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Resumo-



Introduciao: A exposicdo a fumaca do cigarro (EFC) promove alteracdes morfoldgicas e
funcionais no coracdo, conhecidas pelo nome de remodelagdo cardiaca. O metabolismo
energético, o estresse oxidativo e a inflamag¢ao sdo alguns dos mecanismos que modulam este
processo, assim, torna-se relevante identificar medidas que possam atenud-los. Neste
contexto, o acai (Euterpe oleracea Mart.) pode ser ttil, principalmente, devido suas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias. Objetivo: Avaliar a influéncia da
suplementagao de polpa de agai sobre a remodelacdo cardiaca em ratos EFC, por meio da
andlise de varidveis morfoldgicas, funcionais, bioquimicas e moleculares cardiacas. Material
e Métodos: Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando aproximadamente entre 200 e
250g. Os animais foram alocados em 6 grupos: 1) Grupo ndo EFC e alimentado com racdo
comercial (NEFCAO, n=10); 2) Grupo ndo EFC e alimentado com ra¢do comercial
suplementada com 2% de polpa de acai (NEFCA2, n=10); 3) Grupo nao EFC e alimentado
com racdo comercial suplementada com 5% de polpa de agcai (NEFCAS, n=11); 4) Grupo
EFC e alimentado com ragdo comercial (EFCAQ, n=9); 5) Grupo EFC e alimentado com
racdo comercial suplementada com 2% de polpa de acai (EFCA2, n=10) e 6) Grupo EFC e
alimentado com ragdo comercial suplementada com 5% de polpa de acai (EFCAS, n=9). Apds
2 meses, foram realizados: afericdo da pressdo arterial sistolica, estudo ecocardiogréfico,
eutandsia para coleta do material bioldgico e estudo morfométrico. Amostras de soro foram
utilizadas para dosar cotinina e amostras de ventriculo esquerdo (VE) foram utilizadas para
avaliacdo de: metabolismo energético [P hidroxiacil Coenzima A desidrogenase (B-OH-acil
CoA-DH), citrato sintase (CS), complexo I, complexo II, ATP sintase, fosfofrutoquinase
(PFK), lactato desidrogenase (LDH) e piruvato desidrogenase (PDH)], estresse oxidativo
[hidroperdxido de lipidio (HL), catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GSH-Px) e fator nuclear derivado de eritréide 2 (Nrf2)], inflamacdo [fator
nuclear-«B (NF-kB)] e morte celular [Caspase-3]. Os valores sdo apresentados como média +
erro padrdo e as comparagdes entre os grupos foram realizadas pelo teste ANOVA de duas
vias, com nivel de significancia adotado de 5%. Resultados: Os animais EFC apresentaram
maior concentracdo de cotinina sérica; maiores valores de didmetro diastélico do VE,
diametro sistdlico do VE, massa do VE e indice de massa do VE nos dados ecocardiograficos;
maior peso do VE nos dados morfométricos; menor atividade de B-OH-acil CoA-DH, CS,
complexos I e II e ATP sintase, além de maior atividade de LDH nos dados de metabolismo
energético; e, por fim, maior concentracdo de HL e menor atividade de CAT, SOD e GSH-Px
nos dados de estresse oxidativo. Em relagcdo a influéncia da suplementacdo de polpa de acai
nos animais EFC, o grupo EFCAS apresentou maior atividade da CAT do que os grupos
EFCA2 e EFCAOQ de forma dose-dependente. Além disso, a acdo da suplementagdo de polpa
de acai foi observada nos ratos (EFC e NEFC) que receberam a dose de 2% e apresentaram
menor atividade do complexo II quando comparados com o0s animais que nido receberam
suplementagao. Ja os ratos (EFC e NEFC) que foram suplementados com 5% de polpa de acai
apresentaram menor concentracdo de HL do que os animais que receberam as outras duas
dietas. Por fim, a influéncia da suplementacdo de polpa de acai nos animais NEFC foi
observada no grupo NEFCAS que apresentou maior atividade da CS do que os grupos
NEFCA2 e NEFCAOQO de forma dose-dependente. Conclusao: A EFC induz remodelacio
cardiaca nos animais e a suplementacdo de polpa de acai parece atenuar os efeitos do cigarro
no estresse oxidativo cardiaco de forma dose-dependente.

Palavras-chave: Acai; Estresse oxidativo; Exposi¢cdo a fumacga do cigarro; Remodelagao
cardiaca.



Abstract



Background: Exposure to tobacco smoke (ETS) promotes morphological and functional
changes in the heart, known by the name of cardiac remodeling. The energy metabolism,
oxidative stress and inflammation are some of the mechanisms involved in this process, so it
becomes important to identify measures that can mitigate them. In this context, acai (Euterpe
oleracea Mart.) may be useful, primarily, because its antioxidant and anti-inflammatory
properties. Objective: To evaluate the influence of agai pulp supplementation on cardiac
remodeling in rats ETS, through the analysis of morphological, functional, biochemical and
molecular heart variables. Methods: Wistar rats were used, weighing approximately 200 to
250g. The animals were allocated into 6 groups: 1) no ETS and fed with commercial chow
(NETSAO, n = 10); 2) no ETS and fed with commercial chow supplemented with 2% acai
pulp (NETSA2, n = 10); 3) no ETS and fed with commercial chow supplemented with 5%
acai pulp (NETSAS, n =11); 4) ETS and fed with commercial chow (ETSAO, n = 9); 5) ETS
and fed with commercial chow supplemented with 2% acai pulp (ETSA2, n = 10) and 6) ETS
and fed with commercial chow supplemented with 5% acai pulp (ETSAS, n = 9). After two
months, measurement of systolic blood pressure, echocardiography, euthanasia for collection
of biological material and morphometric study were performed. Serum samples were used to
dose cotinine and left ventricular (LV) samples were used to evaluate: energy metabolism [[3
hydroxyacyl Coenzyme A dehydrogenase (B-OH-acyl CoA-DH), citrate synthase (CS),
complex I, complex II, ATP synthase, phosphofructokinase (PFK), lactate dehydrogenase
(LDH) and pyruvate dehydrogenase (PDH)], oxidative stress [lipid hydroperoxide (LH),
catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px) and nuclear
factor-erythroid 2-related factor-2 (Nrf2)], inflammation [nuclear factor-kappa B (NF-xB)]
and cell death [Caspase-3]. The values are presented as mean + standard error and
comparisons among groups were performed by two-way ANOVA, with significance level of
5%. Results: The ETS animals presented higher serum cotinine concentration; higher LV
diastolic diameter, LV systolic diameter, LV mass and LV mass index in echocardiographic
data; higher LV weight in morphometric data; lower activity of f-OH-acyl CoA-DH, CS,
complexes I and II and ATP synthase, in addition to increased LDH activity in the energy
metabolism data; and, finally, increased LH concentration and lower CAT, SOD and GSH-Px
activity in oxidative stress data. Regarding the acai pulp supplementation influence in ETS
animals, ETSAS group presented higher CAT activity than ETSA2 and ETSAO groups in a
dose-dependent manner. Furthermore, the acai pulp supplementation action was observed in
rats (ETS and NETS) fed with 2% dose and showed lower complex II activity when compared
to animals that received no supplementation. Already rats (ETS and NETS) which were
supplemented with 5% acai pulp had lower LH concentration than the animals that received
the other two diets. Finally, the acai pulp supplementation influence in NETS animals was
observed in NETSAS group with higher CS activity than NETSA2 and NETSAO groups in a
dose-dependent manner. Conclusion: ETS induces cardiac remodeling in animals and acai
pulp supplementation appears to mitigate the effects of smoking on cardiac oxidative stress in
a dose-dependent manner.

Keywords: Acai; Oxidative stress; Exposure to tobacco smoke; Cardiac remodeling.



Introducdo



1. Introducao

O tabagismo € a principal causa de morte evitdvel no mundo e, apesar da recente
diminui¢do de sua prevaléncia, aproximadamente 6 milhdes de dbitos por ano sdo atribuidos
ao uso do tabaco (1, 2). Caso sua atual situa¢do ndo seja modificada, estima-se que no ano de
2025 o nimero de tabagistas seja superior a 1 bilhdo (2). No Brasil, a estimativa de individuos

fumantes entre a populagado geral é de 13,7% (3).

A fumaca do cigarro contém mais de quatro mil substincias quimicas conhecidas
e ¢ composta de duas fases: a particulada e a gasosa. A fase gasosa apresenta alta
concentracdo de espécies reativas, que podem ser oxidantes ou pré-oxidantes (4, 5). Entre os
maleficios a saide associados ao hédbito de fumar, destacam-se as alteragdes cardiovasculares
(6, 7). A fumaca do cigarro € aterog€nica e pro-trombogénica, aumentando o risco de infarto
agudo do miocdrdio, acidente vascular cerebral, aneurisma adrtico, doenga vascular periférica
e morte subita, por meio de mecanismos associados a disfun¢do endotelial, aumento das LDL-
colesterol, redu¢ao das HDL-colesterol, aumento da concentracdo de moléculas de adesao e
fibrinogénio, aumento da agregacdo plaquetdria e aumento de espasmo vascular. Mesmo
doses muito pequenas de exposicdo a fumaca do cigarro (EFC) aumentam o risco dessas

situagdes (8-10).

Além de seus efeitos vasculares bastante conhecidos, os componentes da fumaca
do cigarro atuam também diretamente sobre o coracdo. Trabalhos de EFC em animais
observaram alteragOes ultraestruturais, estruturais e funcionais cardiacas (11-28), dentre elas,
alteracoes nas fibras musculares (desorganizacdo ou auséncia de miofilamentos, invaginacao
da membrana plasmatica, dilatacdo do reticulo sarcoplasmatico e mitocondria polimérfica e
edemaciada associada com diminuicdo da crista), hipertrofia, aumento da dimenséao diastélica
do ventriculo esquerdo (VE) e reducdo da funcdo sistdlica (12-14, 20, 28). Essas alteracoes de
tamanho, forma e funcdes sdo conhecidas pelo nome de remodelacdo cardiaca (29, 30).
Portanto, a EFC pode levar a remodelagdo cardiaca e intensificar remodelacdo iniciada por

outros estimulos, como o infarto do miocardio (26).

Uma das caracteristicas mais marcantes da remodelacdo cardiaca é que esse
processo resulta, frequentemente, em queda progressiva da fungdo ventricular (11, 29, 30).
Assim, estratégias podem ser utilizadas para atenuar o processo de remodelacdo e alterar sua

consequente mortalidade por doengas cardiacas.



