The goal of this study is to evaluate the effect of the acai
berry in the prevention of ventricular dysfunction and the influence on oxidative
stress, in the apoptosis and in the of matrix Metalloproteinases activity in the

experimental model of acute cardiotoxicity induced by doxorubicin in rats.

Material and methods: 64 male Wistar rats were used, allocated in four
(4) groups: control (C), acai (A), doxorubicin (D) and agai-doxorubicin (AD).
The rats received standard diet (groups C and D) or standard diet
supplemented with acai berry to 5% (groups A and AD) for 4 weeks. After this
period the rats received doxorubicin injection 20 mg/kg (groups D and AD) or
saline (groups C and A). Forty-eight hours after the injection, an
Echocardiogram was performed and a study of the isolated heart, and the
following procedure was the euthanasia performance. The cardiac tissue of
the rats were collected for zymography, Western blot, oxidative stress and
energy metabolism evaluation, as well as the metabolic concentration dosage
determination of nitric oxide (NO) in the blood serum. The results were
analyzed by a two-way ANOVA and there was a statistical significance of 5%.

Results: the rats who received doxorubicin showed decreased body
weight and decreased water intake and feed after the drug injection and also
the acai berry did not interfere in the results. Forty-eight hours after the
doxorubicin injection, the animals which were injected presented an increased
left atrium, increased left ventricle systolic diameter, left ventricle systolic
diameter decrease, left ventricle shortening and E’ wave to doppler tissular
decrease. When the rats received doxorubicin and were supplemented with
acai berry, there was an improvement of the shortening fraction an the E’.
The doxorubicin reduced the + dP/dt-dP/dt and the maximum systolic
pressure, suggesting a worsening in both systolic and diastolic function,

however the acgai berry was not capable of preventing de ventricular
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dysfunction on the study of the isolated heart. We did not observe any
differences in the NO metabolites dosage between the groups.
The doxorubicin also activated MMP-2, increased oxidative stress, caused
changes in energetic metabolism, with predominance of the glycidic
metabolism and caused an increase in the apoptosis, evidenced by the
increase in the active caspase 3 expression. When the acai berry was
administered jointly, we observed an improvement of the cardiac energetic
metabolism, with no effect in the metalloproteinases of matrix or in the

apoptosis.

Conclusion: The doxorubicin induced alterations in the structure and
cardiac functions, besides the increase of the oxidative stress, energetic
metabolism changes, MMP-2 activation and increase in apoptosis. The acai
berry prevented cardiac dysfunction and attenuated the energetic metabolism

changes.

Keywords: oxidative stress, doxorubicin, agai, energy metabolism
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Infroducdo



A doxorrubicina é um quimioterapico derivado do fungo Streptomyces
peucetius, que é utilizado no tratamento de neoplasias hematologicas e
tumores soélidos desde a década de 60 (1). Apesar de nédo serem totalmente
conhecidos, os efeitos antineoplasicos da doxorrubicina ocorrem por inibigao
da DNA topoisomerase I, inibicdo da sintese de macromoléculas por se inserir
entre os pares de base do DNA, indugao de apoptose e formacgao de radicais
livres durante sua metabolizagao (2).

Apresenta efeitos colaterais como nauseas, vOmitos, alopécia e
neutropenia, mas o efeito colateral mais grave € a cardiotoxicidade, sendo
muitas vezes limitante no tratamento. A cardiotoxicidade pode ser dividida
clinicamente em 4 formas: cardiotoxicidade aguda, subaguda, crénica e tardia,
a depender do tempo decorrido entre o uso da droga e o aparecimento de
sintomas (3).

A cardiotoxicidade cronica é a mais estudada e se manifesta semanas a
meses apos a infusdo da droga. Pode ocorrer em até 23% dos pacientes
tratados e cursa com miocardiopatia dilatada e quadro clinico de insuficiéncia
cardiaca. A incidéncia da cardiotoxicidade crénica € dependente da dose total
utilizada de doxorrubicina, sendo 500 a 550 mg/m? de superficie corporal a
dose critica para seu surgimento. Doses menores que essa podem causar
insuficiéncia cardiaca em 0,1 a 0,2 % dos pacientes. A incidéncia chega
proximo de 50% quando a dose total utilizada atinge 1000 mg/m? de superficie
corporal (3).

Mesmo quando a dose utilizada € considerada segura, o paciente pode
evoluir anos apds o tratamento com insuficiéncia cardiaca. E chamada de
cardiotoxicidade tardia e ocorre em 5 % dos pacientes tratados (4). A
cardiotoxicidade subaguda é mais rara e manifesta-se, normalmente, como
miocardite ou pericardite, em dias a semanas apos o tratamento (5).

A cardiotoxicidade aguda é mais dificil de ser diagnosticada porque
apresenta quadro clinico menos especifico, sendo as alteragdes
eletrocardiograficas as manifestagées mais frequentes. Estima-se que 11% dos
pacientes podem desenvolver o quadro de cardiotoxicidade aguda, que ocorre
horas a dias apés o uso da droga (5,6). Ainda é possivel observar, neste
periodo agudo, a ocorréncia de morte subita em 1 % dos pacientes,

provavelmente devido a arritmias cardiacas.
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Alguns fatores de risco contribuem para a cardiotoxicidade induzida pela
doxorrubicina. Entre eles podemos destacar: idade, sexo, terapia combinada,
quimioterapia prévia, historia de disturbios cardiovasculares preexistentes,
hipertensdo, doencas hepaticas e desequilibrios eletroliticos como a
hipocalemia (7).

Os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da cardiotoxicidade
induzida pela doxorrubicina sdo diversos e ainda nao estdo completamente
elucidados. Acredita-se que ocorra, entre outras alteragdes, inducao de
apoptose, aumento do estresse oxidativo, ativagcdo de metaloproteinases de
matriz (MMP) e modificagdes no metabolismo energético do miocardio.

Apesar da manifestacdo clinica ocorrer mais frequentemente semanas
apés o uso da droga, ha evidéncias de que o mecanismo de agressao
miocardica tem inicio imediatamente apds a infusdo da doxorrubicina.
Agudamente, a doxorrubicina é capaz de provocar disfungdo ventricular
esquerda sistolica e diastdlica (8,9), aumento do estresse oxidativo (10) e
aumento de atividade de MMP (11,12). As MMP s&o enzimas proteoliticas
zinco-dependentes, produzidas na forma inativa e secretadas para o meio
externo onde sao ativadas. S&o essenciais para a manutencido normal dos
tecidos, pois degradam componentes da matriz extracelular (13). Podem ser
excessivamente ativadas sob qualquer estresse tecidual, seja quimico ou
mecanico, o que leva a quebra do colageno tecidual e promove remodelagao
cardiaca. Mais recentemente, descobriu-se que as metaloproteinases podem
ser ativadas também no interior das células e tem afinidade por uma série de
proteinas, incluindo proteinas contrateis das células musculares (10,14), sendo
um possivel mecanismo contribuinte para a disfuncdo ventricular esquerda
observada nesse modelo experimental. Um dos principais mediadores da
ativacao intracelular € o aumento do estresse oxidativo (15).

Com relagcédo ao estresse oxidativo, a geragao de espécies reativas de
oxigénio mediada pela doxorrubicina ocorre por duas vias: 1) via enzimatica,
através do citocromo p450. Ha reducao da doxorrubicina pela NADPH redutase
e formagéo de radical semiquinona, que em contato com O2 e H202 (perdxido
de hidrogénio) gera os radicais livres superdoxido e hidroxil. 2) via nao-
enzimatica, durante as reag¢des da doxorrubicina envolvendo o ferro (2). Em

consequéncia do aumento do estresse oxidativo, ocorre aumento da

13



peroxidacao lipidica, que tem papel fundamental na lesdo da membrana
celular, vacuolizacdo mitocondrial e perda de miofibrilas induzida pela
doxorrubicina (2). A administragdo de dose unica de doxorrubicina em ratos foi
capaz de depletar os niveis cardiacos de glutationa peroxidase, que € uma
enzima antioxidante, e aumentar os niveis de malondialdeido, que € um
produto da peroxidagéo lipidica (16,17). O miocardio € mais susceptivel a lesdo
oxidativa porque apresenta baixos niveis de catalase e superdxido dismutase
em comparagdo a outros orgaos, além da glutationa peroxidase ser
rapidamente inativada quando exposta a doxorrubicina (18,19).

O aumento do estresse oxidativo, por si sO, é capaz de produzir lesao do
miécito e provocar ativacdo de metaloproteinases, conforme anteriormente
citado, mas também ¢é um forte mecanismo indutor de apoptose. A
doxorrubicina promove ativagao da p38 proteina quinase ativada por mitégenos
(MAPK) e inibicdo da serina/treonina quinase (Atk), proteina citosélica que
fornece sinal antiapoptético (18). A apoptose também pode ser mediada por
outras vias, além do estimulo oxidativo, como a via citocromo C. O citocromo C
€ uma proteina localizada na mitocéndria, que é liberada no interior da célula
onde interage com procaspase-9, culminando com ativagcdo da caspase-3,
conhecidamente indutora de apoptose. Estudos mostram que a doxorrubicina é
capaz de aumentar as taxas de apoptose (16,20) e também a expresséo e
atividade de caspase-3, tanto aguda quanto cronicamente, em diferentes
modelos experimentais (17,21,22). A regulacao da apoptose também depende
da concentracdo de proteinas, como Bax e Bcl-2. A formacao de dimeros Bax-
Bax cria poros na membrana mitocondrial e facilita a liberagao de citocromo C,
estimulando, por sua vez, a apoptose; a formacdo de dimeros Bcl-2-Bax
previne a formagao destes poros, inibindo apoptose (23). Apos a administragcéo
de doxorrubicina ocorre aumento da relagdo Bax/Bcl-2, constituindo importante
estimulo apoptotico (24). Pesquisas evidenciam que a expressdo aumentada
de Bcl-2 pode levar células hematopoiéticas a morte induzida por citocinas e
acumulo de linfécitos, muitas vezes culminando em doengas autoimunes ou
cancer (25).