Com relacdo ao metabolismo energético cardiaco, em condi¢cdes normais, 0s
acidos graxos correspondem a 60-90% do substrato utilizado para producdo de energia,
situacdo essencial para o bom funcionamento do coragdo. No entanto, diante de uma
agressdo, a utilizacdo preferencial de 4cidos graxos pode se inverter pela de glicose (31-33).
Estudos relatam alteracdes metabdlicas na remodelacdo cardiaca, que levam a menor
producdo de energia, menor utilizacdo de dcidos graxos livres e maior utilizagdo de glicose.
Essas mudangas estdo associadas a diminui¢do de fosfocreatina, forma na qual o ATP ¢
estocado. Sdo observadas também, alteragdes funcionais da mitocOndria, associadas a
progressao da insuficiéncia cardiaca (34, 35).

Estudos mostraram que o estresse oxidativo e a inflamagdo apresentam ligacao
entre EFC e alteracOes cardiacas (24, 25, 36). A fumaca do cigarro pode induzir produgdo
aumentada de metabodlitos e espécies reativas, além de enfraquecer o sistema de defesa
antioxidante, causando desequilibrio e aumentando o estresse oxidativo (37). A importancia
das espécies reativas ndo se restringe a dano ao DNA, proteinas, lipidios e macromoléculas.
Elas podem desempenhar papel em processos fisioldgicos, principalmente em vias de
transducdo de sinal, nas quais atuam como segundo mensageiro. Além disso, as espécies
reativas podem modular fatores de transcri¢do (37, 38). J4 o estresse oxidativo pode induzir
disfuncdo mitocondrial, ativacdo de metaloproteases de matriz, hipertrofia, fibrose e morte
celular (26, 39). Desta forma, o aumento do estresse oxidativo pode estar envolvido na

remodelagdo cardiaca induzida por EFC.

Além do sistema antioxidante enzimdtico, o organismo possui diferentes
mecanismos de resposta antioxidante, entre eles, os scavengers de espécies reativas, enzimas
de fase II e elementos de resposta antioxidante na sua regido promotora. O fator nuclear
derivado de eritréide 2 (Nrf2) é o regulador mestre da via de sinaliza¢do do estresse oxidativo
e dos elementos de resposta antioxidante (40). O Nrf2 coordena respostas compensatorias
transcricionais que induzem rede de vias antioxidantes e enzimas de detoxificagdo,
prevenindo danos patolégicos. Em condi¢des normais, o Nrf2 € retido no citoplasma pelo
Kelch-Like ECH-Associated Protein 1 (Keapl) e Cullin 3 (Cul3). Porém, em situagcdes de
estresse, o sistema Keap1-Cul3 € rompido e o Nrf2 livre migra para o niicleo, combinando-se
com pequena proteina chamada Maf. Essa combinacdo forma um heterodimero e se liga a
regido promotora dos elementos de resposta antioxidante, iniciando a transcri¢ao de genes da
resposta antioxidante. Entretanto, na fase cronica a via do Nrf2 pode estar exaurida ou
suprimida pela expressdo génica anormal do Nrf2, causando a falha na manutencdo da

homeostase redox por meio das enzimas mediadas pelos elementos de resposta antioxidante.

7



Estudos experimentais mostraram que a deficiéncia de Nrf2 tem papel importante na
patogénese da remodelacdo e da insuficiéncia cardiaca em diferentes modelos de agressao
(41).

O estresse oxidativo pode ativar a produgdo de citocinas inflamatérias e em
modelos de faléncia cardiaca esta produ¢cdo modulou a remodelacio cardiaca. Concentragdes
elevadas de interleucinas, interferon-y e fator de necrose tumoral-o estdo associadas com
disfuncdo do VE, caquexia, ativacdo do programa genético fetal, hipertrofia, fibrose e

apoptose (42-44).

O fator nuclear-kB (NF-kB) € importante fator transcricional relacionado tanto ao
estresse oxidativo, quanto ao processo inflamatério. Além disso, é o principal fator de
transcricdo anti-apoptose, regulando a expressdao de genes como os inibidores celulares de
apoptose e membros da familia Bcl-2. No estudo de Zhong e colaboradores, a inibicdo da
atividade do NF-«xB e da regulacdo de proteinas anti-apoptdticas dependentes de NF-«B,

resultou na ativacdo da caspase e induziu apoptose no pulmao de ratos EFC (45).

Considerando o papel do cigarro no metabolismo energético, no estresse oxidativo
e na inflamacdo, é importante entender os mecanismos envolvidos e identificar medidas que

possam atenuar estas agressdes no coragao.

Suplementos com ag¢des antioxidantes e anti-inflamatérias podem ser benéficos
apos agressao ao miocdrdio, por exemplo: estudo com probucol mostrou protecdo da funcao
cardiaca no modelo de cardiomiopatia induzida por adriamicina e maior sobrevida apds
infarto experimental (46). Em estudos com modelo de EFC, nutrientes como acido retindico,
beta-caroteno e vitamina D, exerceram efeito protetor contra danos ao tecido cardiaco (22, 23,

25, 28).

Neste contexto, grande interesse tem sido focado nas a¢des antioxidantes e anti-

inflamatorias de produtos naturais, fontes de compostos cardioprotetores (47).

O Brasil tem a maior biodiversidade do planeta, o que inclui grande numero de
espécies de frutas (48). Diversos autores relacionam o acai (Euterpe oleracea Mart.) com
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, além de atividades pré-apoptéticas e
antiproliferativas contra células de leucemia (49-56). Em estudo sobre a acdo antioxidante de
frutas e vegetais brasileiros, foi possivel verificar que a fruta e a polpa de agai possuem alta
capacidade antioxidante (57). A atividade antioxidante da polpa de acai € relacionada com os

compostos bioativos (vitamina C, carotendides, antocianinas e compostos fendlicos) presentes



em sua composicdo. O acai também representa importante fonte de lipidios, proteinas, fibras,

vitaminas e minerais (58, 59).

Em alguns trabalhos experimentais, foi possivel observar a agdo antioxidante do
acai. Em ratos diabéticos, a suplementacdo da fruta reverteu as condi¢des de estresse
oxidativo no figado e, no modelo de hipercolesterolemia, a suplementa¢do melhorou o estado
antioxidante no soro dos animais (49, 60). J& no modelo de EFC em camundongos, a
suplementacdo de acai reduziu a acdo oxidante da fumacga do cigarro no pulmio (61). Nao
foram encontrados estudos relacionados a influéncia da suplementacao de agai e o estado

antioxidante no coragao.

Até o momento, ndo foi descrita a melhor dose de suplementagdo de acai para que
se possa fazer alegacdes de saide em animais experimentais e seres humanos. Nao se sabe
ainda a dose de acai de maior efeito no coragdo, apesar de existir estudos com modelos em
outros o6rgdos, como no caso de Souza e colaboradores que, ao trabalharem com
hipercolesterolemia em ratos, utilizaram suplementacdo de 2% (60). Além deles, Fragoso e
colaboradores, ao tratarem cincer de bexiga em camundongos, preferiram observar a acao do
acai nas doses de 2,5 e 5% (62). J& Mertens-Talcott e colaboradores, suplementaram em
humanos saudaveis polpa de acai em dosagem dez vezes superior as doses utilizadas pelos
autores anteriores (52). E possivel verificar na literatura a utilizagdo de variadas doses de
suplementac¢do, além de misturas de frutas e ndo o agai puro. Diante do exposto, € interessante
investigar diferentes doses de suplementacdo, a fim de avaliar a melhor dose e um possivel

efeito dose-dependente.

Assim, com base nas alteracdes cardiacas induzidas pelo fumo e na acdo
antioxidante do acai, a sua suplementacdo pode atenuar a remodelacio cardiaca induzida em

ratos EFC.



Hipotese



2. Hipotese

A suplementacido de polpa de acgai na racdo atenua o processo de remodelacao
cardiaca induzida pela EFC em ratos Wistar de forma dose-dependente, principalmente por

acdo no estresse oxidativo.
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3. Objetivo

Avaliar a influéncia da suplementacdo de polpa de acai sobre a remodelagcdo
cardiaca em ratos EFC, por meio da andlise de varidveis morfoldgicas, funcionais,

bioquimicas e moleculares cardiacas.
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4. Material e Métodos

Animais

O protocolo deste trabalho (1046-2013) foi submetido e aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Botucatu, estando de acordo com o

Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal.

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando aproximadamente entre 200 e
250g, provenientes do Biotério Central da nossa instituicdo. Os animais foram acondicionados
em gaiolas individuais, com livre acesso a dgua e monitorizacdo dos ciclos de luz
(claro/escuro), temperatura e umidade. A ingestdo dos animais nio EFC (NEFC) foi
controlada e fornecida diariamente de acordo com a menor média de racdo consumida dentre
os grupos EFC. Os ratos foram pesados uma vez por semana. Os animais foram alocados nos

seis grupos descritos a seguir:

e NEFCAO (n=10): grupo ndo exposto a fumaca do cigarro agai dose 0% (racdo

comercial)

e NEFCA2 (n=10): grupo ndo exposto a fumaca do cigarro agai dose 2% (ragdo

comercial suplementada com 20g de polpa de agai/kg de racao)

e NEFCAS (n=11): grupo ndo exposto a fumaca do cigarro acai dose 5% (racdo

comercial suplementada com 50g de polpa de acai/kg de ragdo)
e EFCAO (n=9): grupo exposto a fumaca do cigarro agai dose 0% (ragdo comercial)

e EFCA2 (n=10): grupo exposto a fumaga do cigarro acai dose 2% (racdo comercial

suplementada com 20g de polpa de acai/kg de racao)

e EFCAS (n=9): grupo exposto a fumacga do cigarro acai dose 5% (racdo comercial

suplementada com 50g de polpa de acai/kg de racdo)
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Exposicdo a fumaga do cigarro

Para expor os animais a fumaca do cigarro utilizou-se o método descrito por
Simani (63), adaptado por Wang (64) e padronizado em nosso laboratério (15) (Figura 1).
Castardeli e colaboradores estudaram a remodelagdo cardiaca em animais EFC por dois meses
e ja puderam verificar alteracdes cardiacas significativas, portanto, optamos em observar os
animais por esse periodo de tempo (13). Os ratos foram alojados em cimara transparente,
conectada a aparato, situado em outra camara, que aspirava por vicuo a fumaca a partir da
queima dos cigarros e liberava-a para a camara com os animais. Na primeira semana, a
fumaca foi obtida a partir da queima de 5 cigarros, durante 30 minutos, duas vezes por dia no
periodo da manha e com intervalo de 10 minutos para que a fumacga fosse exaurida. Da
segunda semana em diante, o nimero de cigarros utilizados foi aumentado para 10, durante os
mesmos 30 minutos. Esse procedimento ocorreu duas vezes no periodo da manha e duas
vezes no periodo da tarde, com os intervalos de descanso de 10 minutos, totalizando uma
exposi¢ao a fumaca de 40 cigarros por dia, o que € equivalente a um fumante pesado. O
cigarro comercial escolhido apresentava a seguinte composicdo: 0,8mg de nicotina, 10mg de

alcatrdo e 8mg de monéxido de carbono.

Figura 1: Técnica para EFC.
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Suplementagdo de polpa de agai

A ragdo utilizada para adicdo da polpa de agai foi a Nuvilab (Nuvital®) farelada.
As polpas congeladas foram adquiridas comercialmente e logo apds a compra, foram
homogeneizadas e estocadas a temperatura de -80°C (Figura 2). No momento do preparo da
racdo, a polpa j4 em estado liquido foi adicionada ao farelo e a seguir a mistura foi peletizada.
Depois de pronta, o armazenamento foi realizado em freezer a -20°C. As doses da
suplementacdo de polpa de acai foram escolhidas com base nos estudos de Souza e

colaboradores (2%) e Fragoso e colaboradores (5%) (60, 62).

Figura 2. Homogeneizagao das polpas de acai.

Aferigdo da pressao arterial sistolica

Duas semanas antes do fim do experimento, a pressao arterial sist6lica (PAS) dos
animais foi aferida indiretamente pela cauda (65) e ndo houve EFC no dia anterior a medicao.
Para promover a vasodilatagdo da artéria caudal, os ratos foram previamente aquecidos com o
calor gerado por duas lampadas em uma caixa de madeira. Posteriormente, os animais foram
transferidos para um suporte cilindrico de ferro, a fim de permitir uma completa exposicao da
cauda, na qual foram acoplados sensor e manguito. As medidas foram determinadas por

plestimografia, utilizando-se o eletroesfigmomandmetro Narco Bio-System® modelo 709-
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0610 (International Biomedical, Austin, EUA). Um poligrafo também foi usado para o
registro (Figura 3).

Figura 3. Procedimentos para afericao da PAS.

Estudo ecocardiogrdfico

Apbs os dois meses de suplementagdo, os ratos foram anestesiados com
quetamina (50mg/kg) e xilazina (1mg/kg) por via intramuscular. A seguir, realizou-se a
tricotomia da regido anterior do térax e os animais foram posicionados em dectibito lateral
esquerdo para realiza¢do do ecocardiograma. Foi utilizado o equipamento modelo Vivid S6
(General Electric Medical Systems, Tirat Carmel, Israel), dotado de transdutor
multifrequencial de 5,0 a 11,5MHz. A avaliacdo dos fluxos transvalvar mitral e adrtico foi
realizada com o mesmo transdutor operando em 5,0MHz e as estruturas do cora¢do foram
medidas em, pelo menos, cinco ciclos cardiacos consecutivos. Todas as varidveis foram
obtidas de acordo com as recomendacdes da American Society of Echocardiography
(66).

Foram avaliadas as seguintes estruturas: didmetro do datrio esquerdo (AE),
didmetro da aorta (AO), razdo AE/AQO, razdo AE/peso corporal final (PC), drea do atrio
esquerdo (drea AE), drea do atrio direito (area AD), didmetro diastélico do VE (DDVE),
razdao DDVE/PC, diametro sistélico do VE (DSVE), razdo DSVE/PC, espessura diastdlica
da parede posterior (EDPP) do VE, espessura relativa da parede do VE (Esp. Rel. VE -
[2xEDPP)/DDVE]) e espessura diastélica do septo interventricular (EDSIV). A massa do
VE (MVE) foi calculada pela férmula [(DDVE+EDPP+EDSIV)’-DDVE?®] x 1,04, onde 1,04
representa a densidade especifica do miocardio (67) e o indice de massa do VE (IMVE)
deu-se pela razao MVE/PC.

A funcdo sistélica do VE foi avaliada pelas seguintes andlises: frequéncia
cardiaca (FC), onda sistélica do anel mitral septal (SM), fracdo de ejecdo (FE = [(DDVE3—
DSVE’/DDVE®)x100]), % de encurtamento (% ENC = [(DDVE-DSVE/DDVE)x100]) e
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indice cardiaco (IC), obtido pela razdao débito cardiaco/PC. A funcdo sistélica do VD foi
avaliada pela onda sist6lica do anel tricispide lateral (ST).

A funcgdo diastélica do VE foi analisada por: onda E do fluxo transmitral (E),
onda A do fluxo transmitral (A), razdo E/A, ondas diastdlicas inicial e tardia do anel mitral
septal (EM e AM), razao E/EM, tempo de desaceleracio da onda E (TDE), tempo de
relaxamento isovolumétrico (TRIV) e por fim TRIV normalizado para a frequéncia cardiaca
(TRIV/R—RO’S, onde R-R € a distancia de um batimento a outro). J4 a fungdo diastdlica do

VD foi analisada por: ondas diastdlicas inicial e tardia do anel tricispide lateral (ET e AT).

Eutanadsia e coleta do material biolégico

Apo6s o estudo ecocardiografico, os animais foram anestesiados com dose
excessiva de pentobarbital para a eutandsia. Logo apds, o coragdo foi coletado e dissecado em
AE, AD, VE e ventriculo direito (VD). O sangue dos animais também foi coletado e
centrifugado para a obtencdo do soro. VE e soro foram armazenados a -80°C para as

posteriores andlises.

Estudo morfométrico

Os étrios e os ventriculos foram pesados separadamente no momento da eutanésia
e depois a razdo entre o peso de cada estrutura do coracdo e o PC foi calculada, a fim de

avaliar hipertrofia nas estruturas cardiacas.

Dosagem da cotinina sérica

7z

A cotinina, metabdlito da nicotina, € um excelente marcador de EFC. Sua
dosagem a partir do soro dos animais foi realizada por ensaio imunoenzimatico de competi¢ao
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA), de acordo com as recomendacdes do

fabricante (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA).
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Avaliacdo do metabolismo energético

Aproximadamente 100mg de amostras do VE foram homogeneizadas em tampao
fosfato de sédio (0,1M pH 7,0) e centrifugadas. O sobrenadante foi utilizado para determinar
a concentracdo de proteinas e a atividade das enzimas do metabolismo energético. A atividade
dos complexos enzimdticos da cadeia transportadora de elétrons foi determinada apds
ressuspensdo e centrifugacdo do pellet com tampao fosfato de sédio (0,1M) contendo 250mM
de sacarose e 2mM de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (68). As leituras foram
realizadas em leitor de microplaca com controle por software. Todos os reagentes foram

obtidos do laboratério Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA).

e Determinacao da atividade da B-OH-acil CoA-DH
Determinada na presenga de tampao Tris-HCI (0,1M pH 7,0), EDTA, acetoacetil-
CoA e NADH (69).

e Determinacdo da atividade da citrato sintase (CS)
Avaliada pela reacdo de condensagdo 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-HCI1 (50mM pH 8,0) (69).

e Determinacdo da atividade do complexo I
A atividade do complexo I foi determinada em um sistema de reacdo composto
por tampdao fosfato de sodio (80mM pH 7,4), EDTA e NADH, onde se monitorou a
velocidade de oxida¢do do NADH (70).

e Determinacao da atividade do complexo II
A atividade enzimdtica do complexo Il foi medida em meio com tampdo fosfato
de potédssio (50mM pH 7,4), contendo succinato de sddio, fenasina metassulfato e 2,6-

diclorofenolindofenol, o qual teve absorbancia a 600nm (71).
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e Determinacao da atividade da ATP sintase
A atividade da ATP sintase foi determinada em meio tamponado (Tris-HCI 50mM
pH 8,0), na presenca de MgCl,, NADH, fosfoenolpiruvato, ATP, lactato desidrogenase e

piruvato quinase (72).

e Determinacao da atividade da fosfofrutoquinase (PFK)
A atividade da PFK foi determinada em meio contendo tampao Tris-HCI (50mM
pH 8,0), MgCl,, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, aldolase, trifosfato isomerase, ATP e
frutose-6-fosfato, com medidas da velocidade de oxidacdo do NADH; (69).

e Determinacdo da atividade da lactato desidrogenase (LDH)
A atividade da LDH foi determinada com a utilizagdo do método UV otimizado,
onde foi medido o consumo de NADH,, que € proporcional a atividade da enzima presente na

amostra.

e Determinacdo da atividade da piruvato desidrogenase (PDH)
Na presenca de tampao fosfato de potédssio (SOmM pH 7.4) foi determinada a
atividade da PDH em mistura reativa contendo NAD, tiamina pirofosfato, coenzima A,
ditiotreitol, MgCl,, nitro blue tetrazolium (NBT), piruvato de sédio e fenasina metassulfato,
onde mediu-se a conversdo do piruvato em acetil coenzima A através da velocidade de

reducdo do NAD (69).

Avaliacdo do estresse oxidativo

A avaliagdo do estresse oxidativo no VE foi feita a partir da anélise bioquimica da
concentracdo de hidroperdxido de lipidio (HL), da atividade das enzimas antioxidantes e da
quantificagdo da expressado protéica de Nrf2.

As andlises de HL e enzimas foram realizadas ap6s a determinacdo das proteinas
totais no tecido. Amostras de 100mg do VE foram homogeneizadas em tampao fosfato de
sodio (0,01M pH 7.,4) e a seguir centrifugadas. O sobrenadante foi utilizado para determinar a

concentragdo de proteinas totais (73).
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e Determinacao da concentracdo de HL

O HL foi medido por meio da oxidacdo do sulfato ferroso amoniacal (Fe’")
medida por hidroperéxido, com 100ul da amostra e 900ul de mistura reagente de sulfato
ferroso (FeSO4) 250uM, dcido sulfirico (H,SO4) 25mM, xilenol orange 100uM e butil-
hidroxitolueno 4mM em 90% (v/v) metanol. A intensidade da coloracdo da reacdo foi medida

por espectrofotometria (73).

e Determinacao da atividade da catalase (CAT)
A atividade da CAT foi determinada em tampao fosfato (pH 7,0), utilizando-se
0,5mL de amostra e peréxido de hidrogénio (30%). A leitura espectrofotométrica foi realizada

a 240nm (73).

e Determinacao da atividade da superdxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada tendo como base a capacidade da enzima em
inibir a reducdo de NBT por radicais superéxido gerados pela mistura hidroxilamina em meio
alcalino (pH 10,0). A hidroxilamina gera fluxo de O, do NBT para blue-formazana em
temperatura ambiente. Quando a amostra foi adicionada, a velocidade de redu¢do do NBT foi

inibida, conforme a porcentagem de SOD presente na amostra (74).

e Determinacao da atividade da glutationa peroxidase (GSH-Px)
A atividade da GSH-Px foi determinada em presenga de peréxido de hidrogénio.
A mistura da reacdo foi preparada com tampao fosfato de soédio, azida sodica, EDTA,
glutationa reduzida e glutationa redutase. Por meio da oxidacdo do metilenotetraidrofolato
redutase a 340nm na presenga de glutationa redutase, a qual catalisa a reducdo da glutationa

oxidada, foi determinada a atividade da GSH-Px (75).