Considerando-se a potencial gravidade do quadro de cardiotoxicidade,
que muitas vezes pode limitar o tratamento efetivo das neoplasias, € importante

a descoberta de estratégias ou substancias que atenuem ou até mesmo
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previnam o aparecimento da lesdo cardiaca. Nesse sentido, as substancias
com potencial antioxidante merecem destaque, pois além do dano oxidativo
constituir um fator de agressao direto ao miocardio, ele também pode
desencadear diversos outros mecanismos de lesdo, conforme exposto
anteriormente.

O acgai (Euterpe oleracea Mart.) € um fruto tipico do norte do Brasil,
extraido de palmeira amazbnica da familia Aracaceae, que contém
aproximadamente 13% de proteina, 48% de lipidios e 1,5% de carboidrato (26).
O fruto agai é particularmente rico em acidos graxos, apresentando uma
sensagao gordurosa ao toque. Contém altos niveis de acido oléico que € um
acido graxo monoinsaturado, além do acido linoléico, o famoso dmega 6 (27).
Além disso, é rico em compostos fendlicos, como as antocianinas.

Diversos estudos ja evidenciaram a elevada capacidade antioxidante do
acgai (28-29), que esta relacionada, principalmente, as antocianinas (30), as
quais possuem ainda ag¢ao anti-inflamatéria (30,31) e antiproliferativa contra
células neoplasicas (33,34). A fim de aumentar a estabilidade e os efeitos
antioxidantes, as antocianinas procuram se associar a outras moléculas. Essas
associagdes quimicas se fazem através de reagdes de copigmentagdes que
sao interacbes entre as antocianinas e outros compostos chamados de
copigmentos que podem ser flavondides, alcaldides, aminoacidos, acidos
organicos, nucleotideos, polissacarideos ou metais, sendo nestes casos
denominada de copigmentacao intermolecular (35). As antocioaninas, através
dessas associacbes podem aumentar seu poder antioxidante, sendo
responsaveis por muitas atividades bioldgicas: bactericida, antiviral,
antialérgica, antitrombatica, antiinflamatéria, anticarcinogénica, hepatoprotetora
e vasodilatadora (36). Adicionalmente, pesquisas mostraram que o agai foi
capaz de induzir vasodilatacdo em vasos mesentéricos de ratos dependente da
acao do oxido nitrico o que ressalta a possibilidade de efeitos benéficos do uso
do acai no tratamento de doengas cardiovasculares (37).

Estudo realizado com humanos mostrou que o consumo de suco de acgai
aumentou a protecdo antioxidante dos eritrécitos, reduziu a formagédo de
espécies reativas de oxigénio nas células polimo,3rfonucleares, reduziu a
migragdo em direcdo a diferentes quimioatrativos proé-inflamatérios e inibiu a

peroxidacao lipidica (32). O consumo de agai diminuiu os danos ao DNA

15



induzidos por H202, além de apresentar atividade anti-proliferativa e anti-
carcinogénica em neoplasia de bexiga em camundongos (29).

Ratos tratados com doxorrubicina que receberam suplementagao
dietética de morango, também rico em antocianinas, apresentaram melhora
dos marcadores de estresse oxidativo, bem como melhora da atividade de
enzimas antioxidantes e do funcionamento mitocondrial (38). No entanto, o
efeito do acgai na prevencido da cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina
ainda nao foi amplamente avaliado. Identificamos apenas um estudo em que o
acai se mostrou capaz de reduzir a genotoxicidade provocada pela
doxorrubicina em camundongos (39). A partir do exposto, elaboramos a
hipétese que o agai € capaz de atenuar a cardiotoxicidade aguda provocada

pela doxorrubicina em ratos.
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Objgtivo



Avaliar o efeito do acai na atenuacéo da disfuncdo ventricular esquerda
e sua influéncia no estresse oxidativo, no metabolismo energético cardiaco, na
apoptose e na atividade das MMP no modelo experimental de cardiotoxicidade

aguda induzida pela doxorrubicina em ratos.
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Material ¢ Mlgtodos



Delineamento

O delineamento do estudo pode ser observado na figura 1. Foram
utilizados 64 ratos Wistar machos, com peso corporal entre 250 e 300 g, que
foram alocados em caixas individuais, mantidos sob temperatura controlada
(23° £ 2°C), com ciclo claro-escuro de 12 horas e com livre acesso a agua e
comida, cujas ingestdes foram mensuradas durante todo o estudo. Apos o
periodo de adaptacao de 2 semanas, foi realizado ecocardiograma em todos os
animais e os mesmos foram alocados em 4 grupos, com 16 animais cada:
controle (C), doxorrubicina (D), acai (A) e doxorrubicina/acai (DA). Os grupos C
e D receberam dieta padrédo e os grupos A e DA receberam dieta padréo
suplementada de agai a 5% por 4 semanas. Apos esse periodo, os animais
receberam injecao intraperitoneal de doxorrubicina na dose de 20 mg/kg
(grupos D e DA) ou injegao intraperitoneal de salina estérii em volume
equivalente (grupos C e A). A dose de 20mg/kg de doxorrubicina €& eficiente
para provocar cardiotoxicidade, conforme ja demonstrado em estudos
anteriores (8,9,40,41). Quarenta e oito horas apo6s a injecdo de doxorrubicina
ou salina os animais foram submetidos a ecocardiograma. Em seguida, foram
anestesiados com tiopental sodico (80 mg/kg, IP) para realizagdo do estudo do
coracgao isolado (8 animais por grupo). O restante dos animais, anestesiados
da mesma forma, foram submetidos a eutanasia por abertura do térax e
retirada do coragdo (8 animais por grupo). Os coragbes foram lavados em
salina estéril, congelados em nitrogénio liquido e armazenados em ultrafreezer
a temperatura de -80°C para as analises. Os ratos utilizados para o estudo do
coracao isolado sao diferentes dos ratos utilizados para coleta do coragao, pois
a perfusao retrograda necessaria no estudo do coragao isolado pode interferir

com as analises bioquimicas do miocardio.

Calculo do tamanho amostral

O calculo do tamanho amostral foi realizado baseando-se na fragao de
encurtamento do ventriculo esquerdo, para obter uma diferenca entre as
médias de 0,08 e um desvio padrao de 0,065 (resultados obtidos em estudos

prévios do grupo), considerando um poder de teste de 0,80 e um erro alfa de
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0,0125 (devido a comparagao de 4 grupos). Desse modo, foi obtido valor de

n=16 animais por grupo.

Preparagao da dieta suplementada com agai

Foi utilizada polpa comercializada de agai (Icefruit®) para preparar a
racdo. A polpa foi homogeneizada e incorporada a racgao-padrao Nuvilab
(Nuvital®) triturada, que foi novamente peletizada. A dose utilizada no estudo
foi de 5%, proposta por Fragoso e colaboradores, que estudaram a
suplementacdo de agai no modelo de carcinogénese de colon (34). O
tratamento com a racao suplementada foi iniciado apds o periodo de adaptagcao

e continuada até o final do estudo.

Ecocardiograma

O ecocardiograma foi realizado antes da inje¢cdo da doxorrubicina (para
mostrar a homogeneidade dos grupos) e 48 horas apds a injegcao de
doxorrubicina ou salina. Para isso, 0os animais receberam anestesia com
ketamina (50 mg/kg, IP) e xilazina (1 mg/kg, IP) e foram posicionados em
decubito lateral esquerdo parcial. Todas as variaveis foram obtidas a partir dos
cortes paraesternal eixo longo e curto e apical quatro camaras. Os exames
foram realizados pelo mesmo examinador, que foi cego em relagdo ao
tratamento, com o aparelho Vivid S6 (General Eletricmedical Systems, Israel)
dotado de transdutor multifrequencial de 5,0 a 11,5 MHz.

As variaveis morfologicas analisadas ao ecocardiograma foram:
diametro do atrio esquerdo, espessura da parede posterior, diametros
diastdlico e sistélico do ventriculo esquerdo e diametro da aorta. Para avaliagao
da funcgao diastdlica foi mensurada, através do Doppler transmitral, a onda E,
onda A e o tempo de relaxamento isovolumétrico do ventriculo esquerdo. Foi
também realizado doppler tissular para avaliar funcdo diastdlica e funcao
sistolica do ventriculo esquerdo. A frequéncia cardiaca foi calculada a partir da
distancia entre dois ciclos cardiacos consecutivos e todos os valores foram

obtidos a partir da média de 3 batimentos consecutivos.
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Estudo do coragao isolado

Os animais foram anestesiados com tiopental sédico (80 mg/kg, IP) e
submetidos a injecao intraperitoneal de 2000 Ul de heparina nao fracionada.
Foi realizada a esternotomia mediana, com ventilagado assistida, e dissecada a
aorta ascendente. A aorta foi canulada e iniciada a perfusdo retrégrada com
solugédo de Krebs-Henseleit, filtrada com filtro de acetato de celulose com poro
de 5 ym (composi¢cao, em milimoles/litro: 118,5 NaCl; 4,69 KCI; 2,52 CaCl2;
1,16 MgS04; 1,18 KH2PO4; 5,50 glicose; 25,88 NaHCO3 e 8 manitol). Durante
a perfusdo do coracido, a temperatura da solugcdo e a pressado de perfusao
foram mantidas constantes (37°C e 75 mmHg, respectivamente). A pressao
parcial de oxigénio (PO2) da solugdo foi mantida por meio de contato da
pelicula de solugdo de Krebs com gas carbogénio (95% O2, 5% CO2). O
coracgao, conectado a canula perfusora, foi rapidamente retirado e transferido
para o aparato de perfusdo de coragao isolado tamanho 3, tipo 830 da Hugo
Sachs Elektronik - March-Hugstetten, Germany. O atrio esquerdo foi retirado
para a introdugcdo de baldo de latex na cavidade ventricular esquerda. O
volume do baldo foi conhecido em cada momento e este foi conectado a
transdutor de pressdo P23XL, que permite a afericdo precisa da pressao
ventricular durante todo o experimento. O volume no interior do baldo foi
variado para se obter uma variagao da pressao diastolica de zero a 25 mmHg.
A cada acréscimo de volume, foram registradas as curvas de presséo do VE e
as derivadas temporais da pressao (+dP/dt e —dP/dt), utilizando-se poligrafo da
GOULD, modelo Windograf.

Andlise do estresse oxidativo

A analise das defesas antioxidantes foi realizada por meio da
determinacado das atividades das enzimas glutationa peroxidase, superdxido
dismutase e catalase no tecido cardiaco. A oxidagao foi medida por meio da
determinacédo da concentragao de hidroperéxido de lipideo no tecido cardiaco.
Amostras de 100 mg de tecido cardiaco foram homogeneizados em tampao
fosfato de sddio (0,01 M) pH 7,4 e a seguir centrifugado a 12000 rpm, por 30
minutos a -4°C, segundo descrito por Pereira et al. (1998). O sobrenadante foi

utilizado para determinar a concentragéo de proteinas totais (g/100g de tecido).
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- Determinacdo 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 peréxido de hidrogénio. A
mistura da reacgao foi preparada com tampao fosfato de sddio, azida sddica,
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), glutationa reduzida (GSH) e
glutationa redutase. Por meio da oxidagdo do metilenotetraidrofolato redutase
(NADPH2) a 340 nm na presenca de glutationa redutase, a qual catalisa a
reducao da glutationa oxidada (GSSG), foi determinada a atividade da GSH-PXx,
expressa em nmol/mg de tecido.

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

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

- Determinagcdo da concentragdo de hidroperoxido de lipideo: foi medido por
meio da oxidagcdo do sulfato ferroso amoniacal (Fe?*) medida por
hidroperdxido, com 100 ul da amostra e 900 ul de mistura reagente de sulfato
ferroso (FeS0O4), 250 uM, acido sulfurico (H2S04) 25 mM, xilenol orange 100
MM e butil-hidroxitolueno (BHT) 4 mM em 90% (v/v) metanol. A intensidade da
coloragédo da reagao foi medida espectrofotometricamente. A concentragéo do

hidroperdxido de lipideo foi expressa em nmol/g de tecido.

Avaliacao do metabolismo energético
Aproximadamente 100mg de amostras do VE foram homogeneizadas
em tampao fosfato de sddio (0,1M pH 7,0) e centrifugadas. O sobrenadante foi

utilizado para determinar a concentragdo de proteinas e a atividade das
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enzimas do metabolismo energético. A atividade dos complexos enzimaticos da
cadeia transportadora de elétrons foi determinada apds ressuspensido e
centrifugacao do pellet com tampao fosfato de sdédio (0,1M) contendo 250mM
de sacarose e 2mM de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (42). As
leituras foram realizadas em leitor de microplaca com controle por software.
Todos os reagentes foram obtidos do laboratério Sigma-Aldrich (Saint Louis,
EUA).

- Determinacdo da atividade da [(-OH-acil CoA-DH: determinada na
presenga de tampao Tris-HCI (0,1M pH 7,0), EDTA, acetoacetil-CoA e NADH
(43).

- Determinagéo da atividade da citrato sintase (CS): avaliada pela reagéo
de condensacao entre o grupamento acetil da molécula de acetil-CoA e
oxaloacetato, reacdo catalisada pela CS, cuja atividade foi determinada na
presenca dos substratos acetil-CoA, oxaloacetato e dithiobis-2-nitrobenzoato
em tampao fosfato Tris-HCI (50mM pH 8,0) (44).

- Determinacgao da atividade do complexo |: a atividade do complexo | foi
determinada em um sistema de reacdo composto por tampao fosfato de sodio
(80mM pH 7,4), EDTA e NADH, onde se monitorou a velocidade de oxidagao
do NADH (45).

- Determinacao da atividade do complexo Il: a atividade enzimatica do
complexo Il foi medida em meio com tampéo fosfato de potassio (50mM pH
7,4), contendo succinato de sodio, fenasina metassulfato e 2,6-
diclorofenolindofenol, o qual teve absorbancia a 600nm (46).

- Determinacao da atividade da ATP sintase: a atividade da ATP sintase
foi determinada em meio tamponado (Tris-HCI 50mM pH 8,0), na presencga de
MgCl2, NADH, fosfoenolpiruvato, ATP, lactato desidrogenase e piruvato
quinase (47).

- Determinagao da atividade da fosfofrutoquinase (PFK): a atividade da
PFK foi determinada em meio contendo tampao Tris-HCI (50mM pH 8,0),
MgClI2, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, aldolase, trifosfato isomerase,
ATP e frutose-6-fosfato, com medidas da velocidade de oxidacdo do NADH2
(43).

- Determinagao da atividade da lactato desidrogenase (LDH): a atividade

da LDH foi determinada com a utilizagcdo do método UV otimizado, onde foi
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medido o consumo de NADH2, que é proporcional a atividade da enzima
presente na amostra.

- Determinacdo da atividade da piruvato desidrogenase (PDH): na
presenca de tampéao fosfato de potassio (50mM pH 7,4) foi determinada a
atividade da PDH em mistura reativa contendo NAD, tiamina pirofosfato,
coenzima A, ditiotreitol, MgClz, nitro blue tetrazolium (NBT), piruvato de sédio e
fenasina metassulfato, onde mediu-se a conversao do piruvato em acetil

coenzima A através da velocidade de redugao do NAD (43).

Zimografia para analise da MMP-2

Aproximadamente 30 mg de tecido congelado foram utilizados para
extracédo de proteina em tampao de extracdo contendo 50 mM Tris, pH 7,4; 0,2
M NaCl; 0,1% Triton X e 10 mM CaCl.. Para cada 30 mg de tecido foram
adicionados 1,5 ml deste tampao. As amostras foram ftrituradas utilizando o
aparelho Ultra Turrax, 21.000 rpm e centrifugadas a 12.000 rpm, por 20
minutos, a 4°C. O sobrenadante foi coletado e a proteina quantificada,
utilizando método de Bradford e a concentragao final ajustada. As amostras (10
Mg de proteina) foram diluidas em tampédo da amostra (0,5 M Tris, pH 6,8;
glicerol 50 %, e 0,05% de azul de bromofenol), aplicadas no gel de eletroforese
de poliacrilamida a 8% e 1% de gelatina e a corrida foi realizada com aparato
Bio-Rad mini-protean (110 V, por 2 horas), contendo tamp&o Tris-Glicina-SDS,
pH 8,3. Ap6s a corrida o gel foi lavado por uma hora em 2,5% Triton X-100 e
apo6s, em tampao tris-HCI 50 mM pH 8,4. Em seguida, o gel foi incubado por 17
horas em tampao tris-HCI 50 mM pH 8,4 com 500mM de CaCl2, em agitagcao
continua e a temperatura de 37°C. Apos a incubagdo o gel foi corado com
coumassie brilliant blue 2,5% por 1 hora e descorado com solucdo de 30%
metanol e 10% acido acético. Os géis foram fotografados e analisados através
do programa GelPro 32, que mediu a area de digestdo da gelatina. Um mesmo
animal do grupo controle foi incluido em todos os géis para normalizagao entre
experimentos e a localizacdo da MMP-2 foi feita utilizando-se a MMP-2

recombinante de rato/camundongo (R&D System) como padréao positivo.
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Western blot para analise de apoptose

A apoptose foi avaliada pela expressao de caspase-3 e bcl-2 no musculo
cardiaco. Para isso, foram utilizados 100 mg de tecido cardiaco
homogeneizados em tampao de extragdo contendo NaCl 100 mM, Triton X-100
1%, deoxicolato de sédio 0,5%, SDS 0,1%, glicerol 10%, Tris 10 mM pH=7,4,
EDTA 1 mM, ortovanadato de sodio 1 mM, NaF 10 mM e inibidores de
proteases (P2714, Sigma-Aldrich). O homogenato foi centrifugado (12000 rpm,
4°C, por 20 minutos) e o sobrenadante coletado. Foi determinada a quantidade
de proteina nas amostras pelo método de Bradford.

As amostras foram diluidas em tampdo Laemmli e separadas por
eletroforese (sistema Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell — BioRad, USA) em
gel bifasico: de empilhamento (Tris-HCI 240 mM pH 6,7, poliacrilamida 40%,
glicerol, APS e Temed) e de resolugédo (Tris-HCI 240 mM pH 8,9, poliacrilamida
40%, glicerol, APS e Temed). A corrida foi realizada por 30 minutos a 50 V,
seguidos de 2,5 horas a 120 V, com tampao de corrida contendo Tris 0,25 M,
glicina 192 mM e SDS 1% e com temperatura de 4°C.

ApOs a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose em sistema Mini-Trans Blot (BioRad, USA), utilizando-se tampao
de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 1%). Os
sitios inespecificos de ligagdo do anticorpo primario foram bloqueados por
incubacado em solucédo de 5% de leite em pd desnatado dissolvido em solucao
basal pH 8,0 (Tris 1M, NaCl 5M e detergente Tween 20). Em seguida, foi
colocado o anticorpo primario diluido em solugao basal por 12 horas. Apds, a
membrana foi lavada 3 vezes com solugdo basal e incubada com anticorpo
secundario por 1,5 horas, e lavada novamente com solucio basal.

A imunodeteccao foi realizada por método de quimioluminescéncia. As
membranas foram analisadas no fotodocumentador ImageQuant LAS (General
Eletrikcs) e as imagens geradas foram analisadas pelo programa Gel-Pro 32
(Media Cybernetics Rockville, EUA), onde as bandas foram quantificadas por
densitometria.