Determinacao da expressdo de Nrf2, NF-kB e caspase-3 por Western blot

Para quantificagdo do Nrf2, as proteinas nucleares das amostras de VE foram
extraidas e separadas por meio de extracdo com tampao para extrato nuclear. A concentragdo
de proteina dos extratos foi analisada pelo método de Bradford (76). Em relacio a NF-xB
fosforilada, NF-kB total e caspase-3, para extrair as proteinas realizou-se a extracao de células
totais com tampdo radioimmunoprecipitation assay (RIPA). As proteinas presentes nas

amostras homogeneizadas foram aplicadas em géis de poliacrilamida contendo dodecil sulfato
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de sodio 10% para eletroforese (sistema Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell®: Bio-Rad,
Hercules, EUA). Apds a eletroforese, os géis foram transferidos para membranas de
nitrocelulose (sistema Mini Trans-Blot®: Bio-Rad, Hercules, EUA). As membranas foram
bloqueadas por 2 horas, com 0,5% de solucdo de leite em p6 desnatado em temperatura
ambiente. A seguir, as membranas foram incubadas por uma noite a 4 °C com os anticorpos
primdrios [(Nrf2: sc-722 rabbit IgG; NF-kB fosforilada: sc-33020 rabbit IgG; NF-kB total: sc-
8008 mouse IgG; (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA) e Caspase-3: rabbit IgG (Cell
Signaling Technology®, Danvers, EUA)]. Apoés trés lavagens com solucdo basal (Tris 1M pH
8,0; NaCl 2,5M e detergente Tween 20), as membranas foram incubadas por 1 hora e 30
minutos em temperatura ambiente com os anticorpos secunddrios [sc-2004 goat anti-rabbit
IgG-HRP e sc-2005 goat anti-mouse IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA)] e
novamente lavadas trés vezes em solucdo basal. Por fim, a imunodetec¢do foi realizada por
meio do método de quimioluminescéncia. Como controle interno, foi utilizada a proteina
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) [sc-32233 mouse IgG; e sc-2005 goat anti-
mouse I[gG-HRP (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA)]. A banda de interesse foi
localizada por meio de marcador de peso molecular (57kDa para o Nrf2, 65kDa para as duas
formas de NF-xB, 17kDa para a caspase-3 ativa e 37kDa para o GAPDH). O
fotodocumentador utilizado foi o Gel Logic 6000 Pro (Carestream Health, Rochester, EUA) e
as imagens geradas foram analisadas pelo programa Gel-Pro® 32 (Media Cybernetics,

Rockville, EUA), que mede em pixel as bandas escuras em fundo claro.

Anadlise estatistica

Os dados foram apresentados em média + erro padrdo. As varidveis com
distribuicdo ndo normal foram normalizadas por meio de transformacdo matematica para
serem analisadas no teste ANOVA de duas vias. Para os dados que nao conseguiram ser

normalizados, foram utilizados:

e Na comparagao de dois grupos > testes de Mann-Whitney ou t
e Na comparagao de trés grupos > testes de Kruskal-Wallis ou ANOVA de uma via
e Valor de p ajustado pelo método de Bonferroni (valor de p multiplicado por cinco,

visto que foram realizadas cinco comparagdes)
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Foram analisados os efeitos da exposicdo a fumaca do cigarro (EFC), da
suplementac¢do de polpa de acgai (A) e a interacao entre os dois fatores (EFC x A) pelo teste de
andlise de variancia (ANOVA) de dois fatores independentes. O teste ANOVA de duas vias
avaliou os efeitos de cada fator sobre as varidveis estudadas, independente do efeito do outro,
bem como a interacdo entre os dois fatores. Quando ocorreu diferenca significativa, tornou-se
importante identificar os animais e/ou os grupos que apresentaram diferenca entre si. Para
tanto, utilizou-se o teste de comparacdes multiplas de Holm-Sidak. No caso de interagdo entre
os fatores, os dados foram representados em grificos de barras tridimensionais, de modo a
permitir a visualizagdo dos seis grupos experimentais estudados, bem como a influéncia de
cada fator sobre a varidvel avaliada. Quando ndo houve interacdo entre os fatores, foram
analisados os dados marginais, a fim de saber se animais EFC diferiram dos animais NEFC e
se os suplementados com polpa de acai diferiram daqueles sem suplementagdo. Neste caso, 0s
dados e as diferencas foram representados em graficos de barras. Com base nessas

consideragdes, apresentamos os resultados da seguinte maneira:

e 1) Alteragdes causadas pela EFC, que correspondem: a) as comparagdes entre oS
grupos NEFCAO e EFCAO ou NEFCA2 e EFCA2 ou NEFCAS e EFCAS na
ocorréncia de interagcdo; b) as comparacdes entre todos os animais NEFC e todos os
animais EFC na auséncia de interacdo entre os fatores e c) as comparacgoes realizadas
entre os grupos NEFCAO e EFCAO por meio dos testes de Mann-Whitney ou t,
quando nio foi possivel realizar a transformagdo matematica da varidvel

e 2) Efeitos da suplementacdo de polpa de agai nos animais EFC, que correspondem: a)
as comparacgOes entre os grupos EFCAQO, EFCA2 e EFCAS na ocorréncia de interagao
e b) as comparagdes entre os grupos EFCAQO, EFCA2 e EFCAS5 por meio dos testes
de Kruskal-Wallis ou ANOVA de uma via, quando ndo foi possivel realizar a
transformacdo matemadtica da varidvel

e 3) Efeitos da suplementacdo de polpa de acgai tanto na EFC como no coragdo sem
agressdo, que correspondem: a) as comparacdes entre todos o0s animais sem
suplementacdo de polpa de acgai e todos os animais suplementados com ambas as
doses na auséncia de interagdo entre os fatores

e 4) Efeitos da suplementacdio de polpa de acai no coragdo sem agressdo, que
correspondem: a) as comparacdes entre os grupos NEFCAO, NEFCA2 e NEFCAS na

ocorréncia de interagdo; b) as comparacdes entre os grupos NEFCAO, NEFCA2 e
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NEFCAS por meio dos testes de Kruskal-Wallis ou ANOVA de uma via, quando ndo

foi possivel realizar a transformacdo matemadtica da varidvel
O nivel de significancia adotado foi de 5%. Para andlise dos dados e construcio

dos gréficos, foram utilizados os pacotes estatisticos SigmaStat versdo 3.5 e SigmaPlot versao

12, respectivamente (Systat Software Inc, San Jose, EUA).
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5. Resultados

Mortalidade, peso dos animais e consumo de racdo

Quanto a mortalidade, apenas um animal pertencente ao grupo NEFCA2 morreu.
O 6bito ocorreu apds a realizacdo do estudo ecocardiogrifico. Os animais ndo apresentaram
diferenca significativa em relagdo ao peso corporal inicial, peso corporal final e consumo
médio didrio de racdo na comparacdo entre os grupos. Estes dados estdo apresentados na

Tabela 1.

Pressado arterial sistolica

Nao foi observada diferenca significativa da pressdao arterial sistdlica na

comparacao entre os grupos (Tabela 1).

Cotinina

Em relacdo a dosagem de cotinina sérica dos animais, os ratos EFC apresentaram
concentracdes de cotinina presente no soro, diferente dos NEFC que ndo apresentaram esta
substincia. Ao compararmos os resultados, os animais EFC apresentaram maior valor do que
os animais NEFC. Nao foi observada diferenca na concentracdo de cotinina entre os trés
grupos EFC. Além disso, ndo foi observada alteracio da cotinina pela suplementagdo de polpa
de acai ou influéncia da polpa de agai nos animais EFC. Os dados estdo apresentados na

Tabela 1 e nas Figuras 4 e 5.
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Tabela 1. Peso corporal, consumo de racio, PAS e cotinina sérica.

Varidveis Grupo NEFCAO  Grupo NEFCA2  Grupo NEFCAS5  Grupo EFCAO  Grupo EFCA2  Grupo EFCAS p (EFC) p(A) p (EFCx A)
(n=10) (n=9) (n=11) (n=9) (n=10) (n=9)
Peso inicial (g) 241%9 24011 24149 23749 2409 245+8 0,949 0,908 0915
Peso final (g) 390+7 4027 3934 38345 384+8 39346 0,111 05530 0,358
Consumo de ragio (g) 22,2404 23,120,1 22,620,3 22,440,3 21,740,5 22,5+0,3 0,101 0,759 0,069
PAS (mmHg)" 134425 10846 152+14 118+7 12243 12143 0,775 0,170°% 0,839°
Cotinina (ng/mL)** 0,00+0,00 0,00%0,00 0,00%0,00 5,0420,09 5,46+0,12 5,15+0,16 0,010  1,000¢ 0,103*

Os dados sdo expressos em média + erro padrdo. NEFC: animais ndo expostos a fumaca do cigarro; EFC: animais expostos a fumaga do cigarro; A: polpa de acai; AQO: racdo
sem suplementagdo de polpa de acgai; A2: suplementacdo de 20g de polpa de acai/kg de racdo; AS: suplementacdo de 50g de polpa de agai/kg de racao; PAS: pressdo arterial
sistélica. #: os valores ndo atenderam as exigéncias do teste ANOVA de duas vias. $: foi realizado teste Mann-Whitney para comparagio entre NEFCAO e EFCAQ. @: foi
realizado teste Kruskal-Wallis para comparagdo entre NEFCAQ, NEFCA2 ¢ NEFCAS. &: ajuste do valor de o por Bonferroni por 5 comparagdes. §: foi realizado teste
ANOVA de uma via para comparagdo entre EFCAO, EFCA2 e EFCAS. °: n - NEFCAO0=8, NEFCA2=5, NEFCA5=4, EFCA(0=5, EFCA2=5 e EFCA5=5. Valor de p em

negrito representa diferenca significativa.