Apos, foi realizada a deteccdo da GAPDH para normalizacdo das
proteinas analisadas. As mesmas membranas foram lavadas com solucao
Stripping por 15 minutos e iniciado o processo de bloqueio, incubagdo com

anticorpos para GAPDH e imunodetec¢gdo da mesma forma ja descrita.

26



Os valores obtidos para as proteinas analisadas foram normalizados
pelo GAPDH e a normalizagdo entre as membranas foi feita por um mesmo
animal controle que foi incluido em todas as corridas eletroforéticas.

Anticorpos primarios utilizados:

- Caspase 3, rabbit monoclonal IgG (Cell Signaling Technology, Inc,
Beverly, MA, USA, 9664).

- Bcl2, rabbit monoclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe,
sc492).

- GAPDH, mouse monoclonal 1gG1 (Santa Cruz Biotechnology,Inc,
Europe, sc 32233).

Anticorpos secundarios utilizados:

- Goat anti-mouse IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology,Inc, Europe, sc
2005).

- Goat anti-rabbit IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology,Inc, Europe, sc
2004).

Dosagem dos derivados do 6xido nitrico

Os niveis de nitrito e nitrato foram mensurados a partir de amostras do
soro dos animais, os quais foram obtidos por centrifugacdo do sangue total a
4°C, por 20 minutos. Essas amostras foram mantidas congeladas a — 80 °C e
depois descongeladas para a realizagdo do procedimento. Para construgdo da
curva de diluicdo, foi feita solugdo mae, que apresentava 10 ml de H20
destilada + 0,140g de NaNO2. Em seguida, a solu¢gdo mae foi diluida em tubos
de ensaio envolvidos em papel aluminio, conforme figura abaixo, onde o tubo A
apresentava 9 ml de H20 +1 ml da solugdo mae; o tubo B: 9 ml de H20 + 1 ml
do tubo A; tubo C: 9 ml de H20 + 1 ml do tubo B; tubo 1: 1 ml de H20 destilada
+ 1 ml do tubo C; tubo 2: 1 ml de H20+ 1 ml do tubo 1; tubo 3: 1 ml de H20+ 1
ml do tubo 2; tubo 4: 1 ml de H20+ 1 ml do tubo 3; tubo 5: 1 ml de H20 + 1ml
do tubo 4; tubo 6: 1 ml de H20+ 1 ml do tubo 5; tubo 7: 1 ml de H20 + 1 ml do
tubo 6. Os conteudos dos tubos e as amostras de soro (100 pL) foram
aplicados em placa de 96 pocos, todos em duplicata. Foram acrescentados
100ul de PBS para o pogo branco (sem qualquer amostra ou conteudo dos

tubos da curva), seguido de acréscimo de 100ul de reagente de Greiss em
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todos os pocgos. Apos 10 minutos, foi realizada a leitura em leitor de ELISA com
filtro de 540 nm.
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Analise estatistica

Para as variaveis paramétricas, os valores obtidos foram apresentados
em media + desvio padrao, em relacdo as nido paramétricas, as mesmas foram
submetidas a transformacdo matematica para normalizagdo e também
apresentadas em média + desvio padrao. As comparagdes entre 0s grupos
foram feitas por ANOVA de duas vias. As variaveis que nao puderam ser
normalizadas (consumo de agua e racdo, didametro diastolico do ventriculo
esquerdo, espessura diastdlica da parede posterior do ventriculo esquerdo e
espessura diastdlica do septo, SOD) foram analisadas por teste t ou Mann-
Whitney; nesse caso o valor de p foi ajustado pela correcdo de Bonferroni. O
nivel de significancia adotado foi de 5% para todas as analises.

Foi realizado teste de Analise de Covariancia (ANCOVA) para ajuste dos
resultados funcionais ao ecocardiograma pela frequéncia cardiaca, ja que esta

pode interferir com a fungao ventricular sistodlica e diastdlica.
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Resultados



Peso corporal, peso dos 6rgaos e consumo de ragao e agua

Ao inicio do experimento todos os animais apresentavam peso corporal
semelhante e mantiveram ganho de peso também semelhante ao longo do
experimento. No entanto, quarenta e oito horas apdés a injecdo da
doxorrubicina, os animais que receberam a droga apresentaram perda de peso
corporal em relagdo aos animais que nao receberam a droga. A evolugao do
peso dos animais apos a injecdo de doxorrubicina pode ser observada na
figura 2. Nao observamos diferengcas no peso do ventriculo direito, figado e
pulm&o entre os grupos. O peso do ventriculo esquerdo foi menor entre os
animais que receberam doxorrubicina, porém quando normalizado pelo peso
corporal observamos o aumento do peso do ventriculo esquerdo nesses
mesmos animais. Nao observamos qualquer efeito do acai nessas variaveis.
Esses resultados podem ser observados na tabela 1.

Durante o periodo de suplementagdo, a ingestdo alimentar foi
semelhante entre os grupos, porém apds a administragdo da doxorrubicina
houve diminuicdo do consumo diario de racdo entre os animais que receberam
a droga. O mesmo comportamento pode ser observado em relagdo ao
consumo de agua, cuja ingestao foi menor no grupo D quando comparado ao
grupo controle (Figura 3). Esses resultados demonstram o efeito toxico geral

provocado pela doxorrubicina.

Estudo ecocardiografico

Os parametros ecocardiograficos foram semelhantes entre os grupos
antes da administragcdo da doxorrubicina (dados n&o apresentados). Quarenta
e oito horas apos a injecdo da droga, os animais que receberam doxorrubicina
apresentaram alteragbes tanto morfométricas, quanto funcionais. Entre as
diferengas morfométricas, conseguimos observar o aumento do didametro
sistdlico do ventriculo esquerdo e aumento do didmetro do atrio esquerdo,
inclusive quando normalizado pelo didmetro da aorta, além da diminuicdo da
frequéncia cardiaca. Quando os animais receberam doxorrubicina em
associagdo ao agai (grupo DA), houve melhora no didmetro sistdlico do

ventriculo esquerdo e no didmetro do atrio esquerdo (Tabela 2).
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Em relagdo as alteragbes funcionais, houve diminuicdo da fragcdo de
encurtamento do ventriculo esquerdo e diminuicdo das ondas E’ septal, E’
lateral, S’septal e S’ lateral ao doopler tissular (Tabela 3). Os ratos que
receberam doxorrubicina e foram suplementados com acgai (grupo DA)
apresentaram melhora na fragdo de encurtamento do ventriculo esquerdo e na
onda E’septal, como mostra a tabela 3.

Devido ao fato de a frequéncia cardiaca interferir com a funcéo cardiaca,
realizamos ajuste dos parametros funcionais por ANCOVA e observamos, que
mesmo quando ajustados para a frequéncia, os resultados permaneciam

estatisticamente significantes.

Estudo do Coragao Isolado

Em relacédo a analise do coragao isolado, os dados estao apresentados
na tabela 4. A doxorrubicina reduziu a +dP/dt, a —dP/dt e a pressao sistdlica
maxima, sugerindo piora tanto na fungao sistdlica, quanto diastdlica. Nao houve
interacdo entre a suplementagao de agai e o tratamento com doxorrubicina no

estudo do coracéo isolado.

Western Blot

N&o observamos diferengas entre os grupos na expressao da proteina
Bcl-2 no musculo cardiaco, conforme observado na figura 4.

Em relagcdo a caspase 3, esta aparece em 3 bandas diferentes, com
peso molecular de 17 KDa, 19 KDa e 35 KDa. As bandas com 17 e 19 KDa
correspondem a caspase-3 ativa, ao passo que a banda de 35 KDa
corresponde a caspase-3 inativa. Ndo observamos diferengas em relagdo a
banda de 17 KDa, bem como nao houve diferenca na caspase-3 inativa. Houve
aumento da expressao proteica da caspase-3 ativa, com peso molecular de 19
KDa, dentre os animais que receberam o quimioterapico doxorrubicina. Nao
observamos qualquer efeito do acai em relacdo a expressao da caspase-3. Os
resultados referentes a expressao proteica da caspase-3 podem ser vistos na

figura 5.
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Metaloproteinases de matriz

Como pode ser observado na tabela 5 e na figura 6, observamos que a
administracdo de doxorrubicina provocou aumento das bandas de MMP-2 com
peso de 75 KDa e 72 KDa e a suplementacao de acai levou a diminuicdo da
banda de 72 KDa em relagdo aos animais que nao receberam acai. No
entanto, a suplementacdo de acai ndo foi capaz de prevenir 0 aumento da
MMP-2 dentre os animais tratados com a doxorrubicina. N&do observamos
qualquer diferenca entre os grupos ou tratamentos em relagdo a banda de
MMP-2 de 64 KDa.

Estresse oxidativo

Os ratos que receberam injegdo de doxorrubicina apresentaram maior
concentracdo miocardica de hidroperéxido de lipidio em comparacdo aos
animais que nao foram tratados com o quimioterapico e a administracdo de
acai provocou diminuigdo da concentracdo miocardica do hidroperoxido de
lipideo, tanto nos animais que receberam doxorrubicina quanto nos que néo
receberam, conforme observado na figura 7. O aumento do hidroperéxido de
lipideo nos animais tratados com doxorrubicina foi acompanhado por
diminuicdo da atividade das enzimas catalase e glutationa peroxidase, porém
sem alteragdo da atividade da superéxido dismutase (tabela 6). Quando o agai
foi administrado em conjunto, observamos aumento da atividade da glutationa
peroxidase, que atingiu valores semelhantes ao do grupo controle, conforme

pode ser observado na figura 8.

Metabolismo energético e cadeia respiratéria mitocondrial

A administracdo da doxorrubicina provocou aumento da atividade da
fosfofrutoquinase, e lactato desidrogenase e diminuicdo da atividade da B-
hidroxiacil desidrogenase, piruvato desidrogenase e da citrato sintase. Quando
o agai foi administrado em conjunto (grupo DA), observamos que houve

melhora da atividade da fosfofrutoquinase, B-hidroxiacil desidrogenase e citrato

32



sintase, porém o agai ndo interferiu com a atividade da lactato desidrogenase e
piruvato desidrogenase. Esses resultados estdo apresentados na tabela 7.
Com relacdo a atividade dos complexos enzimaticos mitocondriais, a
doxorrubicina diminuiu a atividade do complexo |, complexo Il e ATP sintase. A
administracdo concomitante de acgai (grupo DA) provocou normalizagdo dos
niveis de ATP sintase, que atingiram valores proximos ao grupo controle e
melhorou a atividade do complexo II. O agai ndo provocou alteragdes na

atividade do complexo |. Esses resultados estao apresentados na tabela 8.

Derivados do 6xido nitrico
Nao observamos diferenga entre os grupos na concentragéo sérica dos

derivados do 6xido nitrico, conforme pode ser observado na figura 9.
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Piscussdo



O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da suplementagéo de acai
na prevencado da disfungdo ventricular e sua influéncia no estresse oxidativo,
na apoptose e na atividade das metaloproteinases de matriz no modelo
experimental de cardiotoxicidade aguda induzida pela doxorrubicina em ratos.
Nosso estudo mostrou que a doxorrubicina induziu cardiotoxicidade,
evidenciada por alteragdes morfologicas e funcionais cardiacas, além de
aumentar MMP-2, o estresse oxidativo, a apoptose e alterar o metabolismo
energético cardiaco. Quando o agai foi administrado conjuntamente,
observamos atenuacido da disfuncdo cardiaca, normalizacdo da atividade da
enzima glutationa peroxidase e melhora do metabolismo energético cardiaco.

A doxorrubicina pode provocar vomitos, alopecia e neutropenia como
efeitos colaterais (3). Porém, observamos como efeito colateral geral que os
animais que receberam doxorrubicina apresentaram perda de peso corporal
devido ao menor consumo de agua e racgdo, além de diminuigdo do peso
corporal. Como o periodo de perda de peso foi muito curto (48 horas),
provavelmente a diminuicdo de peso ocorreu por provavel diminuicdo da
volemia dos animais, em concordancia com alguns estudos preévios (3,48).

A diminuicdo da volemia pode ter como consequéncia diminuicdo da
perfusdo tecidual. Com a finalidade de promover reestabelecimento da
perfusdo organica, ocorre vasoconstricdo periférica, que pode levar a aumento
da pos-carga e pode contribuir para piora da fungdo cardiaca, principalmente
em coragdes com disfungdo (49). Esse pode ter sido um dos fatores que
podem ter contribuido para a piora da funcao sistélica observada em nosso
estudo.

Estima-se que a taxa de mortalidade entre doentes oncoldgicos que
desenvolvem cardiotoxicidade pelo uso de quimioterapicos como a
doxorrubicina pode ser muito elevada, com valores superiores a 60% talvez em
dois anos (50). Todavia, o prognodstico pode ser alterado positivamente se
houver uma prevencao e uma deteccao precoce e, dentre esses fatores, além
da adoc¢ao de habitos de vida saudavel pelos doentes, dieta com baixo teor em
gorduras saturadas, restricdo de agentes toxicos como alcool e tabaco (51),
podemos destacar também o consumo de alimentos com propriedades anti-

inflamatdrias e antioxidantes.
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O acai é considerado um “superfruto” e, devido as suas propriedades
nutricionais, observamos aumento no consumo desse fruto nacional e
internacionalmente. Contém em sua composi¢cdo lipideos (acidos graxos
insaturados), proteinas, fibras e minerais e altos teores de compostos
antioxidantes, entre eles as antocianinas (52,53).

A cor tipica do acai € roxo-avermelhada e deve-se a presenca de
pigmentos naturais chamados de antocianinas, que sdo compostos fendlicos
pertencentes ao grupo dos flavonoides. Os flavondides fazem parte de um
vasto grupo de antioxidantes polifendlicos que ocorrem naturalmente em
vegetais, frutas e em bebidas como chas e vinhos (54).

Nossos animais comiam, em média, 25g de racdo suplementada com
acai a 5% diariamente, o que equivale a 1,25 gramas de polpa de acai
adicionadas na ragao por dia. Para calcular a dose equivalente em humanos foi
utiizada a equagdo de equivaléncia proposta por Reagan-Shaw e
colaboradores (55). Chegamos ao resultado de que 1,25 gramas de polpa de
agai no rato equivalem a 39 gramas de agai em humanos. A quantidade de 39
gramas de polpa de agai pode ser convertida em 2,5 colheres de sopa diarias.
A quantidade ndo é muito grande e o agai pode ser encontrado com facilidade
e preco acessivel no Brasil durante o ano inteiro.

Segundo um estudo realizado por Passamonte, as antocianinas
presentes no acai podem ser absorvidas como moléculas intactas no
estdbmago, ou ainda no intestino onde resiste a atividade enzimatica da flora
intestinal, pois estas moléculas ja foram detectadas intactas no plasma e na
urina (56).

A fim de determinar o mecanismo de acgéo e os efeitos farmacolégicos
das antocianinas na saude do homem, varios estudos estdo sendo realizados.
Acreditam que, por se tratar de uma estrutura polifendlica, as antocianinas
apresentam fungdo antioxidante e anti-radicalar, protegendo o organismo
contra o acumulo de depdsitos de colesterol nos vasos sanglineos, processo
que leva a aterosclerose. Pesquisas estdo sugerindo que a elevada ingestéao
de antocianinas pode proteger contra doengas cardiovasculares (57).

Quando ha desequilibrio entre a produgdo de radicais livres, como
espécies reativas de oxigénio (EROs), e as reservas antioxidantes do

miocardio ocorre o estresse oxidativo (58). Um agente antioxidante pode ser
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definido como sendo um composto capaz de bloquear o efeito danoso dos
radicais livres. Em situagdes habituais, existe um grande numero de
antioxidantes produzidos pelas células ou ingeridos através da alimentagéo que
formam uma defesa natural contra os danos induzidos pelas espécies reativas
(59, 60).

Os mecanismos de agédo dos agentes antioxidantes sdo diversos, uma
vez que os antioxidantes sdo de natureza variada. Entre esses mecanismos
pode-se destacar a inibicdo de enzimas oxidantes e aumento das enzimas
antioxidantes. As enzimas antioxidantes reconhecem especificamente as
biomoléculas degradadas, as eliminam e substituem. Algumas neutralizam
diretamente os iniciadores de reacgdes radicalares, seja diminuindo as espécies
radicalares, seja reciclando os antioxidantes (61). Entre as principais enzimas
antioxidantes destacam-se a CAT, a SOD, a GSH-Px e a tiorredoxina. A SOD
converte o radical superéxido a peroxido de hidrogénio, e este, posteriormente
€ convertido em agua pela CAT e GSH-Px. GSH-Px é uma enzima antioxidante
chave que catalisa a redugdo do H20:2 e hidroperdxido. Ela ndo sé elimina
H202, mas também previne a formagdo de mais outros radicais toxicos (62).

Uma das substéncias utilizada como marcador do estresse oxidativo € o
hidroperoxido de lipideo. Ele surge a partir da peroxidagado de lipidios e sua
decomposicao resulta em produtos de maior reatividade e toxicidade, como os
radicais peroxila (63). E importante ressaltar que, em nosso estudo, a
doxorrubicina promoveu aumento do estresse oxidativo, evidenciado pelo
aumento da concentragdo miocardica de hidroperoxido de lipideo. A
suplementagdo de acai provocou aumento da atividade da glutationa
peroxidase nos animais tratados com doxorrubicina e diminuicdo da
concentracdo miocardica de hidroperoxido de lipideo tanto dentre os animais
que receberam doxorrubicina quanto dentre os que nao receberam. Podemos
afirmar, portanto, que o acai preveniu o aumento do estresse oxidativo
provocado pela doxorrubicina. A diminuicdo da atividade da glutationa
peroxidase € fenbmeno precoce e importante na cardiotoxicidade provocada
pela doxorrubicina, uma vez que a doxorrubicina € capaz de inativar
rapidamente a glutationa-peroxidase no tecido cardiaco (64).

Os radicais livres podem ser gerados a partir da exposi¢cao a fatores

exdégenos como fumaga de cigarro, radiagdo, medicamentos entre outros e a
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partir de fatores endégenos como a inflamagdo, por exemplo, mas uma das
principais fontes € o metabolismo mitocondrial (65). O coragdo é um oérgéo
bastante susceptivel a lesao oxidativa, pois apresenta alta densidade de
mitocdndrias no tecido. Nos organismos aerdbios, o oxigénio consumido €
reduzido a agua na mitocondria. A enzima catalisadora desta reagcdo é a
citocromo oxidase a qual impede a producgao elevada de espécies reativas de
oxigénio nas mitocondrias das células. No entanto, de 2% a 5% do oxigénio
consumido pelos organismos gera normalmente espécies reativas de oxigénio
nestas organelas com a formagdo do ion superoxido e de peréxido de
hidrogénio (66).

Os acidos graxos sao os principais substratos utilizado pela mitocondria
para fornecer energia cardiaca em condi¢des aerdbicas (67). No citoplasma os
acidos graxos sao convertidos em acil-CoA pela acil-CoA sintase formando FA-
acil-CoA e 75% do FA-acil-CoA produzido é transferido para mitocéndria. Os
restantes dos 25 % é armazanado como triglicerideos para posterior oxidagao
(68). O FA-acil-CoA derivado do metabolismo dos acidos graxos produz acetil-
CoA. Vale ressaltar que o piruvato, derivado do metabolismo de carboidratos
também gera acetil-CoA e um dos reguladores da oxidagao do piruvato é a
piruvato desidrogenase. O acetil-CoA que é produzido na B-oxidagdo dos
acidos graxos e na oxidag¢ao do piruvato entra no ciclo do acido citrico e gera
NADH e FADH:2. Esses produtos formados participam da cadeia transportadora
de elétrons e gera gradientes eletroquimicos que fornece prétons para 5
complexos, onde o difosfato de adenosina € combinado com Pi (fosfato
inorganico), resultando na formacéao de ATP (69).