Cotinira (ngfmi)

n T
NEFCAD EFCA0

Figura 4. Dosagem de cotinina a partir do soro. NEFC: animais ndo expostos a fumaca do
cigarro, EFC: animais expostos a fumaca do cigarro e AQ: racdo sem suplementacio de polpa
de acai. Dados expressos em média + erro padrao. *p = 0,010.
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Figura 5. Dosagem de cotinina a partir do soro. EFC: animais expostos a fumaca do cigarro,
AO: racdo sem suplementacdo de polpa de acai, A2: suplementacdo de 20g de polpa de
acai/kg de racdo e AS: suplementacdo de 50g de polpa de acai/kg de racdao. Dados expressos
em média + erro padrdo. p = 0,103.
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Estudo ecocardiogrdfico

Os resultados ecocardiogréficos estdo apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4. A EFC
promoveu as seguintes alteragdes morfoldgicas: maiores diametros diastdlico e sistolico do
VE corrigidos pelo peso corporal final (Figuras 6 e 7), maior massa do VE e maior indice de
massa do VE (Figuras 8 e 9). Ndo foram observadas alteracdes relacionadas com a
suplementagao de polpa de agai ou com a influéncia da suplementagio de polpa de acai nos
animais EFC. Com relagdo as varidveis de func¢ao sistdlica e diastdlica, ndo foram observadas

diferencas entre os grupos.
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Tabela 2. Varidveis morfoldgicas avaliadas pelo ecocardiograma.

Varidveis Grupo NEFCAO  Grupo NEFCA2  Grupo NEFCAS5  Grupo EFCAO  Grupo EFCA2  Grupo EFCAS p(EFC) p(A) p(EFCxA)
(n=10) (n=9) (n=11) (n=9) (n=10) (n=9)
AE (mm) 5,3140,13 5,45+0,23 5,410,13 5,47+0,12 5,47+0,12 5,27+0,12 0,902 0,700 0,586
AE/AO 1,45+0,04 1,44+0,05 1,46+0,04 1,43+0,04 1,49+0,05 1,42+0,04 0,995 0,759 0,592
AE/PC (mm/kg) 13,740,5 13,540,5 13,8+0,4 14,3+0,4 14,3+0,4 13,5+0,4 0,326 0,660 0,381
Area AE (cm?)* 0,21+0,01 0,23+0,02 0,21+0,01 0,23+0,02 0,21+0,01 0,22+0,01 0,248°  0,288¢ 0,477°
Area AD (cm?)* 0,15+0,02 0,20+0,00 0,16+0,02 0,18+0,02 0,16+0,02 0,17+0,02 0,380° 0,220°¢ 0,841°
DDVE (mm) 6,64+0,19 6,62+0,16 7,0540,15 6,86+0,21 6,98+0,20 6,70+0,25 0,647 0810 0,164
DDVE/PC (mm/kg) 17,040,4 16,5+0,4° 18,040,4 17,940,4 18,240,6" 17,140,6 0,160 0,946 0,025
DSVE (mm)* 3,010,17 3,06+0,07 3,31+0,09 3,30+0,14 3,32+0,14 3,08+0,16 0,363 0,927 0,099
DSVE/PC (mm/kg) 7,71+0,39 7,63+0,21° 8,45+0,26 8,60+0,33 8,660,36" 7,86+0,43 0,109 0,999 0,032
EDPP (mm)* 1,69+0,04 1,65+0,05 1,63+0,04 1,79+0,07 1,67+0,07 1,75+0,07 0,322 0,560 0,433
Esp. Rel. VE 0,51+0,02 0,50+0,02 0,46+0,02 0,53+0,03 0,48+0,03 0,53+0,04 0,300 0,560 0,288
EDSIV (mm)* 1,74+0,05 1,70+0,06 1,67+0,06 1,7540,05 1,82+0,05 1,94+0,04 0,858° 0,570 0,125%
MVE (mg) 77343 74127 804439 856+55 853437 868240 0,013 0,630 0,839
IMVE (mg/g) 1,98+0,11 1,84+0,05 2,04+0,08 2,2240,12 2,23+0,09 2,21+0,10 0,001 0,581 0,511

Os dados sdo expressos em média + erro padrdo. NEFC: animais ndo expostos a fumaca do cigarro; EFC: animais expostos a fumaga do cigarro; A: polpa de acai; AO: racdo
sem suplementac@o de polpa de agai; A2: suplementagdo de 20g de polpa de agai/kg de ra¢do; AS: suplementagdo de 50g de polpa de agai/kg de ragdo; AE: didmetro do atrio
esquerdo; AO: didmetro da aorta; PC: peso corporal final; AD: atrio direito; DDVE: didmetro diastélico do ventriculo esquerdo (VE); DSVE: didmetro sistélico do VE;
EDPP: espessura diast6lica da parede posterior do VE; Esp. rel. VE: espessura relativa da parede do VE; EDSIV: espessura diastdlica do septo interventricular; MVE: massa
do VE; IMVE: indice de massa do VE. #: os valores nio atenderam as exigéncias do teste ANOVA de duas vias. $: foi realizado teste Mann-Whitney para comparagdo entre
NEFCAO e EFCAOQ. @: foi realizado teste Kruskal-Wallis para comparacdo entre NEFCAQ, NEFCA2 e NEFCAS. ¢: foi realizado teste Kruskal-Wallis para comparagéo entre
EFCAO, EFCA2 e EFCAS. &: ajuste do valor de o por Bonferroni por 5 comparagdes. #: variavel normalizada por meio de transformag@o matematica para realizag@o do teste
ANOVA de duas vias. §: foi realizado teste ANOVA de uma via para comparacdo entre EFCAO, EFCA2 e EFCAS. Interacdo entre os fatores: as diferencas estdo
representadas por letras, em que letras iguais designam as diferencas entre os grupos: b — EFCA2 # NEFCA2. Valor de p em negrito representa diferenca significativa.



DOVE/PC [mim/kE}

Figura 6. Diametro diastdlico do ventriculo esquerdo/peso corporal final. NEFC: animais ndo
expostos a fumacga do cigarro, EFC: animais expostos a fumacga do cigarro, AO: racdo sem
suplementacdo de polpa de acai, A2: suplementacdo de 20g de polpa de agai/kg de racdo e

AS: suplementacdo de 50g de polpa de acai/kg de racdo. Dados expressos em média. *p =
0,025.
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Figura 7. Diametro sistélico do ventriculo esquerdo/peso corporal final. NEFC: animais ndo
expostos a fumaca do cigarro, EFC: animais expostos a fumaca do cigarro, AQ: racdo sem
suplementacdo de polpa de acai, A2: suplementacdo de 20g de polpa de agai/kg de racdo e

AS: suplementacdo de 50g de polpa de acgai/kg de racdo. Dados expressos em média. *p =
0,032.
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Figura 8. Massa do ventriculo esquerdo. NEFC: animais ndo expostos a fumaca do cigarro e
EFC: animais expostos a fumaca do cigarro. Dados expressos em média + erro padrdo. *p =
0,013.
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Figura 9. Indice de massa do ventriculo esquerdo. NEFC: animais ndo expostos a fumaga do
cigarro e EFC: animais expostos a fumacga do cigarro. Dados expressos em média + erro

padrdo. *p =0,001.
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Tabela 3. Dados de fung¢do sistdlica pelo ecocardiograma.

Varidveis Grupo NEFCAO Grupo NEFCA2 Grupo NEFCAS Grupo EFCAO0  Grupo EFCA2  Grupo EFCA5S p(EFC) p(A) p((EFCxA)
(n=10) (n=9) (n=11) (n=9) (n=10) (n=9)

FC (bpm)* 304+19 281+£10 315+16 290+20 29710 302+17 0,846 0,467 0,513
SM (cm/s)* 5,22+0,20 5,37+0,23 5,24+0,22 5,03+0,23 5,15+0,12 5,36+0,30 0,585 0,715 0,718
FE (%) 90,3+1,2 89,9+0,7 89,4+0,7 88,6+1,0 89,1+0,8 90,2+0,8 0,431 0,908 0,373
% ENC 54,842,0 53,7£1,0 52,941,0 51,9+1,4 52,5+1,1 54,1+1,1 0,376 0,943 0,306
IC (mL/min/g)"* 0,21£0,03 0,21+0,03 0,27+0,03 0,22+0,03 0,21+0,03 0,20+0,03 0,882°  0,162° 0,916
ST (cm/s) 5,45+0,28 5,27+0,29 5,16+0,26 5,01+0,27 5,44+0,22 5,50+0,25 0,912 0,883 0,304

Os dados sdo expressos em média + erro padrdo. NEFC: animais ndo expostos a fumaca do cigarro; EFC: animais expostos a fumaga do cigarro; A: polpa de acai; AO: racdo
sem suplementacdo de polpa de agaf; A2: suplementacdo de 20g de polpa de acgai/kg de racdo; AS: suplementacdo de 50g de polpa de agai/kg de racdo; FC: frequéncia
cardiaca; SM: onda sistdlica do anel mitral septal; FE: fracdo de ejecdo; % ENC: porcentagem de encurtamento; IC: indice cardiaco; ST: onda sistdlica do anel trictispide
lateral. #: variavel normalizada por meio de transformacdo matematica para realizacdo do teste ANOVA de duas vias. #: os valores ndao atenderam as exigéncias do teste
ANOVA de duas vias. o: foi realizado teste t para comparacio entre NEFCAO e EFCAOQ. e: foi realizado teste ANOVA de uma via para comparagdo entre NEFCAO,
NEFCA?2 e NEFCAS. ¢: foi realizado teste Kruskal-Wallis para comparagdo entre EFCAQ, EFCA2 e EFCAS.



Tabela 4. Dados de fung¢ao diastdlica pelo ecocardiograma.

Varidveis Grupo NEFCAO Grupo NEFCA?2 Grupo NEFCAS Grupo EFCAO  Grupo EFCA2  Grupo EFCA5 p(EFC) p(A) p(EFCxA)
(n=10) (n=9) (n=11) (n=9) (n=10) (n=9)
E (cm/s)” 78,3+2,7 76,8+2.4 80,2+3,4 79,2+3,5 73,7%2,1 76,9433 0,967° 0,930 0,268
A (cm/s)* 46,8£3,6 46,3£2,6 52,8+3,5 47,542 .4 46,6£1,9 50,2+4,2 0,898 0,271 0,812
E/A* 1,75+0,12 1,69+0,10 1,56+0,08 1,70+0,10 1,59+0,04 1,58+0,09 0,623 0,263 0,824
EM (cm/s) 5,18+0,53 5,56+0,67 5,61+0,49 4,97+0,51 4,30+0,43 4,99+0,48 0,109 0,773 0,611
AM (cm/s) 4,7340,45 4,74+0,41 5,08+0,51 4,20+0,34 5,47+0,36 5,49+0,58 0,590 0,175 0,367
E/EM 16,3£1,4 15,2+1,7 15,3+1,4 17,1£1,7 18,8+1,9 16,3+1,3 0,163 0,716 0,618
TDE (ms) 49,2437 51,743,3 49,4424 53,2+4,1 46,8+3,7 53,6+4.,6 0,707 0,798 0,368
TRIV (ms)" 30,5+1,7 29,7422 29,2+1,2 28,1£1,7 31,2+1,9 31,4%1,6 0346° 0,821¢ 0,324°
TRIV/R-R"? 68,0£3,9 63,5£3,8 66,4+2,7 61,7+4,7 69,2439 70,4+4,0 0,733 0,651 0,253
ET (cm/s)* 5,33+0,46 4,14+0,31 5,24+40,55 4,50+0,30 4,00+0,30 4,5140,59 0,122 0,100 0,764
AT (cm/s) 4,67+0,66 4,3140,50 3,81+0,39 4,38+0,63 5,04+£0,50 5,32+0,37 0,133 0,956 0,229