Durante o desenvolvimento de patologias cardiacas, pelo menos em
suas fases iniciais, ocorre uma diminuigao da utilizagado de acidos graxos como
substrato para geracdo de energia e utilizagdo da glicose como resposta
compensatéria (70). O aumento dos niveis de catecolaminas e cortisol
induzidos pela agressao cardiaca estimulam a lipdlise levando a um aumento
de acidos graxos. Porém, os acidos graxos necessitam de 10% a 12 % a mais
de oxigénio do que a glicose para gerar a mesma quantidade de ATP. A
oxidagao de acidos graxos produz calor em vez de ATP e nesta situagdo, um
aumento na oxidagao dos acidos graxos pode desperdicar oxigénio e agravar

os danos ao coragao.
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Na remodelagéo e insuficiéncia cardiaca ocorre diminuigdo da sintese de
moduladores de oxidagdo de acidos graxos, o que resultara no acumulo de
lipidios no citoplasma. Por esses motivos, durante o processo de remodelacao
cardiaca a glicose é a fonte de energia preferencial, uma vez que ela gera uma
maior quantidade de ATP por molécula de oxigénio consumida. A glicose
mantém um nivel razoavel de produgdo de energia até que ocorra a
lipotoxicidade. Nesta, os acidos graxos nao oxidados sdo armazenados em
triglicerideos que se acumulam no interior do citoplasma e exerce um efeito
téxico no coragao (69).

Wakasugi e colegas demonstraram que ratos tratados com doxorrubicina
apresentaram uma importante redugao tanto na utilizacéo da glicose como na
utilizacdo dos acidos graxos. No entanto, altas concentragdes de
doxorrubicina foram necessarias para inibigdo da oxidacdo da glicose em
comparacgao a oxidagao de acidos graxos (71).

Em nosso estudo, a doxorrubicina levou a alteragdes no metabolismo
energético caracteristicas de situagdes patoldégicas, com aumento da
atividade das enzimas envolvidas no metabolismo da glicose e diminui¢cado da
atividade da B-hidroxiacil-coenzimaA desidrogenase. A administragdo de agai
promoveu melhora na atividade da enzima [-hidroxiacil-coenzimaA
desidrogenase e provocou diminuicdo da atividade da fosfofrutoquinase.
Adicionalmente, podemos dizer que a suplementacdo de acai também
permitiu um funcionamento adequado do ciclo de Krebs, ja que a atividade da
citrato sintase, primeira enzima do ciclo, diminuiu com a administracido de
doxorrubicina e a suplementacdo de acai, apesar de nao normalizar sua
atividade, promoveu melhora em relagdo ao grupo que sO recebeu
doxorrubicina. Desse modo, podemos afirmar que a suplementacdo de acai
juntamente com a doxorrubicina favoreceu a manutengdo do metabolismo
miocardico préximo a uma situacado de normalidade.

Em desacordo com a literatura, onde foi observado maior atuagao da
doxorrubicina nos complexos Il e IV (ndo estudado nesse trabalho), pouca
atuacdo no complexo | e nenhuma atuagdo no complexo Il (70), nossa
pesquisa evidenciou que a doxorrubicina diminuiu a atividade dos complexos |,

Il e ATP sintase, o que poderia contribuir para a formacado de mais radicais de
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oxigénio e, consequentemente, maior estresse oxidativo, como observado em
nosso estudo.

Podemos afirmar que o acgai atenuou a disfungdo mitocondrial
provocada pela doxorrubicina, pois normalizou a atividade da ATP sintase e
melhorou consideravelmente a atividade do complexo Il. No entanto, a melhora
do metabolismo mitocondrial ndo foi suficiente para diminuir nosso marcador de
estresse oxidativo (hidroperdxido de lipideo), conforme citado anteriormente.
Isso nos leva a crer que, neste modelo experimental, existem outras fontes
produtoras de espécies reativas.

De fato, a doxorrubicina também interfere na atividade da NOS e pode
gerar radical peroxinitrito e talvez esse radical tenha um papel mais importante
na cardiotoxicidade que as EROs (72).

Em relagcdo a apoptose, pode-se dizer que é um fenbmeno de morte
celular que ocorre individualmente, ou seja, a morte de uma célula ndo leva a
morte de outras células. Na manutencdo da homeostase tecidual, este
processo de morte celular possui um papel essencial e € importante em certas
condic¢des patologicas, incluindo o cancer (73).

A maioria das alteragbes morfologicas observadas € causada por uma
série de proteases, chamadas caspases, que sao ativadas especificamente em
células em apoptose (74). Como ja foi citado anteriormente, a apoptose
também pode ser regulada pela proteina Bcl-2, uma vez que esta previne a
formagdo de poros na membrana mitocondrial e impede a liberacdo de
citocromo C para o interior da célula, evitando assim a ativacado da caspase-3
(23). A formacao de dimeros Bcl-2-Bax previne a formagédo desses poros e
inibe a apoptose (23). Com a administragdo da doxorrubicina ocorre aumento
da relacdo Bax/Bcl-2 e isso provoca a formacédo de dimeros Bax-Bax, levando
a formacédo de poros na membrana mitocondrial e promove a liberagdo do
citocromo C, estimulando assim a apoptose.

Danos no DNA e nas vias de sinalizacdo envolvendo o supressor
tumoral p53 também podem estar envolvidos na morte de células cardiacas
induzida pela doxorrubicina. Apés ativagéo, o p53 induz a expressao de genes
associados com a parada celular, reparo no DNA e apoptose (75).

Outro mecanismo de indugao de apoptose pela doxorrubicina pode ser

através da ativagdo da proteina p38 quinase que € ativada por mitdégenos e
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inibicdo da via PI3K e serinal/treonina (Akt), proteinas que fornecem sinal
antipoptaotico (18, 72).

Verificamos que em nosso estudo que houve aumento da expressao de
caspase-3 no musculo cardiaco dos animais que receberam doxorrubicina, no
entanto, ndo observamos diferenga estatisticamente significante em relagcéo a
Bcl-2. O agai n&o interferiu na expressao dessas proteinas.

Apesar de estudos anteriores mostrarem que a doxorrubicina promove
alteracao na Bcl-2 (76), talvez a relagao entre a expressao proteica de Bcl-2 e
Bax seja mais importante que alteragbes na expressao da Bcl-2 isoladamente
(23).

Ap6és o uso da doxorrubicina, o coracdo pode sofrer alteracdes
bioquimicas e moleculares importantes que cursam com importantes alteracoes
na sua funcdo (51). Como ja citado anteriormente, o estresse oxidativo pode
ativar as metaloproteinases de matriz (MMP), que sdo enzimas responsaveis
pela degradacao de componentes da matriz extracelular, atuando no
desenvolvimento normal dos tecidos ou em processos patoldgicos (77).

Essas MMP pertencem a uma familia grande de enzimas zinco-
dependentes, que desempenham importante funcdo no desenvolvimento de
diversas doencas cardiovasculares (78). No coracédo, podemos destacar duas
enzimas, também classificadas como gelatinases: a MMP-2 e a MMP-9. A
estrutura e fungdo da matriz extracelular sdo mantidas pelas MMPs, enquanto
que sua atividade € regulada pelos TIMPs (inibidor tecidual de
metaloproteinase). Desta forma, o aumento da atividade de MMP esta
associado a degradacdo da matriz extracelular e aumento da produgédo de
TIMP esta associado a menor degradagao de colageno e subsequente fibrose.

No geral, em situagdes fisioloégicas, a produgdo de MMP e TIMP
encontra-se em equilibrio, porém, em situagdes patolodgicas, a ativacdo de
MMP e a degradagao excessiva da matriz extracelular pode levar a expansao
do VE e esta associada a remodelagdo cardiaca e insuficiéncia cardiaca
(12,79). Alteragbes nos niveis de MMP-2 e MMP-9 no miocardio foram
observadas em doengas hipertensivas utilizando ratos como modelo
experimental, no infarto do miocardio, bem como apds tratamento agudo e

cronico com doxorrubicina (15,80). De acordo com varios estudos, a
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administracdo de doxorrubicina provoca, agudamente, aumento de MMP-2
(81).

As MMP sao produzidas em sua forma inativa e, para que sejam
ativadas, ha a necessidade de clivagem do peptideo que cobre o sitio de agéo
da enzima. A quebra desse peptideo confere as MMP ativas menor peso
molecular que suas formas inativas. Deste modo, a banda inferior da MMP-2,
ou seja, a mais leve, apresenta peso molecular de 64 KDa. A banda superior a
banda ativa corresponde a MMP-2 inativa e apresenta peso molecular de 72
KDa. Além disso, em roedores, € possivel identificar uma banda de MMP-2
com peso molecular de 75 KDa (82). Em nosso estudo, houve aumento da
banda de 75 KDa e 72 KDa nos animais que receberam a doxorrubicina,
semelhante a resultado prévio na literatura (80), e diminuicdo da banda de 72
KDa dentre os animais que foram suplementados com acai; no entanto, o acai
nao foi capaz de prevenir o aumento de MMP-2 nos animais que receberam a
doxorrubicina. Identificamos apenas um estudo que avaliou o efeito do agai na
expressao e atividade de MMP-2 no tecido cardiaco. Este estudo ndo mostrou
qualquer efeito do uso do agai isoladamente na atividade de MMP-2 (83).