Os dados sdo expressos em média + erro padrdo. NEFC: animais ndo expostos a fumaca do cigarro; EFC: animais expostos a fumaca do cigarro; A: polpa de acai; AO: racdo
sem suplementacdo de polpa de acai; A2: suplementacio de 20g de polpa de acai/kg de racdo; AS: suplementacdo de 50g de polpa de acai/kg de racdo; E: onda E do fluxo
transmitral; A: onda A do fluxo transmitral; EM: onda diast6lica inicial do anel mitral septal; AM: onda diastdlica tardia do anel mitral septal; TDE: tempo de desaceleracio
da onda E; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; TRIV/R-R*’: TRIV normalizado para a frequéncia cardiaca; ET: onda diastélica inicial do anel tricispide lateral;
AT: onda diastdlica tardia do anel tricdspide lateral. #: os valores ndo atenderam as exigéncias do teste ANOVA de duas vias. $: foi realizado teste Mann-Whitney para
comparagdo entre NEFCAQ e EFCAQ. @: foi realizado teste Kruskal-Wallis para comparagdo entre NEFCAO, NEFCA2 e NEFCAS. O: foi realizado teste Kruskal-Wallis para
comparagdo entre EFCAQ, EFCA2 e EFCAS. #: variavel normalizada por meio de transformacgdo matematica para realizagido do teste ANOVA de duas vias.



Estudo morfométrico

Os dados morfométricos analisados estdo apresentados na Tabela 5. Os animais
com EFC apresentaram maior peso imido do VE e peso imido do VE normalizado pelo peso
corporal final quando comparados com os animais NEFC (Figuras 10 e 11). Ndo foi
observada nenhuma outra alteragdo pela EFC. Nao foi observada ainda nenhuma alteracao
pela suplementacao de polpa de acai ou influéncia da polpa de acai nos animais EFC entre as

variaveis estudadas.
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Tabela 5. Variaveis morfométricas.

Varidveis Grupo NEFCAOQO Grupo NEFCA2 Grupo NEFCAS Grupo EFCAQO Grupo EFCA2 Grupo EFCA5S p(EFC) p(A) p(EFCxA)
(n=10) (n=9) (n=11) (n=9) (n=10) (n=9)

VE (mg) 711£13 717+20 72129 79622 729423 782+24 0,006 0,327 0,271
VE/PC (mg/g) 1,83+0,04 1,78+0,03 1,84+0,07 2,08+0,06 1,90+0,04 1,99+0,07 <0,001 0,117 0,461

VD (mg) 2077 198+14 19948 21249 213£20 206+8 0,351 0,835 0,894
VD/PC (mg/g) 0,53+0,02 0,49+0,03 0,51+0,02 0,55+0,02 0,55+0,05 0,53+0,02 0,146 0,616 0,699

AE (mg) 22,2430 20,4424 21,7429 20,8+1,3 21,024 23,4+3.8 0,902 0,798 0,851
AE/PC (mg/g) 0,06+0,01 0,05+0,01 0,06+0,01 0,05+0,00 0,05+0,01 0,06+0,01 0,789 0,804 0,857

AD (mg) 17,74£2,7 18,2+1,8 22,342,3 23,942,3 20,7+£2,8 21,9+3,6 0,205 0,611 0,461
AD/PC (mg/g) 0,05+0,01 0,05+0,00 0,06+0,01 0,06+0,01 0,05+0,01 0,06+0,01 0,154 0,628 0,423

Os dados sdo expressos em média + erro padrdo. NEFC: animais ndo expostos a fumaga do cigarro; EFC: animais expostos a fumaga do cigarro; A: polpa de agai; A0: ragdo
sem suplementacdo de polpa de acai; A2: suplementacdo de 20g de polpa de acai/kg de racdo; AS: suplementacdo de 50g de polpa de agai/kg de racdo; VE: ventriculo
esquerdo; PC: peso corporal final; VD: ventriculo direito; AE: atrio esquerdo; AD: atrio direito. Valor de p em negrito representa diferenca significativa.
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Figura 10. Peso imido do ventriculo esquerdo. NEFC: animais ndo expostos a fumacga do
cigarro e EFC: animais expostos a fumaga do cigarro. Dados expressos em média + erro

padrdo. *p = 0,006.
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Figura 11. Peso imido do ventriculo esquerdo/peso corporal final. NEFC: animais nao
expostos a fumaca do cigarro e EFC: animais expostos a fumaga do cigarro. Dados expressos

em média + erro padrdo. *p < 0,001.
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Metabolismo energético

Os dados referentes ao metabolismo energético estdo apresentados na Tabela 6 e
nas Figuras 12 a 19. A EFC promoveu as seguintes alteracdes: menor valor de atividade da -
OH-acil CoA-DH, da citrato sintase, do complexo I, do complexo Il e da ATP sintase, além
de maior valor de atividade da lactato desidrogenase. Em relacdo a suplementagdo de polpa de
acai, os animais (EFC e NEFC) que receberam 2% apresentaram menor valor de atividade do
complexo II quando comparados com os animais que ndo receberam suplementacdo. A
influéncia da polpa de agai nos animais NEFC foi observada pelo maior valor de atividade da
citrato sintase no grupo NEFCAS do que nos grupos NEFCA2 e NEFCAQ. Nao foram
observadas alteracOes relacionadas a influéncia da polpa de acai nos animais EFC entre as

variaveis analisadas.
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Tabela 6. Metabolismo energético.

Varidveis Grupo NEFCAO  Grupo NEFCA2  Grupo NEFCA5  Grupo EFCAO  Grupo EFCA2  Grupo EFCAS p (EFC) p(A) p (EFCx A)
(n=38) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

B-OH-acil CoA-DH' 33,5+1,6 29,6+1,8 35,6+1,1 22,7432 21,5+1,9 21,0£1,2 <0,001 0,287 0,255
Citrato sintase'* 86,7+3,4* 105+10" 134+8°AP 60,7+7,0° 76,9+5,8" 66,249,5¢ <0,001 0,008 0,020
Complexo 5,13+0,14 5,15+0,10 5,32+0,16 3,68+0,45 3,13+0,24 3,574#0,13  0,040°% 0,563° 0,412
Complexo II? 5,11%0,15 4,8420,19 4,90+0,23 3,74+0,49 2,39+0,09 2,9740,11 <0,001  0,009* 0,106
ATP sintase 38,4+1,6 34,415 29,5+1,4 25,4435 29,2424 25,3+1,2 <0,001 0,059 0,081
Fosfofrutoquinase” 14126 14849 13949 12646 145+10 13744 0280 0,239 0,602
LDH? 73,4%5,7 81,0+7,2 69,0+4,2 12215 1059 10249 <0,001 0,382 0,381
PDH* 316+14 30611 318+17 254427 3149 3029 0,130°  0,264° 0,208°

Os dados sdo expressos em média + erro padrdo. NEFC: animais ndo expostos a fumaga do cigarro; EFC: animais expostos a fumaga do cigarro; A: polpa de agai; A0: ragéo
sem suplementagdo de polpa de acai; A2: suplementacdo de 20g de polpa de agai/kg de ragdo; AS: suplementacido de 50g de polpa de agai/kg de ragdo; B-OH-acil CoA-DH: B
hidroxiacil coenzima A desidrogenase; LDH: lactato desidrogenase; PDH: piruvato desidrogenase; 1: nmol/mg proteina; 2: nmol/mg tecido; 3: nmol/g tecido. #: varidvel
normalizada por meio de transformagdo matematica para realizacdo do teste ANOVA de duas vias. #: os valores ndo atenderam as exigéncias do teste ANOVA de duas vias.
: foi realizado teste t para comparagdo entre NEFCAQ e EFCAOQ. &: ajuste do valor de o por Bonferroni por 5 comparacdes. ®: foi realizado teste ANOVA de uma via para
comparagio entre NEFCAO, NEFCA2 e NEFCAS. §: foi realizado teste ANOVA de uma via para comparacgio entre EFCAO, EFCA2 e EFCAS. $: foi realizado teste Mann-
Whitney para comparacdo entre NEFCAO e EFCAQ. @: foi realizado teste Kruskal-Wallis para comparagdo entre NEFCAO, NEFCA2 e NEFCAS. ¢: foi realizado teste
Kruskal-Wallis para comparacdo entre EFCAQ, EFCA2 e EFCAS. i: comparagdo de dados marginais relacionados ao agai: A2<AO0. Interacdo entre os fatores: as diferencas
estdo representadas por letras, em que letras iguais designam as diferencgas entre os grupos: a - EFCAO # NEFCAO, b — EFCA2 # NEFCA2, ¢ — EFCAS # NEFCAS, A -
NEFCAO # NEFCAS e B - NEFCA2 # NEFCAS. Valor de p em negrito representa diferenga significativa.
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Figura 12. B hidroxiacil coenzima A desidrogenase. NEFC: animais ndo expostos a fumaca do
cigarro e EFC: animais expostos a fumaga do cigarro. Dados expressos em média + erro
padrdo. *p < 0,001.
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Figura 13. Citrato sintase. NEFC: animais ndo expostos a fumaca do cigarro, EFC: animais
expostos a fumaca do cigarro, AO: ragdo sem suplementacdo de polpa de acai, AZ2:

suplementagdo de 20g de polpa de acai/kg de racdo e AS: suplementacdo de 50g de polpa de
acai/kg de racdo. Dados expressos em média. *p = 0,020.
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Figura 14. Complexo I. NEFC: animais ndo expostos a fumaca do cigarro, EFC: animais
expostos a fumaca do cigarro e AO: racdo sem suplementagdo de polpa de acai. Dados
expressos em média + erro padrdo. *p = 0,040.
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Figura 15. Complexo II. NEFC: animais ndo expostos a fumaca do cigarro e EFC: animais
expostos a fumaca do cigarro. Dados expressos em média + erro padrao. *p < 0,001.