Um dos fatores mais potentes de ativagcdo de MMP-2 é o aumento do
estresse oxidativo e nossos resultados sugerem que o agai diminuiu o estresse
oxidativo, pois levou a diminui¢cao do hidroperdxido de lipideo. Esse poderia ser
um dos motivos pelos quais os animais que receberam suplementagcao de acai
poderiam ter menor atividade de MMP-2.

Os efeitos agudos ou subagudos da doxorrubicina sobre o coragéo
podem se manifestar através alteragdes eletrocardiograficas inespecificas, de
perturbagdo da condugdo cardiaca (bloqueios auriculoventriculares ou
bloqueios de ramo), arritmias, miocardite, pericardite e disfungdo ventricular.
Esses eventos podem ocorrer desde o inicio do tratamento até duas semanas
apo6s o término do mesmo (51).

Podemos observar, agudamente, prejuizo da fungdo sistdlica e
diastolica do ventriculo esquerdo em estudos experimentais (80). Conforme
esperado, nossos animais apresentaram diminuicdo da fragcdo de
encurtamento, caracterizando disfungao sistélica, e aumento do atrio esquerdo

com diminui¢cao da onda E’ septal, caracterizando disfuncao diastdlica.
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No estudo do coracédo isolado, a doxorrubicina reduziu a +dP/dt, a —
dP/dt e a pressao sistdlica maxima, também sugerindo piora tanto na fungéo
sistdlica, quanto diastélica. Foi evidente o efeito do acgai na prevencao da
disfungao ventricular ao ecocardiograma, no entanto ndo observamos o0 mesmo
efeito no estudo do coragao isolado, no qual a funcéo ventricular é analisada in
vitro. Conforme citado anteriormente, os animais que receberam doxorrubicina
provavelmente apresentavam diminuicdo da volemia e, nessas situacdes,
esperamos que ocorra vasoconstricdo para manutencao da perfusdo organica
adequada. Se o grau de vasoconstricdo for muito importante, podemos ter
aumento da pos-carga e prejuizo na funcao cardiaca.

No estudo do coracdo isolado ndo ha qualquer influéncia da
vasoconstricao, pois a fungdo do 6rgao € avaliada sem qualquer interferéncia
do organismo, seja hemodinamica, enddcrina ou neuronal. Devido a esse fato,
acreditamos que as diferencas observadas entre os dois tipos de estudo de
funcdo possam ser atribuidas a vasoconstricdo provocada pela hipovolemia
(48, 81, 82) e também pela prépria droga. A doxorrubicina pode se ligar ao
dominio redutase da eNOS e consequentemente diminuir a produ¢cdo de NO
(72). Também pode interferir com a expressdo de receptores B e «
adrenérgicos, sendo que doses altas e agudas podem provocar maior
expressao desses receptores e essa expressdo esta relacionada com a
regulagcdo do microRNA-30 (72).

Apesar de o acai apresentar propriedades vasodilatadoras que podem
ser atribuidas as antocianinas e sua capacidade de aumentar a expressao de
NO (83,84,85), de maneira surpreendente, ndo observamos qualquer diferenca
na concentracdo sérica dos derivados do NO em nosso estudo. No entanto,
acreditamos que a diferenga entre os métodos de avaliacdo da fung&o ainda
possa ser atribuida a vasoconstricdo, ja que o acgai pode interferir em outras
vias mediadoras da vasoconstricao, como o] sistema
renina/angiotensina/aldosterona (86,87) nao avaliadas nesse estudo.

Em resumo, a doxorrubicina provocou disfungao ventricular in vivo e in
vitro, aumentou o estresse oxidativo, aumentou MMP-2, promoveu
modificagdes no metabolismo energético miocardico e aumentou a expressao
proteica de casapase-3 ativa. A administracdo preventiva de acgai foi capaz de

atenuar a disfuncao sistélica e, possivelmente, a disfuncédo diastdlica in vivo,
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porém nao atenuou a disfungao in vitro. Acreditamos que o efeito vasodilatador
do acai possa estar relacionado a essa melhora da fungdo in vivo.
Adicionalmente, o agai melhorou o metabolismo energético cardiaco, incluindo
melhora na atividade das enzimas da cadeia fosforilativa mitocondrial e

atenuou o estresse oxidativo, de acordo com a hipotese inicial.
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Conclusdo



A doxorrubicina induziu alteragdes na estrutura e fungdo cardiaca, além
de aumento do estresse oxidativo, mudangas no metabolismo energético,
ativacao de MMP-2 e aumento da apoptose. O acai preveniu o aparecimento
de disfuncéo cardiaca in vivo, além de atenuar as mudangas no metabolismo
energético miocardico e o estresse oxidativo induzido pelo quimioterapico.
Portanto, a suplementacédo de agai constitui uma potencial estratégia para a

reducao da cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina.

46



TABELAS

Tabela 1: Dados morfométricos

C (n=16) A (n=16) D (n=15) DA (n=16) Pinteragéo Pagai P doxo
PC inicial (g) 396 + 37 404 £ 35 409 + 32 405 £ 32 0,478 0,787 0,418
PC final (g) 396 + 38 406 = 39 389 + 33 390 + 33 0,615 0,553 0,183
APC (9) 0,37 +4,95 1,81 +6,1 -20,4 £ 16,5 -15,8+14,4 0,582 0,298 0,001
VE (9) 0,92+0,13 0,90 £0,12 0,86 0,17 0,8+0,1 0,651 0,271 0,049
VE/PC 0,021 + 0,003 0,021 + 0,002 0,024 + 0,003 0,023 + 0,002 0,796 0,537 0,015
VD (g) 0,24 £ 0,05 0,23 £ 0,06 0,24 £ 0,08 0,23 £ 0,07 0,830 0,709 0,990
Figado (g) 12,2+1,5 12,9+1,8 11,8+14 11,8+1,6 0,416 0,434 0,072
Pulmao (g)* 1,59 £ 0,32 1,80 £ 0,35 1,49 + 0,22 1,67 + 0,63 0,664 0,078 0,165

C: grupo controle; A: grupo agai; D: grupo doxorrubicina; DA: grupo doxorrubicina + agai; PC: pesocorporal; A PC: peso
corporal final — peso corporal inicial; VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito. Dados expressos em média +
desvio padrao. *variaveis normalizadas para a realizagao do teste ANOVA de duas vias.

Tabela 2: Variaveis estruturais ao Ecocardiograma

C (n=16) A (n=16) D (n=15) DA (n=16) P interagio P agai P doxo
FC (bpm) 342,50+ 50,63 326,44 + 66,34 286,27 +58,01 306,31:60,19 0,230 0,894 0,013
VES (mm) 1,02+046  1,10+043  *1,33+0,88  *1,09:071 0,002 0,110 0,003
VED (mm)@ 6,9(6,6-7,5) 7,3(69-75) 6,9 (62-7,4) 6,6+08 0,324 0335 0,324
PP (mm)@ 15(1517) 15(15-1,8 15(1515) 15(15-15) 0766 0752 0,502
ERPP 045+0,04  046+006  045+006  047+007 0573 0742 0,328
SIV (mm)@ 15(15-1,8) 1,8(1,5-1,8) 18(1518) 18(1,7-1,8) 0415 0,138 0,520
AE (mm) 491+033  499+035 *552+078 %4,93%049 0012 0054 0,037
AE/Ao 1,34 £0,10 1,38 0,07 1,57 £0,28 1,45+0,16 0,057 02360 0,001

FC: frequéncia cardiaca; VES: didmetro sistélico do ventriculo esquerdo; VED: diametro diastdlico do ventriculo
esquerdo; PP: espessura diastdlica da parede posterior do ventriculo esquerdo; ERPP: espessura relativa da parede
(2xPP/VED); SIV: espessura diastélica do septo; AE: diametro do atrio esquerdo, Ao: diametro da aorta. C: grupo
controle; A: grupo agai; D: grupo doxorrubicina; DA: grupo doxorrubicina + agai. * Diferente do grupo C; & diferente
do grupo D; valor de p: ANOVA de 2 vias. @ variaveis analisadas por teste t/Mann-Whitney, com valor de p ajustado
por Bonferroni; nessas situagdes, o valor de p considerado para o pinteragéo foi o valor de p da comparagdo DxDA,
pdoxorrubicina foi o valor de p para a comparag¢édo CxD e o pacai foi o valor de p da comparagéo CxA.
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Tabela 3: Dados funcionais ao Ecocardiograma

C (n=16) A (n=16) D (n=15) DA(n=16) P interagao P acai P doxo
Fenc (mm) 0,60 + 0,06 0,58 + 0,04 0,44 +0,09* 0,54 + 0,063 0,001 0,014 0,001
E/A (mm) 1,59 £ 0,26 1,6 £0,25 1,67 £ 0,43 1,50 £ 0,22 0,233 0,295 0,905
TRIVc 65+ 13 66 + 8,5 70 £ 17 7187 0,959 0,743 0,133
E’ septal (cm/s) 6,4+0,8 59+0,6 4,5+0,8" 56+1,1% 0,013 0,330 0,002
E’ lateral (cm/s) 6,7+1,3 7,0+1,6 4,7+1,2 57+12 0,471 0,203 0,002
S’ septal (cm/s) 55+0,8 55+0,6 4,4+09 49+14 0,484 0,551 0,020
S’ lateral (cm/s) 6,2+05 64+04 5,6 +0,6 6,0+£0,5 0,744 0,116 0,016

C: grupo controle; A: grupo agai; D: grupo doxorrubicina; DA: grupo doxorrubicina + agai. Fenc: fragdo de encurtamento
do ventriculo esquerdo; E/A: relagdo da onda E e A ao doppler transmitral; TRIVc: tempo de relaxamento isovolumétrico
corrigido pela frequéncia cardiaca; E’: onda E ao doppler tissular. * Diferente do grupo C; & diferente do grupo D. Valor
de p: ANOVA de duas vias.