48



10

ATP sintase (nmol'mg tecido)
B

NEFC EFC

Figura 16. ATP sintase. NEFC: animais ndo expostos a fumaca do cigarro e EFC: animais
expostos a fumaca do cigarro. Dados expressos em média + erro padrao. *p < 0,001.
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Figura 17. Lactato desidrogenase. NEFC: animais ndo expostos a fumaca do cigarro e EFC:
animais expostos a fumaca do cigarro. Dados expressos em média + erro padrao. *p < 0,001.
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Figura 18. Complexo II. AO: racdo sem suplementacdo de polpa de acai, A2: suplementagcdo
de 20g de polpa de agai/kg de racdo e AS: suplementagdo de 50g de polpa de agai/kg de ragao.
Dados expressos em média + erro padrao. *p = 0,009.
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Figura 19. Citrato sintase. NEFC: animais ndo expostos a fumaca do cigarro, EFC: animais
expostos a fumaca do cigarro, AO: racdo sem suplementacdo de polpa de acai, A2:

suplementagdo de 20g de polpa de acai/kg de racdo e AS: suplementacdo de 50g de polpa de
acai/kg de ra¢do. Dados expressos em média. *p = 0,020.
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Estresse oxidativo

Os dados referentes ao estresse oxidativo estdo apresentados na Tabela 7 e nas
Figuras 20 a 25. A EFC promoveu as seguintes alteracdes: maior concentracdo de
hidroper6xido de lipidio e menor valor de atividade das enzimas catalase, superoxido
dismutase e glutationa peroxidase. Entretanto, a EFC ndo alterou os valores de Nrf2. Em
relacdo a suplementagao de polpa de agai, os animais (EFC e NEFC) que receberam a dose de
5% apresentaram menor concentracio de hidroperéxido de lipidio quando comparados com os
animais que receberam as outras duas doses. N@o foi observada nenhuma outra alteracao pela
suplementac¢do de polpa de agai. A influéncia da polpa de acai nos animais EFC foi observada
pelo maior valor de atividade da catalase no grupo EFCAS do que nos grupos EFCA2 e
EFCAQ. Nao foram observadas outras alteracdes relacionadas a influéncia da polpa de acai

nos animais EFC.
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Tabela 7. Estresse oxidativo.

Varidveis Grupo NEFCAO  Grupo NEFCA2  Grupo NEFCAS5 Grupo EFCAO0 Grupo EFCA2  Grupo EFCA5 p (EFC) p(A) p (EFCx A)
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
HL (nmol/g tecido)* 280420 302422 266424 584495 636261 348429 <0,001 0,007 0,058
CAT (umol/g tecido) 69,5+4,2° 61,7+4.,8 64,242,1 52,4+2,8%° 55,7+4,0" 69,339 0,054 0,095 0,017
SOD (nmol/mg proteina) 7,89+0,33 7,75+0,34 8,17+0,34 6,57+0,38 6,67+0,19 6,77¢0,49  <0,001 0,720 0,895
GSH-Px (nmol/mg tecido) 44,0+1,8 45,1+1,4 41,942,6 24,3+4.3 15,2+1,1 21,6414  <0,001 0243 0,066
Nrf2 (unidades arbitrarias)* 1,82+0,51 3,38+2,14 3,20+1,63 3,41+1,46 2,27+0,86 2,1120,57 0,330 0,880 0,855

Os dados sdo expressos em média + erro padrao. NEFC: animais ndo expostos a fumaca do cigarro; EFC: animais expostos a fumaga do cigarro; A: polpa de acai; AO: racdo
sem suplementag@o de polpa de acai; A2: suplementacdo de 20g de polpa de acai/kg de racdo; AS: suplementacdo de 50g de polpa de acai/kg de racdo; HL: hidroperdxido de
lipidio; CAT: catalase; SOD: superéxido dismutase; GSH-Px: glutationa peroxidase; Nrf2: fator nuclear derivado de eritréide 2. #: variavel normalizada por meio de
transformagdo matemadtica para realizacdo do teste ANOVA de duas vias. §: comparagdo de dados marginais relacionados ao agai: AS<A2=A0. Interacdo entre os fatores: as
diferencas estdo representadas por letras, em que letras iguais designam as diferencas entre os grupos: a - EFCAO # NEFCAOQ, D - EFCAO # EFCAS e E - EFCA2 # EFCAS.
Valor de p em negrito representa diferenca significativa.
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Figura 20. Hidroperéxido de lipidio. NEFC: animais nao expostos a fumaca do cigarro e EFC:
animais expostos a fumaca do cigarro. Dados expressos em média + erro padrdo. *p < 0,001.
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Figura 21. Catalase. NEFC: animais ndo expostos a fumaca do cigarro, EFC: animais
expostos a fumaca do cigarro, AO: racdo sem suplementacdo de polpa de acai, A2:

suplementacdo de 20g de polpa de acai/kg de racdo e AS: suplementacdo de 50g de polpa de
acai/kg de racdo. Dados expressos em média. *p = 0,017.
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Figura 22. Superéxido dismutase. NEFC: animais ndo expostos a fumaca do cigarro e EFC:
animais expostos a fumaca do cigarro. Dados expressos em média * erro padrdo. *p < 0,001.
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Figura 23. Glutationa peroxidase. NEFC: animais ndo expostos a fumaca do cigarro e EFC:
animais expostos a fumaca do cigarro. Dados expressos em média + erro padrao. *p < 0,001.
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Figura 24. Hidroper6xido de lipidio. AO: racdo sem suplementacdo de polpa de acai, A2:
suplementagdo de 20g de polpa de acai/kg de racdo e AS: suplementacdo de 50g de polpa de
acai/kg de ra¢do. Dados expressos em média + erro padrio. *p = 0,007.
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Figura 25. Catalase. NEFC: animais nido expostos a fumaca do cigarro, EFC: animais
expostos a fumacga do cigarro, AO: racdo sem suplementacdo de polpa de acai, A2:

suplementagdo de 20g de polpa de acai/kg de racdo e AS: suplementagcdo de 50g de polpa de
acai/kg de racdo. Dados expressos em média. *p = 0,017.
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NF-kB e caspase-3

Com relacdo a expressao da NF-kB nas formas fosforilada e total, da relagdo entre
NF-kB fosforilada/NF-«B total e da caspase-3, ndo foram observadas diferencas entre os

grupos (Tabela 8).
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Tabela 8. NF-«B e caspase-3 (unidades arbitrérias).

Varidveis Grupo NEFCAO  Grupo NEFCA2  Grupo NEFCAS  Grupo EFCAO  Grupo EFCA2  Grupo EFCAS p (EFC) p(A) p (EFCx A)
(n=8) (n=0) (n=5) (n=7) (n=7) (n=6)
pNF-xB* 0,84+0,06 1,00+0,18 0,78+0,22 1,26+0,36 1,06+0,22 0,83+0,17 0,618 0,341 0,848
NF-kB total* 0,90+0,05 1,03+0,11 0,73+0,09 1,43+0,40 0,89+0,13 0,85+0,16 0,715 0,190 0,419
pNF-kB/NF-kB total 0,94+0,05 1,01+0,15 1,08+0,25 0,91+0,09 1,16+0,09 1,00£0,15 0,902 0,405 0,641
Caspase-3°* 1,39+0,46 1,29+0,59 0,85+0,27 0,86+0,21 2,11+1,12 1,04+0,41 0,919 0,630 0,541

Os dados sdo expressos em média + erro padrdo. NEFC: animais ndo expostos a fumaca do cigarro; EFC: animais expostos a fumaga do cigarro; A: polpa de acai; AO: racdo
sem suplementacdo de polpa de acgaf; A2: suplementacdo de 20g de polpa de agai/kg de racdo; AS: suplementacdo de 50g de polpa de acgai/kg de ra¢do; pNF-kB: fator nuclear
kappa B forma fosforilada. #: variavel normalizada por meio de transformagdo matematica para realizagdo do teste ANOVA de duas vias. °: n - NEFCA(O=7, NEFCA2=7,
NEFCA5=8, EFCA(0=8, EFCA2=8 ¢ EFCAS5=7.
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6. Discussao

A remodelacdo cardiaca pela EFC resulta, na maioria das vezes, em queda
progressiva da fun¢do ventricular, elevando a mortalidade por doengas cardiacas (11, 14). Por
essa razdo, algumas estratégias tém sido estudadas a fim de atenuar as alteracdes cardiacas
induzidas pelo fumo, como por exemplo, nutrientes e alimentos com a¢des antioxidantes (22,

25, 28).

O acai, fruta tipica do norte brasileiro, ¢ amplamente utilizado na producdo
industrial e artesanal de alimentos. Ele € bastante relacionado com propriedades antioxidantes
e anti-inflamatérias (53, 55, 57). Essas acdes se devem principalmente aos compostos

bioativos presentes em sua composi¢cao (59).

No modelo de fumo, o nosso estudo foi pioneiro em relacionar a influéncia da
suplementagcdo de polpa de acai e o estado antioxidante no coragdo. Assim, o objetivo do
trabalho foi analisar a influéncia da suplementacdo de polpa de acai sobre a remodelagdo
cardiaca em ratos EFC. Nossos dados mostraram que a EFC induziu, como esperado,
alteracodes cardiacas. Além disso, a suplementacdo de polpa de agai nos animais EFC parece

atenuar de forma dose-dependente o estresse oxidativo no coragao.

Alteragoes no coragao relacionadas a EFC

7z

Diante do modelo utilizado para a agressdo cardiaca, ¢ importante avaliar nos
animais EFC a presenca de cotinina, metabdlito da nicotina, para confirmar o sucesso do
protocolo. A dosagem de cotinina sérica dos ratos mostrou sua presenca em todos 0s animais
avaliados pelo teste enquanto que os NEFC ndo apresentaram essa substancia (77). Além
disso, a dosagem de cotinina sérica permitiu verificar que os animais foram submetidos a EFC

de modo semelhante.

O estudo ecocardiografico mostrou que os animais EFC apresentaram sinais de
remodela¢do, como: maior valor do DDVE/PC, do DSVE/PC, da massa do VE e do indice de

massa do VE quando comparados com os animais NEFC. Os achados de hipertrofia pelo
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ecocardiograma (maior valor da massa do VE e do indice de massa do VE) se assemelham
com a morfometria do coragcdo, em que foi possivel observar maior peso imido do VE e peso
umido do VE/PC nos animais EFC do que nos NEFC. Os dados encontrados pelo
ecocardiograma e pela morfometria ja eram esperados e corroboram com a literatura (14, 15,
18, 25) como, por exemplo, na revisdo de Minicucci e colaboradores, em que os autores
associam EFC com aumento das cidmaras esquerdas cardiacas e hipertrofia cardiaca (78). Isso
mostra que o nosso estudo foi adequado e obteve éxito em induzir remodelac¢do cardiaca nos

animais.