Tabela 4: Estudo do coragao Isolado

C (n=8) A (n=8) D (n=7) DA (n=8) P interagédo P acai P doxo
Vo (uL) 85,6 + 36,4 90,0 + 23,0 77,1+£329 86,9+22,5 0,801 0,508 0,585
+dP/dt*
mmgls 2961+ 1066 3109 + 978 1768 + 434 1680 * 554 0,579 0,912 <0,001
mmHg/s
-dP/dt
mmals 2063 + 612 2422 + 619 1275 + 514 1133 + 485 0,226 0,596 <0,001
mmHg/s
(Ps“i":’)‘ 143 + 39 137 £ 29 99 + 21 90 + 23 0,918 0,499 <0,001
mmHg

Dados expressos em média * desvio padrdo. * variaveis normalizadas para a realizagdo do teste estatistico. C: grupo
controle; A: grupo acgai; D: grupo doxorrubicina; DA: grupo doxorrubicina + agai; VO: volume inicial do baldo
intraventricular que determina presséo diastdlica de zero; +dP/dt: primeira derivada positiva de pressao; -dP/dt:
primeira derivada negativa pressédo; PSmax : pressao sistélica maxima atingida. Valor de p: ANOVA de duas vias.

Tabela 5: Metaloproteinase de matriz no miocardio
C (n=10) A (n=5) D (n=4) DA (n=6) P interagio P acai P doxo
MMP-275KDa 1,53+0,48 1,20+0,66 245+123 165+1,04 0480 0,100 0,049

MMP-272KDa 1,39+041 1,07+045 2,08+0,88 1,38+0,42 0,380 0,023 0,026

MMP-2 64 KDa 1,37+0,77 1,43+091 164+118 1,25%1,08 0,550 0,651 0,898
MMP: metaloproteinase de matriz. Dados expressos em média + desvio padrdo. C: grupo controle; A:

grupo agai; D: grupo doxorrubicina; DA: grupo doxorrubicina + acai. Valor de p: ANOVA de duas vias. Os
valores estao apresentados em unidades arbitrarias.
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Tabela 6 - Atividade das enzimas relacionadas ao estresse oxidativo

CAT (umol/g tecido)

SOD (nmolimg proteina)@

GSH-Px (nmol/mg tecido)

C (n=8)

78,4 £19,2

11,5+17

75,0+8,2

A (n=8)

104,4 £ 25,0

11,2+23

69,9 +6,7

D (n=8)

42,9+10,5

9,6+0,9

*55,2+ 8,1

DA (n=8)

62,2+10,3

10,7(9,3-13,4)

&77,1+5,1

Pinteragio

0,596

0,195

<0,001

P acai

0,001

0,815

0,002

P doxo

<0,001

0,102

0,018

Os dados estdo expressos em média *+ desvio padrdo. C: grupo controle; A: grupo agai; D: grupo doxorrubicina; DA:
grupo doxorrubicina + agai. CAT: catalase; SOD: superoxido dismutase; GSH-Px: glutationa peroxidase. * Diferente do
grupo C; & diferente do grupo D. Valor de p: ANOVA de duas vias. @ variaveis analisadas por teste t/Mann-Whitney,
com valor de p ajustado por Bonferroni.

Tabela 7 - Atividade das enzimas relacionadas ao metabolismo energético

miocardico

B-OH-acilCoA-
Desidrogenase
(nmoL/mgPt)
Fosfofrutoquinase
(nmolL/gtecido)

Lactato desidrogenase
(nmoL/mgPt)

Piruvato Desidrogenase
(nmol/gtecido)

Citrato sintase
(nmol/mgPt)

C (n=8)

31,5+£5,0

145 + 28,8

58,3+8,5

267 £ 41,4

49,0+£7,2

A (n=8)

*26,2 £ 3,9

138 £19,8

48,5+6,7

348 + 33,2

426 £5,7

D (n=8)

*13,0+£2,8

*176 £25,6

111 +£30,3

152 + 34,2

*26,6 £ 6,5

DA (n=8)

@821,4+24

8133+£227

77,1+25,6

268 + 37,2

36,3+ 6,5

P interacao

<0,001

0,047

0,263

0,206

<0,001

P acai

0,251

0,008

0,002

<0,001

0,150

P doxo

<0,001

0,156

0,001

<0,001

<0,001

Os dados estido expressos em média *+ desvio padrdo. C: grupo controle; A: grupo agai; D: grupo doxorrubicina; DA:
grupo doxorrubicina + agai. * Diferente do grupo C; @diferente do grupo A, &diferente do grupo D. Valor de p: ANOVA

de duas vias.

Tabela 8 - Atividade das enzimas da cadeia respiratéria mitocondrial

Complexo |
(nmol/mgPt)

Complexo ll
(nmol/mgPt)

ATP Sintase
(nmol/mgPt)

C (n=8)

13,4 +£4.3

4,8+1,1

22,7+3,2

A (n=8)

13,9+3,4

4,1+£0,9

22,4+29

D (n=8)

91+25

1,604

*13,0£2,7

DA (n=8)

interacao

10,9+2,1

4@2,5+0,6

823,8+ 3,0

0,560

0,009

<0,001

<0,001

P doxo

0,003

<0,001

<0,001

Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo. C: grupo controle; A: grupo agai; D: grupo
doxorrubicina; DA: grupo doxorrubicina + agai. * Diferente do grupo C; @diferente do grupo A, &diferente
do grupo D. Valor de p: ANOVA de duas vias.
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FIGURAS

Figura 1: Delineamento experimental
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Figura 2. llustra a evolugdo do ganho de peso dos animais durante as 48 apds a administragdo da
doxorrubicina. O peso inicial representa o peso anterior a administragdo da doxorrubicina e o peso final
representa o peso 48 horas apds. Observamos redugdo do peso corporal dentre os animais que
receberam doxorrubicina, porém a suplementagédo de acai n&o influenciou nesse resultado. Valor de p:
ANOVA de duas vias. Teste estatistico foi realizado com a variagéo do peso corporal (peso final — peso
inicial).
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Figura 3: Ingestdo de ragcao e agua apdés a administragdo de
doxorrubicina
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Figura 3: llustra a ingestdo de racdo e consumo de &gua apds administragdo de Doxorrubicina. Foram
realizadas as seguintes comparacdes: CxD; CxA; DxDA e AxDA. Valor de p: Mann-Whitney, com valor de p
corrigido pelo numero de comparagdes possiveis. A chave liga dois grupos estatisticamente diferentes (p<0,008).

Figura 4: Expressao proteica de Bcl-2 no miocardio
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Figura 4: Expressao proteica de Bcl-2. Os valores foram normalizados pelo GAPDH. Valor de p: ANOVA
de duas vias.
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Figura 5: Expressao proteica de caspase-3

p =0,976
pd =0,097 4 - doxo
p,_ =0,848
pacal’ =0,810 ¢ - 0175
3 .= ,796 %\ interagdo !
interagdo =2 3
©
a
( v
[Tp)
@,
“V o™
; |
()
(]
o
o 17
[
(@)
: ‘ o | |
Controle Acai Doxo  Doxo+Agal Controle Acai Doxo  Doxo+Acai

oo = 0,006
1,6
’ p =0,714

acai
1,4 - P 0,244

interagdo

1,2 4

—
—

1,0 1

0,8

0,6

0,4

Caspase-3 - 19 KDa (UA)

0,2

0,0 - T T
nao doxo sim doxo nao acai sim acai

Doxorrubicina Acai

Figura 5: Expressao proteica de Caspase-3 no miocardio. Os graficos representam respectivamente a
caspase 3 ativa com peso molecular de 17 KDa, caspase 3 inativa com peso molecular de 35 KDa e

caspase 3 ativa com peso molecular de 19 KDa. Os valores foram normalizados pelo GAPDH. Valor de
p: ANOVA de duas vias.
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Figura 6: Metaloproteinase de matriz no miocardio
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Figura 6: Gel da zimografia. As areas em branco correspondem as areas de degradagao da gelatina no
gel. E possivel identificar 3 bandas que correspondem a 75 KDa, 72 KDa e 64 KDa. C: grupo controle; A:
grupo agai; D: grupo doxorrubicina; DA: grupo doxorrubicina + agai. MMP-2: controle positivo (MMP-2
recombinante). Valor de p: ANOVA de duas vias.

Figura 7: Concentracao miocardica de Hidroperéxido de Lipideo
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* p. _<0,001
b <0,001
acaf
300 < I * D = 0,068

interagdo

100 A

Hidroperdxido de lipideo
(nMol/g de tecido)

nao doxo sim doxo nao acai sim acai

Doxorrubicina Acai

Figura 7: llustra a concentragao miocardica de Hidroperdxido de Lipidio. Observamos aumento da
concentracéo de hidroperoxido de lipidio nos animais que receberam doxorrubicina e diminui¢cdo da sua

concentracdo nos animais que que foram suplementados com acai. * Indica concentragdo de
hidroperoéxido de lipidio. Valor de p: ANOVA de duas vias.
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Figura 8: Atividade da enzima Glutationa Peroxidase
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Figura 8: llustra a atividade da enzima Glutationa Peroxidase no tecido cardiaco. Observamos diminui¢ao

da atividade de glutationa peroxidase nos animais que receberam doxorrubicina e aumento da atividade
dessa enzima nos animais que receberam doxorrubicina e foram suplementados com acai. Valor de p:
ANOVA de duas vias. A chave liga dois grupos estatisticamente diferentes.

Figura 9: Concentracao sérica dos derivados do 6xido nitrico
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Figura 9: llustra a concentragéo sérica dos derivados do Oxido Nitrico (Nitrato/Nitrito) no soro do sangue.

N&o observamos diferencas estatisticamente significante entre os grupos. Valor de p: ANOVA de duas
vias
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