No coracdo, a demanda de energia é constante e a regulacio do metabolismo
energético € essencial. A respiracdo mitocondrial ndo € importante somente para a sintese de
energia, mas estd envolvida também na formacdo de espécies reativas. A respiracdo
mitocondrial depende da oxidacdo de substrato, além da massa e da fun¢do mitocondrial (79).
Em coragcdes normais, a utilizag¢do preferencial para sintese de ATP € a de dcidos graxos. A B-
OH-acil CoA-DH € uma das responsdveis pela oxida¢do de dcidos graxos em acetil-CoA, que
no ciclo do citrato ird formar 4cido citrico pela citrato sintase, e gerar NADH e FADH, para a
cadeia transportadora de elétrons. Um dos efeitos da fumaca de cigarro no metabolismo
energético cardiaco € a diminui¢do da sintese de ATP (79). Em situagdes de agressao como
essa, pode haver desvio da utilizacdo de 4cidos graxos por glicose, juntamente com outras
alteracdes da homeostase energética (31-33). Neste sentido, defeitos no maquinério da cadeia
respiratoria e nos complexos da fosforilacdo oxidativa t€m sido relacionados a progressao da
insuficiéncia cardiaca (80). Além da utilizagdo preferencial de glicose, em condi¢des de
isquemia o coracao passa a formar muito lactato, aumentando o metabolismo anaerdbico de
carboidratos e a atividade da LDH (81, 82). Nos estdgios iniciais da remodelacdo cardiaca,
essa mudanca protege o coragdo porque os acidos graxos usam mais oxigénio quando
oxidados. Quando eles ndo sdo oxidados, se tornam potenciais causas de lipotoxicidade e
formacdo de espécies reativas (79). Os animais EFC do nosso estudo apresentaram menores
valores de B-OH-acil CoA desidrogenase, de citrato sintase, de complexo I, de complexo II,
de ATP sintase e maior valor de LDH quando comparados com os NEFC. Estes achados
mostram a troca na utilizagdo de substrato no coracdo, que € uma caracteristica da

remodelagdo cardiaca (38).

Além das alteracdes mencionadas acima, o metabolismo energético apresenta
relagdo com o estresse oxidativo. Em condi¢des normais no metabolismo energético, mais de

98% dos elétrons estdo ligados ao metabolismo de ATP e somente 2% geram radicais que
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serdo neutralizados pelo sistema antioxidante. Entretanto, o fluxo de elétrons pode ser
desviado, transformado e gerar grande quantidade de superéxido, levando a piora do
metabolismo energético e ao estresse oxidativo (83). Em condig¢des fisioldgicas, os efeitos
toxicos das espécies reativas podem ser prevenidos, em parte, pelo sistema enzimatico que
inclui as enzimas antioxidantes (84). No presente estudo, a concentra¢ido de hidroperéxido de
lipidio foi avaliada como marcador de dano oxidativo e a atividade das enzimas antioxidantes
como marcador de defesa antioxidante. Os animais EFC apresentaram maior valor de
hidroperéxido de lipidio e menores valores de atividade das enzimas catalase, superdxido
dismutase e glutationa peroxidase quando comparados com os ratos NEFC. Assim, o estresse
oxidativo pode ser mecanismo importante no processo de remodelacdo cardiaca (24, 79, 85)
por trés motivos: o primeiro seria pelas alteracdes no metabolismo energético; o segundo seria
a lipoperoxidacdo como marcador de mudanca na membrana celular com alteragdes em
decorréncia desta condi¢do; e o terceiro motivo, que o estresse oxidativo poderia participar de

vias de sinaliza¢do celular como as de hipertrofia e de apoptose (86).

Influéncia da polpa de acai no coragdo do animal EFC

O Brasil, assim como vdrios outros paises do mundo, vem desenvolvendo
politicas para o controle do tabagismo. Uma delas € a lei antifumo que, além de diminuir o
nimero de fumantes ativos, diminuiu também o nimero de fumantes passivos. Estd havendo
ainda regulamentacio das campanhas publicitdrias de cigarro e maior taxagdo nos impostos e
precos dos produtos (87). No entanto, apesar de todas essas medidas e dos conhecidos
beneficios da cessa¢do do tabagismo, o hédbito de fumar ainda € realidade para um grande
nimero de individuos que, por muitas vezes, sofrem para deixar o vicio do cigarro, o que
influencia negativamente na saude (88). Por isso, € importante investigar estratégias que
possam atenuar os efeitos deletérios do cigarro, como alternativa aos seus desfechos de
morbi-mortalidade. A ac¢do da suplementacdo de polpa de acai pode ser observada por meio

de suas propriedades no metabolismo energético e antioxidantes.

Na avalia¢do do metabolismo energético, foi observado menor valor de complexo
IT nos coracdes dos animais suplementados com 2% do que nos dos animais que nao

receberam suplementagdo de polpa de acai. Entretanto, tal dado ndo se traduz em declinio da
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atividade da cadeia transportadora de elétrons e piora do metabolismo energético, visto que
ndo ocorreu diminuicdo da ATP sintase e nem alteracdo da peroxidacdo lipidica nos animais
que receberam suplementacio de 2%. O mecanismo pelo qual podemos explicar a
manutencao da producdo de ATP € que a fonte de elétrons para a cadeia transportadora no
complexo II ¢ o FADH,. O FADH; adiciona elétrons em nivel energético menor do que o
NADH. Dessa forma, com a mesma doacdo de par de elétrons que o NADH para a cadeia
respiratéria, o FADH, fornece apenas 2/3 de energia para sintese de ATP (89). Além disso,
outros complexos (complexos I e III e Co-enzima Q também suprem a demanda de elétrons

(90).

Como mencionado acima, a fumaca do cigarro contém espécies reativas e
promove estresse oxidativo no coracdo, o que pode levar a remodelacdo. O indicador
escolhido para mostrar o dano celular oxidativo foi a andlise da concentracio de
hidroperoxido de lipidio. Este marcador € eficaz em mostrar peroxidacao lipidica (91). Em
trabalhos anteriores do grupo, foi mostrado que a concentragdo de hidroperdxido de lipidio
diminuiu em ratos EFC quando estes receberam suplementacdo de vitamina D ou de beta-
caroteno (25, 28). Assim, mostramos no presente estudo a acdo protetora do acai no estresse
oxidativo de ratos EFC. Outro achado interessante foi o encontro de maior atividade de
catalase no grupo EFC suplementado com a maior dose de acai. Este aumento da atividade da
catalase pode significar o maior equilibrio do sistema oxidante/antioxidante com menor
necessidade da enzima antioxidante (83). A EFC fez com que houvesse consumo das enzimas
antioxidantes como mecanismo de defesa. A suplementacdo de acai, ao atenuar o estresse
oxidativo, normalizou os valores da atividade da catalase.

Nao foram encontrados dados na literatura que associem a suplementacdo de agai
e o estado antioxidante no corag@o. No entanto, hd estudos em outros 6rgaos e sistemas, como
o trabalho com modelo de cincer de bexiga em camundongos que, apds avaliagdo do dano ao
DNA pela técnica do cometa, considerou o agai na dose de 5% um potencial alimento

funcional na prevencao da doenca, provavelmente por sua a¢do antioxidante (62).

Influéncia da polpa de agai no coragdo do animal ndo EFC

Este tipo de delineamento experimental permite ainda a avaliacdo da acdo do
suplemento de polpa de acai no coracdo sem agressdo. Pouca informacao existe na literatura

sobre a a¢do do acai no coragdo de pessoas “sauddveis” e animais ‘“normais”. A
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suplementagdo de acai por dois meses em ratos ‘“normais” ndo mostrou nenhuma alteracao
cardiaca funcional ou morfoldgica. Nossos dados podem ser comparados com os de Gale e
colaboradores, os quais observaram que jovens voluntdrios sadios, ao receber suplementac¢ao
aguda de agai, ndo apresentaram alteragdes hemodinamicas importantes (92).

Uma alteracdo significativa ligada ao metabolismo energético, foi o aumento da
enzima citrato sintase. Este achado pode estar mostrando melhora no ciclo do 4cido citrico
(38).

Além disso, foi possivel observar a agdo da polpa de acai em alteracdes

relacionadas ao complexo II e ao hidroperéxido de lipidio, assim como nos animais EFC.

Equivaléncia da suplementacdo de polpa de acai: de ratos para seres humanos

O resultado do nosso trabalho é importante porque mostra o efeito benéfico do
acai no coracao de ratos EFC. Este achado pode ter implicagdes clinicas em humanos. Assim,
€ necessdrio o conhecimento da equivaléncia para seres humanos da quantidade de acai
fornecida ao rato. O cdlculo de equivaléncia da dose para seres humanos, foi realizado a partir
da equacdo proposta por Reagan-Shaw e colaboradores em seu estudo (93). Diariamente, um
rato consome em média 25g de ragdo, portanto a suplementacdo nas doses 2 e 5% equivale,
respectivamente, a 0,5 e 1,25g por dia de polpa de agai. De acordo com a férmula utilizada,
0,5g de polpa de acai para o rato equivale a 15,6g para o ser humano, enquanto que 1,25g
equivale a 39g. A fim de facilitar o entendimento e tornar os valores mais proximos da
populagdo, podemos expor os dados em medidas caseiras, ou seja, a quantidade de 15g seria o

mesmo que 1 colher de sopa didria e 39g seria aproximadamente 2,5 colheres de sopa.

Nao se trata de fazer recomendacOes para seres humanos, porque para fazé-las
seriam necessarios estudos de intervengdo (clinical trials). Entretanto, o nosso estudo permite
levantar a hipétese de que o agai é benéfico para atenuar as agressoes cardiacas induzidas pela
fumaca do cigarro e propor que futuras pesquisas sejam realizadas em seres humanos. Com o
célculo de equivaléncia, podemos observar que a quantidade de polpa de acgai suplementada
ndo é grande, tornando vidvel a inclusao desse alimento no dia-a-dia, apds a verificagdao de

seus efeitos benéficos.
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Limitacades do estudo

A auséncia de alteragdes funcionais e morfoldgicas pela suplementacdo de polpa
de acai pode ser devido ao curto periodo de tempo do projeto. A duragdo do experimento foi
definida com base no trabalho de Castardeli e colaboradores (13), em que ndo foram
observadas diferencgas nas altera¢des cardiacas nos ratos EFC durante 2 ou 6 meses. Assim,
estudo de maior duracao pode ser necessario para mostrar a influéncia do agai nas alteragdes

funcionais e morfolédgicas induzidas pelo fumacga do cigarro.

Outro fato interessante observado neste estudo € que a maior resposta a
suplementacdo de polpa de acai foi na dose 5%. Este achado faz com que tenhamos a
impressao visual de que seu efeito é dose-dependente. Necessitamos de mais estudos para

verificar qual é a melhor dose de acai para obter acdo benéfica no coracao EFC.
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Conclusdo



7. Conclusao

Em conclusao, a EFC induz remodelagdo cardiaca nos animais e a suplementacao
de polpa de acgai parece atenuar os efeitos do cigarro no estresse oxidativo cardiaco de forma

dose-dependente.
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